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ROMPIMIENTO DE CELULAS
(Cell Disruption)

¢Cuando se usa?

Los procesos de bio-separacion se inician con una separaciéon de la biomasa
desde el resto del cultivo. En muchos casos los productos se encuentran en
el medio. En estos casos la biomasa se descarta y hasta se puede vender

como sub-producto.

Pero en otros casos el producto de interés se encuentra
en el interior de las células, en particular la mayoria de
las proteinas producidas por manipulacién genética de
bacterias que no segregan las proteina al medio, pero que
son precipitadas en el interior de la células en forma de
cuerpos incluidos (“inclusion bodies”) .

=>» Se trata de proteinas intracelulares.

Procesos y Equipos

La liberaciéon de las proteinas intracelulares involucra la ruptura o

permeabilizacién de la pared celular.

Los equipos involucrados en esta etapa no han sido disefiados
especialmente para el area biotecnoldgica sino que son prestadas de
otras areas (area de alimentos, de pinturas y pigmentos).

Este rompimiento o permeabilizacion se puede llevar a cabo por dos
métodos:

*Métodos No - Mecanicos

*Métodos Mecanicos




La seleccién de una u otra técnica dependera las caracteristicas del
producto se desea purificar,tales como:
*Resistencia a:
* Medios alcalinos
e Solventes
e Detergentes
* Enzimas
* Temperatura
e Esfuerzo de corte.

La técnica utilizada determinara el tamafio de los desechos que se
produciran.

M étodos M ecanicos




Métodos Mecéanicos

El rompimiento se lleva a cabo por acciéon mecanica,

pudiendo ser:

e Friccién

* Efecto de la presiéon

Estos métodos incluyen las operaciones unitarias de
ultrasonido, homogenizacién , molinos de bolas, etc.

Estos nétodos resultan ser agresivos con las proteinas de
interés, debido principalmente a la generacion de calor.

Adicionalmente, el escalamiento resultan ser un problema

significativo.
M étodos M ecanicos
Técnicas | Principios Stress Costos Ejemplos
Homogeni- | Lascéulasson Moderado | Moderado | Rompimiento de
zador de rotas en un tgidosy cdulas
cuchillos mezclador animales
Homogeni- | Lascél “'aS[SOn,fondadasa Fuerte Moderado | Tratamientoa
pasar a traves ae un
zador alta pequefio orificio lo que gran e&?a,'lade
presién produce que se rompan suspension de
por el esfuerzo de corte células.
Ultrasonifi- | Las células son Fuerte Caro Rompimiento de
cacion quebradas en una suspensionesde
cavidad celulasalo menos
ultrasénica Ped
Molienda Las células son | Moderado Barato
rotas por medio de
una molienda con
abrasivos
Molinosde | Las células son Fuerte Barato Rompimi‘fmo a
. gran escala para
bolas trituradas  con suspensionesde
bodas de acero o célulasy célulasde
vidrio plantas




Métodos No-Mecanicos

Pueden ser de dos tipos:

«Agente guimicos
*Solventes organicos
* Detergentes
¢ Alcalis
« Agua (shock osmético)

*Enzimaticos se trata de enzimas que permeabilizan en forma

selectiva las membranas celulares, tales como

glucanasas, mananasas, etc.

Los métodos no-mecanicos son TFaciles de escalar, si

lisozima,

uno

necesita tratar 10 veces mas materia organica basta con
adicionar 10 veces mas reactivo quimico o enzimatico.

M étodos No-mecanicos

con detergentes

Técnicas Principios Stress Costos Ejemplos
Permeabili- | Permeabilizacion de Suave Caro Tratamiento de
zacion apared celular, lo M. lysodeikticus
L. cual produce el X _
Enzimatico | rompimiento dela con lisozima.
célula

Shock RupturaOsmoética | Syave Barato Rupturade

” delamembrana Célulasde
Osmoético ; )

Glébulos Rojos

Solubiliza- Disolucién dela Suave Moderada- Rompimiento
cion membrana celular mente Caro | de bacterias con

SDS.

dcalis lipidos

Disolucion SO'Vj_ntesl Orglé”icozd Modera | Barato | Rompimiento
P que disuelve la par
delLipidos | qiiary tambiénia do delevaduras
desestabilizan con tolueno.
Tratamien- | Solubilizacion dela Fuerte Barato
membrana por
tocon saponificacion de los




Rompimiento Celular
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Biotecnologicos

METODOS MECANICOS

Los métodos mecanicos se pueden dividir en dos tipos :

Métodos a pequefia escala son :
eUltrasonificacion

*Molina con abrasivos
eHomogenizadores

Métodos a gran escala
eHomogenizadores a alta presion

*Molinos de bolas

Ambos son operaciones unitarias tfpicas de la Ingenieria de
Procesos y de la industria de alimentos.




METODOS MECANICOS

Pequefia Escala

Desintegracion completa deuna célula

Para determinar el contenido de proteinas total de una célula se debe
realizar la desintegracion total de ellas, para ello se utiliza la siguiente
metodologia

Se adicionan 1 volumen de bolas de vidrio
en un ependorf.

Se adiciona 1 volumen de las @lulas a
desintegrar (en forma de pasta, previamente
separadas del caldo)

Se adiciona 0.5 volumen de buffer, se
puede adicionar agin detergente (SDS,
Triton X-100)

Se agitan fuertemente en un vortex, entre 2
y 5 minutos (controlando que no se cdiente)

Se repite €l punto 4 hasta asegurarse que no
serompen mas las células.

Se separan los desechos de la solucion y se
analizala concentracion de proteinas.

100% Rompimiento
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Ultrasonificacién

Se utilizan frecuencias de 20 Khz esto produce vibraciones que provocan el
fendmeno de cavitaci 6n.
 Se producen zonas de baja presion en el liquido
« El liquido se transforma en gas formandose pequefias burbujas
« Las burbujas colapsan debido alos cambios de presion.
« Se producen fuertes esfuerzos de corte en el liquido que rompen las
células.

Ultrasonicador

Molina con abrasivos

Procedimiento:
1. Seutilizan un recipiente donde se agrega algin agente abrasivo, como
bolas de vidrio.
2. El sistemase hace vibrar o que produce:
e Colisionesdelas bolas con labiomasa
¢ Fuertes esfuerzos de cortes
e  Seproduce larupturadelascélulas.

3. Posteriormente, se separan las bolitas y desechos celulares y se
recupera el sobrenadate.

s
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Homogenizadores

Laidea es generar altos esfuerzos de corte que produzcan la rupturade
las células. Los altos esfuerzos de corte se pueden obtener por:

1. Embolos
2. Cuchillas
3. Pistones

la) Hand-operated
or motor-driven

Embolos

-

(b} Waring blender

Cuchillas

il Manton-Gaulin hemaganis

Pistones

METODOS MECANICOS

Gran Escala




Homogenizadores a alta presién

Son los equipos mas ampliamente usado en el rompimiento
celular.

Resulta ser un método no selectivo
Se componen de:

« Piston a alta presion
eLaboratorio 1-2
eIndustria

*Valvulas

La suspensidn que se procesa se hace pasar varias veces hasta
lograr el nivel de liberacién deseado.

Descripcion

Presidn
Aliment acion

0.1-0.5 MPA

Alimentacion

BT 0
= . . DTN | eyt s E— - Presion

Maxima

Compresidn
60 MPA
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Mecanismo

Las células se rompen cuando la suspension pasa a alta presion
por la valvula de descarga. Las células son sometidas a :

e Turbulencia
e Cavitacion
e Fuertes esfuerzos

de corte i
AN
, o Alimentacion il
Parametros de Disefio 'n,‘
1. Presion de operacion Hydl
2. Disefio de la valvula - =3
3. Localizaciéon del Produt \\ h‘t‘
4. Temperatura de opera %Q';,
5. Numero de Pasadas
1.- Presion de operacion
Condiciones:
A mayor presion mayor
T ol — liberacion de proteinas.
E e
£ -
E s e _ )
E - -Siempre se trabaja P >30
.
E 08 AT Mpa
. ”
T ol ..‘-""J -La presién mas usada es
£ o 2 55 MPa
E 024 "."" 15 KFa
'-i #.r. -3
T R 7 = v . -
[} 10 20 30 a0 P 82
Tiempo de Eocimoulacin [min]
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2.- Tipo de Vélvula

Cuchillas

g
E . Le . # “.
= o
5 / -
B Cuchillas ’__,.r'
5: o
b -’
"
'E 06 o
L g "
E / g S
- o
B 0.4 4 -
£ 1] ,o'"
. o
© Multiples ol
Cuchlllas % a2 ',-'"
., = _.-*J
DJJ - T T ¥ T
] 1] 20 k] 40 -]

Tiempn de Erciroolaciin [min]

Las valvulas en forma de Cuchillas provocan mayor
turbulencia, lo que implica mayor Rompimiento

3.- Localizacion del Producto

Dependiendo donde se encuentre localizado el producto se
deberan aplicar diferentes condiciones para romper la célula,
por ejemplo:
e Si el producto se encuentra en la membrana, se
debe aplicar un menor_esfuerzo.
e Si se encuentra dentro de un organelo, debe ser
mayor esfuerzo.

4.- Temperatura

La temperatura tiene un doble efecto, dado que ha mayor
temperatura:

e Se reduce la viscosidad, lo cual es positivo para el proceso
e Pero se puede denaturar el producto

SE DEBE BUSCAR UNA TEMPERATURA OPTIMA
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5.- Numero de Pasadas

800 b

Proteina Liberada,
R/Ry

Mumero de Pasadas, N

A medida que aumenta el nimero de pasadas aumenta la proteina
liberada.

DISENO DE UN HOMOGENIZADOR A ALTA PRESION

La cinética de desintegracion de las células es de 12 orden
respecto al nUmero de pasos

-~

r\-nl— l.""f "’-__r'- Rl

=3 0\.1'

|u|- L lbﬂf

=3
=~ I
of

| /

Proteing Li berada,

SS=KR, - R

i
IEL _I_L 1 L
] m

MNdmere de Pasadas, N
R: Producto liberado luego de N pasos.
Ry: Producto méximo que se podria liberar.
N: Nimero de pasos
k: Constante cinética f(T,P, tipo de valvula)
Generalmente
k = k* pa a=
a=

Levaduras

2.9
2.2 E.coli
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Integrando

La ecuacion de Disefio queda de la forma:

In_Pu__ -1 paxy

SE DETERMINA EL NUMERO DE PASADAS PARA UN
NIVEL DE ROMPIMIENTO DADO

EJEMPLO 1
En la recuperacién de b-galactosidasa de E.coli, se hace pasar
por un homogenizador de alta presion. La suspension contiene
47,6 g/l en peso seco. La presién de operacion utilizada fue
de 60 MPa.

La cantidad de proteina liberada después de cada paso se
presenta en la siguiente tabla

Paso % Recuperacion

= OIN P
©
[}
o

0] 99.9

1. Estime el valor de la constante cinética de rompimiento.
2. Estime el numero de pasos para liberar el 93% de la enzima.
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ESCALAMIENTO

El escalamiento se hace en base al factor “Q” que se
define como:

_ PorcentgjedeProteinaliberada
Potencia Consumida

Q

La Potencia consumida se determina como:
Potencia =F xP = N »/ xP
F: Caudal a tratar

V: Volumen a tratar por pasada
P: Presion

El porcentaje de proteina liberada se calcula como:

Porcentaje de Proteina Liberada = Ri *100 = (1 - g )* 100

M

Luego

- kPON |
ﬁl_- € ’ 100
Q=

F P

Se puede encontrar la presién de operacion éptima que
maximiza Q, para un nimero de pasadas dada:

daQ_ d2Q

<0
dpP dP?
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EJEMPLO 2
Células de Micrococcus son rotas, a 5° C, en un
homogenizador Manton-Gaulin que opera a presiones entre 200
y 550 kgf/cm2. Se han realizado experimentos en el equipo
obteniendo los diversos porcentajes de liberacién de proteinas
en funcién del nimero de pasadas.

Tabla N©2: Porcentaje de Rompimiento de Células

N° Pasadas Presion
200 300 550
5 13.5 42
14 33.5 83
22 47.5 94.5

Si se necesita liberar el 80% de las células indique :

¢Que condiciones de Operacion son mas convenientes: trabajar
a una presion de 230 6 430 (kgf/cm?)? .

Calentamiento

Como se sefialo el proceso de rompimiento celular se produce
por una entrega de energia al sistema, esto provoca un
aumento de la temperatura el cual se puede determinar
mediante la siguiente relacion:

Potencia = F xr xC ) xDT

Donde

r: Densidad
Cp: calor especifico
DT: Aumento de temperatura

Ejemplo 3

Determine el aumento de temperatura si la presion en
el homogenizado es de 700 bar, la densidad 1100
kg/m3 y el calor especifico 4000 J/kg K




