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VIl Curso Laﬁnoamerlcano de Biotecnologia
XXXVl Cunyo lnhmac!oml do Ingonlorll Bloqulmlca
12 — 17 Octut e 2003

Valparalso - CHILE ;

Lunes 13 de Octubre

Ingenieria de Cultivos Celulai'es

Fernando Acevedo

8:30-10:00 | Fundamentos vle Cultivos celulares
/ EIB, PUCV Ok
10:00-10:30 |Café ’
10:30-11:15 | Cultivo por Lote:s Alimentados / Juan Carlos Gentina
) EIB, PUCV o< .
11:15-12:15 | Agitacion en reactores microbianos / Femando Acevedo a3
A -| EIB, PUCV o= .
12:15-13:00 | Biolixiviaciéon de rninerales W4 W Juan Carlos Gentina de
EIB, PUCV HC
13:00-15:00 | Almuerzo _
15:00-15:45 | Estrategias de manipulacién ambiental y genética en | Claudia Altamirano ST |
cultivos de células animales ¢ EIB, PUCV O -
15:50-16:35 | Desafios a la ingenieria en la tecnologia del cultivgde | Ricardo Medronho
células animales : Iy 1/(1 EQ, UFRJ, Brasil ZEa
16:35-17:00 |Café ' m
17:00-17:45 |Desarrollo de Productos Comerciales a partir de | Ricardo Kratje
Cultivos de Células Mamiferas W | UNL, Argentin:, o
17.50-18:35 | Andlisis de Control y Modulacion Metabolica Raul Conejerr,s oA -
ond | EIB, PUCV -
\
Martes 14 de Octubre

Biotecnologia Ambiental

8:30-10:00 | Biotecnologia Ambiental : Tecnologia de Punta Para | Rolarido Chamy
un crecimiento sustentable / EIB, PUCV 0 /( 5
10:00-10:30 |Café
10:30-11:15 | Degradacién de Compuestos Xenobidticos Cscar Monroy,
@ 'JAM, México O
11:15-12:15 | Eliminacion Biol6gica de Nutrientes P M.C. Schiappacasse
. r / EIB, PUCV & as
12:15-13:00 | Tratamiento Anaerobio de Efluentes con alto v/ Loma Guerrero 0 o
contenido de sulfato UTFSM
13:00-15:00 | Almuerzo
15:00-15:45 | Tratamiento Bioldgico de Emisiones lndustnales German Aroca O 1‘—
Gaseosas EIB, PUCV i
15:50-16:35 | Biorremediacién de Suelos Contaminados con \/ Rolando Chamy 0O ]_(
Metales Pesados EIB, PUCV
16:35-17:00 | Café
17:00-17:45 |Sistemas Avanzados para el Tratamientos de|Marcel Szanto,
Desechos Domiciliarios S ICC, PUCV )(
17.50-18:35 : ‘| Paola Poirrier,

Digestion Anaerobia de Desechos Sélidos

Ok

EIB, PUCV
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" VIl Curso Latinoamericano de Biotecnolog[a ’ ; g
XXXVIil Curso Internacional de Ingenieria Bioquimica
12 - 17 Octubre 2003
Valparaiso - CHILE
Miércoles 15 de COctubre
8:30-10:30 | Taller “Ingenieria de Cultivos Celulares” Juan Carlos Gentina
Coordinador
10:30-11:00 | Café
11:00-13:00 | Taller “Biotecnologia Ambiental” Rolando Chamy
Coordinador
Jueves 16 de Octubre
Biocatélisis Enziméatica /
8:30-10:00 |Fundamentos de Biocatalisis i J Andrés lllanes 0
. EIB, PUCV )
10:00-10:30 | Café
10-30-11:15 | Enzimas en Reacciones de Sintesis en Fase Gaseosa Eduardo Barzana 0 \,\
('/ UNAM, México. &
11.15-12:15 | Enzimas en Reacciones de Sintesis en Medio Orggnico | Andrés llanes
‘ EIB, PUCV or:
12-15-13:00 | Innovaciones en la Aplicacién de Enzimas Marfa Elvira Zufiiga
EIB, PUCV
13:00-15:00 | Almuerzo P
15:00-15:45 | Hidrélisis Enzimatica de Biopolimeros J Andrea Ruiz
EiB, PUCV
15:50-16:35 | Inmovilizacién de Células para la Produccion de Vitalis Moritz Vi 8
Metabolitos Profesor Extraordinario, EIB, PUCV
16:35-17:00 | Café
17:00-18:30 | Taller “Biocatalisis Enzimatica” Andrés lllanes
Coordinador ><
Viernes 17 de Octubre
Bioseparaciones
8:30-10:00 | Fundamentos de Biosejaraciones ‘/ German Aroca
EIB, PUCV
10:00-10:30 | Café
10:30-11:15 | Separacion de Esterolespor Destilacion MW Andrés Markovits
: EIB, PUCV
11:15-12:15 | Recuperacién de Enzima. Intracelulares Fa Maria Elvira Zafiga
v’ EiB, PUCV
12:15-13:00 |Modelacion de Cromatogrifia . t//" Maria Elena Lienqueo
, DIP, UChile
13:00-15:00 | Almuerzo
15:00-15:45 | Recuperacion y Purificacior de Proteinas Terapéu'”aé Marina Etcheverrigaray
UNL, Argentina
15:50-16:35 | Recuperacion de Proteina: por Membranas de Afinidad | Leda Castillo
L~ . |COPPE, UFRJ, Brasil
16:35-17:00 | Café ;
17:00-18:30 | Taller “Bioseparaciones” German Aroca X
Coordinador o
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VI CLAB, BIB, PUCY, 12 de Oclubre, 2003 R. Conejeros

Esquema de célula y su relacién con el medio intra y extracelular

Anélisis de control y modulacién metabdlica

R. Conejeros

<G

VIl Curso Latinoamericano de Biotecnologia
Escuela de Ingenierfa Bioqufmica,
Pontificia Universidad Catélica de Valparalso

Valparaiso, 12 de Octubre de 2003

VII CLAB, EIB, PUCYV, 12 de Oclubre, 2003

R. Concjeres 3

VII CLAD, EIB, PUCV, 12 de Octubre, 2003

R. Concjeres 2

Balances de masa basados en estequimometria

CeH 120 = 2C,HsOH +2b02
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VII CLAB, BIB, PUCV, 12 de Oclubre, 2003 R. Concjervs 0

Ejemplo
3, = k-E-S-A
= (KS+S)'(KA+A).(1+KLI)
- _Ka
EA~K,1+A

ahora si se expresa v como :

v=k-E-S* AP.I

ea=p
; . . . . Ka
si ambas cxpresiones de la velocidad de reaccién son cquivalentes, cntonces 8 = Kot A
A
Notar que C =1
VII CLAB, BID, PUCV, 1¥ de Octubre, 2003 R. Concjeros

Un punto de vista diferente

Ley de accién de masas

n

v=k‘n1X.
Ejemplo
v=k E.§° AP.I"
v=~k E.§%.A'2.[-03

8

VII CLAB, EIB, PUCV, 18 de Oclubre, 2003 R. Concjerve n

Balances de masa para cada metabolito

= Av-puz
Andlisis de Flux (flujo molar)
v =AYz + pz)
Estado pseudo-estacionario
Av—pz =0
VII CLAD, EID, PUCY, 12 de Oclubre, 2003 R. Concjeros 10

Sc puede adaptar la expresién de Michaclis-Menten a la Iy de accién de masas

variables auxiliares;

= Kp+A
v2 = Ks+ S

Spna
Y3 = K

entonces:

v=k E-S Ayt gy
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VIl CLAB, BIB, PUCYV, 12 de Octwbre, 2003
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R. Conejeros 17

o k- Xacvs

(K,au Keys Kvu.) ] ( ACV)

AAA " CYS VAL Kacv

g ko - Xipws - ACV(}?;I

(ACV+Km- (1+ 4 ))
gy & ks Xar IPN

(IPN + Kmpy)
ks ki Xpp6APA . PoaCoa

(6APA - PoaCoa + PoaCoa - K1ngapa—pes + 6APA - Kmpy,)
i = ky- Xar - IPN - PoaCoa

(IPN + PoaCoa + Kmpy-poa: PoaCoa + IPN - Kmp,,)
Vg = kq 'GAPA
) ky - Xar - PenV

(Kpenv + PenV)

vg = kycv - (ACV — ACVyyr)

Uy

=3

V1l CLAB, EIB, PUCV, 12 de Octubre, 2003

= kipy - (IPN ~ 1PNoyr)

R. Conejeros 16

Para la ruta mctabélica de la produccién de Penicilina V de acucrdo a Pissara et al.1996,
se tiene entonces el siguiente sistema de ecuaciones:

OPC -—

—= ACVout

CO, + 6-APA ~—
6

8-HPA

—= IPN out

PenV

ey

— _— = . — —— — — — pea—

=)
VIl CLAB, EIB, PUCV, 12 de Oclubre, 2003 R. Concjerve 19
dv
v F
d(zV) _
-—dt_ S #-I V
d(sV) _ pez-V
aF = ey
VII CLAD, BID, PUCV, 12 de Octubre, 2003 R. Concjeros 18
decry = v —v—v—puACV
dt .
d—(-I-d-PEI—V—) = ﬁg—v;—vs—v1o~#'1PN
ﬁ%’ﬂ = (V3—v4—v6+15) p- T
d_(..P.Be.tzﬂ = (v4+vs...va).pc.x
d(ACV,
_Ldto_w) S —
d(IPN,
( dtOUT) & S os
d(8HPA) ot
i o >
40P0) _, . ;._;
dt d s ;
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VIl CLAB, EIB, PUCY, 12 de Oclubre, 2003 R. Conejeros 25 VII CLAB, EIB, PUCY, 12 de Oclubre, 2003

R. Concjerns n
DAHP = v; — vy — Vgp
CHR = vg-—vg—ve—-vsp
PHP=U3—U4—05—UQP Cl = 0.723
FHE = 1ty =ty C, = 0516
TYR = vs —vgp —
& ra T Cy = —0.102
TRP = vg—vp — v
FEE Cy = —0.504
Cs = 0307
Ce = 1.092
>
£
§|
&
>
g
3 VIl CLAD, EID, PUCY, 12 de Octubre, 2003 R. Concjeros k1] Vil CLAD, EID, PUCV, 12 de Oclubre, 2003 R. Concjerve s
= 3 0.014-A- PHE -TYR-TRP:-PEP PHE = 263.79
2 "= 025+ A)(18 + PHE)(13 + TY R)(5 + TRP)(0.005923 + PEP) TYR. = 32182
S
§ A= ATP +05ADP TRP = 8189
o "~ ATP + ADP + AMP DAHP = 341
S ’
§ CHR = 3099
g Aminodcidos incorporados cn biomasa PHP = 06l
>
S Vip = 5dp vy = 131p  uy, = 1764 O " [ 0 & b gli] [
] T o i C) 1 e?lahp 0 0 0 0 0
?3 Dilucién por crecimiento de biomasa Cy 1 0 o Ei,w 0 ei’,,u o
<. Cy 1 0 €y 0 0 €| [O
a vyp = DAHPp vy, = CHRp  vgy = PHPp Cs i 0. & 0 0 0 0
o 6
B vy = PHE p vgp = TYRp vy = TRPp Cs 1 0 0 0 g, 0 0
5
3
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El proceso de sintesis de protefnas.
MMW&MMQ&MW
Factores que afectan la glucosfiacién:

# Secuenciz de

. Cé&ula huésped: ;Por qué cultives de cflulas mamiferas?

aminodcidos en si misma.

. Entorno celular y método de cultivo.

Efectos de la glucosilacion sobre la bio-actividad, 1a farmacocinética y la autigenicidad.

mammmﬁkwymwwmum

Principales compartimientos
intracelulares de una célula animal

[‘ | P‘ I »
LA
endosoma 0 S .
© - 7% (o) citosol
AT
O
) & SR jo de Golgi
o (o} <
5 D -

; reticulo endoplasmético
con polirribosomas
unidos 3 su membrana

poliribosomas . ~=
libres B AN nGcleo
M A3 - ‘
%*% a é membrana plasmética
15 um -

Temads s Aerts  of (1996) Bisiagia Malscub éo LA CELULA (° I4) E4. Omega, Barcalena, Lapatia.

e




Relaciones Durante el transporte de
topolégicas entre los las vesiculas se
compartimientos de mantienen la polaridad
una célula eucariota de la membrana

T—b&madmwwaummwu)ummm

“Mapa de carreteras” del trafico proteico

[ wucieo | PEROXISOMA |

PLASTIDOS

MITOCONDRIA

[ReTicuLO ENDOPLASMATICO |

LISOSOMA

VESICULAS DE
SECRECION

[ SUPERFICIE CELULAR |
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Ribosomas libres y unidos a membrana

m:x;:oln o5 i Y polimibosoma fibre
libres en el citoso! enelcitcsal

s 3

acervo comun de subunidades
de ribosoma, en el citosol

‘llostNAquc._.’ 5 i i unidoala
W quemtndmﬁdash_aaaei membrana del ER, 8 través
\.E.Rpermmco:numdos de multiptes cadenss

i 3la

i -

membrana del ER

T—aamcdnmwwaumwwummm

Particula de reconocimiento de la sefial (SRP)

dominio de
_ reconocimiento
SRP RNA del péptido sefal

dominio de paro ; \ ¢
de 1a traduccién '
lugar de unién
SRP-receptor
L J

Temnts de Alerts o of (1996) Blslogin Malscuer do LA CELULA 0 £4) E4 Oumsoga, Barcsbema, Lepetia.
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Estructura del N-oligosacérido unido a asparagina que
es afiadido en la membrana del ER rugoso

oucons - (3

Wt oo ()

r—-hmcdamwuaumwwumu__

Glucosilacién de una proteina en el ER

r—h.madmw“aumo’w 4. Osssge. Berceisss, Espeia.

i tapeerr St S,
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Mecanismo utilizado para retener las proteinas en el ER.
El ER como “control de calidad” por BiP

Temade de Aerts ‘damwweudwu(rmuo-mmm

Procesamiento de los oligosacéaridos en el ER
y en el complejo de Golgi

1(CGaTD ]

Adugtade de M‘dm“u.um’munml‘
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Cdmpéfﬁméhtacién funcional del
- complejo de Golgi

SINTESIS PROTEICA

r—a«maamwuuumamumu&—._

Los azticares de las glucoproteinas de membrana y de los
glucolipidos estan orientados hacia fuera del citosol

L
S
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Estructuras de monosacaridos encontradas
en células eucariontes

on
e o
S mﬁ§ wd
WO
aDMancea orlFucom
i
; B
o—c(u‘. °-c<o¢,°"
. N-Acetii-q-D-gaictosamina
W "
o co
H
i e,
aDXosa Acido a-N-Acstineuraminico

Los oligosacaridos se unen a las proteinas
mediante enlaces N-y O- glucosidicos

&

C\ !
=0
G, b,
oH
Gal NAC (a)-SerfThr R Dt
NH c /m
P T
R=H paraSer ;0 =0
R= CH, para Thr CHy 4,%
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Estructuras de N-oligosacaridos mas comunes

Complex, Tri’-antennary Type
NANA(a 2,3)-Gal(B 1,49}-GlcNAc(B 1.6)

NANA(a 2,3)-Gal(B 1,4)-GicNAc(B 1,2)-Man(a 1,6) N

Fuc (a 1,6)

1,4)— GicNAc (B 1,4) - Gk AS
NANA(a 2,3)-Gak(B 1,4)-GlcNAc(B 1.2)-Man(a 1.3) / Mwip 14 (B 1,4) - GlcNAS(B)- v

Complex, Triantennary Type

NANA(a 2,6)-GakB 1,4)-GlcNAc(B 1,2)-Man(a 1,6) \ |

M —_ GlcNAc (B 1,4) - GkcNAC(B)-Asn
NANA(a 2,6)-Gal(B 1,4 GicNAC(B 12)- Man(a 13) / NEL=2 FL9 )- |

/
NANA(a 2,3)-GakB 1,4)-GicNAc(B 1,9

traante
NANA(@ 23} Gal(B 14)-GIcNAG(B 16) | Complex, Te nnary Type
Fuc (a 1,6)

NANA(@ 2,6)Gakp 1,4y GicNAC(B 12)-Man(@ 1,6) i 1
M — GlcNAc (B 1,4) - GcNAC(B)-As
NANA(a 2,6)-GakB 1,4)GlcNAC(B 1.2)- Man(a. 1.3) / _p Lo e S

NANA(a 2,3)-Gal(B 1,4)-GIcNAc(B 1,9) ~

Conformacién de oligosacaridos

& ‘CH,
®
o
Definicién de los angulos de torsién para Ia unién Gal B1-4 GicNAc:
$=H1-C1-01-CX
= C1-01-CX-HX
® = H5-C5-C6-06

mewam_awnmma—aw_.mmnm. Bexiin, Alesssmta.
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2 - ;Cémo afecta la secuencia de aminoacido
en si misma la ocupacion de un sitio?

F) Arreglos espaciales del péptido alrededor del sequon J
o value GlcNAc-T-B
ey Aty ?

al6
Asn-107  O-- 180° <
o-0-0
(cadena l'iviana)Jr
O—O~G\
Asn-107 b -60° -
oo
(cadena liviana)
Asn-297 3 -60° .
©o-01O
(dominio Cy, de cadena pesada)

(x—vu&o-inammma—.stl“lm

2 - ;Cémo afecta la secuencia de aminoéacido
en si misma la ocupacién de un sitio?

d Consistenciadeestmctnmmsicadeoligosaciﬁdosmdifemweélnhs

. Sitio Linea Celular
A B C D
EPO Asn-83 Tetra-antenario  Tetra-antenario Tetra-antenario _
(3N-; 10-) (EPO urinaria) (vec-BHK) (rec-CHO)
TPA
(3N 10-)  Asn-l 17 Elevada manosa Elevadamanosa Elevada manosa Elevada manosa
Pt 18’4 o q Bowes) ( de Colon) (rec-CHO) (rec-C127 Murina)
= y
Ovalbimina Hibrido / Hibrido /
(2N-) Asn-293 Elevada manosa Elevada manosa = =
Asn-312 (ovidncto) (rec-L~cAnias mmginas)
FN-Pl  4oy.gp  Dianteoana Biantenaria  Bjamteparia  Biantenaria
(IN-) (Sbrobiasto hrammano) (et 1"")""" (Rec-CHO) (sec-cALC127 mninss)
IL-2 Thr3  SI6(SEYCalNact S36(S6)Gal Nac S36(S6)Gal Nac )
( 10_) (Linfoctos periféricos) (CA. Jurket) (rec-CHO)

* NANA (@ 2.3) - Gal (B 1.3) -Gel NAc (@) y NANA (o 23)-Gal (B 1.3)- [NANA (o 2.6)] Gal NA< (@)

T-h_(l”l)m(l)l: 115139,

17




Factores que afectan la glucosilacion

1. Disponibilidad de todos los precursores y nivel de expresién de las
enzimas

2. La secuencia de amino4cido en si misma:
a) Secuencia consenso (sequon) de N-gluco proteinas
b) Posicion del sequon en la cadena polipeptidica
¢) Arreglos espaciales del péptido alrededor del sequon

d) Consistencia de estructura basica de oligosacdridos en diferentes células

e) . Como se afectala O-glucosilacién?
3. Tipo celular
4. Entorno extracelular y método de cultivo

Sistema de expresion y sus capacidades de glucosilacién
PROCARIOTAS

INSECTOS
Comparten las caracteristicas de
EUCARIOTAS PLANTAS procesamiento de los oligosacaridos tipo

LEVADURAS PP-Dol y truncacion a Man8GlcNAc2

= Células de insectos:

Alto nivel de expresion y alta velocidad de crecimiento.

Escasa capacidad de procesamiento mas alla de Man3GlcNAc2 (GT casi ausentes).
Incapaces de sintetizar oligosacaridos complejos tipo N o sialilados tipo 0.

* Levaduras:

Precursor Glc,Man,GicNAc,-PP-Dol. En S cerevisiae solo un residuo Man es
clivado para formar Man8GIcNAc2.

En la mayoria de levaduras y hongos filamentosos: oligosacaridos tipo alta Man
(hasta 50 residuos Man)

- Plantas:
Los oligosacaridos fio poseen acido sialico y frecuentemente presentan Xil
(altamente inmunogénicos)

MAMIFEROS N en el RE: precursor Glc;Man,GlkcNAc,-

19




Control del procesamiento de oligosacaridos
en cultivos de células de mamifero

Célula Huésped:

Diferencias en la actividad relativa de las enzimsas glucosiltransferasas en diversas especies y tejidos
determinan variaciones de los oligosacéridos presentes. Respecto al de células humanas se encontraron
las siguientes diferencias:

CéL de cabra,  Acido sialido terminal es N-glicosil-neuraminico (NGNA) en lugar de
oveja, vaca: NANA

. Expresan la enzima a 1,3 galactosil transferasa, que genera residuos
Células Gal (a 1,3)-Gal (B 1,4) - GlcNAc altamente inmunogénicos.
murinas: . Carecen de la enzima a 2,3 sialil transferasa, generandose
iinicamente la sialilacién mediante uniones o 2,6 a la Gal terminal

. Carecen de la enzima a 2,6 sialil transferasa, generandose
anicamente la sialilacién mediante uniones o 23 ala Gal terminal

® Incapaces de sulfatar residuos Gal Nac (importante p/hormonas)

Células de
hamster: . Carece la enzima a 1,3 fucosil transferasa, de manera de no
(CHO, BHK) formarse la union de fucesa periférica (fuc a 1,3-GlcNAc)

® Carece de la enzima B-1,4 —N-acetilglucosaminil transferasa III, de
manera de no formarse la unién de GIcNAc al core de manosa
bisectante.

Factores que afectan la Glucosilacion

1. Disponibilidad de todos los precursores y nivel de expresién de las
enzimas

2. La secuencia de aminoacido en si misma:
a) Secuencia consenso (sequon) de N-gluco proteinas
b) Posicién del sequon en la cadena polipeptidica
¢) Arreglos espaciales del péptido alrededor del sequon
d) Consistencia de estructura basica de oligosacaridos en diferentes células
e) ¢Cémo se afectala O-glucosilacién?

3. Tipo celular

4. Entorno extracelular y método de cultivo

21




Efectos de la composicién quimica
del cultivo sobre la glucosilacién

> Limitacion de Glucosa: ¥

» Limitacion de O,: v

Ocupacién de sitios reducida para cadenas
livianas de IgG

Staik & Heath (1979) Arch. Biochem. Biophys. 192: 599-609.
Glucosilacién anormal de proteinas
virales en células CHO

Davidson & Hunt (1985) J. Gen.Virol. 66: 1457-1463.

Anmento de isoformas no glucosiladas de
rhIFN-y en células CHO

Hayter e al (1993) Biotech. Bioeng. 42: 1077-1685.

Disminucién de Fc-galactosilacién de
MAbs secretados por hibridomas
K-lkddal.(lml.BioudDwLGZ:SS-ﬂ.

Disminucién de la sialilacién de rhFSH en

células CHO
Chotigeat er al (1994) Cytotechnol. 15: 217-221.

Efectos de la composicion quimica
del cultivo sobre la glucosilacion

» Adicion de suplementos: v

> Aumento de Amonio: v

ManNAc anmenta la sialilacion de rhIFN-y
en células CHO

Ga & Wang (1998) Biotechnol Bioeng. 58: 642-643.

Butirato aumenta la a 2,6 sialilacién de

rhIFN-y en células CHO
Lamette o al (1999) Cytotechnol. 29: 55-64.

Aumento de la proporcién de rhIFN-y
biglucosilado en cétulas CHO.

Castro o al (1995) Biotech Appl Biochem. 21: $7-108.

Aumento de antenaridad y disminucién de
4cido sidlido de rhIL-Mu6 en células BHK
Gawiitzek o al. (1998) Biotechnol Bioeng. 57: 518-528.
Disminucién de sialilacion de O-Glacanos
en rhG-CSF de células CHO
M&M(I”S)BMMLM.W:”IQS.
Disminucién de sialilacién y antenaridad en
rhEPO de células CHO

Yng&B‘h(M)WM.“:M.
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Células huésped con nuevas propiedades de glucosilacion
por incorporaci6n de genes de glucosil-transferasas

> 2,6 Sialil transferasa (@ 2,6 ST):

v Cél. BHK se produce un aumento del nivel de sialilacion con mezclas de
a23/a26 NANA-oligasacaridos en rbAT-TII, rhEPO y B-Trace Protein.
Grabenborst et al. (1995) Ex. J. Biockem. 232: TIS-T25.

v CélL CHO se produce un aumento del 100% de la sialilacion con un 68% de
@ 2,6 NANA en rhIFN-y.

Lamsette et al. (1999) Cytotecknol. 29: 55-64.
» al,3 Fucosil transferasa (c 1.3 FI):
v  CélL BHK el 50% de B-Trace Protein presenta uniones periféricas a 1,3 de

fucosa a GlcNAc, pero con fuerte disminucion del nivel de sialilacion.
Grabenborst e al. (1999) Glycomjagate J. 16: 81-97.

» B1.4-N-acetil glucosaminil transferasa 111 (GnT IID):

v Cél CHO se observo produccién de oligosacaridos bisectantes en rhIFN-§.
Sburiatl ef al. (1998) Biotechnol Prog. 14: 189-192.

v Cél. CHO la presencia de glucoformas bisecantes en la region Fc de una
IgG1 quimérica antineuroblastoma presentd mayor citotoxicidad medida
por anticuerpos (ADCC)-

Umaiia of al. (1999) Natire Biotech. 17: 176-188.

Estructura tridimensional de un pequeiio
N-oligosacéarido y su rol biolégico

T—-emadomwwaummo'mut-umm
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Efectos de la glucosilacién sobre la bio-actividad

II) Via alteracidn de la estructura rimaria de oligosacdridos:

v Actividad especifica dela sacarosa-isomaltasa de microvellosidades intestinales
aumenta con la presencia de oligosaciridos de tipo complejo respecto a 1a de alta

manosa.
WCI(I”S)LP“WMQ:’QJ”.

v Hormonas gonadotréficas (LHy FSH) y tirotroficas (TSH) tienen diferente
actividad biologica dependiendo de su carga debida a sialilacién y sulfatacién.
Bactzinger & Green (1988) Bioplys. Acta 947: 287-306. i

Estructura de carbohidratos de EPO

Asn (24,38,83)

__ =) — N- Glicosilacion
)

o5

O- Glicosilacion
Ser (126)
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Inmunogenicidad

1. Definiendo todo o parte de un epitope

1. Definiendo todo o parte de un epitope: ?{u O\ax,s
p12
¢z&'u° prl oMM+
=  Epitope Gal (x 1,3)— Gal de (o Mt
glucoproteinas de cél murinas C127 o> p
s
e
= Epitope Xyl (8 1,2) - Man Ogs
Epitope Fuc (o 1,3) - GleNAc o= -
de glucoproteinas de plantas 21 g1z @4”
~1% de IgG humana del suero.

Galili et al. (1987) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 84: 1365-1373.

Inmunogenicidad

2. Enmascarando potenciales sitios antigénicos

hGM-CSF:

Epitope proximo al sitio de O-glucosilacién de GM-SCF enmascado:

= 31% pmmmmmGMCSFdeWmmmﬂhaMgmnm Acs.

s Sumdepchnudemmmnucﬁvidad+mthM-SCFdeE.coﬂykvnﬂmpemm
de células CHO.
Gribben e al. ( 1998) Lancer 335: 434-437.

s Deteccién de anticuerpos neutralizantes.
Oggere Eberhardt ot al (2001) Animal Cell Technology, 23-25-

hIFN-B:
L] DifemdasinmmolbﬁwmmhIFN-BmmaLmEcoﬂymCBO.
Oﬁyddmlmmzmlm

MamechMmehmmeM/gﬁm
Schelickens (2003) 18tk ESACT Meeting 0511
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Efectos de la glucosilacién sobre la Farmacocinética

= Receptor del sistema RET para Man/GlcNAc.
Por ej.: Alto contenido de Man en Asn-117 del primer dominio kringle de

t-PA es en parte responsable del clearance.
Larsen of ol (1989) Blood 73: 1842-1858.

«  Receptor de trans Golgi para Man-6-P:
fadﬁtadmmpoﬂedehidmlosuliswondasoblblaalasddmomtadio&
Dahms o ol (1989) J. Biol Chem. 264: 1211512118

Nuevas moléculas con sitios de N-Glucosilacién adicionales

Estructura Tridimensional EPO
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La biohidrometalurgia es una tecnologia que se basa en la accién de microorganismos
especializados para la solubilizacién y extraccion de especies minerales. Actualmente se aplica en
diversos procesos mineros, particularmente en la mineria del cobre y la del oro. Son diversos los
paises en que se ha adoptado esta alternativa frente a las tecnologias tradicionales, por presentar una
serie de caracteristicas que la hacen atractiva para su aplicacién. Entre ellas se puede mencionar el
hecho que compite favorablemente en términos econdémicos y que es amigable con el medio
ambiente. En el caso del cobre, permite el beneficio de minerales marginales y la explotacion de
botaderos. Adicionalmente, es una tecnologia de facil aplicacion, lo que la hace especialmente
atractiva para ser empleada en paises en vias de desarrollo. En el desarrollo del tema se revisan los
conceptos de biolixiviacion y biooxidacion, los principales microorganismos, los mecanismos de
solubilizacibn de mayor aceptacion actualmente. Asi mismo se discute los principales factores
operacionales que inciden en los resultados de la biolixiviacion. Finalmente se hace una revision de
los aspectos mas relevantes de la biolixiviacion aplicada tanto a la mineria del cobre como a la del oro.

Bibliografia.

e Acevedo, F. and Gentina, J.C. (1998). Process engineering aspects of the bioleaching of
copper ores. Bioprocess Engineering 4:223-229.

e Gentina, J.C. and Acevedo, F. (1985). Microbial ore leaching in development countries. Trends
in Biotechnology 3:86-89.

e Rawlings, D.J. ed. (1997). Biomining: Theory, Microbes and Industrial Processes. Springer
Verlag, Berlin, Germany.

e Rossi, G. (1990). Biohydrometallurgy. Mc Graw Hill, New York, USA.

e Schippers, A. and Sand, W. (1999). Bacterial leaching of metal sulfides proceeds by two
indirect mechanisms via thiosulfate or via polysulfides and sulfur. Applied and Environmental
Microbiology 65:319-321.
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BIOLIXIVIACION DE
MINERALES

Juan Carlos Gentina M.

Lixiviacion es la extraccion de un soluto contenido en
una matriz sélida mediante un solvente.

Solidos Solidos
agotados
Etapa
— A
Solvente Solucién

Solvente

Solucién

Solvente

Solucién

Biolixiviacién de Minerales — Juan Carlos Gentina




«Acidithiobacillus caldus

<Leptospirillum sp.
Temp. ~ 50°C -Sulfobacillus

~Acidimicrobium

<Ferroplasma

. /i
Temp. > 70°C Sulfolobus
*Metallosphaera

Mecanismos de solubilizacién de minerales:

a) Caso FeS,, MoS,, WS,

FeS, + 6Fe3 + 3H,0 —> S,0,% + 7Fe?* + 6H"
S,0,2 + 8Fe3* + 5H,0 —> 2S0,% + 8Fe?* + 10H"
2Fe?* + 0.50, + 2H* — 2Fe%* + H,0

b) Caso ZnS, CuFeS,, PbS

MS + Fe¥ + H* —= M2* + 0.5H,S, + Fe?"
0.5H,S, + Fe3* — 0.125Sg + Fe?" + H*
0.125S; + 1.50, + H,0 — SO,* + 2H*
2Fe?* + 0.50, + 2H* — 2Fe¥* + H,0

Biolixiviacién de Minerales — Juan Carlos Gentina




BIOLIXIVIACION DE COBRE

Principales especies minerales:

Calcosita Cu,S
Covelita CuS
Bomita CusFeS,
Enargita Cu,AsS,
Calcopirita CuFeS,

( Modalidades de operacién:

-Pila

-Botadero

«In situ

«In place
-Reactores agitados

MINERAL
MOL;ENDA
AGLOMERACION
Blounlvmcnon

|
EXTRACCION POR
SOLVENTE

ELCTROOBTENCION

'

COBRE

Biolixiviacién de Minerales — Juan Carlos Gentina




BIOOXIDACION DE MINERALES DE ORO

Se le llama BIOOXIDACION porque el metal principal
no es extraido en el proceso microbioldgico.

Sulfuros contenidos en minerales refractarios:
Pirita FeS,
Arsenopirita FeSAs
Pirrotita FeS
Enargita Cu,AsS,

MINERAL
REFRACTARIO

MOLFENDA
CONCENlTRACION
BIOOXIlDACION
EXT R;CCION
RECUPéRACION

ORO

Modalidades de operacién:

-Pilas
*Reactores

Biolixiviacién de Minerales — Juan Carlos Gentina




VIl Curso Latinoamericano de Biotecnologia
JOO(VIIl Curso Internacional de Ingenieria Bioquimica

12 = 17 Octubre

Valparaiso - CHILE

DESAFIOS A LA INGENIERIA EN LA TECNOLOGIA DEL CULTIVO DE

CELULAS ANIMALES
Ricardo A. Medronho )
EQ/UFRJ

Biotechnology/Biopharmaceuticals is set to have the biggest impact on humanity since the
industrial revolution and predictions are that it will be larger than the IT revolution.
http://www.ukresearchanddevelopment.com/ukBenefits (2003)

Since Kohler e Milstein first developed the hybridoma technology, in 1975, animal cells have
been increasingly used for biopharmaceutical production. These new substances either for
therapeutic use or for diagnosis have flooded the world market. That is the reason why the
biopharmaceutical market has grown 7 times during the last decade. For instance, in 1999, the
biopharmaceuticals amounted to 2% of the global pharmaceutical market, and it will reach 5%
by the end of 2003. The forecast is that this share will keep fast growing.

There are nowadays around 50 therapeutic medicines in the market and another 400 are
currently under clinical trials. Considering that 20-30% of these 400 biopharmaceuticals in trials
might be approved in the next 5 years, it will pose a huge pressure over the world production
facilities, mainly because these new therapeutics are designed as long-term therapies needing
very high doses, and so must be manufactured in mass quantities.

Moreover, eleven biopharmaceuticals with combined global sales in 2001 of $13.5 billion are
slated to lose patent protection by 2006. Therefore, it is feasible to consider that generic
biopharmaceuticals -or biogenerics- is going to be the next big wave in the pharmaceutical
industry.

The problem is that current worldwide 400 000 L fermentation volume for animal cell culture is
already working at full capacity. Therefore, production shortage might delay or interrupt the
development cycle of many new products as well as might limit product sales after licensing.

If in the lon; run the solution is to build new production facilities, in the short run, it is essential
to increase production through a better productivity. This can be achieved, for instance, through
the replacement of low productivity systems, as roller bottles, by suspended-cell systems and,
within these systems (batch, fed-batch, and perfusion), by choosing perfusion cultures that give
highest productivities. The problem here is choosing the appropriated cell retention device,
since animal cells are shear sensitive and attain very low settliing velocities.

Computational Fluid Dynamics (CFD) gives numerical solutions, by computational methods, for
the governing equations, which describe fluid flow and particle motion within a fluid. Hence, it is
possible, with CFD assistance, to improve the design of cell retention devices in order to
maximize cell retention and minimize cell damage. Recent results obtained in our laboratory,

using CFD, will be shown in this presentation.

Bibliografia

e Castilho, L.R. e Medronho, R.A. (2002), Cell retention devices for suspended-cell
perfusion cultures, Advances in Biochemical Engineering & Biotechnology, 74, 129-169.

e Deckwer, W.-D., Anspach, F.B., Medronho, R.A. e Lubberstedt, M. (2001), Method for
Separating Viable Cells from Cell Suspension, Internacional Patent Request No. WO
01/35902 A1, 25 pp., PCT-WIPO (Patent Cooperation Treaty - World Intellectual
Property Organization).

e Deo, Y. M., Mahadevan, M. D., Fuchs, R. (1996), Practical Considerations in Operation
and Scale-Up of Spin-Filter Based Bioreactors for Monoclonal Antibody Production,

Biotechnolology Progress, 12, 57-64.
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The Biotechnology in the 215t Century

Biology is as important as the sciences of lifeless matter, and
biotechnology will in the long run be more important than

mechanical and chemical engineering.
Introductory address by Julian Huxley in Hogben, L. T.
(1937), Retreat from Reason, Random House, New York

Biotechnology/Biopharmaceuticals is set to have the biggest impact

on h ity since the industrial revolution and predictic are that
it will be larger than the IT revolution.
httpZ//www.ukresearchanddevelop t /ukBenefits (2003)

We need to initiate without delay a serious curriculum develapment
process to truly fuse b:ologrcal tent with the ch

engineering core and lve our discipline into Chemical and
Blologlcal Engineering
phanopoulos, G. (2003), Chemical and Biological Engineering,

Chemical Engineering Sc:ence, 58, 3291-3293

Mammalian Cells

B Synthetize the large and complex structures that

the human body requires as medicine.
B Dramatic evolution in the last 20 years => the most

successful drugs introduced in the market in recent
years come from mammalian cell cultures, such as:

> interferons
< monoclonal antibodies (Mabs)
=¥ factor Vill

=> erythropoetin (EPO)
3 antithrombin 111 (AT 111

B Most employed cells: CHO and BHK

Desafios a la Ingenieria en la Tecnologia del Cultivo de Células Animales — Ricardo Medronho
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Current Challenges in the Cultivation

of Animal Cells

® Formulation of low cost culture media, free of serum
or free of proteins (chemically defined)

Increase of the biopharmaceutical productive capacity

in order to cope with a dramatically growing demand

= Development of purification processes of high yield

and productivity

The Problem

=>ca. 400 new products in clinical trials

=>Many of the new products require high doses for a
long perniod of time

= Current woridwide 400 000 L fermentation volume for
animal cell culture is already working at full capacity

U

Production shortage might delay or interrupt the
development cycle of many new products as well as

might limit product sales after licensing

The Bottleneck:

Current Worldwide Production Capacity

PRODUCTION

NEW PRODUCTS
1980s EMERGING CAPACITY

(Bacteria & Yeast)

NEW PRODUCTS
- EMERGING PRODUCTION CAPACITY
2002 ~400 IN CLINICAL (MAMMALIAN CELLS)
TRIALS

Desafios a la Ingenieria en la Tecnologia del Cultivo de Células Animales — Ricardo Medronho




Operation Modes of Suspended-Cell Systems

Suspension systems can be operated in 4 different modes:

Productivity comparison
Operation Cell Density |Complexity | Fermenter | Productivity
Mode (celis/mL) Volume (L) (mg/L/day)
Batch/Fed BatcH 108 low up to 10000 10-30
Perfusion up to 3X10” [ medium 30-2000 50-100

Perfusion Culture of Mammalian Cells

® better control of the culture environment (dissolved oxygen tension,
pH, substrate concentration)

8 toxic by-products are removed and secreted product is continuously
recovered, avoiding the nisk of product degradation

& higher cell concentrations can be achieved (over 107 cells.mL")
® higher productivities (up to 10-fold times greater than batch)
& smaller bioreactor volume for the same production (reduces capital

costs)
8 more extensive automation with improved process control is possible

Perfusion Main Problems:

animal cells are shear sensitive &

attain very low settling velocities

Hela Cells

s . » s < Loss of viability (%)

Desafios a la Ingenieria en la Tecnologia del Cultivo de Células Animales — Ricardo Medronho




Main Devices for Cell Retention in

Perfusion Systems

- Separation Method Apparatus
gravitational field gravity settlers (vertical & lamella)
centrifugal field centrifuges, hydrocyclones, centrifugal
elutriators, density gradient separation
porous bamier conventional filter, microfiltration, spin-filters,
vortex flow filters, rotating disk filters, etc.
acoustic force ultrasonic filters
dielectrophoresis dielectrophoretic filter
antibody-based high density particles, magnetic particles B
etc.

in yellow: devices used in perfusion for cell retention
in white: devices used only at bench scale

Computational Fluid Dynamics (CFD):

The place where Mathematics, Physics and
Biology Get Together

Perfusion Main Problems: Device design to

maximise cell retention

cells are shear sensitive &

attain low settling velocities & minimise cell damage

Computational Fluid Dynamics (CFD)

8 CFD gives numerical solutions, by computational methods,
for the governing equations which describe fluid flow and

particle motion within a fluid:
9 the equations of motion and of continuity and

- any additional conservation equations, for example, energy or
species concentrations.

B Through CFD, it is possible to model physical fluid

phenomena that cannot be easily simulated or measured with
a physical experiment, for example, the velocity profile inside

a roller bottle or the dissolved oxygen concentration inside a
bioreactor. Therefore, it is possible to investigate physical
fluid systems more cost effectively and more rapidly than with

experimental procedures.

Desafios a la Ingenieria en la Tecnologia del Cultivo de Células Animales — Ricardo Medronho




An Example of CFD Use:

Results for Roller Bottles

Bottle size:

Diameter: 10 cm
Length: 20 cm

Generated grid Velocity vectors at the roller bottle centre

CFD Results for Roller Bottles

Velocity contour plots at =0, z=0.02, z=0.04, z=0.06, z=0.08, z=0.099

CFD Resufts for Roller Bottles

Axial velocity contour plots at: 2=0.0, z=0.04, z=0.06, z=0.08

Desafios a la Ingenieria en la Tecnologia del Cultivo de Células Animales — Ricardo Medronho
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The Wall Shear Stress for a 10 mm Bradley Hydrocyclone

1 93e0ty

[P

A close up of the Bradley and the Dorr-

¥ Oliver hydrocyclones in operation

Optimized Hydrocyclone for

Mammalian Cell Retention

® Diameter: 10 mm
® Underflow: 2.0, 2.5 & 3.0 mm

= Overflow: 1.0, 1.5 & 2.0 mm

® /nternal dimensions optimized for

maximum cell retention
® Double feed inlet

® Adequate length of the underflow
pipe
® /nternal surface electronically

polished

Desafios a la Ingenieria en la Tecnologia del Cultivo de Células Animales — Ricardo Medronho
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Tangential Velocity Contour Plot in the RDF

Velocity Vectors inside the RDF

Velochy Vectors Colored By Velochty Magnitude 01,2001
o s ms.‘(m.mm:g"m. RSM)

Conclusions

= Animal Cell Technology has evolived in twenty years from a promise
industrial potential to become the main technological basis for the
manufacturing of most of the biopharmaceuticals cumently
commercialized or in development phases.

®= The high volume of investment in manufacturing mammalian cell
facilities clearly indicates the importance of this technology in the
biotechnology near future.

* Increasing productivity of animal cell culture could represent an
alternative for a significant production increase in the present context
of capacity shortfall. That is a challenge for the biochemical engineer.

=Computationa! Fluid dynamics (CFD) is a powerful tool to optimize
the design or to understand the performance of cell culture devices.

Desafios a la Ingenieria en la Tecnologia del Cultivo de Células Animales — Ricardo Medronho
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El objetivo de esta presentacion es entregar un panorama general de los cultivos celulares en
cuanto a las potencialidades que presentan como sistemas productivos y a las principales estrategias y
tecnologias que se emplean a nivel industrial para su utilizacion.

Se discutiran las razones de por qué cultivar células, haciendo referencia a los distintos tipos de
células y sus caracteristicas y principales comportamientos en condiciones de cultivo. También se pasara
rapida revista a los metabolitos y enzimas que a la fecha se han constituido en productos comerciales y
las perspectivas futuras. Luego se presentaran las estrategias basicas de produccién de bioproductos,
atendiendo a los aspectos ambientales y genéticos.

La ultima parte de la presentacion estara destinada a exponer los principales aspectos del estudio
y cuantificacion de la cinética de crecimiento de poblaciones celulares y a discutir los fundamentos del
disefio y operacion de biorreactores, con especial atencién a la aplicacion de los principios de
conservacion, a los fenomenos de transporte involucrados y al problema de traslacidn de escala.

Bibliografia:

e Acevedo, F., Gentina, J.C., lllanes, A. 2002. Fundamentos de Ingenieria Bioquimica, cap. 4,
Ediciones Universitarias de Valparaiso

e Acevedo. 1988. Mass balancing: an effective tool for fermentation process optimization. Crit. Rev.
Biotechnol. 6 (4), 309-322

e Anonymous. 2003. Biobased Industrial Products. National Research Council, Washington D.C.
http://books.nap.edu/catalog/5295.html|

e Bisio, A, Kabel, R. L. 1985. Scale-up of Chemical Processes. J. Wiley & Sons.
Blanch, HW.,, Clark, D.S. 1996. Biochemical Engineering, Cap. 3. Marcel Dekker Inc.
Bull, A.T., Ward, A.C., Goodfellow, M. 2000. Search and discovery strategies for biotechnology:
the paradigm shift. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 64, 573-606.

e Cooney, C.L.. 1981. Growth of microorganisms. En Biotechnology (Rehm, Reed, eds.) Vol. 1, 73-
112. Verlag Chimie.
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Danner, H, Braun, R. 1999. Biotechnology for the production of commodity chemicals from
biomass. Chem. Soc. Rev. 28, 395-405.

e Demain, A.L. 2000. Microbial biotechnology. Trends Biotechnol. 18, 26-31.
Demain, A.L. 2000. Small bugs, big business: The economic power of the microbe. Biotechnol.
Adv. 18, 499-514.

e Diaz, F., Acevedo, F. 1999. Scale-up strategy for biorreactors with Newtonian and non-Newtonian
broths. Bioprocess Eng. 21, 21-23.

e Einsele, A. 1978. Scaling-up of bioreactors: theory and reality. Proc. Biochem. 13(7), 13-14.
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* Hauser, H., Wagner, R. 1997. Mammalian cell biotechnology in protein production. W. de Gruyter,
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e Hughmark, G.A. 1980. Power requirements and interfacial area in gas-liquid turbine agitated
systems. Ind. Eng. Chem.Proc. Des. Dev. 19, 638-641

e Lilly, M.D. 1997. The development of biochemical engineering science in Europe. J. Botechnol.
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- PARA QUE CULTIVAR CELULAS
- TIPOS DE CELULAS DE INTERES
-PRODUCTO DE INTERES

- ESTRATEGIAS DE PRODUCCION

- CINETICA DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION

- DISENO Y OPERACION DE BIORREACTORES |

i\\b?d,m—«.«{‘\ﬂ ‘/, N Cro G Ay € @"G_

+ Aumentar ¢l conocimiento sobre los procesos vitales

» Determinar rutas metzbolicas

- Estudio 17 vivo de la(s) actividad(es) de alguna(s) enzima(s)
« Estudios de regulacion mctabélij:a

- Estudios de flujos metabélicos

+ Obtener matenial genético con diferentes propdsitos

- Obtener mutantes y recombinantes de caracteristicas determinadas

> Obtener productos comerciales de interés # *
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- LIPIDOS (""d“;‘/ Sy F"&‘?—d )
« PIGMENTOS (mMma lin vols,: ctoxantinke ol folnmsies Y precer? com Yoot oo, r
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- PROCESAMIENTO DE MINERALES
- REGULADORES DEL CRECIMIENTO ( 45 ;) )
- TRATAMIENTO DE DESECHOS Y EFLUENTEs | (¢ 224§ == ).
- VACUNAS ( e Mo, neconti vala, oAd AO N Ve ).

- VITAMINAS
- OTROS

ESTRATEGIAS DE (SOBRE)PRODUCCION: / r‘ﬁ'r 0‘/9 /ﬁ P ))

* Como regla general, la célula produce bajas . —
cantidades de cada metabolito o enzima, lo justo para fn\,QI(M —& G
sus necesidades )
£ .
« Desde nuestro punto de vista, esas cantidades son @Vgé&j_w) 611’4,’14,“1&,\ Aan g Le -
demasiados bajas para ser utiles. Se debe intentar - 8]
modificar esa situacion para transformar a la célula de b e - OLQ i =
un sistema altamente eficiente (para ella) a uno 3 . tQ/Lﬁ/, =
inefiente (eficiente para nosotros) que desperdicie “ ‘
materia y enegia produciendo en mayores cantidades e conar Qrrtn Qo oy Q/S/}Q-@CLl -
que las necesarias. S /]

bty Larein ols logpoo ves: = +)

* Para ello se han desarrollado un amplio espectro de
técnicas de manipulacion ambiental y genética que
producen los resultados esperados.

5\4~L/1L\w ele crec. QM{Y r»«.sz,e

CINETICA DE CRECIMIENTO 3 M,,\—rkux . ( . L B B, )
Flsu:;ljl:\a:l&nmﬂ"‘"’“" ok ’t‘f’;“"""w\ g oo :“‘,+. R 8 L“"v)).
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- Cultivo por lotes (batch) ; A Az Aok, o \

: : .
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-AS nutriente consumido
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AP producto formado

Yp/s= =— -
(-AS)T  nutriente total consumido

vO AP producto formado
P/S (-AS)p  fuente de Cy energia consumida para producto

Yps* rendimiento tedrico
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* Tipos de biorreactor
- Tanque agitado
- Tubular
- Columna: lechs fijo, lecho expandido, lecho fluidizado,
circulacion neumdtica, platos
- Otros

* Modalidad de operacién
- Discontinua (por lotes)
- Continua
- Semi-continua (lotes alimentados)

Procesos de transporte en serie. Paso limitante: disolucion del Of

@w,yi“"k “ We&) :

¢ i s
Titmo cTzL_UEA 0[,1[32’ e O Pw (1N M,:_(:,\Q 5
BY
1o olebe {ece: caun by vodee, ol
1 dX 19,4

Demanda de oxigeno, Np = — —= ———

Oferta de oxigeno, w C *-CL)

Limitacion por oxigeno: crecimiento lineal, cambios vias
metabdlica, dafio sistema transporte electrones

o
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Turbina de disco ( po.oL\o.Q )

Turbina paletas inclinadas

Hélice marina

Hidrolamina
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Efecto de las variables de operacién en kg a:

k1 a =f(células; disefio; ambiente; aireacion;; agitacion )

P, a
kLa=K(._§_] 'VSB .Ny

e

kLa=K-D5~vss-N(p

LoeficionFa e Fracdeo e
—

TRANSFERENCIA DE CALOR EN CULTIVOS
CELULARES

- Metabolismo exotérmico
- Operacion a temperatura constante: temperatura 6ptima
- Balance de energia térmica:

entradas de calor: calor sensible aire, calor sensible
alimentacion liquida
salidas de calor: calor sensible gases, calor sensible
efluente, pérdidas a los
alrededores
calor generado : calor metabolico, calor de agitacién
calor consumido: calor latente agua evaporada

Para obtener balance: calor a retirar o agregar mediante
equipo de intercambio de calor

uipo industrial: se debe retirar a calor a altas potencias,
ipo industrial deb i al Itas p i
problema de bajos potenciales de
transferncia
Equipo de laboratorio: se debe agregar calor
Jpor qué?

Problema de escala: relacion area de disipacion/volumen de
generacion disminuye con tamaios crecientes

Equipo de intercembio utilizado: doble pared, serpentin,
intercambiador externo
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El cultivo por lote alimentado (CLA) es una modalidad de fermentacion, cuyas
caracteristicas propias hace atractiva su aplicacién a una variada gama de procesos de
fermentacién. Béasicamente es una operacién discontinua, durante la cual los nutrientes o parte
de ellos ingresan al fermentador por una corriente de alimentacién, y que al no existir una
descarga, provoca una continua variacién del volumen de fermentacion.

La diferencia operativa entre CL y CLA es la corriente de alimentacion, lo que a su vez
le otorga caracteristicas muy ventajosas como sistema de fermentacién. Mientras en el CL no
es posible realizar control alguno sobre el crecimiento de la poblacion celular, en un CLA
mediante la corriente de alimentacién se puede ejercer un control del crecimiento celular a
través de la disponibilidad del nutriente limitante en el caldo de fermentacion.

La correcta programacion de la velocidad de alimentacién se debe hacer baséndose en la
funcion demanda del microorganismo, siendo ésta definida a su vez por las condiciones de
crecimiento impuestas por el proceso que se desea llevar a cabo.

Se revisan las condiciones de operacion mas comunes del CLA como son aquellas que
permiten el crecimiento exponencial de la poblaciéon microbiana bajo condiciones controladas y la
velocidad de alimentacion constante.

Finalmente, se presenta una amplia discusién centrada en aquellos tipos de
fermentaciones que se ven favorecidas por la modalidad de CLA. En forma general, el CLA resulta
ventajoso emplear cuando es necesario efectuar un cierto control sobre la velocidad especifica de
crecimiento del microorganismo. En todos esos casos se esperaria encontrar mayores
productividades en un CLA que en un CL.

Bibliografia

e Acevedo, F. y Gentina, J.C. (2002) “Cinética de fermentaciones”. Fundamentos de
Ingenieria Bioquimica (Eds.) Acevedo, F., Gentina, J.C. e lllanes, A, pp 151-168.
Ediciones Universitarias de Valparaiso, Valparaiso.

e Pit, S.J. (1974). 'The theory of fed batch culture with reference to the penicillin
fermentation". J. Appl. Chem. Biotechnol. 24, 415.

e Whitaker, A. (1980). "Fed batch culture". Proc. Biochem. 15, 10.

e Yamané, T. and Hirano, S. (1977a). "Semi-batch culture of microorganisms with constant
feed of substrate (a mathematical simulation)". J. Ferment. Technol. 55, 156.

e Yamané, T. and Tsukano, M. (1977). "Effect of several substrate-feeding modes on
production of extracellular O-amylase by fed-batch culture of Bacillus megaterium". J.
Ferment. Technol. 55, 233.



VIl Curso Latinoamericano de Biotecnologia
XXXVl Curso Internacional de ingenierfa Bioquimica

CULTIVO POR LOTES
ALIMENTADOS

Juan Carlos Gentina M.

INDICE
Concepto de CLA
Funcion alimentacion
Ecuaciones generales

Aplicaciones

-------------------

Cultivo por Lotes Alimentados — Juan Carlos Gentina




C LA,

OQ';:(MRQA.&, - l" O(,;,)\ QM\C\L
£ & CLA -
O e 4
N PYRRISER PR O W, WG e gy - %
2 %L -;/\;Q/QJOQLM gy B auibatl o'
\ < .
Zl)gr':tcl SM*‘Q«—\.&CQ_‘LL ENL/I/"—(LL_

94 B Ne e s s Tt e
a *Q_/\h,_t_,__\ i P C/v-er:\—

FS (O,b/Q,O(),

ECUACIONES GENERALES q

SUPOSICIONES: &' pecr e e il 4o cvacinn,
e —— e

g Yy constante
Mantencién despreciable (ova s &1 (35"/\

. AV depende solo de F

Cultivo por Lotes Alimentados — Juan Carlos Gentina




CLA con alimentacion constante

%%:F(t) == V=Vp+Ft

+Solucién rigurosa els Qe Lo acaond
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-Zona crecimiento exponencial
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¢ Cuando usar CLA?

eInhibicion por sustrato

°Efecto Crabtree

*Represidn catabdlica

*Produccién de metabolitos primarios
*Produccién de metabolitos secundarios

eInductor inhibidor y degradable
e el

PUNEEIS o4

Inhibicidon por sustrato

Efecto Crabtree
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Inductor inhibidor y degradable

= -2

sInductor de la sintesis de la
enzima

;N\Mﬁ) 2 /\\pow’(“looa_o&z,.

sInhibidor del crecimiento celular

<Utilizado como fuente de carbono 174
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-RELACION ENTRE AGITACION Y POTENCIA

- GRADO DE MEZCLAMIENTO, CUANTIFICACION
- SELECCION DE ROTORES

-REACTORES DE MEZCLA INCOMPLETA

- REACTORES DE TRES FASES

POTENCIA DE AGITACION Y MEZCLAMIENTO:

- La determinacion de la potencia de agitacion solo asegura
que el rotor va a girar a la velocidad estipulada, pero NADA
DICE SOBRE LA CALIDAD DEL MEZCLAMIENTO
QUE SE OBTIENE

- El concepto de mezcla completa es una idealizacion. En la
practica se puede estar mas cerca o mas lejos de la completa
homogeneidad, pero nunca se alcanza plenamente

- Las desviaciones de la idealidad dependen del disefio del
sistema de agitacion, de las propiedeades reologicas del
fluido y de la escala de operacion

¥ O locion o 7Lz/uv/e/\ loolm alq
Yoo w ac lobRa
i )
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El objetivo de esta presentacion es presentar y discutir algunos aspectos relevantes relacionado
con la agitacién en cultivos microbianos de interés industrial.

Primeramente se hace una distincién entre la determinacion de la potencia de agitacion y el grado
de mezclamiento o calidad de la agitacion obtenida. Para evaluar la calidad del mezclamiento se pueden
emplear indicadores tales como el tiempo de circulacion y el tiempo de mezclamiento, los que pueden ser
determinados experimentalmente bajo ciertas condiciones. El tiempo de mezclamiento puede ademas ser
estimado en base a diversas correlaciones semiempiricas. También se hace referencia al establecimiento
y uso de escalas heuristicas de calidad de agitacion.

Se pasa revista luego a los principales criterios para seleccionar el tipo de rotor adecuado,
haciendo énfasis en algunos errores que al respecto se han cometido en la industria de fermentacion.

Considerando que los biorreactores reales no alcanzan la mezcla completa que supone el
concepto de reactor ideal de tanque agitado, se exponen algunas consideraciones acerca de la
formulacion de modelos que representen las desviaciones de la idealidad.

Finalmente se presenta y discute la situacién de los reactores de tres fases — solido, liquido y gas
— con especial referencia a la biooxidacion de minerales. Se presentan correlaciones que permiten
determinar la minima velocidad de agitacion para obtener una suspension homogénea de solidos
particulados. Los principales factores que influyen en la calidad de una suspension son discutidos a
través de un ejemplo de optimizacion de tales condiciones.
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e Myers, K.J., Bakker, A. 1998. Solids suspension with up-pumping pitched-blade and high-efficiency
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Balances de masa para células:

Xa+a-fX))=1+vD)-X;

X1+(1-a)-f(X2)=X2

Donde:

V,=aV V=V, +V,
D=F/WV

y=Vir

* Modelo desarrollado para fermentador de laboratorio
entrada y salida por tope) y para una turbina Rushton

2n Si < Influencia del numero de rotores——2 e prco.
% 2] . Inﬂflem.:fa dela ?blcacmn dela descarg? X
~ [)\L/o « Aplicacion a cultivos por lotes y lotes alimentados X 2yt
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Otras situaciones que pueden causar mezcla incompleta:
0¢L‘—ao/1,a H\A A2
« Si la entrada y salida estan por tope, parte de la
alimentacion puede pasar en cortocircuito (o by-pass) y no
incorporarse al reactor
fF

* Pueden haber zonas no agitadas (detras de los
deflectores)

También se han desarrollado modelos

dividiendo el volumen de fermentacion en
n elementos de volumen interconectados,
c/u de ellosyie mezcla completa

. ,___/
_ﬂ/f’ bn NA 2
Alves et al, Experimental and modelling study of gas g

dispersion in a double turbine stirred tank, Chem. Eng. Sc. 57,
487496, 2002.
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* Se ha definido una Velocidad Critica de agitacion, que es la
minima velocidad que mantiene los sélidos en suspension

homogénea (Zwietering, 1958): .
S 0%3«0’-

Pan
0] 45
AL (g -ap/p )
N, .—_SM.XQB
* Se ha propuesto también la siguiente correlacion (Dohi el

DO,SS
al., 2001):

05(*‘0-’1,

« Ambas ecuaciones’son validas para suspension de sélidos
en liquidos no aireados. Las burbujas de aire perturban las
lineas de flujo ocasionando sedimentacion de sélidos. N, en
sistemas aireados resulta mayor que en sistemas no
aireados. Dohi el al. (2001) proponen:

T S
>'8.(g-apr0P"® Luss ( Y /

dp g
Cl > 1+ Cz ——J /
D3/4 % U /

N =

*Una adecuada suspension de solidos en biorreactores aireados
depende del tipo y ubicacion del o los rotores, de las razones
geométricas, de la aireracion, de la agitacion y, en grado
menor, de la concentracion de sélidos

—_—

* Para suspender solidos lo mas adecuado son los rotores de
flujo axial: hélice marina, turbina de palestas inclinadas o
i/ . .

rotores de hidrolamina

¢ 3
% Un caso de operacion a gran escala de biorreactores de tres
fases es la biooxidacion de minerales de oro

- Resulta sorprendente que la primera planta de biooxidacion
gran escala utilizara rotores de flujo radial (turbina Rushton),z' ﬁg
totalmente inadecuados para cumplir con la tarea

+ Se debe estudiar cuidadosamente la mejor manera de agitar
los reactores de tres fases para producir una buena suspension
minimizando los costos energéticos. Se puede optimizar el
sistema en cuanto a los valores de las variables de operacion
que maximicen el % de solidos suspendidos o minimicen los
costos de operacion

¢)

veloc.
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Suspended solds, %

Impeller height, em

Impeller Model
3IMPU, exit e = - 0.825 + 0.547 (vvm) + 0392 (h) - S.8-10° (rpm)" - 0.059 ()’
3MPU, mean Ywiv =023 + 1.29 (vvm) + 0.006 (rpm) + 0.57 (1) - 0.30 (wm)’
-4.14-110% (rpm)’ - 0.07()*
6MFU, exit %wiv =218 + 0.005 (rpm) - 125 () - 0.001 (wm)(rpm) - 0.092 (wm)(h)
+0.0009 (rpm)(h) - 3.5-10°¢ (rpm)? + 0.074 (h)’
6MFU, mean %w/v = 0.84 + 0.014 (rpm) — 0.046 (h) + 0.001 (vwwm)(rpm) - 1.1-10° (rpm)?
- 0.046 ()’
Pitched-blade turbine Marine propeller
(6MFU) BMPU)
Exit Mean Exit Mean
Solids, Yew/v 5.02 5.26 415 5.6
Agitation rate, rpm 630 760 770 860 &
Impeller beight, cm 13.0 87 91 9.0
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El uso de hospederos procariotas para la expresion heterdloga de genes eucariotas plantea
dificultades y limitaciones derivadas de su incapacidad de procesar correctamente la
informacién clonada y de configurar adecuadamente la proteina recombinante sintetizada. Asi,
es una limitacién importante la incapacidad del hospedero procariota de realizar modificaciones
post-traduccionales, como la glicosilacién, que resulta en la mayoria de los casos esencial
como determinante de la funcionalidad biolégica de las proteinas recombinantes empleadas en
terapia humana. Por el contrario, las lineas celulares animales establecidas (LCE) representan
excelentes hospederos para la expresion heteréloga de genes de naturaleza eucariota. Su
capacidad de procesar adecuadamente la informacién clonada, de configurar adecuadamente
la proteina de interés y excretarla en forma funcional, representa ventajas de enorme
relevancia que deben ser contrastadas con sus inherentes limitaciones tecnoldgicas: baja
velocidad especifica de crecimiento, fragilidad estructural y requerimientos nutricionales
complejos. El avance tecnoldgico para la produccién de proteinas recombinantes en LCE se
produce por dos vias complementarias. La primera se refiere al mejoramiento de las
condiciones ambientales para la produccién de la proteina de interés. La otra se refiere a las
manipulaciones genéticas, orientadas a la construccién de vectores de expresion adecuados y
a la obtencién de mutantes metabolicamente mejorados. La presente charla tiene por objeto
analizar estas dos aproximaciones, empleando diversos casos descritos en la literatura.
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METABOLISMO DE CELULAS
ANIMALES EN CULTIVO

Conocer y entender el metabolismo celular es un
aspecto fundamental en el desarrollo de procesos
adecuados para el cultivo de células animales.

v Formulacion de medios de cultivo

v Seleccion de la modalidad de cultivo

v Mejoramiento global del proceso

v Aplicacion de Ingenieria metabélica
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Cultivo continuo de células CHO con diferentes
concentraciones de glucosa en la alimentacion.

Alramirano et of. Biotechnol. Prog. 2001

Interrelacion entre el metabolismo de la
glucosa y la glutamina
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Interrelacion entre el metabolismo de la
glucosa y la glutamina
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6lucosa/glutamina  Galactosa/glutamina
Glucosa/glutamato  Galactosa/glutamato

Altamirano et ol. Biotechnol. Prog. 2000, 16,69.

A |
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Cultivos de células CHO con fuentes de

carbono y energia lentamente metabolizables

_

Altamirano et al. Biotechnol. Prog. 2000, 16,69.

Cultivos de células CHO con fuentes de
carbono y energia lentamente metabolizables
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a 100 27 o 2
Qe 100 13 [ 14

Altamirano et al. Biotechnol. Prog. 2000, 16,69.
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Adicién de una nueva actividad enzimatica
Piruvato carboxilasa desde S. cerevisice en células BHK-21

‘Cetewerimnt er’
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Iranl y col. Biotechnol. Bloeng. 1999,66238. T

Adicion de una nueva actividad enzimatica
Piruvato carboxilasa desde S. cerevisiae en células BHK-21

sMetabolismo mis balanceado:

eConsumo giucosa disminuye
porunfactorde 1.4 a4

=Produccién lactato disminuye
por un factor de 2.5.

*Consuimo giitamina se reduce 3
POr un factor de 1.8, 2 i
o : ' 2 =No ‘hay ‘efecto-‘negativo ‘de  ‘la: ‘PC. ‘sobre ¢l

"ﬂeuﬂgmou;nemoijnces. =it ae s Dy
=Céiutas PYC-2 crecen por un periodo.prolongado]
‘Rendimiento ' glucosa ‘en ~ COnmayor viabliidad, en cutivo porlote..-
“Mayor . .concentracién : cetutar - en . cuitivo . .en|
‘ : perfusién | 1 e
Iranl y col. Biotechnol. Bioeng. 1999,66238.

Adicion de una nueva actividad enzimatica
Glutamina Sintetasa (6S): transformacion de hibridomas

- Hibridomas requieren glutamina en la formulacion del medio.

- Transformacién con el gen GS permite reemplazar la
glutamina por glutamato.

Glutamato + NH,” + ATP — Glutamina + ADP + P, + H°

e —— i6n: plasmido pCMGS.gpt (Lonza Biologics).

Sistema GS : C.R. Bebbington y col., Bia/Technology, 10:169-
175 (1990)
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Inhibicion de Apoptosis

== Modulacion de enzimds en la fase ejecutora de la

apoptosis: . B [:OL\ w5
Sobreexpresién de miembros de la familia del be/-2 (bel- +—D ‘& U A-.‘ g oo
2, bel-x,, E1B-19K, BHRF1)

== Aunque la completa inhibicién puede ser difiil de realizar
una, proteccién parcial que retrace la apoptosis puede ser
substancial desde el punto de vista de bioprocesos.

EM en apoptosis: prevencion de muerte celular de
hibridomas por sobreexpresion de bc/-2

% % 1. e
Z s < 5
3 % .
2 - $ S 3
z . . %
&5 ® < 2 N
3 fed 3 . - o 3
.=: < g .
Ctare tma inovr)
Prol recimiento y mejora la viabilidad en cultivo por lote

<Incrementa la concentracién final de Mab (lgG)

N.H. Simpson et aL, Blotechnol Bioeng. 54:1-16 (1997)

EM en apoptosis: estabilidad del efecto protectivo de la
sobreexpresion del bc/-2 en cultivos continuos en perfusion

o

s 2

[} % e 2 o o L P
-Incremento de la productividad de Mab por sobreexpresién de
bel-2 en hibridomas cuiltivados en perfusién: lecho empacado
(izquierda) y hollow fibers (derecha)

D. Fassnacht o al, Cytotechnol 30: 95-105 (1999)
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Ciclo celular: Vias regulatorias claves que afectan la
transicion 61-S

BNA reasic

¥

Adaptado de M. Fussenegger and J.E. Balley, en Cell Engineering, Al Rubeal (Ed.), 1999,

CONTROL DEL CICLO CELULAR

ADITIVOS QUIMICOS

Ej. Timidina, hidroxiurea, factor -B de crecimiento
transformado (T6F B), butirato.

- Problemas de citotoxicidad

- Costo de la sustancia inhibitoria

LIMITACION O DEPRIVACION DE NUTRIENTES
Ej. Suero, Isoleucina, fosfatos
- Baja viabilidad
- Baja productividad
- Depende de la linea celular

Perfusion: Sélo Glucosa

Perfusion bi-fdsica: cambio
de Glucosa por Galactosa

Estrategias de Manipulacién Ambiental y Genética en Cultivos de Células Animales — Claudia Altamirano
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IM en Ciclo celular: Control de la proliferacion basado
en el sistema IRF-1 (Factor-1 regulador de interferon)

—frse- vy
é A Ewregen MPSV: elemento potenciador
ol — CMYV : promotor minimo
poodoet B . i
v viﬂm de unién de IRF-1
Prowia
LA gttt IRES: interval ribosomal
o = . . entry sites de virus de polio.
N T Y o
B
OANF ~~ MNAw —
o= |

* IRE-hER (IRF-1/;proteina de fusion receptora de estrogeno): induce:el
 comtrol de iaexpresion del producto y el control del crecimiento. tin

Ch. Geserick ef al, Blotechnol Bloeng. 69: 266-274 (2000)

Control de la proliferacion basado en el sistema IRF-1.
Cultivo de células BHK: exposicion intermitente de estrogeno

ERF R SENZR ety

Prolongado ;.-
control de Ia :
proliferacion: |
Parada del .;:rﬁsitév: : ﬂ'l
: crecimiento. e

Ch. Geserick et aL, Blotechnol Bioeng. 69: 266-274 (2000)

IM de células CHO Expresion de miltiples genes: parada del
crecimiento, proteccion de apoptosis y expresion del producto

i ot =

- pzl Cyt‘l"' d

proteina o (estabiliza ¢ mduce le)
+ SEAP, fosfatasa alcalina secretada:: /!

~

«p27, inhibidor cyclin-dependiente quman
« bcl-x,, proteccion de apoptosis -
* SEAP, fosfatasa akcalina secretada

an o

M. Fussenegger ef al., Nature Biotechnol.16:468-472 (1998)
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X: inhomogeneidad media integral, (C;- C)/(C,-C) ~ 0,05
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Ecuacién de Norwood y Metzner entrega valores bajos
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ESCALAS DE AGITACION:

« Escala definida arbitrariamente en base a efecto de mezclado
manifestado visual o instrumentalmente

< .
- Entre otras, la compafia Ch:Qﬁneer ha definido escalas
numeéricas de 1 a 10, dando definiciones para cada nivel segun

las caracteristicas de lo que se desea mezclar. Por ejemplo:

Agitacion nivel 2 podra mezclar dos fluidos sila
diferencia entre sus gravedades especificas es 0,1 o menos.

Agitacién nivel 6 podra mezclar dos fluidos si la
diferencia entre sus gravedades especificas es 0,6 o menos

Agitacion nivel 10 podra mezclar dos fluidos si la
diferencia entre sus gravedades especificas es 1,0 o menos

P Y A () e S 2 c;/.az._]:‘ -

HM/‘ ool = (/va 11,7‘1—'/ A

M/Z/r/\/’ufm N é\/g\ (ol

\

Para el caso de suspension de solidos, Acevedo y Aroca
(1986) definieron una escala de 6 niveles. Por ejemplo:

Agitacién nivel 2: los sélidos decantados cubren mas
del 80% del fondo de la vasija

Agitacién nivel 4: se observa buen mezclamiento en
casi todas las zonas; no mas de 10% del fondo cubierto con
solidos

Agitacion nivel 6: se observa completa homogneid ad
y turbulencia en toda las zonas

Agitacién en Reactores Microbianos — Fernando Acevedo
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Introduccion

Biotecnologia Ambiental: Tecnologia de

punta para un Crecimiento
Sustentable.

Rolando Chamy,
Octubre 2003

BIOTECNOLOGIA
AMBIENTAL

? [ﬂm% [/‘Dd/(ﬂ 0{7(/?,{ oS

Tratamientos _
biologicos

Biorremediacion

|

Biotecnologia
am ientalg

Aplicaciones biotecnoldgicas orientadas a
laremocion de materias contaminantes
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TRATAMIENTO
BIOLOGICO DE
EFLUENTES
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Tratamiento W il
j , , :
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contaminado

Elimina materia que provoca
Pretratamiento problemas de mantenimiento
y funcionamiento de la PTR
(ramas, piedras, arena,

aceites y grasas, etc.)
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Tratamiento (% remocion) PAA 2T PO £<g.
Primario secundario  terciario Q'C’ MaA rvg oL M/QA;:. g
Tt - L IPY SRPI IS £ ad, .. . ) :

DBO 35 90 99.99
D 30 80 99.8

SS 60 90

N 20 50 99.5

P 10 60 variable

Tratamiento Movasd '/ ol Con Leoichac
biolégico H,N_MQ
«Secundario

*Terciario

Tratamiento
biolégico
<Aerobio (IW} )
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Shaatd Mg&/z’ﬁ B
$o oloben, covimelerea., T

Cra._ _ole, Ao og os AL

[
2, fana, W o MO

Aireada Aerobia  Facultativa Anaerobia

Profundidad (m) 1860 © 0305 1,2-24 2448
TRH (dfas) 30100 © 4040 5,0-30 2050
Carga organica :

(KgDBOMMa.dia) © 174180 56-200 25560
8o (%) 80-95 60-95 80-95 50-85
Conc. algas (mgll) 0o . 5020 5020 0,050
SST efluente” (mglL) 80-250 10300 40-60 80-160

*incluye algas, microrganismoss y solidos suspendidos residuales




Diseio de re

Considerar $
perfectamente agi

s
Tipos de tanques de
oxidacion
=> Aireacion graduada
(Flujo piston)
Aire

Afluente . Efluente

Tipos de tanques de
oxidacion

=Con alimentacioén escalonada (Flujo
piston)

Aire
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« Temperatura y propiedades del fluido constantes
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« Depuracion en el sedimentador secundano
despreciable
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- Concentracion celular, (b}o
expresa como SSV

- Concentracion de sustrato ﬁmltante- e
expresa como DBO o DGO
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Contactor Biolégico Rotatorio

- Compacto (A/V) &

» Bajo consumo de energi.
» Operacion estable

* Modular _
+|Elevada inversion;}
* Sensible a tempe
» Escasa experien

Técaologine poss o utamicats do cfiventss Bquidos

Fa/vﬂ Lomnea Aootls, @ /S o 2¢0.0cco

; J 7

Digestion anaerobia para el tratamiento de
aguas residuales: gran desarrollo durante los
Gltimos 25 afnos.

>

Reactores de primera generacion: TRH =TRS.

Reactores de segunda generacion: TRH <

TRS, Jan @vaver porfinas A g by
= Existe inmovilizacion de la biomasa.

=Mayor concentracion celular. (¢ran—a~)
=Mayores velocidades de carga organica.

= UASB: reactor anaerobio de mayor éxito.

>
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Wetland

Humedal

Areas saturadas por agua con una
frecuencia y duracion tal que sea suficiente
para mantener condiciones de saturaciéon.

TRATAMIENTO BIOLOGICO DE
RESIDUOS SOLIDOS

Biologico de residuos
organicos.

iogas, proteina
unicelular

No biolégico de residuos
organicos

incineracion, fabricacion
materiales de
construccion.

Biolégico de residuos
inorganicos

Eliminacion metales
pesados, lixiviacion

No biolégico de residuos
inorganicos

reciclaje de metales

Ctevipen L.

P I . otut Lok
Anges . Tead Amcn oo Mot so T
St hoce, o o) (Coeima
conbolugta,  oguee » ol foras
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Disposicién tradicional Vertederos

v

Proceso muy lento

HIPOTESIS

B Productividad de biogas aumenta

g Uso mas eficiente del terreno

REVALORIZACION DE
RESIDUOS

Disppﬁkién racional

Depuraﬁén :

Fundamentos de Biotecnologia Ambiental — Rolando Chamy
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Revalorizacion de Residuos
Agroindustriales

«» Produccion de carbon activado

< Produccion de alcohol a partir de residuos ricos en
azucares

% Produccion de proteina microbiana

INDUSTRIA CERVECERA

Crema de levadura:

2
B2

Extracto de levadura,
B-glucanos (Inductor del sistema
inmunolégico de los -

Productos Natura

’ﬁ dﬂxyoa«/zz ol wzdw\fanﬁ

/Z’\A/C&( an Md/»a oli cex (/;M

Industria del vino

_qxldihtes y aromas

qu)
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® Metales pesados rm%—-‘ Iyw M NENT
{ Ao €e

™ Hidrocarburos b

e, z1: .
Analisis de riesgos

BIOSENSORES

Innovacidon tecnoldgica

y desarrollo
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Tecnologias Limpias

= Importancia econons

lirecta
+ ,

= Seguridad fi
denuncias amibie:
= Trabajo seguro

Tecnologias Limpias

= Cambio de proces

tratamiento

Implementacion
Tecnologias Limpias

= Proyecto rentable en:
Polfticas interna de des

= Asesoria exter
soluciones.

Difusién
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' .EFLUEN_; S CON ALTO
CONTENIDO DE SULFATO

LORNA GUERRERQ ALDES

TRATAMIENTOS BIOLOGICOS EN AGUAS
RESIDUALES

OBJETIVO: Eliminacién de la materia organica

Gases
A TRATAMIENTO Agua
Residual —*] BIOLOGICO > Tratada

l-, Nuevas células y otros compuestos

(lodos)

TRATAMIENTOS BIOLOGICOS EN AGUAS U,{w e l./é Lo évvz ,[L;,QQ

RESIDUALES
AEROBIO - 60% de la energia se consume durante la sintesis de
Materia organica es nuevas células y el 40% se pierde como calor de reaccidn. — & ‘
convertida a CO,, H,0 i \BQO g FOoOvv—<x_. A~ O‘L\ ,11,(1:-., O/E(
y otros compuestos, - 50% del carbono contenido en e sustrato se convierte
ademas de nuevas biomasa; el otro 50% pasa a CO, A
células L~
AN Qq,e/awﬁca
Jd

a—— ’—""——\
ANAEROBIO 90% de la energia se retiene en ¢ biogds (CH,, CO,, H;S)
Materia organica es y app. El 7% se pierde como calor de reacddn. A
convertida en biogas

y nuevas céulas - 95% del carbono se convierte en biogés y solo & 5% se
convierte en biomasa

Tratamiento Anaerobio de Efluentes con Alto Contenido de Sulfato — Lorna Guerrero




ETAPAS DEL PROCESO ANAEROBIO (adle D)Q_@JNL N powag® oM

JasenisoRtiuich SOMEN, 1 puﬁl rwsy Vo Lpioos

s Qoo oo Lo pltels
l—-",,,,,,,,,.,.,f"’"msmmf, AR _proolees H;,,g x 24 S
H, CO, (/ Qﬁ ACETATO DAD/,//\/\ZL o ﬁgg /91010& ;

Metanogénesis Metanogénesis
hidrogencfilica cH,, co, acetoclastica

AGUAS RESIDUALES CON SULFATO

SULFATO:

» Quimicamente inerte, no volatil, no téxico

> Presente en aguas residuales de industrias que utilizan
dcido sulfirico

> Presente en aguas residuales de industrias que utilizan
materias primas con alto contenido de sulfato

> También esta presente en las aguas residuales de
algunas industrias de alimentos

> Presencia de sulfato se traduce en la generacion de H,S =8 :
en el biogds de digestores anaerobios F PR suwa= , Corror Lo, MnoT o

AGUAS RESIDUALES CON SULFATO /Y> ole & ZZ» ‘ wbm W( J
o o
INDUSTRIL DQO S0,?2 DQO/SO0,"
i (mo/) (mg/L) QI/ M”jpﬂ ot gun e | wle P sz’fmém
Fabrica de quesos 3 000 369 8,1 \,0[’”0 ' 4 W

Fébrica de levaduras 17 000 640 26,6
Reprocesadora de papel 3940 500 79 d—ﬁ VO, 2 A o
30 j s

Curtiembre 861 - 30 500 67 - 3600 129-8,5

5 000 - 6 000 1 800 - 3 000 0,28-2,0
Procesos de fermentacion 40 000 6 000 6,7
Lixiviados de R.S. 40 - 89 000 3360-16800  Muy variable
Aguas farmacéuticas 40 000 S 000 8,0

Tratamiento Anaerobio de Efluentes con Alto Contenido de Sulfato — Lorna Guerrero




D.A. CON MATERIA ORGANICA Y SULFATO

MATERIA ORGANICA COMPLEJA ==
(proteinas, carbohidratos, lipidos)

Hidrdlisis,
Fermentacién

(prop{mfc, ), atanol, ...)

Acetogénesis

ACETATO =
Mnhnogmuk Metanogenesi
hidrogenofilica acetoclastica
\—> on, co, <—j

i
H,S, CO, (___

PRODUCTOS INTERMEDIARIOS i

<

EFECTOS DE LA PRESENCIA DE SULFATO

COMPETENCIA POR LA MATERIA ORGANICA

” Bacterias metanogénicas y

(metzbolsmo andxico) acetogénicas
Generacién de H,S Generacion de CH,

RELACION DQO/S0,2 |

COMPETENCIA POR LA MATERIA ORGANICA

Gt e e

CH,;CH,COO" + 3 H,0 CH,COO + HCO;y + H* + 3H, +76.2
——

CH;CH,0H + H,0 CH;CO0 + H* + 2H, +9.6
—_—

4H, + HCOy + H* CH, + 3H,0 327

CH,;CO0 + H,0 CH, + HCOy -31.0
—

R i sulfato-reductoras:

4H, + SOs2 + H* HS- + 4H,0
e
CH,CO0 + 50,2 2HCO; + HS
—
4CH,CH,COO" + 350,72 4CH,COO" + 4HCO; + 3HS + H*
CH,3CH,0H + 1/250,2 CH;COO + 1/2HS™ + 1/2H° + H,0
—_—

/,(HLS 3 L Hq)

s Uborave oleponslos
o Lo ptRseioin DR o/g OL1

/ Jo fzo\/m?%o&vu
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INFLUENCIA DEL pH

> Los sulfuros no ionizados es la forma mas tdxica para las
metandgenas y aumentan con la disminucién del pH:
H,S > 2H* + HS'
HS- & H* +S*

> Las siguientes reacciones muestran que a medida que se
genera alcalinidad, el pH tiende a reducir la formacion de
sulfuro no ionizado.
SO +4H, > H,S + H0 + 20H
CH;COOH + SO > H,S + 2CO, + 20H-

> El pH influye sobre Y y i1 de las BSR (6ptimos a pH 6.6) —
puesta en marcha de reactores con aguas con sulfato a pH
cercano a 7 para evitar formacion de sulfuro no ionizado.

1

/Qo LQ//Q_V\W/M,\,QQ

P MU/LO.

/A a~edoc . e ec cle c/@(w#

INFLUENCIA DEL pH EN LA DISTRIBUCION DE
H,S

H,S

100%

80%

60% |-

40%

20%

0%

TRATAMIENTO DE LAS AGUAS RESIDUALES CON
MATERIA ORGANICA Y SULFATO

OBJETIVOS:

> Eliminacién de la materia organica.

» Eliminacion del sulfato.

» Eliminacion de ambos contaminantes.
ALTERNATIVAS: i

» Suprimir la actividad de las BSR. <
» Eliminacién previa del sulfato por métodos fisico-quimicos

» Eliminacién conjunta de ambos contaminantes:
= Implementacion de medidas para eliminar el H,S
= Alternativa biotecnoldgica para la eliminacién conjunta de materia

/D e, Wvo/og/cﬁ q,a /wdéfa:t:»/
0 ahbio Wen poo 4 e}
CAn=

orgdnica y sulfato.
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ESTRATEGIAS DE OPERACION

AUMENTO DE LA TRANSFERENCIA DE MASA
LIQUIDO - GAS:

{CH,i 00y

BIOGAS

AGUA RESIDUAL
CON SULFATOS

ESTRATEGIAS DE OPERACION SEGUN TIPO DE

REACTOR ANAEROBIO
DILUCION DEL INFLUENTE:
BIOGAS
l_—__ SLN. FERRICA

SUSPENSION DE S°

AGUA RESIDUAL
CON SULFATOS b

DQO; S0 TRATADA

ESTRATEGIAS DE OPERACION SEGUN TIPO DE
REACTOR ANAEROBIO

AUMENTO DE LA TRANSFERENCIA DE MASA
LIQUIDO - GASs:

i o
BIOGAS
AGUA .
TRATADA SLN. FERRICA
Hy
AGUA RESIDUAL T SUSPENSION DE $°
CON SULFATOS

DQO, SO

+ V<o ( Ui ole 2% @ Lot
. Jd
o npocTons, Gum, Qo)
X w4 3

ST < Ax&a/\.«.\qs

(MJ,e’u,/ e o lla & o4

1» A W,/%E/QAW&_ ol rmeo—a

Tratamiento Anaerobio de Efluentes con Alto Contenido de Sulfato — Lomna Guerrero

9




VIl Curso Latinoamericano de Biotecnologia
XXXVIIl Curso Intemnacional de Ingenierfa Bioquimica

12 - 17 Octubre

Valparaiso - CHILE

DEGRADACION DE COMPUESTOS XENOBIOTICOS
Oscar Monroy Hermosillo
Universidad Autdbnoma Metropolitana

Los compuestos recalcitrantes se clasifican en naturales y xenobiéticos. Los primeros siempre se
han considerado recursos econémicos. Los segundos son productos provenientes principalmente
del procesamiento del petréleo y cuyos residuos encuentran de alguna manera su camino para
contaminar el agua, suelos y aire.

En estos medio naturales tienen tiempos de degradacion natural mas grandes que las tasas de
recambio de los sistemas que los reciben, por lo que es importante buscar formas de degradarlos.
Se revisan las propiedades quimicas que influyen en la biodegradabilidad de los xenobibticos para
revisar los mecanismos generales de degradacion que son los oxidativos y los reductivos
princialmente para romper anillos bencénicos y deshalogenar. Se repasan los procesos bioloégicos
que pueden llevar a acabo estas reacciones con sus respectivos donadores y aceptores de

electrones.

Se analizan los métodos para caracterizar la biodegradabilidad de los xenobidticos y las
posibilidades de adaptar poblaciones microbianas que usan las distintas reacciones biolégicas de
oxidacion y reduccion.

Se estudian los diversos factores que pueden ser manipulados en un reactor y como influye cada
uno de ellos en las reacciones de degradacion de xenobidticos recalcitrantes. Se proponen algunos
procesos para llevar a cabo estas reacciones.
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Topicos de discusion

= Tipos de compuestos

= Propiedades quimicas que causan
resistencia & oleyasieces

= Factores microbianos y ambientales

s Evaluacion de la toxicidad

Estrategias de degradacion de xenobiéticos
en aguas residuales

1. Tipos de compuestos recalcitrantes

1.naturales: turba, humus, hidrocarburos,
ligninas

2.Hechos por el hombre (xenobiéticos): e.g.
productos del petréleo, pesticidas, detergentes,
solventes, retardantes de fuego, plasticos,
compuestos  nitrogenados, contaminantes
prioritarios ( +e% ¢ I¢vv7--r-‘:..,, 4..,.3 O M

Definiciones:
degradacién: mineralizacién a CO,, H,0, CH,
transformacién: productos intermedios ™
recalcitrancia: alta resistencia @ au»soc..dném

’ndp\ o . th,\a':,(»a\v-o_izb,m )—
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Efecto de longitud cadena y dobles ligaduras

1250 (mgAL)
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Mecanismos generales

= Oxigenasas (catalizan la incorporacién de O,. Variedad de
cofactores: hemo, flavinas, pterinas, Cu, Mn)
# Monooxigenasas (hidroxilasas):
R-H +NADPH, + O, —> ROH + NADP + H,0
# Dioxigenasas: R + 0, —> RO,

= Rompimiento reductivo del anillo
# reduccién anaerobia del anillo seguida por el rompimiento del
anillo con O, para acelerar el proceso

« Deshalogenacién ( prctcs pq,() YA de Lo adeo— )
+ oxigenolitica (O, seguido de pérdida espontanea del haluro)

< decloracién reductiva (anaerobia): R-Cl —> R-H
@ decloracién hidrolftica R-Cl —> R-OH

~

Degradacion de 2-nitrofenol (™1 fetico ).
mediante reduccion a 2-aminofenol | W gy
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Rompimiento del anillo bencénico
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Tipos de bioprocesos

= Anaerobios
¢Fermentativos: C_H,0, —> R-COOH
#Metanogénicos: Acac —> CH, + CO,
#Sulfato reductores: mo +S0,* —>H,S +CO,
+Desnitrificantes: No, +C,H,0,—>N, +CO,+OH"
= Aerobios
erespiracion: C H 0, + 0, —> CO, + H,0
enitrificantes: NH,*+20, —>NO,"+ 2H* +H,0
¢ sulfoxidantes:H,$+2.50,—>S0,* + H,0
- H,S$+0.50, -->S°+ H,0

Oxidacion anaerobia del tolueno acoplada
ala respiracién de humus

reduced numas

A AN
QJ \\‘ ~ @ \ ; /’ Fe' (ki)

ovidized humss

Humus como mediador de reacciones redox

Aax, QDS aromafic amines

shstrale /@@(‘;@, \ /~_©_ %

q. mu..
redyeing
backenvm

\_/\‘\msoﬁ/ . Q)-?

AGDS

Reduccion de colorantes azo mediada por humus
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Caracterizacion del xenobioético

= de toxicidad anaerobia (ATA):
¢x mg DQO-téxico+2.5 gDQO-acetato/2g SSV
durante 3 dias. Después ajustar acetato a 0.5
g DQO/g SSV, incubar y medir k., para cada
concentracion de toxico. Se reporta como
fraccién de la k,,, en el control o bien (mejor)
con las ecuaciones de inhibicion.

= de aclimatacion. Realimentacion frecuente y
posiblemente reinoculacion.

Adaptacion de poblaciones a CN-

CH, Production (mi)

I = Aay Bece A elamwes
~

Factores ambientales para la
degradacion de xenobioticos

Tipo de inhibicién (sin, comp., no-comp.)
Concentracion xenobiotico (1)
Concentracion de biomasa (X)

. Concentracion del sustrato (S)

. Tiempo de retencion de soélidos (TRS)

. Tiempo de exposicion (TRH)
Temperatura (Arrhenius)

NooawN

o Sh o e g/l hosle

A/t e %o aotelene (¢C3)

polod A Qo bivmare e of
Ve a Ao ( P ﬁOJZ Co— %%) { ity
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Efecto de la concentracion de biomasa

Procesos para el tratamiento de
efluentes con xenobioticos

« Dilucién con otras aguas residuales o por recirculacion para bajar
concentracién de xenobibticos toxicos.
*EGSB
*Lecho fluidificados
* Procesos en dos ctapas
-acidogénico-metanogénico
~anacrobio-acrobio
+sulfato reductor-sulfoxidante
-desnitrificante-nitrificante
+oxidacién-reduccién usando mediadores
* Reactores de m
* para separacién y concentracion del xenobiético
* para aborci6n en pelicula fija

Degradacién de Compuestos Xenobiéticos — Oscar Monroy
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El objetivo de esta presentacion es mostrar y discutir las tecnologias de remocion de nitrégeno
y fésforo de aguas residuales.

En relacién a la remocion de nitrégeno se analiza el proceso de nitrificacion (nitritacién y
nitratacion) llevado a cabo por bacterias autétrofas en condiciones aerobias y el proceso de
desnitrificacion realizado por bacterias facultativas heterétrofas bajo condiciones anoxicas. Se
evaluan para cada proceso los factores ambientales que los afectan (pH, temperatura,
requerimiento de oxigeno y materia organica, e inhibidores) y sus aspectos cinéticos.

Respecto a la remocion de fosforo se exponen los factores claves para que los
microorganismos acumuladores de fosforo puedan remover en forma efectiva el fosforo. Se
revisan los parametros ambientales que afectan su comportamiento (relacion P/C del afluente,
pH, temperatura, tiempo de retencion de solidos y fraccion volumétrica anaerobia) y se
presentan las tecnologias existentes para su eliminacion.

Finalmente, se muestran los sistemas de tratamiento para la remocion de nitrégeno y fosforo
en forma conjunta.
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TRATAMIENTO DE EFLUENTES
LIQUIDOS

“ELIMINACION BIOLOGICA DE

NUTRIENTES”

M. Cristina Schiappacasse

OBJETIVOS:

X Evitar eutroficacion de las aguas (Ny P)

< Eliminar amonio que es toxico para

muchas especies de fauna acuética.
X Evitar disminucién de oxigeno disuelto: la

oxidacién de amonio a nitrato consume

4.27 g OIgN-NH,.

CICLO DEL NITROGENO
o AL /;-\4wva"’“"""7 2 [ ool

S ©

,éumno =, -

Nitrito

Fljacion Asimilacién
Plantas y
microorganismos Exciscish

Muerte Nitrégeno
Urea putrefaccién orgénico

~ Nlhog.no’ (plantas)

Excreelon organico  Ingesta
(animales)
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Considerando que la fuente de carbono es bicarbonato
y que la célula se representa coma

Oxidacién del Amoniaco: Nitritacién
55NH; + 760, + 109HCO; —— C,H,NO, + 54NO; + 57H,0 +104H,CO,

Oxidacién del Nitrito: Nitratacién

400NO; + NH; +1950, +HCO; + 4H,CO, ——C,H,NO, + 400NO; +3H,0

Global:

NH; +1.890, + 0.00805C0O, —0.0161C,;H,NO, + 0.984NO; + 0.952H,0 + 1.98H"

> b0

RENDIMIENTOS CELULARES TEORICOS
DE Nitrosomonas Y Nitrobacter

Rendimiento Nitrosomonas Nitrobacter
Yxn (g SSV/g N) 0.150 0.020
Yxi02(9 SSV/gO5) 0.047 0.018
Yoan (9 O2/g N) 3.160 1.110
Ynmarcos (9 N/g 0.084 13.330
NaHCOa)

MODELOS DE INHIBICION POR SUSTRATO

— 75—

B Ry

—— para S<S*

TS é
"= K §-Sy

para S>S*

Eliminacion Biolégica de Nutrientes — M? Cristina Schiappacasse




INFLUENCIA DEL pH EN LA
NITRIFICACION

< Concentracion efectiva del sustrato

< Grado de inhibicién por sustrato % [ 2 ZU—»"(/( O_,._I,O, M pH

( equilibrio NH4/NH,*, HNO,/NO,

HNO,/NO;)

EVOLUCION EN EL RANGO ALCALINO DE COMPUESTOS
NITROGENADOS EN EL PROCESO DE NITRIFICACION EN

LODO ACTIVO

r

sl

]

Concentracién (mgN/L)
38888

°

230 240 260 260 270 280 290 300 310 30
tempo (d)

—0—NH4 €O~ NH4 s—o— NO3 s~O—NO2s l

@mo:ﬁ)

CONCENTRACIONES INHIBITORIAS
DE LA NITRIFICACION

O Amoniaco: 2-150 mg N-NHy/L

Nitrosomonas

O Acido nitroso: 10-150 mg N-HNO,/L

O Amoniaco: 0.1 - 1.0 mg N-NH,/L
Nitrobacter

O Acido nitroso: 0.2 - 2.3 mg N-HNO,/L

Eliminacién Biolégica de Nutrientes — M? Cristina Schiappacasse
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DESNITRIFICACION

NO,~NO, ~NO = N,0 N,

Caracteristicas:

» Microorganismos aerobios facultativos

» Fuente carbono organica

» Anéxico

» Aceptor final de los electrones: nitrito o
nitrato

RUTA RDNA (Reduccién Desasimilativa
de Nitrato y Nitrito a Amonio)

NO, - NO, ~NH,

Beneficios:

@ Detoxificacion ante acumulacién de nitrito

@ Reoxidacion de cofactores reducidos (NADH)

@ Produccion de energia por fosforilacion

INFLUENCIA DE RELACION

DQOIN
Proceso bioldgico Relacién DQO/N-NO,
" ~"Metanizacion y RDNA >53
Metanizacion y Desnitrificacion 8.9-53
Desnitrificacion <8.9

Eliminacion Biolégica de Nutrientes — M? Cristina Schiappacasse
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INFLUENCIA DEL pH EN LA

- DESNITRIFICACION

Rango: 4.0 -11.0

Optimo: 7.0 - 8.5

INFLUENCIA DE TEMPERATURA EN

LA DESNITRIFICACION

Rango: 0 - 50 °C; Optimo: ~ 40°C

(T2

I =T

= Velocidad de desnitrificaciéna T(mg N/(mg Ssvd)
0 = Factor de temperatura (1,06 - 1,33)

MODALIDADES PROCESO DE
NITRIFICACION - DESNITRIFICACION

EPre - desnitrificacion

gPost- desnitrificacion

Eliminacion Biolégica de Nutrientes — M? Cristina Schiappacasse




EXPERIENCIAS DE NITRIFICACION

Reactor Influente VCN
kgN/m°d
Biodiscos Efluente secundario 0.19
Filtro sumergido |Efluente secundario 0.20
Biodiscos Efluente secundario 0.23
Filtro sumergido |Efluente sintético 0.31
concentrado
Air-lift Efluente sintético 5
concentrado
Filtro sumergido |Efluente sintético 0.68
concentrado
Biodiscos Lixiviado relleno sanitario 0.86
Air-lift Efluente industrial 1.8

OPTIMIZACION DEL PROCESO
NITRIFICACION - DESNITRIFICACION

Opciones:

v Disminuir los costos de operacién
v Aumentar la VCN

Disminucién costos de operacién:

v Disminuir aireacién

v Disminuir adicién de materia orgéanica en

v configuracién post-desnitrificacion

OPTIMIZACION PROCESO
NITRIFICACION -NITRIFICACION

v Nitrificar parcialmente hasta nitrito
(ahorro 30% requerimiento de oxigeno)
v Desnitrificar a partir de nitrito

(ahorro 44% materia organica)

)

Eliminacién Biolégica de Nutrientes — M? Cristina Schiappacasse
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ELIMINACION BIOLOGICA DE FOSFORO

Bacterias capaces de almacenar

intracelularmente fosfato en forma de
polifosfato (poliP) a partir de ortofosfato (OAFs).

ra obtener una poblacién
removedora de P es el paso ciclico del lodo a
través de una fase anaerobia seguida de una
aerobia, con suministro de sustrato en fase anaerobia.

FASE ANAEROBIA DE OAFs

PollP thogen

H NAD

Acetato

(A6V) Acetil-CoA (PH

Hip&tesis 1

ﬂu:},LaW Qe ijuo/wj /wo'é;}é&_
U

’?‘Heﬂ,: r)ﬂ’e&‘/‘.«@(ﬁ.&?%; OQC‘}(LA«AQ—‘LQ_
pH6 : - v butives.

ﬁfu_ Gl Llo é é)"’/u() Z?(,o j

[/

psle, s 2

FASE ANAEROBIA DE OAFs

(a6v)

ATP  ApP NaDH NAD
Acetato PHB
Acetil-CoA

Hip6tesis 2

ér—ﬁja—%a—ax
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FASE ANAEROBIA
ESTEQUIOMETRIA GLOBAL

Consumo de acetato:

C,H,0, + CH 44O + 0.74 HPO, —>
Acetato Glicégeno PoliP

2.66 CH, 0,5 + 0.34 CO,+ 0.74 H;PO, + 0.1 H,0
PHB Ortofosfato

Mantencién:
HPO, +H,0 — H,PO,

( poliP: Mg, ;K ;PO,

FASE AEROBIA

ESTEQUIOMETRIA GLOBAL

Sintesis de biomasa :

137 C, (Hy ¢+ 02 NH, + 0.015 H,PO, + 0.420; » CH, 4,0 Na1Pogy5 + 037 CO, + 0.305 H,0
PHB Biomasa

Sintesis de poliP:
0.27 CH, (0, 5 + 0.306 O, + H,PO, - HPO,+ 0.27CO, + 1.2H,0

PHB PoliP
Sintesis de glicégeno:

1.12 CH, 0,  + 0.26 O; — CH, gHgy + 0.12 CO, + 0.007 H,0

Mantencién:

CH, 40,5+ 1.125 O, > CO, + 0.75 H,0

MICROORGANISMOS OAFs

Aeromonas y Pseudomonas,Acinetobacter,
Microlunatos phosphovorus, Lampropedia,

Rhodocyclus, Micrococcus, Arthrobacter,
Moxaxella, Rhodococcus, Corynebacterium,
Flavobacterium, Alcaligenes,

Staphylococcus y Enterobacter
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RELACION P/C EN EL AFLUENTE

“PIC m

2/100 predominan

>10/100 predominan

\*OAFs: organismos acumuladores de fésforo

OAG: organismos acumuladores de glicégeno

INFLUENCIA DEL pH EN LA FASE
ANAEROBIA
pH optimo :6.8 + 0.7

El pH influye en la forma en que se encuentran los AGV
(disociados o no) y por lo tanto en la energia requerida
para ingresarlo a la célula.

CH,0+ (1/2 + ;) ATP + 1/4 NADHD CH, ;0,5 + 1/2 H,0

C»A'O ’\/\'OOW«'——QOM P

Leviga A"‘\P/\/‘OM/:Q !V’%\; P/H

% W/{’\‘;\W Ao oA *’b%.;.r:« ale

INFLUENCIA DEL pH

<2pH: 5.5 a,=0,0
< pH: 8,5 a,=0,5

A pH bajos se requiere una menor energia que a
pH altos, y por ende se libera menos fosfato en
la fase anaerobia, por lo que se requiere en la
fase aerobia un menor gasto energético para
consumir el fosfato.
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PROCESOS TIPICOS DE EBF

olo

> AIO
Reactor Discontinuo Secuencial (RDS)

9,
oo

o,
o0

PhoStrip

o

o
6

OWASA “Nitrification”.

PROCESO A/O

2. T M’\ﬂ/p f .
‘/m
Afluente P P : ; /_\ Efluente
iEtapa ! Etapa |, /Decantador——
3 Anaerobia: i Aerobia : /
H : . : H \ /
Recirculacién lodo ' ( Purga@ i’ PEL A F > X -

PROCESO PHOSTRIP

Afluente /—\ Efluente
Aireacién \—/
Y.

Recirculacién lodo directo

Purga

2 lodos
Recirculacién lodo sin P /s"md}ﬂ i Alimentacién de lodo

\_ dep /

Sobrenadante
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REACTOR DISCONTINUO

SECUENCIAL PARA LA ELIMINACION

DEC,.NYP

(- n |
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- > -+ >
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v

io Aerobio Ané:

L

Lienado  Reactor Reactor Reactor pecantacién Vaciado
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TRATAMIENTO BIOLOGICO DE EMISIONES INDUSTRIALES GASEOSAS
Dr. Germén Aroca A.
Escuela de Ingenieria Bioquimica,
P. Universidad Catdlica de Valparaiso.

La biofiltracién de gases se ha propuesto como una tecnologia ventajosa en el tratamiento de gases
contaminados con compuestos sulfurados reducidos volatiles, como &cido sulfidric,o, sulfidos y mercaptanos,
también denominados gases TRS. La biofiltracion utiliza poblaciones microbian as puras o mixtas que se
establecen sobre un soporte organico o sintético de elevada porosidad o alta sur erficie especifica. A medida
que el gas fluye a través del lecho, los contaminantes son degradados por la b’;omasa activa, que los utiliza
como fuente de nutrientes y energia. En el caso de la biofiltracion de gases T RS la utilizacién de bacterias
del género Acidithiobacillus y Thiobacillus resulta muy adecuada debido a sus simples requerimientos

- nutricionales y a su habilidad para utilizar compuestos azufrados reducidos r-omo fuente de energia. El acido

“ sulfidrico (H,S) es uno de los principales componentes de las mezclas gas eosas causantes de malos olores

en diversas actividades industriales, su umbral (e deteccién olfativo es de 0,13 ppm (0,18 mg/m3), es
ademas incoloro, inflamable, y altamente téxico 21 concentraciones may ores de 100 ppmv, su peligrosidad
aumenta por el hecho de ser mas denso que el aire. Se presentan los resultados obtenidos en la remocion
de H,S en un biofiltro de turba inoculado con Th. ‘hioparus,
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BIOFILTRACION

BIOPELICULA
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1a generacion
17,000 m3hr

olores residuos
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Biofiltro de lecho escurrido W Covy A brtel TG .

Aire
Contaming

Biopelicula sobre
Empaque inerte
Con Ate anta

n-a«rwn}\a—l-ﬂ :

D a, MEN @B B

., . CoV: Corup mgmen con trole fol
Degradacion de contaminantes e Bl et WA filey
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TR~
L0, S 1=

> "l‘ =
v eende2ChO eSCUrrido Coy MOy K

BLE- COV (Biocyd®)

Imprenta (Monterrey NL)
Flujo: 50- 100 m3/h
Volumen: 15.5 m3

e Acetato etilo 30-100 ppm
Isopropanol 50- 300 ppm
Tolueno 100- 800 ppm

]
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Biolavador Biocyd®

» Planta Celofan
(Monterrey NL)

L]

Flujo: 730 m3/min
e Volumen: 70 m3

e H,S: 250- 500 ppmv
e CS,.200- 900 ppmv

w6 ren L 0214

Empaques
PVC- estructurado 223 m'!

Empaque limpio Empaque colonizado

comm WS BB

ACTIVIDAL'ES INDUSTRIALES ASOCIADAS A

LA EMISION GASEOSAS DE TRS

REFINERLAS DE PETROLEO
CURTIEMB RES

FABRICAS L'E ALIMENTOS (PESQUERAS)
FABRICAS D E RAYON

* = % ® 2

TRATAMIEN1'O DE AGUAS RESIDUALES

+« FABRICAS DE CELULOSA KRAFT

b0 b W OLM8 D10
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Typical off-gas characteristics
of kraft pulp mill

Concentraton (ppm by vor:me)

Off-gas flow rate
Emisior. Source
{m3/ ton puip) H2S. oasH CISCH3 OSSO
Digester batch
Blow gases 03 - 600C 0 - 1000 © - 10000 10C 45000 10 - 12000
Retefl gases ©.3- 100 Q- 2000 10 - 5000 100 - §300C 100 - 60000
Degester Continuous 06-6 10 - 300 S00 - 10000 1530  7S0C SO0 - 3000
‘Washer hood vent 1500 - 600C 0-s e-5 0-15 5-3
‘Washer seal tank 300 - 1000 0-2 i0- 50 10 - 200 1- 150
Evaporator hot well 63-132 600 - 9000 300 - 3000 500 - SO0 500 - 6000
B0 tower exhaust 500 - 1500 0-10 0-25 20 - 500 02-95
Recovery fumace 6000 - 12000 {after drect contact evaporator)
0- 1590 0- 200 0-100 295
Smek dissoving tank  S0C - 1000 c-7s 6-2 0.4 G-3
Ume kiln exhaust 1000 - 1600 0-250 0 - 100 0-50 0-2
Uime siaker vent 12-3%  0-20 _ ©0-: Q-1 €-1
TRS = 0,5 Kg/ ton pulp

e e B

Remocién de Compuestos Sulfurados

MIXTOS

CULTIVL'S

"~ PUROS

s WG B0

SUELO  (ACLIMATACION)
COMPQOST
TURBA
Pseudomonas sp
Xanthomonas sp
Hypomicrobium sp
Thiobadllus sp

Acidithiobacillus sp

e H,S > MM > DMDS > DMS

Thiobacillus thioparus DW44

Gas

l

i

gS/kg dry peat-d
5.52
1.16
0.5
1.02
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Oxidacion bioldgica de Acido Sulfidrico

+ Clorobium limicola
H,S + 2 CO, + 2H,0 ---- > 2 CH,0 + H,S0,
Xanthomonas sp
Thiobacillus denitrificans
« Thiobacillus thioparus
Acidithiobacillus thioxidans (Thi obacillus thioxidans)
- Acidithiobacillus ferrooxidans (i hiobacillus ferrooxidans)

HS > SO —--> SQT

w8 WA B =

Microorganismo
Thiobacillus thioparus (ATCC 23645)

Biofiltro Biotrickling
Soporte: Soporte: l z
Turba Kaldness MiljOteknology AS Y~

Humedad: 70-75%
Densidad: 1125 Kg/m?
144,3 m¥/g

Norway .
280 Kg/m?3
1270 mZ/m3

73% free volume %

T »

Thiobacillus thioparus ATCC 23645
Medium 290 ATCC Modified

T

5 (-1 ){.-v‘ﬂ Na,5,0,*5H20 15,69 g/L

o % I — Na,HPOS7H,0 1,12 g/L

z )g 44 KH,PO, 1,8g/L

gﬂ £ — MgSO,*7H,0  0,15¢g/L
S 7~ —(NH,S0, 1,98 g/L
3% i - —CaCl*2H,0 0,12 g/L

Soos ;.f P 23;:" MnSO,*H,0 0,022 g/L
gg M,; 1 = FeCl,*6H,0 0,033 g/L

3

T L PH=6.5

- Qe oo

»

J

olz M‘A'\/o

r)A /\ I}\ O RG-S
v
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Reaultados
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Hobver Wer a2 omact s

Removal of H,S U/}Z/ =S Tl . ?M
Biofilm of At. thioxidans, pH 1.8-2.5
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« La operacion del tiofiltro inoculado con 7h. thioparus
se ve afectada por e.' pH, el cual es dificil de controlar a
pH éptimo reportado :'6 ~ 7)

¢ La contaminacién de una bacteria quimioautétrofa y
aciddfila habria permiticio el aumento en la capacidad
de remocion de HzS zn e.' biolavador.

« El biolavador alcanzé capacidades de remocion de
hasta 300 g S'-m3-h'! pare\ concentraciones de entrada
de H,S de 1700 ppm cuan 4o el pH se disminuyo hasta
pH 2, mostrando sim'lares capacidades hasta
concentraciones de 6000 pp m en la entrada cuando fue
inoculado con At. thioxidans.

Las condiciones de operacion pueden ser controladas

en forma eficiente en el biofilt.-o de lecho escurrido.

N

S ﬁ'; [colc Ot {fpﬂl‘a{,u ne
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EVALUACION DE ESTRATEGIAS
PARA LA REMEDIACION DE SUELOS
CONTAMINADOS POR METALES
PESADOS

Rolando Chamy,
Octubre 2003

Introduccion

= Metales pesados - Procluedy
aindoldmulﬂ(cﬁl‘we@ U b | ; Mool

= Efectos sobre la salud

A

il ]

Alternativas de remediacion y
su evaluacion

u Ex-situ
— Requiere el movimiento del suelo
contaminado desde su lugar de origen

= In-situ
— Se realiza la remediacion en el lugar

us@;zs Fon > pecan
eeJu

S
L edoof YQ-MJoaA

Biorremediacién de Suelos Contaminados con Metales Pesados — Rolando Chamy
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IN-SITU

s Método electrocinético

Bioldgicas

s Fitoremediacion
- Fitoextraccion
- Rizofiltraccion
— Fitoestabilizacion §
s Microorganismos
-~ Bioacumulacién
- Precipitacion de metales

Qﬁo »! 2 Lo "‘Am dzv)(/. P/Q" MDD
T ToE M/, [/-—\ ,pl/vc«.CM—J‘QO(’“

2

(e I il (¢ Qz/c/vwvg&a/n oen—toolno

Sﬂ IOM

S El el opide i greei
o P L e At
e i s
(}MOQAW OLWW , meelolle, cono oo oL Aoy polulile,
W«/\\Adﬁ@b@u JMgm =) p\,OO/fVQ"CA/\ lseliiiag S0
W 2 v‘//,/a)@/k L,/€<,
FITORREMEDIACION

= Fitoextraccion
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UTILIZACION DE NEMATODOS W z : ey

= principal producto de excrecién de los
nematodos del suelo es el amonio

= Los nematodos bacterivoros presentan
una relacion “simbiética” con la bacteria

= uso de nematodos bacterivoros
colonizadores para potencian la actividad

de bacterias biorremediadoras empleadas
en procesos de descontaminacion de

suelos

TN

Asociaciones nematodo-

bacteria

= Los nematodos bacterivoros, a través de sus
habitos alimenticios, tienen la capacidad de

dispersar y proteger especies bacterianas en el
suelo. Estas bacterias dispersadas por los
nematodos pueden jugar un rol de importancia en

los ciclos de nutrientes o promover el
crecimiento de la planta, de manera directa,

movilizando nutrientes inmovilizados y
mejorando la absorcion radicular, o de manera
indirecta aumentando la fijacion de nitrogeno.

Biorremediacion de Suelos Contaminados con Metales Pesados — Rolando Chamy




Ensayos con bacterias sulfato

reductoras.

= Consumo de sulfato por
microorganismos.

NN NN

Ensayos con bacterias sulfato

reductoras.

= Determinacion de tolerancia a
concentraciones del suelo de Puchuncavi.

K N \\\‘\‘ \\"\\‘&:@\1 N
AR R R
Ll

3
Y

Ensayos con bacterias sulfato

reductoras.

s Determinacion bacterias sulfato
reductoras en suelos de la zona de

Puchuncavi.
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Procedimientos para la

bioremediacion de suelos
contaminados

s Busqueda y evaluacién de técnicas

= Caracterizacion del suelo a tratar
= Caracterizacion de la flora y fauna de

los suelos a tratar

= Analisis de la factibilidad de las
técnicas de remediacion a utilizar en

el lugar

COMENTARIOS FINALES

s La remediacion ofrece amplias
oportunidades de mejoramiento de

calidad de los suelos, esto implica un
aumento en la plusvalia de éstos,

entrando a competir con terrenos no
contaminados con demanda inmobiliaria.
También pueden generarse tierras

agricolas y para uso industrial. La salud
de la poblacién y su calidad de vida tendra
mejores indices
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DIGESTION ANAEROBIA DE RESIDUOS SOLIDOS
Paola Poirrier
Escuela Ingeniaria Bioquimica
Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso

La industria manufacturera normalmente genera importantes cantidades de residuos y subproductos. Los
primeros, principalmente efluentes liquidos, generan un agudo y creciente problema de contaminacion de
nuestros recursos hidricos. Los segundos, sélidos y liquidos, son frecuentemente subutilizados, no
obstante el alto valor potencial de sus componentes o de los productos que de ellos puedan derivarse.

Existen una serie de alternativas que permiten aprovechar el potencial de los residuos organicos, los que
incluyen desde la alimentacion humana, por medio de proceso enzimaticos y fermentativos, vy la
alimentacion animal, a través del ensilaje; o0 métodos que apuntan a la transformacion de esta materia
disponible por medio del proceso de compostaje y lombricultura, generalmente con fines agncolas y por
altimo la valorizacion energética y la digestion anaerobia.

En general, las referencias existentes hasta finales de la década de los 80, con relacion al tratamiento de los
residuos sdlidos por digestion anaerobia, explicitaban las dificultades del funcionamiento de las
instalaciones y sus limitaciones, tanto de caracter técnico como econémico. Sin embargo, hoy en dia, la
aplicacién del proceso de digestion anaerobia a residuos orgénicos ha tenido un nuevo auge, debido
principalmente a la aparicién de legislaciones cada vez mas exigentes, especialmente en la Comunidad
Europea, en donde se le ha dado prioridad a la aplicacién de tecnologias que permitan la. revalorizacion
energética de los desechos.

Por lo mismo, las investigaciones en esta area se han incrementado, especialmente en relacion con el
desarrollo de tecnologias para operar con un elevado contenido de soélidos (“digestion seca”) y en
condiciones extremas de temperatura (termofila / psicrofila). Otras areas de experimentacion ha incluido
los sistemas en dos etapas, aprovechando las diferencias intrinsecas de las poblaciones bacterianas
involucradas, y el uso del principio de codigestion.
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Digestion anaerobia de desechos sélidos

Paola Poirrier G.
Pontifica Univ. Catélica de Valparaiso
Octubre 2003

Desecho vis residuo

- “Desecho" materias generadas en las actividades
de produccidn y consumo que no alcanzan ningin
valor econémico

 Concepto de desecho es de naturaleza econdmica,
y por lo tanto, dindmico en el tiempo y variable de
una region a otra

* Residuo: corriente (liquida, sélida o gaseosa) que
se obtiene de un proceso y que podria tener uso
posterior para un tercero pero no para la actividad
que lo genera

Desecho vis residuo

 Eliminacion de un desecho: operaciones
involucradas no conducen a la recuperacion de
recursos

* Gestion de residuos: dentro de las alternativas
consideradas estan el reciclado, la regeneracion,
reutilizacion directa, etc.

Digestién Anaerobia de Desechos Sélidos— Paola Poirrier




Meta

Fomentar e impulsar
alternativas para

transformar parte
de los residuos en
NUEVOS recursos

Alternativas Tecnoldgicas
de Tratamiento: Residuos Organicos

* Alimentacién humana: procesos enzimaticos y
fermentativos

 Alimentacién animal: ensilaje

» Compostaje

* Digestion anaerobia: biogas, lodo estabilizado, )
cogeneracion "

* Lombricultura

 Valorizacion energética

Proceso de digestién anaerobla

bissps  teslucne oo / colod e
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“f.
Tipos de tecnologias <T = Ho Lidles 4otatle,
= Contenido de solidos: S :? 20 % ST,

— Diluido: < 2% ST

- Concentracién media: 2 — 12% ST

— Semisélidos: > 12 %ST
» Modo de operacién: continuo, semicontinuo, lote —_— OLQ()eAyOQ Lo Foor olo ole C*W
+ Microbiologia del proceso: 1 o 2 fases
+ RSU:

—via seca: ST 2040%

— Via himeda: ST < 15%

Lotes

(<) .,L(O o d‘,%h_aﬁo

Via humeda o seca

Ventajas Desventajas
Criterios | Seca Hameda Seca Hameda
Tecnico: | in partes moviles  Proceso Co-digestion do  Separacion fases
s i astod i oot haudalstis
Sin pretratamiento. %ST. Pretrat. complejo.

Biologico: Sinperdidade SV Dilucion de Sin dilucion do  Mas sensible
durante d P

protratamiento. Pordida do SV en

Mayores VCO. pretratamiento.
M: Reactores mas Equipos mas Equipos mas Consumo alto de

pequefios. baratos para | ©308 pard :M

Consumo minimo ipulaci de mas

deagua n de lodos. residuo grandes.

Menor consumo digerido. Consumo de energta

de energla. elevado.
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Experiencia a nivel industrial ,€/ U OL’-’{/‘ 2L fin ’/9 9 fe7

Rivard y col.; pioneros en investigacién 1989 Proce20) ;] Ao d~9‘7 dd»v- -
Primera planta industrial RSU: Amiens-Francia / 7 ,/

1988 (VALORGA): 55.000 ton/afio: 30-35% ST, 2 I e M 3

mesofila 1

Directivas CE: eliminacién del uso de rellenos
sanitarios ¢ impulso para el desarollo de
tecnologias de revalorizacién energética

Proceso DRANCO (Bélgica); KOMPOGAS
(Suiza); BIOCEL, BTA (Alemania), Biothane,
Paques, IBVL, Adtech System, etc.

Tonso - FMA;’V\ M),o/w,‘.c,cp
d
A eiolie So€otlo Urbo o

Experiencias a nivel industrial

Actualmente se encuentran operando mas de 120
plantas a nivel mundial y cerca de 60 en los paises
de la Comunidad Europea (con capacidad mayor a
3000 ton de residuo/afio).

De los sistemas instalados cerca del 60% operan
en el rango mesofilico y no mas del 10% son de
dos etapas.

La mayoria de ellas tratan principalmente FORSU
o aplican el principio de codigestion.

N

Evaluacion de los subproductos: e
sobrenadante P N O A A Lo
} /1) % ne y ponc
Reactor Cultives AM,Q "L: 9 L, z
Compuesto unafase hidroponicos ®
N-NH, (mg/L) 1436,8 6,5
P-PO, (mglL) 261 35
Calcio soluble (mg/L) 99,65 4
Magnesio soluble (mglL) 42,75 6,5
Potasio soluble (mg/L) 4745 2
REACTOR D VA FASE
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FUNDAMENTOS DE BIOCATALISIS ENZIMATICA
Andrés lllanes !
Escuela de Ingenieria Bioquimica
Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso :
Se proporcionan los principios basicos de la cinética enzimatica y su aplicacién al disefio 'y
evaluacion de comportamiento de reactores enzimaticos. El temaes tratado gn cinco secciones:

En la primera se analizan las principales caracteristicas y potencualldadeé*de las enzimas como
catalizadores de procesos. Se analizan sus aplicaciones convencionales en reacciones
degradativas, principalmente hidroliticas y sus aplicaciones mas novedosas que se refieren a los
procesos de sintesis organica, realizadas de preferencia en medios de reaccidn no acuosos.

En la segunda se describen los distintos tipos de procesos (continuos, discontinuos, con enzimas
solubles e inmovilizadas) y de reactores enzimaticos, se propone un esquema para el disefio y
evaluacion de comportamiento de biorreactores enzimaticos y se desarrollan ecuaciones basicas
de comportamiento, tanto para reacciones degradativas como de sintesis.

En la tercera se analiza el efecto de las restricciones difusionales, tanto externas como externas,
en el comportamiento cinético de las enzimas inmovilizadas y se propone una metodologia para
incorporar dichos efectos a las ecuaciones de comportamiento de los biorreactores enzimaticos.

En la cuarta se analiza el fenédmeno de inactivacion enzimatica y se desarrollan expresiones que
dan cuenta de dicho efecto a fin de desarrollar expresiones matematicas que describan el
comportamiento de biorreactores enzimaticos bajo condiciones de inactivacion

Finalmente, en la quinta parte, se integran los efectos de restricciones difusionales y de
inactivacién en un esquema de disefio que da cuenta de la presencia simultanea de ambos
fendmenos.

Bibliografia de apoyo

Dixon, M. Webb, E. Enzymes 3’ Ed. Academic Press. 1979

Segel, I. Enzyme Kinetics. Wiley Interscience, New York, 1975.

Chaplin, M., Bucke, C. Enzyme Technology. Cambridge University Press, New York, 1991
Messing, R. Immobilized Enzymes for Industrial Reactors. Academic Press, New York, 1975
lllanes, A. Biotecnologia de Enzimas. Ed. Universitarias de Valparaiso, Valparaiso, 1994
lllanes, A., Wilson, L. Enzyme reactor design under thermal inactivation. Critical Reviews in
Biotechnology 23:.61-93, 2003 .
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1. Antecedentes

. Principios de disefio de bioreactores enzimdticos

. Efectos de restricciones difusionales

. Efectos de inactivacion

O A W N

. Andlisis integrado de efectos difusionales y de
inactivacion

4 CATALIZADORES
# BIOCATALIZADORES

4 alta especificidad

4 alta actividad en condiciones
moderadas

4 alto nimero de rotacion
4 biodegradabilidad
4 producto "natural” 4 complejidad molecular

4 alto costo de produccion
4 labilidad
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Reactor por Lotes

A + B —p Productos .
Mecanismo Secuencial Ordenado (A limitante) * 'lj 4

k-e-b
v Kb 3 k-ob-a  _  k-e-(b,—aX)-a,(1-X)
TKK L TKK+aK +b) | KK +8,(1-X)K +b,—aX)
K +b —

Caman enax 3 pnbrafion ST AT K (e o X )

ax _t
v(X) a,

Cimdhea mofpat aafoiiots = pace &

KK, J2aX-a(a +b)—VD -a(a+b)+VD] K, |b-ax| . ke m.-a
VD [2aX-a(a +b)+VD -a(a +b)-VD| 2 b, 2 2

D= (alz "'albl): -43,’ b))

Principlos de Disefic

Mecanismo Secuencial Ordenado A + B=Productos A AL la~g b A AT = \
L]
0 Ki o
(b A s oL"L’;T\/u——
x 08+
5 8 limitante
®
o 06
g 8 =10 mM (a=20 mM)
‘i b,=20mM (b= 10 mM)
o 94 8, = 500 uilg
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o 10 20 30 n 50 60

Principlos de Disefio

Lecho Fijo e =/

Reactores Continuos
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Enzimas en reacciones de sintesis en fase gaseosa
Dr. Eduardo Barzana Garcia
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La enzimologia no acuosa inici6 formalmente en 1984 con la publicacién del articulo
‘Enzyme catalisis in organic media at 1000C” en la revista Science y cuyo autor correspondiente
fue el Dr. Alexander Klibanov en el MIT de los Estados Unidos. A partir de este trabajo seminal, en
menos de 5 afios el campo de investigacion fue expandido de manera notable por grupos ubicados
en laboratorios de todo el mundo, por lo que es hoy en dia uno de los trabajos clasicos del siglo XX
en el campo de la enzimologia. ’

Otras dos linea importantes derivadas del trabajo con enzimas en medio organico, también
disefiadas y evaluadas por el grupo de Klibanov, fueron las reacciones en fase gaseosa y en
fluidos condensables a condiciones supercriticas. En particular, se trabajo con la conversion de
vapores de etanol en una corriente de aire para la produccion de acetaldehido como agente de
sabor en alimentos (Barzana et al., 1987 y 1989a). Lo novedoso del sistema consistia en la
ausencia completa de un medio liquido lo que facilitaba la recuperacion de los productos por
simple condensacion. Otra aplicacion interesante consistié en adaptar las condiciones para la
construccion de dispositivos biosensores y ademas desechables que permitian conocer con
bastante precision la concentracién de etanol en el aliento humano o de formaldehido en
ambientes cerrados (Barzana et al., 1989b y Barzana 1995).

Nuestro grupo en la UNAM ha también trabajado en la extraccion y modificacién enzimatica
de colorantes tipo caraotenoides en CO2 a condiciones supercriticas. En particular hemos logrado
llevar a cabo reacciones de hidrélisis de diésteres conformados por &cidos grasos de cadena larga.
Interesantemente el desempefio de las lipasas empleadas para este propésito se ve maximizado al
trabajar a actividades acuosas bajas. Al momento también estamos estudiando la maceracién
enzimatica de tejidos vegetales para incrementar la extraccion de colorantes y compuestos
bioactivos diversos. Asimismo, hemos desarrollado sistemas para el estudio de sistemas de
reaccion en fase organica con enzimas hipertermofilicas a temperaturas de 900C o superiores.

Bibliografia:

e Barzana, E. (1995). "Gas phase biosensors”. Advances in Biochem. Eng. and Biotechnol., 53:1-15.

e Barzana, E., Klibanov, AMM., y Karel, M. (1987) Enzyme-Catalyzed Gas Phase Reactions. Applied
Biochemistry and Biotechnology, 15: 25-34.

e Barzana, E., Karel, M., and Klibanov, A.M. (1989a). Enzymatic oxidation of ethanol in the gaseous
phase. Biotechnology and Bioengineering. 34: 1178-1185.

e Barzana, E., Klibanov, A.M., and Karel, M. (1989b). A colorimetric method for the enzymatic analysis
of gases: the determination of ethanol and formaldehyde vapors using solid alcohol oxidase.
Analytical Biochemistry. 182: 109-115.

e Pulvin, S, Legoy, M.D., Lortie, R., Pensa, M. Y Thomas, D. 1986. “Enzyme technology and gas
phase catalysis: alcohol dehydrogenase example”. Biotechnol. Lett. 8(11):783-784.

e Randolph, TW.,, Clark, D.S., Blanch, HW. y Prausnitz, J.M. 1985. “Enzymatic catalysis in a
Supercritical fluid”. Biotecnol. Lett. 7:325-328.

e Randolph, TW., Clark, D.S., Blanch, H.W. y Prausnitz, J.M. 1988. “Enzymatic oxidation of cholesterol
aggregates in supercritical carbon dioxide”. Science. 238:387-390.

e Russell, AJ. y Yang, F.X. 1996. "Catalyze gas-phase reactions with enzymes". CHEMTEC.
October:24-27.

e Sheldon R.A., 1996. “Large-scale enzymatic conversions in non-aqueous media”. Capitulo 10, en
Enzymatic Reactions in Organic Media. A.M.P Koskinen y A.M. Klibanov, Ed. Blackie, Glasgow.|

e Zaks, A. y A M. Klibanov. 1984. "Enzymatic catalysis in orgnic media at 100°C". Science, 224:1249-
1251.

e Zaks, A. y AM. Klibanov. 1985. "Enzymatic-catalyzed processes in organic solvents”. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 82:3192-3196.
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| CONCLUSIONES

1. La enzimologia en medios no acuosos ampliara su
aplicacion practica en el corto plazo.

2. La biologia molecular permitira expandir dichas
aplicaciones.

3. La combinacién de medios bajos en agua con nuevas
enzimas hipertermofilicas es un area de alto interés
en investigacion biotecnolégima A=) P(‘d{ K

4. Ante futuras restricciones ambientales es importante
estudiar sistemas con CO2SC en operaciones de
extraccion/reaccion, y de conversiones con sustratos
gaseosos para sintesis de aromas y control
de emisiones a la atmésfera.
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Vil Curso Latinoamericano de Biotecnologia
XXXVIil Curso Internacional de Ingenierfa Bioquimica

12 - 17 Octubre

Valparaiso - CHILE

BIOCATALISIS EN REACCIONES DE SINTESIS EN MEDIO ORGANICO
Andrés lllanes
Escuela de Ingenieria Bioquimica
Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso

Se presenta una visién actualizada sobre el uso y potencial de la biocatélisis enzimatica en
reacciones de sintesis. El tema es tratado en tres secciones:

En la primera se describe la transicion de la biocatalisis enziméatica desde procesos degradativos,
principalmente hidroliticos, de escaso valor agregado, hacia.procesos de sintesis organica, que
representan su mayor potencial actual. Se analiza las caracteristicas de las enzimas y las
condiciones requeridas para desarrollar procesos de sintesis. Se analiza también las dificultades
para la adopcién de esta tecnologia por parte de la industria de sintesis quimica y los nichos de
oportunidad para su uso.

En la segunda se aborda el uso de medios de reaccion organicos, como aquellos especialmente
adecuados para llevar a cabo reacciones de sintesis. Se describen y analizan los distintos
sistemas de biocatalisis en medio organico (homogéneos, micro y macroheterogéneos, con
biocatalizadores libres o soportados) y el comportamiento de las enzimas en dichos medios,
particularmente en lo referido a su actividad y estabilidad.

En la tercera y Gltima se aborda en particular el uso de enzimas hidroliticas en procesos de sintesis
organica, a través del sistema de analisis de casos. Se considerara como casos de estudio la
sintesis de antibidticos B-lactamicos mediante la enzima penicilina acilasa en cosolventes
organicos y la transesterificacion selectiva de esteroles de madera medante lipasas en medio
anhidro. Los casos han sido seleccionados por su relevancia industrial y por la experiencia directa
del expositor en dichos temas.

Bibliografia de apoyo

e Enzymatic Reactions in Organic Media. (Koskinen, A., Klibanov, A., eds). Blackie
Academic&Professional. London, GB, 1996.

e Enzyme Catlaysis in Organic Synthesis. (Drauz, K., Waldman, H. eds.) Wiley-VCH. Weinheim,
Germany, 2002

e Synthesis of B-lactam Antibiotics. (Bruggink, A. ed.). Kluwer Aacdemic, Dordrecht, Netherlands,
2001.

Articulos de revistas: Enzyme & Microbial Technology; Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic;
Biotechnology & Bioengineering; Process Biochemistry.
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|1. Enzimas en Sintesis Orgdnical

[2_ Enzimas en Medio Orgdnicol

3. Sintesis Orgdnica con Hidrolasas
en Medio Orgdnico
i. Sintesis de antibidticos B-lactamicos
ii. Transesterificacion selectiva de esteroles de madera

o)

Enzimas en Sintesis Organical

/ Enzimas en solucién en reacciones hidroliticas
/4 Enzimas inmovilizadas en reacciones de
hidrdlisis e isomerizacién

Reacciones degradativas
(escaso valor agregado)

Sintesis Orgdnica

/4 Enzimas con requerimientos de CoE /
/ Enzimas sin requerimientos de CoE —

Reacciones de sintesis
(elevado valor agregado)

G J .
0"%‘0—'&’& s M’)‘} x b O'(‘( {/Z/
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Nichos de Oportunidad

4 alta especificidad )‘{{) MW"A“‘“ (g Tad oy wa ) oo al. W
4 alta reactividad en condiciones moderadas e & voliclen T trar = b4 Fore

4 origen natural

4 compatibilidad ambiental

3. Sintesis Orgdnica con Hidrolasas
en Medio Orgdnico
i. Sintesis de antibidticos B-lactdmicos
ii. Transesterificacion selectiva de esteroles de madera

________________________________________

Enzimas en Medio Organico

MEDIO ORGANICO

b/\(’Acfividad ¥
g% | Estabilidad 4

INACTIVACION

§)

reactante lubricante

Biocatilisis en Reacciones de Sintesis en Medio Organico — Andrés lllanes
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Solvente Inmiscible . . W ~+ (/\,; G(/\-OJ.QI ("4 = ¥

Qy <<< 1 - 0 d /vw"afj
K preri oin actravideo, &k (o.

aET log P : 4 v 3
@(A/vb/\ W2 -

(]
actividad ¥
estabilidad T

Enzimas en Medio Orginico

Sistema Bifasico

P bttt '

1. Enzimas en Sintesis Orgdnica!

3. Sintesis Organica con Hidrolasas
en Medio Orgdnico
i. Sintesis de antibidticos B-lactdmicos
ii. Transesterificacién selectiva de esteroles de madera

Biocatélisis en Reacciones de Sintesis en Medio Organico — Andrés lllanes
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PA
PenG+H,0 g——= 6.APA+AFA
Cef G 7-ADCA
PA V' iy 7[ Ol oo
Ampicilna +———  6-APA+FG ) | DX ki - 4 . il
Cefalexina 7-ADCA S~—— :

1
.

Sintests Enzimitica de plactimicos %‘WJMM "%vg—{»z(t&»
alige L on o4 wmee,

- sintesis por control cinético

H,0 FG

XAmp 3 O Inog NeBe A<l e Loasloal 2%

PA ngo MeOH
6APA (Cef)
MeOH + FG (7TADCA) O BT ol
o \.l PA
6APA + FG
(7TADCA)
“Sintesis Enzimitica de plactémicos]

Sintesis de Ampicilina y Cefalexina con PAT
en Modalidad de Control Cinético

/4 Seleccidén de cosolventes

# Optimizacion de sintesis

+ concentracion cosolvente
- temperatura

- pH
- razén FGME/ 6-APA
- razon PAT/ 6-APA

4 rendimiento (MM Amp/mM 6-APA)
4 estabilidad operacional

Biocatélisis en Reacciones de Sintesis en Medio Organico — Andrés lllanes
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DESARROLLO DEL PROCESO]

.. Qptimizacién del proceso

—»QD(O

3 %, 70°C, 50 mbar, 0.75 aw
(E192-193)
QO -rererenmrenmroreenesnerman s eenese et e sa s s s s e s e et
£ N S Ty kWX
% 80 { .
€ 60
£ o
! 40 =
3
° . e o
§2°n ..'.00”.00
S P S S.e
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
Tiempo (h)
o Esteroles » Estanoles
Fenémeno tecnolégico_reciente
& s
cuyo impacto es prematuro evaluar
Oportunidades:

/4 cuando se requiere alta especificidad

# cuando Sy P son labiles

/4 cuando hay restricciones sanitarias o
ambientales

Desafios:

4 mayor reactividad, estabilidad y espec:flcudud
# optimizacion de medios de reaccion

# diseno de reactores

/ sintonia con desarrollo sustentable
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INNOVACION EN LA
mmcm:ég;gnnus'rkm
' DE ENZIMAS

Maria Elvira Zufiiga Hansen
VIl Cur:so Latinoamericano de Biotecnologia

i)

g

¢

v CASOS
ACEITE VEGETAL
CAFE SOLUBLE
PASTA DE TOMATES

v MERCADO DE ENZIMAS INDUSTRIALES !’

s uLos -
ol £

/é\_;.mu
SUSTRATO =3 PRODUCTO @

E

v ALTA EFICIENCIA
v ESPECIFICAS
v CONDICIONES AMBIENTALES SUAVES
v BIODEGRADABLES Y NATURALES
‘ v VENTAJAS REGULATORIAS

APLICACION EN INDUSTRIA DE PROCESOS

Innovacién en la Aplicacion Industrial de Enzimas— M? Elvira Zaniga
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PAISES EN DESARROLLDO...

IMPERIOSA NECESIDAD DE INNOVACION TECNOL(OGICA

POR QUE?

v SEGUNDA FASE EXPORTADORA
COMMODITIES == DIFERENCIADOS

v AUTONOMIA
v DESARROLLO DE CLUSTERS

—_———
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PROTEASAS

LIPASAS
AMILASAS

CELULASAS
HEMICELULASAS....

PECTINASAS
PULULANASAS
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/ PEROXIDASAS {
7/ OXIDASAS .

< LIASAS

ENZIMAS INMOVILIZADAS
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v ACEITE
. CAFE SOLUBLE

PASEL DR TONASS
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sinenzima n =60 %
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| 2-4 VECES ¢
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0 vo e o (Oeeile )

TP g . . :

|+ dermatitis INFLAMACIONE'S

{+ 'nflamacién | COAGULACION SANGUINEA
L VASO DILATO/CONSTRICCION .

& eviclerosis
| = cancer, etc

* FUENTES S
Aceite | LA |GLA |ALA
(&) | (%) ) _| (%)
Oenothera spp 21 68-75 8-15 0
Pt Co
Borago officinalis| 30 3640 | 18-25) 0-1
Ribes nigrum 16 45-55 | 12-18 (2-16
Cannabis sativa 31 50-60 1-3  |16-26
Mucor javanicus - 10 19 28 ==
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Hidrélisis enzimatica de
Biopolimeros

Andrea Ruiz O'Rellly
EIB-PUCV

‘MA Wd/t LA L Lo ." "VC217

Eliopolimeros

<Polimeros biodegradables generados de
fueistes naturales renovables que pueden ser
proa'ucidos por sistemas blolégicos o
sintetizados quimicamente a partir de materiaies

de orig:In bioldgico.

-Son o8 compuestos organicos mas
abundantes en la biésfera y constituyen la
mayor fré'cclén de las células.

" Almidén
| Carbohidratos Q Celulosa
; | Sustancias pécticas

8

gl

'E.* Protein:

° roteinas

g

o,
!

L Acidos nucleicos

Hidrolisis Enzimatica de Biopolimeros -
Andrea Ruiz
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Conposicion aimidones
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(B Dup

Hidrolisis del almidén
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Enzimas usadas en la hidrélisis del almidén
1 ’ Enzima Fuente Enlace Producto
- 8 Q9 a-1,4 (endo) a-dextrinas
G2,83,Gé y G7
[ B.licheniformia a-1,4 (endo) a-dextrinas
G3,G4y G5
= A.oryzse, A.niger a-1,4 (endo) a-dextrinas
G2y G3
p-amilasg. Cebada malteada a-1,4 {exo) Dextrinas limites
y B-maitosa
Glucoamilass A.niger a-1,4 y a-1,8 (ex0) pglucosa
P B a-1,8 {endo) Dextrinas lineales
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Andrea Ruiz
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Celulosa: Mecanismo de hidrélisis enzimatica

e
/\/ —— =

B-glucosidasa

Sustancias pécticas

Polisacéridos acldos complejos que se
encuentran en diversas cantidades en
los espacios intercelulares de los tejidos
vegetales (lamina media) y en la pared
celular primaria y que tienen funciones
estructurales

Sustancias pécticas

Hidrdlisis Enzimatica de Biopolimeros -
Andrea Ruiz
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Pectato o pectina liasa

Propiedades de las depolimerasas

Nombre ! Sustrato [ Modo de accién
| preferido !

Hidrolasas
Endopoligalacturona | Psctato | random
sas

Exopoligalacturonasa !;:c':to_v t;rnlnii‘
Liasas e e
(Endopectato liasa | Pectato | random
Exopectato lma Pﬂ:tlto x t’o’r‘-;i;\;jwﬁv
Endopectina asa  |Pectina  |random
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Protessas

*40% de las enzimas comerciales |

*Proteasa alcalina de Bacilfus licheniformis en
detergentes (& [0
-Proteasa de Mucor en la fabricacién de

quesos 9?2 e

|
|

—
clasificacién de las proteasas
Aminopeptidasas
F eptidasas Dipsptidasas

{\uropeptidasas) Serina carboxipeptidasa

Carboxipeptidssas
Metalocarboxipeptidasa

L
QA e Ao adkovs -
( Serina proteasas  (serina - histidina)

’ SH proteasas (cisteina)
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(e:ndopep ) Carb (residuo acido)
fion o
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de ia leche
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CELULAS INMOVILIZADAS
Q\AA»G\@OX@ o c%. meébapi% .

DEFINICION @

CELULAS INMOVILIZADAS SON CELULAS
FISICAMENTE CONFINADAS O LOCALIZADAS EN
UNA REGION DEFINIDA DEL ESPACIO, CON
RETENCION DE SU ACTIVIDAD CATALITICA Y, SI
ES POSIBLE O NECESARIO, DE SU VIABILIDAD,
PUDIENDO SER USADAS EN FORMA REPETIDA O
CONTINUA.
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Aplicacion de células vegetales y animales
Mmmmw%(WmepépwwdQU

(! Soporte Células Producto
Espuma de polmretano Capsicum frutescens Capsaicina
Algmato de calcio Digitalis lanata Digoxina
Algmato de calcio Catharantus roseus Alcaloides .
A A== L s
» Alginato-polilisina Pancreas murino Células 3 g gt o-ﬁgn -
= . : pno o2 nsen
Algmato-polilisma Hibridomas Anticuerpos monoclonales O ottt
Membrana polimérica Rifién porcino Sensor de L-aminoac. Ae o G F ol
Poliacrilamida Glandula posterior Proteina de seda R %
del gusano de seda e ) p~boan-
he Alginato-polivinilamina Eritroleucemia de rato Células
Algmato de calcio Rifion de mono Células

Adaptado de Moritz, V. in Fundamentos de Ing. Bioquimica, Cap. 6, p 202 (2002)
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Aplicacién de células inmovilizadas en el tratamiento

de residuos contaminantes

Soporte Células Substrato

Quitosana lignosulfonato Methilosinus + Tetracloroetileno
Metandgenos aerobios

Alginato de calcio Rhodococcus opacus Bifenilas policloradas

Gel de alcohol polivinilico ~ Lodos activos Carbono + nitrogeno

Ceramica Rhodococcus sp. B261 Acido valerico gaseoso

Carbon activado Bacillus coagulans Piridina-+tolueno+ cloruro

_ de metileno

Gel de alcohol polivinilico  Alcaligenes xilosoxidans Thiodiglicol.

Alginato de calcio Comamonas sp JS46 + Acidos nitrobenzdicos
Comamonas sp JS47 (meta y para)

Vidrio sinterizado Burkholderia cepacia Tricloroetileno

Alginato de calcio Pseudomonas fluorescens ~ Fenol + clorofenoles
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METODOS DE INMOVILIZACION DE
CELULAS (itoy+ ).

1. ADHESION SUPERFICIAL

® Por adsorcién natural ,
Soportes: virutas de madera, resinas de intercambio i6nico, celulosa
y sus derivados

® A través enlaces quimicos
Uso de agentes quelantes; formacion de enlaces cruzados

2. AUTOAGREGACION
e Natural
Agregados celulares , w— 0w, .
e Inducida
Empleo de: polielectrolitos; agentes bifuncionales (enlaces cruzados) o ol éﬁﬁw@%@

3. CONFINAMIENTO EN UNA BARRERA
¢ Barrera generada durante la inmovilizacion
Microencapsulacion; emulsificacion
¢ Barrera preformada . _
Uso de membranas de microfiltracion, ultrafiltracion, dialisis ( » D ,W&m

o g)bm Wrntso )

4. ATRAPAMIENTO EN UNA MATRIZ POROSA + toviie |
e Preformada
Cordierita, ceramicas, vidrio poroso, rocas volcanicas, carbon
activado
e FKormada in-situ
Gel de poliacrilamida, de alginato de calcio, de k-carragenina, de
alcohol poli-vinilico (zvio e ey

Adaptado de Kare', et al, Chemical Engineering Science, 40, 1321-1354, 1985



CELULAS MICROBIANAS

'ESTABILIDAD DE CELULAS INMOVILIZADAS

Aspartasa

Fumarasa > Células inmovilizadas

Aspartasa

50 = A\
G2 =11 dias

Actividad remanente (%)

Futsrass Células libres

1 |
0 10 20

Permanencia a 37°C (d)

Comparacién entre la desactivacion de aspartasa de £scherichia coliy
fumarasa de Brevibacterium amoniagenes en células de estas bacterias,
libres y inmovilizadas

Adaptado de Chibatal & Tosa T. In Advances in Applied Microbiology, 22, , 1-25, 1977
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Organismo

Escherichia coli
Saccharomyces cerevisiae
Candida stellata
Tetrahimena thermophila
Cl. thermosaccharolyticum
Claviceps fusiformis
Bjerkandera adusta
Aspergillus niger
Tolypocladium inflatum
Saccharomyces bayanus

Adapado de Junter, GA et al - Enzyme and Microbial Technology, 31, 201-212, 2002

\
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CELULAS INMOVILIZADAS
RESPUESTAS FISIOLOGICAS A LA INMOVILIZACION

Substrato

Lactosa

Glucosa
Glucosa+Fructosa
N.R.

Almiddén

Sacarosa
L-fenilalanina
Glucosa

Glucosa

Glucosa

Soporte

Alginato Sr
Ceramica
Alginato Ca
Alginato Ca
Alginato Ca
Alginato Ca
Poliuretano
Alginato Ca
Celite
K-carragenina

Respuestas metabolicas

> valores de py q(s)

> glicerol, > actividad EtOH-deshidrogenasa
Dobla produccion EtOH

> contenido DNA en macronucleo
>actividad y productividad amilasas
Ausencia produccion glucana extracelular
Productividad benzaldehido 15X >
Alteracién en espectro pectinasas
Represion metabolismo secundario

> Y(p/s), < subproductos

o
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REACTORES CON CELULAS INMOVILIZADAS

e REACTORES TUBULARES DE LECHO FIJO Y LECHO
FLUIDIZADO

e REACTORES DE MEZCLA CON AGITACION MECANICA,
DISCONTINUOS Y CONTINUOS

e REACTORES DE FIBRA HUECA

e OTROS TIPOS DE REACTORES

12
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BIORREACTOR DE LECHO FLUIDIZADO
TRONCOCONICO

¢ Salida de aire
L\£§

{— Salida de medio
Jermentado

Células
inmovilizadas

Entrada de
aire estéril

4




Fen

PRODUCTIVIDAD EN BIORREACTORES CON
CELULAS INMOVILIZADAS

d t
Productividad, Pr= £ (g .e i e O)
Vt litro. hora
Donde
p = peso de producto, g V =volumen, L - t = tiempo, h
(Pr), =-£ (Pr), = (Pr), =1—
V.t Vit Vi
—>
V; = Volumen de liquido
Vs = Volumen de biocatalisador
V7 = Volumen total e
V. oG ©
Porosidad del reactor: o= 8°6°%%
Z ot
oJRe
8 8o
V.=V +V, p 009
0.0 O
oJiele;
Oo O g
14 14 0000
1:—Vi+—" = =Lt=l-g o >
V.V, v,

46




oW \

CELULAS MICROBIANAS

@‘

FERMENTACION ALCOHOLICA CON LEVADURAS INMOVILIZADAS

SOPORTE: POLIACRILAMIDA-HIDRAZIDA

45 10
@Azucar Reductor Total (ART
po A Productividad B |,
§ Etanot
—~ 35 =
=
I8
B3 30+ N
= E
ga -
bt L]
e 25t
° o
£5 . B
S3s 207
§5 &
% -3
33 57
€= =
Q o
OO 4
L2
o
-1
" o T 0
2 05 10 15 2.0 25 30

Tasa de dilucién (h)

Productividad (g Etanol/L.h)

Perfil de fermentacion alcohélica continua en biorreactor de lecho fijo, flujo
descendente, con células de Saccharomyces cerevisiae, inmovilizadas en

poliacrilamida-hidrazida.

Adaptado de Lopes, J.R. — Fermentagao alcodlica com células de leveduras imobilizadas em
poliacrilamida. Tese de M. Sc.,, Escola de Quimica da UFRJ, Rio de J aneiro, 1987
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CELULAS ANIMALES

HEPATOCITOS INMOVILIZADOS EN FIBRAS HUECAS
(HIGADO BIOARTIFICIAL)

300 i ;
y /O .

:

)
)
_\D

=
=Y
= et
o . 200 - g
S = L g
= = /0 o—
D &S -
=3 e
v = OF 20
< 100 | /u/
& )
= ]
e
O1-
~
= 200-
= Po—>0
5]
D
3
=
“
v
=
=
2

orv

3] ,LOo——o0
b= GO 4
=S
<~ /
= O/
= g 4090 —0 g
o = 1 p/o/ /
& == —0
= il U
= 200. /u/
=) A
— V4
" A— —
o 50 \00 150

Tiempo (h)

Metabolismo de arginina, ornitina y urea por hepatocitos inmovilizados en
biorreactor de fibras huecas
(Resultados de 2 experimentos distintos)

Adaptado de Nyberg et al, Biotechnology and Bioengineering, 41, 194-203 (1993)
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CELULAS ANIMALES

MICROENCAPSULACION DE CELULAS PANCREATICAS

Inyeccién de

Streptozotocina
Ratén B8~ " ery
sano
a
Aislamiento ke R\ vbg(/ _ Ratén

de islotas &~ diabético
pancreéﬁcasb\vﬂi,,;:i/ U)yf 4 %
i v

r
9 )
U .
Micro- Implantacion de islotas
encapsulacion pancreaticas micro-
- 09% wals J,(,Cﬂmw - encapsuladas
o ‘ ‘. "
es Xy
' .‘0 s

Adaptado de F. Lin, Microencapsulation of Living Mammalian Cells, in Advances n
Biotechnological Processes, Vol. 7 — A. Mizrahi (Ed.), Alan R. Liss, New York, 1988
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USO DE CELULAS INMOVILIZADAS
DESVENTAJAS

PROBLEMAS DE TRANSFERENCIA DE MASA
COSTO DE DETERMINADOS SOPORTES
ABRASION DE ALGUNOS SOPORTES

ROMPIMIENTO DE ALGUNOS SOPORTES POR EVOLUCION DE
GASES

DIFICULTAD EN MONITOREAR EL CRECIMIENTO CELULAR

PROBLEMAS CON SEPARACION DE PRODUCTOS
INTRACELULARES

26
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Fundamentos de Bioseparaciones
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i“undamentos de Bioseparaciones

e Bioseparaciones = Downstream
processing

e Caracteristicas de los productos de
bioprocesos

» Secuericias de separacién

s Principiios de operaciones de

separacion
Bioseparaciones ,7,.- e 0 L Q_,l? g}/ pe ,\A - )
Downistream processing A~ + A
__________________ A SRS S b\ OC}gL;t?/(Ak%AoQﬁ (6"-“'— &l o
o :
{Tﬁ;ﬁ":r' ; E: || oy o z ch o D)Zﬂl)/ : %M\M\

‘J\ Ao wastrea (dﬂqu ol
fla Aeps o prep‘W Y

A ‘[‘_ i
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Cara-ceristicas de los productos de bioprocesos:

« Inicialmente esdn en soluciones donde también se
encuentra ur@ gran variedad de tipos de moléculas
« Inestables Su inestabilidad depende de:
— pH
— Te peratura
_ werza iénica
Tipo de solvente usado
— Presencia de compuestos tensoactivos

Caracteristicas de los productos de bioprocesos

» La mayoria son corercializados por su actividad
catalitica

- Penicilina actividad antibacteriana

- Taxol actividad anticarcerigena

- Estreptokinasa actividad disolucidn de codgulos
- Enzimas por su respectiva actividad

~ Bacillus thuringensis  actividad insecticida

8 A L s TP

(S-S

Clasificacion de productos de bioprocesos

« Compuestos organicos de PM bajo a medio
~ Ac. Organicos, azlcares, péptidos,
hormonas, aminoacidos, antibiéticos
o Macromoléculas
- Polisacaridos, proteinas, ac. nucleicos
 Particulas

— Células, esporas, organelos, virus, parifculas
subcelulares (liposomas, ribosomas)

Fundamentos de Bioseparaciories—German Aroca A.




Proteinas Top 10

Eritropotetina (estimula ge. 1eracion/crecimiento de globulos rojos)
Factor estimulante de coloniy.’s (estimula g 6 i de
glébulos blancos)

Insulina (Diabetes)

a Interferon (accion anticancerig na, infecciones)

Vacuna contra Hepatitis B (Hepa itis B)

Gl brosidasa (Defi ia g “nética)

Tpa (Tissue plasminogen activator) (Ataques al corazon)

H decr pi na ( deficiente)
Anticuerpo GPIIb/lta (previene coagy Jos sanguineos)

Interferén P -1a (Esclerosis multiple)

|5 spva T

Estructura cuaternaria

Macromoléculas: proteinas

/ITf =
Estructura primaria e PO
Secuencia de aminodcidos | pligosacaridos
H Glicoproteina
Estructura secundaria | Fosfato
Enlaces de hidrégeno | Fosfoproteina
| Porfirina férrica
! !
Estructura terciaria ! Flavin Nmmma
Estado tridimensional ! Flavoproteina
| Hiero, Zinc
! Metsloproteinp

Interaccion con otras molécuias
(grupos prostéticos)

6 mrh CoM e mE XS

N

-

Estabilidad de proteinas

« Depende de 13 estructura terciaria y cuaternaria
« (Causas de degradacion de proteinas

~ Deamidacion de asparagina y glutamina

- Oxidacién de metonina

- Oligomerizacién

- Agregacién

- Fragmentacidn (depolimerizacion)

Cross-linking

Rearreglos Inter and intramoleculares por intercambios de

enlaces disulfuros de cisteina

- Denaturacién: rompimiento de enlaces de hidrégeno y
enlaces idnicos que determinan la estructura terciaria

i

|
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Objetivos de la secuencia de separacion

cantidad de produc 1o
Pureza = —— — e e S
cantidad de producto + Cantidad iv1al de impurezas

" . Unidades de actividad biologica
Actividad especifica = —— - S
masci

Cantidad de producio a la salida
Rendimiento = ———————-———-—-—— ———
Cantidad de producto ala >nirada

g

Etapas de una secuencia de separaciin

Etapa ‘Objetivo |Operacicn
Separacion de | Remover o recolectar celulas, partes "};nxa}esf“?%k,;c]&f il
insolubles un otras particulas | Sediment/scion
Reducir el volumen Extraccion
ADs0rcion

Aislamiento Remover materiales Qwif;n;rGM - ‘T—Enramcn
del producto | muy distintas del producte y de las deseadas z Adsoraién

en ¢l producto i Uttrafikrackn
Reducir el voiumen _precipitacén
Purificacion Remover impurezas remanentes, las cuales ; Cromatogr:fia
normalmente son similares al producto | precipitacion
deseado en funcionalidad quimica y fraccionads
propiedades fisicas | Cristaliazacion
Puiido Remocién d eliquido | Secado
Convertir el producto a una forma critalina ' Cristakizacion

o)

o A R s LR

~olo

¢ baseo oy boon Ldosf

E/;AA [/'t(-é/w/\fa.

Diagrama de flujos de I3
produccién de Ac. Citrico

rarneen, .G, Todd, o Sudge, S2  Peuides, 0 BIOSTPARATION SCIERCE AND ENGINEERI G
19 L4 Octord Unaveraiy Pess New Tork
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ol

S

COSECHA
Centrifugacion,
Microfitvacidn, Ukva/ity scide

v
ROMPIMIENTO
CELULAR

2cxin, Abcasidn,
Shock osmétice.

PURIFICACION
Adsorcitn, FRracikia en gel
Diafitracida, Bctrodubss,

BIOREACTOR
SR, S

i
Sciventes orgdnx o5, Doble lase 1
I
{
I

Sk delta ophan 3eq ofe
Ao Jos afok»w

|Pto. ebullic:én

Prmc;p:os de separacuon

'Propledad principal

iTamano

Densidaa

Difusividad

,Solubihoad

Sorcion superficial

Carga onica

H-dm'cbnudad

t

ln!e acciones esp

¥ inraclan ,*ﬂiicﬂrai-r

Operaciér

Ultrafiltra ci6n

jCromatografia de exclus:idn

Sedmen(acién Centrifuya cién

TOsmosis in versa

] Desnlamén

{Adsercidn

didlisis,

E€xtraccion, Prec:pntacuon

lCromatograha de int. ldnlc [

Crumalog(aha de mt hldrnféblca

iCrematografia de afmldad

.-J

Concentracion de biomasa al final de
etapa de produccion

Células vegetales

jor-os

Tipo de célula Producto Concentradén
e B % pe:so seco
Levadura/bacteria ;Protema unicelular ! 3-6 %
Hongo  |Ac.citrico 12-3 %

| Penidilina 12-4%
Bacterias .enzimas “i3=% %
Células animales T0.02-0.05

Fundamentos de Bioseparaciones-German Aroca A.




Técnicas fisicas de rompimiento celular

Técnica Principio Stress |Costo |Ejemiplo
Homogeneizacién | Rompimiento de Moderado | Moderado | Tejidos
cuchiio o émbolo | células en mezcladora | animales
Molienda Molienda de células con | Moderado | Barato Enzimas de
abrasivos levadura
F\—Jurmmoo Células se rompen por | Alto Caro Suspensiones
cavitacién sénica celulares en
pequeiia escala
Celdas de presion | Rompimiento celular Alto Moderado | Tratamiento en
por esfuerzo de corte | gran escala de
cuando son forzadas a i suspensiones:
pasar por un pequefio celulares
orificio
Molino de Bolas Las células se rompen | Alto Barato Tratamiento en
entre bolitas de vidrio o gran escala de
acero. suspensiones
i | celulares

0 s 28 Vs o TR

Sedimentacion Gravitacional
Fo ¢

@Fd % F‘AFA ’*Fg,

15

is d,fw;.;;]fg
-4 v
vo =10 TTOSTIO_ e 107" £,
La particula demoraria 700 (h)
en recorrer 7 (cm)

S Y

Fo © foye “;\)(Mﬁo{
£ = fot s

Fos b ot
Lpcbniz 12

Sedimentacion centrifuga

<¢f>m, )

_/b " ol ")-Z/.;:M/./— W;&o (A./p (;:/\9/0
Ao clon | eaco~ (W Qe M2

\) § y—
Fpds
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Filtracién convencional

1Lav_ 8P

Adt 4 (R <R.)
Lav _ &P
Adt u NA'!?-(V*V,)
a=a,(oPy,

Penkiiium chrysogenum 20
0.20-2 00
Actinomycas erientalis Vancomicine 25-30 «0c - 700 |
3236 S00- 4000 | -
c04s sa000 |
Saccharomycas cerevisme Levadura 01-10
0.01

Carbonato de caicio

o G ot s SRR

7 s
Filtro a presién de piato y marco WW

P

Condiciones de filtracidn en filtro rotatorio a vacio

i

[Tips fiitce

Ambiente
EEI R
3
sy
075038 | o
Nylon
Wovsa
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Membranas

Modulos de membrana

Tubular

Membranas planas en espiral

Londd o, hadbo 0K WS b,

Modelo de polarizacion de la concentracion

-

Reproducido de Tefeda, A R.M. Momtesinos, R
Guiman 1995 BIOSEPARACIONES EdRonal Union
Hermoilio, Sanora Méxko
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Médio Tubuler
Rujo laminar (Re < 2000)
Carreteciin de Graa? (1985), Léveque (1926)
N P
=162 ke ‘.'LI P AT
{ L) d,-1,)
dujo Twbulento (Re > 2000)

Correliin de Dittus, Boeker (1930)
SO e
She0023-Re®®. 50 k=002 ~55—g;
% r

y

a7 o6t
DRy o

k=081
d

¢ Promotor de turbulencia.
Zorrelackin de Pltera y Niddeman (1973)

Sh= 4,34(&0 S
\

Méduio de fibras huecas

Chertan, M. y Wichols (1960)

46 R S CRE D0

de

Fujo laminac

{ dr
Sh =185 Re Sc k =1RS

Flujo wrbulento

i
wmme o O8O R 2002 48 gar
e
Modulo espiral

Rextn ae Obpa (1975}

06 v U s o P

CONCENTRACION OR LOTES

@,7,, s

' Concentrado

con recirculacién

Fundamentos de Bioseparaciones—-German Aroca A.
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Sistemas de extraccion de dos fases acuosas

e Sistemas polimero / polimero
— Polietilenglicol (PEG) — Dextrano
— PEG - Hidroxipropil de almidon

» Sistemas polimero / solucion salina
— PEG - Fosfato de potasio
- PEG - Sulfato de potasio

D AL w’lJQ / X Q’\_,; s YLD émic,‘ C’[g\_[/

/ Q T e WWL\ 2 QQ ”"}00174(/\;2
Adsorcién Ji
A solyobe e
¢ Tipos de Adsorcion t

— Fisica q

i // »—.—-”—/b )< = E i (29 ﬂ—a’é""{/‘ 9’\,\" k
! p Langmusr
- — lénica [m/A) | 4 - e : ’ :
- Hidrobobica | // L voal con nnodet o

! Lineat ” 4
- Afinidad { .- > : s :
Ty P B . - ‘ Y— 7[1 o .D/) (’Q-/\,\f "
-PM/'~ ’"‘"‘5”“ fral. - <grome K\ [),\ A e TPy
f)oauw OF«»*."‘ e etoe i noucto W'b’lw e
= -~ 3 -
e eddsencion (e e )
BIOREACTOR £
bt~ RN RO, . ..o
[ wmow ) I T Ty
o T e | [
(*Tm:.ﬁj 1 [ S
| u‘m,m.m, i G . L
. EXTRACCION
v Solventes. o8, Doble tase
[ wawociom ¢ s | R
| Comtupacsin,#01-roeacii, | . Micelas Inversas

i9
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i s bl 5
Purificacion final M;@W pe -
&U 3

« Cromatografia
TMQ/-—\Exclusién, intercambio 10nico, afinidad, fase

reversa o interaccion hidrofébica, lectin. ... W W g‘,Q
U U

= Precipitacion fraccionada

< Diafiltracion A «{~ .

* Cristalizacion .
&) % L} (&% Y et

T e s Ve )l D

Cromatografia en columna

« Exclusién,

* Intercambjo 10nico,

» Afinidad,

« Fase reversa o interaccién hidrofébica,

 lectin...

DIAFILTRACION

Operacion en ciclos de
difucion-concentracion

Operacion continua
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SEPARACIOGN DE LOS COMPONENTES DE LOS ESTEROLES DE MADERA MEDIANTE
DESTILACION DE SENDA CORTA.
Andrés Markovits
Escuela de Ingenieria Bioquimica
Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso

Los esteroles de madera comprenden una mezcla de esteroles saturados o estanoles y esteroles
no saturados. El porcentaje de estanoles en la mezcla varia éntre 10 a 20 %. Existen incentivos
tanto técnicos como econdémicos para desarrollar un proceso de separacion. Los esteroles (no
saturados) se utilizan en la industria farmacéutica, donde mediante un proceso microbiano son
transformados en compuestos que constituyen el punto de partida para la sintesis de los farmacos
esteroidales. El efecto que un elevado contenido de estanoles en la mezcla puede ejercer sobre el
proceso de transformacion constituye actuaimente una incognita por lo que se prefiere actualmente
una mezcla con bajo o ninguin contenido de estanoles.

Los estanoles a su vez tienen una crecienta demanda en el mercado nutracéutico por sus
probadas y aprobadas caracteristicas hipocolesterolémicas. Por tanto la eventual separacion de la
mezcla no sdlo resolveria un problema técnico sino ademés incrementaria el valor agregado d elos
productos separados.

No obstante, las propiedades fisico-quimicas de los componentes son demasiado similares para
permitir el desarrollo de una separacion y actualmente no se conoce otra técnica que la que se
encuentra en desarrollo en esta Escuela.

El método se separacion consiste en dos etapas unitarias. En la primera se realiza una
transesterificacion enzimatica selectiva de los estanoles en la mezcla, lograndose una
diferenciacién significativa de volatilidad entre los componentes de la mezcla reaccionada, y en la
segunda etapa la mezcla se somete a una destilacion a vacio.
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Separacion de los
componentes de los esteroles
de madera mediante
destilacion de senda corta.
(Shorth path distillation)

Andrés Markovits,
Octubre 2003

d

i

b’
a’t-
£

P 3 + Materia prima para la obtencion de
Qg esteroles de madera:
a.- Jabones de licor negro
23 b.- Residuo pesado destilacién tall oil (tall
oil pitch).

+Origen de la materia prima:

Residuos del proceso de
elaboracién de celulosa de madera de
pino por el proceso Kraft.

Esquema del proceso

i iy
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Separacién de Esteroles por Destilacién Molecular — Andrés Markovits
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Usos y aplicaciones de los esteroles:

Esteroles:

Materia prima para elaboracion de farmacos
esteroidales, previa remocion de la cadena lateral
mediante un proceso microbiano.
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Usos y aplicaciones de los esteroles:

Estanoles: ( A ot ~ w/

Ingrediente de alimentos, como margarinas.
(Benecol™) Significativo efecto hipocolestrolémico.
Se utiliza la forma esterificada preferentemente.

Motivacion para desarrrollar un proceso de
separacion:

') Técnica: La industria farmacéutica prefiereun -~
producto con bajo contenido de estanoles.
z}conémica: Aumento del valor agregado.
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Destilacion molecular implica distancia del
orden del camino libre medio de las moléculas
de vapor.
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eMolécula de vapor liega al condensador sin
sufrir colisiones.

ePosibilidad de separacién en una séla etapa
teorica.

eNormalmente requiere muy aito vacio.
eRara vez ocurre en la practica

#Camino libre medio:

I

& : Constants de Boltzmann (1.38 *10-%

erg/)
d: “didmetro™ molecular
presién

b
T: tempersturs absoluta

Equipo de destilaciéon de senda corta:

Columna de pelicula delgada descendente
(superficie de evaporacion) y condensador
conceéntrico.

Generalmente opera a presiones de vacio.

Separacion de esteroles y estanoles ésteres
debe realizarse a baja presion y temperaturas
relativamente altas.

Presiones de vapor muy bajas.

Desventajas destilaciéon senda corta:

+Equivale a menos de una etapa teérica de
separacion.

eNo puede separar mezclas de
multicomponentes. eSeparacién eficiente, ain
para mezclas binarias puede requerir mas de
una columna o sucesivas pasadas por la misma
columna a diferentes condiciones.

¢Costo.
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Reactores para proceso de esterificacion

Laboratorio de Esterificacion enzimatica

www.esteroles.ucv.cl
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EXTRACCION DE ENZIMAS
INTRACELULARES

Maria Elvira Zahiga Hansen
Vil Curso Latinoamericano de Biotecnologia
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" SEPARACION SOLIDO! LIQUIDO

exﬂacelulir 1 iimacelular
CONCENTRACION _ T EIRACCION EXTRACCION
J J
PURIFICACION SEP SOLIDO/ LIQUIDO
J !
" PURIFICACION :
L 2
_FORMULACION Y ACABADO

st JI/)«W"\

o TS .
——> Gy + Pi
P——

LIBERAR EL MAXIMO DE Pi
MANTENER LA ACTIVIDAD BIOLOGICA
LIBERAR EL MINIMO DE CONTAMINANTES

MINIMIZAR DISGREGACION DE FRAGMENTOS :

Bl i o betgalichi,
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N : n° de pasos

K : f(equipo, T°, P)

k : f( equipo, vélvula, T°)

a : f{ mo, cultivo, est fisiol6gico)

PETIQgl: ST

N : n° de pasos
K : flequipo, T", P)
k : f( equipo, vélivula, T%) Ll
a : f{ mo, cultivo, o
est. fisiolégico) - b —
?.,. y
x -« ¥
/

Sacch:;romyces cereviseae = 2,9

a Bacillus brevis =1,8 F {

E.coli=2,2 ) vy v /ZV“‘%
- LACTASA E.coli | __ %

P =20 MPa

N : n® de pasos
K : f{equipo, T°, P)
k : f{ equipo, véivula, T
a : f{ mo, cultivo,
est. fisiolbgico)

Log Aa/tAa-R)
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Protein release (%)

- Fosfatasa 4cida; - Invertasa; - 6 PGDH y G6PDH;
- ADH; - Fosfatasa alcalina; - Fumarasa

@)}-* \/\"OM g/a/\/v‘ ‘bw""{w

v/ ALTA CAPACIDAD

6000 L/h, 140 MPa
5.300 L/h, 55 MPa

v' CINETICA DE PRIMER ORDEN
f(P,N, valvula, célula, cultivo )

v REQUIERE ENFRIAMIENTO ENTRE PASOS

v POCO APLICABLE A MICROALGAS Y HONGOS

Extraccion de Enzimas Intracelulares— M? Elvira Zaniga 5




,&U'(oz. Lol a

ACTIVIDAD RELATIVA
(%)

93,45t
— A= 2 4 6 8 w0 &

0,868 +¢
TIEMPO ( min) |
88
O ufggy)-oss

O VALOR EXPERIMENTAL

&O%a&«,dzdé:

i)

Ul

¢

é fwbm\,o ol i 0\6»2& T
TIPO DE EQUIPO
TIPO DE MICROORGANISMO /5/0,@\0(@ w,yoﬂo ‘omu 50 .

CONDICIONES DE CULTIVO
VELOCIDAD DE AGITACION

FLUJO

TEMPERATURA

ABRASIVO

LR T T T T A )

CONCENTRACION CELULAR

‘J’\//)ﬁ? @a)/u.«_/’)/\jj '

EQUIPO JAJ’/‘
@m @
) 3 @

=
8

Ld
é poliuretano n
£ 4
10 4 Acero inoxidable
K
g DYNOMILL 5L
s V=10 WS; T°=-5°C
e [CEL J=45%
(] 50 100 150 200
tempo (s) )

Extraccién de Enzimas Intracelulares— M® Elvira Zuniga 7




TAMARO 02mm<d < imm

gno

CARGA  70% - 0% Mo
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TECNICA ESCALABLE

ALTAMENTE EFICIENTE

PERMITE CONTROL DE T°

CAPACIDAD

DEPENDE DE UN GRAN NUMERO VARIABLES —1—1 M puz.oec. Jacen t nads ]C\ P
Y

I (4

Leucina dehldrogenasa (ulmi)
o L)
2§ T
B\

NUMERO DE PASOS

Dyno Mill : 5L/h ; 85 % 0,26-0,6 mm
Netzsch : 93 Lh ; 80 % 0,55-0,85 mm

Manton Gaulin : 64 L/h, 60 MPa

Schite et al, 1985
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Astaxantina Liberada (%)
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Célula = 210 g/l, Enzima = 0.5 g/l
40°C, pH = 4.5, Velocidad = 180 Uh

‘ USS$ / kg PIGMENTO = 0,14

> 2 oabeto
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MODELACION DE CROMATOGRAFIA LiQUIDA: PURIFICACION DE PROTEINAS
M.Elena Lienqueo Contreras
mlienque@cec.uchile.cl
Centro de Ingenieria Bioquimica
Departamento de Ingenieria Quimica
Universidad de Chile

Se describen el funcionamiento de una cromatografia liquida y los principales modelos que se han
desarrollado para predecir el comportamiento de las proteinas al ser purificadas por estas técnicas. Los
modelos analizados son Modelo Equilibrio, Modelos Estadisticos, Modelos de balance de masa y Modelo
de platos. Se coloca principal interés en el modelo de platos desarrollado por Yamamoto, dado que
presenta la ventaja de poder predecir en forma bastante adecuada el comportamiento de una mezcla
multi-componente, caracteristica que no tienen los otros modelos. Finalmente, se presentan los estudios
realizados para estimar los tiempos de retencién de las proteinas bajo Cromatografias de Intercambio
I6nico, Interaccion Hidrofébica y Permeabilizacion por geles a partir de las propiedades fisicoquimicas de
las proteinas, como son densidad de carga, hidrofobicidad superficial y peso molecular, respectivamente.

Bibliografia :

Garrido, C. 1997. “Modelacion y Simulacién de Procesos Cromatograficos de Separacion de
Proteinas”. Memoria de titulo de Ingeniero Civil Quimico, Universidad de Chile.

Janson J-C , Jonsson J-A (1998) “Introduction to Chromatography” en "Protein Purification:
Principles, High-Resolution Methods, and Applications”, Editado por J-C Janson , L. Ryden,2
Edition, Wiley-Liss, New York, 3-40.

Lienqueo M.E.,. Mahn A,. Vasquez L, Asenjo J. A. (2003). * A methodology for predicting the
separation of proteins by Hydrophobic Interaction Chromatography and its application to a cell
extract” Chromatogr A, 1009: 189-196.

Lucero, A. 2003. “Modelacién y simulacion de cromatografia para predecir procesos de
purificacién de proteinas”. Memoria para optar al titulo de Ingeniero Civil Quimico y Biotecnologia,
Universidad de Chile.

Olivares, G. A. 2002. “Simulacién Computacional de la Purificacion de Proteinas mediante
Cromatografia de Intercambio 16nico”. Memoria para optar al titulo de ingeniero Civil Quimico,
Universidad de Chile.

Sofer G , Hagel L.(1998) “ Handbook of process Chromatography : A guide to Optimization,
Scale-Up, and Validation” Academic Press, San Diego, 387pp

Yamamoto, S., Nakanishi, K. y Matsuno, R. 1988. “lon Exchange Chromatography of Proteins”.
Chromatographic Series, 43. Marcel Dekker Inc. New York.
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Modelacion de
Cromatografia Liquida

M.Elena Lienqueo
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La cromatografia es un método de separacién para separar

Proceso de cromatografia Liguida

mezclas y aislar componentes.

La base de la J\’L %

cromatografia es la
migracién diferencial, es
decir, el retardo selectivo
de las moléculas de soluto
durante su paso a través
del lecho de particulas de
resina (Columna).
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Tipo de Cromatografia

Tipo de T Propledad Fisicoquimica o I C
Cromatografia | Bioguimica
NO ADSORCION
Permesbllizacien l Peso Molecular Resotucién: Modersda
Flltracien por Geles (G) daé Buja
o Exclusien por Tamafio Velocidad Beje
ADSORCION
T Resotuciéa: Exc W‘ . ( i w i (9\ M%L‘] L
Afinidad (AC) ) Afinidad Blolégica AR Eias Y Y\ Vo Jf Lo
Velocidat: Alta U
Intercambdio Isnico (IEC) | Cargs a diferentes pH Resolucion: Alta ’
(Anlénico Cationico) Capacidad Alta h 2 8 LJ 4 &
Velocidad: Alta ) M YWV\J/\ A~ \/)QJ\ Q‘/ o \'%W
S wring Punte Resotuciée: Muy Alta )f g W, 1] v L) T
Capacidag Muy Alta
Velocida¢: Alta
H, Superficial Resolucion: Alta
[ Capacidad Ala
Velocidad: Alta
Fase Reversa (RPC) . Excelente
hidrofilicas Capactda Iotermedia
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Cromatografia de Elucion

| Equilibrar Columna

Equilibrer la matriz, sc bgra ajustando el
pH o la fuerza idnica.

i Cargu—de-umputso-Apficacism—y—adsorcion—de
| Cargar la muestra . % Srife, S letihim ly Tae
i Lavado la cokimna para que salgan todas las
L Lavar la Columna . proteinas que no han sido retenidas.
i Elucién:  Modificacién de las
[ Eluir las proteinas I condiciones de la fase mévil de tal
manera de debilitar las
i interacciones entre la proteina y
l Limpiar la Columna . la fase estacionarias, lo que

provoca la elucién de la eina
de acuerdo a los diferentes
grades de interaccién con la fase
estacionaria.

Limpieza de la fase estacionaria.

La Elucién puede ser llevada a cabo de varias formas:

-Isocrética:

La composicién de eluyente

se mantiene constante

-Gradierte

La composicién del

eluyente varia
graduaimente

- Lineal

- Escalonada

Dariives

r

¢ abor e “/’;,w Ao Bepe wom o

i 4. SV P T el
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Modelos formulados para Procesos Cromatogréficos

Los modelos de disefio

-Predicen los tiempos de retencién.

-La forma de las curvas. ¢

Los modelos son de| tipo:

Equilibrio.
-Estadisticos.

*Modelos de balance de masa.

-De platos.

v
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Modelos de platos

1. Modclo de plato Tradicional
Divide la columna en una serie de pequefias celdas artificiales
perfectamente mezcladas

bti L diferenciales de primer orden que

describen la adsorcion y la transferencia de masa en la
interfase.

¥ No son generalmente ara  cromatografia

multicomponente debido a quc u—'edo : equilibrio no puede

ser ida igual para P tes diferentes.

2. Modelo de Platos de Yamamato ( P tonadt, wTince
Se basa en factores de distribucion que determinan el equilibrio
en cada etapa para cada componente.

+ Incluye balance de masa para las proteinas y la sal.

+  La solucién del modelo envueive iteraciones recursivas
preferentemente de sistemas de  ecuaciones
diferenciales.

+  Los modelos de distribucién mds conocidos son el modelo
de Craig (sobrecarga en la columna)

|t o L‘;’h—‘*")

Modelo 1 Teorfa de| Modelo de platos 2

Consiste en simular el lecho fijo como un
conjunto de N reactores perfectamente
agitados en serie.
Balance de soluto
{Acumulacién de soluto en el liquido} = { Entrada de
to}

soluto;
~Salida de soluto)} {Adsorcién en la matriz}
Y, %,
&Ver a =Py w Ry == 5)'Ve';

St;p fraccion de volumen de liquido por etapa o fraccion de hu.cms bor.
a

Ve : Volumen de la etapa n (liquido + adsorbente)
Eguilibrio
Relacién lineal q,=ky,

Modelos de aproximacién érica
Se define la variable : Tiempo adimensional © ?
e
le+a-&-0l-ve

Con esto la ecuacion de balance queda:
O

= (et =)

Con las condiciones para integrar:
DParatodot<o y,=0 n=12,..N.
if) Inyeccion inictal de un pulso muy corto t=0 y,= y,

Con esto la respuesta a esta integral es una Distribucién de
Poisson

a1 -r

yey [T

Donde y,: Concentracién en el pulso de alimentacion
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Supuestos del modelo de Yamamoto (1988)

La columna consiste de un cierto nimero de plates teéricos
equivalentes (constante)
Proteinas: Np

Sal: Np'
El flyjo es continuo sin mezcla entre los platos.

El equilibrio de solutes entre las dos fases es alcanzado
instanténeamente.

q= KIpH.C,I] * C

Donde K Difiere de componente a componente.
D con el de la ion de proteina y/o de la
fuerza idnica.

1.- Balance de Masa para la proteina i.

Suponiendo : Fe =Fs = F

%
Y douy Uty daay e L e
=t e

F[C(»m'crm]:)—;,—'T N & 0

Realizando cambios de variable SR
6=1t*F/Vo
H= (V#-Vo)/Vo
LYY

o) , . e

Np[Coiy=Cun)= 26 =0

L

Condicion de equilibrio
g9 =KJCa_s-ThC,

Vot i Volumen de la fase mvil.
Vol e’ Volumen de lo fase estacionaria.

Npi: Numero de platos tedricos para la proteina i.

Reorganizando

T af
@y D= R -

do = ,53@1-]
¢ {I+H-K:IC,[}+H-C(-;)- '.I

Esta ecuacién es no lineal con respecto a la concentracién de
proteina y la fuerza idnica, por lo tanto se deben usar métodos
numéricos para la integracién.

Supuestos:
-Muestras con baja concentracion de proteinas
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Absorbancia FPLC [UA]
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PR RT T WA
s 10 15 20 25
Tiempo [min]

o

°

o
o

Comparacién entre curva de elucién experimental y
simulada para un flujo de 0,3 mi/min y una pendiente del
gradiente de sal igual a 0,1 M/ml..(Lucero, 2003)

T o
e = WW

Estimaciéon de los tiempos / volimenes
de retencion en cromatografia a
partir de las propiedades
fisicoquimicas de las proteinas

Cromatografia de NO-adsorcion

Cromatografia de Permeabilizacion por Geles
(Filtracion por Geles)

10
08 L s1dop
— "“ -
s 06 \‘v\_ 4o 1 - {
2 (Tt~ BPoM
04 | oo
™~ r-.
N
02 {
0.0
Te4d 1046 Te46 1047
Peso Molecular

Relacen eotre los pesos moleculares y los coeficsentes K pars duferentes mamces
maitices de Pilracén poc Geles (Adagtads de Pharmaca, 1939)

Kav = M— VYAV V) = A Blog mw

viloe - ¢ w/op 0««‘,{, \[/’pﬂ olz
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i,- i idn

2.F i
y \Fuid Vy : Volumen de huecos, ie, el volumen
Vg de liquido existente en la columna que no
se encuentra en el interior de las
particula
3. -Selectividad o retencién relativa, &

Cuando se tienen dos protefnas, se puede comparar su nivel
de retencién comparando los factores de capacidad.

5=k2

4.- Recuperacién o yield
La cantidad de soluto recuperando entre un tiempo t* y t
respecto al total inyectado (yF)

Cantidad de proteina Recuperadaentre t=1t yt=t,
Cantidad de proteina inyectada

yield =

Desde Tablas de Integrales
Cantidadrecuperadaentre t, y t, =

5 . 1,/t, -1 [2,/1,-1]
e et 442)
Donde erf (x) es la funcién error.

erf(x) =727-r-‘.[e""du

Con esto:

el ot
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Valores de Resolucién esperados U
Rs > 1.5 Corresponde a una separacién casi completa.

Rs<1 Rs<13 Rs>13 Rs> 15

Algunas relaciones interesantes

N= 15(1'_} j}Rcsolucxén:% Ki}Vi}
w ) i €

Si se utilizan los conceptos de factor de capacidad, k, ¥

selectividad,8.
7 7 e
E=i=2 "); L1 s-1\( K
(k Vy ;Rcsolucxén:zwfl\_/»(——& J(K,:l]
=% L (é_l) 2
s VHETP \ 6 J\lg+1

~

5 C/(\/\(Z/e"“(""(va” ? t Ag,'u_/@{/* e

k . 13
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RECUPERACION Y PURIFICACION DE PROTEINAS DE USO TERAPEUTICO
Dra. Marina Etcheverrigaray
Universidad Nacional del Litoral

Los productos biolégicos presentan dificultad para la consistencia en su fabricacién asi como para
su caracterizacién completa. La habilidad para producir un producto consistente y de calidad
apropiada es el paso limitante en Ia velocidad para alcanzar el mercado. Cambios en la produccion
0 en la formulacién a menudo conducen a variaciones en el producto.

La expresién de proteinas recombinantes puede ser intracelular, extracelular o periplasmica. La
estrategia de expresion intracelular puede ser, a su vez, directa o como proteinas de fusién. Cada
uno de los métodos presenta ventajas y desventajas.

Se discute sobre los pasos requeridos antes de la separacion cromatografica dependiendo de la
localizacién del producto.

La mayoria de las proteinas intracelulares se expresan en agregados, los cuerpos de inclusion. Se
plantean los procedimientos involucrados en la recuperacion de proteinas a partir de los mismos.
Un aspecto fundamental es el refolding de las proteinas provenientes de cuerpos de inclusion, ya
que son inactivas en ese estado. El grado de agregacion proteica depende de: parametros del
entorno, especificidad del contacto proteina-proteina. Las proteinas dificiles de renaturalizar a
menudo contienen uniones disulfuro. Se discute sobre los factores que influyen en el rendimiento
del refolding.

Con respecto a las proteinas de fusion, se muestran los métodos de clivaje segun las secuencias
reconocidas. Asimismo, se ejemplifican proteinas de fusion disefiadas para facilitar la purificacion y
los ligandos de purificacién adecuados.

El proceso de purificacién de proteinas en la industria farmacéutica puede ser dividido en 3 etapas:
captura, purificacion intermedia y polishing. Cada una de ellas tiene distintas finalidades. Se
presenta la conveniencia de las técnicas clasicas de purificacion para la estrategia de purificacion
en 3 etapas.

Cada paso cromatografico tiene parametros que deben ser optimizados. Dichos pasos deben
elegirse segun las propiedades de la proteina a purificar y las caracteristicas de la muestra. Existen
contaminantes criticos de un procesamiento downstream.

Los parametros evaluadores de la performance de cada etapa de purificacién son: actividad
especifica, factor de purificacion y rendimiento.

El escalamiento de los procesos cromatograficos se realiza por: medida de las isotermas de
adsorcion en el equilibrio y por determinacion de la capacidad dinamica. Se presenta el modelo de
Chase como aproximacion tedrica para la prediccién del comportamiento de las proteinas en
cromatografia de afinidad. La relacion entre la concentracion de adsorbato en la fase liquida y su
concentracion en la resina en el equilibrio esta dada por las isotermas de Langmuir. Las curvas de
breaktrough se realizan para determinar la capacidad dinamica de la columna. Existen parametros
operacionales que influyen en la forma de dichas curvas.

Se presentan consideraciones sobre el escalamiento de los procesos de HPLC de fase reversa.

El escalamiento de una separacion involucra el calculo de: factor de escalamiento, capacidad de
carga, flujo y duraciéon del gradiente.

El producto debe ser caracterizado, determinandose su pureza, identidad y estabilidad. Se debe
realizar la caracterizacién fisicoquimica, tests biolégicos para determinar identidad y potencia, y
control de contaminantes. El control de calidad del producto es de fundamental importancia y debe
satisfacer los requerimientos establecidos por la autoridad sanitaria competente.
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MEDIDA DE LAS ISOTERMAS DE ADSORCION

Modelo simplificado: Boyery col. (1992)
Pel —»P-L

Velocidad de adsorcién: -':; =k.c.(gm-q-k,.q

¢ = concentracion de proteina en el kiquido (giml)

q= i6n de proteina adsorbida (ugimi)

gm = capacidad mindma de adsorcion de la resina (igimi)
k, = constante cindtica directa (ml . pg' .t

K, = constante cinética reversa ml . ug'.t)

t = tiempo

En ol equilibrio = Isoterma do_L_mgnuir

- S

q = cantidad de adsorbato unida en el equilibrio por unidad de volumen
de matriz comatografica.

¢'= concentracion de adsorbato libre en el equilibrio

qm = capacidad maxima de la matriz cromatografica

Kd= ante de disociacion entre adsorb y ad
=k,

Describe la relacion entre la concentracion de adsorbato en la fase
Hquida y su concentracion en |a resina en el equifibrio.

Curva de breakthrough; Analisis frontal.

iacion de la ion de adsorb
ala salida de la cokumna en funcién del
tiempo.

f

Elucion de
adsorbato
Estudio de la influencia de diferentes parametros operacionales sobre la
forma de la curva de b gh — > optimizacion del sistema:
- composicion y pH de la solucion de equilibrado del sistema
- fiujo

« concentracion de la muestra
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Adsorptive membrane chromatography reflects technological advances in both membrane
filtration and fixed-bed liquid chromatography. Membrane adsorbers are a hybrid synthesis of
these two technologies (Roper and Lightfoot, 1995), aiming at combining the selectivity of
chromatographic separations with the high productivity associated with filtration membranes
(Klein, 2000). Therefore, membrane chromatography was introduced as a technology specially
suited for large-scale processes (Thémmes and Kula, 1995).

Membrane adsorbers consist fundamentally of microfiltration membranes, to whose pores
specific ligands have been attached. Like perfusion beads, which were proposed as an attempt
to increase the permeability of the sorbent while keeping diffusional pathways in the cross-
linked particles as short as possible (Gebauer et al., 1997), membrane adsorbers have been
developed as an alternative to conventional gel bead chromatography (Charcosset, 1998).

One of the severe limitations for engineering efficient process-scale separation systems is
the intrinsic compressibility of agarose gel beads. Under typical process-scale operating
conditions, agarose gel beds get compressed and tightly packed, thus seriously compromising
the throughputs of such systems. Small sized silica supports of greater structural rigidity have
been developed to minimise bed compression and allow for the high throughputs necessary for
a commercial process system. This, however, is possible only at the expense of high operating
pressures (Brandt et al., 1988).

Additionally, gels present such problems as air entrapment, drying, cracking, cumbersome
column handling and, most importantly, slow flow rates due to intraparticular diffusion of liquids
and analytes. In membranes, accidental drying does not damage or disturb the process
(Malakian et al., 1993).

The porous nature and hydrophilicity of some membrane beds may account for additional
advantages. Clogging by insoluble precipitates produced during adsorption is reduced relative
to packed beds. The interstitial void volume due to empty spaces between spherical beads in a
packed bed is avoided in membranes. This has been reported to reduce the non-adsorptive
dead volume by 26% (Roper and Lightfoot, 1995).

According to Darcy’s law (Darcy, 1856), throughput is, for a given pressure drop across the
bed, inversely proportional to bed height. Therefore, design engineers have tried to maximise
throughput by developing shorter and wider beds. This means that the “ideal” column geometry
would have an infinitely short bed height (to minimise operating pressures and maximise
throughputs) and an infinite width (to maximise ligand loading and binding capacity) (Brandt et
al., 1988). Membrane sorbents resemble this ideal form of a very short and wide column.

Although the specific permeability of a microporous membrane is similar to a typical packing
in FPLC (Gebauer et al., 1997), the shorter adsorbent length allows higher flow rates at low
pressure drop to be achieved in membrane systems. Despite their abbreviated flow path,
adsorptive membrane columns achieve resolutions comparable to those with packed
chromatographic beds (Roper and Lightfoot, 1995; Thémmes and Kula, 1995). Josic et al.
(1992) reported stacked membrane separations of model protein systems which were
comparable to similar high-pressure liquid chromatographs without requiring high-pressure
columns, peripherals or pumps.

In membrane-based chromatographic separations, elution is accomplished very fastly, so
that the target molecule remains for just a short time under conditions which favour its
degradation. In slower, conventional processes, variants of proteins and nucleic acids are
generated during downstream processing by deamidation, oxidation, proteolysis, nicking and
aggregation. The fraction of degradation products increases with residence time, so shorter
process times can result in higher recoveries and product purity (Roper and Lightfoot, 1995).
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Membrane adsorbers: a combination of

separation processes

< Membrane separations
e microfiltration
o ultrafiltration

3 Protein liquid chromatography
o affinity
e ion-exchange
e hydrophobic interaction

Chromatographic separations

Mobile phase
containing.
substances
A,Band C

Stationary | -
phase >

2 The substances are individually retarded when
passing through the stationary phase according
to interactions of different types:

o biospecific recognition (affinity)
o eletrostatic interactions
e hydrophobic interactions
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Microfiltration
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2 Modes of operation
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‘Membrane processes and modes of operation

2 Applicable membrane processes for membrane chromatography
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gel beads

3 Media deformation and bed
consolidation

< Dependence on intra-particule
diffusion

3 Large processing times

3 Large liquid volume for elution

3 Channeling and short-circuiting,
poor bed utilisation

2 Improved mechanical resistance

3 Solute transport predominantly by
convection

< Relatively high flow rates at
significantly lower pressure drops

2 Reduced processing time

— Bulk convection | i
—-J‘ Film diffusion | 1
|

2 Relative ease of scale-up

(Amersham)

Membrane adsorbers vs. agarose beads

5 Sartobind Q (Sartorius) vs. Sepharose Q Fast-Flow
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Lab scale “spin columns”
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Pilot-scale devices

1000 cm?

Catali & Sart 2001

Large-scale commercial modules

oy sk
o Each module individually: 0,12-8 m?
eh=3-50 cm; 15, 30 or 60 layers

o Connection in series or in parallel:
report of a 21 m? configuration
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Alphaherpesvirus purification from a cell , ,L
culture supernatant (porcine kidney cells) okt = Al -

Specific infectivity of Prv-Ka
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Human serum albumin purification
from human serum
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Monoclonal antibody purification
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Kinetic analysis of elution

3 At the initial stages of desorption (under elution conditions):
o the forward reaction can be neglected and q - q*

2018 y—- USEOE———————

Characteristic times of
membrane-based affinity purification
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Conclusion: larger membrane areas or flow rates shol
be employed, since for efficient adsorvate capture t, <<tc

Affinity membranes vs. affinity resins:
processing times

Table |
(i) Coometricad Fratures
wlinny pesins nffinaty neinlaams
inter ool dissa 25vm 5cm
column height Wwem 12Zcm
Hauid lnternsel vl 25 mi ) ml.
wtal mnbrane atus 1000 curt

b} Operative Conditions Maintatocd during rbe Sepriation
Pruceas of MBP - Fusion Protelis from Cell Lysate for a Svsem
Based on the Use of AlTaity Rosine 2nd 2 Svatem Based on the

Use: of Afflidty Menbrans

afllnity resin nflinity macindranes
advarption
Meav rste: 1 el fasaln 12 ml s Y
Adsdir pion e svornl ixdars. 40 - B0 nin \
washing |
low rate 1 ml/min 25 - 35 mlsmin l
vol applied 12 cotumnn vo 15 = 25 column vt | |
wanhilng time ib 30 = 45 o
oot
uny rate 1 el Jimin  ad fmin !
ol sapplicd 21 column vl 1.5 columm vol |
Jution tiene 2h 12 min
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Protein A (PrA) immobilized onto nylon
membranes coated with hydrophilic polymers

18 T
14 . °
E g 1 i o .
T 6 1 ° i o
TR S
4 =
2 (‘9:: [APVAPA eFD-PA OBD2PrA |
oo’o 0.5 1,0 1,5 2,0
c* (mg/mL)

Adsorption conditions: 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4

Protein A immobilized onto commercial
pre-activated membranes

i
10 - ” l
i . i
= 84 - !
E ] L |
o -
E ¢ ° |
o 2 i O‘ I
- !
| - Q S '
S " T.SBepoxy-PrA > SB aldehyde-PrA '1
s = | = uB-PrA
0.0 0.5 1.0 1.5 2,0
c* (mg/mL)

Adsorption conditions: 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4

Overview of thermodynamic parameters

Affinity membrane Association IgG binding
constant ' (M) capacity ' (mg mL")
IDA:Zn"* - BD2 2.4x10° 4.5
Thiophilic - BD2 1.5x 10° 6.1
L-histidine - PVA = =
TG19318 - UB 3.0x10° 3.9
PrA - BD2 33x10° 8.1
PrA - UB 2.1x10° 6.6
PrA — SB aldehyde 2.5x10° 21
PrA — SB epoxy 3.0 x 10° 1.9

1Values calculated by fitting data to multilayer Lang

muir isotherm model:
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Integrated perfusion/purification process

Experimental conditions:

e recombinant CHO-3D6 cell
line, producing a human
anti-HIV IgG

o protein-free culture medium
(SMIF-8) with 0.1% Pluronic
F68

o Protein A - Sartobind epoxy
affinity membranes
(257 cm2=7 mL)

Integrated perfusion/purification process

2 Evaluation of purity of eluates
Bioreactor sampl

* silver-stained SDS-PAGE
gels carried out under
reducing conditions

7
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