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VII CUrac.l LaUnoamerlca~~,~ioBI0t8c-.:.ologJa
XXXVln Cun\O Im.m.cIonIl de InglnJerfl 81oq_ufmlca
12 - 17 Octul'!re 2003 '
Valparalso - e'HILE

-
Lunes 13 de Octubre

Ingen/erfa de Cultivos Celulares
8:30-10:00 Fundamentos "je Cultivos celulares / Fernando Acevedo OkEIB, PUCV
10:00-10:30 Café /

10:30-11 :15 Cultivo por Lote:3 Alimentados ,/ Juan Carlos Gentina
J EIB, PUCV O'k..·

11:15-12: 15 Agitación en reactores microbianos / Femando Acevedo -

/ " EIB, PUCV
€)1c .

12:15-13:00 Biolixiviación de rninerales /~. Juan Cartos Gentina '-
EIB, PUCV Ok:

13:00-15:00 AlmuerzoI Estrategias de manipulación ambiental y genética en Claudia Altamirano
.'

15:00-15:45
0'1<::.cultivos de células animales i/ " EIB, PUCV

15:50-16:35 Desafios a la ingen ieria en la tecnologla del cU,~e Ricardo Medronho
células animales ". ~. J. Ea, UFRJ, Brasil &1<.

16:35-17:00 Café
,

17:00-17:45 Desarrollo de Productos Comerciales a partir de Ricardo Kraije
Cultivos de Células Mamlferas ~. UNL. Argentin~ ~ f3k

17.50-18:35 Análisis de Control y Modulación Metabólica ~, Raúl Conejerr.)s <D{:_EIB, PUCV,
Martes 14 de Octubre

Blotecnología Ambiental

8:30-10:00 Biotecnologia Ambiental: Tecnologia de PuntaJara Rolar Ido Chamy Ok.un crecimiento sustentable EIB, PUCV
10:00-10:30 Café
10:30-11: 15 Degradación de Compuestos Xenobióticos €) CIScar Monroy, f)'K'JAM, México
11:15-12:15 Eliminación Biológica de Nutrientes

~I

'M.C. Schiappacasse Of.cEIB, PUCV
12:15-13:00 Tratamiento Anaerobio de Efluentes con alto ,¡ Loma Guerrero O~contenido de sulfato UTFSM
13:00-15:00 Almuerzo
15:00-15:45 Tratamiento Biológico de Emisiones Industriales Germán Aroca

O "'-.Gaseosas ~. EIB, PUCV
15:50-16:35 Biorremediación de Suelos Contaminados con J Rolando Chamy Or::Metales Pesados EIB, PUCV

- 16:35-17:00 Café
.:7:00-17:45 Sistemas Avanzados para el Tratamif~ntos de Marcel Szantó, yDesechos Domiciliarios ,~-- ._

~, ICC, PUCV
---:r7.50-18:35 Digestión Anaerobia de Desechos Sólidos Paola Poirrier. 0~V EIB, PUCV

1

•••



VII Curso'Latlnoamerlcano de Blotecnologra
XXXVIII Curao Int8m.clonal de Ingenlerfa Bloqulmlca
12 - 17 Octubre 2003
ValparellO' CHILE

~·.~~'~~i';'<.~i; ,1, ," .• "'H'l!.'~.~:l,\1;f'.\ ;".;.; :"i.,ir!~~~f11'<"t.;.. ,1,

%';
',/1)'

Miércoles 15 de Octubre
8:30-10:30 Taller "Ingenieria de Cultivos Celulares· Juan Carlos Gentina

Coordinador
10:30-11 :00 Caté
11:00-13:00 Taller "Biotecnologia Ambiental" Rolando Chamy

Coordinador

~

~

~

fÜ\
I
I,,
I

Jueves 16 de Octubre
Biocatállsls Enzlmática /

8:30-10:00 Fundamentos de Biocatálisis 'V Andrés IIlanes O\<.·EIB, PUCV

10:00-10:30 Café
10:30-11:15 Enzimas en Reacciones de Síntesis en Fase Gaseost; Eduardo Bárzana O r---UNAM, México,

11:15-12:15 Enzimas en Rnacciones de Sintesis en Medio ~co Andrés lIIanes OK,EIB, PUCV

12:15-13:00 Innovaciones en la Aplicación de Enzimas Maria Elvira Zufliga
EIB, PUCV

13:00-15:00 Almuerzo ,-
15:00-15:45 Hidrólisis Enzimática de Biopolfmeros V Andrea Ruiz I

EIB, PUCV I
15:50-16:35 Inmovilización de Células para la Producción de Vitalis Moritz () v.

Metabolitos Profesor Extraordinario, EIB, PUCV

16:35-17:00 Café
17:00-18:30 Taller "Biocatálisis En~imática· Andrés lIIanes XCoordinador

Viernes 17 de Octubre
Bioseparaclones

8:30-10:00 Fundamentos de Bioselaraciones V Germán Aroca
EIB, PUCV

10:00-10:30 Café
10:30-11 :15 Separación de Esterolespor Destilación M~ Andrés Markovits

EIB, PUCV

11:15-12:15 Recuperación de Enzima. Intracelulares /' María Elvira Zúi'liga
v /

EIB, PUCV

12:15-13:00 Modelación de Cromatogr,ífia /' Maria Elena lienqueov DIP, UChile

13:00-15:00 Almuerzo
15:00-15:45 Recuperación y Purificació1 de Proteinas TeraPéu~ Marina Etcheverrigaray

UNL, Araentina

15:50-16:35 Recuperación de Protelna: por Membranas de Afinidad Leda Castillo
1-/ COPPE, UFRJ, Brasil

16:35-17:00 Café j17:00-18:30 Taller "Bioseparaciones· Germán Aroca XCoordinador
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Principales compartimientos
intracelulares de una célula animal

citosol

reticuIo~
con polirribosomas
unidoe a su membrana

I
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Durante el b'anSporte de
las ves(culas se

mantienen la polaridad
de la membrana

Relaciones
topológicas entre los
compartimientos de
una célula eucariota
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"Mapa de carreteras" del tráfico proteico

MITOCONORIA PlÁSTIOOS
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Ribosomas libres y unidos a membrana

polirribosomll libre
et'i e' cTtC&O(

m~mbrana del ER

Partícula de reconocimiento de la señal (SRP)

dominio de
reconocimiento

·del ¡>eptido señal

•••••••••••.AIIIIII- __ .:~

lugar de unión
SRP-receptor
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Estructura del N~ligosacárido unido a asparagina que
es aftadido en la membrana del ER rugoso
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Glucosilacioo de una proteína en el ER
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Mecanismo utilizado para retener las proteinas en el ER.
El ER como "control de calidad" por BiP

l
I
f

[

1

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

_ •• _ ••~~ __ "LAC2I.ULAcPKoqu.",",,-,,"-~
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Compartlmentaclón funcional del
complejo de Golgl
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Los azúcares de las glucoproteínas de membrana y de los
glucolípidos están orientados hacia fuera del citosol
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Estructuras de monosacáridos encontradas
en células eucariontes

NO

~ ~,....._.... ~7

~
~d

¡;;:{

""_'"' Q~

NO

~ ~
0-«"" o-c<.,., ¡".

'I'C.'D-et: h.
N'C_ClD; •..•

1
1
1(;
I
I
I
I
I
I

Los oligosacáridos se unen a las proteínas
mediante enlaces N- Y 0- glucosídicos

GIc NAc (P)-Asn

GaI NAc (a)-Ser1Thr

It=B ••• s.r
R=CB, ••• nr

13
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Estructuras de N-oligosacáridos más comunes
Complex., Tri' -antennary Type

NANA(u 1,3)-GaJ(JJ 1.4)-GkNAl:(JlI,6) " Fue (u 1.6)

NANA(u 1,3)-GaJ(JJ 1.4)-GkNAl:(JlI,l)-MUI(a. 1.6) " I
••••_'A 1 4) _ GIcNAc fA 1 4) - GIc'" A...tA)-AsD

NANA(u1,3)-GaJ(JJ 1.4)-GkNAc@ 1,l)-Maa(a.l,3) / "...._... • \ti • '......... I

Complex., Triantennary Type

NANA(u 1,6)-GaI(P 1.4)-GkNAc@ 1,l)-Maa(a. 1.6) " I
NANA(u 1,6)-GaI(P 1.4)-GkNAc@ 1,l)-Maa(a. 1,3) / MIIIl(JI1.4) - <?cN

Ac
(P 1.4) - GIcNAc@)-,

/
NANA(u1,3)-GlII(Jll.4)-GkNAc{P 1.4)

Complex., Tetraantennary Type
Fue (0.1,6)

NANA(a.1,6)-GaI<P 1.4)-G1cNAc{P1,l)-Maa(a. 1.6) " I I
NANA(a.1,6)-GaI(P 1.4)-G1cNA1:(J11,l)-Maa(a. 1,3) / MIIII{P1.4) - GlcNAc (P 1.4) - GlcNAC@)-jD

/
NANA(a.1,3)-GaI(P 1.4)-GkNAc{P 1.4)

NANA(u 1,3)-G1II(Jl 1.4)-GkNAI:(JI 1.6) "

Confonnación de oligosacáridos

DeflDldéa de los áagaIos de tonIéD pan la 1lDi6a GtoIII14 GlcNAc
+=ID-CI-OI-CX
'l'Z CI-OI-CX-HX
ID - H5-C5-C6-06

"__*_(l""l_a._.._--"_'oa..¡-*_._-

15
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I
I
I

2 - ¿Cómo afecta la secuencia de aminoicido
en sí misma la ocupación de un sitio?

I
Ie) Arreglos espadales del péptido alrededor del setpUJII

I
(cade_ JivWIa)

Asn-~ -60·

(dominio Cm de cacleua pesada)

I
I
I

2 - ¿Cómo afecta la secuencia de aminoicido
en sí misma la ocupación de un sitio?

Id) Consistencia de estnctara básica de oIigosacáridos ea difereDtes c:éIubs 1
Línea Celular

Proteína Sitio A B C D

EPO Asn-83 Tetra-anteoaI'Ío Tetra-antenario Tetra-antenario -
(3N-; 10-) (EPO-) (11IC.mIK) (_-010)

TPA
(3N-; 10-) Asn-1l7

Elevada manosa Elevada manosa Elevada manosa Elevada manosa

<--) ~cleCalal) (_-010) (_-<:127_)

Asn-l84 Y448

Ovalbúmina HIbridol HIbridol

(2N-) Asn-293 EIevada manosa Elevada manosa - -
Asn-312

(..-) (-~-)

IFN-fH Asn-&O Biantenaria Biantenaria BianteDaria Biantenaria

(lN-) (--¡
(-~ (be-CHO) (nc-dLCI27_)

-)

IL-2 Tbr-3
S36(S6)Gal NacO S36(S6)Ga1Nac S36(S6)GalNac -

(10-) (LiIlfoaIoopoDl*xaI) (CA_) (IIIC-CHO)

• NANA(a2.3)-00I(JI1.3)-00I NAl: (o.) y NANA (o.2.3)-GIII (JI 1.3)- (NANA(a 2.6)) 001NAc (a)

T_~(l,.,)__'(l)2: us-ut.

I
le

I
I
I
I
I
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Factores que afectan la glucosilación

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

2. La secuencia de aminoácido en sí misma:
a) Secuencia consenso (sequon) de N-glucoproteínas
b) Posición del sequon en la cadena polipeptídica
e) Arreglos espaciales del péptido alrededor del sequon
d) Consistencia de estI1lctura básica de oligosacáíidos en diferentes células
e) ¿Cómo se afecta la O-glucosilación?

3. Tipo celular
4. Entorno extracelular y método de cultivo

Sistema de expresión y sus capacidades de glucosilación

PROCARlOTAS

{

INSECTOS

PLANTAS
EUCARlOTAS .

MAMIFEROS

LEVADURAS

Comparten las caracteristic:as de
procesamiento de los oligosacáridos tipo
N en el RE: precursor ~GkNACz-
PP-DoI Ytnmcación a Mao8Gk:NAc2

• Células de insectos:
Alto nivel de expresión y alta velocidad de crecimiento.
Escasa capacidad de procesamiento más allá de Ma:n3GlcNAc2 (GT casi ausentes).
Incapaces de sintetizar oligosacáridos complejos tipo N o sialilados tipo O.

• Levaduras:
Precursor Glc~GlcNA~-PP-DoL En S. cerevisiae sólo UD residuo Man es
clivado para formar Man8GIcNAc2.
En la mayoria de levaduras y hongos filamentosos: oligosacáridos tipo alta Man
(hasta 50 residuos Man)

• Plantas:
Los oligosacáridos ño poseen ácido siálico y frecuentemente presentan XiI
(altamente inmunogénicos)
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I Factores que afectan la Glucosilación

I
I

Control del procesamiento de oligosacáridos
en cultivos de células de mamífero

Célula Huésped:
Diferntdas en la actividad reJativa de las enzimas ~erasas en divenas especies y tejidos
determinan vauiacioDes de los oIigosacáridos presentes. Respecto al de c:éIuIaslumaaDasse eocoutraron

las sipientes ctiferencias:

Cél de cabra, Ácido siálidoterminal esN~eosil-neuramínico (NGNA)en lugar de
oveja, vaca: NANA

· Expresan la enzimaa 1,3galactosiltnnsferasa, que genera residuos

Células GaI (a l.3)-GaI @ 1,4)- GlcNAealtamente iDmnnogénicos.

muriDas: · Carecen de la eDZimaa 2.3 sialiltransferasa, generándose
ÚDicamentela sialilaciónmediante unionesa 2,6 a la GaI terminal

· Carecen de la eDZimaa 2,6 sialiltransferasa, generándose
únicamente la sialilaciónmediante unionesa 2,3 a la GaI terminal

· Incapaces de sulfatar residuosGaINae (lDlportanteplhormonas)
Células de
hámster: · Carece la eDZimaa 1,3fucosiltnnsferasa, de manera de no

(CHO,BHK)
formarse la unión de fueosa periférica (fuea 1,3-GlcNAe)

· Carece de la eDZima~1,4 -N-aeetilglucosaminiltransferasa IIl, de
manera de no formarse la unión de G1cNAeal eore de manosa
bisectante.

I
I
I
1
1,.

I

1
I
I

I 1. Disponibilidad de todos los precursores y nivel de expresión de las

enzimas

2. La secuencia de aminoácido en sí misma:
a) Secuencia consenso (seqllon) de N-gluco proteínas
b) Posición del seqllOlt en la cadena polipeptídica
e) Arreglos espaciales del péptido alrededor del seqllOlt
d) Consistencia de estructura básica de oligosacáridos en diferentes células
e) ¿Cómo se afecta la O-glucosilación?

3. Tipo celular

le,:
I
I 4. Entorno extr8celular y método de cultivo

I
I
I
I
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./ Disminución de la sialilación de rbFSB en
células CBO
~ •• al (1_) CyIDUduu>L 15: 217-221.

Efectos de la composición química
del cultivo sobre la glucosilación

);> Limitación de Glucosa:./ Ocupación de sitios reducida para cadenas
livianas de IgG
_A Bada (I9'19)An:IL__ Bú1pIqs. U2:~ .I ./ Glocosilación anormal de proteínas
virales en células CHO
~A_(191S) J. GaLI1rot.'" 1457-146'1.I ./ Aumento de isoformas no glucosiladas de
rbIFN-y en células CHO
1byIor" al (1"3) _ Bi«ftt. 42: 1.n-11I5.

I
);> Limitación de Or ./ Disminución de Fc-galactosilación de

MAbs secretados por hibridomas
K.toI •• al (1"'> J. BUJt«/rnt1L 62: 55-71•Ic,

'-,

I
I
I
I

./ Aumento de la proporción de rhIFN-y
biglucosilado en células CHO.
CMú'o" al (1995)- AI'f'L _ 21: 17-1" •

./ Aumento de antenaridad y disminución de
ácido siálido de rblL-Mu6 en células BBK
~ •• al (1998) /JúJt«IUIt1L Bi«Irg. ~: 5JS..5lS.

./ Disminución de siaIilación de O-Glncanos
en rbG-CSF de células CHO
_ A ~ (1995) BiIIUduIt>L BiHIrr·~: ,.115-

./ Disminución de sialilación y antenaridad en
rbEPO de células CHO
Y_ A _ (lIH) /JUJUrbOL Bi«IW. A::J'78..lR.

I

Efectos de la composición química
del cultivo sobre la glucosilación

);> Adición de suplementos: ./ ManNAc aumenta la sialilación de rbIFN-y
en célnlas CHO
c.4 W_(l"'l Bi«IW- 51:64U4I.

le,
./ Butirato aumenta la (12.6 sialiIación de

rbIFN-yen células CHO
~ •• aL (1"'l C~ zt: 5S-'4.

I
);> Aumento de Amonio:

I
I
I
I
I
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Células huésped con nuevas propiedades de glucosilación
por incorporación de genes de glucosil-transferasas

~ a 2,6 Siolil trans(erasa (a 2,6 S7):
./ CéL BHK se produce UD aumento del nivel de siamaóón con mtzdas de

a. 2,3 I a. 1,6 NANA-oligasacáridos en rhA T-ID. rhEPO y ~ Trace Protein.
~da ~EJIT.l."""':DZ:71"'725.

./ CéL CHO se produce UD aumento del 100"/. de la siaJiladón con UD W/. de
a. 1,6 NANA en J'bIFN.Iy.
~ da (1"'l~ 2t: 55""-

)- a 1,3Fllcosil transterasa fa 1,3Vl:
./ CéL BHK el sr/. de ~ Trace Protein presenta uniolÍes periféricas a. J..3 de

focosa a G1cNAc, pero con fuerte disminuóón del nivel de siaJilación.
er-.rdaL(l"'l~I.l6:ll-".

~ B1,4 _N-acetilglucosanriniltrans(erasa m (G1fT 1m:
./ CéL CHO se observó produeóón de oligosacáridos bisectaDtes en rbIFN~.

_"'¡daL (1~.-..,..L~·14: 1.,.1n.
./ CéL CHO la presencia de g1ucoformas bisecantes en la región Fe de una

IgGl quimérica antineuroblastoma presentó mayor ótotoxiódad medida
por anticuerpos (ADCC).
u_ d aL(1"'l- BitJUdL 17:1,.",

Estructura tridimensional de un pequeño
N-oligosacárido Y su rol biológico

<Al
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Efectos de la glucosilación sobre la bio-actividad

Il) V"14 alteración de la estructur_a primaria deoüg~:
,/ Actividad espeáfica de la sacaroslHsomaItasa de microveOosidades intestinales

aumenta con la presencia de oligosacáridos de tipo complejo respecto a la de alt3

manosa.
~.á(Ul5)J. p_. ~NltIT • .,,..,.,.

,/ Hormonas gonadotróficas (lB y FSH) y tirotróficas (TSH) tienen diferente
actividad biológica dependiendo de su carga debida a sialilaOón y salfatación.
••••••••• 4c...(1"'>~A •••M7:ZS7..•.

,/ rbEPO

Estructura de carbohidratos de EPO
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Inmunogenicidad
./ 1.Definiendo todo o JJIIIU de un epitope

carbobidratos modulan:
~ 2. Enmascarando pomaciaks sitios Ultigénic:os

1. Definiendo todo o parte de un epitope:

• Epitope GaI (a. 1,3) - GaI de
gIucoproteíaas de céL murinas C127

• Epitope XyI ~ 1,2) - Man
Epitope Fue (a. 1,3) - GlcNAc
de gIucoproteíDas de plantas

-1-l. de 19G h1llD8lUldel suero.
~ «fII. (UI7) #'roe NIIt.A_ Sd. lISA lI4: lJQJ-1373.

I
I
I
I

I
I
I

Inmunogenicidad
2. Enmascarando potenciales sitios antigénicos

hGM-CSF:
Epitope pró:mno al sitio de o.p.cosilación de GM-SCF enmascado:
• 31% pcimtes tndaIIos coa rbGM-CSF de Jnwlara DO~ leaenroa Acs.
• Saero de ~ de~ + coa rtaGM.scF de E.ceIl Y lewdura. pel'ODO

tIe cébIbs CBO.
~ •• _ (UM)~ lJ5:4l'-437.

J)decd(JBde..x-rpos ~
Ogon ~ «_ (lIIl)~ CAll T<dtaoIIIO. U-lS.

bIFN~:
• DiferellCias iDDmDol6&ka mtre hIFN..¡J ataral, rec. E.coIi y I'K CBO.

~« •. (UN)J.1-'- 133: _l-lll'5.

bEPO:
• CalDillos satiks del proceso de proda<:dóD pueden JIIlOIlIIkarla ~

~ úIIllD-Ac..ti-EPO ••• ~ úEMn>pGyAKItralüI (EfflEX) ••• tqNI7itiDrt ú tq1IiuüJ
rojllpotra. Dif~ ~ ~y.-.púaDhHSAt- T_lIlIlglit#ol

~(2MJ)l_.!S4CTJI~().5.11.

I
I
I
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Efectos de la glucosilación sobre la Fannacocinética

• Receptor del sistema RET para MaalGlcNAc.

I
I

I
I
I
I
I

Por ej.: Alto contmido de Man en Asn-117 del primer dominio kriIrgle de

t-PA es en parte responsable del clearance.
~ •••. (U8)~7l: 1"~1ISI.

• Receptor de ITIDIS GoIgi para Man-6-P:
facilitll ellTtllrSpOrle de 1IiJlroIostIs Iisosotuz/es soIables tilos ~ ttutIíos.
__ ••a (1-> J. Biol. ar-. :164:12J1S-12J:m.

Nuevas moléculas con sitios de N-Glucosilación adicionales

IEstructura Tridimensional EPO I
--_ --." -.-.-_ ....•- _" - -.-.--",,- .. '-'--~-----;";'.•..,-.,.-:--
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I VII Curso Latinoamericano de Biotecnología
XXXVIII Curso Internacional de Ingenlerfa Bloqulmlca
12 - 17 Octubre
Valparaiso - CHILEI

I BIOLlXIVIACION DE MINERALES
Juan Carios Gentina M.

Escuela de Ingeniería Bioquímica
Pontificia Universidad Católica de Val paraíso

I
I
I

La biohidrometalurgia es una tecnología que se basa en la acción de microorganismos 1
especializados para la solubilización y extracción de especies minerales. Actualmente se aplica en {
diversos procesos mineros, particularmente en la minería del cobre y la del oro. Son diversos los
países en que se ha adoptado esta alternativa frente a las tecnologías tradicionales, por presentar una
serie de características que la hacen atractiva para su aplicación. Entre ellas se puede mencionar el
hecho que compite favorablemente en términos económicos y que es amigable con el medio
ambiente. En el caso del cobre, permite el beneficio de minerales marginales y la explotación de
botaderos. Adicionalmente, es una tecnología de fácil aplicación, lo que la hace especialmente
atractiva para ser empleada en países en vías de desarrollo. En el desarrollo del tema se revisan los
conceptos de biolixiviación y biooxidación, los principales microorganismos, los mecanismos de
solubilización de mayor aceptación actualmente. Así mismo se discute los principales factores
operacionales que inciden en los resultados de la biolixiviación. Finalmente se hace una revisión de
los aspectos más relevantes de la biolixiviación aplicada tanto a la minería del cobre como a la del oro.

I Bibliografía.

I
I

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

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

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

• Rossi, G. (1990). Biohydrometallurgy. Mc Graw Hill, New York, USA.
• Schippers, A. and Sand, W. (1999). BacteriaI 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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VII Curso Latinoamericano de Biotecnologia
XXXVIII Curso Internacional de Ingenlerfa Bioqufmlca

BIOLlXIVIACION DE
MINERALES

Juan Carlos Gentina M.

Lixiviación es la extracción de un soluto contenido en
una matriz sólida mediante un solvente.

Sólidos Sólidos

~
~ Etapa )

---,,/~
Solvente Solución

~.r Solvente

~~ Solución

rSolvente

~ Solución

Biolix;viación de Minerales - Juan Carlos Gentína
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r
'Acidithiobacillus caldus

'Leptospirillum sp.

'Sulfobacillus

'Acidimicrobium

'- 'Ferroplasma

Temp. - 50°C

{

'Sulfolobus
Temp. > 70°C

•Metallosphaera

Mecanismos de solubilización de minerales:

FeS2 + 6Fe3+ + 3H20 ~ S2032. + 7Fe2++ 6W

S20i' + 8Fe3+ + 5H20 ~ 2S0/' + 8Fe2++ 10W

2Fez++ 0.502 + 2H+ ~ 2Fe3+ + HzO

b) Caso ZnS. CuFeS2. PbS

MS + Fe3> + H* ~ M2++ 0.5H2Sn + Fe2+

0.5H2Sn + Fe3' ~ 0.125S8 + Fe2++ H*

0.1255. + 1.502 + H20 ~ SOi- + 2W
2Fe2+ + 0_502 + 2W ~ 2Fe3+ + H20

Biolixiviación de Minerales - Juan Carlos Gentina
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BIOLlXMACION DE COBRE

Principales especies minerales:

Calcosita CU2S

Covelita CuS

Bomita CusFeS.

Enargita Cu3AsS.

Calcopirita CuFe~

( Modalidades de operación:

-Pila

-Botadero

-In situ

-In place

-Reactores agitados

MINERAL
•

MOLIENDA

AGLOMERACION

BIOLlXMACION
¡

EXTRACCION POR

SOLVENTE

ELCTROOBTENCION

~
COBRE

Biolixiviación de Minerales - Juan Carlos Gentina
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BIOOXIDACION DE MINERALES DE ORO

Se le llama BIOOXIDACION porque el metal principal
no es eldraido en el proceso microbiológico.

Sulfuros contenidos en minerales refractarios:

Pirita FeS2
Arsenopirita FeSAs
Pirrotita FeS
Enargita

MINERAL
REFRACTARIO.

MOLIENDA

CONCENTRACION

BIOOXlbACION
~

EXTRACCION

RECUPERACION¡
ORO

Modalidades de operación:

·Pilas

·Reactores

Biolixiviación de Minerales - Juan Carlos Gentina
7
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I DESAFíos A LA INGENIERíA EN LA TECNOLOGíA DEL CULTIVO DE
CÉLULAS ANIMALES

Ricardo A. Medronho
EQ/UFRJ

I BiotechnologylBiopharmaceuticals 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.comlukBenefits (2003)

I 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 'Jse 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.

I
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 beca use these new therapeutics are designed as long-term therapies needing
very high doses, and so must be manufactured in mass quantities.

I
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.

I The problem is that current worldwide 400 000 L fermentation volume for animal cell culture is I
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.

I 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 cel! retention device,
since animal cel!s are shear sensitive and attain very low settling velocities.

I

I

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

I Bibliografía

I
• Castilho, L.R. e Medronho, RA (2002), Cel! retention devices for suspended-cell

perfusion cultures, Advances in Biochemical Engineering & Biotechnology, 74, 129-169.
• Deckwer, W.-D., Anspach, F.B., Medronho, RA e Lübberstedt, M. (2001), Method for

Separating Viable Cells from Cel! Suspension, Internacional Patent Request No. WO
01/;35902 A 1, 25 pp., PCT-WIPO (Patent Cooperation Treaty - World Intel!ectual
Property Organization).

• 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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VII CURSOLA nNOAMERICANO DE BIOTECNOLOGIA
XXXVIII Curso Inr.maclotMl de Ingen/erla Bloqulmlc.

Pontiflcla Universlde C.t6l1c. de Val".ralso

DESAFíos A LA INGENIERíA EN LA
TECNOLOGíA DEL CULTIVO DE

CÉLULAS ANIMALES

Ricardo A. Medronho
Dept.de Ing. Quimica.Escuela de Qulmica

UniversidadFederal de Rio de Janeirc

The Biotechnology in the 21st Century
Biology is as important as the sciences of life/ess matter, and
biotechnology will in the long run be more important than
mechanical and chemical engineering.

Introductory address by Julian Hur/ey in Hogben, L T.
(1937), Retreat from Reason, Random House, New Yorlc

BiotechnologylBiopharmaceutica/s is set to have fhe biggest impact
on humanity since the industrial revolution and predictions are that
ir will be larger fhan fhe IT revolution.

http://www.ukresearchanddevelopment.comlukBenefits (2003)

Weneed to initiate wnhout de/ay a serious curriculum development
process to truly fuse biological content with fhe chemical
engineering core and evo/ve our discipline into Chemlcal and
Bio/ogical Engineering

Stephanopoulos, G. (2003), Chemical and Biological Engineering,
Chemical Engineering Science, 58, 3291-3293

Mammalian Cells
• Synthetlze the large and complex structures that

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

successful drugs introduced in the market in recent
years come from mamma/ian ce/l cultures, such as:
-+ Interferons
-+ monoclonal antíbodíes (Mabs)

-+ factor VIII

-+ erythropoetín (EPO)

-+ antlthrombín 111(AT 111)

• Most employed ce/ls: CHO and BHK

Desafíos a la Ingeniería en la Tecnología del Cultivo de Células Animales - Ricardo Medronho
1
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Current Challenges in the Cultivation
of Animal Cells

• Formulation of low cost cultura media, free of serum
or free of proteins (chemically defined)

• Incraase 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 period of time
~Current worldwide 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

1198051 PRODUcnON
NEW PRODUCTS CAPACIITEMERGINC

j
(Bacteria & V•• ,,)

NEW PRODUCTS

120021 EMERGING PRODUCTION CAPAClTY

- 400 IN CLINICAL (MAMMALIAN CELLS)

TRIALS

Desafíos a la Ingeniería en la Tecnología del Cultívo de Células Anímales - Rícardo Medronho
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Operation Modes o,Suspended-Cell Systems

Suspension systems can be operated in 4 different modes:
~:rneóIOm

_ r:~, fee:l ~ ••~(:.1t.'1' F~ .~~u't
r--;~~,",\ ,..!.. '. " , ;~"__t. ~1Of'

--~-- ~ ... - - --~-
, ,

-::::.:x..~. "_' __' ,_-:-,::: '-:':--:.>
• __••_J ' __ .' .__" ', __ •

Pr.n F.,..;.", I'l c:Nt~<t1.i1 p,

Productivity comparison

Operation Cell Density Complexity Fermenter Productivity
Mode (cellslmLJ Volume (L) (mqA_/davJ

BalchlFed Bale 1a' low up lo 10000 10-30
Perfusion UD lo 3X10 medium 30-2000 50-100

Perfusion Culture of Mammalian Cells

• better conlrol o( Ihe culture envlronmenl (dissolved oxygen tension,
pH, substrale concentralion)

• Ioxic by-products are removed and secreled product is conlinuously
recovered. avoiding !he risk o( product degradation

• highercel/ concentrations can be achieved (over 10' cells.mL")
• higher productivities (up lo 10-fold times grealer than batch)
• smal/er bioreactor volume for Ihe same production (reduces capital

costs)
• more exlensive aulomation wilh improved process control is possible

Perfusion Main Problems:

animal cel/s are shear sensitive &
attain very low settling velocities

HeLa Cells

- Loss 01 v.abllrty (%)

Desafíos a la Ingeniería en la Tecnologia del Cultivo de Células Animales - Ricardo Medronho
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Main Devices for Cell Retention in
Perlusion Systems

· Separation Method Apparatus
gravitational field gravity settlers (vertical & lamella)
centrifugal field centrifuges, hydrocyclones, centrifugal

elutriators, density gradient separation
conventional filler, microfiltration, spin-fillers,
vortex f10w filters, rotatinq disk filtars, ete.

porous barrier

acoustie force
dieledrophoresis
antibody-based
ete.

ullrasonic fillers
dieledrophoretie filler
high density partieles, magnetic particles

in yellow: deVlces used in perfusion for cell retention
in white: devlces used only al bench scale

Computational Fluid Dynamics (CFD):
Theplace where Mathematics, Physics and

Biology Get Together

Perfusion Main Problems:

cells are shear sensitive &
attain Iow sett/ing velocities

Device design lo

Computational Fluid Dynamics (CFD)
• CFO gives numerical solutíons, by computational methods,

for the goveming equations which describe f/uid f/ow and
pan/cJe mo(¡on within a fluid:
-+ the equations of motion and of continuity and
-+ any additional conservation equations, for example, energy or

speCles concentratlons.

• Through CFO, it is possible to model physical f/uid
phenomena that cannot be easily simulated or measured with
a physlcal experiment, for example, the velocity profile inside
a rol/er boffle or the dissolved oxygen concentration inside a
bioreactor. Therefore, it is possible to investigate physical
f/uid systems more cost effectively and more rapidly than with
expenmental procedures.

Desafíos a la Ingeniería en la Tecnología del Cultivo de Células Animales - Ricardo Medronho
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An Examp/e of CFD Use:
Resu/ts tor Rol/er 80tt/es

Generaled grid Velocity veclors allhe roller bottle ce1l1re

CFD Resu!ts tor Roller 8ott/es

Veloclly COn/OUTplots al :-0, z-0.02, z-0.04, z=0.06, z:O.08, :=0.099

CFD Resu!ts tor Roller 8ott/es

I .
¡.~

Axlal w:IOClly COn/OUTplolS al: :-0.0, :-0.04, :-0.06, :-0.08

Desafíos a la Ingeniería en la Tecnología del Cultivo de Células Animales - Ricardo Medronho
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The Wall Shear Stress far a 10 mm Sradley Hydrocyclone

"
A close up of the Brad/ey and the Do"-

Oliver hydrocyclones in operation

Optimized Hydrocyc/one for
Mamma/ian Cell Retention

• Diameter: 10 mm
• Underflow: 2.0,2.5 & 3.0 rnm

• Overflow: 1.0, 1.5 & 2.0 rnm

• Internal dimensions optimized for
maximum cell retention

• Double feed inlet

• Adequate length of the underflow
pipe

• Internal surface electronical/y
polished

Desafíos a la Ingeníería en la Tecnologíadel Cultivo de Células Animales - Ricardo Medronho
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Tangential Velocity Con tour Plot in the RDF

Velocity Vectors inside the RDF

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

• The high volume of investment in manufacturing mammalian cel/
facilities clearly indicates the importance of this techno/ogy in the
blotechnology near future.

• Increasmg productivity of animal cell culture could represent an
altemative for a significant production in crease in the present context
of capacity shortfal/. That is a chal/enge for the biochemical engineer.

'Compulationa! Fluid dynamics (CFO) is a powerful tool to optimize
the design or lo undersland the performance of cel/ cullure devices.

Desafíos a la Ingeniería en la Tecnologia del Cultivo de Células Animales - Ricardo Medronho
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FUNDAMENTOS DE CULTIVOS CELULARES
Fernando Acevedo

Escuela Ingeniaría Bioquímica
Pontificia Universidad Católica de Valparaíso

El objetivo de esta presentación 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
tecnologías que se emplean a nivel industrial para su utilización,

Se discutirán las razones de por qué cultivar células, ha~iendo referencia a los distintos tipos de
células y sus características y principales comportamientos en condiciones de cultivo. También se pasará
rápida revista a los metabolitos y enzimas que a la fecha se han constituido en productos comerciales y
las perspectivas futuras. Luego se presentarán las estrategias básicas de producción de bioproductos,
atendiendo a los aspectos ambientales y genéticos.

La última parte de la presentación estará destinada a exponer los principales aspectos del estudio
y cuantificación de la cinética de crecimiento de poblaciones celulares y a discutir los fundamentos del
diseño y operación de biorreactores, con especial atención a la aplicación de los principios de
conservación, a los fenómenos de transporte involucrados y al problema de traslación de escala.

Bibliografía:

• Acevedo, F., Gentina, J.C., lIIanes, A 2002. Fundamentos de Ingeniería Bioquímica, cap. 4,
Ediciones Universitarias de Valparaíso

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

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

• Bisio, A, Kabel, R. L. 1985. Scale-up of Chemical Processes. J. Wiley & Sons.
• Blanch, H.W., Clark, D.S. 1996. Biochemical Engineering, Cap. 3. Marcel Dekker Inc.
• Bull, AT., Ward, AC., Goodfellow, M. 2000, Search and discovery strategies for biotechnology:

the paradigm shift. MicrobioL MoL BioL Rev, 64, 573-606,
• Cooney, C.L.. 1981. Growth of microorganisms. En Biotechnology (Rehm, Reed, eds.) Vol, 1, 73-

112, Verlag Chimie.
• Carrondo, M,J.T. 1997, Animal Cell Technology. Kluwer Academic Pub., Netherlands.
• Danner, H, Braun, R. 1999. Biotechnology for the production of commodity chemicals from

biomass. Chem. Soco Rev. 28, 395-405.
• Demain, AL. 2000. Microbial biotechnology. Trends Biotechnol. 18,26-31.
• Demain, AL. 2000. Small bugs, big business: The economic power of the microbe. Biotechnol.

Adv, 18,499-514.
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broths. Bioprocess Eng. 21, 21-23.
• Einsele, A 1978. Scaling-up of bioreactors: theory and reality. Proc. Biochem. 13(7), 13-14.
• Gram, A 1997. Biochemical engineering and industry. J. BiotechnoL 59, 19-23.
• Hauser, H., Wagner, R. 1997. Mammalian cell biotechnology in protein production. W. de Gruyter,

Berlin,
• Hughmark, G.A. 1980. Power requirements and interfacial area in gas-liquid turbine agitated

systems. Ind. Eng. Chem.Proc. Des. Dev. 19,638-641
• Lilly, M.D. 1997. The development of biochemical engineering science in Europe. J. Botechnol.

59, 11-18.
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CELULARES
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OCTUBRE 13, 2003

- PARA Ql'É CUL TIV AR CÉLULAS

- TIPOS DE CÉLULAS DE INTERÉS

- PRODl'CTO DE ll'o'TERÉs

- ESTRA TEGlAS DE PRODUCCIÓN

- CL"'"ÉTICA DE CRECIMIENTO y PRODUCCIÓN

- Aumentar el conocimiento sobre los procesos vitales

• Deternunar rutas mellbólicas

• Estudio In VIVO de la(s) actividad(es) de alguna(s) enzima(s)

• Estudios de regulación metabólica
I

• Estudios de flujos metabólicos

• Obtener material genético con diferentes propósitos

• Obtener mutantes y recombinanles de características determinadas

• Obtener productos comerciales de interés ~ ~

e POrG

Fundamentos de Cultivos Celulares - Fernando Acevedo 1
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- LÍPIDOS (¡<. a1~ 3~ p:>~:._...._:t ).
-PIGMENTOS l~"--'<u"" '"-?~t,,-- ""'-~-r--=""'_" ~'f'.-~""':> C-"1 ~)

-PROCESAMIENTODE~ES (,~~. po"_' ~. ~ ~_.¡.._, ...u ,¡, c.•• ~ ~ j
- REGULADORES DEL CRECIMIENTO (<r4 ~ ; )
- TRATAMIENTO DE DESECHOS Y EFLUENTES (tU. t.:...;:.O..:;.'-4~J~~__;..•••)~' _
- VACUNAS (6A..t. .M "O' ~ "" t,.;. ~, &IJ.M> rJ J...c._ ).
-VlTAMITNAS ---------------------------------------
-OTROS

ESTRATEGIAS DE (SOBRE)PRODUCCIÓN:

- Como regla general, la célula produce bajas
cantidades de cada metabolito o enzima, lo justo para
sus necesidades

- Desde nuestro punto de vista, esas cantidades son
demasiados bajas para ser útiles. Se debe intentar
modificar esa situación para transformar a la célula de
un sistema altamente eficiente (para ella) a uno
inefiente (eficiente para nosotros) que desperdicie
materia y enegia produciendo en mayores cantidades
que las necesarias.

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

clNÉ:ncA DE CRECIMIENTO

- Fisión binaria ~11~"'--O ~ ~( ••J-. ~
~ ~h,,-L..-.,. .

- Ausencia de inhibiciones , So( d,..._ ~ I -;. .:.--
~'-~ ~ ..;.__ot-t- ...•...,..Q......, .

- Medio definido minimo _

- Cultivo por lotes (batch) i ."'"tU- .~ _ •••....

¡Q h-.v k r'" e.u "'\Al*, '1./'11 ~ ~

~"L"-6-"?2 ~r~ ~ (\-h{1i.....-

~~ GC2---J Ql...r'~ ~

S:Q. Co~ ~ Q,o ~

~ (~")~

c;.~·h~ sf..¡ ~c· C~r~ ~~

o.... f'.L1t-/,'(l.A ~ (c.,.._.. -h..~ ~ ~t~

D~+ ~~~':9).

S,J'vo. ~~ ºJ r" Q~ .• ~".:.) ~..:> •. .,...._

¡o--va- cL-~ c~ V'~~.~ ~ ~ cJ.~~ ~ ~ )

'F~ 1- ¡:;-,.__.~ck e J N.
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P.E f(m.o., condldones ambientales)

• composición del medio

• temperatura

• actividad de agua

s
J.l 1lM---~'-

(Ks + S)(l +~)
Ki

J.l llM__ ....:.S_-=-
(Ks + S)(1 + _!_)

Kp

Qx = óX X-XO
~t 1 Xtm+t¡+-in-

11 Xo

~~~~~9--~~

rr~. E~':" o/...t_ h~~.

(# ~ .~ r,;__ ~ ~ oJ¿~

~~~ ) ~ o~ Wv._k,¿~ ~~/.-
;t.,:_ GoJ ~ r 6Q.~ ~ ~.~/..;_:---- .

-
.d d .•4:~ <> c..__ J t~~ O~

~~ ()p). ~ Lo a,c-:-! S~
~,..~ C)"'" J oí> ~~ ob. .~

r RJ!-u:r a_ ~ ~ ~ ok

~~e..-r~~

-t~~ ~ dJ. ~ I e.-¡~Q;.~ I ~~. b"-'.

\'-~ <.-,j..., t- n-< dR(X~ ,~d .•~ ~ ~ e-~
~ ,_A ~_., "',-><. ,,_._ ~ ~ '" ¡.. ~ - .~ )
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Ec!. ~ JU,~o____,¿4¡~ ~ ~ ~~Q--.-t.o ~
Q, ~~-'>. (~ ~~-f:~J.

_dS=~
dt YX/S

I C.H,Oc + m NH:s + n Oz ~

4 CdH,O,N, + r COz + t HzO + • C,H¡o,Mtt
~ ~ ..~ . ff"4.~l,,,,,,,. LI. O

yX/S = !iX = masa celular producida
- bS nutriente consumido

1 1 1
--=--+m-
YX/S Y~/s ¡J.

Yp I S = ~ = producto formado
(-ós)r nutriente total consumido

Y~ I S = ~ = producto formado
, ( - LIS)p fuente de e y energía consumida para producto

yPIS·' rendimiento teórico

.M k..a- ~ c)..e_ \,n c.I-Q__ ¡¿,__ ~. ((4. j L .

--vvo ¿.-¡ (o '" ¡: Go~ ~ ~--:. ~ t;;__ J.
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• Tipos de blorreactor
- Tanque agitado
- Tubular
- Columna: lecho fijo, lecho expandido, lecho nuldizado,
circulación neumática, platos
- Otros

• Modalidad de operación
- Discontlnua (por lotes)
- Continua
- Seml-contlnua (lotes alimentados)

I
I
I
I
le

Procesos de transporte en serie. Paso limitan te: disolución del
en el líquido-

..... --- ...•..•
/ ...

/ \
r
I
\,•..

....•. _--"'"

I
I 11a=

I
I
I
I

AIRE

I
I

Demanda de oxígeno,

Oferta de oligeno,

Umitación por oligeno: crecimiento líneal, cambios vlas
metabólica, daño sistema transporte electrones

UY.. ~lx ~ 02- cL..~ Q.._

~__.___:_ c;,L.> •

9
Fundamentos de Cultivos Celulares - Fernando Acevedo



I
I
I
I
I
I

I
I
I
I

',.. --l __
l.P'-6' '-"". ~ :

Turbina de disco ( ('.-.oL-: oJ) )

Turbina paletas inclinadas

Hélice marina

Hidrolámina

--,--

R:ü.············-··················,i~i.~···-·· .

H~ti- .-.- 10-) o

DIT 01 -06

AID 0'- lO

IJD.FIf) 1.0-'2,0

JIT 001- o I

( Np=K·(Rer

D2.N.p
Re=--

f'L

.[~I ' ~,
,., ' I

no I I I
1 UI ,nl tn3 ,~ U\S~
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Efecto de las variables de operación en ~a:

kp = f(células;diseño; ambiente;aireaciÓD;agitación)

TRANSFERENCIA DE CALOR El" CULTIVOS
CELULARES

_Metabolismo exoténnico

_Operación a temperatura constante: temperatura óptima

_Balance de energia ténnica:

entradas de calor. calor sensible aire, calor sensible
alimentación liquida

salidas de calor: calor sensible gases, calor sensible
efluente, pérdidas a los
alrededores

calor generado: calor metabólico, calor de agitación
calor consumido: calor latente agua evaporada

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

Equipo industrial: se debe retirar a calor a altas potencias,
problema de bajos potenciales de

transferncia

Equipo de laboratorio: se debe agregar calor

¿por qué?

Problema de escala: relación area de disipación/volumen de
generación disminuye con tamaños crecientes

Equipo de intercembio utilizado: doble pared, serpentin,
intercambiador externo

f,o*c;_~ ~ +'-Q. :>~~

c/J¿ ~ ~

C?(O~ ~r~~'
n4 fl~·~ Lo-Le- (e-_{~

~~ _.oJl rrLt~o ~ ~

&.~~~
4k /Á.c ~ j "'--0 t..-,

~-...:_~ ~ cÁQ ~ 00~'

f IO~ d--t ~c...O~~

-# ~) ~ ff'tJ~v~

+(6)0~~ 4~~

~ ~ol--o-¡
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I
CULTIVO POR LOTES ALIMENTADOS

Juan Carlos Gentlna
Escuelade IngenierlaBioqulmica

PontificiaUniversidadCatólicade Valparalso

I El cultivo por lote alimentado (CLA) es una modalidad de fermentación, cuyas
características propias hace atractiva su aplicación a una variada gama de procesos de
fermentación. Básicamente es una operación discontinua, durante la cual los nutrientes o parte
de ellos ingresan al fermentador por una corriente de alimentación, y que al no existir una
descarga, provoca una continua variación del volumen de fermentación.

la diferencia operativa entre Cl y CLA es la corriente de alimentación, lo que a su vez
le otorga características muy ventajosas como sistema de fermentación. Mientras en el Cl no
es posible realizar control alguno sobre el crecimiento de lá población celular, en un CLA
mediante la corriente de alimentación se puede ejercer un control del crecimiento celular a
través de la disponibilidad del nutriente limitante en el caldo de fermentación.

la correcta programación de la velocidad de alimentación se debe hacer basándose en la
función 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 operación más comunes del CLA como son aquellas que
permiten el crecimiento exponencial de la población microbiana bajo condiciones controladas y la
velocidad de alimentación constante.

Finalmente, se presenta una amplia discusión 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 específica de
crecimiento del microorganismo. En todos esos casos se esperaría encontrar mayores
productividades en un CLA que en un CL.

I
I

I
I
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INDICE
Concepto de CLA

Función alimentación

Ecuaciones generales

Aplicaciones
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Mantención despreciable (~ .L. e d E" +----------------
AV depende solo de F

C.LA!

~@ ve~us

1

FS r------------,
f

ECUACIONES GENERALES

SUPOSICIONES: ':t I ~ ~ t;.__ Lt~

yx/s constante
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'Solución rigurosa cJ.J ~J.., ,.rc--t.- .•....••.. .:.....~¡._-.., ~ ,~ . ~ ~ <....A.- Q,lQ_ J2..a). ~ Q..;_ Y\L.d Q¡, ,

'Solución aproximada •.•.. l Q(;..f'c.,..:...R ).

{

-Zona crecimiento exponencial

-Zona crecimiento limitado

CLA con alimentación constante

dV =F(t)
dt

v = Vo +Ft

,
Zona de crecimiento exponencial (=te 6")

S»>Ks

ZCE

~)C'Vo:: ~cJVo~

FS t +S V, + X oVo[1-ePJl/]
F o o y

S = x/s
Vo+Ft

O$-. ~ ~~ /~ '>- L-o~ =)

~-~.:._ ~ $.
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¿Cuando usar CLA?

·Inhibición por sustrato

·Efecto Crabtree

·Represión catabólica

·Producción de metabolitos primarios

·Producción de metabolitos secundarios

·Inductor inhibidor y degradable

Inhibición por sustrato

s

Efecto Crabtree

Glucosa

!
Piruvato

/~
Etanol, CO2 CO2, H20

Mo dDLo ~ •t:. ,~' (Ac. Ac¿~'<.-o)

,~~

I

C-S_] 11 ~Lv.~ .)-<_ .. ~

··IL.~f·&u. ~ VU(_.¿_

k? O J.w.~ ~/----..!/~ [S] h
Ú ¡

[ 2 ~ ,P- ~. P"r\ º:j G. ~e.' .,~
~~c¡&/-r-'G o4J ~''-~ (& tVLn ~~.

<~J Y ~ 6~~'~-
f'---- ~ c-. CJ..y ~ ;__I.....:~ E;".J'
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[~) ""=V J{-::>. ~ ~/4.'Co_
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Inductor inhibidor y degradable

'Inductor de la síntesis de la
enzima

'Inhibidor del crecimiento celular

·utilizado como fuente de carbono
y energía

_j~~. ~~(+.-c....:.
ey V'~c..:_~ ~~ c---.. t3,

~~_,.__ - (~~ &_

~~<I) ~ '\'~+i~
~L~ ~ ~...._,._ _ ~
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AGITACIÓN EN REACTORES
MICROBIANOS

FERNANDO ACEVEDO
OCTIJBRE 13,2003

- RELACIÓN ENTRE AGITACIÓN Y POTENCIA

- GRADO DE MEZCLAMIENTO, CUANTIFICACIÓN

- SELECCIÓN DE ROTORES

- REACTORES DE MEZCLA INCOMPLETA

-REACTORES DE TRES FASES

POTENCIA DE AGITACIÓN Y MEZCLAMIENTO:

- La determinación de la potencia de agitación 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 idealización. En la
práctica se puede estar más cerca o más lejos de la completa
homogeneidad, pero nunca se alcanza plenamente

- Las desviaciones de la idealidad dependen del diseño del
sistema de agitación, de las propiedeades reológicas del
fluido y de la escala de operación

AgHación en Reactores Microbianos - Fernando Acevedo
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AGITACiÓN EN REACTORES MICROBIANOS
Fernando Acevedo

Escuela Ingeniaría Bioquimica
Pontificia Universidad Católica de Valparaíso

El objetivo de esta presentación es presentar y discutir algunos aspectos relevantes relacionado
con la agitación en cultivos microbianos de interés industrial.

Primeramente se hace una distinción entre la determinación de la potencia de agitación y el grado
de mezclamiento o calidad de la agitación obtenida. Para evaluar la calidad del mezclamiento se pueden
emplear indicadores tales como el tiempo de circulación y el tiempo de mezclamiento, los que pueden ser
determinados experimentalmente bajo ciertas condiciones. El tiempo de mezclamiento puede además ser
estimado en base a diversas correlaciones semiempíricas. También se hace referencia al establecimiento
y uso de escalas heurísticas de calidad de agitación.

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 ferméntación.

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
formulación de modelos que representen las desviaciones de la idealidad.

Finalmente se presenta y discute la situación de los reactores de tres fases - sólido, líquido y gas
- con especial referencia a la biooxidación de minerales. Se presentan correlaciones que permiten
determinar la minima velocidad de agitación para obtener una suspensión homogénea de sólidos
particulados. Los principales factores que influyen en la calidad de una suspensión son discutidos a
través de un ejemplo de optimización de tales condiciones.

Bibliografía:

• Acevedo, F. 2000. The use of bioreactors in biomining processes. Electronic J. Biotechnol. 3 (3), 184-
193.
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• Asai, T., Kono, T. 1982. Estimation of oxygen absorption coefficient and power consumption in a
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and techmix impeller and their combinations. Chem. Eng. Se. 58, 1839-1846.
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• Modelo desarrollado para fermentador de laboratorio
entrad salida or to e y para una turbina Rushton

• Influencia del número de rotores--"" ~ •••.-+:p''-.
• Influencia de la ubicación de la descarga -._._. .\l:k.tlc-6>_:t...
• Aplicación a cultivos por lotes y lotes alimentados L..,.

Balances de masa para células:

X2 +a·f(XI) = (l+'YD).XI

Xl +(l-a)·f(X2)=X2

Donde:
V1EaV
D=FN
y=V/r

Otras situaciones que pueden causar mezcla incompleta:
p Q..,._?-o-~.h"';'Q;

• Si la entrada y salida están por tope, parte de la
alimentación puede pasar en cortocircuito (o by-pass) y no
incorporarse al reactor

fF

F

• Pueden haber zonas no agitadas (detrás de los
deflectores)

También se han desarrollado modelos
-..----~-_._ _~_ ~

":1: ..t~
. !.dividiendo el volumen de fermentación en . : ..•. ' ", .

n elementos de volumen interconectados, .¿'"': .... L.•¡....l~,.t...j
c/u de ellosyte mezcla completa ~

~~ /' :~>t ..;.»+ ....~; ...
Ivrlnllllt I : .4' .t.' •

, ' :

J. ~\;"~;-..-r+...;.,..:;....;

AtYn el al. ~ andmoddInIltudy or, ••
••••••••••• ~ •••••••• """ ••• ldrnd ••••• Cbem. Ena- Se. 57.
"'''''',:1002.

:_ ~~~~OQ.. '/- (\< ~ 1_

~~-=I d~/u
oL..~~04~

~(e;:5( e_,~ ~ S4, ~
(VL- ~ ~ ~ K ~~-"-:l

~), r ~o.-ºtP- t~ ~
~ ~~_S,:4)' ~k ~ '2 ~4

Agitación en Reactores Microbianos Fernando Acevedo
5



I
I
I
I
I
I

I
I
I
I

I
I
I
I
I
I

• Se ha definido una Velocidad Critica de agitación, que es la
mlnima velocidad que mantiene los sólidos en suspensión
homogénea (Zwietering, 1958):

• Se ha propuesto tam bién la siguiente correlación (Dohi el
al,2oo1):

o~,

• Ambas ecuaciones~ ~álidas para suspensión de sólidos
en líquidos no aireados. Las burbujas de aire perturban las
líneas de flujo ocasionando sedimentación de sólidos. N, en
sistemas aireados resulta mayor que en sistemas no
aireados. Dobi el al. (2001) proponen:

_ dp5/8.(g.t;p/pfI8 1/5t·~c.ug.)1/5 . 4-
Nsg-CI' 3/114 ·X l+C2'- /

D 4.v Ut /

. _.-- __.-,,-

·Una adecuada suspensión de sólidos en biorreactores aireados
depende del tipo y ubicación del o los rotores, de las razones
geométricas, de la aireración, de la agitación y. en grado
menor, de la concentración de sólidos -

~.~,~.?

• Para suspender sólidos lo mas adecuado son los rotores de
flujo nial: hélic~ turbina de palestas inclinadas o
roto res de hidrolli.mina

~

t~"
Un caso de operación a gran escala de biorreactores de tres

fases es la biooxidadón de minerales de oro

• Resulta sorprendente que la primera planta de biooxidadón t
gran escala utilizara rotores de flujo radial (turbina Rushton), f<j
totalmente inadecuados para cumplir con la tarea

• Se debe estudiar cuidadosamente la mejor manera de agitar
los reactores de tres fases para produdr una buena suspensión
minimizando los costos energéticos. Se puede optimizar el
sistema en cuanto a los valores de las variables de operación
que maximicen el % de sólidos suspendidos o minimicen los
costos de operación

I~~¡'~ ¡< ~ ~%~

~J.~~~~~

c4 G~f'~~'
t .

(v)

Agitación en Reactores Microbianos - Fernando Acevedo
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I Im~eIIer Model

3MPU. exit %wlv -·0.825 + 0.547 (wm) + 0392 (h). 5.8'10" (rpm)'. 0.Ol9 (h)'

3MPU.mean %wlv = 0.23 • 1.29 (wm) • 0.006 (rpm) • 0.l7 (h) • 030 (vvrn)'
.4.14'110' (rpm)'. 0.07(h)'

6MFU.c:xit %wlv = 2.18 • O.ool (rpm) • 1.25 (h) • 0.001 (wm)(rpm)· 0.092 (vvm)(h)
• 0.0009 (rpm)(h) • 35·10· (rpm)' • 0.074 (h)'

6MFU,mean %wlv = 0.84 • 0.014 (rpm) - 0.046 (h). 0.001 (vvrn)(rpm) • 1.1·10" (rpm)'
·0.046 (h)'

I
I
I

I

I

4.15

770

9.1

5.6

: ) tf-..g a-LL-~

--------------------------------~

...............................~~ ~.p:.;¡;;¡¡; .
(,JM'U)I (6MFlJ)

Exit Moan

Sotids, %wlv 5.02 5.26

~mrnle,rpm 630 76IJ

IrqldIcr hcigtt, an 13.0 8.7I

I
I Agitación en Reactores Microbianos - Fernando Acevedo
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I

I

El uso de hospederos procariotas para la expresión heteróloga de genes eucariotas plantea
dificultades y limitaciones derivadas de su incapacidad de procesar correctamente la
información clonada y de configurar adecuadamente la proteina recombinante sintetizada. As!,
es una limitación importante la incapacidad del hospedero procariota de realizar modificaciones
post-traduccionales, como la glicosilación, que resulta en la mayoria de los casos esencial
como determinante de la funcionalidad biológica de las proteínas recombinantes empleadas en
terapia humana. Por el contrario, las líneas celulares animales establecidas (LCE) representan
excelentes hospederos para la expresión heteróloga de genes de naturaleza eucariota. Su
capacidad de procesar adecuadamente la información clonada, de configurar adecuadamente
la proteína de interés y excretarla en forma funcional, representa ventajas de enorme
relevancia que deben ser contrastadas con sus inherentes limitaciones tecnológicas: baja
velocidad específica de crecimiento, fragilidad estructural y requerimientos nutricionales
complejos. El avance tecnológico para la producción de proteínas recombinantes en LCE se
produce por dos vías complementarias. La primera se refiere al mejoramiento de las
condiciones ambientales para la producción de la proteína de interés. La otra se refiere a las
manipulaciones genéticas, orientadas a la construcción de vectores de expresión adecuados y
a la obtención de mutantes metabólicamente mejorados. La presente charla tiene por objeto
analizar estas dos aproximaciones, empleando diversos casos descritos en la literatura.

I
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MET ABOUSMO DE CELULAS
ANIMALES EN CULTIVO

Conocer y entender el metaboliS1170 celular es un
aspecto fundomentol en el desorrollo de procesos
odecuados poro el cultivo de célulos animales .

•.. FOMIIulaciónde medios de cultivo

•.. Selección de la modalidad de cultivo

•.. Mejoramiento global del proceso

•.. Aplicoción de Ingeniería metabólica

CRECIMIENTO CARACTERÍSTICO DE CELULAS
ANIMALES CULTIVADAS IN VITRO .o~-I c;& /~//"I a.,..._"t.,¡ o..-c~

fot:,,' v-: ~ . .J;e
Perfil de nutrientes

y sub productosPerfil de crecimiento

h~,,- to_ ¡C ~ - r~
~4:r.'O-~, '40 l1li 120 110 200

Tiempo do cUliYo '"

. h~~ )' '7?~ :r~-ra ~ /.Ú-/
~p.~ ,~r<(.vrft~~~J ~v..ir.,~~/)( ~ 0-4 ~-.¡_~.¿_,_--c_, oh-(

- -< ~ (t;Eo-~~~0v-I.~'f--':_~· ~ rJ.ro~ CJ-¡ f.o =)rtíO to~ ;V(~ ~. . .
Estrategias de Manlpulaci n Ambiental y Gen'Mica en Cultivos de Células Animales - Claudla A/tamlranoI
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Cultivo continuo de células CHO con diferentes
concentraciones de glucosa en la alimentación.

;.:
:.:

I .::

I Al_,._, ., DI.Bi.,ec:hMl Pryg.2001

I
I

_""->o. 01SiottKJ!no/.Prog. 2001

Interrelación entre el metabolismo de la
glucosa y la glutaminaI

I
I
I
I
I Interrelación entre el metabolismo de la

glucosa y la glutamina
1JIdic_ A B e

6tUCMa I>inrlbud4tr "1(/«
f.1~ .,,_tllpi_f¡9 ...... ~ 2.5<3 1.76 1.17

ScriIlO_ Pi~
~tItII/!~,,"'_ tII_

rCA
>f. ,,,__,¡,_¡,¡,, «

MfA~ IIIMfAot
tII_ ..

(¡.3~ 0.22 <).l~

f¡4\~8 \.. -;ttr

w.~ ,
~-~..

-jIr ~).~? 0.63 o.7~........ .................................. _- .... _ ...
__ • o1S_ Prog. 2001

I
I
I
I
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61UCOSG1gtutomincI 6aloetosalgtutamina
61ucosCIIgtutamafo 6aloetosalgtutamafo

AlttImi,.",. ef al. 8i.fedlnol. Prog. 2000. 16,69.
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Cultivos de células CHO con fuentes de i
carbono y energía lentamente metabolizables I

glucosa! galaetosal glucosa! galactosaf

glutamina glutamina glutamato glutamato

100 70 17

le

AI_".",. ef al. 8i<JfednoL Prog, 2000. 16,69.

I
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Cultivos de células CHO con fuentes de
carbono y energía lentamente metabolizables

__ plactosa! glucosa! galac:tosaI
_utamIna __ na __ o __ o

100 70 13 17

100 V

11

21

I
I

•.• 100

14

12

Estrategias de Manipulación Ambiental v Genética en Cultivos de Células Animales - Claudia Altamirano

AlfcmirtnD., al.8icf«hml Prog. 2000, /6,69.
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Adición de una nueva actividad cnzilllatica
Pirwa1'o carboxilasa desde S. t:erevi&JlU en células BHIC-21

~~

4"

~..- ~.t :
I ._.1
S L~_.::..J

,0 I 2:a (" t ••••

/,.,,/ Ycol. 8/0Iecl",ol. lIIoeng. 1999,66,238.

.......... " .
~'i :.r:.:.~·.-.!
i~l!,<::~~~·::::::/-···1

l-:- -- t....:----;.;·r::::.::::·;::···:;:···::.,
'No hIy'_ ~: ••• :..e::~~ .

..,_ P~C>2_por •••periodo
con_.-d, ••~por._ •••:·~----""._"

Adición de una nueva actividad enzilllatica
Piruva1'o carboxilasa desde S. urevisil1e en células BHIC-21

• No hoyer_ negoavo de ••••PC _ el
."._
~ PYC.2 crecmpor•••periodo~
"""----por ••••.

-fMycr .cOnceiVad6n ceIuIc· en _:cuftlvo
per!IssIOn

/,.,,/ Y col. _"""'. lIIoeng. 1999,66.238.

-Consumo glucosa ~
por un tador de 1.4 •.•

eConsuno JIUtIInlna se redUCe
por un. fadDr de-1."

.V'eIodcIa4es:ped1ka consumo
de: oDgeno .nento-1J YKes.

.._._ .._ -.
"'.: ..•."'.. /"--...•• :
""",- . ,,- .;i~¡/::::··=·;::::;;=

..•.~..._~-_.:.:,... ;:;.....:..: ...;::--;.-_ ..:,.

Adición de uno nueva actividad cnzilllatica
Glutamina 5intctasa (':'5): tronsfortnación de hibridOlllas

· Hibridomas requieren glutamina en la formulación del medio.

• Transformación con el gen GS permite reemplazar la
glutamina por glutamato.

Glutamato + NH; + ATP -+ GlutaminQ + ADP + P, + H'

• Transformación: plásmldo pCMGS.gpt (Lonza BiologicsJ.

Sistema GS : e.R. Bebblngton y col., BloITechno/ogy, 10:169-
175 (19901

OIYc aile-t ~~.'VcL ¡¿:~ ~ .~- «_
~. ""'"' f)Ú J/c ~.~ j

Estrategias de Manipulación Ambiental y Genética en Cultivos de Células Animales - Claudia Altamlrano
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Inhibición de Apoptosis

~ Modulación de enzimás en la fase ejecutcro de la
apoptosis:

SobrecJcpresión de miembros de la familia del bcI-2 (be/-
2. be/-x" EJ8-J9K. 8HRFJ)

~ Au1que la completa Inhibición puede ser dif'tcll de realizar
•••••• protección parcial que retrace la apoptosis puede ser
substancial desde el j)4I1tode vista de bioproc:csos.

EM en apoptosis: prevención de muerte celular de
hibridomas por sobreexpresión de bc/-2

.. ~::.....
0,- ~

s

-Prolonga crecimiento y mejora la viabifidad en cultivo por lote

-Incrementa la concentración final de Mab (lgG)

N.H. S1mpsoD <1eL. BIII"duI4L BIII<"II. 54:1.16 (1997)

EM en apoptosis: estabilidad del efecto protectivo de la
sobreexpresión del bcl-2 en cultivos continuos en perfusión;.::I

": f".¡
):.. ~.... :..._ ..

•• !" ••••. -~ •.

_:~ ..-:: ; :::>..•;.'::~;.):.' _~~'_'::'7:"'•.::::::~•..::.~.:,:.

-Incremento de la productividad de Mab por sobreexpresión de
bcJ.2 en hlbrldomas cultivados en perfusión: lecho empacado

(Izquierda) y hollow fibers (derecha)

D. ¡ra •• lUlCbl <1aL, C)úl<c_L 30: 95-103 (1999)

Estrategias de Manipulación Ambiental y Genética en Cultivos de Células Animales - Claudia A/tamirano
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Ciclo celular: Vícasregulatorlas .claves que afectan lo
transición 61-5

+

AdaplJldo el<M. Fusseaeuer .ad J.Jt. BaIIey, ea Cdll!lr¡¡lIt«rüt¡¡, Al R._I (l!d.~ 1999

CONTROL DEL CICLO CELULAR

ADITIVOS QUIMICOS

Ej. Timidina. hidroxill'CO. factor -11de crttimiento
transformado (TGF11).butirato.

- Problemas de citotoxicidad
- Costo de la sustancia inhibitorio

LlMITACION O DEPRIVACION DE NUTRI~S

Ej. Suero. lsoleucina. fasfatos
- ~o viabilidad
- ~a productividad
- DependLde la línea celular

Perfusión: Sólo Glucosa

Perfusión bi-fásica: cambio
de Glucosa por Galactosa

Estrategias de Manipulación Ambiental y Genética en Cultivos de Células Animales - Claudia Altamirano
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1M en Ciclo ulular: Control de lo proliferación bosodo
en el sistema 1RF-l (Factor-l regulador de interferon)

MPSV,_ ""_;'dor
CMV, ..,-tor mi•••••
ISRE' lKUIOICia __

•••••• IRF-l
lRES,¡_~
atry .t ••• "••••• polio.

• IRF-hER (IRF-Upratein. d. fUllón receptora eSeestró¡toIo): Ia_. el
~1Itr01 deluxpreslón del JOTOCIucloyel coatroI del credmIento.

CIL Gcs<rIck <1cI., Bú>u<"""¡ BÚ>.,.,. 69: 266-274 (2000)

Control d~ lo prolif~roción basado ~n ~I sistell!o IRF -1.
Cultivo d~ células BHK: ~posición inkrtnitenk d~ utrógaIo

"~---.:- •...-_ .

"

Prolongado
control' d~ .10
proliferación
m cultivo er(
perfusiónParada del i l~,::;;:~:::{ .

cr~imiento

Cb. Gcs<rId< ct oL, BÚ>t.d.",,¡ BÚ><ng.69: 266-274 (2000)

1M d~ células CHO Expruión d~ múttiplu g~nes: parado d~1
~cimicnto, protección d~ apoptosis y expresión del producto

.:.;" .

/ .'

• pll, inhibido ••cydin-dependiente quinu3
• ClEBPu, CCAA T/_jondOr - de unión

protein. '" (estabillza e induce pZl) , "
• SEAP, fosr •••••• alcalin. s•• retada!~~~::".;.:'::':':_:_:_::i:.;::::~

~.~
,r

./: ;'--l, - p17, inhibidor cydin-dependiente quinaS. ¡

'" : \r--¡'. bcl-xv pro1ección de apoptosis
...,.",,,,,0':";"':' _"." • SEAP, fosfatasa .!callna s•• retada

" •••• "l< ••••••

): ••• ~<.::.
.' _.' (.((.:('0

M ~ el al" N.M,. BIOf«Ju.oI, 16:468-472 (1998)

Estnlteqlas de Manipulación Ambiental y Genét/ca en Cultivos de Células Animales - Claudla A/tamlrano
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2,8> a > 1,5
7,2>K>0,9

Prochazka y Landau: ."'~~
(T)2.75 (X)! ~ rJ..o.

N ·tM =0,905 - ,·log _0 l <=)3
D \ Xc / a" ./ ~

xc: inhomogeneidad media inte ra (Cc C.)I(C_ - C~ - 0,05
Xo - ,0 1, -3,0)

Ecuación de Norwood y Metzner entrega valores bajos

(ti\..... e.... f~ ¡':'_(A.. ) •

ESCALAS DE AGIT ACIÓN:

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

'" .¿{ •
• Entre otras, la compañía Che'lbineer ha definido escalas
numéricas de 1 a 10, dando definiciones para cada nivel según
las características de lo que se desea mezclar. Por ejemplo:

Agitación nivel 2 podrá mezclar dos fluidos si la
diferencia entre sus gravedades especificas es 0,1 o menos.

Agitación nivel 6 podrá mezclar dos fluidos si la
diferencia entre sus gravedades específicas es 0,6 o menos

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

I
I
I
I

Para el caso de suspensión de sólidos, Aeevedo y Aroea
(1986) definieron una escala de 6 niveles. Por ejemplo:

Agitación nivel 2: los sólidos decantados cubren más
del 80% del fondo de la vasija

Agitación nivel 4: se observa buen mezclamiento en
casi todas las zonas; no más de 10% del fondo cubierto con
sólidos

Agitación nivel 6: se observa completa homogneidad
y turbulencia en toda las zonas

I
I

<t e ~ a4[- {~~lJhe! f ~
hpo c& ~~~

()

Agitación en Reactores Microbianos - Femando Acevedo
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VII Curso Latinoamericano de Biotecnologia
XXXVlU Curso Internacional de ingenleña Bloqulmlca

Introducción
Biotecnología Ambiental: Tecnología de

punta para un Crecimiento
Sustentable.

Rolando Chamy,

Octubre 2003

I
(

l'
I
I
I
I

BIOTECNOLOGIA
AMBIENTAL

1(·
I
I
I
I
I

~: Tratamientos
biológicos

Biorremediación y
t

1
Biotecnología

ambiental,
¡

Aplicaciones biotecnológicas orientadas a
la remoción de materias contaminantes

I Fundamentos de Biotecn%gía Ambienta/- Ro/ando Chamy
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TRATAMIENTO
BIOLOGICO DE

EFLUENTES
I4"r- uV--¡ ).

12 i L. -::: r ~ ~ ...;.__d..- .¡,._~

{il )-t-~ .

í2 is; -: rW-1 ~ t-----... cJ......_, j/l...-L~..-,

~'()LP7

Agrarias
Industriales
Urbanas <) ('.by¡ ~

I~CA:~

(ASM ..~ ~~ ~(.~~)

A;,v~~~ . ,~ -f ~ '¿,A, d.~ "

¡;;L, hr
C<. &í fiI--<. ¡.:.<71..t ~ ¿~ ¿en._, ~

~~(~.

Eftuente Im~ Agua de pureza
contaminado ~ razonable

i.,.-(_ .~~W.

Tratamiento

Pretratamlento
Elimina materia que provoca
problemas de mantenimiento
y funcionamiento de la PTR
(ramas, piedras, arena,
aceites y grasas, etc.)

Fundamentos de Biotecno/oqía Ambiental- Rolando Chamy
3
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Tratamiento
biológico

·Aerobio (!LV}- Ov)
.Anaerobig :lJ0f?0't'1 •..e), :~ ..••~·~.,A..-. _t,:.._. J-,,-~_(_~_-_ _;_)L-J _
·Mixto: Aháé"6bióJáél"obia (.&t -+-lt- (~.NvCt~A_~ ~~7 cZ_ tfo _.~~~___¿--~:", ~ - - - -

A -. ~ ~ rc_J ~ <L C:J ~cJ.s:,-1 . X L..-o

<>< ~ úro._~ ) .

TrtltlUffi.mto(% r_ción)

PrimariLJ seCJUldario terciario

DBO 35 90 99.99

DQO 30 80 99.8

SS 60 90

N 20 50 99.5

P 10 60 variable

Tratamiento
biológico

·Secundario

~-~~ (N,P .. -)

r::r..R.A./ L-Q_ •

Q

Fundamentos de Biotecnología Ambíental- Rolando Chamv
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Ai,.."¡. A.,.,bi. Faeulldvo An_l'Dbi.

Profundidad (m) 1,&-6,0 O,3Q.5 1.2·2.4 2.44,8

TRH(dlas) 3,G-10,O 4,040 5,G-l) 2().50
c.rva orgUlco

(KgOBOIHO.cla) 17·180 56-200 225-560

","O (%) 80-95 6().95 80-95 5O.a5

Con•. al" •• (mg/l) O 5,G-260 5.G-20 O.G-5,O
SST ••• ",1" (rng/L) 80-250 1().300 «l-6O 80-160

• incluye algas, rrucrorglll1lsmos y solidos suspendidos reSlduale.

I
I
I
I

___-
.:1y..cA.vs .uc.:z¿ )%1 ~

{; olR 6.e '1., C-erv'-?'1 ~~-'1. r=
~ 6.-. ~ 4::? o~ e __L-,

I

~-¡ ,v~~ .V--

h-k~ ~.;/ )LO.

7
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Considerar
perfectamente agilta(IOS

Tipos de tanques de
oxidación

-+ Aireación graduada
(Flujo pistón)

Aire

Efluente

Tipos de tanques de
oxidación

~Con alimentación escalonada (Flujo
pistón)

Aire

Efluente

a..,iLú---c>~·~ 6__-l....,O:~-G,_ ~J
I

Fundamentos de BiotecnoJogía AmbientaJ- RoJando Chamy
9
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con reciclo
D>J.1FD=-

V
V't= -
F

I ~O ~~.J.1 sin reciclo
D=J.1I

• Estado estacionario

I Temperatura y propiedades del fluído constantes

• Depuración en el sedimentador secundario
despreciable .

I
," .. ' ::.-

• '" depende de S de acuer~6 ~ M~od . S
• Yx/s es constante ..... ~:0PM "Ks+S··
• Concentración celular(bjo~~~ adi;'~)se

expresa como SSV :' .:= ...

• Concentración de su~t~to ibnitante.se
expresa como DBO o DQP .:.\::••............

CJ~ ~4

LS'~,~
/\-~. 1-, ~ J\

,/)..f e..~tY

/~C....A-:.~

_________ ~_a_o_:_~__~~~~~-·~-~---~~)-~--~
e Ü\.... ~ 04 G.r-<. ~

~¡.~r=~ c.h ~d~~ c-..••....•....

~_¡JO

Fundamentos de Biotecn%gía Ambienta/- Ro/ando Chamy
11
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Contactor Biológico Rotatorio r:.Q_,-~ ~~' ~ ~ / S ol.. 2o-~

• Compacto (A/V)1f; l.-,...o-'-....'L....... ~
• Bajo consumo de en e rgí<:t2 ---------------
• Operación estable :: '.

~lr~~;~ir::~ill~1.1~~a ~~~~o J~ ~ 300
)

> Reactores de primera generación: TRH = TRS. . ,
ahM.·· . L ..-.,

> Reactores de segunda generación: TRH < 0'''-:- ..-.

TRS.. ~ ~ p-n~.. '~.b,k.- I ~
""EXiste mmovlllzaclOn de la biomasa. iO ••.. .
""Mayor concent.ración celular. (ú¡~~) ------------------

(

""M. ayores velocidades de carga orgánica. ~ ..J-
""UASB: reactor anaerobio de mayor éxito. ~ . ~-?

((/u Osu,,--.;k ,~ c..:, d...< .Lv 0Lr-, ) --r:;--
~~~oL.",._;,

T•••••••••••••••••••••••••••••••••••••

> Digestión anaerobia para el tratamiento de
aguas residuales: gran desarrollo durante los
últimos 25 años.

d~~#. Ilda,~ ~ ,J;.¿~

hh-l.ot~

oo~}.
fati:: +1~ ~~ i...J._c.j~

Fundamentos de Biotecnoloqfa Ambiental- Rolando Chamy
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Wetland

Humedal

Áreas saturadas por agua con una
frecuencia y duración tal que sea suficiente
para mantener condiciones de saturación.

TRATAMIENTO BIOLOGICO DE
RESIDUOS SÓLIDOS

Biológico de re5ld uos
orgánicos.

blogas, proteina
unicelular

!
No biológico de residuos incineración, fabricación
orgánicos materiales de

construcción.

Biológico de residuos Eliminación metales
inorgánicos pesados, lixiviación

No biológico de residuos redclaje de metales
inorgánicos

a-..h_ pO ~h~ d
S;;~~ _;:_~~.

qCi~'~

Fundamentos de Biotecn%gía Ambienta/- Ro/ando Chamy
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Disposición tradicional .••••••••.. Vertederos
de los RSU ......,.. sanitarios

't'
Proceso muy lento

HIPÓTESIS

L Es Po5i!;l~ ~~mi~il'~ ti#riP~de ~bifiZaciq~ ••
dela inateria cOrgánicaen· vertederos sanitarios •••
en un orden de magnitUd .. . .

a Productividad de biogas aumenta

a Uso más eficiente del terreno

REVALORIZACION DE
RESIDUOS

-77~I"c_i_ión

•.. AhCJrt'O

'Ir'-_
• >.•....•..tL......... Disp_iciónmcio_'.V Depur.t(;ión

.......... ,.- ,-',

•..Reciclaje y. revalorización

) ,/ 4 .....~r.L
~c-<~';'_":..P

Fundamentos de Biotecnología Ambiental- Rolando Chamy
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Revalorización de Residuos
Agroindustriales

.:. Producción de ClIIrbOnactivado

.:. Producción de alcohol a partir de residuos ricos en
azúcares

.:. Producción de proteína microbiana

INDUSTRIA CERVECERA

Crema de levadura:
iI

11

Extracto de levadura,
P-glucanos ~nductor del sistema
inmunológico de los s.trnol'1es)

Productos Naturales11

• • ,-o," _::_:;,_: :.:' _._.::_:<::::"

11 Producción antloxlclames······
r~ .,R..¿ o::.c .t;;._, .fo~ ~ (~~ ~)

~~------------------------------

Industria del vino

Orujo:
. . . ... - '_ ..

11 ExtracciÓn de color, antioxmntes y aromas

Pepa de uva:
11 ProduCCión de .ceite .

. I

{\/\ ~~ eL:. Cüt U~?¡fr

Fundamentos de Biotecn%gía Ambienta/- Ro/ando Chamy
19
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••• 1•• ' •••••••

I

••••Metales pesados ~ .•.~ ~., .~~~~----------------

••••Hidrocarburos 4. "1. ~~¿_~ __ . _

••••Análisis de riesgos

I
I

BIOSENSORES

....•.••.••.••..•. U

:~::~O::Za==os
e) Tel'llÚ$~or~a~•. atieo.
d) SeasOl'llSi .~ .
e) Medic:ió"·de ••••~cefular

Innovación tecnológica
y desarrollo

s desarrollq ci~p~~i¿~~.
3 segundaf~~e exp:0rta.i!Óra
s desarrollofutu['o d~~país.
!El mayor valoragrég~p
s desarrolland() ""()~~~p~hdo

Fundamentos de Biotecnología Ambiental- Rolando Chamy
21
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Tecnologías Limpias

s Importancia ec()nó",ij@'directa
s Importa~eie ~~tcd .<

s Disminu¿lóñ eos•. di tl"'ótamiento
s Mayor prC~io cfe ~~ por .'

marketing ~fe"f~:: ... <U
s Seguridad f~n~ ..~:.PP.$ibl~

denuncias affl~"fttGUí$
s Trabajo seguro

Tecnologías Limpias
...,Cambio de procesos. •i ..
:El MinimizaciónYr~Cllor¡zQcióR~e residuos
...,Gestión internclde residuoS'
...,Capacitación
..., Gestores ambientales ~Linterior de la

industria "0· ,;:,\

..., Adecuada sel~c:i.~1Id.e·~a~l11d~de
tratamiento

Implementación
Tecnologías ~tmpias

... '. :::'::-::':::-:;::';-:<::........ --, .

lSl Herramien!~ ~ í#navQciónTecnológica
l.iIl Proyecto fenfable en el c:orfo plazo
el Políticas interna de desCHTol1o
CI!l ConcientizQcióndel· problema .
lIIl Asesoría exterllo'no c~tidQ con

soluciones.
1&1 Difwión

Fundamentos de Biotecnología Ambiental- Rolando Chamy
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::::::::;.;:::::,:':::::::::::-::::::::::::.:,:.:_'-- : "

::::_:_::.::,:::;;,:::::::.:.::::::::.,: :,' '<"':::::'::. :, ,,',O, •

··············.·.·TRATAMIEN'rO··ANAr:ROBIO ..DE
EFLUENTES CON ALTO

COffTENIDO DE SULFATO

...... , :.
... ' .

':. '."-:.-:.":":'_'.:.'.:
,"-: -':,<;:"',::,' _":. --:.,',,',.-.::' ..

LORNA GUERREROSALD.ES.
" , -, .. , .. ,',

Untversidad Téchk.a FedértiCct Santa Mafia
V~P<tr:aíso,. C~ire

TRATAMIENTOS BIOLÓGICOS EN AGUAS
RESIDUALES

OBJETIVO: Eliminación de la materia orgánica

Gases

TRATAMIENTO
BIOLÓGICO

A~
Tra~~

Residual

Nuevas ceulas y otros compuestos
(Iodos)

TRATAMIENTOS BIOLÓGICOS EN AGUAS
RESIDUALES

AmOBIO f_..,......"'~~._,..1
Matena orgánca es ruevas céhias y el 40% se pierde ccwno calor de reacClónj
convertida a cO2, H20
y otros CCl<TC)UeS1DS, • 50% del CllI'bono contenclo en el sus1nIID se conVIerte
.demás de nuevas biomasa; el otro 5O'Ió paslI • eo,
ceuas

}C- O;;;~ •• ~_ •• - ,"'o ro, ">JANAEROBIO
Mater1a orgánca es V app. a N se pierde como calor de reaccOn. -'
conv ••.••do en biogás
y nuevas ceuas • 9~ del CllI'bono se convierte en boogás y sólo el 5'11. .e

convierte en biomasa

Tratamiento Anaerobio de Efluentes con Alto Contenido de Suffato - Loma Guerrero 1
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I ETAPAS DEL PROCESO ANAEROBIO

I ~ MA'nRIA ORGÁNICA COMPlEJA -
(prDta"'~~)

I Hldrólolo,.Ferm .. ~
PRODUCTOS INTERMEDIARIOS :1
(~,-,-~-)

,if' } \t:~..1o ',i(
~C~ ~ AarrAro

J=="CH •• ~ ~

I
I
I
I

AGUAS RESIDUALES CON SULFATO

I SULFATO:

~ Químicamente inerte, no volátil, no tóxico

~ Presente en aguas residuales de industrias que utilizan
ácido sulfúricoI

~ Presente en aguas residuales de Industrias que utilizan
materias primas con alto contenido de sulfato

» También está presente en las aguas residuales de
algunas industrias de alimentos

» Presenda de sulfato se traduce en la generadón de HzS 1
en el biogás de dlgestores anaerobios )

I
I
le
I AGUAS RESIDUALES CON SULFATO

~¡"

INDUSTRIA DQO 5°4'2 t/,>(mg/L) (mg/L)

Fábrica de quesos 3000 369 8,1

Fábrica de levaduras 17000 640 26,6

Reprocesadora de papel 3940 500 7,9

Curtiembre 861- 30 500 67 - 3600 12,9 - 8,5
5000-6000 1800-3000 0,28 - 2,0

Procesos de fermentaCIÓn 40000 6000 6,7

Lixiviados de R.S, 40 - 89 000 3360 -16 800 Muy variable

Al;¡ u.s farmocéuticas 40 000 5000 8,0

I
I
I
I
I

r(:d~
~ ~~~G. ~P.fJs:r r~¿vo
~.,__.ot_./). tJ eU1 l' .,--Lr

Tratamiento Anaerobio de Efluentes con A/to Contenido de Su/fato Loma Guerrero 3
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D.A. CON MATERIA ORGÁNICA Y SULFATO
MAl'EIUA ORGÁNICA COMPLEJA(pro,..,." ~ /tIIdoI)

I HIdr6 •••• ,
•. '-entadón

-~_7

-31.0

~¡wJv') p~~
~~/ --.....;::__---
-47.6 )
-37.6

EFECTOS DE LA PRESENCIA DE SULFATO

COMPETENCIA POR LA MATERIA ORGÁNICA

BSR
(metabolismo anóxico)

Bactenas metanogenicas y
acetogén ICaS

+76.2

+9.6

• •
Generación de H,S Generación de CH.,

Tratamiento Anaerobio de Ef/uentes con A/to Contenido de Su/fato Loma Guerrero

COMPETENCIA POR LA MATERIA ORGÁNICA
Reaccione • ..,etogénic:u: .IIO""'-"¡
CH,CH,COO-+ 3 H,O

CH,CH,OH + H,O

CH,COO + HCO,· + H- + 3H,
--+

CH,COO + W + 2H,
--+

Reaccione. metanogénic:u:

4H, + HCO,· + H- CH..+ 3H,0

CH,COO + H,O --+ CH.. + HCO,·
--+

Reaccione. auffato ...reductora.:

4H, + SO,, + H·

CH,COO-+ SO,,
--+

HS· + 4H,0

2HCO,· + HS·
--+

4CH,CH,COO + 350,' 4CH,COO + 4HCO,· + 3HS· + H-

CH,CH,OH + l/2SO,-' --+ CH,COO + l/2HS· + 1/2H- + H,O
--+

5
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I
I INFLUENCIA DEL pH

,. Los sulfuros no ionizados es la forma más tóxica para las - H
metanógenas y aumentan con la disminución del pH:

HzS ~ 2H+ + H5'
H5' ~ H+ + 52-

,. Las siguientes reacciones muestran que a medida que se
genera alcalinldad, el pH tiende a reducir la formación de
sulfuro no ionizado.

50.2• + 4 H2 ~ H2S + H20 + 20H-
CH3COOH + 50.2- ~ HzS + 2C02 + 20H-

,. El pH influye sobre y y J.L de las BSR (óptimos a pH 6.6) ~
puesta en marcha de reactores con aguas con sultato a pH
cercano a 7 para evitar formación de sulfuro no ionizado.

I
I
I
I
I

7.0

INFLUENCIA DEL pH EN LA DISTRIBUCIÓN DE
H2SI

I DH,S-
!

I 8H,S,íq·

I 6.5

I(".
I

,. Eliminación previa del sulfato por métodos físico-químicos

,. Eliminación conjunta de ambos contaminantes: ..,/
• lmplementllcoón de medidas para eliminar el H,5
• AlternatIVa blOtecnológica para la enminación conjuntll de materia

orgánoca y sulfato.

TRATAMIENTO DE LAS AGUAS RESIDUALES CON
MATERIA ORGÁNICA Y SULFATO

OBJETIVOS:

I ,. Eliminación de la materia orgánica.

,. Eliminación del sulfato.

,. Eliminación de ambos contaminantes.

ALTERNATIVAS:

,. Suprimir la actividad de las BSR. ,..-I
I
I
I

~k/k..OL~~~

,2.0 Jg - D ~ r~t__ <__

~ k. .o-tJ /1.--0

Tratamiento Anaerobio de Efluentes con Alto Contenido de Su/fato - Loma Guerrero 7
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ESTRATEGIAS DE OPERACIÓN

AUMENTO DE LA TRANSFERENCIA DE MASA
ÚQUlDO - GAS:

AZUFRE

AGJA RESIDUAl
CON SULFATOS

! DQO,SO.~ 1

ESTRATEGIAS DE OPERACIÓN SEGÚN TIPO DE
REACTOR ANAEROBIO

DILUCIÓN DEL INFLUENTE:

SLN. FÉRRlCA

SUSPENSIÓN DE SO
AGUA RESIDUAl
ce~SULFATOS

I DQO, SO," I AG,JA
TRATADA

ESTRATEGIAS DE OPERACIÓN SEGÚN TIPO DE
REACTOR ANAEROBIO

AUMENTO DE LA TRANSFERENCIA DE MASA
ÚQUIDO - GAS:

¡CH~.<;O" H,s I I (He. CO, I
r--__,I---r--_ BIOGÁS

AGUA
TRATADA SLN. FÉRRlCA

SUSPENSIÓN DE SO

BIOGÁS

-rV<;-O ((1ep.~ o/..e. 2~ ~

G xT.... , "u2..-0-;::>~~ 2!r'6vV~).
ST: ~4:.."-éS

Tratamiento Anaerobio de Efluentes con A/to Contenido de Su/fato - Loma Guerrero
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VII Curso latinoamericano de Blot8cnologia
XXXVIII Curso Internacional de Ingenlerf. Bloqulmlca
12 - 17 Octubre
Valparaiso -,CHILE

DEGRADACiÓN DE COMPUESTOS XENOBIÓTICOS
Osear Monroy Hennosillo

Universidad Autónoma Metropolitana

Los compuestos recalcitrantes se clasifican en naturales y xenobióticos. Los primeros siempre se
han considerado recursos económicos. Los segundos son productos provenientes principalmente
del procesamiento del petróleo y cuyos residuos encuentran de alguna manera su camino para
contaminar el agua, suelos y aire.
En estos medio naturales tienen tiempos de degradación 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 químicas que influyen en la biodegradabilidad de los xenobióticos para
revisar los mecanismos generales de degradación que son los oxidativos y los reductivos
princialmente para romper anillos bencénicos y deshalogenar. Se repasan los procesos biológicos
que pueden llevar a acabo estas reacciones con sus respectivos donadores y acepto res de
electrones.
Se analizan los métodos para caracterizar la biodegradabilidad de los xenobióticos y las
posibilidades de adaptar poblaciones microbianas que usan las distintas reacciones biológicas de
oxidación y reducción.
Se estudian los diversos factores que pueden ser manipulados en un reactor y como influye cada
uno de ellos en las reacciones de degradación de xenobióticos recalcitrantes. Se proponen algunos
procesos para llevar a cabo estas reacciones.
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Tópicos de discusión
• TIpos de compuestos

• Propiedades químicas que causan
resistencia a. 0&.5 r'~::'

• Factores mlcroblanos y ambientales

• Evaluación de la toxicidad

• Estrategias de degradación de xenoblótlcos
en aguas residuales

1. Tipos de compuestos recalcitrantes ~-_/__;_:~---A------------

Degradación de Compuestos Xenobióticos - Osear Monroy 1

1.naturales: turba, humus, hidrocarburos,
IIgninas

2.Hechos por el hombre (xenoblótlcoYl: e.g.
productos del petróleo, pesticidas, detergentes,
solventes, retardantes de fuego, plásticos,
compuestos nltrogenados, contaminantes
prioritarios (~L I~~ a o.•...,~ ~ "'"'- ~ ~L~,-~ ) _

Definiciones :
degradación: mincraliución a CO", R.O, CH.
transformación: productos intcuncdios
rccalciIr.uu:ia: alta resistencia ••.. ~ ~~
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Efecto de longitud cadena y dobles ligaduras
'2.,-.",_----------,.¡tl¡..._---------

;I
aprflico/cáprfcolláurfcolmiristicololélcollinoléico

10 12 14 '1(1) '.~
••• e •••••••• ecaIa

Efecto de la hidrofobicidad

~¡

o 2 3 4 5 IoqP

Efecto del grupo funcional
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Mecanismos generales
• Oxlgenasas (catalizanla incorporaciónde 0,.Variedadde

~:nemo,ft~nas,~nas,Cu,Mn)
• Monooxigenasas (hidroxilasas):

R-H +NADPH, + 0, --> ROH + NAOP + H,O
• Dioxigenasas: R + 0, --> RO,

• Rompimiento reductlvo del anillo
• reducción anaerobia del anillo seguida por el rompimiento del

anillo con 0, para acelerar el proceso

• Deshalogenación (f""- ~ pa.i 1. 4c. JO~""'~\.-"""""'.J.<...<~)
• oxigenolltica (0,seguido de pérdida espontánea del haluro)
• decloración reductilla (anaerobia): R-CI -> R-H
• decloración hidrolftica R-CI -> R-OH

Raza et al 1.996

Rompimiento del anillo bencénico

Degradación de Compuestos Xenobióticos - Oscar Monrov s
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Tipos de bioprocesos
• Anaerobios

+ Fermentativos: C.HPz --> R-COOH
+ Metanogénicos: Acac ---> CH4 + coz
+Sulfato reductores: mo +5°4" ->Hz5 +COz
+Oesnitrificantes: NO. +C.HyO,-'>Nz-tC0z+OH·

• Aerobios
+ respiración: C.HyOZ + 02 --> CO2+ HzO
+nitrificantes: NH:+202 -->N03·+ 2H++H20
+sulfoxidantes:HzS+2.50z-->SO¡ + H20

H25+0.502 --> S° + H20

Ondacion anaerobia del tolueno acoplada
a la respiración de humus

Humus como mediador de reacciones redox

Reducción de colorantes azo mediada por humus

-!~ _fl.-t¡\J¿ea_J.c";__ t.~_J~- ¡;e/Lú
~ta ~Io.~ ~ ~{ ¡7Z1ñJx

Degradación de Compuestos Xenobióticos - Oscar Monroy 7
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I Caracterización del xenobiótico

I • de toxicidad anaerobla (ATA):
.x mg OQO-tóxico+2.5 gooO-acetat0/2g SSV

durante 3 d[as. Después ajustar acetato a 0.5
9 ooO/g SSV, incubar y medir k,,_ para cada
concentración de tóxico. Se reporta como
fracción de la k,,_ en el control o bien (mejor)
con las ecuaciones de inhibición.

• de aclimatación. Realimentación frecuente y
posiblementereinoculación.

I
I
1....,

\

I
Adaptación de poblaciones a eN·

I
I
I
I
le

x~'-h6-h Cv

':v::c,1L ~

~ ds ~ L-_. 7~ tZ..,_ d
Y~Á:;n (d .~"' fo-X C>~ ~ (r--:,

¡V;~ ~ ~ ~(~~ &.....TQ.)
z)

Factores ambientales para la
degradación de xenoblóticos ch-~ ylL

~,~~~
I

1. TIpo de Inhibición (sin, comp., no..comp.)
2. Concentración xenoblótlco (1)
3. Concentración de blomasa (X)
4. Concentración del sustrato (S)
5. TIempo de retención de sólidos (TRS)
6. TIempo de exposición (TRH)
7. Temperatura (Arrhenius)

I
I
I
I
I 9Degradación de Compuestos Xenobióticos - Oscar Monroy
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Efecto de la concentración de biomasa

z
"~ 20
¡¡:
": .0

•• • e:-

. .,1::-.;-::= :
/ JOO

• • .~ o;
• ¡'':'' O!
f !
'. IA.," ¡._~,a.....o"2X

,. / f .r.--- 18'0III1IlX

./4 f. ;_o_":.".monY1X
/~ ,

~ ~ ~ 6~ 7e
TIME , •• ,.sI

Procesos para el tratamiento de
efluentes con xenobióticos

• Dilución con otras aguas residualcs o por recircu!ación para bajar
concenttación de xenobióticos tóxicos.

·EGSB
•Lecho fluidificados

• Procesos en dos etapas
·acidogénico-metanogénico
·anaerobio-aerobio
·sulfato reductor-sulfoxidante
·dcsnitrificante-nitrificante
·oxidación-reducción usando mediadores

• Reactores de membrana
• para separación y concenttación del xenobiótico
• para aborción cnpelícula fija

Degradación de Compuestos Xenobióticos - Oscar Monroy
11



I
VIICurso latinoamericano de Blotecnologia
XXXVIII Curso Intllmaclonal da Inganiarla Bloqulmlca
12 - 17 Octubre
Valparalso - CHILEI

I ELIMINACiÓN BIOLÓGICA DE NUTRIENTES
M. Cristina Schiappacasse

Escuela de Ingeniería Bioquímica
Pontificia Universidad Católica de ValparaísoI

I El objetivo de esta presentación es mostrar y discutir las tecnologías de remoción de nitrógeno
y fósforo de aguas residuales.

I En relación a la remoción de nitrógeno se analiza el proceso de nitrificación (nitritación y
nitratación) llevado a cabo por bacterias autótrofas en condiciones aerobias y el proceso de
desnitrificación realizado por bacterias facultativas heterótrofas bajo condiciones anóxicas. Se
evalúan para cada proceso los factores ambientales que los afectan (pH, temperatura,
requerimiento de oxígeno y materia orgánica, e inhibidores) y sus aspectos cinéticos.

Respecto a la remoción de fósforo se exponen los factores claves para que los
microorganismos acumuladores de fósforo puedan remover en forma efectiva el fósforo. Se
revisan los parámetros ambientales que afectan su comportamiento (relación PIe del afluente,
pH, temperatura, tiempo de retención de sólidos y fracción volumétrica anaerobia) y se
presentan las tecnologías existentes para su eliminación.

I Finalmente, se muestran los sistemas de tratamiento para la remoción de nitrógeno y fósforo
en forma conjunta.

I
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TRATAMIENTO DE EFLUENTES
LíQUIDOS

"ELIMINACIÓN BIOLOG/CA DE
NUTRIENTES"

M. Cristina Schiappacasse

OBJETIVOS:

:;: Evitar eutroficación de las aguas (N y P)

¡g Eliminar amonio que es tóxico para

muchas especies de fauna acuática.

¡g Evitar disminución de oxigeno disuelto: la

oxidación de amonio a nitrato consume

4.27 g O/gN-NH •.

CICLO DEL NITRÓGENO

Eliminación Biológica de Nutrientes Ma Cristina Schiappacasse
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Considerando que la fuente de carbon icarbonato
y que la célula se representa com sHIIOz: ------; Iho •.•.."""'-..,_.~

Oxidación del Amoniaco: Nltritación

55NH; + 760, + 109HCO; ~ C,H,NO, + 54NO¡ + 57H,0 + 104H,CO,

Oxidación del Nltrlto: Nltratación

400NO¡ + NH; + 1950, + HCO; + 4H,CO, ---+C,H,NO, + 400NO; + 3H,O

Global:

NH~ .•.1.8901 + O.00805CO,_O.0161CsH7N01 + O.984NO; + O.952H,O .•.' .96H·

I
I
I
I

RENDIMIENTOS CELULARES TEÓRICOS
DE Nitrosomonas Y Nitrobacter

Rendimiento Nitrosomonas Nitrobacter
Y'XIN(g SSV/g N)
YX/02(g SSV/g02)
Y02IN (g 02/g N)
YNlNaHC03(g N/g
NaHC03)

0"150
0.047
3.160
0.084

0.020
0.018
1.110

13.330

MODELOS DE INHIBICIÓN POR SUSTRATO

{ ¡~r-' == 1

K·.S+ .,

2 { "-(lt<,)
"";K'tStsY.,

3 { ~ -(~":
f"; "e

4

1
~ para S<S'

,....=

~ para S>S'
r'=

"
r-K •. ¡S-S \

Eliminación Biológica de Nutrientes - M2 Cristina Schiappacasse
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INFLUENCIA DEL pH EN LA
NITRIFICACIÓN

.:. Grado de inhibición por sustrato

.:. Concentración efectiva del sustrato

(equilibrio NH¡NH¿+, HNOz/N02-,

HNO¡N°3-)

)

EVOLUCiÓN EN EL RANGO ALCALlNO DE COMPUESTOS
NITROGENADOS EN EL PROCESO DE NITRIFICACIÓN EN

LODO ACTIVO

GH";timo: 7,4 - 83:)

CONCENTRACIONES INHIBITORIAS
DE LA NITRIFICACIÓN

e Amoniaco: 2-150 mg N-NH,JL

e Acido nitroso: 10-150 mg N-HNOzIL

Nitrobacter
{

O Amoniaco: 0.1 -1.0 mg N-NH,JL

o Acido nitroso: 0.2 - 2.3 mg N-HNOzIL

Eliminación Biológica de Nutrientes - Ma Cristina Schiappacasse
5
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DESNITRIFICACIÓN

Características:
• Microorganismos aerobios facultativos

• Fuente carbono orgánica

• Anóxico
• Aceptor final de los electrones: nitrito o

nitrato

RUT A RDNA (Reducción Desasimilativa
de Nitrato y Nitrito a Amonio)

Beneficios:

;lJ Detoxificación ante acumulación de nitrito

!D Reoxidación de cofactores reducidos (NADH)

1t Producción de energla por fosforilación

INFLUENCIA DE RELACiÓN
DQO/N

Proceso biológico Relación DQOIN-NOz

.. Metanización y RDNA >53
Metanización y Desnitrificacion 8.9 - 53
Desn irrificacion <8.9

Eliminación Biológica de Nutrientes - M3 Cristina Schiappacasse
7
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INFLUENCIA DEL pH EN LA
. DESNITRIFICACIÓN

Rango: 4.0 -11.0
/.

Optimo: 7.0 - 8.5

INFLUENCIA DE TEMPERATURA EN
LA DESNITRIFICACIÓN

Rango: O . 50 'C; Optimo: - 40'C

Ir - r .e(T1-T2) I
T1 - T2

rTl = Velocidad de desnitrificaci6na T~mg N/(mg SSV d)
8 = Factor de temperatura (1,06 - 1,33)

MODALIDADES PROCESO DE
NITRIFICACIÓN - DESNITRIFICACIÓN

¡JPre - desnitrificación

¡JPost- desnitrificación

Eliminación Biológica de Nutrientes - Ma Cristina Schiappacasse
9
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EXPERIENCIAS DE NITRIFICACIÓN

Reactor Irrfluente VCN
kaNlnr'd

Biodiscos Efluente secundario 0.19
Fmro sumeraido Efluente secundario 0.20
Biodiscos Efluente secundario 0.23
Fittro sumergido Efluente sintético 0.31

concentrado
Air-tifl Efluente sintético 5

concentrado
Fittra sumergido Efluente sintético 0.68

concentrado
Biodiscos Lixiviado relleno sanitario 0.86
Air-lift Efluente industrial 1.8

OPTIMIZACIÓN DEL PROCESO
NITRIFICACIÓN - DESNITRIFICACIÓN

Opciones:

.¡' Disminuir los costos de operación

'" Aumentar la VeN

Disminución costos de operación:
.¡' Disminuir aireación
'" Disminuir adición de materia orgánica en
'" configuración post-desnitrificaciÓn

OPTIMIZACIÓN PROCESO
NITRIFICACIÓN -lNITRIFICACIÓN

Q)0

.¡' Nitrificar parcialmente hasta nitrito

(ahorro 30% requerimiento de oxígeno)

.¡' Desnitrificar a partir de nitrito

(ahorro 44% materia orgánica)

Eliminación Biológica de Nutrientes - M2 Cristina Schiappacasse
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ELIMINACIÓN BIOLÓGICA DE FÓSFORO

o Bacterias capaces de almacenar

intrecelularmente fosfato en forma de

polifosfato (pollP) a partir de ortotosfato (OAFs).

re obtener una población

removedora de P es el paso clCIICOdel lodo a

través de una fase anaerobla seguida de una

aerobia, con suministro de sustrato en fase anaerobla.

FASE ANAEROBIA DE OAFs

Acetato

1\
NALL[;JDH NAD

Acetil-CoA
)(AGV)

Hipótesis 1

FASE ANAEROBIA DE OAFs

P,

Acetato NAU(;JDH NAD
Acetil-CoA

)(AGV)

Hipótesis 2

(luy'..A ¿--v_ O_..c Cr~~ ""~ .-¡. . ~
Ovc.ek l-Q

-?tI A.: r--:-€...: k.~eL:) ?"'..: o Q c-..a__,._-_..:>eL +~
(Jf.lt:>...... ~...J-,'tr~

Eliminación Biológica de Nutrientes - Me Cristina Schiappacasse
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FASE ANAEROBIA
ESTEQUIOMETRÍA GlOBAL

Consumo de acetato:

Acetato Glicógeno PoliP

2.66 CH1.50o.5 + 0.34 CO2+ 0.74 H)PO. + 0.1820
PHB Ortoloolato

Mantención:

FASE AEROBIA
ESTEQUIOMETRÍA GLOBAL

Síntesis de biomasa :
1.37C,_(H.._(. 0.2 NlIJ .•. o.OI~ HJP04 ••..•1°1 ....•CHL.,O'$NaJPUI~· O.J7C01• O~ H:O

PHB Siomasa

Sin tesis de poliP:

PHB PoliP

Sfntesis de glicógeno:

1.12 CHuOlJ + 0.26 0, ~ CH,..Jts..+ 0.12 COl + 0.007 H¡O

Mantención:

MICROORGANISMOS OAFs

Aeromonas y Pseudomonas,Acinetobacter,
Microlunatos phosphovorus. Lampropedia,
Rhodocyclus, Micrococcus, Arthrobacter,
Moxaxella, Rhodococcus, Corynebacterium,
Flavobacterium, Alcalfgenes,
Staphylococcus y Enterobacter

Eliminación Biológica de Nutrientes - M· Cristina Schiappacasse
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RELACIÓN PIe EN El. AFl.UENTE

PIe

2/100 predominan

>10/100 predominan

'OAFs: organismos acumuladores de fósforo

OAG: organismos acumuladores de glicógeno

INFLUENCIA DEL pH EN LA FASE
ANAEROBIA

pH óptimo :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.

CHzO+ (1/2 + a,) ATP + 1/4 NADHO CH1.50o,s+ 1/2 HzO

INFLUENCIA DEL pH

-+pH: 5.5 U1=O,O
-+pH: 8,5 u1=O,5

A pH bajos se requiere una menor energía que a
pH altos, y por ende se libera menos fosfato en
la fase anaerobía, por lo que se requiere en la
fase aerobia un menor gasto energético para
consumir el fosfato.

p,

Eliminación Biológica de Nutrientes - Ma Cristina Schiappacasse
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PROCESOS TÍPICOS DE EBF

.:. AJO

.:. Reactor Discontinuo Secuencial (ROS)

.:. PhoStrip

.:. OWASA "Nitrification".

PROCESO A/O
'1. (1Uo-c_;r-~___, r6,

Afluente I
Etapa

Aerobia

I ..~·.r Decantador--.--+

I

Efluente
Etapa

~ ti
Anaerobia

L. ~~~~~~~.~!~.~.~~? L ~

PROCESO PHOSTRIP

I I (\ Enuont.
---.-+l. Estanque 1--- ......••""SO•••dimentad

, Ai,..aci6n \~

~ "~~~~.~.~.~I~=::::+_.~._...• io~~:
~ Reclrcu~ lodo sin P I Separado,.. : Ahment.ctOn de todo
;.. ...........................•. anaer6bico ,•••...T

'".~~j
Sobr'enMs.m. :

~ ncoenP'" Cali /----,,\
~ _.'s.d=..;.",.----
~~~~~~ \~ /

~ Purga cse kIdO
i- qulmk;o rico en P

Afluente

Eliminación Biológica de Nutrientes - Ma Cristina Schiappacasse
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REACTOR DISCONTINUO
SECUENCIAL PARA LA EUMINACIÓN

DE C. N y P

Llenado Ructor Ructor R•• ctor Decantación V.cildo
Anaerobio Aerobio Anóxico

Eliminación Biológica de Nutrientes - Ma Cristina Schiappacasse
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TRATAMIENTO BIOLÓGICO DE EI\4ISIONES INDUSTRIALES GA:SEOSAS
1>(", Germ~nAroca A.

Escuela de Ingeniería Bioquímica,
p, Universidad Católica de Valparaíso,

La biofiltración de gases se ha propuesto como una tecnología ventajosa en el tratamiento de gases
contaminados con compuestos sulfurados reducidos volátiles, como ácido sulfídrico, súlfidos y mercaptanos,
también denominados gases TRS, La biofiltración utiliza poblaciones mrcrobianas puras o mixtas que se
establecen sobre un soporte orgánico o sintético de elevada porosidad o alta su¡:"erficie especifica. A medida
que el gas fluye a través del lecho, los contaminan tes son degradados por la b:,omasa activa, que los utiliza
como fuente de nutrientes y energla. En el caso d.e la biofiltración de gases T RS la utilización de bacterias
del género Acidithiobacillus Y Thiobacil/us result.a muy adecuada debido a sus simples requerimientos
nutricionales Y a su habilidad para utilizar compuestos azufrados reducidos (_;omofuente de energla. El ácido
sulfidrico (H

2
S) es uno de los principales componentes de las mezclas gas eosas causantes de malos olores

en diversas actividades industriales, su umbral de detección olfativo e;) de 0,13 ppm (0,18 mg/m3), es
además incoloro, inflamable, y altamente tóxico ,,1 concentraciones mayores de 100 ppmv, su peligrosidad
aumenta por el hecho de ser mas denso que el B.ire,Se presentan los resultados obtenidos en la remoción
de H2S en un biofiltro de turba inoculado con Th .l?ioparus,
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BIOFIL TRACI N

BIOPELiCVLA

PELicvLA
HÚMEDA

CONT, 'fMINANTE
EN FA~;¡; GASEOSA + Oz

.._••t:~-)
BIOMASA + COz +

(+ SOl)

8iofiltro~~oL-fc~

Contaminado

Biofiltros de tierra

• 1a generación

• 17,000 m3/hr

• olores residuos
avícolas.

• Desde 1986

L ~.~~~~_.Bahn Biafilters ea

~~ ~Jlt~ L'--~~~~

~ ~~~~.

~+'~"~7 ~ di· /K ~~I

no..h~ oLt. 9-~ ," S :;
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I Biofiltro de lecho escurrido
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Biopellcula sobre
Empaque inerte
~ .Jt... "v'\.L<Ln--r~~ .

Degradación de contaminantes
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I

.~~~__.......
I ~ •.•~ 'do CoL, t0 O., I HzO( <¡._. .tf.._.~ .••••,."v escurn :>
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BLE- COY (Biocyd®)

• Imprenta (Monterrey NL)
• Flujo: 50- 100 m3/h
• Volumen: 15,5 m3

• Acetato etilo 30-100 ppm
• lsopropanol 50- 300 ppm
• Tolueno 100- 800 ppm

I
I

.... _. ~

Tratamiento Biológico de Emisiones Industriales Gase)sas- Germán Aroea
4



I
I
I
I
I
I

Biolavador Biocyd®

• Planta Celofán
(Monterrey NL)

• Flujo: 730 m3/min
• Volumen: 70 m3

• H2S: 250- 500 ppmv
• CS2: 200- 900 ppmv

I Empaques

I pvc- estructurado 223 m"l

I
I Empaque limpio

I
Empaque colonizado

I ACTIVIDAL'ES INDUSTRIALES ASOCIADAS A
LA Et.USION GASEOSAS DE TRS

I • REFINERI.\S DE PETRÓLEO
• CURTIEMB RES
• FABRICAS L1EALIMENTOS (PESQUERAS)
• FABRICAS De RAYON
• TRATAMIEN,.O DE AGUAS RESIDUALES

I • FABRICAS DE CELULOSA KRAFT

I
I
I Tratamiento Biológico de Emisiones Industriales Gaseosas- Gem lán Aroca
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Typical off-gas characteristics
of kraft pulp mili

Etr'fKrSolTc.
00f'9I' 1Iow'~t

(m)/lrop.Apl "2S
D~erblltth-•...' OJ· 600C " '000

~1IP:1QA'Se5 C.J· 100 , }!)OO

OooesteTCoror>ur"~ 06 , " ""WIW( hood IIf'nl '500 bOO: o
w.$he, s.e.,U •.•• "" '000 o 1
~por.tOthol:~1 GJ "'" 9000
8i..C~f:d\l~ 500 '500 " :c
lle<oYtrr~Ct ~. :XMX: , ISX
;metcls$Olv1ng W06. SO< ,000 e "•.•nwlnl'1e<Must 1000 1600 , ,>O
~~~~--_. _ _)]._.:_~~ --~-~

(':0000 !OC 4~OOC
;ú 5t'OO ¡OO t')OC)C

~:ooo:: ¡!>lO:-SOCe.. r) !S
in· 'iO 10· ~iX;

30C »'Xl SO(>- ~ooo
e 15 !O ~c

i;:¡f';r, (JoK: (01'0'" t-oaporiltoo:;

o 2Of; IJ IXI

e 1 e 4
o 100 o 50

10l:')OOCl

100 IIOOOC
~I)(l xo.:

o )
I :SC

SO<> .oro
O~· 9S

_. ..-. __ ..•J._I .~_:_l,.

TRS = 0,5 Kg/ ton pulp

Remoción de Compuestos Sulfurados

MIXTOS
{

:~~:ST (ACLIMATACIÓN)

TURBA

PUROS

Addithiobadllus sp

Pseudomonas sp

Xanthomonas sp

Hypomic:robium sp

Thlobadllus sp

• H2~ > MM > DMDS > DMS

Tñioba ci//us thioparus DW44

-gS/kgd-;V peat~d-¡
5.52 !

1.16

0.5

1.02

Gas

Tratamiento Biológico de Emisiones; Industriales Gaseosas- Germán Aroca
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Kaldness
Norway
280 Kg/m)
1270 mZ/m)
73% free volume

Thíobacil/us thíoparus ATCC 23645

Medlum 290 ATCC Modlfied

Na,S,O, ·SH20
,- Na1HPO.•·7H10

KH,PO.
_ MgSO .•·7H~O
_(NH.),SO.
_CaCl,·2H,o

MnSO~·H.O
FeCl) ·6I-i:O

Oxidación biológiw de Ácido Sulfídrico

Clorob/IJm Iimico/a 'U~
HzS + 2 coz + 2 H¡O o > 2 CHzÜ + HzSO•

.\'muhomonas sp
7hlObocilllL<demlrificans
Thiobaci/lus Ihioparus
Ac,dilhlObacillus Ihioxidans (Thl obacillus Ihwxldans)
Acidilhiobacillus ferrooxidans (í niobacillus ferrooxidallS)
HzS ----> So ----> SO.

l.
I
I
I
I
I
I

Microorganismo
Thiobacillus thioparus (ATCC 23645)

Biotrickling
Soporte:

Biofiltro
Soporte:
Turba
Humedad: 70-75%
Densidad: 1125 Kg/m)
144,3 m2/9

15,59 giL
1,12 giL
1,8 giL
0,15 giL
1,98 giL
0,12 giL
0,022 giL
C,O]) g/L

Tratamiento Biológico de Emisiones Industriales Gaseosas- Germán Aroca
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Re<llltados

EficienCia de elimi ~C1ón

CapaCidad de ,Imlnación

F (eo .. c,)
Ce = .. V

Carga

Biofiltro n. thioparus
Eficiencia de remocif" vs Concentracié,n de entrada

):r,
?_ ~ L

t J .
• I •

Lt••• I

..

' ..

Biofiltro Th. thioparus
Capacidad de eliminación vs Carga de entrada

Tratamiento Biológico de Emisiones Industriales Gaseosas- Germán Aroca
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Removal of H2S
Biofilm of At. thioxidans, pH 1.8-2.5

: 1 .•..• ,.j ". ...:

i~L_.'_ ___J

.... ,
...

o :?('(' .cOl dIX,I .,;JOC 1((.100 l:'()OO

~_oI"1$"'·""'1PO'"I

C(.,"el usiones
La operación del t:. iofiltro inoculado con Tñ. thioparus
se ve afectada por e.' pH, el cual es difícil de controlar a
pH óptimo reportado ·'6 - 7)

• La contaminación de una bacteria quimloautótrofa y
acidófila habría permiti\ 10 el aumento en la capacidad
de remoción de H,S en e.' biolavador.

• El biolavador alcanzó c.,paodades de remoción de
hasta 300 g S·m-3·h I par,' concentraciones de entrada
de H2S de 1700 ppm cuan :lo el pH se disminuyo hasta
pH 2, mostrando sim :Iares capacidades hasta
conc.entraciones de 6000 pp m en la entrada cuando fue
inoculado con At. thioxidans:------~----~~~~• Las condiciones de -operaclo ') pue en ser controladas
en forma eficiente en el biofilt.·o de lecho escurrido.

· ...,.,· ,,~.:· ..... ,

~o~,~ ~ ~{_1t.~

~ ~~--o ~ J f¡'~
pvo ~ +O~ Cb--;. AR.
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• Metales pesados: ~ p.--odM..c-t..:~.
ak~ o4l.~( o._y.(._.:.{.,., ~,~b.; ~"~)

• Efectos sobre la salud
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VII Curso Latinoamericano de Blotecnologia
XXXVlUCurso IRtemaclonal de Inllenleña Bloqulmlca

EVALUACIÓN DE ESTRATEGIAS
PARA LA REMEDIACIÓN DE SUELOS

CONTAMINADOS POR METALES
PESADOS

RaJando Charny.

Octubre 2003
(éy\~ ~ lL---P ~

d~'/~Ó~-

Introducción ~~ ac f~'~~
( P~U-<-'--'--ÚL'V~) U:úo +ov.. _!~

~ (~' ~-hc.J_~.

-ra_~- pv~orc:)._:'c.v c-o-~~

_Q_~ al I~ to.
~ ~ O- ,~O -fevt I~,
=) oJ,,~~ ~. olf (~

(~í ~/~). /
cJ.'/~~1 ~@(~ Ú 6h ,&aA.~

~ ~to,.
(,),,'vn¿/'-'\. ú.J._ I ¿2_,.... V--.. I .~.c.a .Alternativas de remediación y

su evaluación
• Ex-situ

- Requiere el movimiento del suelo
contaminado desde su lugar de origen

.In-situ
- Se realiza la remedlación en el lugar

l)5~ Iz <;" +cvt ;XC ~ .~ cJ ~'= o. = Ira Q.,_oLo.
6~UU ~ ~~ r ~ olt. ~- ~-~ -

Biorremediación de Suelos Contaminados con Metales Pesados - Rolando ChamyI
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IN-SlTU

• Método electrocinético

Biológicas
• Fitoremediación

- Fitoextracción
- Rizofiltracción
- Fitoestabilización

• Mlcroorganismos
- Bioacumulación
- Precipitación de metales

• Bacterias sulfato reductoras

- Nemátodos

. O- t\.Q.
~~

FITORREMEDIACION

• Fitoextracción
• Rizofiltración
• Fitoestabilización

?ro '-1 ~ ~.:t~~~ e ~/---= .
tlTo[:)C : ~ h.rY(;..L ~o&.n ...•~1

'h~ 60rM S a.. í o f\f€c;v, J, 1" (~~
r'~-<-~ ~~~. (~~~~ o.c~
.59 J{) ~ .

1=1f<, t/~J;¿ L~ ~-~ ~ S-:1~
~ ,'rvV~ r. €AA ~.

~~~~~~U"'l
J ~()~ =;> ~ ~LQ-,\ b~=i.t/~ ~.~.
.~Lí ·v,__........-~·· L...-L-,
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UTILlZACION DE NEMATODOS

• principal producto de excreción de los
nemátodos del suelo es el amonlo

• Los nemátodos bacterfvoros presentan
una relación "slmblótica" con la bacteria

• uso de nemátodos bacterlvoros
colonizadores para potencian la actividad
de bacterias blorremedladoras empleadas
en procesos de descontaminación de
suelos

Asociaciones nemátodo-
bacteria
• Los nemátodos bacterívoros, a través de sus

hábitos alimenticios, tienen la capacidad de
dispersar y proteger especies bacterianas en el
suelo. Estas bacterias dispersadas por los
nemátodos 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 absorción radicular, o de manera
indirecta aumentando la fijación de nitrógeno.

S/orremediación de Suelos Contaminados con Meta/es Pesados - Ro/ando Chamy
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Ensayos con bacterias sulfato
reductoras.

• Consumo de sulfato por
mlcroorganlsmos.

Ensayos con bacterias sulfato
reductoras .

• Determinación de tolerancia a
concentraciones del suelo de Puchuncaví.

Ensayos con bacterias sulfato
reductoras.

• Determinación bacterias sulfato
reductoras en suelos de la zona de
Puchuncaví.

Biorremediación de Suelos Contaminados con Metales Pesados - Rolando Chamy
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Procedimientos para la
bioremediación de suelos

contaminados
• Búsqueda y evaluación de técnicas
• Caracterización del suelo a tratar
• Caracterización de la flora y fauna de

los suelos a tratar
• Análisis de la factibilidad de las

técnicas de remediación a utilizar en
el lugar

COMENTARIOS FINALES

• La remediación ofrece amplias
oportunidades de mejoramiento de
calidad de los suelos, esto Implica un
aumento en la plusvalía de éstos,
entrando a competir con terrenos no
contaminados con demanda inmobiliaria.
También pueden generarse tierras
agrícolas y para uso Industrial. La salud
de la población y su calidad de vida tendrá
mejores índices

Biorremediación de Suelos Contaminados con Meta/es Pesados - Ro/ando Chamy
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I

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

I
Existen una serie de alternativas que permiten aprovechar el potencial de los residuos orgánicos, los que
incluyen desde la alimentación humana, por medio de proceso enzimáticos y fermentativos, y la
alimentación animal, a través del ensilaje; o métodos que apuntan a la transformación de esta materia
disponible por medio del proceso de compostaje y lombricultura, generalmente con fines agrícolas, y por
último la valorización energética y la digestión anaerobia. .

En general, las referencias existentes hasta finales de la década de los 80, con relación al tratamiento de los
residuos sólidos por digestión anaerobia, explicitaban las dificultades del funcionamiento de las
instalaciones y sus limitaciones, tanto de carácter técnico como económico. Sin embargo, hoy en día, la
aplicación del proceso de digestión anaerobia a residuos orgánicos ha tenido un nuevo auge, debido
principalmente a la aparición de legislaciones cada vez más exigentes, especialmente en la Comunidad
Europea, en donde se le ha dado prioridad a la aplicación de tecnologías que permitan la revalorización
energética de los desechos.I

I
Por lo mismo, las investigaciones en esta área se han incrementado, especialmente en relación con el
desarrollo de tecnologías para operar con un elevado contenido de sólidos ("digestión seca") y en
condiciones extremas de temperatura (termófila I psicrófila). Otras áreas de experimentación ha incluido
los sistemas en dos etapas, aprovechando las diferencias intrínsecas de las poblaciones bacterianas
involucradas, y el uso del principio de codigestión.I

I
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Digestión anaerobia de desechos sólidos

Paola Poirrier G.
Pontifica Univ. Católica de Valparaíso

Octubre 2003

Desecho vIs residuo

"Desecho" materias generadas en las actividades
de producción y cOnsWnoque no alcanzan ningún
valor económico
Concepto de desecho es de naturaleza económica,
y por lo tanto, dinámico en el tiempo y variable de
una región a otra

• Residuo: corriente (líquida, sólida o gaseosa) que
se obtiene de un proceso y que podría tener uso
posterior para un tercero pero no para la actividad
que lo genera

Desecho vIs residuo

• Eliminación de W1 desecho: operaciones
involucradas no conducen a la recuperación de
recursos

• Gestión de residuos: dentro de las alternativas
consideradas están el reciclado, la regeneración,
reutilización directa, cte.

Digestión Anaerobia de Desechos Sólidos- Paola Poirrier
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Meta

Fomentar e impulsar
alternativas para

transfonnar parte
de los residuos en
nuevos recursos

_/

I
Alternativas Tecnológicas

de Tratamiento: Residuos Orgánicos

I
• Alimentación humana: procesos enzimáticos y

fermen1lltivos

• Alimentación animal: ensilaje

• Compostaje

I
~ DIgestión ~erobia: biogas, lodo estabilizado;-J
\._ cogeneracron ~ /

• Lombricultura

• Valorización energética

I

I
I
I
I
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Digestión Anaerobia de Desechos Sólidos- Paota Poirrier
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Tipos de tecnologías

• Contenido de sólidos:
- Diluido: < 2% ST
- Concentración media: 2 - 12% ST

- Semisólidos: > 1 2 %ST

• Modo de operación: continuo, semicontinuo, lote

• Microbiología del proceso: l o 2 fases

• RSU:
- vi. seca: ST 20-40"/0

- Via húmeda: ST < 15%

Mezclamiento vertical

••

Vía húmeda o seca
Vonajas o-.tojas

CIbrios Soca
..,_ Soca -

T•••••• : SIn,.ms- Proceso C•.••••••• do s_..;o.---~.conocicle. .-..2. 1IqaidoIs6Ido.
SIn"_. 'IoST. PnIrIl •••••••.

8ioIotic.: SIn pOrdidado sv llIuci6n do SIn_do ....--- --- -- .._ ..•••..•..,,_. P•••• deSV'"
!bY_VCO. ,,-

e•••••••••• _ ...•. Equipos- Equipo_mas Con:swM"'"_:
......-. b••••• ,... -,... -c-_ --..- ...•..•.•••. doR__ •.••

do_ n do Iodos. .- .-.-- cIitorido· C_do_

do_ .....•.

íl í S -==2 20 y., $T

Digestión Anaerobia de Desechos Sólidos- Paola Poirrier
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Experiencia a nivel industrial

• Rivard y col.; pioneros en investigación 1989

• Primera planlll industrial RSU: Amiens-Francia
1988 (VALORGA): 55.000 ton/año: 30-35% ST,
mesófila

• Directivas CE: eliminación del uso de rellenos
sanitarios e impulso para el desarollo de
tecnologías de revalorización energética

• Proceso DRANCO (Bélgica); KOMPOOAS
(Suiza); BIOCEL, BTA (Alemania), Bio1hane,
Paques, IBVL, Adtech System, etc.

Experiencias a nivel industrial

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

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

• La mayoría de ellas tra1llnprincipalmente FORSU
o aplican el principio de codigestión.

Evaluación de los subproductos:
sobrenadante ~

Compuesto
Reactor Cultivos
una fase hidrop6nicos

N-NH, (mgIL) 1436,8 6,5
P-PO¡' (mgIL) 261 3,5
Calcio soluble (mgIL) 99,65 41
Magnesio soluble (mgIL) 42,75 6,5
Potasio soluble (mgJL) 474,5 29

Digestión Anaerobia de Desechos Sólidos- Paota Poirrier
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PaoIa Poirrier G.
Pontifica Univ. Católica de Valparaíso
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FUNDAMENTOS DE BIOCATALlSIS ENZIMATICA
Andrés lIIanes

Escuela de Ingeniería Bioquímica
Pontificia Universidad Católica de Valparaiso

Se proporcionan los principios básicos de la cinética enzimática y su aplicación al diseño' y
evaluación de comportamiento de reactores enzimáticos. El tema es tratadO$.n cinco secciones:

En la primera se analizan las principales características y pótencialidade" de las enzimas como
catalizadores de procesos. Se analizan sus aplicaciones convencionaies en reacciones
degradativas, principalmente hidrolíticas y sus aplicaciones más novedosas que se refieren a los
procesos de síntesis orgánica, realizadas de preferencia en medios de reacción no acuosos.

I
I

("

l'
En la segunda se describen los distintos tipos de procesos (continuos, discontinuos, con enzimas
solubles e inmovilizadas) y de reactores enzimáticos, se propone un esquema para el diseño y
evaluación de comportamiento de biorreactores enzimáticos y se desarrollan ecuaciones básicas
de comportamiento, tanto para reacciones degradativas como de síntesis.

I
I

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 metodología para
incorporar dichos efectos a las ecuaciones de comportamiento de los biorreactores enzimáticos.

En la cuarta se analiza el fenómeno de inactivación enzimática y se desarrollan expresiones que
dan cuenta de dicho efecto a fin de desarrollar expresiones matemáticas que describan el
comportamiento de biorreactores enzimáticos bajo condiciones de inactivación

I Finalmente, en la quinta parte, se integran los efectos de restricciones difusionales y de
inactivación en un esquema de diseño que da cuenta de la presencia simultánea de ambos
fenómenos.

I
I(
I
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1. Antecedentes

2. Principios de diseño de bioreoctores enzimáticos

3. Efectos de restricciones difusionales

4. Efectos de inactivación

5. Análisis integrado de efectos difusionales y de
inactivación
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#. CATALIZADORES

#. 8IOCATALIZADORES

.Aalto especificidod

.Aalto actividad en condiciones
moderadas
.Aalto nlinero de rotación

.Abiodegradabilidod

.Aproducto "natural" ..Acomplejidad moleculor

..Aalto casto de producción

..Alabilidad

Fundamentos de Biocatálisis Enzimática Andrés /IIanes
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"_,,.. •• o ""... __.----t ,~_)
------

~ ~J--~~~-------------------------------

Reactor por Lotes
A + B __,. Productos .

Mecanismo Secuencia' Ordenado (A limilanle) ~.4j

k ..• -b
".b· k-.-b-I k••• (b,-~X)-.,(1-X)

y- ~ - K.~ +-<K;. +b) K.~ +o,(1-X)(K, +b,-o,X)

~ +b +." "'-"'~-"---------,._

( a = a,(1-X) b =b,-a,x./ ,~-'-
- .----------

J dX t
v(X) = a.

o = (a: +a,l),)' -4a: b,)

.,

Mecanismo Secuencial Ordenado A .• B = Productos

1

'1
~"J
'0 j
-¡¡
~ o,e
e
o
O
~ o .•
o."
!
00.2

., = 10 mM (a,= 20 mM)
b, = 20 mM (b,= 10 mM)
., = 500 uilg
K.=lmM:K,.'=2mM
K. = 2 mM; K.' = 4 mM

" " so

Lecho Fijo
Reactores Continuos

Tanque Agitado

s --+ Productos

Fundamentos de Biocatálisis Enzimática Andrés lIIanes
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rT1nctplos de CisMa

Lecho Fijo
Reactores Continuos

Tanque Agitado

A + B ••••. Productos

Reactor Continuo Lecho Fijo

Mecanismo Secuencial Ordenado (A limitante)

J dX ~
v(X) = a,
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Mecanismos de lnac:tivac:ión

de-_ = k ·e
dt D

Reactor por Lotes

,( .•.•) _ k e (1- X) dX"e,.'\. - = s -
a+bX+cX1 I dt

x •

Ja+bX+cx' . Jk.e exp(-k .t)_-::--:,.,-- .....dX = • 1> dt
l-X s

• • I

~~(a +b+c).ln(l. X) .(b +c).X -o.S.eX' ] = k ·e, [l.eXp({).t) 1
K·kl>~

01
O O ~-~-~-~-~----,¡'_---J

O 2 4 6 8 10 12
tiempo, horas 'lb)-

x. ~~~{...c ~ ~·Cc"

t.~ CZAn~[b-t ~~ ~
~ ;,..._....-cL:~),

hA :. c,:;i..(_ N- ~ .~ 0&

-I~~':'__ ~D4 E~'___ el e=1;

1<.1> ~ ~ 1:--;), r H , ~ot-~'U,
(. .s, p ). ) '~ ~+a.~ ~~ CM ~ ~ ,
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, - 1+II.,(1-X)

dX = ....!!_) _ [1+II.,(1-X))-[1+a(t)+II.,(1-X).Jij
qX,t)-v(X,t) K_P""qX,t) - 2a(t)p..,(1-X)

a(t) = k-e@ L ~_____., ~ ~ ~

L -h·K 1 I ~..JiT .,;.,..:i..,_0_- _

dX = qX t) k·e(t)-(1-X) }
dt 'K~+P"'(1-X)J

de(t) x = f(t)
----¡jt = k. -t
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Reactor por Lotes

I
I
I
I
I
I
I

I
I
I
I
I
I Fundamentos de Biocatálisis Enzimática - Andrés lIIanes

15



I Enzimas en reacciones de sintesis en fase gaseosa
Dr. Eduardo Bárzana García
Facultad de Química, UNAM

México D.F. 04510
ebg@servidor.unam.mx

I
I

VII Curso Latinoamericano de Biotecnologia
XXXVIII Curso Internacional de Ingenlerfa Bloqulmlca
12 -17 Octubre
Valparaiso • CHILE

I La enzimología no acuosa inició formalmente en 1984 con la publicación del artículo
"Enzyme catálisis 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 años el campo de investigación fue expandido de manera notable por grupos ubicados
en laboratorios de todo el mundo, por lo que es hoy en día uno de los trabajos clásicos del siglo XX
en el campo de la enzimología. .

Otras dos línea importantes derivadas del trabajo con enzimas en medio orgánico, también
diseñadas y evaluadas por el grupo de Klibanov, fueron las reacciones en fase gaseosa y en
fluidos condensables a condiciones supercríticas. En particular, se trabajo con la conversión de
vapores de etanol en una corriente de aire para la producción de acetaldehído como agente de
sabor en alimentos (Bárzana et aL, 1987 y 1989a). Lo novedoso del sistema consistía en la
ausencia completa de un medio líquido lo que facilitaba la recuperación de los productos por
simple condensación. Otra aplicación interesante consistió en adaptar las condiciones para la
construcción de dispositivos biosensores y además desechables que permitían conocer con
bastante precisión la concentración de etanol en el aliento humano o de formaldehído en
ambientes cerrados (Bárzana et aL, 1989b y Bárzana 1995).

Nuestro grupo en la UNAM ha también trabajado en la extracción y modificación enzimática
de colorantes tipo caraotenoides en C02 a condiciones supercríticas. En particular hemos logrado
llevar a cabo reacciones de hidrólisis de diésteres conformados por ácidos grasos de cadena larga.
Interesantemente el desempeño de las lipasas empleadas para este propósito se ve maximizado al
trabajar a actividades acuosas bajas. Al momento también estamos estudiando la maceración
enzimática de tejidos vegetales para incrementar la extracción de colorantes y compuestos
bioactivos diversos. Asimismo, hemos desarrollado sistemas para el estudio de sistemas de
reacción en fase orgánica con enzimas hipertermofílicas a temperaturas de 900C o superiores.

I
I
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The actlOnoffour ofthe major enzymes found in pectinase preparations.
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1990's Ingeniería molecular de proteinas

a) Clonación transgénica
b) Mejora de propiedades ¡< vv-""-'"t1... r:L ~3>~/_""_ I ~ ,i_.: /. ~ I •...........,....c.. ¡. , ~.¡_' <= aLe,

e) Extremófilos

Impacto en mercados de:
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.....-::.....-::

Naftaleno Naftaleno-l-ol

OHroOHro .•.....
+ O2

Dloxlgenasa /......-::
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Naft:aleno-l-2-diolNaft:aleno
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CONCLUSIONES

1. La enzimologia en medios no acuosos ampliará su
aplicación práctica en el corto plazo.

2. La biologia molecular permitirá expandir dichas
aplicaciones.

,3. La combinación de medios bajos en agua con nuevas
enzimas hipertermofilicas es un área de aho interés
en investigación biotecnológicab ~ p~ "-

4. Ante futuras restricciones ambientales es importante
estudiar sistemas con C02SC en operaciones de
extracción/reacción, y de conversiones con sustratos
gaseosos para sintesis de aromas y control
de emisiones a la atmósfera.
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Se presenta una visión actualizada sobre el uso y potencial de la biocatálisis enzimática en
reacciones de síntesis. El tema es tratado en tres secciones:

En la primera se describe la transición de la biocatálisis enzimática desde procesos degradativos,
principalmente hidrolíticos, de escaso valor agregado, hacia. procesos de síntesis orgánica, que
representan su mayor potencial actual. Se analiza las características de las enzimas y las
condiciones requeridas para desarrollar procesos de síntesis. Se analiza también las dificultades
para la adopción de esta tecnología por parte de la industria de síntesis química y los nichos de
oportunidad para su uso.

En la segunda se aborda el uso de medios de reacción orgánicos, como aquellos especialmente
adecuados para llevar a cabo reacciones de síntesis. Se describen y analizan los distintos
sistemas de biocatálisis en medio orgánico (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.

I En la tercera y última se aborda en particular el uso de enzimas hidrolíticas en procesos de síntesis
orgánica, a través del sistema de análisis de casos. Se considerará como casos de estudio la
síntesis de antibióticos 13-lactámicos mediante la enzima penicilina acilasa en cosolventes
orgánicos y la transesterificación 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.

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

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

• Synthesis of 13-lactam Antibiotics. (Bruggink, A. ed.). Kluwer Aacdemic, Dordrecht, Netherlands,
2001.

Artículos de revistas: Enzyme & Microbial Technology; Joumal of Molecular Catalysis B: Enzymatic;
Biotechnology & Bioengineering; Process Biochemistry.
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BIOCATÁUSIS EN REACCIONES
DE SÍNTESIS EN MEDIO ORGÁNICO

Andrés Illanes

ocrubre 2003

11. Enzimas en Síntesis Orgánica 1

12. Enzimas en Medio Orgánico 1

3. Síntesis Orgánica con Hidrolasas
en Medio Orgánico

i. Síntesis de antibióticos 13-lactámicos
ii. Transesterificación selectiva de estero les de madera

,& Enzimas en solución en reacciones hidrolíticas
,& Enzimas inmovilizadas en reacciones de

hidrólisis e isomerización

Reacciones degradativQS
(escaso valor agregado)

Reacciones de síntesis
(elevado valor agregado)

r
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I 12. Enzimas en Medio Orgánico 1
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: en Medio Orga'nico :
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I i. Síntesis de CD"ltibióticosJ3-lactámicos I

: ii. Transesterificación selectiva de esteroles de madera:I
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lftzImu en ...., orpNCO
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3. Síntesis Orgánica con Hidrolasas
en Medio Orgánico

i. Síntesis de antibióticos p-Iactámicos
ii. Transesterificación selectiva de esteroles de madera
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síntesis por control termodinámico o-t.Li. J .~,~.,(-----~) ~----__,_--------
~~i-a-(¿

'[4z.0_J ~. c_

--SIntnti •••••••• ~.

PA
PenG+ H20 6-APA+AFA
CefG 7-ADCA

PA

~

AmpiciJina 6-APA+FG
Cefalexina 7-ADCA

. síntesis por control cinético

Síntesis de Ampicilina y Cefalexina con PAI
en Modalidad de Control Cinético

Á Selección de cosolventes

M Optimización de síntesis

• concentración cosolvente
• temperotura
'pH
• razón FGME/ 6-APA
· razón PAI/ 6-APA

Á rendimiento (mM Amp/mM 6-APA)]
M estabilidad operacional

X t1Yv:>o¿¡j .oe..e G.::> ~c; ~
c;::;::::::::::

Biocatálisis en Reacciones de Síntesis en Medio Orgánico - Andrés /IIanes
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cefaJexina

..

_-------

Jabones ~ Tall oíl Destilación
de licor negro a vaclo Acidos reslnicos

(TORA)

Acidos grasos

(TOFA) '"

{

Uvianos •

~ Destilació~
~ avaclo

...._.

r+x}.<
HO~c,H,

Esterol % en peso
75

15 ~itosterol ~

~
HO

Campestero;

Campestanol

Stigmasterol

7

2

<1

~itostanol

Biocatálisis en Reacciones de Síntesis en Medio Orgánico - Andrés lIIanes 9
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qpumlzaclón del proceso

3 %, 70ec, 50 mbar, 0.75 _
(E192-193)

liGO ~ ..~ ; .. :.:.. ~ ~.. ~ .. :.:..;. ..:r ~ ~

.i lO •
ü

~ 10

i 40
.;
-8 20

& ....... .........
12 11 20 24 21 32 3' 40

nempo(h)

• Estrroles .• EJtanoles

Fenómeno tecnológico reciente
cuyo impacto es prematuro evaluar

Oportunidades:
.á cuando se requiere alta especificidad
.á cuando Sy P son lábiles
.á cuando hay restricciones sanitarias o
ambientales

Desafíos:
.á mayor reactividad. estabilidad y especificidad
.á optimización de medios de reacción
.á diseño de reactores
.á sintonía con desarrollo sustentable

Biocatálisis en Reacciones de Síntesis en Medio Orgánico - Andrés lIIanes
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.A.~LICACI6KjJNDUSTRIAL~.~:-;
DEENZIMAS

Marfil Elvlra Zúftlga Hllnsen
VII Curo lO Latinoamerfcano de Blotecnologla

./ MERCADO [~E ENZIMAS INDUSTRIALES

./ CASOS

ACEITE VEGETAL

CAFÉ SOLUBLE

PASTA DE TOMATES

SUSTRA TO ~ PRODUCTO

E

,¡' ALTA EFICIENCIA

,¡' ESPECíFICAS

,¡' CONDICIONES AMBIENTALES SUAVES

,¡' BIOOEGRADABLES y NATURALES

\. ,¡' VENTAJAS REGULATORIASL APUCACIÓH EN INDUSTRIA DE PROCESOS

Innovación en la Aplicación Industrial de Enzimas- M· Elvira Zúñiga
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I IN6. 6ENÉTICA • ING. PROTEÍNAS

I
Reducción de costos de producciÓII

Productos més puros }

Productos més estables f lA.---... r
Eliminación de cofactoresI

I Mayor versatilidad de enzimas

I
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PAISES EN DESARROLLO .••

IMPERIOSA NECESIDAD DE INNOVACION TECNOlOGICA

POR QUE?

y' SEGUNDA FASE EXPORTA DORA

COMMODITIES", DIFERENCIADOS

y' AUTONOMIA

y' DESARROLLO DE CLUSTERS
.~

~ ~ CA.~¡j ~__, ("-'---'--- ~~ ~ .L_~__'<H';-'),
~------------------------------~--~

./ PROTEASAS

./ UPASAS

./ AMILASAS

./ CELULASAS

./ HEMICELULASAS •.•.

./ PECl1NASAS

./ PULULANASAS

./ PEROXlDASAS

./ OXIDASAS

./ LIASAS

ENZlMAS INMOVILlZADAS

:CASO~

,,¡' ACEITE

CAFÉ SOLUBLE
PASTA DE TOMATES

Innovación en la Aplicación Industrial de Enzimas- Mil E/vira Zúñiqa 5
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vms VINIFERAr .. - .!- eln enzima TI • 60 %....

BORRAJA (Boragooflicjn~ij;L~,)------ @)
...• ~

~ •
, ; artritis
i· dermatitis
i' .'nflamación
¡ ••• \clerosl.
l· cá.'leer, ate,----....••

INFLAMACIONE:S

COAGULACiÓN SANGuíNEA 1

• FUENTEH

~---------------_.~---------

¡Aceite
~--------~~~%~~~%~-+~~~._-~~%~~
Oenothera spp '

1

21 68-75 8-15 o
IBorago officin.'iJlis 30 36-40 18-25 0-1

:Ribes nigrum I 16 45-66 2-16

1C.nn.bI ••••• ;_t31 50-60 1-:3 15-25

;Mucor javanicus - 10 1f~ 28__ .L .L_

LA GLA ALA

~{(P_ 3D ¡;~~~ .0-:r'~
& ~Q_~ co - (ÚoU(L )

•
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JQw..tEsi•LAVADO Y SELECCION

I I

~'~r#
COLOR

CONSISTENCIA

(P-..w~ )I
_ t_ '._

TRATAMIENTO TÉRMICO I
1

TAMIZADO I
_ L __

EVAPORACiÓN '1
I . __ ~~ TONELADAS

I

PROTOPECTlNA

I
PECTlNA
OM. Ca PME Ca Ca

I
I

I
I

I ~ I I
I I I

OMe Ca OUe C. Ca OMe

I -_.
GALACTANASAS

PROTOPECTlNASAS ~--~~
RAMNOGALACTURONASA

rz1'J-;L:~ ~_~__ I.",_,J!_~ _I
ARABINASAS

bale: IlImno -galacturonano 1
1-4,0 galactur6nico + 1,2l ramnosu + arablnosa t galactosa \I
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Hidr6lisis enzlmática de
Biopolímeros

_,.. Rulz O'ReIIly
ElS-PUCV

L ~ ~

El\Iopollmeros

.Po límeros blodegradables gener.od09 de
fuente. naturales renovables que pueden ser
proa'ucldos pof' sistemas biológicos o
slntaltuclos quimlcament8 a partir de materiales
de orlg, '" biológico .

•Son ,los compuestos orgánicos más
abundan lee en la blósfera y constituyen la
mayor 'n 'cclón de las célulaa.

( Almidón
Carbohldratos ~ Celulosal Sustancia. péctlcaa

Protelnaa

ÁCidos nuclelcoa

I ,Yidrólisis Enzimática de Biopolímeros-
A.,drea Ruiz

I
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Corr\'I)Oalclón almldonea_-
Malz Trigo Arroz Papa

Amll_,~del 2t-30 18-25 17-t9 18-23

~-_._..,.
10-71 76-81 81-83 11-82

('!loea.¡ 1IIm1dón)
U¡>IcIM ('110da 0.~.8 0.8 0.8 0.1
100_)
""_¡IIU(% da 0.35 0.~.8 0.45 0.1
los tIÓÜdOS)

Cenlua(%de 0.1 0.5.().3 0.5 0.2
los sólidos)

Hldróllals del almidón

EnzIm •• usadas en la hldróllals del almidón

Enzima Fuente Enlace Producto

a.•• ml•••• 8.am)WJUqMIK"'" ...~1.' Cendo) a..JCtnn..
Cl2.Cl3,04Iy07

a_ o-'A,endo) a.-clllxtrine.
Cl3,(Uy05

A.~,A"'" «·1,.(_0) «.••_

G2yG3
¡¡...niIood- ~- u-1,.'.xo) Oeñinu 11m•••

y¡¡-"

OIucaMlaa •• A,..., 0.-1,. y 0.-',8 (•• 0' 111_

•••••••••••••• 8.~u. 0.-1,' (lindo) Oextrtn. linNl ••

Hidrólisis Enzimática,deBiopolímeros -
Andrea Ruiz 3
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Hidrólisis Enzimática de Biopolímeros-
Andrea Ruiz
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Celulou: Mac:anlsmo (le hldróllal. enzIrnitlca

~
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Sustancias péctlcas

Pollsacárldos leidos complejos que se
encuentran en dlwnlas cantidades en
los espacios Inten:alulares (le los tejidos
vegetales ("mina media) y en la pared
celular primaria y que tienen funciones
estructurales

Sustancias péctlca&

~.::::... '

-_. w

I Hidrólisis Enzimática de Biopolímeros-
Andrea Ruiz
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Pectlnasas: clasificación

{

Hldróllsls

Depollme,...s ~nsellmlnaclón
11••••• )

pectlnestenlS88 { desesteriflc8clón

te) ptlCtinHt.,.u

PKt.lto O pectlnt. li.Iu

PropIedlldes de las depolimerasaa

Nom_ !5uatmo ! Modo de IICclón
:prefwido I~~~_-=-~-~1=--~---¡_---

~.Iacturo"" i Pectalo ! ,..ndom

~~I~~~_~_;,_;.to~--¡¡~;"! ~:-=-:_
U~. . I
~--- ----j-- ---t- --------
End~1O -,_1'", _ ~f>~IO I nondom __
~~ 1_ IPerulo I,.,..,,,.¡
-~ Ú~---¡p~';' -l-;.~~ -

I Hidrólisis Enzimática de Biopolímeros-
Andre •.l Ruiz

I

~--t-~ /1n -&t..-u:--<._

t2--¡ ~

9



I
I
I
I
I
I

I
I
I
I
I
í
I
I
I / \J."

\ J

~'I

Prow-aa

í-- ... __o_ -------- --_- ---------

! .40% de las enzima. comerciales

·Prote ••• alcellna de BacHlus IIch.nlformls en

detergentes .,( ~ ~

·Prot •••• de Alucor en la fabricación d.

quesos -¿,? ~

dasiflcaclón de las prole_as

Feptldasas { ==...
(tl;o:opeptidasas) { Sen,. earboJlpeptida ••

C.rt>oxlp.ptld ••••
\_ ••••• Iocart>oxipopllda••

6{D,. il<A ~.¡,,, ..u{..' ."'"
(- SerinaprotM... {semi· histidina)

I SH pro,..... (d •• lna)

.'rote_ ~
(t-ndOpepbdasas) c.rt>o_... ("'......, oc.do)

••• tatoprotea.... (tOn tnetiltCO invoJucradol en .1 mecanisrno)

r

iJ

Hldrollsisde la ,,-caselna
de la leche

}J-

l••.~.e-_!
,/' . .
I '

I Hidrólisis Enzimática de Biopolímeros-
Andrea Ruiz
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DEFINICION

CÉLULAS INMOVILIZADAS SON CÉLULAS

FÍSICAMENTE CONFINADAS O LOCALIZADAS EN

UNA REGIÓN DEFINIDA DEL ESPACIO, CON

RETENCIÓN DE SU ACTIVIDAD CATALÍTICA Y, SI

ES POSIBLE O NECESARIO, DE SU VIABILIDAD,

PUDIENDO SER USADAS EN FORMA REPETIDA °
CONTINUA.

~. ""~"" I...J~' _J_L, ~ ~ ~
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Aplicación de células vegetales y animales
inmovilizadas (~fO fv" ~o L~~~ @j)
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Soporte Células Producto

Espuma de poliuretano Capsicum frutescens Capsaicina

Alginato de calcio Digitalis lanata Digoxina

Alginato de calcio Catharantus roseus Alcaloides
,¡/(_ l/LA ~ '.r- L- ,ya--

• Alginato-polilisina Páncreas murino Células -; (,P~ <yJ vlt eA;r -
Alginato-polilisina Hibridomas Anticuerpos monoclonales

~C).-;,.e ,'\.JL<:~!;x

~ ri..?"~

Membrana polimérica Riñón porcino Sensor de L-aminoac. ARt{;.~ +.~~
Poliacrilamida Glándula posterior Proteína de seda ~~, eL. ~f ~.i

del gusano de seda
,/)#..).¿,_ J t-.~.

Alginato-polivinilamina Eritroleucemia de rato Células

Alginato de calcio Riñón de mono Células

Adaptado de Moritz, V. in Fundamentos de Ing. Bioquímica, Cap. 6, P 202 (2002)



I Aplicación de células inmovilizadas en el tratamiento
de residuos contaminantes
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,...._
Soporte Células Substrato ..f[

Quitosana lignosulfonato Methilosinus + Tetracloroetileno

Metanógenos aeróbios

Alginato de calcio Rhodococcus opacus Bifenilas policloradas

Gel de alcohol polivinilico Lodos activos Carbono + nitrogeno

Cerámica Rhodococcus sp. B261 Acido valerico gaseoso

Carbón activado Bacillus coagulans Piridina+tolueno+ cloruro
demetileno

Gel de alcohol polivinilico Alcaligenes xilosoxidans Thiodiglicol.

Alginato de calcio Comamonas sp JS46 + Acidos nitrobenzóicos

Comamonas sp JS47 (meta y para)

Vidrio sinterizado Burkho/deria cepacia Tricloroetileno

Alginato de calcio Pseudomonas j/uorescens Fenol + c1orofenoles

I
I
I
I

I
I
I
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MÉTODOS DE INMOVILIZACIÓN DE

CÉLULAS ¿~ +-) .

1. ADHESIÓN SUPERFICIAL
• Por adsorción natural

Soportes: virutas de madera, resinas de intercambio iónico, celulosa
y sus derivados

• A través enlaces químicos
Uso de agentes quelantes; formación de enlaces cruzados

2. AUTOAGREGACIÓN
• Natural

Agregados celulares , ~ G<.i, .•'../v,-, .

• Inducida
Empleo de: polielectrolitos; agentes bifuncionales (enlaces cruzados) d..i.. Jck.t..,-d¡~,

3. CONFINAMIENTO EN UNA BARRERA
• Barrera generada durante la inmovilización

Microencapsulación; emulsificación
• Barrera preformada

Uso de membranas de microfiltración, ultrafiltración, diálisis [1' ~ ~~
Ji ¡;0~~)

4. ATRAPAMIENTO EN UNA MATRIZ POROSA >-t ~
• Preformada

Cordierita, cerámicas, vidrio poroso, rocas volcánicas, carbón
activado

• Formada in-situ
Gel de poliacrilamida, de alginato de calcio, de K-carragenina, de
a~cohol poli-vinílico (~F)

Adaptado de Karel et al, Chemical Engineering Science, 40, 1321-1354, 1985
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CÉLULAS MICROBIANAS

.ESTABILIDAD DE CÉLULAS lNMOVILIZADAS

Aspanasa
t1J2 === 1')0 d·

- laS

) Células inmovilizadl<l

~
- j,.) dias

tUl = 11 días

Células libres

Comparación elltre la desactivación de aspartasa de EscJlerichia coli y
fumarasa de Brevibaclerium amonjagefles en células de estas bacterias,

libres y inmovilizadas

o~-- ~ ~ ~ ~~ _
O 10 20 40

Permanencia a 37°C (d)

Adaptado de Chibata 1 & Tosa T. In Advances in Applied Microbiology, 22, , 1-25, 1977
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REACTORES CON CELULAS INMOVILIZADAS

• REACTORES TUBULARES DE LECHO FIJO Y LECHO
FLUIDIZADO

• REACTORES DE MEZCLA CON AGITACION ME CANICA,
DISCONTINUO S y CONTINUOS

• REACTORES DE FffiRA HUECA

• OTROS TIPOS DE REACTORES



BIORREACTOR DE LECHO FLUIDIZADO
TRONCOCÓNICO

1I
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Entrada de medio
Entrada de
aire estéril

,----t> Salida de aire

Salida de medio
fermentado

Células
inmovilizadas

j!.:'



I
I
I
I
I
I
le
I
I
I
I
I
le
I
I

PRODUCTIVIDAD EN BIORREACTORES CON
CÉLULAS INMOVILIZADAS

Prod uctividad,
p

Pr= -
Vt (

g de prOducto)
litro. hora

Donde
p =peso de producto, g v = volumen, L t = tiempo, h

{Pr}¡ = L
V,t

Porosidad del reactor:

6o o io :
o 001

o Io OOOio '
00 0'1

00o o i

g gol
000oo o

0oc:P o
o oo
0000

00o

VL = Volumen de líquido
VE = Volumen de biocatalisador
Vr = Volumen total

(Pr) = _p_ = p = (Pr) r

L VLt VrE t E

() p p (Pr)r
Pr B = VBl = V

r
(1- E) t = 1- E
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CÉLULAS MICROBIANAS

FERMENTACIÓN ALCOHÓLICA CON LEVADURAS INMOVILIZADAS
SOPORTE: POLIACRILAMIDA-HIDRAZIDA

PerfIl de fermentación alcohólica continua en biorreactor de lecho fijo, flujo
descendente, con células de Saccharomyces cerevisiae, inmovilizadas en

poliacrilamida-hidrazida.

Adaptado de Lopes. lR - Fermentayao alcoólica com células de leveduras imobilizadas em
poliacrilamida. Tese de M. Se., Escola de Química da UFRJ, Río de Janeiro, 1987

4~"--------------Tl0
.Azucar RHlU<:to<T_1 (ART
.•.Produaivídad
IEtal\Ol

o+---.---.-~--~--~--~o
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Tasa de dilución (h")

B 9

8

2



HEPATOCITOS INMOVILlZADOS EN FIBRAS HUECAS
(HÍGADO BIOARTIFICIAL)
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CÉLULAS ANIMALES

~~r-------------------~

o ISOso 100

Tiempo (h)

Metabolismo de arginina, omitina y urea por hepatocitos inmovilizado s 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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CÉLULAS ANIMALES

MICROENCAPSULACIÓN DE CÉLULAS PANCREÁ TICAS

Micro- J
encap~ulación .

/AA o.Y~ ~o r-Lr;.~...• -,
{ . '..
!..'::'\1'. "~.,~

Inyección de
Streptozotocina

Ratón
sano

• (1 ~••
Implantación de islotas

pancreáticas mÍcro-
encapsuladas

Adaptado de F. Lin, Microencapsulation of Living Marnrnalian Cells, in Advances ID

Biotechnological Processes, Vol. 7 - A. Mizrahi (Ed.), Alan R. Liss, New York, 1988
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USO DE CÉLULAS INMOVILIZADAS
DESVENTAJAS

• PROBLEMAS DE TRANSFERENCIA DE MASA

• COSTO DE DETERMINADOS SOPORTES

• ABRASIÓN DE ALGUNOS SOPORTES

• ROMPIMIENTO DE ALGUNOS SOPORTES POR EVOLUCIÓN DE
GASES

• DIFICULTAD EN MONITOREAR EL CRECIMIENTO CELULAR

• PROBLEMAS CON SEPARACIÓN DE PRODUCTOS
INTRACELULARES
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Fundamentos de Bioseparaciones
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,':undamentos de Bioseparaciones

• Bi 'Jseparaciones ~ Downstream
prt 'cessing

• Caró cterísticas de los productos de
biopr,xesos

• Secuer Icias de separación

• Principi·Js de operaciones de
separación

Bioseparaciones
Downstream processing

I
I
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car.,,':lerísticas de los productos de bioprocesos:

• Inicialmente e«án en soluciones donde también se
enCt;entra u,o! gran variedad de tipos de moléculas

• Inestablef su Inestabilidad depende de:

- pH
- TE' lperatura
_ 'Jerza iónica

TIpo de solvente usado
- Presencia de compuestos tensoactivos

1
Características de los productos de bioprocesos 1

I• La mayoría son comercializados I:XX su actividad
catalítica
- PeniCilina

- Taxol

- EstrepWkl:1éSa

activioad antlbacteriana

actividad antlcarcerígena

actiVidad disolución de coágulos

- Enzimas por su respectiva actividad

- Baci/lus tf1uringensls actividad Insecticida

Clasificación de productos de bloprocesos

• Compuestos orgánicos de PM bajo a medio
- Ac. Orgánicos, azúcares, péptidos,

hormonas, aminoácidos, antibióticos

• Macromoléculas
- POlisacáridos, proteínas, ac. nucleicos

• Partículas
- Células, esporas, organelos, virus, pari(culas

subcelulares (Iiposomas, nbosomas)

Fundamentos de Bioseparaciones-Germán Aroca A.
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Proteinas Top 10

EnlrotX'letlnA (c·¡tllnula ge Uf8Clónlcreclmlento de glóbulos rOJo$)

factor esl1mul1l111Cde coloQl.:s (estimula generación/crecimiento de
gl6bulos blancos)

Insuhna (Diabetes)

a Inferferon (Icelon Intlcancen~·(.na. infecciones)

Vacuna contra Hepatitis 8 (Hepe,·,'tIS B)

Glucocerebrosldasa (Deficiencia 8' ~nética)

Tpa (Tissue plasmmogen aCtlvaRor) (Ataques.1 corazón)

Hormona de creCImIento somatotropl na (crecimiento defiCIente)

Anticuerpo GPllbl1l1a (previene coSg\. -los sanguineos)

¡nlerferón p ·Ia (EsclerosIs mulllple)

Macromoléculas: proteínas

Estructura primaria
Secuencia de aml'lOácidos

Lipidos
! Upoproteina
, Oligo>acaridos

Glicoproteina
Fosfato

, Fosfoproteina
I Perlinna férrica

Hemoproteina
Flavin Nudeotido

Aavoproteina
! HferTO, Zinc

Metaio¡>roteina

Estructura secundaria
Enlaces de hidrógeno

Estructura terciaria
Estado tridimenslonal

Estructura cuatemaria
Interacción con otras moléculas
(grupos prostéticos)

Estabilidad de proteinas

Depende de la estructura terciaria y cuatemaria
causas de degradación de prolelnas
- Deamldadón de asparagina V glutamina
- Oxidación de medonlna
- Okgomer1zación
- Agregación
- Fragmentaoón (depolimerización)
- Cross-lmkm(J
- Rean-eglos Inter and intramoleculares por- Intercambios de

enlaces disutfuros de dstelfla

L
-Denaturaclón: rompimiento de enlaces de hidrógeno y

_-_-__ en_Iaces__ Ión_Icos__ q_ue_de_ter_mI_na_n_la_estruc__ t_u_ra_ter_ci_an_a -----'

__________________ --'F....:u""'n..:..:d::.;a::.:m.:..:.=e..:..:n~to::.;s=_=do.:e;...:B:.:.;iosepar.lciones-GermánAroca A.
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Objetivos de la secuencia de separación

Fllre:u conllJod de _!!..rodll(lo
canudad de proJul·fO .•.Can/u/ael , ~Jla' dl' IInl'urc:;u.\'

{/mdadf!x de 0(.:/11 ;tIa".' hlOltil/,/CII
AclIl'1úad t'spec.:ifu.:a;:: - - o_

mu.\',',

Rendimiento = CanliJud de produclO u lu salida
('anlldad de producto c.J la -'ntrada

~------------------------------
Etapas de una secuencia de separaCl'ín

Diagrama de flujos de la
producción de Ac. Cítrico

'::~UC~.!.~~_:,~~~.~

•

e!:~ ~~ .k'/( ~~ (?-- tI: ~

1p._ J tA_- ¿/L'4-.,,'----O_' _

Fundamentos de Bioseparacioner-Germán Ar',.)ca A,
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PrinCipios de separación
: Propl.dlld prtnclpal: Op.r.clór'

j F ¡Ifrac ,6n. - M¡era --u iÚafi itrc ':Ion
1e rom ~!_9.!l~_i!!@_p_~_e_!_~~_:_:1Q.'·,_

Sed,m~"taci6n. Centrifu~)a ::ión

OsmoSIS inversa, diálisi5.
t"! e m O r ~~ ~~_!i~~r!_a_~_
i DestIlaCión

T ilm año

iSorCI('.f' •.•~¡:>ed,(,a

I
¡Carga ,onl(d
1- __

H.dro'cblCldaCl

Intera~(tO;'les esp

!: xtrc\cción, PrecipitaCión

, r.,dso'(Jón
j
!Cromatografía de jnt. ~nic of - - - ---
:(romatografía de int. hidr{lfóbica

:CrC'rnatografía de afinidad

Concentración de biomasa al ti nal de
etapa de producción

Tipo de célula

Levadura/bactena

Hongo

Producto ¡ Cona!lltradón

:p,.~;;;í~-~~lO!IutarI 3"':6~; seco
I ,t-- ---:. __-- --- ----1-------- .
. Acutnco 2-3%
I PenICIlina 2 - 4 %

B3cteri3S enllmas
céJuJa~-an,m-a-les---~-------"'O-.-O-2 -_-0-.0-5----.4

j
3 - S %

Célulasve<}elales 10.1 - 0.5

j
I

1

Fundamentos de Bíoseparacíones-Germán Aroca A.
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Técnicas ñsicas de rompimiento celular

Sedimentación Gravitacional

Fb • 'F
~d

lFg

F~ __ me n :r _ t10

I1r'~ll~ ,.'
v,,,, ' =2.7S-1~ pn.I

La partícula demoraría 700 (h)
en recorrer 7 (cm)

Sedimentación centrífuga

_¡,

W ( 11
~l

dV ( {I " l C •. ¡t. -A v
~~'i 1- . -r -(O) - ••

'tJk'~t~ _

'í -, ¡) /~ ,
+2'~ ~ Fv~~_' _

" ·_Lf! J)g4 /.;~ /_{O__ · _~,
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Fundamentos de Bioseparaciones-Germán Aroca A.
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Filtración convencional
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Filtro rotatono a vacio ( ~~___;)_- _

Condiciones de filtración en filtro rotatorio a vacio
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Membranas

Módulos de membrana

'1~.-

3
..::.._-

~ ...._---
o •••• •

'. -.-

Tubut3r ,
Membranas planas

Membranas planas en espiral

Fibra Hueca

Modelo de polariza<.ión de la concentración
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Fundamentos de Bioseparaciol es-Germán Aroca A.
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MOAIIo Tubul_

RuJa lamInIr (R# < 20C,10)
C,.,...."..,.,..zflNS),4. ••••••.••fJ·,H,'

I('

I

qu)o ToIbulento (Re> 2000)
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S,lstemas de extracción de dos fases acuosas

• Sistemas polímero / polímero

- Polietilenglicol (PEG) - Dextrano
- PEG - Hidroxipropil de almidon

• Sistemas polímero / solución salina
- PEG - Fosfato de potasio
- PEG - Sulfato de potasio

Adsorción

• Tipos de Aosorción

- fis:ca q
/

/' - lón¡caI -Hldrobóbica

l!- Afinidad
- f'M1-. ~.-..JI.'I.: •.•....
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,"'ooI""""".~."~ ...._-~_.---r-:==--r - --~~=o~~l1-.......-- ...".._:
~ !ofo«t, ••••••• 0 . __ •

r;;oac;;\·~';:o. l
, caul.A~
.~""".""~,
L_~~"'-.!I!Jil __..•

- _ ... - ..:~-

r
m~O:-~-.in.uu

,..<1600(_ •. "..••••._1..........-.~-ow-
! 1Ar••••• .,.,.~
L ...

f·
klJI ITWUoCJOfI~ ..•.._.__-

;- . - - _'_- - +- - ._.- - - - - - - -
___ .•.._ ....•.
~·0<.1~ •.,--

oa.MJtMUrAQO. o
ttDtOCJOlI CM .ot.VUlTt:*-:~=::~._-

~ o»t/vo~ ~'" te
~>(=[]~~e:...._._

Jl-:.' v~ 0<1-->--. ~ ~ ; fk:
\\. ~ -h~G-Q. ~ ~~ ,

\~~~ ~~~~

o.d~~ (~To ~_ ).

Fundamentos de Bioseparaciones-Germán Aroca A.
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Purificación final

o Cromatogralla
r\~-[xclusión. intercambIo IÓnJCO.afinidad. fase

reversa o interacclón hidrofóbica, lectin

o Precipitación fraccionada

o Di afi ltración

o Cristalización

Cr.0matografia en columna

o Exclusió 11.

o Intercambio iónico.

o Afinidad,
o Fase reversa o interacción hidrofóhica.

o lectin ...

DIAFIL TRACION

EJ•••Ot.. ]t'" Operación en ciclos del. r :.".diluCIón-concentración

".~ }/v.··· ··T
" l· .

!

OperaCIón continua

--------------_._---

_________________ _!,.F.!::u~n~d~a:.!m:.!e::.!n!.lt~o~s...:d:.:e:...;B=;o~s~e~p~a_'faC;ones-GermánAroca A.
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I SEPARACiÓN DE LOS COMPONENTES DE LOS ESTEROLES DE MADERA MEDIANTE
DESTILACiÓN DE SENDA CORTA.

Escuela de Ingeniería Bioquímíca
Pontificia Universidad Católica de Valparaíso

I

I

Los esteroles de madera comprenden una mezcla de esteroles saturados o esta no les y esteroles
no saturados. El porcentaje de estanoles en la mezcla varía éntre 10 a 20 %. Existen incentivos
tanto técnicos como económicos para desarrollar un proceso de separación. 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 síntesis de los fármacos
esteroidales. El efecto que un elevado contenido de estanoles en la mezcla puede ejercer sobre el
proceso de transformación constituye actualmente una incógnita por lo que se prefiere actualmente
una mezcla con bajo o ningún contenido de estanoles.
Los estanoles a su vez tienen una crecienta demanda en el mercado nutracéutico por sus
probadas y aprobadas características hipocolesterolémicas. Por tanto la eventual separación de la
mezcla no sólo resolvería un problema técnico sino además incrementaría el valor agregado d elos
productos separados.
No obstante, las propiedades físico-químicas de los componentes son demasiado similares para
permitir el desarrollo de una separación y actualmente no se conoce otra técnica que la que se
encuentra en desarrollo en esta Escuela.
El método se separación consiste en dos etapas unitarias. En la primera se realiza una
transesterificación enzimática selectiva de los estanoles en la mezcla, lográndose una
diferenciación significativa de volatilidad entre los componentes de la mezcla reaccionada, y en la
segunda etapa la mezcla se somete a una destilación a vacío.

I

I

I
I
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Separación de los
componentes de los esteroles

de madera mediante
destilación de senda corta.

(Shorth path distillation)

And •.•• Markovlta,

Octubre 2003

IJ!~.Materia prima para la obtención de
,J esteroles de madera:

~'~ a.- Jabones de licor negro
~ ~ b.- Resíduo pesado destilación tal! oil (tal!~t oil pitch).

• Origen de la materia prima:
Resíduos del proceso de

elaboración de celulosa de madera de
pino por el proceso Kraft.

Esquema del proceso

-..u..CONDENSADOR T••••••••••
Asdlas
depm

l
DIGESTOR FILTRO t---+ 1'uIpa-

1 1·1 ..,SO, ..,0
Uco< negro 1 ¡ ~

l EVAPORADORES SE_ENfADOR REACTOR

t - ~, I !
~~~~ "TelotrcnJdc

(~ g-~jp

~r_A-,LVJ )

Separación de Esteroles por Destilación Mo/ecular - Andrés Marlcovits
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Usos y aplicaciones de los esteroles:

Esteroles:
Materia prima para elaboración de fármaco s
esteroidales, previa remoción de la cadena lateral
mediante un proceso microbiano.

-~
a/ I . .

a97 ¡.iif[
.' ]>~". (.),_"'s-~.--...r¡

¡,. (b) ..__3.1' ..••••••(AD)
.' .el (c):I 3,17_(ADD)

. (d):_"_~.1'_(lIo&-OH-

Usos y aplicaciones de los esteroles:

Estanoles: (~~.j._ 0<:> )

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

Motivación para desamollar un proceso de
separación:

'lTécnica: La industria farmacéutica prefiere un
,{roducto con bajo contenido de estanoles.
"i_conómica: Aumento del valor agregado.

,

,(f)p o-b~ t ~ r/VvJ ~~
:f~' eA--- l)Ú fN'- h~- J~

~ ~ 0G~-...Á)-ú ~L ~ lo/¡ t~~e-.
uv- ~~~~ (()4~ ~k-./~~)

Separación de Esteroles por Destilación Molecular - Andrés Marlcovits
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. ~ .9-~ 4- c..-.:T\ ~

Destilación molecular implica distancia del "- 0 ~_..,~ -.,._-----
orden del camino libre medio de las moléculas ~ f ()-
de vapor. ~ { J P I ~~~

.Molécula de vapor llega al condensador sin
sufrir colisiones •
• Posibilidad de separación en una sóla etapa
teórica.
.Normalmente requiere muy alto vacío •
• Rara vez ocurre en la práctica
.camlno libre medio:

/~-:~
\ A. - '" J2'1r' d' .P }
"'----~

~: ConstaI*" ••••••• ".• '"1 ••..•..,
4: ••..,_.. ••fIMtIItCua.

P:""-T: __

Equipo de destilación de senda corta:

Columna de película delgada descendente
(superficie de evaporación) y condensador
concéntrico.
Generalmente opera a presiones de vacío.

Separación de esteroles y estanoles ésteres
debe realizarse a baja presión y temperaturas
relativamente altas.
Presiones de vapor muy bajas.

Desventajas destilación senda corta:

• Equivale a menos de una etapa teórica de
separación .
• No puede separar mezclas de
multlcomponentes .• Separaclón eficiente, aún
para mezclas blnarias puede requerir más de
una columna o sucesivas pasadas por la misma
columna a diferentes condiciones .
• Costo.

_.:,~~ -vvo__ ~ ~_~__ .o....__ e-.:rZ_-' ~ ~

..;::~:,_:.,__~,:___ LA>< - _~__ ~ ~_...JI.- A G..s._

~d-R__ 0C_r-o-----1-~~f--_;;___"-"""__ ~ __ f<>...___ ~ __

~ p cr: Q)~ ~ -1-. L cJ._.o-4 >2--¡

~~r'

Separación de Estero/es por Destilación Mo/ecular- Andrés Mark.ovits
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Reactores para proceso de esterificación

Laboratorio de Esterificación enzimática

www.esteroles.ucv.cI

~~~~~

~ ~ (~~~Ja ~~ ~ cuv-'~
U;:p~ f-~0 ,~0"'-'2 ,~ R--~i ~

d ~-(~~'3~ ~)

Separación de Esteroles por Destilación Molecular- Andrés Markovits
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EXTRACCIÓN DE.ENZIMAS

INTRACELULARES

Marta E/vira Zúltiga Hansen
VII Curso Latinoamericano de Biotecnologla

SEPARACiÓN SÓUDOI LIQUIDO

extracelula;:.r "'- ..:¡intracelular.¡; J,
_ ·EXÍMCCJÓP'CONCENTRACIÓN .

J, J,
SEP SÓLJD()I ÚQUI99 1

J,
.. PURIFICACIÓN

J,
'XMk. a ?,. A;a;::c:w:;a4!· •••••eo::Qi!iIi'-;CC:¡¡;¡O¡;: .\$"-_"~

,~- .....
C~ ,-_, + Pi

UBERAR EL MÁXIMO DE Pi

MANTENER LA ACTIVIDAD BIOLóGICA

UBERAR EL MíNIMO DE CONTAMINANTES

MINIMIZAR DISGREGACI6N DE FRAGMENTOS

J~

Extracción de Enzimas /ntrace/u/ares- Ma E/vira Zúñiga
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N : nO de pasos
K: f(equipo, T", P)
k : f( equipo, válvula, T")
a : f( mo, cultivo, est. fisiológico)

I

I ®
ü~

N :n"depasos
K : f(equipo, 1", P)
k : f( equipo, VlIIVuIa,.,., -
• : f( mo, t:ultivo, -

~

8St. tIsJoIógico) f- ¡
a:_

. .
N

I
I
I
IC

I
Saccharomyces cereviseae = 2,9

a Bacillus brevis =1,8

Ecoli = 2,2I
,------,

Q, 1_--1~LA~C~T.~~~E.~col~ij-' I

N : n" depasos
K: "'_ipo, 1",P)
k : '" equipo, vMvuJ8. .,.,
• : 11' me, t:uItivo,

at. IIsioIóglco)

••

........,_1*1

~~~.~~.
(b: ~.<?~.

:~r--re._~
J ~ L/\ + /v----J~_,

Extracción de Enzimas /ntrace/u/ares- Ma E/vira Zúñiqa 3
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60

50

40

De 30

20

10

O

O 2 3 4 5

N

I
I
I
I - Fosfatasa ácida; - Invertasa; - 6 PGDH Y G6PDH;

- ADH; - Fosfatasa alcalina; - Fumarasa

I
I ,/ ALTA CAPACIDAD

6000 Uh, 140 MPa
5.300 Uh, 55 MPa

,/ CINETICA DE PRIMER ORDEN
f(P,N, válvula, célula, cultivo)

,/ REQUIERE ENFRIAMIENTO ENTRE PASOS

,/ POCO APUCABLE A MICROALGAS y HONGOS

~.- &.tt/U- ~ ~ dLiro ~1.

~tv.~!n~ dé~.

,
c,d-e~, .t/(/-c;' {}v ~<..~.~?

Extracción de Enzimas Intrace/u/ares- Mil E/vira Zúñiga 5
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TIEMPO ( mln)

o ,.I~)-o.632t
-1,U-A

o VALOR EXPERIMENTAL

d-R ,
-

~ TIPO DE EQUIPO

~ TIPO DE MICROORGANISMO

~ CONDICIONES DE CULTIVO

~ VELOCIDAD DE AGITACiÓN

~ FLUJO

~ TEMPERATURA

~ ABRASIVO

~ CONCENTRACiÓN CELULAR

1

EQUIPO

100

•3!

!
:! ID

~
Q,

•
• Acero inoxidable

DYNO,.U 5L
V-10 WS; 7"=-5'C

[CELJs4!j"
o so 100 ISO 200

Uempo(all

'r f /W-~ (~~ ,z__-,L~

.!roJb 6L= cr-40: ,kG

rj~l: 1~C
30 ~c

u

Extracción de Enzimas /ntrace/u/ares- Ma E/vira Zúñiga 7
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TAJIAljO G,2mm < d < 1mm
CARGA 70%. 90 'Yo
!lATERIAl DlSPONJ8IUDAD,

COSTO
RESISTCNCIA,
PESO ESPEdFJCO

Dyno l1li1KD5 100U11

- 10,5m1s
- 5,1 mis

o 15%
.d 80%
o 70%

~ TECNICA ESCALABLE

~ ALTAMENTE EFICIENTE

~ PERMITE CONTROL DE T"

~ CAPACIDAD

NlMERO DE PASOS

Dyno MW : 5LIh ; 15 '/o 0,26-0,6 mm

Netzsc:h : 93 LIh ; 80 '/o 0,66-0,15 mm

Manton Gaulln : 64 LIh, 80 111,..

~)

~ DEPENDE DE UN GRAN NUMERO VARIABLES -t---1I""'') M. ¡V-.V:/.¿v. PvJ.<..L/.. -r .~ d..•. P. CGr6-"":"'-vo..9-¡

~ Jp~ dJ kL.I-o

Extracción de Enzimas /ntrace/u/arer Ma E/vira Zúñiga 9
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» au",.m •••,

HONGOS _. + QUI11NASAS

ALGAS _. • CELULASA$

c..._ 40"'_ 1_ 1_

111 CI'CIIIII tt miJto • CrtDIIII8 moliDo I

C6lula = 210 gil, Enzima = 0.5 gil ••••••
4O"C, pH =4.5, Velocidad = 180 Uh ...,. US$/ kg PIGMENTO = 0,14

P~.~~/~~
d..!. ~ ~ ~ C0 fl"U dv ín...--, .

~)ck"-Vvl ..~..vl /l¡~tr /--vI . J.__Q (CrJu íl2--

Jp.,V\ .~<.K'v-V" ~ ~ •

,~~\Y.~,~
~:"
~~ .

. .
.11 ~ 7

Extracción de Enzimas /ntrace/u/ares- Ma E/vira Zúñiqa 11
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MODELACIÓN DE CROMATOGRAFíA LÍQUIDA: PURIFICACiÓN DE PROTEíNAS
M.Elena Lienqueo Contreras

mliengue@cec.uchile.c1
Centro de Ingeniería Bioquímica

Departamento de Ingeniería Química
Universidad de Chile

Se describen el funcionamiento de una cromatografía líquida y los principales modelos que se han
desarrollado para predecir el comportamiento de las proteínas al ser purificadas por estas técnicas. Los
modelos analizados son Modelo Equilibrio, Modelos Estadísticos, 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, Garacterística que no tienen los otros modelos. Finalmente, se presentan los estudios
realizados para estimar los tiempos de retención de las proteínas bajo Cromatografías de Intercambio
lónico, Interacción Hidrofóbica y Permeabilización por geles a partir de las propiedades fisicoquímicas de
las proteínas, como son densidad de carga. hidrofobicidad superficial y peso molecular, respectivamente.

Bibliografía:

• Garrido, C. 1997. "Modelación y Simulación de Procesos Cromatográficos de Separación de
Proteínas". Memoria de título de Ingeniero Civil Químico, Universidad de Chile.

• Janson J-C , Jonsson J-A (1998) "Introduction to Chromatography" en "Protein Purification:
Principies, 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,. Vásquez L, Asenjo J. A. (2003). "A methodology for predicting the
separation of proteins by Hydrophobic Interaction Chromatography and its applicatíon to a cel!
extracr Chromatogr A, 1009: 189-196.

• Lucero, A. 2003. "Modelación y simulación de cromatografía para predecir procesos de
purificación de proteínas". Memoria para optar al título de Ingeniero Civil Químico y Biotecnología,
Universidad de Chile.

• Olivares, G. A. 2002. "Simulación COl1'lputacionalde la Puríficación de Proteínas mediante
Cromatografía de Intercambio lónico". Memoria para optar al título de Ingeniero Civil Químico,
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. "Ion Exchange Chromatography of Proteins".
Chromatographic Series, 43. Marcel Dekker Inc. New York.
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Proceso de cromatografía Líquida

La cromatografía es un método de separación para
mezclas y aislar componentes.I

1>1>
0>1>
I>C>

I lA base de la
cromatografia es la
migraci6n ditv-encial, es
decir, el retardo selectivo
de las mottculas de' soIuto
durante su paso a través
del lecho de partlculas de
resina (Columna).I

I

Til10 de Cromatografía

Tlpock i PropI<dod Ji1skoqaImJco o CanctaIs_
crom~t"'nna BIooalIllln

NO ADSORCION

P""""'_I- I »no MoIecular
_ ••.•...•.

nttnc:IOII,.,o.I" (GI") =:C*::'~IIXJw1 __ r T_a60

ADSORCION

AI1D1dod(AC) I AIlnldlld BIoIOck> ~Eat,lau :i -"c.p.d_* 4Aa
V.1ec:MM: AJe.

~1.t.lI~.(ttc) c•.••• .u•.•••• pB --- ... 1~ •••• CIlU •• QI) ¡ c.p.d"c .uu
v.a.c:IDC: .uu.

I~~er. ••• r.aldq: i ,....ú..wcuk. ••••••• IeIJ'4Aa ri c.,.ca-. x.,. 4KI
V.1ecUM: .uu

:c,"'"IODIlI ••.••.otIol'. I BI••..•r.-..kI••• s~ -_ ....
c.,.cI •• C I.ha
v.Ied..cAlu

•.•••,..__(UC) :~~"""''''ku. ••••••.•• bm•••
, •..••..•fUku ea,.cu.*~.

-~-+FF~r;_;:'~::.....:.-"1_..::;_(f/v:..:::.:::___:' ..~~. -/a~~I-'r'U-_!tL,__Cct

'\'W i~ <kv Chc:?~--=7

~ b.-~ .( l.fV\ r '('o ~ {~~ ..._.,_Js1 r..-i-

~ ~ ,V--<2- ~ -(,_ ~' o~ '11M 1.,.,d--

Mode/ación de Cromatoqrafía Liquida - Marla Elena Lienqueo 1
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Crornatoqrafía de E1ueión

E•••••••.••.c.unn. I
c••.••.••_ •
..."•.I.c-. •I

_Iao•••.••__ I
I....•.....c-. 1

IISoPRbt-or ••• --. - •••••• ~ 1
'H •••• fuerza "'""'"e..,.....& .. _"•• ::.m.:: te cual 4 • ..,J,. •• :"'f_~ ..
~",,,,,,,,,,,,,,,"""-'"--•........••_ ....
~ Modificación de las
condiciones de la fase m6vi1de tal
manera de debnitQl' las
interacx:iones entre la proterna y
la fase estacionarias, lo que
prowea la elución de la proterna
de acuerdo a los diferentes
grados de intcracci6n con la fase
estacionaria.

I
(

I

I
I
I

l
r

I
I
I
I

La composiciónde eluyente
se mantic.nc constante

Lo Eluc:iónpuede ser lI.vada a cabo de varias fortnas:
-Isocrática:

-t;radiente
Lo compasicióndd
eluyente varra
gradualmente

- Uneal
- Escalonada

.
,

~:.-..,_._<-"
, ~

,

'"-

, .
.

..
.

ModelosfO!'!!!ulaCosporo Procesos Cromat0gr6ficos
Las modelos de discllo

-Predicen los tiempos de retención.
-Lo fortna de las c..-.as.

Los modelosson del tipo:
·Equilibrio.
•Estadlsticos.
.Modelosde balance de masa.

'De platos.

":~""""-7:'"

¡ /': \,
L..¿~ ..~._.~~~·~__.._

'.
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Modelos de platos
Modelo de plato Tradicional

Divide la cohMnna en unca ser •• d. pequeña celdas artificiola
pcrlec:t••••ont. mezcI.das
So obti_ ocuDCiona dif•• _ioIu d. primor -.. •••
describen l. .dsorciÓn y l. tronct•••••••io do ••••• en l.
intorfuc."* No •••• e-ai •••••t. apropiedas p.... ........tagrofí.
muhicolnpoMntodebida o ••• 01 ..nado d•••• Iibrio no puede
ser aswnidG igufll pel'"O.compoMftta: dif....,.tu.

Modelo de Platos de YamamClto (,.....,... (,wJ ..:.-..~
So b••• en factof'os do distribuciÓn••• do_inao 01.quHibrio
en CGda.topo par. cada c:otnponont•.
IncIuy. bol••••• do ••••• par. 1•• pr'Otoínasy lo sal.
La soluci6n del modelo enYUeM iteraciOflCS recurslvas
preferentemente de sistemas de l!CUQCiollC$
diferenciales.
Los modelos de distribu:i6n más conocidos son el modelo
de Craig (sobrecarga en la columna)

2.

Modelo 1 Teorla del Modelo de platos

Consiste en simular el lecho fijo como un
conjunto de N reactores p"rfectam_e
agitados en serie.

Balance de soluto
{kumuloeiÓndo solu1oen el I"'ido} • {Entrodo d.

so1u1o}
-{Solidode solu1o}-{Adsorciónen lo motriz}

···r···'
····· ....·.·l~·::

~ frxcIón de volumeD de liquido por etapa o fracclÓD do huecos por

V.: Vol••••••••do la etapa n (liquido + adsorbeate¡
Equilibrio

RLlaci6n linecl q. = k Y.

Modelos de gproximaci6n num¿rica

Se _la variable: Tiempo a_" <~ __ ..c..;L-__
k+O-é).k)]·V.

Coa esto la ecuación de balaDa queda:

Con 1•• eoadld ••••••para lDtegrar:
IjPara1odot<o 1.=0 n=l,l,_,N.
11)Iayec:dón lnIc:IaIde UD pulso muy corto t=O y,= Yr

Con esto la respuesta a esta integral es una Distribuci6n de
Poisson

Donde Yr CODCentndón en el pulso de aUmmtadon
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Supuestos del modelo de Yamomoto (1988)

1.4 columna consiste de un cierto n~ de platos te6ricos
equivalentes(constante)

Protelnas: Np
Sal: Np'

El fllljo es continuosin muela entre los platos,
El equilibrio de solutos entre las dos fases es alcanzado
instantclneamente,

q= K[pH,C,I] * e
Doodo K I);ficrc do _...- • _,=-..:.el _ato • lo ••__ ••,•••,mod'.' • pro"" "1/0 • lo

1. - Balance de Masa para la proteína i.

Supo.oc.do , Fe .F •• F

, .-
~"""•• ·("'·~t·'"

.
\"_-(":'\V;'')J,.

RcalizOf'do CUlbios de ""¡Gbtc
e = t-F/Vo
H= (yf-Vo)No

Cotoc5áÓodo .Hbrio

q, =K,[c¡.l.....••.I J. e,
V•.,_' V_ do lo _MÓvil.
V.,I_: Vobltca de ha fGIC cstor;io...to.

"'Pó' Núoocnt do ,..._ ....._,....Io ~ •• ;.

Esta ecuación es no lineal con respecto a la concentraciónde
proteína y la fuerza iónica, por lo tanto se deben usar métodos
numéricospara la integraci6n.

Supueno.,
'Muc:s1'r-u COfI boja ~tó. de P""Otci'.as
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...... 0'4Simi

·····beIaSmi
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~ Elq>Gim!!Ul

Comparaci6n entre c...va de eluc:i6n experimental y
simulada para un flujo de 0,3 mI/mi" y una pendiente del
gradiente de sal igual a 0,1 M/ml.(lucero, 2003)

Estimación de los tiempos / volúmenes
de retención en cromatografía o

partir de los propiedades
fisicoquímicas de los proteínas

Cromatoqrafía de NO-adsorción

Cromatografía de Permeabilización por Geles
(Filtración por Geles)

1

1\)111111
,.... 1M ,~ , •• 7

r.•••••••cubr

1t.ñIa.Ia_.,,"'__~)'t.. CM K....-..w..n-... ¡~ •.,..._,.Cdn~Ik"--I"'; 1

Kav=rv V\/I" "\_A DI mw
." o •.• ":lI

v~ . e,~.~~p ~ ~A.-- Yr t:k.

I~~ é) 0.00 H~-¡

uida Marfa Elena üen ueo
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1 -VoIIIDen o tiempo $k Elucj6n ': 1 ,; .• ,
t ./ \¡ ./' ..\.,
~ "_.:/~_..__ .,, ~:- .

"" ..~2 Factor $k Capacidad

k=(V~:H J V. : VoIIIDCIl de huecos, ilO, 101 vol,,",""
de ¡¡",ido lOXistlOlltlOIOnlo columna "'lO no
$10 lOIICUeIItro'"" 101 intuior de los
portlcula

3 -.5ellOCtividod O I'Ctcnci6n re!q!iyg li
Cuando $10 tienen dos protdnas, se pUIOdecomparar su nivlOl
de rctcnci6n comparando los factores de capacidad.

,,= !2
le,

4. - RecyplOroción e yilOld

La cantidad dIOsolutc rlOCUplOrondoIOntrlOun titmpc t' y t
resplOCto 01 total inylOCtodo (yF)

yze/d = Cantidad de proteína Recuperada entre t = 1, Y l = 1,

Cantidad de proteína inyectada

Dack Tablos dIOIntegrales

:antidadrecuperadaentre t, y t., =

{~.F.Y. ·1.·(7 }'Y.. {ert(I'fi.~1]-ert(IJi ~11}

Donde uf (x) lOSla fl.01Ci6nuror.
2 •

erf(x) = -:¡;;. [e-' du

Con ato:

·/d-1.{ J~] ..I~]}ylt - 2 e'Jl h..u -e'JL h..u

uída - Maria Elena Líen ueo
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Valores de Resolu:i6n csoerados
Rs > 1.5 CoN'UpOflCk a una separaci6n casi campleTa.

~.: 1::-\

: i·(; ~L.
x ~
~: :.:-:. t.
~, P

Rs< 1 Rs< 1.3 Rs> 1.3 Rs> 1.5

Algunas rtlociones in1tl"f!Sante..s

( \'N=16':::"_ 1"
( '" )

'R 1 . J';; (~;~.::v~)·.: esouCl0n;::-·""N· _,_, ,
, 4 Ve1:
........ --_ .. - -_ _ '

Si se utilizan los conceptos de factor de capacidad, k, v
selectivid ad ,li .

k=(V~:.~)
0='2

k,

l~e~~luCiÓ~ .~.fiN .(5; 1).(~~:.:) ,
=¡ ~H:rP{0~1}(k,:1)1

.............................................................•

1- ~ ~ [' ~-&.-. ~A "" ~j!lÁ7 C/CAT.~lod

(~~ d eu ~.-v~)
':\. f) " " _ rJ. e -, . e... ____....~ . I " J (). ..L /./,;~ d...t P I"D f
/> Uv~¿/'--<C~"" f I f~~ -&"-~ .~ " ( ) !J'-'< ~

~r~~ aL; f re r f' "c.v ~G<>.~.
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Los productos biológicos presentan dificultad para la consistencia en su fabricación as! como para
su caracterización completa. La habilidad para producir un producto consistente y de calidad
apropiada es el paso limitante en la velocidad para alcanzar el mercado. Cambios en la producción
o en la formulación a menudo conducen a variaciones en el producto.
La expresión de protelnas recombinantes puede ser intracelular, extracelular o periplásmica. La
estrategia de expresión intracelular puede ser, a su vez, directa o como proteínas de fusión. Cada
uno de los métodos presenta ventajas y desventajas.
Se discute sobre los pasos requeridos antes de la separación cromatográfica dependiendo de la
localización del producto.
La mayoría de las proteínas intracelulares se expresan en agregados, los cuerpos de inclusión. Se
plantean los procedimientos involucrados en la recuperación de proteínas a partir de los mismos.
Un aspecto fundamental es el refolding de las proteínas provenientes de cuerpos de inclusión, ya
que son inactivas en ese estado. El grado de agregación proteica depende de: parámetros del
entorno, especificidad del contacto proteina-proteína. Las proteínas difíciles de renaturalizar a
menudo contienen uniones disulfuro. Se discute sobre los factores que influyen en el rendimiento
del refolding.
Con respecto a las proteínas de fusión, se muestran los métodos de clivaje según las secuencias
reconocidas. Asimismo, se ejemplifican proteínas de fusión diseñadas para facilitar la purificación y
los ligandos de purificación adecuados.
El proceso de purificación de proteínas en la industria farmacéutica puede ser dividido en 3 etapas:
captura, pUrificación intermedia y po/ishing. Cada una de ellas tiene distintas finalidades. Se
presenta la conveniencia de las técnicas clásicas de purificación para la estrategia de purificación
en 3 etapas.
Cada paso cromatográfico tiene parámetros que deben ser optimizados. Dichos pasos deben
elegirse según las propiedades de la proteína a purificar y las características de la muestra. Existen
contaminantes críticos de un procesamiento downstream.
Los parámetros evaluadores de la performance de cada etapa de purificación son: actividad
específica, factor de purificación y rendimiento.
El escalamiento de los procesos cromatográficos se realiza por: medida de las isotermas de
adsorción en el equilibrio y por determinación de la capacidad dinámica. Se presenta el modelo de
Chase como aproximación teórica para la predicción del comportamiento de las proteínas en
cromatografía de afinidad. La relación entre la concentración de adsorbato en la fase líquida y su
concentración en la resina en el equilibrio está dada por las isotermas de Langmuir. Las curvas de
breaktrough se realizan para determinar la capacidad dinámica de la columna. Existen parámetros
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 separación involucra el cálculo de: factor de escalamiento, capacidad de
carga, flujo y duración del gradiente.
El producto debe ser caracterizado, determinándose su pureza, identidad y estabilidad. Se debe
realizar la caracterización fisicoquimica, tests biológicos 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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I 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 (ThOmmes 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 altemative 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 f10w 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 f10w rates at low
pressure drop to be achieved in membrane systems. Despite their abbreviated f10w path,
adsorptive membrane columns achieve resolutions comparable to those with packed
chromatographic beds (Roper and Lightfoot, 1995; ThOmmes 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
• microfiltration
• ultrafiltration

-+ Protein liquid chromatography
• affinity
• ion-exchange
• hydrophobic interaction

Chromatographic separations
Mobile pbase

containing""""""
substances
A. BandC

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

• biospecific recognition (affinlty)
• eletrostatic Interactions
• hydrophobic interactions

Purificación de Proteínas por Membranas de Afinidad- Leda Castílho
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I Membrane adsorbers vs. agarose beads

+ Sartoblnd Q (Sartorius) vs. Sepharose Q Fast·Flow
(Amersham)
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_. + Epoxy membrane:t:t membrane to whicn any
desired protein, containing
amino-, sulfhydryl-, or
hydroxyl-groups on its

- _._ surface is coupled covalently

Lab scale "spin columns"
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Pilot-scale devices

I
I
I
I 1000<">

I Large-scale commercial modules
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• Each module mdividually 0,12-8 ml

• h = 3-50 cm; 15, 30 or 60 layers
• Connecuon in senes or In parallel:

repon of a 21 m: configurationI
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Specific infectivlty of PrV.I(a
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Alphaherpesvirus purification Irom a cell
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I Monoclonal antibody purification
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Kinetic analysis 01elution
•• Al tIle in!tial stages of desorption (under elution conditions):

• tIle forward reaction can be neglected and q -7 q.
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Protein A (PrA) immobilized onto nylon
membranes coated with hydrophilic polymers
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Adsorptlon conditlons o 1 M phosphate buffer, pH 7_4

Protein A immobilized onto commercial
pre-activated membranes
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Overview of thermodynamic parameters

Affinity membl'3ne Association IgG binding
constant ' (M') capacity , (mg mL")

IDA:Zn+' - BD2 2.4 lI. lOS 4.5

Tbiophilic - BD2 1.5 X lOS 6.1

L-histidine - PVA
TG19318- UB 3.0 X lOS 3.9

PrA- BD2 3.3 x 10' 8.1

PrA- UB 2,1 X 10' 6.6

PrA - SB aldehyde 2.5 x 10' 2.1

PrA - SB epoxy 3.0 x 10' 1.9

'Yalues calculated by fittmg data to multilayer Langmuir isotherm
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Integrated perfusionlpuriflCation process

Experimental condltlons:
• recombinant CH0-3D6 cell

line, producing ahuman
anti-HIVlgG

• protein-free cultura medium
(SMIF-8) with 0.1% Pluronic
F68

• Protein A - Sartobind epoxy
affinity membranes
(257 an2 = 7 mL)

Integrated perfusionlpurification process
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Integrated perfusionlpurification process
•• Evaluation of purlty of eluates-,

~~

EJullon cycl. 2

• s~SDS-PAGE
,els cllrried DUlllnJer

,educing CDruJitiDns
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