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Prélogo

En la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Cuajimalpa (UAM-C), la Licencia-
tura en Ingenieria Biolégica ofrece un programa de estudios de cardcter novedoso en
México como resultado de la naturaleza de la planta académica que esta al frente. En
los profesores de la carrera confluye el conocimiento de distintas disciplinas, tales como
ingenieria bioquimica, ingenieria de procesos, biotecnologia e ingenieria quimica. Por
lo tanto, este libro se disefid para compilar los conocimientos, habilidades y visién téc-
nico-cientifica de los miembros del Departamento de Procesos y Tecnologia que logran
enriquecer el perfil del ingeniero bioldgico en México. Mds atin, en este libro estan inclui-
das las aportaciones de gente especialista en su campo, adscrita a instituciones como la
Universidad Autonéma Metropolitana unidades Lerma e Iztapalapa, la Universidad de
Valladolid y el Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

El objetivo de este libro consiste en que el estudiante de ingenieria biolégica de la UAM-C
comprenda los temas de su especialidad y aplique los conocimientos en la solucion de pro-
blemas de la vida real. Este objetivo se logra por medio de poner a disposicion del alumno
problemas resueltos que se originan de la experiencia académica y de investigacion de los
autores.

Este libro esta dirigido a los alumnos que cursen las Unidades de Ensefianza-Aprendizaje
de las areas de formacién basica y formacion profesional; areas que son parte del curriculo
de las licenciaturas en la UAM-C. Sin embargo, consideramos que cualquier estudiante
interesado en adquirir conocimientos de ingenieria y de ciencias de la vida dispondra de
un material de gran valor para su formacién.


http://biblio.juridicas.unam.mx/libros/libro.htm?l=604
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Surgimiento de la ingenieria biolégica

La ingenieria bioldgica, o bioingenieria, es una disciplina de ingenieria que se fundamenta
en los principios de ingenieria y biologia. Su origen data de inicios del siglo xx, al insti-
tuirse la ingenieria en agricultura; la cual fue considerada en su momento la ingenieria
de la biologia. Décadas después, la ingenieria en agricultura comenz6 a interaccionar con
otras disciplinas de ingenieria como: ingenieria biomédica e ingenieria bioquimica. Al
fundamentarse en la biologia, también existen interacciones con las dreas de las ciencias
de la vida, tales como: microbiologia, ingenieria genética, bioquimica, genémica y biologia
molecular, entre otras. Para entender el alcance y definicién de la ingenieria bioldgica es
necesario citar distintas definiciones de ingenieria biologica por distintos institutos y aso-
ciaciones (Johnson, 2006). Por ejemplo, de acuerdo con el Instituto de Ingenieria Biol6gica
(IBE, por sus siglas en inglés) una definicién de ingenieria bioldgica es la siguiente: “Es una
disciplina de ingenieria, fundamentada en la biologia que integra a las ciencias de la vida
con esta, para el desarrollo y aplicacion de conceptos fundamentales de los sistemas biolo-
gicos, comprendiendo desde las moléculas hasta los ecosistemas” (IBE, 2017).

Otra definicion, es la del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH, por sus si-
glas en inglés): La bioingenieria integra: la fisica, quimica, matemadticas, ciencias de la compu-
tacion con los principios de ingenieria para el estudio de la biologia, la medicina y la salud. Se
basa en conceptos fundamentales, creando conocimiento desde la perspectiva molecular hasta
el nivel de 6rganos y sistemas, también desarrolla innovacion en materiales, procesos, implan-
tes, utensilios; con aproximaciones informadticas para la prevencion, diagndstico y tratamiento
de enfermedades, en la rehabilitacion de los pacientes para el mejoramiento de la salud.

Una tercera definicion es la que estd escrita en el Plan de Estudios de la licenciatura en
ingenieria biol6gica de la Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Cuajimalpa: “La
ingenieria bioldgica integra los conocimientos de los sistemas bioldgicos, desde el nivel
molecular y celular al sistémico, y los principios de la ingenieria para desarrollar procesos
y productos para el beneficio de la sociedad”.
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La intencion de presentar estas tres definiciones es la de sefialar que la ingenieria biologica
se fundamenta en los principios de la biologia e integra los aspectos cuantitativos y de apli-
cacién que son parte de las disciplinas de ingenieria. También, en estas definiciones se pue-
de leer que existen componentes de aplicacion en campos como la medicina y la salud. Por
lo tanto, el ingeniero bidlogo estara habilitado con fundamentos técnicos y cientificos para
tener la capacidad de impactar en una gran variedad de campos como: alimentos, medicina,
ciencias biomédicas, ingenieria de procesos, biotecnologia y agricultura, entre otros, sobre
todo provechando su capacidad para manipular agentes biologicos (proteinas, enzimas, mi-
croorganismos, células, animales, vegetales o individuos) como un componente central en
el disefio de los bioprocesos y servicios. Es necesario resaltar que el ingeniero bidlogo es un
profesionista con capacidad para innovar en el desarrollo de las ciencias de la ingenieria y
biotecnologia; esta tltima se entiende como un area multidisciplinaria cuyo objetivo es de-
sarrollar toda aquella aplicacion tecnoldgica que involucre sistemas biologicos o seres vivos
y sus derivados para la creacion de productos y procesos’.

En este libro, se compilan distintos problemas que fueron resueltos con base en las habilidades
y conocimientos de los autores. Estos problemas tienen un caracter integral, ya que compilan
el conocimiento que un ingeniero bidlogo adquiere como parte de su formacién, ademas de
que le permiten conocer las distintas aplicaciones de la ingenieria. Se puede considerar que
se tiene tener una perspectiva original de lo que significa la ingenieria bioldgica en México.

La industrializacién de la biologia

Una de las primeras compaiiias fundadas en el conocimiento de las ciencias bioldgicas,
la tecnologia y la ingenieria fue Genentech en 1976. Esta utiliz6 la tecnologia de ADN re-
combinante patentada por Cohen & Boyer para poder generar y comercializar los prime-
ros productos con base biotecnologica (Cohen & Boyer, 1992). Historicamente, el primer
proceso derivado de la patente fue el de la produccién microbiana de la insulina humana
en 1980 (Quianzon & Cheikh, 2012); este avance marca el inicio de lo que se conoce como
la biotecnologia moderna. Afios después, a mediados de los afios noventa del siglo xx, los
avances en el drea bioldgica originan la posibilidad de secuenciar genomas completos.
Esta tecnologia muestra enormes avances en muy poco tiempo, ya que de una manera
cada vez mas rapida y econdmica se logra obtener informacion sobre el ADN de miles
de organismos. También a partir de las tecnologias de secuenciacidon surgen compaiiias
encargadas en generar y analizar datos para el desarrollo de aplicaciones médicas y en la
industria farmacéutica (Battelle Technology Partnership Practice, 2013).

*  Es necesario entender la diferencia entre drea de conocimiento y disciplina. La disciplina esta relacionada con
la formacién académica que se ofrece de forma sistematica y ordenada dentro de un area de conocimiento. Mientras
que el drea conocimiento es un concepto el cual agrupa distintas disciplinas con afinidad en temas del conocimien-
to. En resumen, ser un ingeniero bidlogo no implica ser un biotecndlogo.
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Actualmente, la secuenciacion de genomas y las tecnologias de ADN recombinante han
impulsado cada vez mas la generacién de conocimiento sobre las funciones de los orga-
nismos vivos, por lo que ha sido posible incrementar la capacidad de manipular a nivel
genético los organismos, mejorando sus funciones bioldgicas y/o revelando nuevas. Por
este motivo, es importante considerar que la biologia comienza a adquirir mayor relevan-
cia en la industrializacién de las economias de los paises con las capacidades necesarias
para aplicaciones industriales y médicas de manera especifica (National Research Council
(U.S.). Committee on Industrialization of Biology: A Roadmap to Accelerate the Advan-
ced Manufacturing of Chemicals, Board on Chemical Sciences & Technology et al, 2015).

Histéricamente, la ingenierfa quimica y la ingenieria bioquimica han demostrado el
potencial de aplicacién que se puede alcanzar por medio de manejar agentes biologicos
para la generacion de productos, pero en esta era post-gendmica se debera aprovechar
aun mas el conocimiento generado en las ciencias de la vida. Esto significa que la in-
dustrializacion de la biologia requerird de la integracién de nuevas capacidades disci-
plinares. Por lo tanto, el ingeniero bidlogo surge como una figura clave en el desarrollo
y disefio de procesos y productos, pero con énfasis en la aplicacién de la biologia. Este
debera conjuntar el conocimiento disponible de la ingenieria de procesos aprovechando
las ventajas de las tecnologias de ADN recombinante y de manera conveniente confec-
cionar microorganismos y células con la capacidad de producir compuestos quimicos,
asi como biomoléculas de interés comercial. Aun mas, el disefio del agente bioldgico
debera ser parte de un marco conceptual del disefio de los bioprocesos.

Para incentivar a quien esté interesado en la ingenieria bioldgica, en la tabla 1.1. se men-
cionan algunos de los campos de aplicacion y generacion del conocimiento en donde un
ingeniero bidlogo puede desarrollar sus intereses.
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Tabla 1.1. Campos de desarrollo para el ingeniero bidlogo.

Campo

Descripcion

Bioenergia

Nuestra principal fuente de energéticos sigue siendo el petréleo, un recurso que
se considera finito. Tomando conciencia de esta limitacion se busca ahora el uso
de recursos renovables basados en la biomasa vegetal. El caso de mayor trascen-
dia es la produccién de etanol para combustibles de autos.

Biomateriales

La ciencia de los materiales estd asociada a la generacion de polimeros con apli-
caciones industriales, muchos de estos se derivan del petréleo. Como alternativa
se buscan materiales que puedan reemplazar a los actuales pero que involucren
un componente bioldgico, como puede ser una proteina, o que interaccionen con
estructuras vivas como células. Igualmente, estos materiales pueden funcionar
en equipos biomédicos para llevar a cabo una funcién bioldgica. Dentro de este

campo de investigacion las nanotecnologias juegan un papel muy importante.

Biosensores

El conocimiento de los componentes bioldgicos tales como, proteinas o molé-
culas de ARN asi como sus interacciones entre ellas, ha permitido el disefio de
biosensores para detectar diversas moléculas. Por ejemplo, de contaminantes

como cianuro o en la deteccion de virus.

Bioprocesos

Se requiere de procesos que hagan uso de sistemas bioldgicos para transformar
la materia prima en productos de interés comercial, tales como: enzimas o pro-
teinas recombinantes con fines terapéuticos. Hay que considerar que en afios re-
cientes se han modificado genéticamente una gran cantidad de microorganismos
para la produccion industrial, y es posible que se requiera de reconfiguraciones
de los procesos de fabricacién que tradicionalmente se han utilizado.

Cienciay
Tecnologias de

los Alimentos

Una necesidad basica del ser humano es el alimento, y cada vez se requiere de
mejorar los productos, asi como sus procesos de producciéon. Como se habia
mencionado anteriormente, la posibilidad de generar plantas transgénicas es un
tema controvertido, pero que ha demostrado el potencial de disefiar organismos
con capacidades adecuadas para la produccién de alimentos. Inclusive se habla
de una industria de elaboracion de productos a partir de plantas transgénicas,

por ejemplo: los nutracéuticos y prebidticos.

Biotecnologia

industrial

Al igual que en el caso de los bioenergéticos, se requiere también sustituir la
produccion de la industria quimica basada en el petrdleo, especialmente de los
precursores para plasticos, por una industria basada en productos renovables,
como la biomasa vegetal. Actualmente, este campo ha generado los primeros

productos para la elaboracion de plasticos, tal es el caso del 1,3 propanodiol.

Ingenieria mole-
cular, celular

y de tejido

En este campo se busca lograr la generacion de tejidos y 6rganos para aplica-
ciones médicas, inclusive, con la finalidad de ser usados para llevar a cabo las

pruebas de fairmacos; reemplazando el uso de animales.
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En este campo las aplicaciones han sido tradicionalmente orientadas a la produc-
cion de proteinas recombinantes, moléculas quimicas y la generacién de proce-
Farmacéutica sos para su produccion. Sin embargo, existe una nueva tendencia de aplicacion
que consiste en el estudio de la liberaciéon controlada de fairmacos en el sistema,

asf como de la terapia genética.

Ingenieria de Este campo se encuentra en una fase de desarrollo e investigacion, con la inten-

células madre cién de encontrar nuevas terapias médicas.

I eria d Tanto en aplicaciones farmacéuticas como en el campo de la biotecnologia in-
ngenieria de
8 dustrial, es necesario poder diversificar y orientar las capacidades funcionales de

proteinas las proteinas, con la intencion final de proveer nuevos productos y procesos.
Los sistemas bioldgicos han sido utilizados en la biorremediacién de suelos y limpie-
za de efluentes gaseosos. En el caso de tratamiento de aguas, se hace uso de comu-
nidades microbianas (lodos activos) que permiten la limpieza de cargas organicas,
Ingenieria pero existen compuestos persistentes, como los microcontaminantes, los cuales
ambiental deben ser removidos. Otro caso de aplicacion en este campo, se basa en la capacidad

de los sistemas bioldgicos para captar gases de efecto invernadero como diéxido de
carbono y metano, es posible una limpieza del ambiente, ademads de poder utilizar

estos gases como fuentes de carbono para la produccion de combustibles.

En conclusion, la industrializacion de la biologia es una actividad que esta creciendo gra-
cias a los avances en las ciencias biologicas. Para lograrlo, requiere generar nuevos pro-
cesos y productos, o mejorar los que actualmente estan involucrados en la produccién de
una gran cantidad de productos y servicios; desde alimentos y organismos hasta quimicos
y materiales. Con base en estas necesidades se plantea una configuracion de planta de
procesos, la biorefinerias, en donde sera posible conjuntar todos estos procesos encarga-
dos de la produccion de combustibles, quimicos, calor, energia y materiales; partiendo
de materia primas renovables como la biomasa vegetal, o algas. Para lograrlo se debe-
ran integrar procesos altamente eficientes disefiados por ingenieros altamente calificados
(Cherubini 2010).

Oferta educativa de la ingenieria biolégica en México

La biotecnologia en México es un area que ha venido creciendo en los ultimos afios y que
esta generando productos y servicios (Centro de Investigacion en Biotecnologia Aplicada
del IPN 2010). Generalmente este comportamiento se relaciona con la oferta educativa
ya que se necesita gente preparada para emplearse en esta industria en crecimiento.
Para entender esta relacion, se consultd el documento titulado “Anuario Estadistico de
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Educacién Superior-Licenciatura” para el periodo 2015-2016 publicado por la Asociacion
Nacional de Universidades e Instituciones de Educacion Superior (ANUIES). En este
documento se reporta la informacion relacionada con las licenciaturas que se imparten
en instituciones de estudio educacién superior. Esta organizada tomando en cuenta
atributos como: niumero de licenciaturas ofrecidas, alumnos registrados, universidades y
estados de la Republica Mexicana.

En una primera exploracién de los datos, se observa que actualmente muchos progra-
mas de estudio intentan involucrar temas relacionados a las ciencias bioldgicas; debido
al impacto social que la biotecnologia ha tenido en afios recientes. Por ejemplo: inge-
nieria de procesos a ingenieria de bioprocesos, ingenieria de materiales a ingenieria de
biomateriales, etc. Por lo tanto, se realiz6é una busqueda de las licenciaturas que tuvie-
ran relacién con las areas del conocimiento que también se involucran en ingenieria
bioldgica. Se consideraron licenciaturas afines aquellas por su orientacion a un conte-
nido bioldgico. Las palabras claves que se utilizaron para filtrar los datos del reporte de
la ANUEIS son:

- Ingenieria Bioquimica

- Ingenieria en Biotecnologia
- Bioingenieria

- Ingenieria Biomédica

- Ingenieria en Bioprocesos

- Ingenieria en Biosistemas

- Ingenieria Biomolecular

En el anuario de la ANUIES existen titulos como “Licenciatura en Ingenieria Bioquimi-

ca” o “Ingenieria Bioquimica”, ambos titulos se consideraron iguales. El mismo criterio se
3 z ’ <« . sz . /4 . » <« . ’ . /4 . » g

aplico a titulos como “Ingenieria Biomédica” o “Ingenieria Biomédico”. Se omitieron las

carreras de Bioquimica, Biotecnologia, Agrobiotecnologia y Biotecnologia Agricola, por

no considerarse como disciplinas de ingenieria.

Como resultado del analisis, se encontré que son 124 carreras afines las que se ofrecen
en México distribuidas en 95 instituciones de ecuacion superior, tanto publicas como
privadas. En la tabla 1.2 se presentan 12 de ellas, donde se puede observar que son tres las
carreras (ingenieria biotecnoldgica, ingenieria bioquimica e ingenieria biomédica), que se
imparten en un gran nimero de instituciones, comparando con las otras.
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Tabla 1.2. Numero y tipo de carreras que se ofrecen en instituciones de educacion supe-
rior y que se encuentran registradas en el ANUIES.

Carreras Nuamero
1 INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA 39
2 INGENIERIA BIOQUIMICA 38
3 INGENIERIA BIOMEDICA 36
4 BIOINGENIERIA 2
5 INGENIERIA BIOQUIMICO INDUSTRIAL 2
6 BIOINGENIERIA MEDICA 1
7 INGENIERIA BIOLOGICA 1
N INGENIERIA BIOQUIMICA EN ALIMENTOS .
ESPECIALIDAD EN FERMENTACIONES

9 INGENIERIA BIOQUIMICO AMBIENTAL 1
10 INGENIERIA BIOQUIMICO EN ALIMENTOS 1
11 | INGENIERIA EN ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA 1
12 INGENIERIA QUIMICA Y BIOQUIMICA 1

TOTAL 124

En cuanto a la carrera de bioingenieria, se habia mencionado que en ocasiones se con-
sidera como un sinénimo de ingenieria biologica. En la tabla 1.3, se puede observar que
existen dos instituciones que ofrecen la carrera de bioingenieria: La Universidad Aut6no-
ma de Baja California y la Universidad Politécnica de Pachuca. No obstante, y de acuerdo
con la pagina electrdénica de esta ultima, se modificé el nombre a Ingenieria Biomédica
(Pagina web de la Universidad Politécnica de Pachuca) . En cuanto a la carrera de Bioin-
genieria se puede revisar en la pagina de la Universidad Auténoma de Baja California que
esta se ofrece en el Campus Mexicali, pero su plan de estudios contiene un componente
de especializacidn en el area de ciencias biomédicas.

Es interesante observar que la Universidad Abierta y a Distancia de México (UnADM)
contiene el mayor nimero de alumnos registrados; siendo la carrera de ingenieria en bio-
tecnologia la que esta en oferta. El Tecnoldgico de Monterrey también tiene registrado
un gran nimero de estudiantes ofreciendo las licenciaturas en ingenieria en biotecnolo-
gia, e ingenieria biomédica. En cuanto a la Universidad Auténoma Metropolitana, esta
institucion ofrece la carrera de ingenierfa biomédica, ingenieria bioquimico industrial e
ingenieria bioldgica encontrandose en tercer lugar, seguida del Instituto Politécnico Na-
cional que ofrece la carrera de ingenieria en biotecnologia; ver tabla 1.3. Aunque se debe
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mencionar que, en el caso de los Institutos Tecnoldgicos (como el de Celaya en la posicion
ocho), a partir de 2014 forman parte del Tecnolégico Nacional de México (TecNM) el
cual es un drgano federal que conjunta a 266 instituciones en los 32 estados. Por lo que
en conjunto se puede decir que el Tecnoldgico Nacional de México es el que tiene mayor
oferta educativa.

Tabla 1.3. Numero de alumno de las primeras 10 instituciones que tienen registrada al
menos una de las licenciaturas afines.

Institucion Alumnos
1 UNIVERSIDAD ABIERTA Y A DISTANCIA DE MEXICO 2 644
5 INSTITUTO TECNOLOGICO Y DE ESTUDIOS SUPERIORES 2432
DE MONTERREY
3 UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA 1 865
4 INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL 1733
5 UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA 1033
6 UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA 808
7 UNIVERSIDAD POLITECNICA DE PACHUCA 689
8 INSTITUTO TECNOLOGICO DE CELAYA 676
9 UNIVERSIDAD POLITECNICA DEL VALLE DE TOLUCA 604
10 | TECNOLOGICO DE ESTUDIOS SUPERIORES DE ECATEPEC 594

En conclusién, con los datos del ANUIES podemos establecer que la Licenciatura en In-
genieria Biologica de la UAM-C es de caracter innovador en México.

Literatura disponible para el estudio de la ingenieria biolégica

Como se ha mencionado anteriormente, la ingenieria bioldgica es una disciplina que in-
teracciona con otras disciplinas de ingenierifa, por lo que se comparten distintos funda-
mentos y aplicaciones, lo que conduce a que exista disponible una vasta literatura que es
comun entre todas. Una revision de la literatura disponible que sirva como guia para la
adquisicion del conocimiento de los fundamentos que requiere un ingeniero bislogo, dio
como resultado que esta es muy amplia y por lo tanto no es posible establecer una biblio-
grafia unica. Sin embargo, se considera que hay temas que son basicos para la disciplina,
tales como: ingenieria de bioprocesos, bioprocesos de separacion, ingenieria metabdlica,
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ingenieria biomédica, temas ambientales, microbiologia y biomateriales, entre otros. En
la tabla 1.4, se incluyen los titulos y una descripcion breve de los temas. Algunos de estos
titulos tienen mds de diez afios de haber sido publicados, pero pueden considerarse como
bibliografia base por su calidad de contenido y vigencia. Pocos son los libros en espafol y
de reciente edicion; sin embargo, los que existen son unas excelentes fuentes de consulta.

Tabla 1.4. Bibliografia recomendada que contienen los fundamentos necesarios para el

estudio de la ingenieria biologica.

Titulo-Autor

Contenido

Ingenieria Bioquimica.
Rodolfo Quintero Ramirez
(Quintero Ramirez 1981).

Crecimiento microbiano. Cinética de fermentaciones. Cultivo con-
tinuo. Transferencia de oxigeno y diseio de fermentaciones. Escala-
miento de fermentaciones. Métodos de esterilizacion del medio de
cultivo y del aire. Procesos de separacion y purificacién. Proteina
unicelular. Produccién de proteina microbiana a partir de la cana

de aztcar y sus subproductos. Tecnologia enzimatica

Biochemical Engineering
Fundamentals. James Bailey
& David Ollis. (Bailey & Ollis
David 1986)

Catilisis enzimatica aplicada. Energia y estequiometria del metabo-
lismo. Cinética del consumo de sustrato. Formacion de producto y

biomasa en cultivos celulares. Transporte de fenémenos en sistemas
de bioprocesos. Disefo y analisis de los reactores bioldgicos. Opera-

ciones en la recuperacion de producto. Economia de los bioprocesos.

Biochemical Engineering,
D.S. Clark & H.W. Blanch
(Blanch & Clark 1996).

Catdlisis enzimatica. Biocatalisis inmovilizada. Crecimiento mi-
crobiano. Diseflo y analisis de biorreactores. Proceso de transporte.
Recuperacién de producto. Interacciones microbianas. Bioproduc-

tos y economia.

Bioprocess Engineering
Principles. Pauline Doran
(Doran 2012)

Balances de Materia y Energia. Mezclado. Transferencia de calor y

masa. Operaciones Unitarias. Ingenieria de reactores.

Enzyme Biocatalysis: Prin-
ciples & Applications. A.
Illanes (Illanes 2008).

Produccién de enzimas. Cinética enzimética homogénea y he-
terogénea. Reactores enzimaticos. Casos de estudio de proceso
enzimaticos.

Introduction to Biochemical
Engineering. D.G.Rao (Rao
2010).

Introduccién a los fundamentos de bioprocesos, microbiologia

y bioquimica. Enzimas. Fermentacion. Esterilizacion. Cinética
microbiana. Reactores ideales. Transferencia de calor y masa en
bioprocesos. Sistemas reactivos heterogéneos. Biorreactores y fer-
mentadores. Recuperacion de productos. Tratamiento de efluentes.
Disefio y analisis de biorreactores. Economia de bioprocesos. Reac-

ciones multiples. Flujos no ideales. Reologia y mezclado.
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Bioreaction Engineering
Principles. Villadsen, ]. Niel-
sen, & G. Lidén (Villadsen,
Nielsen et al, 2011).

Ingenieria quimica de rutas biol6gicas. Balance elemental. Redes

de reaccion bioquimicas. Cinética enzimatica y control metabdlico.
Cineticas de crecimiento. Andlisis del balance de poblaciones. Dise-
o de fermentadores y procesos. Transferencia de masa gas-liquido.

Escalamiento de bioprocesos.

Biochemical engineering:
principles & concepts. S.T.A.
Inamdar (Inamdar 2012).

Fundamentos de microbiologia. Biologia de polimeros. Enzimas y
cinética enzimatica. Enzimas industriales y aplicaciones. Tecno-
logia de inmovilizacién de enzimas. Produccién de biomasa en
cultivos celulares. Reactores biologicos. Tecnologia de fermentacion

Procesos tradicionales y productos. Procesos rio abajo.

Cell Culture Bioprocess
Engineering. W.S. Hu & W.
Zhou (Hu ¢ Zhou 2012).

Biologia celular para bioprocesos. Fisiologia celular para ingenieros
de procesos. Disefio de medios para cultivo celular. Desarrollo de
lineas celulares. Estequiometria, cinética, analisis de datos, analisis
de flujo metabdlico, biorreactores y transferencia de oxigeno en cul-
tivos celulares. Cultivos de lote alimentado y alimentacién de nu-

trientes dinamicas. Escalamiento y gendmica de cultivos celulares.

Biocatalysts & Enzyme
Technology. K. Buchholz, V.
Kasche, & U.T. Bornscheuer
(Buchholz, Kasche et al,
2012).

Conceptos basicos de enzimas como biocatalizadores. Innovacién
en enzimas e ingenieria de proteinas. Produccion y purificacion de

enzimas. Aplicaciones de enzimas en suspension e inmovilizadas.

Bioprocess engineering:
basic concepts. ML Shuler, F
Kargi (Shuler & Kargi 2002)

Conceptos basicos de ingenieria de bioprocesos. Enzimas. Cé-
lulas. Principales rutas metabdlicas. Estequiometria del creci-
miento microbiano y formacién de producto. Consideraciones
en la operacién de biorreactores para cultivos en suspension e
inmovilizados. Seleccion, escalamiento, operacion y control de
biorreactores. Recuperacién y purificacion de productos. Consi-
deraciones importantes para el cultivo de células animales y de
plantas. Aplicaciones médicas de la ingenieria de bioprocesos.

Cultivos mixtos.

Bioprocess Engineering: Ki-
netics, Biosystems, Sustain-
ability, & Reactor Design.
S.Liu (Liu 2013).

Una perspectiva de las reacciones. Reactores por lote y de flujo
ideal. Teoria cinética y de reaccion. Estimacion de parametros. En-
zimas. Metabolismo celular. Cultivos continuos y por lote alimen-

tado. Sustentabilidad. Disefio y operacion de biorreactores.

Bioprocess Engineering: An
introductory Engineering &
Life Science Approach. K.G
Clarke (Clarke 2013).

Aspectos historicos de la produccién de etanol y biofarmacos.
Microbiologia. Moléculas metabdlicas. Biologia molecular. Cinética
microbiana en cultivos por lote, continuos y lote alimentado.
Transferencia de oxigeno. Escalamiento de bioprocesos. Procesos

rio abajo.
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Bioengineering. M. Pavlovic
(Pavlovic 2015).

Fisiologia celular. Gendémica. Proteémica. Sistemas neuronales.
Control endocrino e inmunoldgico. Células madre. Sistemas
respiratorio y digestivo. Fundamentos de bioimdgenes. Biomate-
riales. Nanotecnologia. Ingenieria de cultivo celular. Ingenieria

de tejidos.

Biochemical Engineering &
Biotechnology. G. Najafpour
(Najafpour 2015).

Microbiologia industrial. Medicién de oxigeno disuelto y mezclado.
Aeracion y agitacion. Control del proceso de fermentacion. Creci-
miento cinético. Procesos rio abajo. Casos de estudio: produccién
de antibidticos, acido citrico, proteina unicelular y etanol. Esterili-

zacion. Procesos rio abajo.

Bioseparations Science &
Engineering. R.G. Harrison,
P.W. Todd, S.R. Rudge, & D.P.
Petrides (Harrison, Todd et
al, 2015).

Introduccién a los bioproductos y bioseparaciones. Lisis celular y
floculacidn. Filtracién. Sedimentacién. Extraccion. Cromatografia.
Precipitacion. Cristalizacion. Evaporacion. Secado. Disefio y econo-

mia de bioprocesos.

Bioseparation Engineering.
Ajay Kumar ¢ Abhishek
Awasthi (Kumar & Awasthi
2009).

Ingenieria de bioseparaciones. Lisis celular y floculacion. Filtracion.
Sedimentacién. Extraccién. Cromatografia. Precipitacion. Crista-
lizacién. Evaporacion. Secado. Disefio y economia de bioprocesos.

Separacién por membranas. Electroforesis.

Ingenieria de Bioprocesos.
Mario Diaz (Diaz Ferndndez
2012).

Balances de materia y energia. Transformaciones bioldgicas. Com-
portamiento en el flujo de fluidos. Bombeo de fluidos. Mezcla con
materiales fluidos. Transmisién de calor.. Cambiadores. Transmi-
sién de calor. Operaciones. Transferencia de materia. Suministro
de oxigeno. Separacion de productos. Por velocidad y en mallas.
Separacion de productos. Transferencia entre fases. Operaciones
con aire. Manejo de sélidos. Biorreacciones. Transformaciones en-
zimaticas. Biorreacciones microbianas. Inactivacion e inhibicion de
microorganismos. Cultivos celulares mas complejos y poblaciones
mezcladas. Biorreactores para organismos. Fase s6lida. Biorreac-
tores para seres vivos en fase liquida. Biorreactores discontinuos.
Biorreactores continuos. Tratamientos biolégicos de aguas. Consi-
deraciones complementarias de Ingenieria. Disefio de productos.
Introduccién a los aspectos econémico. Consideraciones sobre las

normativas legales. Anexos.

Bioseparaciones. Tejada, M.,
Montesinos, A., & Guzmdn,
R. M. (Tejada Mansir, Monte-

sinos Cisneros et al, 2011)

Proceso de bioseparaciones. Sintesis del Bioprocesos. Filtracion.
Centrifugacion. Rompimiento de células. III Concentracion del
Producto. Extraccién. Adsorcion. Cromatografia por Elucion. Pre-
cipitacion. Ultrafiltracion. Electroforesis. Cristalizacion. Secado.

Analisis del Bioproceso
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En cuanto a la oferta de revistas especializadas para la consulta de los avances cientificos
esta es aiin mayor comparada con la oferta de libros (tabla 1.5). Sin embargo, se propone
una lista basados en la antigiiedad de la publicacién y que aun son vigentes y con impacto,
y también se incluyen algunas de las mas recientes.

Tabla 1.5. Revistas recomendadas.

Nombre Fecha de .inic.if)
de la publicacion

Biotechnology & Bioengineering 1962

Biotechnology Letters 1979

Atpplied Biochemistry & Biotechnology 1981

Biotechnology Advances 1983

Journal of Biotechnology 1984

Biotechnology Progress 1985

Journal of Chemical Technology & Biotechnology 1986

Biotechnology & Bioprocess Engineering: BBE 1996

Biochemical Engineering Journal 1998

Journal of Bioscience & Bioengineering 1999

Metabolic Engineering 1999

Bioprocess & Biosystems Engineering 2001

Engineering in Life Sciences 2002

Molecular Systems Biology 2005

PLoS Computational Biology 2005

BMC Systems Biology 2007

Journal of Biological Engineering 2007

Systems & Synthetic Biology 2007

Cellular & Molecular Bioengineering 2008

ACS Synthetic B 2012

JSM Biotechnology & Biomedical Engineering 2013

Journal qf Bion.limetics., Bior?naterials & 2014
Biomedical Engineering.
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Capitulo 2
Campos laborales del ingeniero biélogo

Introduccidn

Durante su proceso de formacidn, el ingeniero bidlogo debe adquirir conocimientos y ha-
bilidades en temas de ciencias: matematicas, fisica, quimica y biologia, ademas de los cono-
cimientos de ingenieria, como ingenieria procesos, biorreactores, procesos de separacion,
operaciones unitarias, por mencionar algunos. Igualmente, con los avances en las ciencias
de la vida el ingeniero biélogo tiene herramientas para el desarrollo tecnologico en areas
como la biotecnologia, genémica, la ingenieria metabdlica, biomateriales, alimentos, bio-
médica e ingenieria ambiental. Todo este cimulo de conocimiento y habilidades ofrece al
ingeniero bidlogo un panorama para desarrollar su actividad profesional en diferentes sec-
tores economicos y las industrias que se incluyen. En este capitulo se describen algunos ti-
pos de industria en donde el ingeniero bidlogo puede llevar a cabo sus labores e impactar de
manera favorable. Se puede ver que los diferentes tipos de industria siguen teniendo como
objetivo cubrir las necesidades basicas de la sociedad, alimento, salud y ambiente limpio.

En las ultimas décadas, las actividades econdmicas relacionadas al desarrollo biotecnold-
gico se han venido incrementado. El término bioeconomia se ha acufiado para definir las
actividades econémicas donde se lleva a cabo la produccion de materiales renovables de
procedencia bioldgica y su posterior procesamiento para obtener alimentos, biofarmacos,
productos quimicos, materiales y biocombustibles, por medio de la innovacién continua
en el campo de la biotecnologia. El objetivo final de la bioeconomia es poder enfrentar las
necesidades sociales, combatir los problemas ambientales y generar bienestar econémico.
La bioeconomia involucra distintos sectores econémicos mds antiguos en la sociedad,
como la produccién de vino, pan y otros fermentados ha sido parte de la del desarrollo
economico, no obstante, los avances en el campo de las ciencias de la vida tales como las
tecnologias de ADN recombinante, la secuenciacion y sintesis de ADN ha permitido un
resurgimiento de la bioeconomia como un sector eje en el desarrollo de un pais. Ade-
mas, el desarrollo de la bioeconomia tiene un cardcter sustentable debido a que involucra
un amplio uso de materias primas sustentables. Por lo tanto, la actividad del ingeniero
bidlogo puede impactar en todos los sectores econdmicos, aplicando su conocimiento
en industrias como la salud, ambiental, alimentario, energia, produccién de quimicos y
materiales (Juma & Konde 2001, Kircher 2012).
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Industria farmacéutica y biofarmacéuticos.

Esta industria involucra la produccién de fairmacos y biofdrmacos con una gran variedad
de origenes, caracteristicas acciones terapéuticas, estabilidad y vias de administracién.
En cuanto su procedencia, en general los farmacos se obtienen por sintesis quimica,
por ejemplo, el acido acetil salicilico que se sintetiza a partir del acido salicilico y
el anhidrido acético, productos del petrdleo. Por el otro lado, en la produccion de los
biofarmacos intervienen los cultivos de organismos vivos (células, tejidos o animales), por
ejemplo, la insulina recombinante la cual se obtiene por medio de cultivos microbianos como
Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae (Baeshen, Baeshen et al, 2014). En el caso de
las plantas, que son organismos vivos, se pueden obtener firmacos y biofarmacos. Los
farmacos se obtienen por métodos de extraccion; un ejemplo es la morfina obtenida a
partir del opio, o la artemisinina para combatir la malaria. Aunque la idea de trabajar
con plantas para producir proteinas recombinantes no es nueva, en los ultimos afios se ha
intensificado los esfuerzos para hacer realidad su produccién. Por ejemplo, la taliglucerasa
alfa es un enzima que se expresa en células de zanahoria genéticamente modificadas y
fue aprobada en 2012 para el tratamiento de la enfermedad de Gaucher. Este trastorno
congénito provoca la acumulacion anormal de lipidos complejos en células de higado y
médula 6sea debido a la ausencia de la enzima glucocerebrosidasa (Grabowski, Golembo
etal, 2014).

En cuanto al proceso de produccion, los biofirmacos provienen de procesos de fermen-
tacion o cultivos celulares y procesos de alta purificacién lo que eleva los costos gene-
ralmente. En la ultima década la manufactura de biofdrmacos se ha incrementado; se
considera que actualmente existen 200 productos distintos en el mercado. De las carac-
teristicas que mayor impacto tienen en el proceso de produccion son, la estabilidad de la
molécula y selectividad. De esta manera los procesos de produccién se han venido inno-
vando para lograr mayores rendimientos. En este aspecto, se han disefiado biorreactores
de un solo uso, desechables, e inclusive se esta planteando el uso de procesos continuos
para incrementar la produccion. El conocimiento de ingenieria genética, tecnologia de
fermentaciones, cultivos celular y procesos de purificacion son de gran importancia en el
disefio de produccion de biofarmacos.
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Tabla 2.1. Ejemplos de biofairmacos producidos en Escherichia coli, levadura y células ma-
miferas (Walsh 2000).

Grupo terapéutico Proteina recombinante Hospedero
Factor VIII
Tromboliticos . . , ,
. Y Activador Tisular del células mamiferas
anticoagulantes o
Plasmindgeno
Insulina E. coli, S. cerevisiae
Hormonas Hormona de crecimiento E. coli, S. cerevisiae
Glucagén E. coli, S. cerevisiae
Eritropoyetina Células mamiferas
Factores de crecimiento Factor estimulante de colonias | Células mamiferas.
de granulocitos E. coli.
Citocinas Interferdn alfa E. coli.
Interferdn alfa E. coli.
. alfa-galactosidasa Células mamiferas
Enzimas .. . ,
desoxirribonucleasa Células mamiferas

Sector alimentos

Con el ritmo actual de crecimiento de la poblacidn, se estima que para el afio 2050 ha-
bra un incremento del 60% en la demanda de alimento, segtin la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura. La demanda implica una gran
presion por incrementar la produccion global de alimentos con los recursos disponibles
de tierra y agua.

El sector de alimentos abarca una enorme cantidad de industrias. De acuerdo con el
INEGI (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, México) el sector alimentos com-
prende desde los productos agricolas, pecuario, forestal o pesquero hasta la transfor-
macion de estos productos y entrega al consumidor final. Por lo tanto, implica diversos
segmentos productivos como la elaboracién de alimentos para animales, elaboracién de
azucar, conservacion de frutas y hortalizas, bebidas y productos lacteos, por mencionar
algunos. En la tabla 2.2 se puede consultar el porcentaje de participacion de los distintos
segmentos en México.
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Tabla 2.2. Participacion de distintos segmentos productivos en el sector alimentario. Re-

porte Actinver (2013).
Segmento Productos Participacion
Elaboracion de alimento para animales. Proteina animal, forraje 2.3%
Molienda d

orenda de granos Harinas 8.9%

y semillas oleaginosas.
Elaboracién de azucar, chocolates, Se incluyen los jarabes 6.2%
dulces y similares. dulces o
Conservacion de frutas, verduras y Mermeladas y hortalizas 429
alimentos preparados. empacadas e

Quesos, cremas,

Elaboracion de productos lacteos. . 12.6%
mantequillas
Matanza, d iento d .
atanza, empacaco y procesaieiiio €€ 1 venta de carne refrigerada 22.0%
ganado y aves.
p i6 dod i
reparaciony empacado €e mMatiscoS ¥ | Venta de carne refrigerada 0.8%
pescados.
Elaboracion d ductos d deri
aboracién de productos de panaderia Incluye frituras 31.5%
y tortillas.
Otras industrias (aderezos, botanas, Concentrados como los 11.5%
café, té concentrados y perecederos) jugos 27

Los alimentos procesados se dan en gran volumen e implica el desarrollo y disefio de
procesos para su obtencion. La industria de la cerveza requiere del uso de las tecnologias
de la fermentacion y el manejo de microorganismos. La industria del queso requiere de
enzimas para su produccion. Actualmente hay tendencias por el incremento en la produc-
cién de nutracéuticos debido al impacto favorable que estos tienen en la salud humana
(Noviendri, Hasrini et al, 2011).

Ambiente

A diferencia con los sectores econémicos mencionados anteriormente, no existe un sector
industrial relacionado al ambiente, es decir, las tecnologias ambientales como la biorreme-
dacién de suelos, tratamiento de agua y limpieza de contaminantes en el aire no se consi-
dera parte de una industria de manufactura, sino un sector de servicios, lo que constituyen
un conjunto de tecnologias con el propésito de que las distintas industrias cumplan con
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normas ambientales. Actualmente, debido a los problemas derivados de la contaminacién
de suelo y agua, y la emisién de gases de efecto invernadero, la ONU ha convocado a los
paises para que planteen en sus politicas de crecimiento econdémico un desarrollo indus-
trial sostenible. Esto implica que el consumo y produccion de los bienes y servicios deben
estar contenidos en un marco de desarrollo que garantice una mejor calidad de vida redu-
ciendo la sobreexplotacion y contaminacion de los recursos naturales (Velasco, Hernandez
Jimenez et al, 2016). No obstante, en los ltimos afios, se pretende cambiar esta concepcion
de ser sdlo de servicios para pasar a una industria de caracter productivo.

Produccién de quimicos

El metabolismo celular contiene un gran nimero de reacciones quimicas catalizadas por
enzimas (biorreacciones) y que se organiza de tal manera que forman conjuntos de rutas
metabdlicas. En el capitulo anterior, se comentd que un hito en la generacién de datos y
conocimiento de los sistemas bioldgicos fue la secuenciacion genémica y debido a la gran
cantidad de informacién que se obtuvo ésta tuvo que ser organizada en bases de datos es-
pecializadas. Por ejemplo, KEGG y MetaCyc son las bases de datos que contiene las rutas
metabolicas de cientos de organismo vivos. Entre estas dos bases de datos en promedio se
tiene el registro de 9000 reacciones bioquimicas y 7000 compuestos (metabolitos), aproxi-
madamente (Altman, Travers et al, 2013). Esta cantidad de compuestos implica un reposito-
rio muy vasto de productos quimicos, algunos conocidos, y otros con el potencial de generar
nuevos productos; sin embargo, para poder acceder al resto de los productos quimicos y
alcanzar volimenes industriales, es necesario desarrollar nuevas tecnologias y configura-
ciones de bioprocesos (National Research Council, Division on Earth & Life Studies, Board
on Chemical Sciences & Technology, 2015).

Generalmente, en la manufactura de quimicos se hace diferencia entre los distintos pro-
ductos quimicos. Los quimicos especializados, los cuales son de alto valor comercial, por
ejemplo, las enzimas y los farmacos, lo cuales pueden tener volimenes de produccién
de gramos. Los quimicos a granel se producen en volimenes del orden de cientos de
toneladas, por ejemplo, los combustibles o los intermediarios para la produccién de po-
limeros como el etileno. Esta diferencia en volumenes de produccion entre los distintos
productos también resulta en una diferencia en los costos de produccién. En la figura 2.1
se presenta el margen bruto de distintas compaiiias dedicadas a la produccion de distintos
productos; enzimas, biofairmacos y biocombustibles. Se puede distinguir en la figura que
en la produccidon de quimicos como los biocombustibles el margen bruto es mucho mas
pequeiio que el de otras industrias. Uno de los factores de esta diferencia es el hecho de
que los precios de productos quimicos provenientes del petrdleo son mas competitivos
que los productos provenientes de una base biolégica como consecuencia de los costos de
produccién. Para competir con productos de procedencia bioldgica (bio-based products)
se pueden abordar dos perspectivas, el disefio de procesos de producciéon mas econémi-
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cos para su produccion o la sustitucion de los productos petroquimicos por compuestos
equivalentes o con mejores propiedades para generar nuevos materiales y disminuir el
impacto ambiental.

La elaboracién de productos quimicos utilizando materias primas renovables no es nue-
va, se calculan que, en suma, la cantidad de quimicos y polimeros es de 50 millones de
toneladas cada afio (de Jong, Higson et al, 2012). En contraste, se estima que la produc-
cién de quimicos y polimeros en la industria petroquimica es de aproximadamente 330
millones de toneladas. Estos valores implican que los productos quimicos de procedencia
bioldgica solo abarcan aproximadamente el 15% de los productos que se generan actual-
mente, esto significa que existe un area de oportunidad para el desarrollo de las activida-
des de la ingenieria biologica.

Figura 2.1. Esta figura representa el margen bruto (en porcentaje) de distintas companias

biotecnoldgicas representativas de la industria de produccién de biofarmacéuticos (Am-

gen, Inc., Novartis Inc. y Roche), enzimas (Solazyme, Inc. y Novozymes, Inc.) y etanol

(Green Plains Inc.). El margen de beneficio de la figura se calcula como el precio de venta

(sin impuestos) menos el costo de produccién del bien vendido, todo esto entre el precio

de venta; por lo que se tiene un porcentaje (National Research Council, Division on Earth
& Life Studies, Board on Chemical Sciences & Technology,2015).
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Biorrefinerias

De los 330 millones de toneladas de productos quimicos y polimeros derivados del petré-
leo que actualmente se producen estos provienen de un numero reducido de precursores
primarios, estos son: metanol, metano, etileno, propileno, butadieno, xileno, benceno y
tolueno. De cada uno de estos se obtienen distintos precursores secundarios que pos-
teriormente se transforman en productos finales, por ejemplo, a partir del benceno se
obtiene el ciclohexano y etil benceno. Del etil benceno se obtiene el estireno con el cual se
obtiene el polimero llamado poliestireno. Este polimero se utiliza en la produccion de tex-
tiles, por ejemplo. Para lograr estas transformaciones se han disefiado plataformas indus-
triales, las refinerias y la industria petroquimica. En semejanza con las refinerias, para la
produccioén de productos quimicos de procedencia bioldgica se propone la creacion de las
biorefinerias, en donde los precursores primarios serdan la celulosa, hemicelulosa, almi-
dén, lignina, proteinas y aceites de origen vegetal o animal. Todos provenientes de distin-
tas fuentes de biomasa, tales como, residuos forestales, agricolas o cultivos especializados.
Pero no solamente se esperan obtener productos quimicos en las biorefinerias, también
se estan disefiando para la producciéon de biocombustibles, como el etanol y biodiesel e
inclusive materiales y alimentos (Cherubini 2010, FitzPatrick, Champagne et al, 2010).

En la actualidad, uno de los principales sectores que impulsa la creacion de las biorefi-
nerias es el del transporte. Debido a la alta demanda de combustibles fésiles, el sector
de transporte se encuentra bajo la presion de politicas de consumo renovable y susten-
table de combustibles. Es en este sector, principalmente, en donde los biocombustibles
deberan reemplazar en gran proporcion del volumen de consumo actual del sector. Sin
embargo, el principal contratiempo en el impulso de la creacién de biorefinerias es el alto
costo de producciéon comparados con los provenientes del petroleo. Esto ha conducido a
que los biocombustibles solamente puedan entrar al mercado por medio de apoyo guber-
namental, ya sea reduciendo los impuestos por su consumo, o por medio de regulaciones
que incentiven el uso. No obstante, se plantea la eventual disminucién de las reservas
del petréleo por lo que es momento de que la industria y economia se preparen para en-
frentar escenarios futuros. Actualmente, se proyecta que para que una biorefinerias sea
competitiva, ademas de producir combustibles, debe estar disefiada para producir otros
productos, como los quimicos basicos y especializados, materiales y alimentos de ma-
nera integral y 6ptima (FitzPatrick, Champagne et al, 2010, Rodsrud, Lersch et al, 2012).

Cabe mencionar que dentro dela concepcion de estas biorefinerias uno delos procesos clave
parala producciéon de quimicos sera el proceso de fermentacion. Se tiene constancia de que
este proceso en los ultimos 60 afios constituye uno delos procesos ampliamente usados para
la generacién de productos quimicos finos y, ademas, en la actualidad estos procesos se ali-
mentan con azticares y almidones. Hasta el afio 2015 la demanda de quimicos derivados de
procesos de fermentacion era de 56.98 millones de toneladas (Grand View Research 2016).
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En la tabla 2.3 se mencionan algunos ejemplos del mercado global de productos quimicos
finos que actualmente se producen via fermentacién de aztcares. La proyeccidn del aio
2018 se hizo con una aproximacion lineal.

Tabla 2.3. Mercados globales de algunos productos quimicos finos.

Quimico En 2009 En 2013 En 2018
(millones USD) | (millones USD) | (millones USD)

Amino 4cidos 5,410 7,821 11,306
Antibidticos 1,800 2,600 3,756
Acidos organicos 2,651 4,036 6,145
Enzimas 3,200 4,900 7,503
Vitaminas 2,397 2,286 2,180
Xantana 443 708 1,132
Total 15,901 22,351 34,039

Para entender los valores, es necesario plantearse el escenario en donde un empresario
decide crear un empresa para producir aminodacidos, por ejemplo. Con los valores de la
tabla 2.3 significaria que para el 2018 la poblacion y las empresas gastardn 11,306 millo-
nes de USD, y el empresario que decidid participar puede ingresar parte de ese dinero.

El poder comprender el valor de estos mercados nos indica una necesidad de desarrollar
procesos cada vez mds econdmicos para poder ser competitivos. Igualmente, se puede
pensar en diversificar los diseiios actuales para incluir diferentes tipos de materias pri-
mas. Por lo tanto, la ingenieria bioldgica jugara un papel muy importante en la produc-
cién de los distintos productos que actualmente usamos e innovara en la produccién de
nuevos.
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Introduccién

El proceso se entiende como un conjunto de operaciones organizadas de forma secuencial
cuyo propdsito es la transformacion de la materia prima en productos ttiles a la sociedad
(bienes) u ofrecer alguin servicio; en el caso de los procesos que involucran algiin componen-
te biologico se acostumbra usar el término de bioproceso. Como parte de los productos que
se pueden obtener se encuentran los antibidticos, vacunas, amino acidos, biocombustibles,
etc.; en el caso de los servicios estan: la biorremediacion, el tratamiento de efluentes liquidos
y gaseosos contaminados, y la biolixiviacién (Wiley, Sherwood et al, 2013, Wiley, Sherwood
et al, 2013).

La configuracion de los bioprocesos puede ser tan amplia como productos y servicios se
desean obtener cubriendo la produccién en diferentes sectores industriales y se requieren de
estrategias de diseflo, simulacion, optimizacién e innovacion para alcanzar los objetivos de
produccion deseados. El rango de las productividades puede abarcar desde gramos por dia,
como lo pueden ser algunos biofarmacos, hasta cientos de toneladas en el caso de quimicos o
biocombustibles. Los cual implica a su vez que los contenedores para la produccién alcancen
valores de 1-30,000 metros cubicos. Las tecnologias que se deben ocupar dependen en el tipo
de producto y materia prima. Por ejemplo, para obtener etanol se requiere de un proceso de
pretratamiento para extraer los azlicares fermentables de la cafia de azicar, para alimentar
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una etapa de fermentacion en donde se produce el alcohol por medio de una levadura. El eta-
nol se separa del microorganismo centrifugacion y/o filtraciéon para finalmente hacer la des-
tilacion hasta obtener el producto final. Si la materia prima cambia, digamos maiz, deberdn
cambiar las etapas de pretratamiento. En el caso de la produccién de plantas, una actividad
relacionada a la agricultura, el objetivo principal en el bioproceso es la obtencién de la planta
para alimento, o materia prima como cafia de azicar, e involucra una serie de actividades
dirigidas a gestionar suelos, alimentos, fertilizantes e incluso la generacién de organismos
modificados genéticamente para aumentar los rendimientos.

El objetivo inicial del disefio de un bioproceso es lograr cada vez mayores productividades y
rendimientos. No obstante, en las ultimas décadas las necesidades de disefio de bioprocesos re-
quieren de nuevos factores como lo es el manejo sustentable de las materias primas y desechos,
implicando el desarrollo de nuevas tecnologias de produccion para la optimizacion en costos.

Por lo tanto, el ingeniero bidlogo debe aportar con nuevas visiones y estrategias de ca-
racter innovador en la ingenieria de procesos para culminar con bioprocesos altamente
competitivos y sustentables; ademas, con las caracteristicas necesarias para resolver los
retos futuros tales como:

a. La necesidad de una actividad global sustentable, tanto en lo social, como en lo
ambiental y econdmico.

b. Lareconfiguracion de los bioprocesos actuales para el manejo de materias primas
sustentables.

c.  Disminuir la dependencia de combustibles fosiles, e inclusive, llegar al punto de
reemplazar su uso.

d. Disminuir las consecuencias de cambio climdtico, a través del desarrollo de tec-
nologias para el tratamiento de efluentes gaseosos, liquidos y sélidos.

e. Lograr el desarrollo regional de actividades primarias como la agricultura.

f.  Innovar en el desarrollo del cuidado de la salud humana por medio de la creacién
de nuevos biofirmacos, materiales para nuevas terapias médicas e implementa-
cién de instrumentacion biomédica.

El planteamiento de un proyecto como es el de disefiar bioprocesos requiere de muchas
areas del conocimiento y desarrollo técnico, sin embargo, existen tres puntos iniciales con
los cuales se comienza a conceptualizar un proyecto, éstos son:

i. Eltipo de materia prima. En donde se tienen que contemplar factores como: el
cardcter renovable o no renovable; el alto costo o la dificultad de procesamiento.

ii. El agente biologico responsable de la transformacién de la materia prima.
Puede ser de distinta naturaleza como las enzimas, microorganismos, células
mamiferas, células de plantas o tejidos.
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iii. El tipo de producto o servicio. Comprender si se busca la produccion de qui-
micos, enzimas, proteinas farmacéuticas, microorganismos, biomateriales, etc.
O si se requiere de los servicios de tratamiento de desechos, lo cual implica que
se debe considerar el aspecto del efluente a tratar —gaseoso, liquido o sélido—
y los contaminantes a remover o reusar.

Cada uno de estos aspectos juega un papel fundamental en la concepcidn inicial del dise-
no. Una vez establecidas las necesidades, se comienzan a plantear las distintas operacio-
nes que se requieren para la transformacién o manejo del material, por ejemplo, tratdn-
dose de la produccién de un producto como un quimico o biofirmacos, las operaciones
son: (Shuler & Kargi 2002, Diaz Fernandez, 2012)

i. Pretratamiento de materia prima. Este puede incluir, por ejemplo, una sacari-
ficacién para la extraccion de azucares de residuos agroindustriales.

ii. Preparacion de insumos. Tanto la materia prima como las corrientes liquidas
deben estar esterilizadas. Por ejemplo, cuando se requiere de un insumo como el
medio de cultivo para una fermentacion es necesario ajustar parametros como:
pH, concentracion de sales de distintos componentes (P, N, K, etc.) y temperatura.

iii. Pre-inoculacion. Cuando se usan microorganismos o células, éstos son acondi-
cionados de acuerdo con las variables del biorreactor hasta alcanzar concentra-
ciones de biomasa celular lo suficientemente altas para mantener la produccién
a la escala deseada. Este acondicionamiento de las células en biorreactores (a
veces denominados semilla) se lleva a cabo en pequeiia escala, y gradualmente
se incrementa hasta lograr iniciar el biorreactor a la escala de produccion.

iv. Fermentacion o biorreaccion. Esta parte del proceso es la operacién encargada
de llevar a cabo la transformacién bioldgica. Se puede llevar a cabo en un fer-
mentador o biorreactor. La eleccion del equipo es clave para alcanzar las produc-
tividades deseadas. No solo en tamaio, sino el modo de operacion que se desea
(continua, en lote, 0 en lote alimentado), influyen en la configuracion del proceso.

V. Separacion de biomasa o enzimas. Concluido el proceso en el biorreactor, se re-
quiere de una serie de operaciones que pueden consistir en procesos de filtracion
o centrifugacion para separar las células, enzimas o microrganismos del caldo de
cultivo que fueron responsables de la transformacion de la materia prima.

vi. Separacion del producto. El producto debe concentrarse y purificarse, esto im-
plica una serie de operaciones como: ultrafiltracion, extracciones, evaporacio-
nes, cromatografia, intercambio idnico, entre otros procesos.

Las operaciones anteriores se organizan dentro de distintas etapas de proceso. Se tiene la etapa
rio arriba (up-stream en inglés) que incluye todas esas operaciones necesarias para preparar
la materia prima; la etapa de biotransformacion, en donde se introduce ya la materia prima a
transformarse, el biorreactor o fermentador; y, finalmente, la etapa de rio abajo (down-stream



INDICE PROBLEMAS DE INGENIERIA BIOLOGICA

en inglés), en donde se encuentran todas las operaciones necesarias para la separacion. En la
figura 3.1 se representa un esquema de las operaciones y etapas de un bioproceso que involu-
cra una fermentacion.

Figura 3.1. Ejemplo de las etapas y operaciones involucradas en un bioproceso que invo-
lucra una fermentacion o biorreaccion.

Para alcanzar un nivel de disefio 6ptimo e innovador, es necesario identificar que existen una
serie de problematicas en cada una de las etapas, las cuales se pueden resumir en seis puntos:

i. Materia prima y su preproceso. Para mejorar la capacidad de producir materia
prima econdmica y sustentable ambientalmente, se debe aumentar la disponibi-
lidad de celulosa a partir de plantas, que pueden ser modificadas genéticamente
para lograr los procesos de sacarificaciéon de manera econémica. Por ejemplo, el
uso completo de la lignina, que resulta como producto alterno de la sacarificacion.
La posibilidad de convertir materias primas con caracteristicas complejas en inter-
mediarios utiles para su produccion via rutas metabdlicas. El uso de otras fuentes
como: didxido de carbono, asi como metano y sus derivados para alimentar biopro-
cesos. Esto implica la comprension de la utilizacion de fuentes de carbono Cl1.

ii. Fermentacion y procesamiento. Es necesario diversificar las configuraciones
de cultivo. Actualmente, los procesos aerobios y en lote realimentado son las
dominantes en la producciéon de quimicos. Sin embargo, se requiere mejorar
la productividad de los fermentadores abordando los temas de: transferencia
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de masa y calor; la elaboracién y remocion continua de productos; explorar el
uso de co-cultivos, co-productos y co-sustratos. Se requiere de herramientas
computacionales y matematicas con la capacidad de predecir el comportamien-
to de los bioprocesos utilizando experimentos a pequefia escala. A partir de
estos instrumentos se pueden llevar a cabo las predicciones de escalamiento. A
diferencia de muchos procesos quimicos, los procedimientos de fermentacion
requieren grandes cantidades de agua, lo que genera grandes flujos de producto,
siendo todo un reto para el manejo de la separacion; también el uso eficiente de
agua, deberd integrarse en el diseo.

iii. Generacion de cadena de herramientas para el disefio de procesos. Se requie-
re de protocolos experimentales definidos, que integren todas las herramientas
para el diseflo del bioproceso en todas las escalas, desde el manejo de las enzi-
mas o células en el laboratorio y dentro del reactor, hasta el nivel de proceso.
Igualmente, son muy necesarias las herramientas computacionales para el ana-
lisis y prediccion en todos los niveles.

iv. Rutas metabolicas. Se requiere del rapido redisefio de enzimas para modificar
su capacidad catalitica y especifica, e incluirlas en las rutas metabolicas.

V. Microorganismos. Es importante generar cepas de manera répida y eficiente,
con capacidades especificas para el proceso de produccion. Se requiere que sean
estables genéticamente para mantener su rendimiento de manera prolongada.
Ademds, deben adaptarse a las distintas materias primas; asi como a las varia-
bles de proceso, concentracion y temperatura. De igual importancia es la do-
mesticacién de microorganismos que de manera natural son productores, pero
no se logran controlar en proceso.

vi. Pruebas y mediciones. Generalmente, en los disefios bioldgicos se requiere pro-
bar de manera rutinaria las capacidades y caracteristicas de estos; es decir, los
microorganismos y enzimas disefiadas. De esta manera se logra la optimizacion
por medio de la comprension del sistema. Actualmente, las técnicas de cuantifi-
caciones han ido disminuyendo de precio, pero siguen siendo poco accesibles.

Caracteristicas de la materia prima Gtil para los bioprocesos

El petréleo ha sido la principal materia prima para generar compuestos quimicos —que
son intermediarios en la elaboracion de otros productos finales— en una gran variedad
de industrias. Por mencionar algunas: la industria quimica, farmacéutica, de cosméticos,
de plasticos y de electrdnicos, entre otras. Fundamentalmente vivimos en una economia
basada en el procesamiento del petréleo. La condicion que ha preocupado en los ultimos
afos es que éste es una materia prima no renovable; ademds, su uso estd asociado a la emi-
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sion de gases de efecto invernadero y, por consecuencia, se tienen los efectos ambientales
del calentamiento global. Por lo tanto, se busca encontrar materias primas de caracter
renovable, y provenientes de la biomasa vegetal (todo aquello que logra consumir CO,).
Actualmente, existen muchos procesos de la industria biotecnolégica que ocupan aztca-
res como materias primas provenientes de la fijacion de CO,; por ejemplo, la glucosa se
elabora a partir del jarabe de maiz, el cual fue obtenido como un producto del crecimien-
to de la planta y su posterior hidrolisis.

De esta manera, podemos establecer que si se conocen las alternativas renovables
para sostener la actividad econémica, pueden ser utilizadas. Hemos aprendido que
la naturaleza tiene la capacidad de proveer material vegetal, el cual es de cardcter
renovable y accesible en todo el planeta; ademas de que contiene una gran diversidad
de azuicares ttiles para alimentar nuestros procesos. Por lo tanto, la biomasa vegetal’,
es uno de los mejores candidatos para lograr obtener las fuentes de carbono para
alimentar los procesos que permitan sintetizar los materiales que utilizamos en la
vida diaria. Ejemplos: los azucares de seis carbonos (C6), tales como glucosa y fruc-
tosa; o de cinco carbonos (C5), como xilosa (figura 3.2) (Cherubini 2010, FitzPatrick,
Champagne et al, 2010).

Figura 3.2. Las diferentes materias primas tienen como estructura principal aztcares de
cinco y seis carbonos, usadas para alimentar los bioprocesos de produccién.

Debe quedar claro que la biomasa vegetal hace referencia a aquellos materiales que son
parte de un proceso renovable; por ejemplo: arboles, cultivos, granos, desechos de la

*  Es necesario recalcar que el término biomasa también se utiliza en el contexto de las fermentaciones, refirién-
dose a las células o microorganismos utilizados; por lo tanto, en ocasiones es necesario entender en qué contexto se
utiliza el término.
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agricultura, residuos de bosques, plantas acuaticas, microalgas y desperdicios de ani-
males. A su vez, estos materiales se han clasificado en dos grandes grupos: i) materias
primas de primera generacion, las cuales provienen directamente de cultivos comesti-
bles, como plantas ricas en contenido de almidén y aceite; y ii) las materias primas de
segunda generacion, las cuales se basan en residuos no-comestibles, ya sea provenientes
de cultivos u otras fuentes (tabla 3.1).

Tabla 3.1. Materias primas de biomasa vegetal usadas para alimentar los bioprocesos de
produccion.

Primera generacion

Materia prima Caracteristicas

Ricos en almidones, los cuales pueden ser hidroli-
zados de forma enzimatica, resultando soluciones
de aztcar con la capacidad de ser utilizadas en los

Aceite de canola

Maiz .
Trigo procesos d'e ferme'ntaaon.

Otra ventaja consiste en que se generan productos
alternos ricos en proteinas y energia que se ocu-

pan en alimento para ganado.
Soya Se han utilizado para la generacion de aceites, que
Aceite de palma luego se someten a un proceso de transesterifica-
Jatrofa cioén o catalisis, para la produccién de biodiesel,

turbosina u olefinas (etileno y propileno).

Cafia de aztcar
Remolacha azucarera
Sorgo dulce

Rica en sacarosa, funciona como una fuente de car-
bono directa para los procesos de fermentacion.

Segunda generacion

Materia prima

Caracteristicas

Pasto perenne
Residuos agricolas
Sorgo hibrido
Residuos forestales

Cultivos de rapido crecimiento.

Pueden considerarse mas econémico comparados
con los de primera generacién. Pero su procesa-
miento para lograr extraer azucares es mas costoso.

Microalgas

Las microalgas presentan un potencial para la
producciéon de aceites precursores de biodiesel.
Pero también se explora como un microorganis-
mo generador de otros productos.
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La constante de las materias primas descritas en la tabla 3.1 es el contenido de fuentes de
carbono ttiles para alimentar los procesos de fermentacion. A excepcion de los casos de
los aceites, los cuales alimentan procesos quimicos principalmente.

La complejidad de procesar estos componentes primarios se debe esencialmente a su
estructura polimérica, la cual debe romperse. La particularidad de las materias primas
de segunda generacidn es: su alto contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina. Poli-
meros cuyas unidades se componen de azticares fermentables y otras moléculas dificiles
de procesar. La celulosa es: un polimero lineal compuesto por unidades de glucosa, las
cuales son obtenidas por hidrolisis acida o enzimatica. En segundo lugar, se encuentra
la hemicelulosa, la cual es: un polimero ramificado, y su hidroélisis es mas compleja que
la de la celulosa.

Para poder estimar la eficiencia de la materia prima en proveer de azticares a los bioproce-
sos de produccidn, en la tabla 3.2 se presentan valores de algunos compuestos de biomasa
vegetal de segunda generaciéon (Sun & Cheng, 2002). Los registros varian en distintos
rangos.

Tabla 3.2. Porcentajes de celulosa, hemicelulosa y lignina para algunos compuestos de
biomasa vegetal de segunda generacion (Sun & Cheng, 2002).

Material Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
Algodén 80-95 0 0
Cascara de nuez 25-30 25-30 30-40
Desecho de papel de pulpeos 60-70 10-20 5-10
Desechos de cerdo 60-70 28 -
Desechos de pasto 25-40 35-40 18-30
Desechos sdlidos de aguas residuales 8-15 - 24-29
Desechos sélidos de ganado 1.6-4.7 1.4-3.3 2.7-5.7
Hojas 15-20 80-85 0
Madera dura 40-55 24-40 18-25
Madera suave 45-50 25-35 25-35
Olote de maiz 45 35 15
Paja de trigo 30 50 15
Papel 85-99 0 0-15
Papel periddico 40-55 25-40 18-30
Pasto de crecimiento rapido 45-50 31.4 12
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Agentes biolégicos

Como agentes bioldgicos nos referiremos a todos esos componentes, u organismos, que
estan involucrados en la transformacién de materia prima. Pueden ser parte de este, par-
ticipando como responsables directos de la transformacion de la materia prima, o como
producto final. Estos comprenden: las enzimas, células (microbianas, mamiferas y vegeta-
les), tejidos, ademas de organismos vivos como plantas y animales. Por lo tanto, es de im-
portancia que el ingeniero bidlogo comprenda los principios basicos del funcionamiento
de estos agentes y conozca cual es su potencial de aplicacion.

Las enzimas son proteinas de alto peso molecular (cuyas unidades de medida son los Dal-
tons, simbolo Da), que catalizan una gran diversidad de reacciones bioquimicas. Como
catalizadores, tienen la funcién de incrementar la velocidad con la cual se transforman los
productos y reactivos; esto es, permiten procesar con mayor rapidez una cantidad de éstos
por unidad de tiempo, por unidad de catalizador, o volumen. En una bacteria como Es-
cherichia coli se pueden encontrar hasta 2 000 tipos diferentes de enzimas, las cuales par-
ticipan en distintos procesos celulares tales como: el metabolismo, replicaciéon de ADN y
sintesis de proteinas, entre otros. En resumen, las enzimas son los catalizadores de la vida.
Pero también se pueden considerar como las impulsoras de la industria y la economia.

Las enzimas han estado involucradas en una gran cantidad de actividades humanas desde
tiempos antiguos. Un ejemplo de estas aplicaciones es la produccion de quesos, los cuales
se elaboran de manera tradicional usando el contenido estomacal de los rumiantes como
la vaca para llevar a cabo el paso de coagulacion en el proceso de fabricacion de este pro-
ducto lacteo. En la actualidad, se tiene identificado que este contenido gastrico incluye la
enzima quimosina, la cual es responsable del proceso de coagulacién. Actualmente, esta
enzima es la de mayor demanda para la elaboracion de quesos y se obtiene sin la necesidad
de utilizar el contenido estomacal del rumiante. Pero este no es el unico caso, muchas
otras industrias ocupan enzimas para la elaboracion de diversos productos. En la tabla
3.3 se mencionan ejemplos de diferentes clases de enzimas que se utilizan en distintos
segmentos industriales.
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Tabla 3.3. Enzimas usadas en distintos segmentos industriales, adaptado de Kirk et al,
(Kirk, Borchert et al, 2002).

Almidén y combustibles

Tipo de industria Clase de enzima Aplicacion
Proteasas Remocion de manchas de proteina
Detergentes Amilasas Remocién de manchas de carbohidratos
Celulasas Remocion de manchas de lipidos
Amilasas Sacarificacion

Glucosa isomerasas

Conversion de glucosa a fructosa

Xilanasas Reduccién de viscosidad
Proteasas Coagulacion de leche, férmulas licteas para bebes
Alimentos Pectinasas Procesamiento de productos de origen frutal
Lactasas Remocién de la lactosa en la leche
Ablandamiento del pan y condicionamiento de volumen.
Amilasas
Ajuste de la harina
Horneado Xilanasas Acondicionamiento de la mezcla de panificacion
Fosfolipasas
Acondicionamiento y estabilidad de la mezcla de panificacion
Lipasas
Fitasas Mejoramiento de la digestion del producto
Alimento animal Xilanasas
Digestibilidad
Glucanasas

Acetolactato descarboxilasas

Maduracion de cerveza

Bebidas Lacasas Clarificacion de jugos, rectificacion de sabor de la cerveza
Pectinasas Modificacion de la viscosidad del jugo
Pectato liasas Fregado del textil
Textiles Lacasas Blanqueado
Peroxidasas Remocién del exceso de tinte
Celulasas Modificacién de fibras
Pulpa y papel Proteasas Remocién de biopeliculas
Lipasas Control de contaminantes
Lipasas Transesterificacion
Grasas y aceites
Fosfolipasas Desgomado

Penicinil acilasas

Sintesis de penicilina semisintética

Cuidado personal

Glucosa oxidasas

Peroxidasas

Sintesis organica Nitrilasas Sintesis de enantidmeros puros de 4cidos carboxilicos
Lipasas Separacion de mezclas racémicas alcoholes y amidas quirales
Proteasas Suavizar el cuero
Cuero
Lipasas Desengrasado de la piel
Amiloglucosidasas

Antimicrobianos
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A diferencia de las enzimas, las cuales se introducen al proceso en cantidades definidas,
los microorganismos y células mamiferas o vegetales pueden generarse dentro del proce-
so. Estos agentes bioldgicos pueden expandir las posibilidades de aplicacién gracias a las
nuevas tecnologias de ADN recombinante, con las cuales es posible manipularlos genéti-
camente para adaptarlos a nuevos procesos.

La manera en la que se eligen los microorganismos aptos para un proceso de produccion
ha ido cambiando con el tiempo. Originalmente, se les aislaba separandolos de los nichos
ecoldgicos donde se encontraban; por ejemplo, en algin alimento o fermentado, gene-
rando lo que se conocia como un cultivo puro. Se evaluaba su capacidad productora y se
seleccionaban las mejores cepas. De manera alternativa, las lineas escogidas se sometian
a procesos de mejora por medio de mutagénesis o utilizando distintas condiciones de
cultivo para perfeccionar sus propiedades de uso industrial. Actualmente, se hace uso
extensivo de las tecnologias de ADN recombinante para poder mejorar las cualidades
productoras de las cepas.

Algunas de las caracteristicas mas importantes de las células y microorganismos para ser
utilizados en los bioprocesos son:

- Deben ser genéticamente estables, tanto para el almacenamiento como durante
el periodo de proceso. En tiempos largos de realizacion de este, pueden generarse
mutaciones o pérdida de las funciones celulares que afecten la productividad.
Facilidad para manipularlos genéticamente. No siempre es posible hacerlo con
las herramientas que se tienen actualmente.

Que se puedan cultivar de manera sencilla en los distintos equipos de fermen-
tacion.

Velocidades de crecimiento altas para lograr mayor productividad. Principal-
mente cuando la elaboracion del producto que se quiere obtener viene asociada
a la velocidad de crecimiento.

- Poder crecer en medios de cultivo con costo reducido. Se trata de eliminar la
necesidad de sustratos que generalmente pueden ser mas costosos que el pro-
ducto que se quiere obtener; por ejemplo, vitaminas o inductores que afecten la
expresion genética.

Que logren generar un alto rendimiento del producto y facil recuperacion del
medio de cultivo.

Tener tolerancia a condiciones de estrés: pH y temperaturas altas, concentracio-
nes elevadas de producto o sustrato.

Deben ser seguros (no patégenos) y que no generen productos toxicos de ma-
nera alterna al producto que se requiere.
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Los casos de la produccion de biocombustibles o insulina con microorganismos como Es-
cherichia coli'y Saccharomyces cerevisiae son ampliamente conocidos (Quianzon & Chei-
kh, 2012). Por lo que en la tabla 3.4 se escriben algunos ejemplos de agentes bioldgicos
utilizados para la produccién de distintos productos no comunmente conocidos (Zhang
2010, Ochoa-Villarreal, Howat et al, 2016).

Tabla 3. 4. Ejemplos de distintos productos y los agentes bioldgicos empleados para producirlos.

Agente biologico Productos Compaiiia Comentarios
Taxus spp. Paclitaxel Python Biotech Anticancer
Podophyllum spp. Podophyllotoxin Nippon Oil Anticancer
Células d -
hcfrlilaaesn seuzarelz_ Glucocerebrosidasa Protalix Bio Tratamiento de la en-
sion P de humano Therapeutics fermedad de Gaucher
CHO (chinese 1. Tratamiento de
hamster ovary 1. Avastin 1. Genentech cancer de colon
cell, siglas en 2. Simponi 2. Centocor 2. Tratamiento de
inglés) artritis reumatoide
2 lul Psoriasi f -
Sp /0.(ce ulas de Stelara Centocor soriasis (en erme
mieloma) dad inflamatoria)
1. Tratamiendo de
artritis reumatoide
N L.UCB-Celltech 2. Degeneracion
1.Cimzia
. . 2.Genentech macular
E coli. 2.Lucentis ,
. 3. DuPont Tate & | 3. Monoémero para la
3. 1,3 propanodiol .
Lyle produccién de
tereftalato de
politimetileno (PPT)
Lactobacillus acido polilactico NatureWorks Parap ro<.i,u ccion de
poliéster
P .
Sacchar(.)r.ny ces polietileno Metabolix rOd]ﬁl,CCIOn de
cerevisiae poliésteres

Finalmente, en este capitulo se presentan una serie de problemas que ofrecen al ingenie-
ro bidlogo un panorama de los conocimientos necesarios para el disefio y desarrollo de
bioprocesos. Se presentan problemas que ocupan del conocimiento de los balances de
materia y energia, transferencia de calor y masa, cuantificacién de costos de proceso y
aspectos de innovacion y consultoria para el desarrollo de procesos.
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Problema 3.1 Estequiometria del crecimiento de un

microrganismo en condiciones aerobias

Juan Gabriel Vigueras Ramirez

Introduccidn

Un analisis elemental determiné que la biomasa de Leucoagaricus gongylophorus tiene: 47.2%
de C, 11% de N, 34.6% de O y 7.2% de H. A partir de estos datos, determine los coeficientes
estequiométricos que faltan en la ecuacion que definen el crecimiento aerobio con glucosa de
este hongo.

CH,,0,+a O,+b NH, > c CHON_+ d CO,+ e H)O (3.1
R1:
472 g C
472% (p/p)de C = g (3.2)
100 g de CHxOyNz

Por lo tanto, en 100 g de CH,O N, tenemos:

472 g | 123933 mol C (3.3)
12gC

g N[ =" 120785 mol N (3.4)
14g N

346 g 0 =L )22.1625 mol 0 (3.5)
16g0

72 g C( mol j=7.2 mol H (3.6)
1gH
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La férmula empirica de la biomasa microbiana, se expresa por convencion en funcién de
un unico atomo de carbono, por lo tanto, la proporcién elemental es:

_[3.933 mol C -1 (3.7)
3.933 mol C

_ 0.785 mol N ~0.199 3.8)
3.933 mol C

_ 2.1625 mol O —0.549 (3.9)
3.933 mol C

_ [ 7.2 mol H_ —~1.830 (3.10)
3.933 mol C

Por lo tanto, la formula empirica de Leucoagaricus gongylophorus que define su creci-
miento con glucosa es: CH, g3, Oy 540 Ny 100

CH,O,+a O,+b NH, — ¢ CH,,,0,,,N, ., + d CO, + e H,O (3.11)
Considerando que el coeficiente respiratorio (CR) para la oxidacién de carbohidratos es
1, tenemos:
d CO
CR= 2 |=1 3.12
( e 0, J 12

Ademas, en condiciones aerobias Yy,s= 0.5

|:: 0.5 CHxOyNz
CeH,,04 (3.13)
0.5 CO,

De ahi, la ecuacién queda como sigue:

C,H ,0,+3 0,+0.597 NH, — 3 CH ., O, N, + 3CO, + 4353 H,O (.14

1.830 70.549° " 0.199
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Problema 3.2 Formulacién de un medio de cultivo

Rodolfo Quintero Ramirez

Introduccidn

Los antibidticos son productos biotecnoldgicos que han transformado la terapéutica a
nivel mundial desde los afios cuarenta del siglo pasado, y sin duda han contribuido a dis-
minuir sustancialmente las muertes por infecciones.

La historia del descubrimiento de la penicilina por el Dr. A. Fleming es conocida por mu-
chos, asi como su posterior transformacién en el primer antibiético producido por fer-
mentacion aerdbica; éstos son, sin duda, hitos en el desarrollo biotecnolégico mundial.
Ademas, en este caso quienes lo hicieron posible, o encabezaron el grupo de investigacion
responsable, se les concedi6 el Premio Nobel: Dres. A. Fleming, E. B. Chain y H. W. Florey.

Entre los miles de antibidticos que han sido descritos en textos cientificos, destaca de ma-
nera primordial la penicilina G (C,;H;;N,0,S, 334.4 g/mol) (figura 3.3).

N
H
I\
N\)<
/,
0’
/)
O/\OH

Figura 3.3. Estructura molecular de la Penicilina G.
Presenta las siguientes caracteristicas:

- Fue el primer antibiético producido masivamente y que tuvo un gran éxito a
nivel terapéutico.

- A partir de su estructura basica, el dcido 6 aminopenicilanico (6-APA), se
han obtenido, tanto por via quimica como enzimatica, varios antibiéticos de
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segunda, tercera y hasta sexta generacion lo que ha prolongado su importancia
e impacto (figura 3.4).

- En los ultimos afios la penicilina también ha tenido un gran uso e impacto en el
sector pecuario, utilizindose rutinariamente en diversos tipos de ganado.

- Suversatilidad quimica ha permitido contrarrestar, aunque sea parcialmente, la
aparicion de bacterias resistentes.

H.N H Penicilinas semisintéticas:
2

AN i S CH 3 - Ampicilina
- Amoxicilina

,—N CH; - Oxacilina
O 6-APA = - Dicloxicilina
- - Piperacilina

Figura 3.4. El dcido 6-aminopenicildnico (6-APA) es un precursor para la elaboracion
de penicilinas semisintéticas.

En el problema que se plantea a continuacion, se expone un caso tipico de actividad pro-
fesional de un ingeniero bioldgico relacionado con la produccidn de penicilina.

Problema

Se desea producir Penicilina G (Pen G) en un tanque de fermentacién de 50 000 galones,
con una nueva cepa de Penicillium chrysogenum que alcanza un titulo de 60 000 Unidades
Oxford/mlen 6 dias.

Para el medio de cultivo, de acuerdo a la tecnologia adquirida, se tiene lo siguiente:

- Se debe anadir acido fenilacético como precursor del producto.

- La fuente principal de C es una solucién de dextrosa denominada Staleydex.

- La fuente principal de N es Pharmamedia.

- Se supone que la concentracion final de la biomasa es de 50 g/L y que el 20% del
antibidtico se descompone entre la recuperacion y la purificacion.

La tarea es formular un medio de cultivo adecuado para esta fermentacion.
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Los datos técnicos de la fermentacion son:

- Estequiometria: 3 glucosa + 3 NH, + H,SO, + Acido fenilacético = Pen G.

- La eficiencia estequiométrica es de 90%.

- La duracidn de la fermentacion es de seis dias, dividida en dos fases: en la pri-
mera, de un dia, el hongo crece; durante la segunda, de cinco dias, se produce la
mayor parte de la penicilina, por tratarse de un metabolito secundario.

- E1 Y = 0.45 g/g glucosa

- Energia de mantenimiento 0.027 g glucosa / g biomasa - h

- 1 Unidad Oxford equivale a 0.6 ug PenG

Procedimiento

Calcular el rendimiento tedrico de conversion de penicilina a partir de acido fenilacético
(AF).

_1mol Pen G 370 g PenG 1

= (3.15)
1 mol AF mol PenG 136 gAF
mol AF
P
y,= 278G (3.16)
g AF
Siendo que se alcanza sélo el 90% del valor tedrico, entonces:
P
Y, = 278G g (3.17)
g AF
y,= 27800 G (3.18)
g AF

Ahora se debe considerar la parte que se pierde en la recuperacion y transformar las Uni-
dades Oxford a masa:

_60000U 0.6 ug PenG 10° ml 10 “g PenG L s

1 g PenG
ml I L U g PenG 0.8

P (3.19)

Se supone que al principio de la fermentacién no hay Pen G presente, y todo el AF (acido
fenilacético) se consume, por lo tanto, los valores al inicio son:
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P,=0 (3.20)
P P 1 AF
S():7:45g z”G- 5 G:lsgL (3.21)
P 251
g AF

La descripcion del crecimiento celular se obtiene de:

a Y dt '
Donde mg, es la energia de mantenimiento. Integrando la ecuacion:
' 1
S,-S=my [ X dt+ S (X=X (3.23)
0

De acuerdo con los datos proporcionados:

En un dia se alcanza la mayor parte de la biomasa y la energia de mantenimiento es des-
preciable, entonces:

S -S= % (X-X,) (3.24)

0

El inéculo se supone igual a cero, X,= 0, pero en realidad seria entre 1 y 3% (en algunos
casos hasta 10%) y S es cero (todo se realiza en formar biomasa):

_X 50 g/l 111 g glucosa
Y 045 g/ g-glucosa L

0 (3.25)

En los siguientes cinco dias de la fermentacion el crecimiento es lento y la mayor parte de
la fuente de C se utiliza para mantenimiento (m):

S =mt

0 S

_ 0.027 g glucosa - 50g s dias - 24t h _ 1618 glucosa
g biomasa -h L dias L (3.26)

La fuente de C para la penicilina se calcula como sigue: si solo se alcanza el 90% del ren-
dimiento estequiométrico tedrico, entonces primero se estima el Y, teérico (Y}) después
el Yreal:

v I mol PenG . 372s/ PenG / mol PenG

P

" 3 mol glucosa  180g glucosa/ mol glucosa (3.27)
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Y, =0.69 _g PenG (3.28)
g glucosa

Y el Y, real es,

Y,=09 - Y. - 0.62 g PenG (3.29)

g glucosa

Para calcular la glucosa que se requiere para la sintesis de Pen G, debe considerarse que se
trata de un metabolito secundario, por tanto:

dp ds

—=-Y, — 3.30

dt P dt (30

Integrando:

P-F=-Y,(5,-9) (3.31)

Suponiendo que P, es cero y que toda la glucosa se consume S = 0, entonces:

s, :£: 45 g PenG /L _7n 8 glucosa (3.32)
Y, 0.62 g PenG/g glucosa L

Por tanto, la cantidad de glucosa que se requiere en el medio de cultivo es:

S, =111 g gl]Licosa +161 £ glucosa L7 8 glzcosa _345 & glucosa (3.33)

De acuerdo al proveedor de Staleydex, la dextrosa liquida esta al 70%, y la composicion
reportada de Pharmamedia es que contiene un 24.13% de carbohidratos.

Por tanto, el C requerido sera aportado por la dextrosa de Staleydex (W,) y Pharmamedia
(W)).

0.7 W, +0.24 W, =345 %Lcm (3.39)

Para resolver esta expresion matematica se requiere hacer uso de otra ecuacién para el
balance de N.

Primero se estima el requerimiento de N para la biomasa, después el N que se requiere para la
Pen G.
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De acuerdo a la literatura, el % de N en hongos es de 6% (rango 4 - 7%) por lo tanto:

so8 biomasa 06 &N 308N

L g biomasa B L

(3.35)

La Pen G tiene la siguiente féormula C,; H;, KN, O, S, por lo tanto la cantidad de nitrégeno
requerida se calcula como:

PenG - 0075—8 N _3.40 2N

g PenG L

45

El nitrégeno total requerido es:
3.OgTN (pam biomasa)+ 3.4gTN (pam penicilina) =6.40 gTN (3.36)

El N sera aportado por Pharmamedia, el cual contiene, de acuerdo al catalogo: un 59%
de proteina o sea (N) (6.25) = 0.59, de lo que se estima que el 16% de la proteina es N; el
Staleydex no contiene N.

(0.16)(059), = 6.40 gTN (3.37)

Ahora se puede resolver el sistema de ecuaciones simultaneas:

0.7 W +0.24 I, =345 8 8Meosa

(0.16)(059)w, = 6.40 gTN (3.38)

Para terminar de calcular el medio de cultivo, debemos estimar la cantidad de sustrato
que se requiere considerando Wes g/L y C el contenido del compuesto (%) :

g Staleydex

W = 469.43 (3.39)

Pharmapedia
W, =67.80 % (3.40)
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Haciendo el balance,
w.C+ W, C,+W, C.+W, C,=W, C.+W, C, (3.41)
En donde,

3 8 Staleydex

W =469.4 ,C, =0

1

W, = 469.43 E Lharmamedia. . _ ¢ v, como SO, = 0.6% como S

8gFA

w,=1 ,C,=0

W = Fuente de S (H,S0,)
4
L

,C,=98 %, H,50, =32 % como S

w,=50£,C,=05%
L

P
W():45g enG

,C,=8.6%

Por lo tanto, sustituyendo:

67.80 (0.006)+ 1, (0.32)=50(0.005)+ 45(0.086) (3.42)

H. SO
Resolviendo: 7, = 9.1%

Se puede continuar el analisis por balances similares para P, K, Mg, Na, Ca, Fe. Los resul-
tados se resumen en la tabla 3.5.

Componentes Medio de Cultivo:

Staleydex = 469.43 g/L
Pharmamedia = 67.80 g/L
Acido fenilacético = 18 g/L
H,S0, = 9.1 g/L
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INDICE

El tinico que aporta estos nutrientes es Pharmamedia.

Tabla 3.5. Resultados del porcentaje de elementos requeridos en biomasa para la produc-
cién de penicilina G (Pen G).

Compensacion % .
Elemento Pharmamedia
Biomasa Penicilina G

C 48 51.6 45

N 6.0 7.5 9.5

S 0.5 8.6 0.6

P 4.5 0 1.31

K 2.5 10.5 1.72
Mg 0.3 0 0.736

Na 0.5 0 0.0031
Ca 1.4 0 0.2530
Fe 0.2 0 0.0094

Para P, Pharmamedia aporta 68.32 (0.131) = 0.895 g/L y se requiere, para biomasa 50 (0.45) =
2.25 gP/Ly para Pen G = 0; por lo que hay un déficit de 1.355 g P/L

Para K, (se hace un balance semejante) 68.32 (0.0172) = 50 (0.025) + 45 (0.105), se observa
que en este elemento también hay un déficit de 4.331 g/L: por lo que otra fuente debe adi-
cionarse (generalmente soluciones acuosas de diferentes sales).

Para otros elementos, los resultados se muestran en la tabla 3.6:

Tabla 3.6. Resultados del porcentaje de resto de los elementos requeridos en biomasa para
la produccion de penicilina G (Pen G)

Elemento Pharmamedia Requ.isitos g/ Déficit
Biomasa
Mg 50.284 0.15
Na 0.212 0.25 0.389/1
Ca 17.285 0.7 ---
Fe 0.642 0.1 ---
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Se observa que solamente hay un déficit de sodio, de tal manera que es necesario agregar una

solucion con las sales de este elemento y potasio en la concentracion adecuada, para subsanar
el déficit.

Para terminar el problema, se debe considerar que el tanque de fermentacion de 50 000 gal s6lo
opera al 75% de su capacidad, por lo que hay que preparar 141 937.5 litros de medio de cultivo.

Cuando se formula un medio de cultivo, generalmente se empieza por seleccionar las
materias primas (diferentes fuentes de nutrientes) para cada uno de los elementos basicos
y después se optimiza, variando la composicion.

Por ejemplo: si son tres los componentes del medio que se desea optimizar (ABC), enton-
ces se hacen ocho experimentos donde se sigue el siguiente esquema (tabla 3.7):

Tabla 3.7. Se muestran las posibles combinaciones de los componentes a elegir para la
formulacion de un medio de cultivo

C
1 + +
2 - +
3 - +
4 + -
5 - - +
6 - + -
7 + - -
8 — — —

Donde: el signo (+) significa que a la composicion base se le agrega una concentracion
mayor de la fuente del elemento, y (-) significa que la concentracién de la fuente de ese
elemento que se pone, es inferior de la composicién base.
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Problema 3.3 Balance de materia en un proceso de

produccién de café descafeinado

Adela Irmene Ortiz Lépez

Introduccidén

Los balances de materia y energia son indispensables en cualquier area de la ingenieria de
procesos. Son las primeras herramientas que tiene un ingeniero bioldgico para abordar
problemas relacionados con el disefio de procesos y bioprocesos.

Los balances de materia y energia permiten la aplicacion de las leyes de conservacion de ma-
teria y energia, respectivamente. Es decir, aplicar a un sistema el principio de que: “la mate-
ria no se crea ni se destruye solo se transforma”, y “la energia de un sistema y sus alrededores
no puede crearse ni destruirse”. En otras palabras, la cantidad neta de energia ganada por
un sistema es igual a la energia que pierden los alrededores. Estos conceptos son faciles de
entender, pero su aplicacion, es decir los balances, requieren de la integracion de conceptos
diversos de quimica, fisica y matematicas; asi como, de termodindmica y fisicoquimica.

En este problema, se presenta una metodologia para el planteamiento y resolucién de
los balances de materia para un proceso industrial de produccion de café descafeinado,
mediante balances sin reaccioén en estado estacionario. Mientras que, en el siguiente, se
exponen ademas los balances de energia asociados al mismo procedimiento, pero en sis-
temas con y sin reaccion en estado estacionario.

La metodologia para la resolucion de balances de materia y energia fue adaptada de dos
libros fundamentales para hacer balances de materia y energia (Himmelblau & Huerta,
1988; Felder & Rousseau, 2006) y consiste en:
i. Leer cuidadosamente la descripcion del sistema, entender el enunciado del pro-
blema, comprender la fisica y quimica del proceso, e identificar las preguntas
que hay que responder. Cuando sea necesario, buscar informacion adicional.
ii. El alumno debe traducir dicha informacién a un diagrama de bloques del pro-
ceso, especificando claramente las fronteras.
iii. Etiquetar todas las corrientes del proceso, incluyendo todos los datos conocidos
y desconocidos. Nombrar variables para los que no se conozcan (incluyendo
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unidades). Indicar las condiciones de presion, temperatura y estado de agrega-
cion de cada corriente o componente del sistema.
- Incluir también las relaciones o especificaciones entre las variables.
- Identificar o proponer una base de célculo.

iv. Realizar el andlisis de grados de libertad. Si el sistema tiene cero grados de
libertad proceder al paso 5). De otra manera buscar si hay datos que no estén
incluidos en el diagrama.

v. Plantear y simplificar la(s) ecuacién(es) de balance(s) de materia y energia. In-
dicando claramente las suposiciones realizadas.

vi. Establecer estados de referencia para el calculo de los valores de entalpias y
realizar las estimaciones.

vii. Identificar el sistema de ecuaciones a resolver.

viii. Establecer una estrategia de solucion del sistema de ecuaciones.

ix. Resolver las ecuaciones (puede incluir la ayuda de software).

x. Verificacién de resultados que incluye responder las preguntas que indica el
enunciado del problema, asi como la validacién numérica y logica de los re-
sultados.

Contexto de la produccién del café descafeinado

De acuerdo a la Organizacion Internacional del Café (OIC), el consumo anual de café en el
mundo en 2015 fue de alrededor de 9 millones de toneladas (149.3 millones de sacos) (Or-
ganizacion internacional del café, 2015). El café descafeinado es grano verde al que se le ha
eliminado la mayor parte de la cafeina (>95%), representa entre el 8 y 9% de dicho consumo.
La reduccidn en el contenido de cafeina se consigue mediante un proceso de extracciéon que
mantiene las condiciones organolépticas de la materia prima dentro de un rango especificado.

Su proceso de produccién consiste en una serie de etapas: 1) Pretratamiento de los granos
verdes de café (sin tostar) con agua o vapor para facilitar la eliminacion de la cafeina; 2)
Extraccién sdlido-liquido de la cafeina del grano; 3) Recuperacion de solventes o regene-
racién de adsorbentes; 4) Secado del grano descafeinado hasta que recupere su contenido
normal de humedad; y 5) Tostado, para obtener el producto final que son precisamente
granos tostados descafeinados. Los procesos industriales mas comunes para la extraccion
utilizan solventes orgdnicos como el acetato de etilo y diclorometano (DCM), mientras
que otros utilizan agua como solvente o fluidos supercriticos principalmente CO,.

La extraccion sélido-liquido es: una operacién unitaria de transferencia de materia, que
consiste en extraer, mediante la disolucion en un solvente, uno o mas solutos (solidos o
liquidos) contenidos en un sélido inerte.
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Enunciado del problema

Un proceso comercial de produccion de café descafeinado utiliza extraccion con DCM para
la separacion de los componentes. En una primera etapa de pretratamiento, se alimenta va-
por saturado producido para entrar en contacto con los granos de café verde cuyo contenido
(en masa) de cafeina es del 2.3% y 11% de agua. Este proceso sirve para humectar el café
facilitando la extraccion de la cafeina. Se utiliza una relacion de granos y vapor de 1 a 1.25 en
masa. Estos al final de este proceso contienen 45% de agua. El exceso de vapor (agua no ab-
sorbida por los granos) se condensa y se retisa en otras areas de la planta. Los granos de café
humectados, pasan al sistema de extraccion sélido-liquido por contacto, utilizando DCM
como solvente en condiciones de temperatura, presion y tiempo de contacto, cuidadosa-
mente controladas. Por cada tonelada de granos de café verde se utilizan 10 kg de DCM. De
este proceso se obtienen dos corrientes: 1) el extracto que contiene 1.8% en peso de cafeina
¥, 2) el residuo solido de la extraccion (granos de café verde humedos descafeinados), que
contiene 6 226 ppm de DCM. El extracto pasa a un separador donde el DCM (CH,Cl,) se
evapora y condensa para recircularlo, mezclandolo con la corriente de alimentacion fresca
de solvente antes de entrar al proceso de extraccion. Mientras que la cafeina recuperada se
seca y se comercializa como materia prima para fabricacién de bebidas energizantes.

Los granos de café descafeinados pasan a un secador donde se eliminan los excesos de
solvente y agua para obtener el producto final que son precisamente los granos de café
verde descafeinado. De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NMX-F-552-1998), los
contenidos maximos de cafeina, humedad y solvente deben ser de: 0.12%, 12.5% y 10 ppm,
respectivamente. Los vapores de DCM, asi como el agua de salida de este proceso, se con-
densan y tratan para no emitir vapores contaminantes a la atmosfera.

Si se procesan 500 kg/h de café verde, donde el proceso de secado permite eliminar el
99.999% del DCM, y el 85% del agua, calcule:
i. La cantidad de café verde descafeinado que se produce por hora.
ii. La cantidad de cafeina seca que se produce por hora.
iii. La relacion entre flujo de DCM recirculado y flujo de alimentacion fresca en el
proceso de extraccion.
iv. De acuerdo a las condiciones especificadas, indicar si el café verde descafeina-
do producido cumple con las normas sefialadas en la NOM NMX-F-552-1998,
respecto al contenido de DCM, humedad y cafeina.
v. ;Cual es la eficiencia de extraccion de la cafeina?

Paso 1. Descripcion y clasificacion del proceso
Se trata de un sistema con varias unidades (sistemas) sin reaccién: humectacion (pretrata-

miento), extraccion, evaporacion y secado. Es un proceso continuo y se asume en estado
estacionario, es decir, los flujos del sistema son constantes con respecto al tiempo.
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Paso 2. Diagrama del proceso

Con toda la informacién descrita anteriormente, se elabora el diagrama del proceso, que
se presenta en la figura 3.5.

Analizando las preguntas que fueron planteadas y el diagrama del proceso (figura 3.5),
encontramos que la primera pide calcular la cantidad de café verde descafeinado que
se produce por hora, es decir, lo que llamamos 1,,. La segunda pregunta pide calcu-
lar la cantidad de cafeina seca que se produce por hora, es decir, lo que llamamos #i,.
Mientras que la tercera pide estimar la relacién entre el flujo de DCM recirculado ni, y
el de alimentacion fresca en el proceso de extraccién ni,. Finalmente, se pide comprobar
que el café verde en grano descafeinado producido cumpla con las especificaciones NOM
NMX-F-552-1998, respecto al contenido de DCM, humedad y cafeina; es decir, la compo-
sicién del flujo m,,. Mientras que para calcular la eficiencia de la extraccidn se necesita sa-
ber la cantidad de cafeina extraida (ni,). Para responder estas preguntas, se deben resolver
los balances alrededor de la unidad de secado y de evaporacién o el punto de mezclado.
El andlisis de grados de libertad nos indicara si se cuenta con suficiente informacién para
resolver dichos balances.

Granos de café verdes
1y =500 kg/h Basede calculo

0867 kg S/kg
1.25 kg W(vapor sat)/ 1 kg GC 0023 kg CF/kg
0.110 kg W/kg

Agua (vapor saturado) Agua (condensada) pommemsmmmesoooooooooo |
PRETRATAMIENTO i TRATAMIENTO/REUSO 1€

i, = kg/h (HUMECTACION) i, = kg/h [
Granos de café | ™3 = kg/h —;2';'2:37":
3
verdes himedos | X/ = (0.55—X{") kg S/kg 99.9% de DCM
1 _ 99.
X5 = kg CF/kg Solvente Agua
Xi'= 0450 kg W/kg imi i
Granos de café verdes ity = kg/h my, = kg/h
Cafeina seca Extracto himedos descafeinados [ ee~n
EVAPORADOR - EXTRACTOR - SECADOR
g = kg/h my=  kg/h mg=  kg/h L >
Alimentacién 0.982 kg DCM/kg XY = kg CF/kg Granos de café verdes
al extractor 0.018 kg CF/kg X? = kg S/kg descafeinados

; Xpew = 6226x107° kg DCM /kg il
g = kg /h beM '

¢ ¢/ Xl = (0:993775- Xt - xY) kg Wk L PL%?:;FAF?I\?/(L |

Recirculacién fgg= kg/h o T2 E-TINAR 1
i, = kg /h
iy = kg/h me kel X = kgCh/kg
x¥= kg S/kg
Ali taciol
imetecin ¥y = ke pOis
Xig = (1= X = X& = Xhuc) kg W/kg

10 kg DCM/ 1000 kg GC

Figura 3.5. Diagrama del proceso. Donde: CF - cafeina; GC - Granos de café; S - s6lidos

no solubles/extraibles; W -agua; DCM - diclorometano. Las composiciones de las co-

rrientes se escribieron teniendo en cuenta que la suma de todas las fracciones debe ser
igual a uno.
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Paso 3. Anélisis de grados de libertad (AGL)

El analisis de grados de libertad se realiza fijando fronteras para cada unidad donde es
posible realizar balances de materia mediante el andlisis de los flujos de entrada y salida,
asi como sus componentes. De cada una de ellas se contabiliza: 1) el nimero de variables
desconocidas; 2) el numero de ecuaciones de balances de materia independientes que se
pueden escribir (uno para cada componente); 3) el nimero de relaciones o datos adicio-
nales entre variables. Ademads de los balances por componente en cada sistema, se puede
escribir un balance global de masa: sin embargo, este no es independiente ya que se puede
obtener a partir de la suma de los balances por componente.

La figura 3.6 muestra las fronteras para el sistema del extractor y el compuesto por el extrac-
tor-evaporador. La delimitacion de éstas en los sistemas permite identificar los flujos de en-
trada y salida de los diferentes procesos para la realizacion del analisis de grados de libertad.

El andlisis de grados de libertad se muestra en la tabla 3.7 para todos los sistemas del pro-
ceso. De dicho estudio se concluye que: ni la unidad de secado, nila de evaporacidn tienen
solucidn, ya que los grados de libertad no son cero, los valores son positivos, lo cual quiere
decir que se tienen mas incognitas que ecuaciones (balances y relaciones); por lo tanto, se
requiere de mas informacion para resolverlos y poder responder las preguntas planteadas.
Mientras que el Unico sistema que tiene solucion es el pretratamiento, es decir, el nimero
de incdgnitas que se tienen es igual al numero de ecuaciones que se pueden plantear.

Granos de café | ™3 = kg/h
r-- T T T T T T T T T T T T T " Verdes hamedos | .. .~ - T T ™7
| verdes himedos X2 = (0.55-X!") kg S/kg'
| Xg' = kg CF/kg
| XM = 0450 ke W/ke
|
: Grafos de café vardes
Cafeing seca Extracjo him@dos descafeihados
<—7— EVAPORADOR - EXTRACTOR - T
mg= | kg/h my = kg/h 1 = kg/h i
Alimentacion 0.982 kgiDCM/kg X5 E kg CF/kg
: al extractor 0.018 kg CF/kg XSV L kg S/kg
v L 3
| ag= ks X 6.226><101I kg DCM /kg
| Xy = (0.993775|— X —XY) kg W/kg
: r ] L _I Recirculacién {
| [ m; = kg/h I
| M= kg /h JI
T T Alimentacien | ~ T~~~ T TTTTTTTTT T T T
fresca
10 kg DCM/ 1000 kg GC

Figura 3.6. Fronteras de los sistemas de extraccion (—); del sistema extractor-evapora-
dor (-----) y; del Punto de mezclado (------).
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Tabla 3.7. Analisis de grados de libertad del sistema y los subsistemas.

iNDICE m

) Extractor/
Unidad/ Pretratamiento Extractor Evaporador
. Evaporador
Parametros
Descripcion | # | Descripcion Descripcion Descripcion | #
o m,, m,, my, XM, m,, mg, My, My, M, m,, X, g, m,
Incégnitas iy, X 4 s, XUy XY e, Xy XY 7
Balances de
. CF, S, W 3| CE S, W, CDM CF, DCM CF, S, W,DCM | 4
materia
Relaciones en- | GCy vapor ) Solvente y GC )
tre variables (myy m)) (my y m,)
Gradosde | o) _ 4 _3_1|o| GL=7-4 GL=3-2 GL=7-4-1 | 2
libertad
Punto d
Unidad/ Secador unto ce GLOBAL
) Mezclado
Parametros
Descripcion | # | Descripcion Descripcion #
s, X2 X9,
Mygs X X3 m,, M, Mg, My, Wy, M
Incognitas 102 SRR 225> 9 e, ., m 1 M, Mgy Mg, My, iy, 10
8 Xber> M e Myg> Xep Xso Xpeu
My
Bal d CE S, W,
arances e 4 DCM CF, S, W, CDM 4
materia CDM
. Eficiencia de . .
Relaciones en- L, Solvente y GC Solvente y GC (m, y m,)
tre variables eliminacién | 2 (myy my) GC 10 Y M 2
de Wy DCM 0y My y vapor (m, y m,)
Gradosde | o) o 4 53| GL=3-1-1 GL=10-4-2 4
libertad

De tal manera, la estrategia de solucion es: resolver el balance alrededor de la unidad de
pretratamiento, una vez que se solucionan las ecuaciones de balance resultantes, se re-
gresa a revisar la tabla 3.7. Después, se analiza si algin otro sistema ya tiene cero grados
de libertad, y asi sucesivamente hasta poder determinar las unidades que nos permitan
responder las preguntas planteadas. De modo que la resolucién de la unidad de pretra-
tamiento permitird conocer las incognitas ni; y Xi, por lo que se observa que el sistema
compuesto por el extractor-evaporador, ya tendria GL=0. Los demas subsistemas atin no
pueden solucionarse. La resolucion de los balances alrededor del extractor-evaporador
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permitiria conocer: las unidades de secado, punto de mezclado y evaporador. Por lo que
estos podrian solucionarse de manera indistinta para encontrar respuesta a las preguntas
planteadas. Teniendo en cuenta estas conclusiones, se procede a proyectar y resolver las
ecuaciones en ese orden.

Paso 4 y 5. Planteamiento, simplificacion y resolucion de la(s) ecuacion(es) de
balance(s)

A partir de la Ecuacion General de Balance (EGB)
A=E-S+G-4 (3.43)
Donde:

A esla acumulacion en el sistema;

E y Sy son las entradas y salidas de materia de este por las fronteras del mismo respecti-
vamente; y

Gy Cson los términos de generacién y consumo dentro del sistema.

Considerando que el sistema opera en estado estacionario y que no se llevan a cabo reac-
ciones, entonces tenemos que: A =0y G = C =0 por lo que EG, ecuacion (3.43), se simpli-
fica a su forma mds simple:

E=S (3.44)

En este caso, todas las unidades operan en estado estacionario y no se llevan a cabo reac-
ciones en ellas; por lo que los balances —por componentes y global en cada una de ellas—
tienen la forma de la ecuacion (3.44).

Balance alrededor de la unidad de pretratamiento:

De acuerdo al AGL, se sabe que se tienen que plantear tres ecuaciones de balance; una
para componente (CF, S y W), ademds de una expresién que relacione las variables ni, y
m,. Aplicando la ecuacién (3.44) para cada uno de los integrantes del sistema se obtiene:

Balance para la cafeina (CF):

kg

500 70.023kg£= . ke

e ™ (0.55- Xg”)kgﬁ

ke (3.45)
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Balance para los sélidos (S):

500 XEl0.867X85 _ ;, kel yuwkeS (3.46)
h kg oh kg
Balance para el agua (W):
500 X€10.110XEW iy =i, KEW i K8l 450 keW (3.47)
h kg h h kg
Relacién:
k k
i =500 <81 55KV (3.48)
h kg
Balance Global (ecuacion dependiente):
k k k k.
2 iy 2 = iy 2 i, 2 (3.49)

"o, h " > h

Estrategia de resolucion de ecuaciones: Se tiene un sistema de cinco ecuaciones algebrai-
cas (ecuaciones 3.45 a 3.49), se utilizardn cuatro de ellas para encontrar el mismo nimero
de incdgnitas y la tltima se usara para comprobar los resultados. De (3.48) se encuentra
el valor de m,; este se sustituye en las ecuaciones (3.47) y (3.49) y se resuelven simultdnea-
mente para encontrar los valores de #1, y ni;. El de X! se encuentra de la ecuacidn (3.46).

Finalmente, el valor de X/¥ se encuentra por diferencia. Se verifican los resultados en la
ecuacion que no se utilizd para encontrar dichos valores, en este caso la ecuacion (3.45).
Debido a que las concentraciones requeridas de composicion de los granos de café des-
cafeinados son del orden de magnitud de mg/kg (1x10-¢ kg/kg), las cifras significativas
después del punto decimal serdn de seis en las fracciones masicas.

Resolucién del sistema de ecuaciones:

de (3.48) 71, =625 k—f

kg

k
de (3.47) y (3.49) 1, = 315.909—= ) y m,=809.091 Ig
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de 3.46) X' =0.535787 porlotanto X =0.014213

kgCF

Verificando en (3.45):  (500)0.023 kg}(l: =~809.091(0.014213)———

Balance alrededor de la unidad de extractor-evaporador:

Los balances de los cuatro componentes en esta unidad se obtienen al aplicar a cada uno
la ecuacion (3.44).

Balance para la cafeina (CF):

kgCF kegCF . kg
iy = Xg; ” =~ XZF ke + i == (3.50)
Balance para los sélidos (S):
o K keS kel o ke o
h kg h kg
Balance para el agua (W):
| KelpaskeW _;, ke (0.993775- X, - x eV (3.52)
h kg h kg

Balance para el solvente (DCM):

(3.53)

k keDCM
1, = i, Tg‘6.226><10‘3gk—c

g
Relacion:

kgl 10 kegDCM
1in, =500 ~2 w7 (3.54)
n[1000 ke
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Balance Global (ecuacion dependiente):

k k k k
i ~8 4 i <8 = gy Sy gy B

S h “hoCh )

Estrategia de resolucién de ecuaciones:

iNDICE

(3.55)

Del sistema de seis ecuaciones algebraicas (ecuaciones 3.50 a 3.55), las variables ni;, XH 'y
X3" son conocidas, de tal forma que se utilizaran cinco de ellas para encontrar el mismo
numero de variables desconocidas, y la tltima se utiliza para comprobar los resultados.
De (3.54) se encuentra el valor de m,; de (3.53) el de mi5; de (3.51) el de XJY; de (3.55) el de mi,
. El valor de X2 se halla de la ecuacion (3.50). Finalmente, la solucién de XY se encuentra
por diferencia. Se verifican los resultados en la ecuacién no utilizada, ecuacion (3.52).

Resolucion del sistema de ecuaciones:

k
de 3.54) my=5 7g

k
de(3.53) i, =803.084 7g

de(351) X, =0.53979%4 %g

k
de (3.55) 1, = 11.0077g

de (3.50) X =6.138x10" porlotanto X, =0.453366

kgW

Verificando en (3.52):  809.091(.45)—2— = 803.084(0.453366)

kgW

h
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Balance alrededor del evaporador:

A partir de la EGB simplificada ecuacion (3.44) se obtienen los balances por componentes.

Balance para la cafeina (CF):

kgCF_m kgCF
ke Otk (3.56)

i, %‘0.018

Balance para el solvente (DCM):

kgDCM — kgDCM

“810.982 8% 3
h kg h (3.57)

Balance Global (ecuaciéon dependiente):

i, S K2y ke

Y h 5 h 5 h (3.58)

Estrategia de resolucion de ecuaciones: ya que nig es conocida, de (3.56) se encuentra
el valor de m,; de (3.58) el de niq y se verifican los resultados en la ecuacién no utilizada,
ecuacién (3.57).

Resolucién del sistema de ecuaciones:

de (3.56) m, =611.504 l%g

k
de (3.58)  rit, = 600.497 7g

kg kgDCM

Verificando en (.57):  611.504 = 510.982 -5 ke
g

= 600.497—
h
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Balance alrededor del punto de mezclado:
En este sistema solo se plantea el balance al inico componente del sistema.

Balance global:

k k k
m ) + m _g 17'17 s} (3.59)
5 h *h h

k
De (3.59), i, = 605.4977g
Balance alrededor del secador:

La EGB simplificada ecuacidn (3.44), se aplica a los cuatro componentes del sistema.

Balance para la cafeina (CF):

kg kegCF . kgl ., kgCF

mq h XCF ke =my 7 CFK (3.60)

Balance para los sélidos (S):
k kgS k kgS

10 gXV & mm—gXSXi (3.61)

h kg h kg

Balance para el solvente (DCM):
k keDCM k keDCM k

i, %86 206x10° KEPM _ kel keDCM ke (3.62)
h kg h kg

Balance para el agua (W):
kg keW . kg keS . kgW

ring 7)(; ol h‘(l XX - xX- XjCM) ke iy, = (3.63)
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Relaciones

kg

== =i, Kels 226 10*3M(0.99999) (3.64)
h h kg
keW . kg kgW
mlz T = m5 T XVI’/, k—g(ogs) (3.65)

Balance Global (ecuaciéon dependiente):

.k .k . kg . kg
mngz mlof+ mll?g+m12T (3.66)

Estrategia de resolucion de ecuaciones: La corriente #1, y su composicion ya son conocidas,
de tal manera que de (3.64) se encuentra el valor de #1,, ; de (3.65) el de ni,,; de (3.66) el de #1,;
y se verifican los resultados en la ecuacion no utilizada (3.57).

Resolucién del sistema de ecuaciones:

. kg

de 3.65) 71, =309.477 I%g

k
de (3.66) 1, = 488.607 f

de 3.60) X/ =1.009%x10"

de 3.61) X =0.887217

N

de@62 X' =1023x107 y X[ =0.11177

DCM



CAPITULO 3
BIOPROCESOS iNDICE

Verificando en (3.63):

803.084 % 0.4533661(1%—W = 488.607 % 0.111774+ 309.4771(—;g
g

Balance alrededor del proceso (global)

El balance global del proceso completo no fue necesario resolverlo, debido a que ya se
conocen todas las incdgnitas, sin embargo, se puede plantear uno para comprobar los
resultados:

'kg+ kg+ kg_ kg+ kg+ kg+n‘1 k_g+m§
°h "h *h 2h *h 1°h ""h " h (3.67)

kg kg

500~ Jrézsl%ﬁskhg 315901%“10071;g+4886071%+499995k—+309477h

(3.68)
Paso 6. Resultados

i. Lacantidad de café verde descafeinado que se produce por hora (1,,) es de 488.607 %g

. k
ii. La cantidad de cafeina seca que se produce por hora (r1s) es de 11.007 hg

iii. La relacion entre flujo de DCM recirculado (i) y flujo de alimentacion fresca
(m,) en el proceso de extraccién es de 120 a 1.

iv. Deacuerdo a las condiciones especificadas, indicar si el café verde descafeinado
producido cumple con las normas establecidas en la NOM NMX-F-552-1998,
respecto al contenido maximo de DCM, humedad y cafeina de 0.12%, 12.5% y
10 ppm, respectivamente.

La composicion de la corriente m,, de los granos de café verde descafeinados
es de 0.10% de cafeina, 11.18% de agua y 1.023x107°% o 10.23 ppm. Por lo
que el café producido cumple con las especificaciones de contenido méximo de
cafeina y humedad; pero, excede ligeramente el mdximo permitido de DCM.

v. La eficiencia de extraccion de la cafeina se calcula como:

nerlracc[o'n = L x100% =95.71%
' 1i1,(0.023) (3.69)
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Factores de escalamiento

La resolucion de los balances de materia constituye una herramienta ttil que permite
caracterizar y dimensionar los procesos; de igual manera, si las condiciones, rendimien-
tos, etc., no cambian, los datos calculados podrian ser utilizados para estimar factores de
escalamiento. Es decir, si se deseara procesar mas o menos gramos de café verde, o si se
quisiera incrementar la produccién de estos.

Por ejemplo, considere que se desean producir 1 200 kg/h de granos verdes de café des-
cafeinado y que las instalaciones descritas tienen la capacidad de hacerlo, ;cual seria el
flujo de recirculacién requerido?

600. 407kg de DCM recirculados | h
488.607 kg de café descaf. producido/ h

El flujo de recirculacién se calcula a partir del factor

Por lo tanto, para producir 1 200 kg/h de café descafeinado se requiere un flujo de recir-
culacion de DCM de 1 474.8 kg/h.



CAPITULO 3
BIOPROCESOS iNDICE

Problema 3.4 Balance de energia en un proceso de

produccién de café descafeinado

Adela Irmene Ortiz Lépez

Introduccidn

Considerando la metodologia y el proceso descritos en el capitulo anterior, en este capi-
tulo se calculan los requerimientos energéticos de dicho proceso con el fin de determinar
cuanto combustible se requiere para producir el vapor que necesita el pretratamiento y
el calor que deben ceder los gases de combustion para llevar a cabo el proceso de secado.
Dicha informacion se puede obtener a partir de los balances de materia y energia en la
caldera y en el proceso de secado.

Enunciado del problema

Se consider6 el mismo proceso de produccion de café en grano descafeinado descrito en
el capitulo anterio, y que dicho proceso opera bajo las mismas condiciones. Se sabe que la
caldera produce el vapor saturado a 5 atm a partir de agua a 25 °C para el pretratamiento
de los granos verde de café. El horno de la caldera se alimenta con una corriente de 30%
de aire en exceso y gas natural cuya composicion es 94% metano, 2% diéxido de carbono
y balance de nitrégeno; ambas corrientes deben estar a 25 °C y 1 atm para llevar a cabo
la combustion. La conversion del metano es del 90%. Los gases calientes de combustion
salen del horno a 750 °C y se utilizan para el proceso de secado de los granos descafeina-
dos. Este proceso se lleva a cabo mediante una cadmara de secado vibratoria en donde el
calor requerido lo proveen los gases de combustion emitidos por la caldera, sin entrar en
contacto directo de los granos. Considerar que los granos entran y salen a 30 °C mien-
tras que el agua y el DCM eliminados salen a 130 °C.

Estimar:
i. Lacantidad de gas natural y aire requerido para producir el vapor saturado.
ii. Lacomposicion del gas de combustion a la salida de la caldera.
iii. Latemperatura final de los gases de combustién después del secado.
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Paso 1. Descripcién y clasificacién del proceso

Se trata de un proceso de varias unidades sin reacciéon (humectacion, extraccion, evapo-
racion y secado) y una unidad con reaccion (caldera), que es en donde se lleva a cabo la
reaccion de combustion. Todo el proceso es continuo y se asume estado estacionario, es
decir, los flujos del sistema son constantes con respecto al tiempo.

Paso 2. Diagrama del proceso

Los balances de materia se resolvieron en el capitulo anterior, por lo que todos los flujos y
composiciones en todas las unidades son conocidos; excepto en la caldera. Por otro lado,
las unidades donde son relevantes los balances de energia son la caldera y el secador, por
lo que el diagrama solo incluye a esas dos unidades. La informacién encontrada en los
balances de materia del capitulo anterior ya se encuentra en el diagrama (figura 3.7).

Paso 3. Anélisis de grados de libertad (AGL)

El andlisis de grados de libertad se realizé de acuerdo a la metodologia descrita en el
capitulo anterior y se muestra en la tabla 3.8. A partir de este analisis se concluye que se
cuenta con suficiente informacion para resolver ambas unidades y calcular la cantidad de
gas natural (n1,) y aire requerido para producir el vapor saturado (#,); la composicién del
gas de combustion a la salida de la caldera (15, ni, s, #, #i,,) y la temperatura final Tg de
los gases de combustion después del secado que son las preguntas planteadas.

Tabla 3.8. Analisis de grados de libertad del sistema y los subsistemas.

Unidad/ Caldera Secador
Parametros Descripcion # Descripcion #
Incégnitas Ay, 1y Tigy iy, Hs, o1y 7 T 1
Reacciéon 1 reaccion de combustién | 1 0

Balances de materia

CH,, CO,, 0,,H,0 4 0
Especies reactivas R
Balances de materia N |
Especies inertes g
Balance de energia Para la caldera 1 Para el secador 1
Relaciones entre Conversion del CH,
. . 2 - 0
variables Exceso de aire

Grados de libertad GL=7+1-4-1-1-2| 0 GL =1-1 0
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Figura 3.7. Diagrama del proceso. CF - caféina; GC - Granos de café; S - solidos no solubles/

extraibles; W-agua; DCM- diclorometano (CH,CL,). Los flujos individuales fueron calcula-

dos a partir del flujo total y las fracciones de cada componente. La temperatura de satura-
cion del vapor (151.8 °C) se obtuvo de la Tabla B.7 de (Felder & Rousseau, 2006).
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Paso 4 y 5. Planteamiento, simplificacion y resolucion de la(s) ecuacion(es) de
balance(s)

Balances alrededor de la caldera

La reaccioén de combustion que se lleva a cabo en el horno de la caldera es:

CH, +20, > CO,+2H,0 (3.70)
A partir de la Ecuacién General de Balance (EGB):

A=E-S+G-C (3.71)

Donde A es la acumulacién en el sistema; E y S son las entradas y salidas de materia al
sistema por las fronteras del sistema, respectivamente y; G y C son los términos de genera-
cién y consumo dentro del sistema asociados a los reactivos y productos de las reacciones.
Y considerando que el sistema opera en estado estacionario (A =0) entonces tenemos:

S=E+G-C (3.72)

La ecuacion (3.72) puede ser expresada en forma indicial y considerando el grado de avan-
ce de reaccién obteniendo:

=i, 4y v, & (3.73)
J

Donde v; es el coeficiente estequiomético del compuesto i en la reaccién j; estos toman
valores positivos para los productos y negativos para los reactivos que se producen y con-
sumen, respectivamente. Mientras que &; es el grado de avance de la reaccion j. Asi, 1,y 7,
son los flujos de salida y entrada, respectivamente. Mientras que v, ¢; dependiendo de su
signo son los términos de generacién y consumo.

En este caso tenemos que i son CH,, CO,, O, y H,0 y solo tenemos una reaccién (j=1),
asi que aplicando la ecuacién (3.73) a cada uno de los componentes involucrados de la
reaccion tenemos:

Balance para el CH,:

ny =1, (0.94) — & (3.74)
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Balance para CO,:
n, =n, (0.02) + & (3.75)

Balance para O,:

s =1, (0.21) — 2, (3.76)
Balance para H,O:
1 = 2&, (3.77)

Balance para N,, especie no reactiva por lo tanto la ecuacion (3.71) se simplificaa E =S

1,(0.04) + 1,(0.79) = n, (3.78)

Relaciones:

La fraccion de exceso estd definida como:

n, alimentados — n, estequiométricos

/; exceso = (3.79)

n, alimentados

Donde la fraccion de exceso del componente i se calcula como la diferencia entre los
moles alimentados y los moles estequiométricos (dado por la reacciéon) dividido entre los
moles alimentados.

Por otro lado, la fracciéon de conversién del metano (f) esta definida como los moles que
reaccionaron entre los moles alimentados,

n. Entrada— n. Salida

[, conversion = - (3.80)
n, alimentados
De acuerdo a estas definiciones tenemos que:
n, (0.21) — n, estequiométrico
S 05 = 2 =03 (3.81)
n,(0.21)
n, (0.21) — n, estequiométrico
f‘excexo 02 = / = 03 (3.82)

n,(0.21)
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En el sistema de ecuaciones resultantes de los balances de materia (ecuaciones 3.74-3.78,
3.81y 3.82) se tienen 8 incdgnitas en 7 ecuaciones por lo que se debe completar el sistema

con la ecuacion de balance de energia, tal como se indic6 en el andlisis de grados de li-
bertad.

Balance de energia para la caldera

Partiendo de la primera ley de la termodinamica tenemos para un sistema continuo en
estado estacionario:

AH + AE, + AE, = Q— W (3.83)

La ecuacion (3.83) se puede simplificar despreciando los términos de energia potencial,
energia cinética y trabajo. Ya que el sistema no se esta acelerando AE, = 0, el sistema no
tiene grandes distancias verticales entre la entrada y la salida, por tanto, AEP =0y final-
mente, el sistema no intercambia energia a través de las fronteras mediante alguna parte
mévil, corriente eléctrica o radiacién entonces W. Porque la ecuacion (3.83) se simplifica a

AH=Q (3.84)

En donde el cambio en la entalpia se calcula como:

m}.H.

AH =% ,m H - % ; (3.85)

salida entrada

La ecuacion (3.84) puede aplicarse al vapor de agua y al horno y plantear el balance de la
caldera como una igualdad, considerando que el calor que gana el agua para convertirse
en vapor, es igual al calor que se obtiene de la reaccidn en el horno; es decir, que no existen
pérdidas de energia (calor), o que éstas son despreciables. De tal manera que el calor genera-
do en el horno en magnitud es igual al calor ganado por el agua, pero con signo contrario.

Balance en la caldera:

Qvapor = _Qharna (3.86)

Dado que tenemos la informacion para calcular la energia requerida para generar la masa
de vapor, vamos a plantear este balance y después se igualara al balance de energia del
horno.
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Qvapor =625 k?g(2747.5£— 104.8£J =1,651,687.5 % (3.87)

kg kg

Los valores de las entalpias especificas de vapor saturado a 5 atm y del agua liquida a 25 °C
y 1 atm fueron tomados de las tablas B.5 y B.7 de (Felder & Rousseau, 2006), respecti-
vamente.

El balance de energia para el horno se escribe como:

: A A A kJ
Opomo =G A+ iH =Y i H =-1,651,687.5 o (3.88)

salida entrada

En donde AH? es el calor estandar de reaccion que se calcula a partir de los calores estan-
dar de formacion de cada compuesto:

AR =Y v|ad) -3 v,

productos reactivos

AH 0 (3.89)

Estrategia de resolucion de ecuaciones: Se tiene un sistema de ocho ecuaciones algebrai-
cas (ecuaciones 3.74-3.78, 3.81, 3.82 y 3.88) para encontrar la composicion de los gases de
combustion y el grado de avance de reaccion que se deben de resolver de manera simulté-
nea. El cual podria hacerse con la ayuda de una solver de ecuaciones. Para ello, se deben
estimar primero las entalpias de los flujos de entrada y salida del horno mediante tablas y
célculos. Y el calor de reaccion estandar (Aﬁ;’).

Del andlisis del sistema de ecuaciones obtenido podemos observar que todos los flujos
del horno son desconocidos, por lo que una estrategia de solucion podria ser plantear
una base calculo en el horno, lo cual permitiria estimar el calor generado en el horno y,
ya que se conoce el calor real que se deberia generar para producir los 625 kg/h de vapor
requeridos en el pretratamiento de los granos de café (figura 3.7), se recalculan los flujos.

Resolucion: Considerando una base de calculo de 100 mol/h del combustible (7,)

1
De(3.82) n,=94 %

Sabiendo que 72, =100 mTol se puede calcular el O, estequiométrico:

0.94 mol CH,|2 mol O
n, estequiométrico =100 mol‘ Mo 4‘ it N 188m—01
2 h ‘ mol ’ mol CH, h
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1
De (3.81) se obtiene que el flujo de O, alimentado es Ny = 244.4%

| .
mo OZ‘ mol aire =ll63.8m—01
h |0.21mol O, h

Por lo que 7, =244.4

Y de manera andloga se obtiene el flujo de nitrégeno:

mol 02| 0.79 mol N, mol

hy, =244.4 =919.4——
: h | 021molO, h

de (3.74) se obtiene que £ =84.6 de

de (3.75) se encuentra que 7 = 86.6m—01

de (3.76) se calcula 7, = 75.2mT01

de (3.77) se obtiene 7, = 169.2mT01

1
de (3.78) se obtiene que 7, =923.4 %

Al sumar los flujos (115, 1, s, Hg, 1), se obtiene el flujo total del gas de combustion
T = 1263.81 mol/h, y al dividir cada uno entre el total, se obtiene la composicion en frac-
cion molar. Por lo que:

Yena =0.0074; y.,, =0.0685; y, , =0.7307; y,, =0.0595; y,,,=0.1339

En la tabla 3.9 se muestran los resultados del balance de materia; asi como las entalpias de
formacién de los componentes utilizados para calcular la entalpia estdndar de reaccion y
los valores de las entalpias de los flujos estimados necesarios para resolver el balance de
energia en el horno. Los estados de referencia considerando las condiciones de entrada del
combustible y el aire (25°C y 1 atm), de tal manera que las entalpias de dichas corrientes
son cero y las entalpias a estimar son H b H 9 H 3 H » H 5> es decir, los cambios de entalpia
desde el estado de referencia, hasta el estado de salida.
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Tabla 3.9. Balances de materia y calculos de entalpias en la caldera.

ENTRADA SALIDA
~of kI mol ~( kJ mol A~ k]
to| AH| — n| — H| —— n| — H|—
Compuesto f(mol} ’( h ] ’(molj ’( h ) ’(molj

CH, -74.85 94 0 9.4 I‘AII =39.884
CO, -393.5 2 0 86.6 H,=9315

0, 0 244.4 0 75.2 H,=6.890
H,0 -285.84 - - 169.2 H,=70.751

N, 0 923.4 0 923.4 H.=6.625

Tabla B.1 (Felder & Rousseau, 2006). Estados de referencia: CH4 (g), CO2(g), 02(g),
H20(1) @25°Cy 1 atm.

El célculo de H, corresponde al cambio de entalpia del CH, de (g, 25°C y 1 atm) - (g,
250°Cy 1 atm), es decir, un cambio de entalpia debido a un cambio de temperatura, por
lo tanto, se evaliia como la integral de la capacidad calorifica del CH,.
750°C
i = j Cp (T)dt (3.90)
25°C

La expresion del Cp del metano fue tomada de la Tabla B.2 de (Felder & Rousseau, 2006).
CPey, () = 3433 107 +5.469%x10°T +0.3661x10°T* —11x 107" T° (3.91)

Después de integrar y evaluar la expresion anterior se obtuvo el valor mostrado en la
Tabla 2.

Los valores de H,, H,, H, fueron encontrados por interpolacién de la Tabla B.8 de Felder
R. (Felder & Rousseau, 2006).

El célculo de H, corresponde al cambio de entalpia de H,O desde (I, 25°C y 1 atm) >
(g, 750°C y 1 atm), es decir, se deben a cambios de temperatura y de fase, por lo tanto se
evalia como:
100°C 750°C
A= C@dt+ab+[  Cp(Ddr (3.92)
25°C

100°C
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Los datos usados para calcular el valor mostrado en la tabla 3.9 a partir de los siguientes

datos:
T =100°C; AH =40 656£'C =754%107
b > v oo mol’ pH20(1)_ :
Py () = 3346 % 107 40.688%10°T+0.7604x 10772 - 3.593%x 1027 (3.93)

La entalpia de evaporacion del agua evaluada, la temperatura de ebullicién y 1 atm fueron
datos obtenidos de la Tabla B.1. (National Institute of Standards & Technology); mientras
que las expresiones de capacidad calorifica para el H,O en fase gas y liquida fueron toma-
das de la Tabla B.2. (Felder & Rousseau, 2006).

Por otro lado, la entalpia de reaccion estandar se calculd de acuerdo a la ecuacion (3.89):

o[ ~ T _ K
A =[(-393.5)+(2)(-285.84) |- [ -74.85] = -890.3 —
Sustituyendo todos los valores en la Ec. (3.86):

) —gae™Ol (_ K orol- K__ kJ
0, =846 (-890.3) mol+[o] [19,788.33]h 55,533.6

De la ecuacion (3.86) tenemos que el calor requerido para producir los 625 kg/h de vapor
saturado es de 1, 651, 687.5 kJ/h

1,651,687.5
55,533.6

Es decir, se necesita 29.742 veces, [ j, mas calor para producir el vapor requerido.
Por lo que se recalculan con este factor los 100 mol/h de gas natural que se utilizaron como
base de calculo. De igual manera, al multiplicar todos los flujos por el factor de 29.742 se puede
verificar en la tabla 3.9 que, efectivamente, se obtiene el calor requerido y por tanto la masa
de vapor de 625 kg/h.

Balance en el secador

Para calcular la temperatura de salida de los gases de combustion después de pasar por el
secador see requiere plantear el balance de energia en el secador. De igual manera que en la
caldera, el calor cedido por los gases es el necesario para evaporar el agua y el solvente por lo
que se expresa como:

Qevaparucién = _anses (3.94)
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En el balance de energia para los granos, solo se consideran los cambios de entalpia del
DCM y el agua ya que los componentes sélidos entran y salen a la misma temperatura. El
balance tiene la forma de la ecuacién (3.84)

39.6°C 130°C
Qevaporacién =11.007 M[J Cp (T)dZ+AﬁV +j Cp (T)de+
h 30°C 39.6°C
100°C 130°C
+309.477 kgTW[ j Cp (T)dt+AH + j Cp (T)dt] (3.95)
30°C 100°C

Para el balance de los gases de combustion, éste tiene de igual manera la forma de la
ecuacion (3.84) y, para realizar el calculo, se considera que la mezcla de gases se comporta
como el N,, por lo que se utilizara su capacidad calorifica. Se considera el flujo total de los
gases de combustidn ya recalculado con el factor de 29.742:

Ts °C
O,y = 297421 mTOI Cp (T)dt (3.96)

750°C
De la ecuacion (3.95) se encuentra el valor del calor necesario para evaporar el agua y el
solvente y se sustituye en la ecuacion (3.96), en la cual la incégnita es la temperatura de
salida del gas de combustion.

Las expresiones de capacidad calorifica para el agua (mostrados arriba) y para el N, fue-
ron tomaron de la Tabla B.2 de (Felder & Rousseau, 2006) mientras que los datos de la
entalpia de evaporacion estindar (evaluados a la temperatura de ebullicién y 1 atm) se
tomaron de la Tabla B.1 de la misma referencia.

Py () =29%107 +0.2199x10°T +0.5723% 107 T* - 2.781x10™°T" (3.97)

para el DCM los datos utilizados fueron (National Institute of Standards & Technology):

n k
T,=39.6°C; AH = 29—J
mol

CPeyr o ( =19.17351+136.8444¢ —95.12993¢* +26.03105¢° —0.119405/ £*
2th g)

con t = temperatura (K)/1000

J
mol K

CpCHZCl2 0= 102.3
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Sustituyendo en la ecuacion (3.95) se tiene:

O —y1007 keDEM __ mol (39.884)£+
evaporacién h 0.084kgW mol
kg W 1 k k
309.477 =2 mol (79 751) L —811,409.75 XL (3.98)
h 0.018kgW mol h

Por lo tanto, la ecuacion (3.96):

Ts °C
—811,409.75 k—hJ —297421 m—"lj

250°C

(29><10—3 +0.2199%10° T +0.5723% 107> - 2.781x 10"2T3)dt
(3.99)

Resolviendo la ecuacidn anterior se encuentra que Ts = 47.03 °C.

Paso 6. Resultados

i. Lacantidad de gas natural y aire requerido para producir el vapor saturado:
2715 mol/h de gas natural y 31, 595.5 mol /hde aire.

ii. Composicion del gas de combustion a la salida de la caldera, al estar expresada
en fraccion es la misma.
La composicion expresada en (%) es: 0.74 de CH4, 6.85 de CO2, 73.07 de N2, 5.95
02y 13.39 de H20. El flyjo total de gases de combustion es de 2974.21 mol/h

ili. Latemperatura final de los gases de combustion después del secado: Ts = 47.03 °C
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Problema 3.5 Balance de materia y energia en un reactor

de charolas para fermentacién en medio sélido

Arturo Alejandro Figueroa Montero

Introduccidn

La fermentacién en medio solido (FMS) se define como: una técnica de cultivo de mi-
croorganismos sobre la superficie de particulas s6lidas humedecidas a un grado tal que
permite el crecimiento de estos organismos; pero no excede el nivel de retenciéon maxima
de agua de la matriz s6lida, de manera que se forma una fase gaseosa en los espacios entre
las particulas sélidas (Minjares-Carranco, Trejo-Aguilar et al, 1997).

La FMS es empleada en la producciéon de enzimas, principalmente en aquellos procesos
donde el producto crudo de la fermentacion puede ser usado directamente como fuente
de enzimas o alimento. También se emplea en la elaboracién de biopesticidas y metabo-
litos secundarios (Pandey, Selvakumar et al, 1999). El uso de residuos agro-industriales
como sustratos en procesos de FMS ofrece una via alternativa y agrega valor a éstos, que
de otra forma es bajo o son considerados residuos no utilizables (Pandey, 2003).

Debido a la alta concentracidn de sustrato por unidad de volumen, que es tipica de los
procesos en estado solido, la generacion de calor microbiano por unidad de volumen es
mucho mads grande que la que se produce en los cultivos liquidos. En procesos aerobios,
la tasa de produccion de calor puede aproximarse utilizando la de evolucién de CO, o de
consumo de O,. Un mol de CO, producido durante la oxidacién de lignina libera aproxi-
madamente 475 K] de calor. Por lo tanto, es importante medir la evolucion de CO, duran-
te los procesos de FMS, ya que esta directamente relacionada al riesgo del incremento de
temperatura (Prior, DuPreez et al, 1992).

Los biorreactores de FMS involucran dos modos de operacion: i) estaticos (de charolas y
de lecho empacado o columna), y ii) agitados (horizontal, vertical y de tambor rotatorio).
La transferencia de calor y masa (CO2, O2, y agua), en reactores de lecho empacado como
en reactores agitados ha sido ampliamente estudiada (Mitchell, von Meien et al, 2003).
Sin embargo, aunque los biorreactores de charola han sido empleados desde hace mucho
tiempo y son considerados como el biorreactor de FMS mas simple, se han publicado po-
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cos estudios relacionados con la transferencia de calor y masa en biorreactores de charola
(Figueroa-Montero, Esparza-Isunza et al, 2011).

El biorreactor de charolas es el mas viejo y simple de los biorreactores usados en procesos
de FMS (figura 3.8). Las caracteristicas basicas de la charola son:

a. Una capa relativamente delgada (comtinmente 2 a 15 cm) de sustrato es exten-
dida sobre un area horizontal relativamente grande o charola, que pueden estar
hechas de: madera, plastico o metal; perforada o no; y colocadas una sobre otra
con un espacio entre ellas de unos pocos centimetros.

b. No hay aireacion forzada; sin embargo, la base de la charola puede estar perfo-
rada y el aire logra circular suavemente alrededor de esta.

c. Elmezclado, cuando se aplica, es intermitente y se realiza por dispositivos sim-
ples, automaticos o manuales.

d. La temperatura puede cambiar con el ambiente, tambien la charola puede ser
colocada en un gabinete o cuarto con temperatura controlada (Mitchell, Lon-
sane et al, 1992).

Aunque el lecho de fermentacién en un reactor de charolas, es un lecho empacado; la
principal diferencia entre éste y uno de charolas es que: en el primero, la aireacién es a
través de lecho empacado; mientras que, en el segundo, la circulaciéon del aire es sobre
y bajo el lecho. Esta desigualdad hace que el analisis de la transferencia de calor y masa
para biorreactores de charola, sea mas dificil que el realizado para biorreactores de lecho
empacado (Figueroa-Montero, Esparza-Isunza et al, 2011).

Figura 3.8. Biorreactor de Charolas. 1: soporte de charola; 2: salida de aire; 3: entrada de
aire (himedo o seco); 4: distribuidor de aire; 5: purga de agua condensada; 6: manivela
de ventilas (Figueroa Montero, 2011).
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Objetivo del problema

Las caracteristicas térmicas (baja conductividad y densidad de empaque) del material
organico, asi como el bajo contenido de humedad en la FMS crean condiciones especial-
mente dificiles para la transferencia de calor. En la FMS estatica, esta pobre transferencia
de calor conduce a un gran incremento en la temperatura del sustrato, lo que tiene un
impacto negativo en el crecimiento de los microorganismos, asi como en la produccién
de enzimas (Saucedo-Castaneda, Gutierrez-Rojas et al, 1990).

Lo anterior hace necesario el desarrollo de estrategias que permitan el control tanto de la
temperatura como de la humedad; principalmente, cuando se pretende el escalamiento de
procesos de FM A desde nivel laboratorio al industrial. Hasta el momento se han elabora-
do pocas estrategias que permitan la remocion del calor metabdlico en biorreactores de
charolas. La evaluacidn de las estrategias que se propongan requiere el desarrollo de ba-
lances de materia (agua) y energia (calor), que permitan conocer la contribucion de cada
uno de los mecanismos de transferencia de calor y masa. Estos balances permitiran elegir
las estrategias de remocién de calor mads efectivas y que tengan el menor efecto negativo
en el lecho de fermentacion (secado) (Figueroa-Montero, Esparza-Isunza et al, 2011).

Por otro lado, uno de los principales retos en FMS, continta siendo: la estimacion de
los coeficientes de transferencia de calor y masa desde el lecho de fermentacion hacia
el aire en el headspace (nombre en inglés con que se designa al espacio de aire dentro
del biorreactor que no estd dentro de la matriz del sustrato) del biorreactor de charolas
para FMS. Estos coeficientes de transferencia son necesarios en los modelos matematicos
(Figueroa-Montero, Esparza-Isunza et al, 2011). En algunos trabajos sobre FMS, los coe-
ficientes de transferencia de calor son tomados de aquellos que fueron desarrollados para
operaciones con secado de aire, pero estos tienen varias diferencias con los procesos de
FMS (Khanahmadi, Roostaazad et al, 2004).

Metodologia

La figura 3.9 muestra los balances propuestos y las relaciones generales entre algunos de
sus componentes, también expone la importancia central que tiene la medicién de CO,
en los tres analisis, por lo que su determinacion es esencial. La medicién en linea de CO,
fue usada para estimar la generacion de agua metabolica, la produccion de biomasa y
calor metabdlico. La concentracion de biomasa se us6 para calcular el contenido de agua
en esta. Las principales suposiciones consideradas en los balances son: I) Estimacién de
las propiedades fisicas y termodindmicas del lecho de fermentacion. II) Se define una
biorreaccion para el crecimiento de Aspergillus niger bajo condiciones de FMS y se realiz6



INDICE PROBLEMAS DE INGENIERIA BIOLOGICA

el balance estequiométrico para la misma. IIT) Se consideran los gradientes mdximos de
temperatura y humedad en el sistema de fermentacion. IV) La evaporacién ocurre desde
la superficie de los lechos de fermentacion. V) Las propiedades fisicas (excepto el calor
latente de vaporizacion) son independientes de la temperatura y permanecen constantes.
VI) Entradas y salidas de aire estan saturadas de vapor de agua. VII) Los coeficientes es-
tequiomeétricos (de rendimiento) para la biorreaccion propuesta permanecen constantes.
VIII) El modelo sélo es valido cuando la temperatura del lecho de fermentacion (T,) es
mayor que la temperatura del aire de alimentacién (T,) (Figueroa-Montero, Esparza-Isun-
za et al, 2011).

Mediciones en linea Mediciones fuera de

Solver

Figura 3.9. Diagrama esquematico de los balances usados en la estimacion del coeficien-
te global de transferencia de calor (U,) y del coeficiente de transferencia de masa (k,,)
(Figueroa-Montero, Esparza-Isunza et al, 2011).
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Estimacién de las propiedades fisicas y termodinamicas del lecho de
fermentacion

Densidad real o de sdlido. La densidad real de los sustratos empleados en FMS es dificil
de determinar por métodos analiticos, ya que depende de la composicion y la tempera-
tura de los mismos. Las densidades individuales (p;) de cada componente, asi como la de
composicion (de particula), puede ser determinada con el siguientes conjunto de formulas
(Toledo, 2007):

P, =997.18 + 0.0031439T — 0.0037574 T*

pp,=997.18 + 0.0031439T

pr=997.18 + 0.0031439T

p. =997.18 + 0.0031439T

psi=997.18 + 0.0031439T

p.=997.18 + 0.0031439T (3.100)

Donde las densidades individuales son:

p.» para el agua (w),

p,» proteina (p),

py> grasa (f),

p., carbohidrato (c),

Pri> fibra (f1),

p.> cenizas (a), y

T, es la temperatura de la sustancia o mezcla.

La densidad de composicién (de particula), se calcula con la siguiente ecuacién (Toledo,
2007).

1
b=
Y X, /p, (3.101)
Conductividad térmica del sustrato sélido. Se aplica el siguiente procedimiento (Toledo,
2007), el cual permite estimar la conductividad térmica (k) de una sustancia a partir de

las conductividades puras de sus componentes (k,), asi como la fracciéon volumétrica de
cada componente, X, ;:

k=Y (kX,) (3.102)
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Los valores de conductividad en W-(m-K)" son calculados en °C de temperatura (T), que
se consideran con las ecuaciones siguientes (Toledo, 2007):

k, =0.57190 + 0.0017625 T — 6.7306x10°¢ T
k, =2.2196 +0.0062489 T + 1.10154x10* T
k; =0.1807 + 0.0027604 T — 1.7749x107 T
k. =0.2014 + 0.0013874 T — 4.3312x10°° T

k; =0.18331 +0.0012497 T — 4.3312x10° T
k, =0.3296 + 0.001401 T — 2.9039x10°¢ T (3.103)

Donde las conductividades respectivamente son:

k,,agua,

k,, proteina,

k;, grasa,

k., carbohidratos,
kﬁ, fibra, y

k,, cenizas

La fraccién volumétrica de cada componente es determinada a partir de la fraccién masi-
ca X, asi como de las densidades individuales p; y la densidad real p,,, descritas anterior-
mente con la siguiente ecuacion (Toledo, 2007):

_X Py
P,

X

vi

(3.104)
Conductividad térmica del lecho de fermentacion. Se calcula conociendo el valor de la

fraccion volumétrica del sustrato X,,, y del espacio vacio (aire) X,,. La primera se evalia
con la siguiente formula considerando que la fracciéon masica del sustrato es igual a uno:

X _Xb .pap

w (3.105)
pbs

Donde: X, es la fraccién mdsica del sustrato, p,, , es la densidad aparente, y p,, densidad
real, que ya fueron descritas anteriormente. La fraccion volumétrica de aire (X,,) se calcu-
la por diferencia mediante la siguiente férmula (Figueroa Montero, 2011):

X,=1-X, (3.106)
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Conociendo los valores de X, y X,,, la conductividad aparente k,, se calcula de la misma
manera que la conductividad real con la siguiente férmula (Figueroa Montero, 2011):

k, =k, X, +k X, (3.107)
Capacidad calorifica del lecho de fermentacion. La capacidad calorifica o calor especifi-
co es: la cantidad de calor que es ganado o perdido por cantidad de masa de una sustan-
cia que acompana un cambio de temperatura sin una variacién de estado. La capacidad
calorifica de una sustancia esta definida por sus componentes (Singh & Heldman, 2001).
Se tienen las siguientes ecuaciones para la estimacién de esta variable del medio de fer-
mentacién (Singh & Heldman, 2001; Toledo, 2007):

Singh y Heldman:

C,=1424 m +1.549 m +1.675 m +0.837 m +4.187 m, (3.108)
Choi y Okos:

C,=1.547 m +1.711 m +1.928 m,+0.908 m +4.180 m (3.109)

Donde, las fracciones masicas individuales son:

m,, carbohidratos (c),
m,, proteinas (p)

m;, grasas (f),

m,, cenizas (a), y

m,,, agua (w).

Balance estequiométrico

En el caso de un proceso de FMS con soporte-sustrato, se puede asumir la siguiente
ecuacion para el desarrollo de Aspergillus niger, considerando el crecimiento aerobio sin
formacién de producto; los coeficientes de rendimiento pueden ser expresados en base
C-mol, de tal manera se tiene:

Yoo CHO, + 7, NH, + Y, ., O

s/c0, NH,/CO,

- Y CH, O, N, +

o,/co, 2 x/co, 1.7270.55

co,+ Y,,., H,0 (3.110)

w/co,
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En la ecuacién (3.110), se asume que la composicion elemental de la biomasa es: CH,,
O,s5 Noi; que corresponde a la composicion de biomasa promedio para Aspergillus
niger (Nielsen, Jens et al, 2003); en la bibliografia pueden encontrarse composiciones
elementales para otros microorganismos. La ecuacién anterior puede ser tutil cuando
se conoce la naturaleza del sustrato, como en el caso de un soporte inerte impregnado
con un medio definido, los valores de los subindices x y y pueden ser conocidos (por
ejemplo, para la glucosa seria CH,0 y para la sacarosa CH, 435 O,,;,). Aplicando balances
elementales a la ecuacion (3.110), se obtiene un sistema algebraico subestimado, ya que hay
cinco rendimientos desconocidos, pero solo cuatro elementos para realizar estos. A fin de
tener un sistema de ecuaciones bien definido, uno de los coeficientes de rendimiento debe
ser estimado independientemente (biomasa o sustrato).

Cuando se emplea un sustrato complejo, como el caso de un residuo agro-industrial se
puede proponer una biorreacciéon como la ecuacién (3.111). Asumiendo la misma compo-
siciéon para el microorganismo descrito anteriormente, los coeficientes de rendimiento
pueden ser expresados en base C-mol:

YS/CO2 CH.\'OyNz + Yoz/coz 0, = Y)(/Co2 CH, ;,0,5sN,,; +CO, + YW/CO2 H, (3.111)
La ecuacion (3.111) es util cuando se conoce la composicion elemental del sustrato (x, y,
z), aunque esto presenta dificultades debido a su naturaleza y a la variabilidad que puede
tener su composicion. Al aplicar balances elementales a esta expresion, se consigue un sis-
tema algebraico bien definido de donde pueden obtenerse los coeficientes de rendimiento.

Una vez que se conocen todos los coeficientes de rendimiento de la biorreaccién, asi como
la cantidad de CO, producido, se pueden calcular estequiométricamente los demdas com-
ponentes faltantes de esta. E1 CO, puede ser medido experimentalmente y su comporta-
miento simulado a través de modelos matematicos conocidos, como: el Logistico (ecua-
cién 3.112), o el de Gompertz (ecuacion 3.113); dependiendo de las caracteristicas de la
fermentacion y del ajuste entre los datos experimentales, asi como los obtenidos por tales
modelos. En las ecuaciones 3.112 y 3.113 estos son mostrados en su forma integral.
Co,

Teo, = Heo, CO, | 1- co (3.112)

2 max

_ CO _ ﬂ(;ﬂ('()zl — iu('oz -t
Teo, = 2 max 'ﬁ':uco2 e e (3.113)

La formulacién de ecuaciones de reaccién en FMS usando residuos agro-industriales es ne-
cesaria principalmente por tres razones: (1) La medicion de la biomasa formada en procesos
de FMS presenta complicaciones, especialmente en soportes que sirven como sustrato, no

asi en sustentos inertes como PUF o agrolita (Ooijkaas, Weber et al, 2000); (2) no es posi-
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ble medir la produccion real de agua metabdlica en los procesos de FMS y (3) tampoco se
pueden describir todas las reacciones exotérmicas llevadas a cabo por el microorganismo.

Balance de materia (agua) en un reactor de charolas para FMS

Los procesos de FMS en biorreactores de charola, son métodos por lote bajo estado no
estacionario. La ecuacion basica del balance integral de agua en el lecho sélido, para cual-
quier tiempo entre muestreo, puede ser escrita como sigue:

=W, —W, +W, (3.114)

evap,i,j met i, j

Donde: W,; y W, representan el contenido de agua del lecho de fermentacién, expresados
como gramos de agua, por gramo de soporte inerte seco; corresponden al contenido inicial y
final en el lecho sdlido, respectivamente; W,,,,;;y W,,;; corresponden a la masa de agua eva-
porada y la generada metabdlicamente, por gramo de medio de fermentacion en cualquier

intervalo de tiempo, respectivamente. W,,,, . es calculada mediante la siguiente ecuacion:

met,i,j

et,i,j

J
metyij Mw,, - YW/COZ ’ J‘ Teo, (3.115)

Donde:

Mw,,, es el peso molecular del agua,

Yco, €s €l coeficiente de rendimiento para la generacién de agua metabdlica, y 7o, es
la tasa de produccion de CO,, expresada como mol por hora, por gramo de medio de fer-
mentacion. La evaporacion puede ser escrita como (McCabe, Smith et al, 1993):

w. o=k A '[J (H,-H,) dt (3.116)

evap.i,j

Donde:

k. es el coeficiente convectivo de transferencia de masa para el agua,
A, es el drea especifica de transferencia de masa,

H,, el contenido de humedad en el flujo de aire a la entrada y

H,, representa el aire sobre la superficie del lecho de fermentacién.

Estos valores pueden ser calculados con las mediciones de temperatura usando una carta
psicrométrica, asumiendo que la temperatura en la superficie es igual a la del centro del
lecho de fermentacion.
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Aplicando la ecuacién (3.116) y W,,,, (3.114), para cada intervalo de muestreo, que incluso
puede comprender solo el valor inicial y final; permiten la estimacién numérica (funcién
“Solver” de Microsoft Excel) del coeficiente convectivo de transferencia de masa (k,), de
la superficie del lecho de fermentacidn al headspace del biorreactor.

Balances de energia (calor) en un reactor de charolas para FMS

La transferencia de calor desde el lecho de fermentacion en cada charola, hacia el aire que
fluye en los alrededores (headspace), sigue al menos tres mecanismos (figura 3.10): i) eva-
poracién de agua desde la superficie del lecho de fermentacidn, ii) transferencia de calor
sensible por conduccion y conveccion desde la superficie del lecho de fermentacion, iii)
transferencia de calor sensible por conduccién y conveccion desde el fondo de la charola.

v
v
v

Flujo de aire > T Hs \ 4
Ac Qsen,t Wevap

Qsen,b

v

v
v

v

Figura 3.10. Diagrama esquematico de mecanismos de transferencia de calor en la cha-
rola de fermentacion.

El balance global de energia para cualquier intervalo de tiempo puede ser escrito como:

Qacum == Qxen,t - Qxen,h - Qevap + Qmet (3.117)
Donde:

Q,cum €8 la acumulacion de calor positiva (o negativa), causada por el aumento (o descenso) de la
temperatura del lecho de fermentacion, Tj.

Qent Y Quenp S011 €l calor removido a través de la superficie y del fondo del lecho de fermentacién,
y depende de los coeficientes globales de transferencia de calor (U, y U, respectivamente), la dife-
rencia de temperaturas en el sistema (T, - T,), y el drea de transferencia de calor (4,).

Qeyap €8 €l calor removido por evaporacion de agua desde la superficie del lecho de fermentacion.
Qpne; €5 la generacion de calor metabdlico que puede ser relacionada con la tasa de produccion
de CO,.
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Usando estas definiciones en la ecuacion (3.117), el balance de energia puede ser expresado
como:

Do B U A (1)U, 4 (L= T)-2, k, 4 (H,~ 1)+ % 1, Gt

x]S mb

Donde se tiene:

U, = (3.119)
SR A
h k,
1
U,= (3.120)
1,232
hc kh k/

Suponiendo que la resistencia térmica de las charolas es despreciable debido a su gran
conductividad, ya que se utilizan metalicas, U,y U, son iguales y definidos como:

U =U, = (3.121)

Esta suposicion permite agrupar los dos elementos de Q,,, de la ecuacion (3.119) en solo
uno. La integracion de la ecuacion (3.118) para cada intervalo de tiempo entre muestreo,
que puede estar comprendido Unicamente por los valores inicial y final, permite la esti-
macién numeérica (funcion Solver de Microsoft Excel) del coeficiente global de transferen-
cia de calor de la charola al headspace del biorreactor, U..
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Nomenclatura

Ac

Co,

CO

Cpy

Ha

H,,

h,

H

Hg

Ky

K

my,

Mweo,

Mwyy,

Mwy

Qucum

Qevap
met

Quen, b

Quen, est
sen, exp

Quen,t

Tco,

T,

a

Wb, i
Wb, j
Wevap, est

w,

evap, exp

W,

evap, i,
w,

met, 1, j
X,

n

Yy, co,
Yo,co,

Ys1co,
Yyco,
Yys

Yyico,
2
a

A
Hair
Heon
Pn

Pair
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Problema 3.6 Célculos en intercambiadores de calor

Miguel Sergio Hernandez Jiménez

Introduccidn

Los intercambiadores de calor son equipos fundamentales en la industria, ya sea para re-
cuperar energia a partir de vapor y de esta manera calentar otra corriente, o para enfriar
flujos de otros procesos. Por lo que el vapor y el agua de enfriamiento son servicios indis-
pensables en la industria. De tal manera que una de las aplicaciones mas concretas para
un estudiante de ingenieria son los calculos en intercambiadores de calor (Badger, 1973).

Los calculos en intercambiadores permiten mejorar su eficiencia, asi como determinar su
operacion Optima. Para poder realizar éstos, es necesario comprender su funcionamiento.
Asi que es importante para los estudiantes estar familiarizados con conceptos tales como:
temperatura, coeficiente global de transferencia de calor, factor de ensuciamiento. Asi
como las caracteristicas de operacidn, las cuales pueden ser co-corriente o contracorrien-
te (figura 3.11).

a) b)

Figura 3.11. Intercambiador de tubos concéntricos operado (a) a co-corriente (paralelo)
y (b) a contracorriente. Adaptado de Kern (Kern, 2008).

En un intercambiador por lo general tendremos dos fluidos; ya sea corriendo en forma para-
lela (co-corriente) o en sentido opuesto (contra-corriente), como se puede apreciar en la figura
3.11. Dado que solo podemos conocer las temperaturas a la entrada y salida del intercam-
biador, tendremos dos registros de ingreso y dos de escape; lo cual nos dara dos gradientes
de temperatura AT, y AT,. La transferencia de calor se debe a estos y de ahi su importancia.
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Como se puede apreciar en la figura 3.11,a) y b), la diferencia de temperatura entre los dos fluidos
varia a lo largo del intercambiador, y dicha modificacion es no lineal, por lo que una estimacién
de la temperatura promedio se puede obtener mediante la metodologia de la media logaritmica
de la diferencia de temperatura (MLDT). La cual estd definida por la siguiente ecuacion:

AT, - AT,

7 N\ (3.122)
(AT,
AT,

MLDT =

Con los datos de la figura 3.11, realizaremos el calculo de la MLDT para un fluido que
entra caliente a un intercambiador de tubos concéntricos, y uno frio que absorbe calor
por esta accion, tanto a co-corriente como a contracorriente. Para lo cual realizaremos el
proximo andlisis a partir de los siguientes datos (tabla 3.11):

Tabla 3.11. Ejemplo de calculo de MLDT en intercambiador tubular.

Datos

Temperatura de entrada del fluido caliente (Efc) = 150 °C
Temperatura de salida del fluido caliente (Sfc) = 93 °C
Temperatura de entrada del fluido frio (Eff) = 37 °C
Temperatura de salida del fluido frio (Sff) =65 °C

Operacion a co-corriente o paralelo Operacion a contracorriente

AT, = (Efo)- (Eff) = 150 — 37 = 113 °C

AT, = (5f0) - (S) = 93 — 65 = 28 °C AT, = (Efo)- (Sff) = 150 — 65 = 85 °C

AT, = (Sf0) - (Eff) =93 — 37 =56 °C

por lo tanto: AT, - AT, =85 °C

de tal manera que: por lo tanto: AT, - AT, =29 °C

de tal manera que:

8$=60.92 °C MLDT = 2
85
In| —

Como se podré dar cuenta el lector, existe una diferencia en el gradiente de temperaturas
al operar en flujo paralelo y contracorriente, esta desigualdad tendrd un efecto directo
sobre la eficiencia de operacién del intercambiador.

=69.49 °C

Adaptado de Kern (Kern, 2008).
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Finalmente, la expresion matematica que describe la transferencia de calor en un inter-
cambiador tubular que se obtiene a partir de la ecuacién de Fourier, es la siguiente:

Q=U ASup AT, (3.123)
Donde:

Q es el flujo de calor,

U, es el coeficiente global de transferencia de calor,

AT, es la temperatura media logaritmica,

A,,, es el drea a través de la cual se da la transferencia de calor.

Problema propuesto

En un proceso de arrastre de vapor, se requiere para realizar el procedimiento: evaporar
etanol a 78 °C, dentro de un intercambiador de calor de doble tubo con flujo paralelo a
una tasa de 0.05 kg/s, empleando un fluido de calentamiento (aceite) el cual entra a una
temperatura de 115 °C. El area superficial de transferencia de calor y el coeficiente global
de transferencia de calor son 6.2 m? y 320 w/m? °C, respectivamente. La capacidad calori-
fica de fluido de calentamiento es Cp = 2 200 J/kg °C y el calor de vaporizacion del etanol
es AHj, = 846 kJ/kg.

a. Determine la temperatura de salida del aceite
b. Elflujo masico del fluido de calentamiento

Solucién del problema

Suposiciones:

i. Estado estacionario

ii. Intercambiador bien aislado

iii. Energia cinética y potencial despreciables
iv. Propiedades de los fluidos constantes
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Datos:

- Temperatura de alimentacion del etanol 18 °C

- Flujo masico del etanol m = 0.4 kg/s

- Calor de vaporizacién = 846 kJ/kg

- Temperatura de entrada del fluido de calentamiento = 115 °C

- Capacidad calorifica del aceite Cp = 2 200 J/kg °C

- Area de transferencia de calor (area superficial) = 6.2 m?

- Coeficiente global de transferencia de calor (U) = 320 W/ m?* °C

Solucién empleando el método de (MLDT)

a) Determinar la temperatura de salida del aceite.
Este dato se puede calcular empleando la ecuacién (3.123): Q=U A, AT,
Donde el flujo de calor Q, se obtiene a partir de,

Q =m AH (3.124)
fg

de tal manera que:

Q:o.osk—g (846 000 ij:42 300 !
S kg S

Sustituyendo este valor en la ecuacion (3.123) y despejando tenemos:

o 42300 ©
AT, = A= . =2132°C
w320 5 (62 m’)
sm” °C

dado que ya conocemos la AT\, ademas sabemos que el intercambiador opera en flujo
paralelo, entonces con la ecuacién (3.122) y la informacion de la tabla 3.11 sabemos que:

MLDT = (AT,)- AT, =21.32°C

[ AT,
AT,
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Temperatura del fluido caliente (Efc) = 115 °C

Temperatura del fluido caliente, la cual se desconoce y se representa con, Sfc
Temperatura del fluido frio (Eff) = 18 °C

Temperatura del fluido frio (Sff) = 78 °C

T, = (Efo) - (Eff) = 115 - 18 = 97 °C

T, = (Sfo) - (Sff) = Sfc - 78

De tal manera que:

150— AT,
150

In| —
[AT] ]

Asi que sustituyendo AT, tendremos:

150 (Sfe — 78)

( 150 J
In| ———>
(Sfe — 78)

Reordenando la expresion anterior tenemos:

=2132°C

=21.32°C

150— (Sfc — 78)=21.32 °C *In 150
Sfc — 78

150 (Sfc) — 11700="21.32 * (In150~In(Sfc — 78))

150 (Sfe) — 11700= 21.32 * (5.01-In(Sfc) — 4.35)
150 (Sfe)+In(Sfe) = 11700 +21.32 * (5.01 — 4.35)
150 (Sfe)+21.32 * In(Sfe)= 11 720.60

La ecuacion anterior se resolvié mediante iteracion utilizando Excel, obteniendo que: la
temperatura de salida del fluido de calentamiento es de 77.52 °C.
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b) El flujo mésico del fluido de calentamiento se determina a partir de:

Q=ma Cp AT=m_ Cp (Efc— Sfc)
Por lo tanto, despejando m, tenemos:
o=

*  Cp (Efe— Sfc)

sustituyendo valores:

42300 L ‘
= y s =0.513%%
2200 —— (115— 77.52 °C) s
kg °C

Un ejercicio comparativo adicional seria realizar un nuevo célculo, pero ahora conside-
rando que el intercambiador opera a contracorriente.
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Problema 3.7 Transferencia de masa gas-liquido acoplada

a consumo de oxigeno microbiano

Miguel Sergio Hernandez Jiménez

Introduccidn

Dentro del plan de estudio de la Licenciatura en Ingenieria Bioldgica, se tienen cursos de
transferencia de masa y reactores bioldgicos. Sin embargo, hay pocos casos para relacio-
nar los conceptos aprendidos en dichas materias y entender su importancia. Un ejemplo
de como correlacionar lo asimilado en la asignatura de transferencia de masa y aplicarlo
en el curso de reactores bioldgicos es acoplar el balance de materia del oxigeno de la fase
gaseosa y su intercambio a la fase liquida, para asociarlo al crecimiento microbiano.

En este problema se desarrollardn las ecuaciones que permiten obtener la velocidad de
transferencia de oxigeno, desde la fase gaseosa a la liquida en reactores biologicos. Asi
como, un ejemplo de su aplicacion.

Procesos microbianos aerobios

El oxigeno es de vital importancia en los procesos microbianos aerobios, debido al papel
de éste, tanto en la oxidacion de la fuente de carbono como en el desarrollo de los mi-
croorganismos (crecimiento), también en la formacién de productos y CO,. Por esta ra-
z6n, determinar los requerimientos de consumo de oxigeno en un fermentador puede ser
parte esencial de la labor de un ingeniero bi6logo. Dicha informacién permite la correcta
operacion del proceso, ya que la transferencia de O, puede ser el paso limitante. Sin olvi-
dar que, en muchas ocasiones, la alimentacion de este gas ayuda a la agitacién y mezclado
del cultivo microbiano. De manera general, el O, se suministra mediante la inyeccién de
aire al medio de cultivo, para lo cual hay que superar la resistencia a la transferencia de
masa antes de que este llegue a los microorganismos (Torres Lopez et al, 2008).Una mane-
ra de ejemplificar como se transfiere el oxigeno del aire (fase gaseosa) al medio de cultivo
(fase liquida) para llegar a los microorganismos se muestra en la figura 3.12.
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Obtencién de las ecuaciones para representar la transferencia de

oxigeno de una burbuja a un medio de cultivo liquido

A continuacion, se plantea un problema integral en donde se presenta la transferencia de
materia en un sistema gas-liquido. En este problema se desea determinar la ecuaciéon de
transferencia de masa, y posteriormente acoplarlo a la tasa de consumo microbiano. Se
tomara como soluto “A” al oxigeno (O,) de la burbuja de aire, que sera transferido ala fase
liquida (medio de cultivo) en un proceso aerobio (figura 3.12). Sin embargo, este mismo
analisis puede ser aplicado a la transferencia de cualquier otro soluto gaseoso para ser
transferido a una fase liquida.

Interfase
s-liquido

Burbuja de/ire

Fase gas

C

AG

>
[}

Resistencia en
la fase gas

Resistencia en
la fase liquida

Figura 3.12. Descripcion de la transferencia del oxigeno desde una burbuja de aire al
medio de cultivo. Adaptado de Doran (Doran, 1998).

Definiendo las variables como:

C,c =concentracion de "A" en la fase gaseosa
C,g, = concentraciéon de "A" en la interfase
C,;=concentracion de "A" en la fase liquida
C,,= concentracién de "A" en la interfase

Se asume que la transferencia va desde la fase gaseosa (burbuja) hasta la liquida, ya que el
contenido de oxigeno en el aire es de alrededor de 21%. Mientras que la maxima solubili-
dad de este gas en agua es de 6.8 mg/L. Por lo que se plantea la ecuacion de velocidad de
transferencia de materia a través de la capa limite o de la interfase, de tal manera que el
flujo del soluto “A” (oxigeno) desde la fase gaseosa esta descrito por la siguiente ecuacién:
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Nyo=Ksa (Cye — CAG,») (3.125)

Mientras que de forma analoga se tiene para la velocidad de transferencia en la fase
liquida:

Ny =Kia (Cyp, — Cyp) (3.126)
Donde:

K; es el coeficiente de transferencia de materia de la fase gaseosa;

K; es el coeficiente de transferencia en la fase liquida, respectivamente;

a es el drea de seccion transversal.

Sin embargo, determinar las concentraciones en la interfase es practicamente imposible,

por lo que recurrimos al criterio de equilibrio. De manera general, en este punto se puede
tomar en cuenta el coeficiente de particiéon “m”, el cual se define como:

m= =G (3.127)

Por lo tanto, en la interfase:

C

e 4G (3.128)
CAL’

despejando C, :

C,=m*C, (3.129)

mientras que:

c, = : (3.130)
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Una vez definidas estas expresiones, retomamos el caso de la fase gaseosa, por lo que re-
escribimos la ecuacion (3.125) teniendo:

4G :(CAG _ CAG‘.) (3.131)

Si multiplicamos ambos lados de la ecuacién (3.131) por 1/m tenemos:

[LJ - %_ Cﬂ (3.132)

m*KGa m m

Mientras que para la fase liquida retomamos la ecuacién (3.126) y la reescribimos, asi
tenemos que:

NAL —
rh (¢, -c,) (3.133)

si multiplicamos la ecuacién (3.133) por m tenemos:

K,a i
o
N
m*_ALaz(m*CAL‘_m*CAL) (3.134)

ahora si sumamos las ecuaciones (3.131) y (3.134) tenemos:

N m*N
—AG 4 A _(C —m*C, |+ (m*C, —m*C ) (3.135)
KGa KLa ( AG AG’) ( AL, AL

sustituyendo la condicién de equilibrio, ecuacién (3.129), en (3.135) tenemos:

NAG + m*NAL =(C
KGa K,a

1—22+ m]?j;L :(CAG _yé%) + (m%— m*CAL)

Eliminando términos semejantes obtenemos una ecuacion donde se suprimen las concen-
traciones en la interfase; que, como ya se menciond, son muy complejas de determinar:

- CAG,.)+ (m*CAL,. - m*CAL) (3.136)

AG
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NAG m*NAL

ey — A =(C,. - m*C,) (3.137)
K.a K,a 4 AL

Como no hay acumulacidn en la interfase, entonces N,; = N,;, = N,; por lo tanto, la ecua-
cién (3.137) se puede reescribir para la fase gaseosa de la siguiente forma:

1 m
NAG (K_G(1+K_L‘1J - (CAG - m* CAL) (3.138)

Andalogamente para la fase liquida retomamos las ecuaciones (3.132) y (3.134) y las suma-
mos:

NAG N, _ CAG CAG,
(m*KGa]+ Ka | m m +(CAL‘_CAL) (3.139)

Sustituyendo la condicién de equilibrio, ecuacion (3.130), en la expresion (3.139) tenemos:

N, +NAL:%_CAI+CA,_C
m*K a K a m AL (3.140)

Simplificando mediante la eliminacion de términos semejantes, obtenemos:

N N C
[m* K ] K [7 CAL] e
G L

Retomando la suposicion de que N,; = N,; = N,;;, entonces la ecuacién (3.137) se puede
reescribir para el liquido como:

N N C
AL 4 AL | 4G Cc, (3.142)
m*K_.a K,a m
Factorizando podemos rescribir la ecuacion (3.142), obteniendo:
1 1 C

N |—+—|=| -, (3.143)

m*K.a K,a m
Donde:

K;a es el coeficiente de transferencia local en el gas;
K, a es el coeficiente de transferencia local en el liquido.
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Sin embargo, los coeficientes de transferencia combinados de las ecuaciones (3.138) y
(3.143) pueden utilizarse para definir los coeficientes globales de transferencia de materia
en la fase gaseosa K;; que se define mediante la siguiente expresion:

1 1 m
= + (3.144)
KGa KGa K, a

mientras que el coeficiente global para la fase liquida K; esta dado por:

| 1 N 1
K,a m*KGa K,a

(3.145)

Entonces, sustituyendo los coeficientes globales por los locales combinados, tenemos que,
la ecuacion (3.138) y (3.143) pueden ser reescritas como:

N, =Kza(C,,—m*C,) (3.146)
C
N, = KLa( 46 CALJ (3.147)
m

donde las ecuaciones (3.146) y (3.147) nos permiten determinar la velocidad de transferen-
cia de masa en sistemas gas-liquido. Y dado que dichas expresiones estan en funcién de
condiciones de equilibrio, se pueden rescribir como:

m*C,, =Ck (3.148)

mientras que:

CAG — C*
AL
m

(3.149)
asi que sustituyendo (3.148) y (3.149) en (3.146) y (3.147), respectivamente, tenemos:

Ny =Kza (Cye — Ci5) (3.150)
N, =K, a(Cy, -C,) (3.151)

y dado que en condiciones de estado estacionario N,; = N,; = N, , con este argumento las
ecuaciones (3.150) y (3.151) pueden ser reescritas como:
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N,=K;a(Cyo - Ci¥) (3.152)
N,=K,a(Cf; - Cyp) (3.153)

Las ecuaciones (3.152) y (3.153) representan la velocidad de transferencia de materia del
componente “A”, considerando la resistencia a la transferencia de masa en la pelicula de
la fase gaseosa o en la de la fase liquida. Para el caso del oxigeno (como componente “A”),
que es un compuesto poco soluble, tenemos que la principal resistencia se da en la fase
liquida y es la dominante. Por tanto, la transferencia macroscdpica de O,, puede ser reor-
denada a partir de la ecuacion (3.153), obteniendo la siguiente expresion:

RO, =ka (Cf, - C,) (3.154)
Donde:

RO, es la velocidad de transferencia de oxigeno
k,a, es el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno, determinado experimental-
mente;

'+ es la concentracion en equilibrio de la presion parcial del oxigeno en el seno de la fase
gaseosa;
C, es la concentracion en el seno del liquido.

Acoplamiento de la transferencia de oxigeno con la produccién de biomasa

Por otro lado, tenemos que el consumo de oxigeno en sistemas bioldgicos esté relacionado
con la velocidad de transferencia; sin embargo, también es una funcion de varios factores,
tales como: la especie de los microorganismos, la fase de crecimiento, la fuente de carbo-
no, entre otros. Podemos suponer que para sistemas aerobios (Quintero Ramirez, 1981).

(Nbimero = 02 consumido) (3.155)

celulas

De tal manera que la velocidad de utilizacion de O, por nimero células se conoce como: con-
sumo especifico de oxigeno (4,)= % ; por lo tanto, la velocidad de consumo de oxigeno por
unidad de volumen (¢,)= {% , se puede obtener al multiplicar la del consumo especifico por la
cantidad de biomasa:

(0,)=9,*x (3.156)

g
Donde X representa la biomasa en unidades { L}
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De esta manera, una vez definida la velocidad de consumo de oxigeno microbiano con las
siguientes suposiciones:

i. Estado estacionario.

ii. No hay acumulacién de O, en ninguna parte del reactor.

iii. La velocidad de transferencia desde las burbujas es igual a la de consumo de las
células.

Podremos igualar:
RO, =0, (3.157)

Asi que si retomamos las ecuaciones (3.154) y (3.156) e igualando, tenemos una expresion
para determinar la velocidad especifica de consumo de oxigeno:

kLa(CZL - CAL)= q,* X (3.158)

Donde, k;a, se utiliza para caracterizar la capacidad de transferencia de oxigeno en los re-
actores bioldgicos (fermentadores). Es importante recordar que este se obtiene de manera
experimental.

A continuacidn, aplicaremos las ecuaciones desarrolladas a un sistema para la obtencion de bio-
masa.

Problema

Una cepa de Lactococcus lactis se hace crecer en un reactor de 20 m’ empleando un sistema
de fermentacion con aireacion externa, la importancia de su produccién radica en que esta
linea puede ser utilizada en la fabricaciéon de quesos tipo: Camembert, Brie, Parmesano y
Roquefort entre otros. Bajo las condiciones de operacion, el valor de k;a alcanzado fue de
40.68 (h) (Soler & Buitrago, 2010). La solubilidad del oxigeno en este medio de cultivo es
de aproximadamente 7.5 X 10 * kg m? y la tasa especifica de consumo de este gas para esta
cepaes de 15.8 mmol g' h,
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a) Determinar la mdxima cantidad de biomasa que se puede obtener con estas condiciones
de operacion.

Solucién
Basados en la ecuacion (3.158), cuando no hay oxigeno en el medio liquido C,; = 0; es de-

cir, el consumo es total, se puede asumir que la concentracidon de biomasa es maxima por
lo que la ecuacién puede reescribirse como:

kLa(C;L) = qO * mec (3159)
De tal manera que despejando X,,,, tenemos:
k,a(C
X=——— (€) (3.160)
: 4
Sustituyendo los valores conocidos tenemos que:
40.68 h'(7.5X 107 kgm™) _ g

X = ~ - - 603.44 = (3.161)

e 5.056x10" kg g h m

Sabiendo que el reactor tiene 20 m?, entonces la cantidad de biomasa obtenida es de 12.68
kg de Lactococcus lactis.
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Problema 3.8 Cultivo continuo

Rodolfo Quintero Ramirez

Introduccién

En la Ciudad de Cuernavaca existia una planta productora de antibidticos que operaba
tres fermentadores de 120 m?, cada uno, agitados mecanicamente con un motor de 120
HP y una aeracién adecuada (90 m*/minuto); localizada en una zona donde hay abundan-
te disponibilidad de agua fria (10°C).

La empresa cerrd hace varios afios, y ahora un grupo de inversionistas desea comprar la
planta para producir levadura como fuente de proteina animal y unicelular, utilizando
como materia prima la melaza de la cafa de aztcar, disponible en abundancia en la zona.

Sin embargo, la empresa no tiene experiencia alguna en procesos de fermentacion y, aun-
que han estudiado documentos de algunos afios atras, saben lo siguiente: el proceso es
continuo, con una alta productividad, el producto es de calidad suficiente para ser utili-
zado como aditivo en la alimentacion animal (pollos y cerdos). También han encontrado
en la literatura comercial y de difusion cientifica que las plantas industriales de proteina
unicelular tienen capacidades de 10 000 a 50 000 ton/afo.

Para conocer la potencialidad del equipo de fermentacion que se les ofrece, la empresa
interesada decide contratar una compaiiia de consultoria para que haga una estimacion
sobre ;cudl seria la capacidad de produccion?

Solucién

De acuerdo a la literatura (Quintero Ramirez, 1981), en los procesos de produccion de
proteina unicelular, el objetivo es operar a la maxima productividad posible; y son dos
los factores limitantes: la transferencia de masa y de calor. Por ello la empresa consultora
decide hacer una estimacion de ambas basados en los datos disponibles, la productividad
reportada es de 3.5-4 g/L-h:

Fermentador. El volumen que se menciona es de 120 m’, pero en fermentaciones los tan-
ques se usan al 75% de su volumen, es decir 90 m®. Considerando que el reactor tiene di-



CAPITULO 3
BIOPROCESOS iNDICE

sefo estandar entonces la relacion H/D=3 se aplica para ese volumen: esto es el didmetro
(D) de 3.37 m y la altura (H) de 10.11 m.

Levadura. Para produccién de proteina unicelular se obtuvieron los siguientes datos:
Microorganismo: Saccharomyces cerevisiae
Sustrato: melaza

Y = 0.475 g biomasa/g sustrato

T=30"C
pH=7
n=0.3-0.4h"'

Yo,=1.02g%/g
Y kcal = 3.87 kcal/g

Estrategia. Con la informacion anterior, se procede a calcular la transferencia de oxigeno
que nos puede proporcionar el equipo operando a condiciones realistas, para después
estimar la productividad del sistema.

Para el calculo de la transferencia de oxigeno, se requiere el coeficiente de transferencia
de masa k;a y el AC.

El k,a se calculé utilizando la siguiente correlacion:

0.4
P
k,a=2.6-1071 — | -v»* (3.162)
V s

Por lo tanto, se obtiene en unidades de s, y en donde las unidades de P son watts, V en m’
y v, en m/s. El valor de P se tom¢ del tamano del motor de 120 HP, es decir 89 400 Watts
pero operando al 80% de su capacidad, y de ese modo se calcula como sigue:

v, = VVM/nD?*/4=0.17 m/s,

Y por tanto el k;a es:

71 520 Watts

kLa=2.6><10‘2- 3
90 m

04
] (017 m/s)> (3.163)

Para el calculo de AC, se estim¢ la concentracion en el equilibrio de oxigeno disuelto en
agua a 30 °C, utilizando la ecuacion:
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C, =14.16-0.394 T +0.007714 T°-0.00006467 T° (3.164)

El valor que se obtienees de 7.54 mg O,/L. Pero tomando en consideracién que el tanque
opera a 0.5 atmosferas (atm) de sobrepresion, ademds de que la altura del agua es de 10.11
m, lo que equivale a 1.01 atm. Por tanto, la concentracion en el equilibrio de oxigeno di-
suelto en el agua es de 11.3 mg O,/L y la concentracién de oxigeno disuelto en agua es de
1 mg O,/L. Con estas consideraciones el AC vale 10.3 mg O,/L. Entonces la transferencia
de oxigeno es de 5 711.7 mg O,/L.

Con esta informacion se procede a calcular la productividad que es igual a:

Productividad= transferencia de masa/ Y,
Productividad = 5.6 g/L-h

Y considerando que el tanque opera con un volumen de 90 000 litros la produccién seria
de 494 118 g/h, y en un afio (330 dias) se elaborarian 3 914.06 ton/afio; pero como son tres
tanques en la planta se podrian obtener 11 742.2 ton/afio.

Este es un tamaiio de planta industrial acorde con la literatura.

Ahora bien, con respecto a la transferencia de calor, primero se calcula la cantidad de
este a remover que es igual a g - X - Y/k, y en este caso es de (5.49g/L-h) (3.87 kcal/g) =
21.25Kcal/L-h.

Del fermentador de 90 000 litros se deben remover 1 912 500 Kcal/h. Para transferir este
calor tenemos agua de enfriamiento a 10°C, y para fines de calculo suponemos que sale
del sistema a 27 °C, o sea AT de 17°C.

Para el agua el Cp es de 1 Kcal/kg-"K

Y el flujo requerido es de 112 500 kg/h o sea 112.5 m*/h; pero como son tres tanques el
flujo total requerido es de 337.5 m*/h.

Comentario. Este es un caudal muy grande de agua y habria que corroborar que en el
sitio esté disponible, lo mds probable es que no; por lo que una solucién es instalar un
sistema de enfriamiento de agua con recirculacion.

Respuesta. Tomando en consideracion las caracteristicas de la planta, la empresa tiene
el potencial de producir casi 12 000 ton/afio; pero, muy probablemente la limitante en la
elaboracion sea la disponibilidad de agua fria y por lo tanto la produccién seria menor.
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Problema 3.9 Produccidén de un bioinsecticida (Bt)

Rodolfo Quintero Ramirez

Introduccidn

La bacteria Bacillus thuringiensis, es un Gram+ que se encuentra en practicamente todas
las regiones del mundo (bosques, praderas, etc.). Este microrganismo tiene la capacidad
de esporular cuando las condiciones ambientales le son adversas (falta de nutrientes, por
ejemplo), y cuando eso sucede produce una proteina, que por las caracteristicas que tiene
se cristaliza intracelularmente, a esta se le denomina §-endotoxina. La importancia de
esta biomolécula radica en el hecho de que si es ingerida por ciertos insectos (lepidopteros
y dipteros), por acaros u otro tipo de organismos de las denominadas plagas en el agro; las
mata, es decir, actiia como un bioinsecticida.

Una caracteristica distintiva de la §-endotoxina, al observarla en el microscopio, es la
forma de sus cristales, por ello otra manera de denominarlos es proteina CRY (“crystal”,
por su nombre en inglés). En varios casos la forma del cristal se asocia al insecto objetivo,
por ejemplo: los rombicos en general son eficaces contra lepidopteros.

La §-endotoxina se produce intracelularmente junto con la espora, en muchas ocasiones al final
del cultivo se obtiene una mezcla de células, esporas y cristales proteicos. Muchos de los bioin-
secticidas que se usan comercialmente utilizan esta combinacién, mientras que en otros casos
se prefiere purificar la proteina CRY y el producto resultante la tiene en mayor concentracion.

En el laboratorio de un biotecnologo, hace varios afios, una investigadora asociada (experta
en biologia molecular); tuvo la curiosidad de empezar a estudiar y entender el mecanismo
de accion de la §-endotoxina. Las investigaciones de este grupo dieron origen a una publi-
cacion de la FAO (Bravo & Quintero, 1993), en la cual se describen en términos generales lo
que sucede. A continuacidn, se presenta el proceso de accion de la §-endotoxina (figura 3.13)
y las diferentes etapas en que se lleva a cabo en el interior del insecto susceptible:

- Primero la larva del insecto debe ingerir el cristal (§-endotoxina), que en su
estado natural no es toxica al insecto.

- Una vez que esta en el tracto digestivo se disuelve y es hidrolizada por proteasas
del propio insecto, obteniéndose una proteina que ahora es activa y téxica para
este organismo.
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- La proteina activada continua su trayecto hasta llegar al intestino, ahi ésta re-
conoce receptores especificos uniéndose a ella y generando un poro que tiene
como efecto la hinchazén de las células de este drgano.

Cristal Disolucién de los Union de la toxina a receptores de

w.Espora  cristales y activacion Células epiteliales deLintestino
‘ - Epitelio '.’l
\

6-endotoxina
Receptores

Toxina Perforacion de la
~ membrana intestinal

Toxina activada
i

La espora germina y

se propaga la bacteria I \

Figura 3.13. Proceso de accion de la §-endotoxina, en las diferentes etapas en que se
lleva a cabo en el interior de la larva de un insecto susceptible.

- Una vez que el intestino se hincha, la larva deja de comer. Si el producto (bioin-
secticida) contiene esporas estas se propagan dentro de este 6rgano y el insecto
muere. En las fotografias que se muestran a continuacion (figura 3.14), se puede
ver claramente el efecto de la §-endotoxina en el intestino.

Tejido intestinal de larvas de
Manduca sexta intoxicadas con
toxina Cry1Ab

Tejido intestinal de larvas de
Manduca sexta

Figura 3.14. Fotografia que muestran cortes histoldgicos del efecto de la §-endotoxina
en tejidos del intestino de un insecto susceptible.

Problema. Escalamiento de una tecnologia de fermentacion

Un productor desea generar 10 mil toneladas por aiio de un bioinsecticida que sea efectivo
contra el gusano cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda), ademas pretende escalar una
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tecnologia desarrollada por una universidad mexicana, asi como el disefio del fermenta-
dor para producirlo (Abarca, Martinez et al, 1992).

Con el conocimiento previo que se tenia sobre la proteina CRY, y sobre las bacterias que
lo producian, se establecieron las bases de célculo siguientes:

- La formulacion de un bioinsecticida requiere que tenga 10®esporas/gramo o sea
que en 1 tonelada de bioinsecticida hay 10" esporas; asi que para producirl0
mil toneladas se necesitan un total de 10'® esporas.

- La informacién para el proceso de produccion se obtuvo de la referencia (Abar-
ca, Martinez et al, 1992), que indica que: la fermentacion se lleva a cabo a 30°C
con un pH de 7, en un fermentador de 14 litros que opera a 800 RPMy1 VVM
de aeracién obteniéndose en 24 horas 5.5 x 10° esporas/ml.

- La fase de crecimiento es de 10 horas y se alcanza una biomasa de 2.4 g/L

- Se considerd que la fermentacion seria tipo batch con una duracion de 30 ho-
ras: 24 de fermentacion con 6 de preparacion y limpieza del fermentador.

- El proceso operaria 48 semanas al aflo, 5 dfas/semana y 24 horas al dia.

Base de calculo para disefio del fermentador:

En 10 mil toneladas de bioinsecticida se requieren 10'® esporas, por lo tanto, el volumen
de fermentacion a producir es:

10" esporas

5.5 x 10’ esporas/ml
0 sea, un volumen total de fermentacién de:
1.8181 x ml = 1.818 x 10?

Ahora se calcula el nimero de batch a realizar en un afio:

48 semanas X 5 dias < 24 hr N 1 fermentacion 192 fermentaciones
afio semana dia 30 hr ano
.. 1.81810° 1
Y el volumen de fermentacion de cada batch es de - =946.88 L
192 fermentaciones

afio

Por tanto, el volumen del tanque de fermentacion es de 1 262.5 L, ya que en este tipo de
procesos los tanques se operan al 75% de su volumen nominal.
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Los fermentadores de esta escala (volumen), utilizan una relacién de H/D= 3 (Quintero
Ramirez 1981).

Por tanto, el didmetro (D) es de 0.74 m y la altura del tanque (H,) es de 2.96 m; siendo la
altura del liquido en el tanque (H) de 2.22 m.

En esta escala los fermentadores tienen 3 impulsores tipo Rushton, en este caso el didme-
tro del impulsor (Di) es igual a Di/D = , Di= 0.247 m

El disefio del fermentador (figura 3.15) seria:

Figura 3.15. Se muestran la escala de un fermentador, para la produccion de un
bioinsecticida.
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Escalamiento de las condiciones de operacién del fermentador

Ahora, los datos de laboratorio se obtuvieron a 14 L (800 RPM y 1 VVM). Se vaa escalar a
1262.5 L. De acuerdo a la literatura (Najafpour 2007),el escalamiento se puede hacer por

tres métodos (tabla 3.12):

Tabla 3.12. Métodos para realizar escalamiento en las condiciones de operacién de un

fermentador
Potencia por unidad de volumen I o (N* DY) & =( ﬂ )
constante 1% N, D,
Nt de Reynolds simil MLy
umero de Reynolds similar N, o ND? N, 'D,
Velocidad tangencial constante N _D
del impulsor nw ND=K’ N, D,

La metodologia consiste: primero en calcular las dimensiones del fermentador en menor
escala, en este caso 14 L. La relacién H/D para este caso es de 1.

Las dimensiones del fermentador son:

Volumen nominal 14 L
Volumen de operacién 10.5 L

3
3/0.105 m X4=0.1645 m
3x

H liquido= 0.1645 m
Escalamiento siguiendo el criterio 1 (tabla 3.12):

Lo que equivale a:

(N3Df)l = (N3D[2 )2

(3.165)

(3.166)



INDICE PROBLEMAS DE INGENIERIA BIOLOGICA

Sustituyendo valores:
(800 RPM)’*(0.0548)> = N**(0.247)*
Por lo tanto, el valor de N1 es igual a 293.188 RPM.

Criterio 2 (tabla 3.12):

N (DY
—1=[sz (3.167)

1

800 RPM _( 0.74 m

Sustituyendo valores, =
39.53 RPM. N, 0.1645 m

J . Por lo tanto, el valor de N, es igual a
Criterio 3 (tabla 3.12):
(ND,), =(ND,), (3.168)

Sustituyendo valores, (800 RPM)~( 0.0548 m) =N, - (0.247 m). Por lo tanto, el valor de
N2 esigual a 177.49 RPM.

En la aplicacion de este método siempre se debe comprobar que Ny, > 10*. Utilizando la

definicion del Reynolds:
D °N p
N, = T (3.169)

Evaluando para los distintos casos:

(548 cm)* * 13.33 RPS*1 g/ cm’

N,., =40,030
0.01—*
seg—cm
2 % % 3
N, 21 _ (24.7 cm)”* 4.8865 RPS*1 g/cm 298,120
0.01—&
seg—cm
2 % % 3
N 2= (24.7 cm)™* 0.6588 RPS*1 g/ cm — 40,192

Re 2

0018
seg —cm
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N = (24.7 cm)’ * 2.9582 RPS*1 g/ cnt’

Re 2

=180,477

001 &
seg—cm

De estos tres resultados, se aplicaria el 1y el 3 ya que el valor calculado para el criterio 2
es muy bajo.

Con respecto a la aeracion se calcula la velocidad del aire, dejando constante la cantidad
de VVM.

Vs de fermentado de 14 L = 0.83 cm/s
Vs de fermentado de 1 262.5 L = 3.66 cm/s

Como el valor de la velocidad del aire se incrementa 4.4 veces, podria utilizarse un poco
menos de este tal vez entre 0.6 — 0.8 VVM.

Para evaluar que efecto tendria el escalamiento como ha sido calculado, se analiza lo si-
guiente, la formula general del coeficiente de transferencia de masa k,a es:

ha=h[§j(ﬁf

Para fermentadores pequefios , y para tanques grandes & = 0.5 y $=0.67 para ambas es-
calas. En el escalamiento deseamos que el k;a permanezca constante o aumente, para los
valores calculados el mejor caso seria el criterio 1.

(3.170)

127
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Problema 3.10 Tratamiento anaerobio para la depuracién

de agua y produccién de biogas

Raul Munoz Torre

Marcia Guadalupe Morales Ibarria

En el tratamiento biolégico anaerobio de 2 000 m’/h de un agua residual industrial con
una concentracion de materia organica soluble (medida como DQO, Demanda Quimica
de Oxigeno) de 8.000 mg O,/L, se generan 8.000 Nm?/h de biogas. El biogas tiene un 65%
(en volumen) de metano.

El diagrama del proceso de tratamiento se presenta en la figura 3.16, y se realiza en un di-
gestor anaerobio de mezcla completa que requiere una etapa de sedimentacion posterior
de los microorganismos que abandonan el reactor. Una parte de la corriente concentra-
da en el sedimentador se recircula al digestor con el objetivo de mantener constante la
concentracion de microorganismos en el licor mezcla. Otra parte de la circulacién con-
centrada (equivalente a la produccién de lodo anaerobio), se purga para extraer el exceso
de microorganismos que se han generado en el proceso. Puede considerarse que en el
efluente tratado que abandona el sedimentador, la cantidad de estos (X,) es despreciable.

Parametros tipicos de operacion de este tipo de sistemas son:

- Rendimiento celular=0.05 kg SSV/kg DQO
- SSVLM= 10 g SSV/L.
- Concentracién de la corriente espesada en el sedimentador=15 g SSV/L.
- Produccién de metano 0.35 NL CH,/g DQO,jiminada
- Velocidad de utilizacién de sustrato 1.5 g DQO

eliminada*

/(g SSV.d).

eliminada

Calcular:

a. El rendimiento de eliminacién de materia organica, y si, con esta eficiencia de
eliminacion obtenida, el agua tratada cumple la normativa. Si se exige que el
vertido tenga una DQO inferior a 1.000 mg O,/L.

b. El volumen del digestor anaerobio.
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c. Elflujo masico y volumétrico de lodo anaerobio que hay que purgar.
d. Latasa de recirculacion de fango anaerobio al digestor.

Q,
S, REACTOR Q
— BIOLOGICO S
ANAEROBIO X°
1
RECIRCULACION SURGA
Q; T Qy
Xz Xy

Figura 3.16. Diagrama que muestra el proceso de tratamiento de agua residual indus-
trial en un digestor anaerobio de mezcla completa.

a.1. Rendimiento de eliminacién de materia organica.

Podemos estimar el rendimiento de eliminacion de DQO como; el flujo masico de DQO
eliminada con respecto al de entrada al digestor:

m m,, kg DOO
Flujo masico de DQO,, . =8 000 biosts 0,65 ;H"  he DO €iminade .
h biogads 035 mCH4
h ke DQOO . .
—==7.428 LW (3.171)
2 000 m m

kg DQO, .
7428 g Q}elzmmada

Rendimiento de eliminacion = m =0.928 —92.8% (3.172)
8 kg DQ eliminada

3

m
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a2. DQO a la salida del digestor

Si el rendimiento de eliminacidén de materia organica es del 92.8%, el liquido de salida
tiene un 7.2% de la DQO del agua alimentada:

mg DQOa mg DQOsalida

limentada 0072 — 0576 < 1000 f (3.173)

D )
8 . 000 mg ]?Osallda

b. Volumen del digestor anaerobio

Aplicando la definicién de velocidad de utilizacién de sustrato:

U kg DQOe[iminada — QO ) (SO _S)
Kg SSV-d XV

digestor

(3.174)

Despejando:

Vd" tor
igestor X-U (3.175)

Finalmente:
3
2000”’7 24 g 7.428 @L?mm

V oosor = - =23.770 m’ (3.176)
¢ 10 kg SSV . 1 5 kg DQOeliminada

m kg SSV-d

c. Célculo del flujo masico y volumétrico de lodo anaerobio que hay
que purgar

Aplicando la definicién de rendimiento celular basada en flujos masicos:

Flujo masico de X,

generados

B Flujo masico de DQO

eliminada

(3.177)
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Se tiene que:

Flujo masico de X conerados = ¥ Flujo masico de DQO,, === =Y- QO(S0 - Se) (3.178)
Calculando el valor:
kg SSV 3
Flujo masico de X, =0.05 ——— s 5 00" .
kg DQOelim[nada h
kg DQO , . kg SSV
- 7.428 ¥ POuiisan _ 745 5 ngd (3.179)
m

Como la corriente de purga tiene una concentracion de 15 g SSV/L=15 Kg SSV/m’, en-
tonces:

kg SSV.
7 42 ) 8 g generados

3
h m’  purga
= =495 ——=— 3.180
o kg SSV ( )
15 &>
m
d. Caudal y tasa de recirculacién de fango anaerobio al digestor
Realizamos un balance de microorganismos en el sedimentador (figura 3.17)
(0,+0,) X=0,-X,+0, X, +0, - X, (3.181)
Qo"‘QRE Qe;
S Se
X xe
Qr Xg

Figura 3.17. Diagrama que muestra el proceso para realizar un balance de microrganis-
mos en el sedimentador.
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IMPORTANTE:

X es la concentracion de microorganismos en la corriente que viene del digestor.
Xe es despreciable (seguin el enunciado).
X=Xy

Teniendo en cuenta que la concentracion de microorganismos en el efluente es despreciable,
el balance se simplifica en la siguiente ecuacion, de la que despejamos el caudal de recircu-

lacion Qg:
(0,+0,) X=0,X,+0,X, (3.182)
YO X 2000 ™. 10kgSSV 49.50 ™ .15 k& SSV 3
0 -2 X0 X, _ h m’ d 38514 2 3.183)
K X -X KgSSV KgSSVv h
" 15 —10 =8>
m’ m
m3
0 38514 —
Tasa de recirculacion = =% = 7}3’ =1.92 (adimensional) (3.184)

0 2000’"7
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Problemas 3.11 Sistema de lodos activados para

la depuracién de agua y produccién de biogas

Raul Muhoz Torre

Marcia Guadalupe Morales Ibarria

Una industria agroalimentaria genera: 10 000 m®/d de agua residual con 500 mg DQO/L
(DQO, Demanda Quimica de Oxigeno). Para su tratamiento, se ha decidido instalar un sis-
tema de lodos activos que elimine unicamente materia orgnica y opere con una concentra-
cién de sélidos suspendidos en el licor mezcla de: 3500 mg SSV/L y una carga masica (F/M)
de 0.5 kg DQO/(kg SSVxd). En estas condiciones, la concentracion de materia organica del
efluente tratado es de 50 mg DQOY/L. El sistema opera con una relacion de recirculacion Qy/
Q=0.5 y una concentracién de microorganismos en la corriente de recirculacion del sedi-
mentador al tanque aerobio de 10 kg/m’. Considerando despreciable la cantidad de estos en
el efluente clarificado, debido al buen funcionamiento del sedimentador, calcular:

i.  Volumen del reactor aerobio de eliminacién de materia organica (m?).

ii. Caudales de fango bioldgico purgado y efluente clarificado (m*/d).

iii. Tiempo de retencién hidraulico (TRH) y tiempo de retencion celular (TRC),
expresados en dias.

iv. Rendimiento celular.

v. La concentracion de DQO (mg/L) de los microorganismos que hay en el fan-
go bioldgico purgado, considerando que estos tienen como férmula quimica:
C,H,NO,

El esquema del proceso se representa en el siguiente esquema (figura 3.18):

Figura 3.18. Esquema de la instalacion de un sistema, para realizar un proceso de trata-
miento utilizando lodos activos, para eliminar inicamente materia organica.
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SOLUCION

Célculos

a) Volumen del reactor aerobio de eliminaciéon de materia orgénica

Aplicando la definicién de carga mésica de materia organica, podemos despejar el volu-
men del reactor aerobio:

E:%: Q'So 0185
V kg SSI/reacror d X : V .
Despejando:
-S
reactor = Q }?' (3.186)
X.—
V
Calculando:
’ DQO
10000 ™. 500 Lghmmmda
- d 1 =2.857 m’ (3.187)

V
reactor k D O .
3500 g SfVLM . 05 g Q alimentada
m kg SSVLM -d

reactor

b. Caudales de fango biolégico purgado y efluente clarificado
Aplicando un balance de materia a los microorganismos en el sedimentador (figura 3.19):
(0,+0,)X=0,-X,+0,-X,+0,- X, (3.188)

Donde: X, = 0 mg/L
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+
Qo QR Qe
s S,
X X,

<L Quw Xu
Qr Xg

Figura 3.19. Diagrama que muestra el balance de materia en el sedimentador.

(Q0+QR)'X_QR'XR

0, = X, (3.189)
Evaluando:
m’ m’ kg m’ kg
10000 —+5000 — | - 3.5-—=-5000 — - 10—
d d m d m m’
0, = =250 — (3.190)
kg d
10—
m
Aplicando un balance de materia a la fase global de todo el sistema obtenemos:
m3
0. =0-0,=10000-250=9 7507 (3.191)
c. Tiempo de retencién hidraulico (TRH) y tiempo de retencién celular (TRC)
Aplicando la definicion de tiempo de retencion hidraulico y celular se obtienen:
3
TRiT = L= 28I 5857 4 (3.192)
% 10000 ™
d
y.ox 2857.1m’ - 35 k—%
TRC = = m__4q (3.193)

x 2500k—g
d
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La produccion de fangos de un sistema bioldgico se puede estimar como:
P=0,-X,+0,-X, (3.194)

Donde es despreciable debido al buen funcionamiento del sedimentador.

3
P =0, X,=250"10 k—g3=2 s00 ke 55V (3.195)
* d m
d. Rendimiento celular
kg
2500 "&£
P
"o s (kg D g kg DOO ZO'SSSkkgTQXO (3.196)
oS 10000’2-(0.5 g8 DO _ o5 ke PO J &
m m

Aplicando la definicién de flujo masico de producciéon de fangos, en funcién del rendi-
miento celular y del flujo masico de DOQ consumida.

e. La concentraciéon de DQO de los microorganismos que hay en el fango biolégico
de purga

Podemos estimar la concentracién de DQO presente en los microorganismos de acuerdo
a la siguiente ecuacion:

CH,NO,+50,>5CO0O,+2H,0O+ NH, (3.197)
Donde 5 moles de oxigeno molecular son necesarias para oxidar 1 mol de biomasa

B2 14,80
113 g C,H,NO, (3.198)

De esta forma, teniendo en cuenta que la concentraciéon de microorganimos en la corrien-
te de purga es de 10 000 mg SSV /L, la cantidad de DQO de estos en la corriente seria=
10000 mg SSV/L-1.42 mg O,/mg SSV=14200 mg O,/L.
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Problemas 3.12 Disefio de un fotobiorreactor de lagunaje
de alta carga (HRAP, High rate algal pond, por sus siglas

en inglés) para el tratamiento de agua residual.

Radl Muroz Torre

Marcia Guadalupe Morales Ibarria

Marco tedrico

- Disefio basado en acoplar la demanda bioldgica de oxigeno (DBO) del agua
residual a la capacidad de oxigenacién del HRAP como consecuencia del creci-
miento fotosintético de las microalgas.

- Protocolo de disefio basado en 30 afos de experiencia en HRAPs a escala in-

dustrial en California.

Microalgas y bacterias trabajando en simbiosis.

- 1 kg de algas produce 1.5 kg de O,

- Disefio basado en limitacién por suministro de luz

- Ni el Nitrégeno ni el Fésforo limitan el proceso

A
Add +

;/\/\

N y

Figura 3.20. Diagrama de HRAP
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Definiciones previas

- Canales de profundidad d (ft)

- Canales de anchura W (ft)

- Longitud del canal L (ft)

- Velocidad de recirculacion V (ft/s)

Radio hidraulico: Area sobre el que ocurre la friccién del liquido recirculado por peri-
metro de HRAP

R Area _dw
Perimetro W +2-d

(3.199)

Pérdida de carga por friccion en el HRAP (expresada como Ad/L) debido ala friccion del
agua recirculante con la superficie del HRAP,

Ad _ R (3.200)

y?
L (1486 )
(1456,
Donde # es el factor de fricciéon de Manning, tabla 3.13 (Adimensional).

Tabla 3.13. Factores de Manning para diferentes materiales de construccion de la super-

ficie del HRAP.
Material de superficie del HRAP Factor de Friccion de Manning

Plastico o cemento liso 0.008
Tierra lisa o plastico corrugado 0.01
Plastico liso en tierra granular 0.012
Cemento Portland liso 0.013
Asfalto liso 0.015

Asfalto prensado 0.016

Tierra lisa compostada 0.020
Grava prensado o asfalto 0.025
Tierra sin prensar 0.030
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- La penetracion de la Luz se determina a partir de experiencias con disco Secchi.

d (em)= ﬂ (3.201)
? [ Biomasa]

Donde: [Biomasa](mg /L)y= [DBOa,tim,,:I

- Experimentalmente se ha visto que la concentracién de biomasa en HRAPs
limitados por luz corresponde a aquella que permite penetrar a la luz 2/3 de la

profundidad del HRAP.
9 000
d = :
P (cm) [Biomasa] (3.202)

- Area del HRAP se define como N W L (ft?), donde N es el nimero de canales
- Cada cambio en la direccién del caldo de cultivo supone una pérdida de carga
definida como:

2
Ad (fi)= 7e (3.203)

- La determinacion del tiempo de retencion minimo () para la eliminacién de
DBO puede hacerse con:

[DBO]-d-h
T 8593.F.8 (3.204)

donde:

[DBO] = Concentraciéon de DBO a eliminar (mg/L™")

d = Profundidad del HRAP (cm)

h = Calor especifico de las microalgas (cal/mg"); tipicamente 5.5
F = Eficiencia fotosintética (°/,); tipicamente 0.025

S = Irradiacién media (W h m2d?)

- La produccién de oxigeno derivado del crecimiento algal (g m2d™) puede deter-
minarse con:

0.015-d
P= 3 -C, (3.205)




INDICE PROBLEMAS DE INGENIERIA BIOLOGICA

donde:

d, profundidad del HRAP (cm)
0, tiempo de residencia (d)
Co, concentracion de microalgas (mg L)

Protocolo de diseno

i. Determinar la carga de DBO a tratar
« Si el HRAP va precedido de una laguna facultativa la carga es 50% de
la entrada.
« Si el HRAP va precedido de un tratamiento anaerobio la carga es del 60%.
« Si el HRAP va precedido de un tratamiento primario la carga es del 70%.
ii. Estimar la concentracion de biomasa (Co) en funcién de la DBO de entrada al
HRAP.
iii. Estimar la profundidad del HRAP (d) para soportar una penetracion de la luz de 2/3.
iv. Estimar el tiempo de residencia del agua residual minimo () para eliminar el
porcentaje de DBO deseado.
v. Estimar la produccion de oxigeno (P) en el HRAP (g m?d™).
vi. Calcular el drea necesaria del sistema para satisfacer la demanda de O, como la
carga de DBO a eliminar dividido entre el potencial de produccién de oxigeno P.
vii. Estimar las dimensiones del espacio donde encajarfa, Area = L - W - N; asumiendo
un L/W = 40:1. Se calculara N hasta para que la pérdida de carga del sistema cum-
pla que: (friccién + cambios de direccién) < 3 pulgadas (donde 3 pulgadas equivale
a 0.25 pies).

2
0.25:N°~L-V—~R”3+N°-V— (3.206)

2
(1.48y )2 2g
n
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Enunciado del problema
Disefiar un fotobiorreactor de lagunaje de alta carga (HRAP)(figura 3.21) para el trata-

miento de agua residual urbana con una concentracién de materia orgdnica de 350 mg
DBO L', que proviene de una poblacién de 10000 habitantes.

YT Y

SN —

Figura 3.21. Tlustracion de la configuracién de fotobiorreactor de lagunaje de alta carga
usado para el tratamiento de aguas residuales.

El fotobiorreactor se instalara en las inmediaciones de la Ciudad de México (ver datos
de irradiacién media mensual en la 3.14) y su disefio se basard en un recubrimiento plas-
tico de baja resistencia al flujo y una velocidad de recirculaciéon del liquido de 20 cm s™.
La eficiencia de la eliminacién de materia organica biodegradable requerida es del 99%,
asumiendo que el HRAP va precedido de un tratamiento primario convencional por se-
dimentacién.

Tabla 3.14. Valores medios de irradiacion en ciudad de México expresado en kW h/m?/d
(Fuente UNAM/NASA).

Irradiacion/
Ene | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Oct | Nov | Dic | Min | Max | Med

Meses

Minimo 31 | 3.3 3.1 38 | 41 | 44 | 45| 45 | 41| 35 3.1 28 | 2.8 | 45 3.7

Maximo | 54 | 6.3 | 6.6 75 | 83 |86 | 7 | 66 |67 | 60 |57 |56 | 54| 86 6.7

Promedio | 4.1 | 4.7 5.3 5.7 59 | 56 | 56| 55 |51 | 47 | 43 | 3.8 | 3.8 59 5.0
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Determinar:

1. Las dimensiones del HRAP (Area, profundidad, longitud, anchura, n° de Ca-
nales)

2. Tiempo de residencia del agua (8) residual minimo para el tratamiento del agua
residual (dias)

3. Capacidad de oxigenacion del HRAP (g/m?*/dias™) y el rea necesaria para cu-
brir la demanda de O,

4. Estimar las dimensiones del espacio donde ubicaria el sistema Area = L - W -
N asumiendo un L/W = 40:1. Se calculara N° para que la pérdida de carga del
sistema cumpla que: (fricciéon + cambios de direccidon) < 3 pulgadas (donde 3
pulgadas equivale a 0.25 pies)

Datos para diseno

Eficiencia fotosintética: 2.5%
Calor especifico de microalgas: 5.5 cal mg™*
Generacion diaria de agua residual por habitante en Ciudad de México = 210 L habitan-

te'd!
Tabla 3.15. Equivalencias de unidades
1 pulgada 254 m
1 libra 0.4536 kg
1 pie 0.3048 m
Solucién

a) Determinar las dimensiones del HRAP (Area, profundidad, longitud, anchu-
ra, n° de Canales)

a.1) Determinar la carga de DBO a tratar
- Siel HRAP va precedido de una laguna facultativa la carga es 50% de la entrada

- Si el HRAP va precedido de un tratamiento anaerobio la carga es del 60%
- Si el HRAP va precedido de un tratamiento primario la carga es del 70%
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La carga inicial de entrada al sistema (sedimentador primario + HRAP) sera de:

Q- [ DBO] = (N° de habitantes) - (Agua residual generada por habitante) - [DBO] =
(10000 habitantes) (210 L habitante™) (350 mg DBO L) = 735 000 000 mg dia™ = 735 kg
dia!

Tras su paso por el sedimentador primario (Tratamiento Primario) se eliminara el 30% de
esta carga, por lo que la carga diaria de DBO que entrard al HRAP es de (735 kg/dia™) (0.7)
=514 kg d*, y la concentracién de DBO en el agua residual sera de 245 mg L asumiendo
que no se dan pérdidas de agua por evaporacion.

a.2) Estimar la concentracién de biomasa (Co) en funcion de la DBO de entrada al HRAP

Segun el protocolo de disefio: C, =[DBO]

entrada

-(0.99) =243 mg Biomasa/ L

a.3) Estimar la profundidad del HRAP (d) para soportar una penetracién de la luz de 2/3

9 000 9 000

d = =
[Biomasa] 243 mg Biomasa/ L

P

=37 cm

b) Determinar el tiempo de residencia del agua residual minimo (6) para el
tratamiento del agua residual

b.1) Estimar el tiempo de residencia del agua residual minimo (q) para eliminar el
porcentaje de DBO deseado.

La cantidad de DBO a eliminar serd (245 mg/L") (0.99) = 242.5 mg L. Se disefia para el
valor minimo promedio de irradiacién para realizar un disefio conservador.

[DBO)-d-h _ (242.5)(37)(5.5) _ 6 dias

85.93-F-S  (85.93)(0.025)(3800)

143
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¢) Determinar la capacidad de oxigenacion del HRAP (g/m?/d) y el drea nece-
saria cubrir la demanda de O,

c.1) Estimar la produccién de oxigeno (P) en el HRAP (g m2d”)

pzw . Cozw L 243=224 ¢/ m?/ d*

c.2) Calcular el area necesaria del sistema para satisfacer la demanda de O,como la
carga de DBO a eliminar dividido entre el potencial de produccién de oxigeno.
Area = (carga de DBO a eliminar)(Produccio’n de oxz'geno)_1

=(514 000 g DBO/ dia)(0.99)(22.4 g/ m* / dia)™'

=22878 m’

=2.9 ha

d) Estimar las dimensiones del espacio donde encajaria Area = L W N©
asumiendo un L/W= 40:1. Se calculard N° la pérdida de carga del sistema
(fricciéon + cambios de direccién) < 3 pulgadas (donde 3 pulgadas equivale
a 0.25 pies)

22 878 m* = (0.3048:L)* /40 - N°canales

Con la limitante de que Ad < 0.25 ft, sutituyendo valores en la ecuacidn (3.206) se tiene la
ecuacion siguiente,

1.33
ves nlor (0.367/0.3048 : 4Loj 0.66 fi/sY
(1.4860008) 10 +2(0367/03048) (034

La ecuacion (3.206) se puede resolver numéricamamente y se obtienen los valores: N° = 19
yL=720ft=219m
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Problema 3.13 Estimacién de costos del uso de una planta

piloto de bioprocesos

Rodolfo Quintero Ramirez

Introduccidn

Un centro publico de investigacion en México, cuenta con una planta piloto de biopro-
cesos que consiste en: dos fermentadores (1 000 L y 100 L), una centrifuga tubular, una
centrifuga de disco, un molino de perlas agitadas, un ultrafiltro, una columna de croma-
tografia de filtracion en gel, una columna de cromatografia de intercambio idnico, y tres
tanques agitados para precipitacion y preparacién de mezcla. Sus servicios son cobrados
con base en el tiempo que dura la operacién en cada equipo, $3 000/hora y el usuario
proporciona: las materias primas, los reactivos quimicos que se utilicen y paga los analisis
que se requieran.

Las caracteristicas del equipo de la planta piloto (figura 3.22) son las siguientes:

- Fermentador de 1 000 L (volumen nominal). H/D=3. Tres agitadores Rushton,
D/Di= ¥, motor de 2 HP, un compresor de aire que maneja un flujo de 1.5 m?/
min.

- Fermentador de 100 L (volumen nominal). H/D= 3, tres agitadores Rushton,
D/Di= % , motor de 0.25 HP, un compresor de aire que maneja un flujo de 0.2
m’/min.

- Centrifuga tubular: 0.4 a 38 L/min™ (Tejada Mansir, Montesinos Cisneros et
al, 2011, p. 121) tamarfio de particula 0.1 a 200 micras, didmetro 10 cm, altura
100 cm, velocidad maxima 15 000 RPM (Tejada Mansir, Montesinos Cisneros
et al, 2011, 121), contenido de sélido méaximo 0.5%, produce una torta firme,
operacidn intermitente.

- Centrifuga de disco y boquilla: 40-150 L/min (Tejada Mansir, Montesinos Cis-
neros et al, 2011, p. 124) diametro 254 mm velocidad maxima 10 000 RPM,
tamaifio de particula 0.5 a 200 micras, contenido de sélidos 2 a 20, produce un
lodo firme, operacioén continua, 8 es de 42°, radio18 cm y niimero de discos 100.

- Molino de perlas agitadas: 4L, flujo de 50 L/h* (Tejada Mansir, Montesinos Cis-
neros et al, 2011, p. 168).
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- Ultrafiltro: flujo volumétrico de 30 L/m? h! (Tejada Mansir, Montesinos Cisneros
etal, 2011, p. 463) y la membrana tiene una superficie de 100 m? (Tejada Mansir,
Montesinos Cisneros et al, 2011, p. 463). 0.5 g/L" a 10 g/L",

- Columna de cromatografia: flujo de 1.5 L/min™, 20 cm de largo y un diametro
interno de 5 cm, la columna produce 3.2 g/ciclo y el ciclo toma 6 horas. Si usted
quiere procesar 10 L/h™' (Tejada Mansir, Montesinos Cisneros et al, 2011, p.
372).

Problema

Un industrial quiere que le produzcan 1 kilogramo de una enzima intracelular que sintetiza
la levadura Saccharomyces cerevisiae y desea que se le haga una cotizacién por ese servicio.

La informacion sobre la produccién de la enzima intracelular estd contenida en una pa-
tente, que tiene la siguiente informacion técnica:

- La enzima esta constituida por 346 aminodacidos y se conoce toda la secuencia
nucleétida.

- Es estable en el rango de temperaturas de 10 - 50 °Cy pH de 5 - 9.

- La levadura la produce la enzima en todas las fases de la fermentacion, alcan-
zando a ser el 2% del total de la proteina.

- El método de laboratorio que ya han desarrollado consiste en: producir la leva-
dura en 40 horas, un paso de ruptura celular por sonicacidn, la centrifugacion
del cultivo sonicado y la recuperacion del producto en una columna niquel
agarosa. Después se eluye la columna y la solucion resultante es el producto.

Solucién

Ahora el problema que tiene el responsable de la planta piloto, un ingeniero biolégo, es
decidir qué equipo va a utilizar para poder llevar a cabo el proceso de produccién para
obtener un kilogramo de producto.

En fermentaciones de planta piloto la concentracion celular que se alcanza esta entre 10y
30 g/L, de acuerdo a las especificaciones del equipo que existe en los dos fermentadores
se escoge la de 30 g, porque este tiene una alta capacidad de transferencia de oxigeno (P/
V=2 w/L,2 VVM para el fermentador de 10001) y (P/V= 2.5 w/l, 2.7 VVM para el fermen-
tador de 100 1).
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Con este dato calcula: ;Cudnto producto podria obtener por fermentacion?
- Fermentador de 1 000 litros (volumen nominal):

Volumen de operacién= 750 litros

(750)| 30 £ || 0.5 ELOIL |} 5 8 ML | _ 5,5 8 nEIMA
L g célula g proteina batch

- Fermentador de 100 litros (volumen nominal)

Volumen de operacién= 75 litros

(75) 30€ |05 8 prc’)tezna 028 enzm’za _ 9 5 8 enzima
L g célula g proteina batch

Con estos resultados, se decide utilizar el fermentador de 1 000 L ya que con cinco fer-
mentaciones puede obtener el producto solicitado.

La estimacién de la cantidad de producto por cada lote serd revisada mas adelante, una
vez que se decida cuales son las etapas del bioproceso y se considere el rendimiento que se

obtiene en cada una de ellas.

Una vez que se ha escogido el fermentador de 1 000 L, entonces se disefia el bioproceso
para la obtencion del producto.

De acuerdo a la literatura (Harrison, Todd et al, 2015) los rendimientos tipicos que se
obtienen en cada una de las etapas seleccionadas son (tabla 3.16):

Tabla 3.16. Rendimiento tipicos que se obtienen por etapa.

Equipo Rendimiento
Centrifuga de disco 99%
Ruptura celular (Molino de perlas agitadas) 90%
Centrifuga tubular 99%
Precipitacion con sulfato de amonio 75%
Ultrafiltracion 90%
Cromatografia de intercambio i6nico 80%
Cromatografia de filtracion en gel 75%
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Proceso de produccion

Figura 3.22. Diagrama de flujo del proceso de produccién de una enzima intracelular.

Calcular el tiempo que tomara cada operacién para asi poder hacer la estimacion de cos-
tos y plantearle una cotizacion al industrial.

Caracteristicas de levadura: 5 a 10 micras, densidad de 1 050 a 1 090 kg/m?, radio de
2.5 micras, velocidad de sedimentacion de 0.5 cm/ hora y el nimero de Reynolds es
de 7 x 10 A-6. Densidad de Saccharomyces cerevisiae 1.11 g/ m> .

Solucidon

La primera actividad es: disefiar un bioproceso en la planta piloto que se tiene. Se utilizan
criterios basados en la experiencia para el desarrollo de este, de acuerdo a la literatura
(Harrison, Todd et al, 2015) los criterios que se siguen se muestran a continuacion:

- La separacién de insolubles, mediante la remocién de células, también reduce el
volumen; operacion tipica la centrifugacion.

- Aislamiento del producto, se reduce el volumen vy si es intracelular se rompe la cé-
lula, generalmente se eliminan materiales con propiedades muy diferentes a las del
producto; operacion tipica: homogeneizacién (molino de perlas agitadas) y la preci-
pitacién (con sulfato de amonio).
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- Purificacion del producto, se remueven las impurezas que por lo general ya son muy
parecidas al producto deseado; operacion tipica: diferentes tipos de cromatografia y
precipitacion fraccionada.

- Acabado de producto, generalmente hay remocion de liquidos, la enzima se pue-
de cristalizar, no siempre es posible hacerlo y en ocasiones el producto se presenta
como una solucidn; operacion tipica: secado y cristalizacion.

Con estos criterios se diseiid el proceso tomando en cuenta el equipo disponible en la
planta piloto.

El segundo paso consiste en: estimar los rendimientos que tendra cada una de las opera-
ciones.

Fermentador: La concentracion tipica de levadura en procesos aerdbicos a nivel piloto es en-
tre 20 y 30 g/L", en este caso el motor de agitacion es de 5 HP es decir 3 728.5 watts, y como
el volumen de operacion es el 75% del nominal entonces son 1 500 L o 1.5 m*. Por lo tanto, la
potencia maxima/ volumen es de 2.49 w/L", este es un valor que asegura un alto coeficiente
de transferencia de masa (Quintero Ramirez, 1981);y el flujo maximo de aire puede ser de 2
VVM, este valor también asegura que hay una alta transferencia de oxigeno. En virtud de lo
anterior vamos a suponer que se alcanza una concentracion de biomasa de 30 g/L.

De acuerdo a la informacion del proceso desarrollado a nivel laboratorio, el producto es
el 2% del total de la proteina y la levadura tiene 50% de esta biomolécula en peso seco; de
tal manera que en 30 g/L", es decir que la concentracién del producto en el fermentador
es de 0.3 g/L'. El tiempo fermentacion es de 30 horas, pero a esto hay que agregar que al
preparar el fermentador de 2 000 L y esterilizarlo se requieren al menos 4 horas, entonces
el costo por uso del fermentador para un lote es de $102 000.

Los rendimientos tipicos de las operaciones unitarias de separaciéon que se usan en la
planta piloto son (tabla 3.17):

Con estos valores podemos calcular el rendimiento por batch.
El volumen inicial de operacién es de 1 500 L con una concentracién de 0.3 g/L™ del

producto o sea 450 g, tomando en cuenta esta masa, calculamos los gramos/batch en
cada etapa.
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Tabla 3.17. Calculos para el rendimiento en las diferentes etapas del proceso.

Etapa Rendimiento (%) | Gramos/batch (g)
Centrifuga de disco 99 445.5
Ruptura celular (Molino de perlas agitadas) 100 445.5
Centrifuga tubular 99 441.05
Precipitacion con sulfato de amonio 75 396.9
Ultrafiltracién 90 297.7
Cromatografia de intercambio i6nico 80 238.16
Cromatografia de filtracion en gel 75 178.62
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Problema 3.14 Proceso para generar una innovacién

tecnoldgica con fines de comercializacién

Nohra Elsy Beltran Vargas

Introduccidn

La ingenieria busca el uso de la ciencia y las matematicas para realizar aplicaciones prac-
ticas que sean utiles para las personas. Como ingenieros podemos convertir nuevo cono-
cimiento en algo ttil que pueda llegar a comercializarse.

Por otra parte, la tecnologia es el resultado final de la aplicacion practica del conocimiento
en un area en particular. En este caso, como ingeniera biomédica, les explicaré el proceso
para identificar si una nueva idea de desarrollo tecnoldgico puede llegar a patentarse con
fines de comercializacion a partir de un ejemplo de una aplicaciéon médica.

En el caso del 4rea médica, como ingenieros buscamos disefiar y construir nuevas tecno-
logias para el diagnostico, tratamiento y estudio de las enfermedades humanas.

Para iniciar el proceso de generacién de una innovacion, se debe identificar una necesidad
o problema a resolver a partir del cual se realizara una evaluacion de las soluciones actua-
les en el mercado, se identificaran los posibles usuarios y se hard una prueba de concepto
a partir de una idea que se crea puede solucionar algin problema en particular.

El disefio de productos para aplicaciones médicas requiere de un proceso ordenado, do-
cumentado y con seguimiento de cada paso que se tiene en su desarrollo, ya que se nece-
sitan de varias pruebas en modelos animales y humanos, ademas de certificaciones para
que se puedan comercializar. De acuerdo a la metodologia propuesta por varios autores,
en la figura 3.23 se presenta un esquema que resume los pasos a seguir para tener un
producto validado (fase 1), que posteriormente se pueda escalar con fines de comerciali-
zacion (fase 2).



INDICE PROBLEMAS DE INGENIERIA BIOLOGICA

Figura 3.23. Metodologia a seguir para el disefio de un nuevo desarrollo tecnolégico.

El surgimiento de una idea o una necesidad permite la definicién de los objetivos a seguir
en la generacion de un nuevo producto. Esto marca el inicio para el desarrollo de la prue-
ba de conceptos, los cuales seran evaluados por medio de una matriz de Pugh para elegir
el mas adecuado y viable.

La matriz de Pugh es una herramienta que se utiliza para la toma de decisiones sobre el
desarrollo de un nuevo producto o servicio, diferenciando los criterios importantes para
priorizar las caracteristicas del articulo que se va a desarrollar o comercializar. Siempre
es bueno realizar un estudio comparativo de las diferentes alternativas que se tienen bus-
cando el mayor beneficio con el producto que se quiera desarrollar.

Posteriormente se realiza un analisis mas detallado de lo que se quiere lograr, a través de
la matriz de Despliegue de Funcién de Calidad (o Quality Function Deployment, QFD
por sus siglas en inglés), en donde se describen de manera detallada las necesidades del
usuario del producto y se definen las caracteristicas prioritarias a cumplir de este ultimo.

Luego, se pasa a la etapa de disefio del producto, la cual involucra 3 fases que se describen
a continuacion (figura 3.24).
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Figura 3.24. Etapas de disefio de nuevos productos.

El peso o importancia de los requerimientos es establecido a través de la matriz de desplie-
gue de funcién de calidad QFD, mencionada anteriormente. Ya que se eligié un concepto, es
importante realizar un analisis del mercado y la viabilidad financiera de nuestra idea a tra-
vés de la elaboracion de un plan de negocios. La complejidad y limitaciones para el disefio de
un dispositivo médico, requiere ser abordado por medio de mddulos para simplificar este.
Una vez establecido el diseiio conceptual, preliminar y detallado, se procede a su imple-
mentacion fisica para comprobar su correcto funcionamiento. Las pruebas de verificaciéon
y validacién son unas de las etapas finales en el disefio de dispositivos médicos, y tienen la
finalidad de comprobar su correcto, deseado y esperado funcionamiento. Por tltimo, es im-
portante mencionar el impacto del factor humano en todo el proceso de desarrollo de estos
articulos, con el objeto de facilitar su uso y prevenir errores en su funcionamiento.

Problema

Se tiene una idea para desarrollar un nuevo producto a base de celulosa bacteriana que
puede ser utilizado como material de curacién para personas quemadas, ademas, se desea
saber si realmente es innovador, y si podria comercializarse. ;Qué haria para demostrar
la factibilidad del producto de acuerdo a lo explicado anteriormente?

Usaremos la siguiente metodologia para explicar el proceso que permite evaluar la fac-
tibilidad del producto: partiendo de la busqueda de informacién publicada en el area de
interés, estudio del posible mercado o usuarios de la tecnologia propuesta, y luego se ex-
plicara el proceso para evaluar si puede protegerse industrialmente mediante una patente,
para comercializar el producto generado.
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Es decir:

i. Busqueda de antecedentes.
ii. Estudio de mercado.
iii. Estudio de patentabilidad.

1. Antecedentes clinicos

El cuerpo humano cuenta con varios mecanismos de defensa para su proteccion; entre los
cuales se encuentra la piel, que actiia como barrera de superficie entre el cuerpo humano y
el ambiente, brindando proteccion frente a agentes fisicos, quimicos y bioldgicos, ademads de
favorecer el intercambio de temperatura con el medio ambiente (Arenas Gémez, Merizalde
Soto et al, 2012). De acuerdo a la World Health Organization (WHO, por sus siglas en inglés),
las quemaduras representan un grave problema de salud a nivel mundial, registrando 265
mil muertes al afio siendo asi la decimoquinta causa de muerte en nifios y jévenes adultos.

Han surgido diferentes alternativas de tratamiento de pacientes quemados, como el uso
de injertos de piel que consiste en el trasplante de epidermis y una porcién mayor o menor
de dermis (total o parcial). En general los injertos proporcionan una solucién a la regene-
racion de células epiteliales; sin embargo, el injerto requiere de un buen aporte sanguineo
para evitar necrosis (Suarez Alonso & Palomar Llatas, 2012).Ademas pueden presentar
desventajas como son: infecciones, cicatrices atréficas, cambios de color de la piel, y su-
perficie de piel desigual (Mackay & Miraliakbari, 2006).

Una alternativa que desplaza el uso de injertos son los sustitutos cutaneos que tienen como
finalidad suministrar un soporte mecéanico para la migracion y proliferacion celular. Se
clasifican en: a) sustitutos epidérmicos, que utilizan queratinocitos autélogos cultivados,
pero presentan desventajas como fragilidad mecanica y limitaciones de aplicacién en zo-
nas profundas; b) sustitutos dérmicos, que consisten en una matriz de coldgeno porcino, o
bovino, pero son temporales y c) sustitutos dermo-epidérmicos, que usan células alogéni-
cas de piel incorporadas a un soporte dérmico, estas son cubiertas bioactivas temporales
por lo que su tiempo de vida es corto. Por otra parte, el uso de biomateriales como matrices
de colageno vy fibrina, parecen ser una buena opcioén para la proliferacion celular epitelial;
sin embargo, a pesar de que estos sustitutos mejoran la funcién de la piel como barrera
protectora no restauran otras funciones tales como: sensacion tactil, temperatura, excre-
cidn, respiracion, termorregulacion, proteccion contra rayos ultravioleta, sintéticas y esté-
ticas (Arenas Gomez, Merizalde Soto et al, 2012).Es por ello, que el uso de biomateriales se
puede considerar una excelente alternativa para desarrollar matrices que cumplan con las
caracteristicas necesarias para la proliferacion de células epiteliales, que sean biocompati-
bles y que proporcionen buenos resultados estéticos.
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Recientemente se ha propuesto el uso de celulosa bacteriana como matriz de soporte celu-
lar epitelial (Bottan, Robotti et al, 2014). En la actualidad existen empresas que comercia-
lizan: vasos sanguineos artificiales (BASYC®), andamios para ingenieria de tejidos (XCe-
11°), productos para cuidados de heridas (NANODERM™), a base de celulosa bacteriana.
Debido a que esta posee alta resistencia mecanica, asi como capacidad para absorber li-
quidos, es biocompatible y altamente cristalino, la hacen ideal para desarrollar materiales
en el drea biomédica. Tales como: hidrogeles stper-absorbentes, materiales de curaciéon
para el tratamiento de heridas y quemaduras, regeneracion de hueso, implantes cardio-
vasculares y neuronales, cornea artificial, conductos urinarios e implantes dentales o bien
para la liberacién de farmacos (Goh, Rosma et al, 2012; Rajwade, Paknikar et al, 2015).

De acuerdo a la informacién obtenida, queda claro que es importante generar nuevas
opciones de tratamiento para pacientes quemados, y que la celulosa bacteriana ha sido
empleada para esta aplicacion, en particular, debido a varias propiedades favorables para
las aplicaciones médicas.

2. Estudio de mercado

Ahora se analizara el numero de personas quemadas, para saber si hay un gran impacto
desde el punto de vista comercial, en generar productos en esta area. También se estudiara
la competencia directa de productos similares en el mercado, pues hay que conocer qué
existe y cuanto cuesta, para que se pueda comparar con el producto propuesto y asi defi-
nir si se tiene algo diferente e innovador en algun sentido.

De acuerdo a la American Burn Association (ABA, por sus siglas en inglés), en promedio
se presentan entre 20 000 y 25 000 quemados al afio en Estados Unidos (American Burn
Association, 2015).

En México, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, report6 que durante el afio
2013 se presentaron 126 786 nuevos casos de quemaduras y en enero del 2014 se registra-
ron 65 182 casos. Este problema de salud genera consecuencias como discapacidad, daio
psicoldgico y econémico; puesto que la atencion pre-hospitalaria y hospitalaria para los
quemados representa altos costos. Se ha estimado que los costos por paciente varian entre
$30 000 y $500 000 pesos en casos de severidad leve sin disfuncién organica; de $500,000
a $5 000, 000 de pesos en casos de severidad moderada (con o sin disfuncién organica);
y de 5 a 40 millones de pesos en casos severos (con o sin falla organica multiple) (World
Health Organization, 2015; Moctezuma-Paz, Paez-Franco et al, 2015).
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Al realizar la busqueda de empresas con productos comerciales similares al propuesto, se
encontrd informacion de apdsitos en el mercado para el tratamiento de quemaduras, que
estan hechos con materiales como: colageno de bovino (en la gran mayoria de los produc-
tos), polimeros como alginato, espumas de poliuretano hidréfilo, materiales compuestos,
entre otros. Hay pocos productos comerciales que contienen celulosa bacteriana como
son: Nanoderm®, Dermafillm® y DURAFIBER?®; los cuales provienen de otros paises. Es-
tas empresas son la competencia directa, pero en México no hay empresas que ofrezcan
apositos del material propuesto, lo que sugiere que habria una posibilidad de explotacion
comercial.

3. Estudio de patentabilidad

Analizar las patentes que existen en un pais relacionadas a una cierta tecnologia que se
desea comercializar, permite identificar los competidores directos, indirectos y potencia-
les para un negocio en particular. Para este ejemplo, se busco en la base de datos del Ins-
tituto Mexicano de la Propiedad Industrial (IMPI) sin encontrar productos relacionados
con el apdsito propuesto.

Sin embargo, internacionalmente si se encontraron patentes relacionadas, como en el
caso del: “Apdsito utilizable como cobertura temporal para el tratamiento de heridas”,
WO 2009068713 Al. Pero no utiliza celulosa bacteriana.

Otro ejemplo es la patente: “Composicion topica en forma de gel para el tratamiento de
quemaduras de la piel”, WO 2004089406 A1; que describe un producto para aplicacion en
quemados, pero con un concepto diferente al producto que se esta evaluando.

Aun cuando existen despachos especializados en realizar el trabajo de busqueda de paten-
tes, es importante que quien desarrolla una nueva idea con fines comerciales, realice una
primera busqueda para identificar productos similares a la invencién en cuestion en el
pais en donde se quiere comercializar éste. Aqui solo se mencionaron dos ejemplos, pero
es importante que se realice una busqueda detallada de invenciones similares y se identi-
fique si la posible “innovacién” realmente existe para que se pueda proteger.
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Problema 3.15 Estrategia para dar valor agregado a

residuos de citricos en una empresa

Maribel Hernandez Guerrero

1. Introduccidn

Este problema presenta un caso de estudio real, que fue solucionado a través de una con-
sultoria hecha por la UAM-C, en conjunto con el Dr. Rodolfo Quintero Ramirez y el
alumno de ingenieria biolégica Daniel Camacho Ibarra.

De acuerdo ala United Nations Educational, Scientific & Cultural Organization (UNES-
CO, por sus siglas en inglés), el ingeniero es un “motor de la innovacién y del desarrollo
social y econdmico” de un pais. Una de las areas en la que un ingeniero puede incursio-
nar es la consultoria la cual consiste en la prestacidn de servicios independientes para la
identificacion y/o solucién de problemas a través de planteamiento de ideas, disefio de
estrategias, procedimientos o métodos, investigacion, implementacion, elaboracion de
recomendaciones, planteamiento de proyectos, entre otras actividades de caracter pro-
fesional. Como trabajo, la consultoria es multidisciplinaria ya que el ingeniero compar-
te su experiencia y conocimiento con profesionales de otras areas para llegar a plantear
una solucidn a las necesidades del cliente. Datos de la UNESCO indican que la consul-
toria privada, es una industria de alta importancia con ingresos de hasta $490 billones
USD a nivel mundial (Wall, 2010). Como un area nueva, la consultoria en México va
tomando mucha importancia; existen ya incluso érganos reguladores de dicha activi-
dad profesional como lo son la Cdmara Nacional de Empresas de Consultoria (CNEC).
Los procedimientos de gestion de la calidad y la integridad de la consultoria son a su
vez regulados por la Federacion Internacional de Ingenieros Consultores (FIDIC). Los
consultores también pueden lograr certificaciones basadas en lineamientos de conducta
y cddigos de ética (CNEC, 2009).

La consultoria como parte del aprendizaje en el aula es todavia un esquema poco adop-
tado, sin embargo, puede ser de gran utilidad para el desarrollo del alumno y del em-
prendimiento (Elstein, 2011). A través del caso de estudio presentado en este problema,
se da un acercamiento del alumno a situaciones reales desde el aula, en esta ocasion,
una consultoria generando aprendizaje significativo y aplicado a proyectos (Waks, 1997;
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Mooney-Frank, 2000). Se pretende desarrollar en el alumno habilidades como el trabajo
colaborativo, la investigacion, comprension de un tema, y formulacién de una propuesta
sencilla. También se ejercita la comunicacion escrita y el profesor tiene la opcion de so-
licitar una comunicacién oral. El problema esta disefiado para alumnos de licenciaturas
afines con biologia, ingenieria y biotecnologia. En especifico para la Licenciatura en Inge-
nieria Biologica, el problema puede presentarse a los alumnos del noveno trimestre en la
Unidad de Enseflanza Aprendizaje (UEA) de seminario de ingenieria en alimentos o para
alguna optativa de Temas Selectos en Ingenieria Bioldgica de los trimestres siete a doce.

2. Planteamiento del problema

Una empresa dedicada a la produccién de jugos de citricos situada en una zona residencial
de la ciudad de México (con un drea de 60 m?) genera alrededor de una tonelada/dia de
residuos citricos. Los residuos constan de: cascaras de citricos (80% cascara de naranja
y 20% de cascara de limén y toronja mezcladas). Estos residuos se generan después de la
extraccion de los jugos a través de cuchillas y un descorazonador. El productor solicita
informacion acerca de posibles usos de los residuos de naranja para proponer desarrollos
para generar productos de valor agregado.

3. Desarrollo de la solucién

Para introducir a los alumnos al tema de la consultoria se presentan las recomendaciones
para elaborar propuestas de servicios de este tipo presentado por la Cadmara Nacional de
Empresas de Consultoria (CNEC México) (CNEC, 2009) y los siguientes lineamientos
generales para guiarlos a una conclusién; sin embargo, el planteamiento de la solucién
puede ser libremente sugerida por el alumno.

3.1. Levantamiento de informacién de la empresa y recomendaciones.

En un estudio real, el levantamiento de la informacién tendria que hacerse insitu sin em-
bargo, por facilidad los datos se proporcionan al alumno para conocer mejor la situacién
de la empresa.

Area de la empresa: 60 m?, ubicacién: Zona residencial de la Ciudad de México.

Capacidad de planta: 1 tonelada/dia de residuos citricos.
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Tipo de residuo: 80% cascara de naranja, 20% cascara de limon y toronja. Bagazo y semi-
llas (triturado). El desecho a tratar es exclusivamente el de naranja.

Ramo industrial: Industria de bebidas y jugos.
Residuos a tratar: naranja (80% de la capacidad de planta).
Servicios: Luz, agua.

Distribucién de planta: areas de recepcion de materias primas (citricos), concentrados de
jugos y conservadores, lavado y desinfeccion, extraccioén de jugo, envasado, sanitizacion,
almacén, area administrativa y residuos. La planta estd dividida en dos secciones princi-
pales sin separacion por muros. En la primera seccion se encuentran el area de recepcion,
lavado y desinfeccion. En este mismo espacio estd el drea de produccion (extraccion) y en-
vasado, la zona de almacenamiento temporal de concentrados de jugos y conservadores,
una tarja de sanitizaciéon de manos para los empleados y el area de residuos. La segunda
seccion esta al fondo de las instalaciones y a un nivel de 40 cm mas alta que la primera
seccion, consiste en las dreas administrativas que comparten espacio con la superficie del
almacén de producto e insumos, ademas de recipientes para envasado.

Equipo: Dos extractores de jugos, tarja de lavado, lavadora Karcher.
Mercado: Varios restaurantes de la ciudad.

Numero de trabajadores: cuatro (dos en area de recepcion, lavado y produccion; 2 en area
administrativa)

El alumno consultor presentard recomendaciones generales a la empresa de acuerdo a su
disefio y distribucion de planta indicando el orden o arreglo fisico mas éptimo para todas
las instalaciones incluyendo: dreas de trabajo, zonas de equipo, servicios y almacenes en
los espacios fisicos de la empresa. Con el objetivo de minimizar tiempos y movimientos,
incrementar la productividad, asi como reducir riesgos y accidentes siguiendo una secuen-
cia logica de produccion. El alumno debe tomar en cuenta que las areas de una empresa
pueden incluir: recepcién, almacén, lineas de produccion, embalaje, despacho, transporte
previo a la distribucion, areas administrativas, laboratorios (cuando la empresa genera
investigacion y desarrollo), dreas de seguridad (incluyen instalaciones de sanitizacion en
empresas de alimentos y farmacéuticas) y finalmente en algunas empresas, areas verdes
y de comida y esparcimiento. El analisis de la distribucion se hace con base en la expe-
riencia del consultor y como alternativa se pueden utilizar softwares tan sencillos como
Power Point, Autocad o mas especializados como ConceptDraw Pro (Engineering Area).
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Después del andlisis de las areas y equipos, se concluye que el espacio es adecuado para
la produccién actual de la planta; sin embargo, se recomienda tener una zona fuera de las
instalaciones para residuos. Las dreas de recepcion de materias primas (citricos), lavado,
sanitizacion, extraccion de jugo y envasado tienen buena distribucion. Se recomienda te-
ner la tarja de sanitizacién a la entrada de las instalaciones para asegurar los controles de
calidad. Ademas, se aconseja una division clara entre el drea administrativa y el almacén.

3.2. Colecta de informacién bibliogréfica

Con base en la consulta bibliografica cientifica, técnica y comercial en revistas cientificas
y bases de datos de patentes se obtuvieron datos de la materia prima y se identificaron
diferentes productos que se han obtenido en México y el mundo a partir de residuos de
citricos como se muestra a continuacion.

3.2.1. Composicién de los citricos

Los citricos estan constituidos por tres partes principales (figura 3.25 izquierda): exocar-
po (o flavedo, de donde se pueden extraer aceites esenciales y flavonoides), un mesocarpo
(0 albedo; capa blanca esponjosa en el interior de la cascara y rica en pectina) y el endo-
carpo (gajos, pulpa con tricomas- glandulas con jugo). Los principales componentes de la
naranja son: agua, flavonoides, aceites esenciales, lignina y polisacaridos como la celulo-
sa, hemicelulosa (éstos tres tltimos denominados lignocelulésicos) y pectina (figura 3.25
derecha) (Pinzén-Bedoya & Cardona Tamayo, 2008). La cantidad de flavonoides, aceites
esenciales y polisacaridos dependen de la madurez y la zona de procedencia del fruto.
Las caracteristicas y usos principales de cada uno de estos componentes se pueden ver
resumidos en la tabla 3.18.

Los flavonoides son compuestos fendlicos con una alta capacidad antioxidante. Se en-
cuentran principalmente en la piel de los frutos aportando color y sabor a estos. Tienen
aplicaciones en la industria alimenticia, cosmética y farmacéutica. Se utilizan como su-
plementos dietéticos y aditivos de alimentos, antioxidantes, pigmentos para alimentos y
bebidas, como saborizantes y edulcorantes, agentes antisolares (absorben rayos UV), an-
tidescongestionantes, agentes de tratamiento de piel sensible y antienvejecimiento y como
agentes de fortalecimiento de capilares sanguineos (Ochoa & Ayala, 2011).
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Figura 3.25. Composicion de los citricos de estudio.

Los aceites esenciales son sustancias liquidas destilables que dan el aroma de las plantas
y los frutos. Se utilizan principalmente para la industria cosmética en perfumes y aroma-
tizantes, en la industria de alimentos como condimentos y saborizantes, asi como en la
farmacéutica como saborizantes (Cerutti & Neumayer, 2004).

Por otra parte, la lignina es uno de los materiales organicos de origen natural mas abun-
dantes en el planeta. Es un polimero ramificado encontrado en las paredes celulares de las
plantas y frutos. Algunos de sus usos incluyen emulsificantes, como aditivo para alimento
animal, como supresor de polvos en carreteras, como precursor de quimicos como el
dimetilsulféxido y la vainillina, para tratamiento de aguas contaminadas, la produccion
de energia a través de su combustion entre otras (Cruz, Dopico et al, 1997; El Mansouri,
2007).

La celulosa es el polimero principal que compone la pared celular de las plantas supe-
riores y algas y puede ser producida por hongos y bacterias. Entre sus principales usos se
encuentran: la fabricacién de fibras textiles, elaboracién de papel, como emulsificante en
la industria de alimentos, en pastas de pintado o en adhesivos especiales, asi como en la
industria farmacéutica como vehiculo para farmacos (Keshk, 2014; NETZSCH, 2016 ).

La hemicelulosa es otro polimero formado por varios polisacaridos (xilanos, mananos,
b-glucanos y xiloglucanos) (Peng & She, 2014). En conjunto con la lignina la hemicelulosa
le da estructura a las plantas y cascara de frutos. Se utiliza en la produccién de etanol o el
xilitol por fermentacion.
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La pectina es un polisacarido acido de origen natural que se encuentra principalmente en
las manzanas, membrillos y naranjas. Entre algunos de sus usos se encuentra la elabora-
cién de mermeladas, jaleas o confituras, gelatinas y salsas, principalmente por sus carac-
teristicas para producir geles (Alpuche-Salazar, 2001), también como agente espesante,
emulsificante y estabilizante (Pectina, 2016).

Finalmente, de la pulpa de la naranja se extraen también otras moléculas denominadas
carotenoides que se utilizan principalmente como colorantes para la industria alimenti-
cia, cosmética o bien para la farmacéutica (Noviendri, Hasrini et al, 2011).

3.2.2. Composicién de los residuos de naranja

En la naranja, un 48% es jugo (usado para comercializacion) mientras que el otro 52% es
considerado un residuo y estd constituido por la cascara, el albedo, los tricomas y semi-
llas. En base a un analisis quimico proximal (que mide el contenido de humedad, grasa,
proteina y cenizas) la naranja, después de exprimirse esta constituida principalmente por
agua (78%), mientras que el contenido de fibra y proteina son del 13.37% y 4.45% respec-
tivamente, cenizas, nitrégeno amoniacal y organico constituyen otro 4.3%. La tabla 3.19
muestra los resultados de composicién de la naranja después de la extraccién de jugo
(Bustamante, Galindo et al, 2003). Alrededor de 35.4-36.9% de la fibra total en el bagazo
seco de la naranja, es fibra dietética. Esta fibra es principalmente rica en: pectinas (15.7 a
16.3%), celulosa y hemicelulosa (16.6 a 18.1%) y lignina (7.3 a 10.3%) (tabla 3.20) (Grigel-
mo-Miguel & Martiin-Belloso, 1998). Por otro estudio de analisis proximal llevado a cabo
en la Universidad de Cartagena (tabla 3.21), se sabe que la cdscara de naranja contiene
en su mayoria agua (65%) y alrededor de 3% de fibra y 1.6% de proteina (Tejada Mansir,
Montesinos Cisneros et al, 2011). Los licores del prensado de céscara de naranja son de
interés para la obtencién de compuestos funcionales. Los licores son obtenidos dentro del
proceso de produccion de alimentos para ganado (figura 3.26). La cascara se trata con cal
viva y se prensa de manera previa a la peletizacion.
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Tabla 3.18. Usos de los principales componentes de los citricos.

Componente Industria Usos
Alimenticia Suplementos dietéticos, aditivos de alimentos,
Flavonoides Cosmética pigmentos para alimentos y bebidas, saborizantes,
Farmacéutica edulcorantes, agentes antisolares
Alimenticia
Aceites - . . .
. Cosmética | Perfumes, aromatizantes, condimento y saborizante
esenciales -
Farmaceéutica
Alimenticia | Emulsificante, aditivo para alimento animal, supre-
Lignina Transporte sor de polvo en carreteras, tratamiento de aguas,
Energéticos combustible
Textil
Papelera b | | it
N . Fibras textiles, papel, emulsificante, en pinturas,
Celulosa Alimenticia . pap , ) P
adhesivos, vehiculo para farmacos
Pinturas
Farmacéutica
Agricola

Acelerador de crecimiento en plantas, alimento para

Hemicelulosa | Alimenticia ) . . .
animales y peces, afecciones gastrointestinales

Farmacéutica

Mermeladas, jaleas, gelatinas, salsas, emulsificante,

Pectina Alimenticia .
espesante, estabilizante

Durante el prensado se recuperan los licores provenientes de la cascara. Después de un
proceso de centrifugacion estos licores son separados en tres distintas fases. La fase me-
nos densa (capa coloidal color amarillo verdoso) corresponde del 1 al 5% en volumen y
contiene principalmente d'y d,/-limoneno.

Tabla 3.19. Andlisis quimico proximal de naranja después de extraccién de jugo.

Componente % Componente % Componente %
Humedad 78 Nitrogeno amoniacal | 0.104 Fibra total 13.37
Ceniza 3.485 | Nitrogeno organico | 0.713 | Proteina total 4.45

La capa media (amarillo palida o bien café palida, donde el color mas claro corresponde a
un pH menor) es acuosa y contiene aztcares disueltos, hemicelulosas estabilizadas y pec-
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tinas. La tercera fase es sdlida y consiste en fragmentos pequeiios de céscara. La cantidad
recuperada varia entre lotes, pero es aproximadamente de 5-10 g/100 mL.

Tabla 3.20. Composicion de la fibra dietética en bagazo de la naranja.

Componente % Componente %
Pectinas 15.7-16.3 Hemicelulosa 7.3-10.3
Celulosa 16.6-18.1 Lignina 2.2-3.0

Tabla 3.21. Analisis quimico proximal de cdscara de naranja.

Componente % Componente % Componente %
Humedad 65 Grasa Cuda 4 Cenizas 1.6
Proteina 1.65 Fibra 3.26

3.3. Aplicaciones comerciales de residuos citricos en el mundo

Actualmente, existen productos comerciales basados en residuos de citricos que incluyen
aditivos de fibra para la industria de alimentos (Citrafiber™) y limpiadores (Citrus based
cleaner Ltd.) de uso general, con base en los extractos (aceites) de citricos. Por otra parte,
ya existe una planta (Citrotecno) de tratamiento de residuos citricos inica en el mundo
en Valencia Espana, en donde se producen: alimento para animales, bioetanol y aceites
esenciales a partir de residuos de naranja. En esta planta de tratamiento también se recu-
pera agua, la cual es utilizada para el riego de cultivos de esta fruta. A continuacion, se
presenta un resumen de los productos comerciales basados en residuos citricos, tabla 3.22.
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Tabla 3.22. Resumen de productos comerciales de residuos citricos.

Producto Origen Descripcion Aplicaciones

Bebidas: aditivo nutricional

Alimentos: horneado, aditivo de
carnes, curado de jamon, sustituto de
huevo, barras energéticas, sopas, pan-

quecitos, vinagretas, queso, tortillas
Florida | Fibra <,1e _residuos Veterinaria: arenilla para gatos, comida

Usa citricos de animales, sustituto de aserrin en
camas de animales

Citrafiber™

Nutracéutico: beneficios antioxidantes,
fibra, bioflavonoides

Industria: remocién de metales de
aguas residuales, adsorbente de aceites

Nueva
Zelanda
Pellet Espana Pulpa de citrico Alimentaciéon animal
Combustible para mezcla con gasolinas

convencionales (hasta en un 15% en
autos convencionales y 85% en autos
modificados).

Limpiador Extractos (aceites) | Removedor de grasa, aceites y mugre

Bioetanol Espaia Biocombustible

Alimentos y farmacéutica
(saborizante y aromatizante)

d-limoneno | Espaiia Aceite esencial - - -
Disolvente de resinas y pinturas.

Insecticida.

Figura 3.26. Proceso de obtencion de licores de prensado de cascara de citricos durante
la produccién de alimento para ganado.
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Citrafiber™ de Natural Citrus Products Corporation (Citrafiber™ 2010) es un producto
registrado de fibra de residuos citricos (con dos patentes y una patente pendiente). Sus
usos van desde la industria de bebidas como aditivo nutricional; en la de alimentos ali-
mentos para el horneado, como aditivo de carnes, curado de jamon, sustituto de huevo,
barras energéticas, sopas, panquecitos, vinagretas, queso, tortillas; veterinaria: arenilla
para gatos, comida de animales, sustituto de aserrin en camas de animales; como nutra-
céutico por sus beneficios antioxidantes, de fibra y bioflavonoides; y hasta su uso indus-
trial: en la remocion de metales de aguas residuales y como adsorbente de aceites.

El limpiador de uso general de Citrus based cleaner Ltd. (Citrus based cleaner, 2016) : re-
mueve grasa, aceites, olores en manos y mugre en general, de manera efectiva sin dafar su-
perficies y estd compuesto de extractos de naranja (aceites) con tensoactivos biodegradables,
agentes para suspender polvos, ablandadores de agua, agentes secuestrantes (mejoradores).

Una de las aplicaciones mas interesantes e integrales se ha desarrollado en la planta de
Citrotecno. En Espaiia se generan 6.5 millones de toneladas de citricos al afio (65% prove-
nientes de Valencia). Esto corresponde a cuatro millones de toneladas anuales de citricos
en Valencia; de los cuales el 60% es para consumo fresco, 30% son ya utilizados en otras
industrias y el 10% son considerados residuos. En el afio de 2008 se gestiond el proyecto
de €20 millones para establecer una planta tratadora de estos residuos. En dicha planta,
desde los ultimos meses del afio 2010 (cuando fue establecida) se tratan de 120 000 a 150
000 toneladas/afio de las 400 000 toneladas de residuos citricos contaminantes generados
en Valencia anualmente. La empresa Citrotecno trata los residuos citricos (figura 4) para
la obtencién de productos tales como pellets de alimento para animales (19 000 t), el bioe-
tanol (4 800 000 L) y aceite esencial d-limoneno (275 000 kg).

Los residuos son tratados con cal y prensados para obtener dos fracciones; una liquida
y una solida (figura 3.28). La fraccién sélida se deshidrata para obtener el alimento para
animales en forma de pellet. Mientras que la fracciéon liquida pasa por un proceso de
desaceitado para la obtencién de azicares que son fermentados y destilados para la pro-
duccién de bioetanol. Como subproductos de estos procesos, se obtienen 68 000 000 L
de agua (de la deshidratacién de los residuos) para riego y red potable y el aceite esencial
d-limoneno (en el proceso de desaceitado de la fraccion sélida).

Pellets para alimentacion de ganado, bioetanol, d-limoneno. El pellet consiste en pulpa
de citrico deshidratada (pelletizada) de hemicelulosa 6%, fibra bruta 15.9%, fibra neutro
detergente 24.6% y proteinas 7.6%. Se utiliza en la elaboracion de productos para alimen-
tacion animal por su aporte nutricional para el ganado.

Bioetanol. Es considerado un biocombustible de segunda generacién (es decir, en su pro-
duccién no se emplean alimentos de manera directa). Es un combustible limpio y reno-
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vable que puede mezclarse con gasolinas convencionales hasta en 15% para automoviles
estandar o en un 85% para vehiculos modificados (Benitez, Tovar et al, 2010).

d-limoneno. Es un aceite esencial de amplio uso en la industria alimentaria y farma-
céutica como saborizante y aromatizante. Se puede utilizar en la fabricacion de dulces y
bebidas; como disolvente de resinas, pinturas y tintas; como insecticida doméstico y para
jardineria, ya que no tiene efectos toxicos para mascotas y humanos (Albaladejo 1999,
Agdcs, Nagy et al, 2007).

Pellets (alimento)

19,000 t

Biotanol
Residuos citricos micCL 00
120,000t d-limoneno
275,000 kg

Agua Purificada
68°000,000 L

Figura 3.27. Capacidad de la planta de tratamiento de residuos citricos Citrotecno.

Agua. Debido a la alta humedad de los residuos se hace factible la recuperacion de agua. Sin
embargo, el proceso de la deshidratacion resulta muy caro: son necesarios entre 250 a 300

litros de combustible y 200 kw/h de electricidad para producir una tonelada de subproducto
deshidratado.
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3.4. Desarrollos del uso de residuos citricos en México

En México son varios los expertos de instituciones privadas, universidades y dependen-
cias de gobierno que han trabajado en el manejo y procesamiento de deshechos fruticolas.
A continuacion, se presenta una breve descripcion de los estudios en México.

Figura 3.28. Proceso de tratamiento de residuos citricos (Citrotecno).

Residuos como medio de cultivo. Se utilizan para produccién de proteina unicelular mos-
trando un incremento de 20% en el rendimiento convencional de la proteina (Cornejo
Montenegro, 1984).

También son medio de cultivo para bacterias o enzimas fingicas para la produccién de
algtn 4cido organico de interés nutracéutico (G.C., J. et al, 1984).

Desarrollos enfocados a alimentos. Para la obtencion de cereales con alto contenido en
fibra usando los residuos de naranja (Priego, 2007).

Fibra dietética. Entre las fuentes mas importantes de fibra de bajo costo se encuentran los
residuos de la industria de los jugos. Como se menciond anteriormente, el residuo deriva-
do de la extraccién de jugo de naranja es cerca del 50%.

Nutracéuticos. Los antioxidantes de los residuos son un ejemplo y se estudian para esta-
bilizar aceites y bases de aderezos (Nutracéuticos, 2012).

Bioproteina. Se obtiene a partir de un tratamiento biolégico a los residuos con microor-
ganismos para producir o incrementar ciertas proteinas en estos. El producto obtenido
funciona como complemento en la alimentacion de aves, cerdos y otros animales.
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Estudios enfocados a actividades agricolas, composteo. Los residuos pueden ser tratados
para fines agricolas o para rellenos sanitarios o tiraderos controlados. El composteo ma-
nual o pasivo (rendimiento del 40%) no necesita de un desarrollo tecnoldgico alto ni una
gran inversién econdmica (Sauri Riancho, Najera Aguilar et al, 2002).

Obtencion de polimeros (biopldsticos). Se han realizado estudios para poder obtener
empaques biodegradables basados en residuos citricos por su alto contenido de celulosa
y lignina (Arévalo, Aleman et al, 2010). El CINVESTAV realiza estudios para obtener
mondmeros (unidades fundamentales de los polimeros o bioplasticos) (Gomez-Patifo,
B. et al, 2012).

Melazas. Se pueden obtener de la cascara de citricos mediante concentracioén y se utilizan
para alimentacion o una vez fermentadas para obtener biogas (Apoyos y Servicios a la
Comercializaciéon Agropecuaria, 1998).

Fuente de fenoles y flavonoides para desinfectantes. Los flavonoides se encuentran en la
pulpa de la fruta y se utilizan como edulcorantes en la industria alimentaria y farmacéu-

tica (Yepes, Montoya et al, 2008). Se han obtenido polifenoles y flavonoides para elaborar
productos desinfectantes y asi poder eliminar las bacterias en vegetales.

4. Nimero de referencias y patentes relacionadas

A continuacion, se presenta informacion relacionada con el numero de referencias y pa-
tentes encontradas en la base de datos ISI Web of Knowledge.

Tabla 3.23. Resumen de referencias y patentes

Palabras de busqueda Patentes Articulos (ISI)
Orange residues applications 0 4
Orange bagasse uses 0 7
Lemon residues uses 3 5
Grapefruits residues uses 1 14
Grapefruits residues applications 0 1
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5. Propuesta

Con base en la consulta bibliografica y a las condiciones de la empresa, la cual no puede
expandirse en instalaciones, se proponen las siguientes aplicaciones para los residuos ci-
tricos producidos en Daprona, México.

1. Componente de harinas y aditivos para la industria alimenticia.
2. Material adsorbente y deodorizante.
3. Iniciador de fuego.

Las metodologias seguidas para estos productos son sencillas y factibles de acuerdo a las
condiciones e infraestructura de Daprona México. Para la primera y segunda aplicacion,
mencionada anteriormente, el residuo requeriria de secado y molido. El secado podria
subcontratarse en empresas de la ciudad. Para la tercera aplicacion propuesta no se reque-
riria de un molido, sino més bien de una compresion. La primera aplicacién propuesta se
considera la de mayor interés ya que se encuentra dentro del mismo ramo de la industria
(alimentos) por lo que no se tendrian que hacer grandes cambios en la logistica de la
empresa. Este residuo contiene grandes cantidades de fibra por lo que se ha propuesto su
utilizacién para la elaboracion de harinas como base para distintos productos. Las canti-
dades de harina que se utilizan en la industria de panificacién varian de acuerdo al tipo
de producto requerido. Por ejemplo, para la elaboracion de snacks se puede utilizar una
formulacién con 33.3% en peso de polvo de naranja, 33.3% de miel, 16.6% de mani tostado
y molido y 16.6% de pasas molidas (Saenz, Estévez et al, 2007).
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Capitulo 4
Biotecnologia de microalgas

Marcia Morales Ibarria*

Raul Munoz Torre ™

Introduccién general

La produccion de biomasa microalgal es una alternativa para desarrollar diversos proyec-
tos tecnoldgicos con la finalidad de: reducir las emisiones de didxido de carbono (CO,) y
elaborar combustibles renovables de tercera generacion o productos de alto valor agrega-
do (acidos grasos poliinsaturados o pigmentos) con aplicacién en los sectores de alimen-
tos, industria farmacéutica y cosmética.

Las microalgas son organismos fotosintéticos que convierten la luz del sol en energia qui-
mica, fijando CO, y transformandolo en biomasa. Estos microorganismos son de gran
interés ya que presentan: una alta productividad por area de cultivo, gran eficiencia foto-
sintética, elevadas tasas de crecimiento, en comparacion con las plantas superiores; ade-
mads, su cultivo puede hacerse en condiciones no propicias para estas. La produccion de
biomasa también tiene implicaciones ambientales importantes; ya que puede contribuir
a: reducir las emisiones de CO, liberadas a la atmdsfera por procesos industriales, coad-
yuvar en el tratamiento de aguas residuales y ser materia prima para la elaboracion de di-
ferentes tipos de biocombustibles. Entre estos se encuentran: el biohidrégeno, el biodiesel,
el bioetanol, y el biogas, inclusive las microalgas pueden depurar éste tltimo, a través de
la remocién de CO,, para tener un combustible enriquecido en metano.

En este capitulo se plantean problemas relacionados con estequiometria, cinética y disefio
de sistemas de cultivo de microalgas; incluyendo: i) los factores que influyen sobre el creci-
miento de estos microrganismos, abarcando aspectos nutricionales y ambientales, ii) la de-
terminacion de condiciones dptimas de crecimiento y parametros cinéticos, iii) el uso de la
biomasa microalgal para la obtencién de biocombustibles como el biogas, iv) un sistema de
depuracion de biogas, y finalmente, v) la caracterizacion y desempeno de un fotobiorreactor
de placas planas. Previo a cada problema, se proporciona un breve marco tedrico que provee
el contexto y fundamentos para la solucién de estos.
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Problema 4.1 Representacién de crecimiento de microal-

gas y aspectos nutricionales

Marco tedrico

Las microalgas realizan fotosintesis oxigénica fijando el CO, a través del ciclo de Calvin,
obteniendo la energia necesaria para realizar la sintesis de macromoléculas como: pro-
teinas, carbohidratos y lipidos. En este proceso se requiere: energia solar (espectro de luz
visible: longitud de onda de 400-700 nm), CO,, y nutrientes. La fotosintesis es: un proceso
de 6xido-reduccion en el que existe una transferencia de electrones. El agente reductor es
el agua, y la molécula que se reduce es el diéxido de carbono, que acepta electrones del
agua para transformarse en glucosa (C;H,,Oy).

El proceso de fotosintesis engloba dos subprocesos: en el primero se realizan las reaccio-
nes luminosas, donde se utiliza la energia solar para llevar a cabo la oxidacion fotoquimi-
ca del H,O y la liberacién del O,. Se consigue que el agente oxidante NADP* se reduzca a
NADPH, produciendo equivalentes reductores, y la energia luminosa se captura median-
te la fotofosforilacion (Richmond, 2004).

2hv + H,O + NADP* + 2ADP + 2Pi- > NADPH + 2ATP + 1/20, + 2H,0 (4.1)

En el segundo subproceso, llamado de reacciones oscuras que involucran al ciclo de Cal-
vin, el NADPH y el ATP producidos, se utilizan para la sintesis reductora de los carbohi-
dratos a partir del CO, y el agua (Richmond, 2004).

6CO, + 18ATP + 12 NADPH + 12H + 12H,0 > CH,,0,...
...+ 18ADP + 18Pi + 12NADP* 4.2)

La formulacién estequiométrica de la reaccién global de la fotosintesis corresponde a la
relacién de conservacion de la materia de los elementos: C, H, O, N, S, P, entre otros; y
de su interaccién en el metabolismo celular. Si se cuenta con el analisis elemental de la
biomasa seca de una microalga, se puede establecer una férmula quimica promedio y el
crecimiento puede expresarse en la forma de una ecuacion estequiométrica. Se ha encon-
trado que la estequiometria de la ecuacién que se utiliza para el crecimiento fotosintético,
varia poco con respecto a la especie cultivada y la iluminacién; en contraste se ha probado
que tanto el estrés nutricional como la fuente de nutrientes, influencia fuertemente la
composicion de la biomasa.
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Al igual que para cualquier reaccién bioldgica, una ecuacion estequiométrica es util para:
i) convertir las tasas de crecimiento en tasas de consumo de sustratos o de formacion de
producto, ii) para determinar los requerimientos nutricionales (especialmente en térmi-
nos de: nitrégeno, fésforo y fuentes de azufre para los organismos fotosintéticos), iii) para
comprender el intercambio CO,/O,, iv) el cambio en el pH relacionado con el CO, cuando
las relaciones estequiométricas se expresan en términos de las especies idnicas. También
se pueden plantear ecuaciones estructuradas mds sofisticadas, si se tiene una compren-
sién a nivel celular sobre el acoplamiento entre la cinética, estequiometria y energia en
los procesos de fotosintesis. Estas ecuaciones involucran los balances estequiométricos
asociados a la produccion de ATP en el proceso de fotosintesis, y se incluyen cofactores
tales como NADPH, H*

Un coeficiente que es de utilidad para la comparacion de diferentes sistemas de cultivo o uso
de nutrientes, es el cociente fotosintético Q, = O,/CO,, que se ha utilizado para la compa-
racion de diferentes fuentes de nitrégeno, ademas se ha encontrado que el nitrégeno tiene
un mayor impacto en la ecuacion estequiométrica y balance redox, mas que en la férmula
de la biomasa.

Enunciado del problema

Se cuenta con la informacion de la composicion elemental de la cianobacteria Spirulina
platensis, la cual arroja la siguiente formula: CH, 5,0, 55Ny 14 So.00s Po.oos- S¢ ha profundizado
en el conocimiento de la fotosintesis de este mismo organismo ademas se sabe que, para
una irradiancia de 500 mol m? s se requieren de 3.62 ATP y que la relacién molar ATP/
NADPH, es de 1.38; de acuerdo a las siguientes reacciones (Cornet, Dussap et al, 1998):

Modelo estructurado para crecimiento para Spirulina platensis:

CO, + 1.71 H,0 + 0.14 HNO, + 0.008 H,SO, + 3.62 ATP + 2.62 (NADPH, H*) >...
...CH, 5,04.5:Ny 14 So.008 Pooos + 3.61Pi + 3.62 ADP + 2.62 NADP* 4.3)

Esta ecuacion estd asociada con el correspondiente par estequiométrico de las ecuaciones
del esquema Z para la fotosintesis:

2.62 NADP* + 2.62 H,0 = Jyuppra > 2.62 (NADPH, HY) + 1.32 O, (4.4)

ADP + Pi > JATP > 3.62 ATP + 3.62 H,0O 4.5)
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Resuelva cada uno de los siguientes incisos

i. Calcule los rendimientos tedricos Yycos v Ynosx Ysosrx ¥ Y npossx Para el caso de
la estequiometria simple. Plantee la ecuacion estequiométrica considerando que: la
fuente de carbono es el CO,, la del nitrégeno es nitrato, la del fésforo es fosfato y la del
azufre es sulfato.

ii. ;Cuanto nitrato de sodio se requerira para obtener dos toneladas de biomasa?

ili. Sien lugar de usar nitrato como fuente de nitrégeno se utilizara amonio, ;cémo
cambiarian la ecuacion estequiométrica general? y ;en qué caso seria mas efi-
ciente la asimilacion de nitrogeno?; fundamente su respuesta.

iv. Justifique porqué en la mayoria de los medios de cultivo de microalgas se usa
nitrato como fuente de nitrégeno, para ello, analice las propiedades de las dis-
tintas fuentes de nitrégeno involucradas en este problema y considere la res-
puesta de la pregunta anterior.

v. Analice cual seria el reactivo limitante en el medio Zarrouk, si se asume que la
irradiancia es suficiente para permitir el crecimiento de la biomasa.

Solucién

Para detalles sobre los calculos realizados, ver la hoja Excel titulada: Problema 1.

a) Calcule los rendimientos tedricos Yycos_x: Ynossx Ysoarx Y Yuroax Para el caso de

la estequiometria simple.
a.1) Plantear y balancear la ecuacién estequiométrica
Modelo simple para crecimiento para Spirulina platensis

CO, + 0.7095 H,O + 0.14 HNO, + 0.008 H,SO, + 0.005 H,PO, ...
o CH1.59OO.55N0.14 SO.OOS PO.OOS + 131575 O2 (4'6)

a.2) Plantear y balancear la ecuacién en su forma iénica

HCO, + 1.7095 H* + 1.70950H" + 0.14H*+ 0.14 NO," + 0.016H*+0.008 SO, +....
...0.010H*+0.005 HPO,? > CH, 5,0, 5:Ny 14 So.00s Poos + 1.31575 O, + 20H" @.7)

a.3) Calcular los pesos moleculares de los componentes involucrados en el balance de creci-
miento, (tabla 4.1).
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Tabla 4.1. Peso molecular de especies quimicas involucradas.

Especie quimica Peso molecular g gmol™
Biomasa 24.761
HCO, 61
NO; 62
SO,? 96
HPO,? 96

a.4) Calcular los rendimientos solicitados (tabla 4.2).

Tabla 4.2. Rendimientos de macronutrientes biomasa.

Rendimiento Valor
Yhcosix 2.46 Zucos.8x
Ynosix 0.35 8nos.8x
Ys04-/x 0.031 gs04-/8x
Y Hpossx 0.019 gpos-8x

b) ;Cuédnto nitrato de sodio se requerird para obtener 2 toneladas de biomasa?

b.1) Recordar los valores de los rendimientos calculados en el inciso anterior y seleccio-
nar el del nitrato (tabla 4.3).

Tabla 4.3. Rendimientos nitrato-biomasa.

Rendimiento Valor

Y nosx 0.35 gyos-/8x

b.2) Calcular con base a lo anterior, la cantidad del ion nitrato que se necesita para producir
dos toneladas de biomasa

Para producir 1 ton de biomasa se requieren 0.35 ton NO;’

Entonces para elaborar dos toneldas se requeriran 0.70 ton NO;’
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b.3) Calcular el peso molecular del NaNO; y determinar la fraccion del ion NO, que contiene
(tabla 4.4)

Tabla 4.4. Fraccién nitrato en NaNO,

Especie quimica Peso molecular Fraccion NO;
NaNO, 61 g gmol™! 0.7294

b.4) Calcular la cantidad de NaNO, necesaria

En el paso b.2, se establecid que; para producir dos toneladas de biomasa se requieren
0.70 ton NOj; para calcular la cantidad de NaNO;, hay que considerar que el nitrato solo
representa el 72.94% del peso del compuesto; por lo tanto, la cantidad necesaria es de 0.96
toneladas.

c) Si en lugar de usar nitrato como fuente de nitrégeno se utilizara amonio, jcémo
cambiaria la ecuacidén estequiométrica general? ;En qué caso seria mas eficiente la
asimilacién de nitrégeno?, fundamente sus respuestas.

c.1) Plantear y balancear la ecuacion

CO, + 0.5695 H,0 + 0.14 NH, + 0.008 H,SO, + 0.005 H,PO, > ...
. 'CH1.59OOA55N0.14 SOAOOS PO.OOS + 103575 02 (4'8)

¢.2) Analizar los cocientes fotosintéticos de ambos casos
El coeficiente fotosintético, Q, es la relacion que establece cuanto CO, se fija con relacion
al oxigeno liberado; recordar que el O, se produce de la descomposicién del agua por el

fotosistema II para obtener electrones (tabla 4.5).

Tabla 4.5. Coeficiente fotosintético para uso de nitrato o amonio como fuente de nitrégeno.

Coeficiente fotosintético Valor moly, mol,,"!
Qp_xos 1.31575
Qp_xis 1.03575
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De esta manera, el sistema que contiene amonio, requiere de menos electrones obtenidos
a partir de la descomposicion del agua (medido indirectamente a partir de la liberacién
de O,) que el nitrato.

d) Justifique porqué en la mayoria de los medios de cultivo de microalgas se usa
nitrato como fuente de nitrégeno, para ello analice las propiedades de las fuentes
de nitrégeno involucradas en este problemay considere la respuesta de la pregunta

anterior.

d.1) Determinar los estados de oxidacion del nitrégeno en las moléculas de nitrato y amo-
niaco (tabla 4.6)

Tabla 4.6. Estado de oxidacion del nitrégeno en el nitrato de sodio y amoniaco.

Fuente de nitrégeno Estado de oxidacion del N
NaNO, +5
NH, -3

d.2) Investigar la forma de asimilacién del nitrogeno en las microalgas

Figura 4.1. Diagrama de consumo de las distintas fuentes de nitrégeno en las microalgas.

Para asimilar el nitrato, la molécula tiene que transportarse a través de la membrana ce-
lular y luego reducirse a amonio, para lo cual se consume una gran cantidad de energia,
carbono y protones. Este proceso causa también un incremento en el pH; caso contrario
alo observado durante el consumo de amonio, el cual disminuye el pH. Sélo dos enzimas
participan en el metabolismo del nitrato: la nitrato reductasa (NR) y la nitrito reductasa

185
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(NiR). La NR cataliza la reduccién del nitrato a nitrito, usando nucleétidos de piridina
como donador de electrones; y la NiR cataliza la reduccién del nitrito a amonio, usando
ferredoxina como donador de electrones en la reaccién que involucra la transferencia de
6 electrones.

Por otro lado, el estado de oxidacién del nitrégeno en el nitrato es de +V y se requiere
pasar a -III, que es la forma en que asimila el nitrégeno la microalga; por lo que debe re-
ducirse y ganar electrones. Por otro lado, la pérdida de nitrégeno (N) por volatilizacién
del gas amoniaco (NHj;), puede ser la principal causa de la baja eficiencia ya que se ha
reportado que existe cierta toxicidad al amonio por parte de las microalgas.

d.3) Investigar la solubilidad y particion de los compuestos entre las fases gaseosas y liquida
(tabla 4.7)

Tabla 4.7. Propiedades fisico-quimicas del nitrato de sodio y amoniaco.

Fuente de Solubilidad Constante de Henry m=C./C
nitrégeno g/100mL,;. atm-m’ mol* K e
NaNO, 92.1 Aprox. 0 Aprox. 0

NH, 89.9 1.6 E-6 6.5 E-5

Como se puede observar ambas moléculas son bastante solubles, sin embargo, si existe
una particion entre la fase gas y liquida en el caso del amonio.

d.4) Analizar la disociacion de los compuestos en fase acuosa

EINaNO,; es una sal derivada del HNO; que es un 4cido fuerte, mientras que la disolucién
del NH, es una base débil.

Por otro lado, cuando el amoniaco se solubiliza se disocia en el ion amonio, sin embargo, a
pH superiores a la neutralidad y con altas temperaturas el amoniaco tiende a volatilizarse:

NH, + OH+ H'S NH,* + OH (4.9
NH, T+ H"S NH," (4.10)

Y la influencia del pH sobre el equilibrio de las diferentes especies es (tabla 4.8):
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Tabla 4.8. Distribucion de especies quimicas del amoniaco a diferentes pH.

pH % NH, libre % ion NH,
0 100
1 99
4 96
25 75
10 78 22
11 96 4

Por todas las razones anteriores, pero principalmente por las pérdidas por volatilizacion,
se prefiere al nitrato como fuente de nitrégeno en los medios de cultivo.

e) Analice cuél seria el reactivo limitante en el medio Zarrouk, si se asume que la

irradiancia es suficiente para permitir el crecimiento de la biomasa
e.1) Investigar la composicion del medio Zarrouk (tabla 4.9)

Tabla 4.9. Composicion del medio Zarrouk.

Componente Concentracion (g L)
NaHCO, 18
K,HPO, 0.5
NaNO, 2.5

K,SO, 1
NaCl 1
Na,EDTA 0.08

MgSO,7H,0 0.2

CaCl,2H,0 0.04

FeSO,7H,0 0.01

Solucién de micronutrientes 1 ml
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e.2) Calcular la cantidad de los macronutrientes C, N, P, S en su forma iénica, con base a la
composicion de las sales del medio y la fraccion de las especies iénicas analizadas (tabla 4.10)

Tabla 4.10. Fracciones y concentraciones de especies idénicas en medio Zarrouk.

Componente | Cantidad (g L") Fracci(:zntiz aespecie Cantidad( ;s}gt:)cie ioénica
NaHCO, 18 0.726 HCO,- 13.07
K,HPO, 0.5 0.552 HPO,> 0.275
NaNO, 2.5 0.729 NO,' 1.823

K,SO, 1 0.552 SO,> 0.552

MgSO,7H,0 0.2 0.390 SO,> 0.078

FeSO,7H,0 0.01 0.345 SO, 0.0034

El nitrato es el reactivo limitante, ya que de acuerdo a los rendimientos y la composiciéon
del medio es el que produciria menos biomasa.

e.3) Retomar los coeficientes estequiométricos (tabla 4.11)

Tabla 4.11. Rendimientos para los diferentes macronutrientes con base a la estequiometria.

Componente Cantidad (g L") Rendimiento Valor
HCO,! 13.07 Yicosx 2.46 cos./8x
HPO,? 0.275 Yyosx 0.35 gnos./8x

NO,? 1.823 Yooux 0.031 gyo, 8x
SO,? 0.633 Y wrosx 0.019 gupos_8x
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e.4) Calcular la biomasa que se podria producir con cada uno de los macronutrientes C, N,
P, S con base a la composicion del medio (tabla 4.12)

Tabla 4.12. Resultados tedricos de la biomasa producida partir de los macronutrientes del
medio Zarrouk (tabla 4.9).

Componente Biomasa (g L")
X - HCO, 5.31
X - HPO,? 14.23
X - NO,? 5.20
X - SO,? 20.42

A partir de la tabla 4.12, se puede concluir que: el reactivo limitante es la fuente de nitro-
geno, NaNO,, ya que de todos los macronutrientes analizados este es el que produciria
menor cantidad de biomasa.
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Problema 4.2 Aspectos cinéticos en el cultivo

de microalgas: influencia de temperatura, irradiancia y pH.
Determinacién de las condiciones 6ptimas de cultivo

y obtencién de pardmetros cinéticos

Marco tedrico

Elinconveniente del planteamiento del crecimiento de la microalga con una sola ecuacién
estequiométrica (ver problema anterior, 4.1.) es que involucra un rendimiento constante,
en donde no se consideran las condiciones externas, tales como: la luz, el pH y la tempe-
ratura. Adn si estos factores se mantienen en valores dptimos, la luz puede ser el aspecto
que limite el crecimiento. Por eso es importante representar la influencia que tiene cada
uno de ellos sobre la actividad fotosintética de una microalga.

Efecto de la luz. Este es uno de los factores mdas importantes en el crecimiento de las
microalgas. La relaciéon fundamental entre la fotosintesis y la luz es representada por las
curvas P-I, donde se pueden identificar tres regiones: limitada, saturada e inhibida. A ba-
jas irradiancias, la fotosintesis es proporcional a esta, ya que se encuentra limitada por la
tasa de captura de fotones de la luz. Conforme la irradiancia aumenta, la tasa llega a estar
limitada por la reaccion posterior a la captura de electrones. Bajo esta condicion, la tasa
de fotosintesis es mdxima e independiente de la irradiancia proporcionada. A mayores
irradiancias, por arriba de un limite, la fotosintesis decae presentandose la fotoinhibi-
cion. La respuesta P-I varia de acuerdo a la especie, ademds debe determinarse para cada
organismo, asi como a bajas concentraciones celulares para asegurar que las células estén
expuestas a una irradiancia homogénea.

Efecto de la temperatura. La temperatura afecta el crecimiento de las microalgas. Bajas tem-
peraturas decaen la actividad fotosintética, especificamente, los sistemas enzimaticos aso-
ciados a la fijacién de carbono. Altas temperaturas promueven un incremento en las tasas,
pero en rangos superiores al 6ptimo también causan la desnaturalizacién e inactivacion de
proteinas, reduciendo la actividad anabdlica hasta que el crecimiento cesa; ademas, se reduce
la solubilidad de CO,. El efecto de la temperatura, puede representarse por una ecuacion
doble de Arrhenius que involucra términos como energia de activacion (Ea) y energia de
muerte térmica o de activacién (Ed). La mayoria de las especies de microalgas son capaces
de realizar fotosintesis entre 15-30°C, con condiciones dptimas entre 20-25°C. Es de suma
importancia evaluar el efecto de la temperatura, principalmente en sistemas de cultivo a la
intemperie donde se pueden registrar temperaturas extremas o en los que se alimentan con
gases de combustion proveniente de procesos industriales.
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Efecto del pH. El pH influye en el crecimiento celular, los rangos éptimos se encuentran
entre 6-8, pero existen organismos como la Spirulina, que se han adaptado a ambientes
alcalinos (pH 9-11), también hay otras especies que toleran pH tan bajos como 4. El pH del
medio influye sobre las diferentes fuentes de carbono inorgéanico disueltas (DIC), parti-
cularmente sobre el CO, y el HCO;™. Variaciones en el pH pueden ocurrir por cambios en
la concentracion del CO, disuelto o por alteraciones en su consumo, debido al crecimien-
to de la biomasa. Ademas, el uso de compuestos idnicos como amonio, nitrato, fosfatos
provocan cambios en el pH y se hace necesaria la reformulacién del medio de cultivo o la
adicion de agentes neutralizantes.

La influencia de estos aspectos, aunados a algunos parametros relacionados con la hidro-
dindmica y transferencia de masa en los fotobiorreactores, puede contribuir a una mejor
comprension de los fendmenos que ocurren; con la finalidad de obtener mejores produc-
tividades en los sistemas de cultivo de microalgas.

Enunciado del problema

Se han realizado experimentos para determinar los pardmetros cinéticos de la cianobac-
teria Spirulina platensis y establecer las condiciones dptimas de crecimiento consideran-
do factores ambientales como luz, temperatura y pH. Se considera que existe suficiencia
nutricional, por lo tanto la irradiancia es el factor limitante de la cinética que sigue una
ecuacion tipo Monod. Los pardmetros cinéticos intrinsecos se determinaran a través de
ensayos de actividad fotosintética, P, (mgy, g« h™); realizando mediciones de oxigeno
disuelto en un sistema donde no existen problemas de mezclado, autosombreado y la luz
que reciben las células es homogénea. Esta metodologia ha demostrado ser una herra-
mienta util y rdpida para evaluar el efecto de los factores ambientales sobre la fotosintesis
y también para establecer las condiciones de crecimiento 6ptimas (Cabello, Toledo-Cer-
vantes et al, 2015).

Con base en la informacion presentada en las tablas, responda cada uno de
los incisos:

i. Determine las condiciones 6ptimas de pH y temperatura con los siguientes da-
tos que se obtuvieron en la zona de saturacién (tabla 4.13).



INDICE PROBLEMAS DE INGENIERIA BIOLOGICA

Tabla 4.13. Efecto de pH y temperatura sobre la actividad fotosintética, P,.

pH Po, Temperatura Py,
(mgo, 8, ) CC) (mgo, g, h)

5 4.02 15 68.41
6 70.89 20 94.97
7 86.70 25 98.46
8 102.30 30 122.75
9 126.24 35 106.12
10 122.87 38 76.26
11 113.58

12 89.69

ii. Calcule la energia de activacion (E,), y la constante de frecuencia (k,) en la
ecuacion de Arrhenius, para representar el efecto favorable de la temperatura
sobre la actividad fotosintética, asi como los parametros cinéticos asociados a la
influencia de la luz sabiendo que se ajusta a un cinética tipo Monod (K,) (tabla
4.14).

Tabla 4.14. Curvas P-I para el cultivo Spirulina platensis a diferentes temperaturas.

Py, (mgo, g," h)

I (mmol m>h) 15°C 20°C 25°C 30°C
22 6.56 14.89 14.97 15.04

116 25.71 48.77 51.52 54.26

475 53.12 81.58 91.15 100.72

542 55.49 83.83 94.06 104.29

745 60.70 88.55 100.25 111.95

900 63.45 90.91 103.385 115.86

993 64.76 92.01 104.86 117.71

1352 68.41 94.97 108.86 122.75

iii. Determine el coeficiente de absorcién de luz por la biomasa, Ka (m? g, ), el cual
permitira calcular la irradiancia promedio al interior del biorreactor, por medio
del andlisis de los resultados presentados en la tabla 4.15, obtenidos a diferentes
concentraciones de la biomasa, y el uso de la ecuacion de laley de Beer-Lambert
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Ir=I,exp(-K Xr), donde: I/, es una medida de la atenuacion de la luz detectada
a una distancia r; que para el caso en cuestion, esta es de 4.4 mm ocasionada por

la biomasa X, que se varié entre 0.1y 1 g L.

Tabla 4.15. Efecto de la concentracion de biomasa sobre atenuacién de la luz.

Biomasa Ln(I/I)a Ln(I/I)a Ln (I/L)a Ln (I/I)a
} 357 mmol 624 mmol o 2370 mmol
(gL™) o o 981 mmol m?s* o
m?s m?s m?s
0 0 0 0 0
0.1 0.041 0.022 0.014 0.004
0.5 0.149 0.172 0.129 0.22
1 0.41 0.465 0.44 0.478
Solucién

Para mds detalles, consulta el archivo de Excel titulado Problema 2

a) Determine las condiciones éptimas de pH y temperatura con los siguientes datos

que se obtuvieron en la zona de saturacién de luz (tabla 4.13)

a.1) Graficar los datos (figura 4.2 y 4.3)

Figura 4.2. Influencia del pH vs P,

Figura 4.3. Influencia de la temperatura vs P,

193
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Si bien los valores 6ptimos pueden obtenerse por visualizacion directa, es importante
determinar los valores numéricos formalmente.

a.2) Determinar las formulas de ajuste

Las ecuaciones de ajuste de obtuvieron en Excel. Para el caso de los datos de pH se tiene,
con un R?=0.9671:

Po,=0.1543 pH?- 9.4843 pH? + 137.55 pH - 460.23 (4.11)
Para el caso de los datos de temperatura se tiene, con un R?=0.98373:
P, =-0.0166 T°+ 0.9816 T?+ 14.623 T + 123.73 (4.12)

a.3) Encontrar el valor mdximo a través de la derivacion de la ecuacion e igualacion a cero,
y obteniendo las raices de las expresiones resultantes

Para el caso de los datos de pH se tiene lo siguiente primero se deriva la ecuacion (4.12):
Py, =0.4638 pH?* — 18.9686 pH+ 137.55 (4.13)
La ecuacion anterior se iguala a cero:

0 = 0.4638 pH? — 18.9686 pH+ 137.55 (4.19)
La ecuacion anterior es de segundo orden y las raices, que representan los valores maxi-
mos y minimos, pueden obtenerse a partir de la férmula general cuadratica. Las raices
que satisfacen esa ecuacién son:

pH1=31.7 (4.15)
pH2=9.27 (4.16)

No existe un valor de pH mayor de 12, por lo tanto, se descarta la raiz de la ecuacion (4.15).

Repitiendo los pasos anteriores se pueden calcular los maximos y minimos para el caso
de los datos de temperatura:

Po,’=-0.0498 T? + 1.9632 T — 14.6237 (4.17)

0=-0.0498 T2 + 1.9632 T — 14.623 (4.18)
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T1=29.5°C (4.19)
T2=10°C (4.20)

En este caso la temperatura de operacién mas cercana a la de operacién del biorreactor es
la raiz de la ecuacion (4.19). Por lo tanto, las condiciones 6ptimas de pH y temperatura son
9.2y 29.5 °C, respectivamente.

b) Calcule la energia de activacion (E,), la constante de frecuencia (k,) en la ecuacién
de Arrhenius, para representar el efecto favorable de la temperatura sobre la acti-
vidad fotosintética, asi como los pardmetros cinéticos asociados a la influencia de la
luz sabiendo que se ajusta a una cinética tipo Monod (K))

b.1) Establecer el modelo que representa la cinética en funcion de la irradiancia y tempera-
tura, que involucre dichas variables y pardmetros antes mencionados. Consultar referencia
(Morales, Cabello et al, 2015).

La formula es:
K “E. |,
ex
0P RT

p=— "7 (4.21)
2 K +1

En esta ecuacion:

E, es la energia de activacion;

I eslairradiancia;

K corresponde a la constante de saturacion;

Kes el factor de frecuencia asociado a la ecuacion de Arrhenius;

P,, es la actividad fotosintética;

P la constante de los gases ideales tiene un valor de 1.9871 cal mol'k’;
T es la temperatura;
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b.2) Con los datos proporcionados en la tabla 2 (ver la hoja con nombre “inciso b” en el libro
de Excel Problema 2 ) realizar un ajuste multivariable no lineal en el software Mathematica
de Wolfram® (figura 4.4)

Figura 4.4. Captura de pantalla de los resultados del ajuste en Mathematica®

b.3) Extraer los valores y analizar el coeficiente de correlacion para determinar la confiabili-
dad del ajuste realizado (tabla 4.16)

En el caso analizado y a partir de la figura anterior se tiene que:

Tabla 4.16. Valores de constantes cinéticas obtenidas del ajuste multivariable no lineal.

Nomenclatura | Parametro mo- Valor Unidades R?
Mathematica delo!
Theta 1 K, 3.9388 E6 mgO, g, 'h'!
Theta 2 E, 6 167.52 cal mol”! 0.995855
Theta 3 K, 169.197 mmol m? s

Como se puede observar, el coeficiente de correlacion es muy alto; por lo que se puede
utilizar este modelo y usar los parametros con alta confiabilidad. Los valores se presentan
en la tabla anterior (4.16).
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c) Determine el coeficiente de absorcion de la biomasa, este pardametro permite

calcular la irradiancia promedio al interior del biorreactor

c.1) Analizar la ecuacion de Beer-Lambert y fijar la estrategia para el cdlculo de K,

I
I—‘ = exp(—Ka -X ~r)

o

4.22)

donde:

I, / 1, corresponde al nivel de atenuacion de la luz (-);

K, es la constante de absorcién de la luz;

X es la concentracién de biomasa;

r es la longitud de la trayectoria de luz;

Si se aplica logaritmo a ambos lados de la ecuacion se tiene:

I
Ln(l—’] =-K, -Xr

Que también se puede expresar como:

I
Ln[l—"]zKa-X- r

En esta ecuacion los valores de X y r se conocen, por lo tanto, el de K, puede calcularse
al hacer la regresion lineal de la representacion grafica en el eje Y del logaritmo, y en el
eje X del producto de X - r.

(4.23)

4.24)

¢.2) Hacer las conversiones y arreglos necesarios en los datos (tabla 4.17)

Tabla 4.17. Valores necesarios para calcular la constante de absorcion.

Ln (I,/1)a Ln (I,/I)a Ln (I,/I,) a Ln (I,/I,)) a
(gm?3) | Xr 357 ummol 624 ummol 981 pmmol 2370 pummol
m2s! m2s! m2s! m2s!
0 0 0 0 0 0
100 | 0.415 0.041 0.022 0.014 0.004
500 | 2.075 0.149 0.172 0.129 0.22
1000 4.15 0.41 0.465 0.44 0.478
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c¢.3) Hacer la representacion de los datos para obtener la pendiente, que en este caso serd K,
y el coeficiente de correlacion (figura 4.5)

Los datos de la tabla representan la atenuacién de la luz resultante del incremento de la
biomasa, K, se calcula usando la regresion lineal entre la representacion de los datos,
I,/ 1, y la concentracion de la biomasa (X).

0.6

0.5

0.4

Ln (I, 1)

0.2

0.1

y=0.0963x

R?=0.9611
..
[ ]
[ )
[ ]

0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4
Xr(gm?)

4.5 5

Figura 4.5. Ajuste lineal para obtencién de K,. El valor de K, =0.096 m? g x'.
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Problema 4.3 Caracterizacién de un cultivo microalgal
y evaluacién del desempeiio de un fotobiorreactor
de placas planas para la captura de CO2

y produccién de lipidos

Marco tedrico

Los sistemas de cultivo de microalgas se clasifican en cerrados y abiertos; los sistemas
abiertos incluyen: estanques poco profundos, canales abiertos, estanques circulares y
tipo carrusel. Por otra parte, los sistemas cerrados o completamente hidraulicos se co-
nocen como fotobiorreactores, estos sistemas representan los inicos métodos para la
produccién de microalgas a gran escala. En todos los casos, el crecimiento 6ptimo es
el objetivo biotecnoldgico, y la clave del éxito son factores como: la luz, temperatura,
nutrientes y el grado de mezclado.

Los cultivos abiertos comprenden: sistemas naturales (lagos, lagunas, estanques), arti-
ficiales, de superficie inclinada y estanques tipo circuito (raceway ponds), estos ultimos
son los mas utilizados. Los estanques de tipo raceway consisten en circuitos de 15 a 30
cm de profundidad, en los cuales la circulacién del cultivo liquido se hace a través de
paletas para promover un adecuado mezclado del sistema. Este tipo presentan una baja
productividad en la generacion de biomasa, ya que la concentracién es de alrededor de
1 g L con productividades de alrededor 10-25 g m? d'. Estos también son utilizados
para la produccién de metabolitos y el tratamiento de aguas residuales. Las ventajas
que presentan estos sistemas son: su sencillez estructural, bajo costo de construccién,
facilidad de operacién y mantenimiento. Sin embargo, también presentan diversos in-
convenientes como son: la pérdida de agua por evaporacion, transferencia limitada de
CO, al cultivo por su baja concentracién en el aire (0.035% v/v) y su difusion, control
limitado de las condiciones de cultivo, alta susceptibilidad a contaminarse, productivi-
dades reducidas de biomasa y penetracion de la luz limitada.

Los fotobiorreactores son sistemas de cultivo donde una gran proporcién de la luz no
incide directamente sobre la superficie de este, sino que pasa a través de las paredes
del reactor que contiene el cultivo de células. Debido a lo anterior, los fotobiorreacto-
res no permiten o limitan el intercambio de materiales contaminantes entre el cultivo
y la atmosfera.
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Los sistemas cerrados o fotobiorreactores tienen diversas configuraciones tubulares: ver-
tical, horizontal, helicoidal, conformacion a, paneles planos y columnas de burbujeo; con
el propdsito de captar energia. Los mas usados son los reactores tubulares y los de paneles
planos. Estos sistemas ofrecen muchas ventajas como son: pérdidas minimas de CO,, ries-
go reducido de contaminacion, control y reproducibilidad de las condiciones de cultivo,
ahorro de agua y nutrientes, flexibilidad de diseflo, cortos periodos de produccion, asi
como productividades altas. Las desventajas en estos sistemas son: los costos atribuidos a
la energia invertida en la agitacién mecdnica de los cultivos con la finalidad de favorecer
la transferencia de gases.

La caracterizacion de los aspectos cinéticos de los sistemas de cultivo se hace a través de
los siguientes parametros:

Los valores de la concentracion de biomasa en el transcurso del tiempo del cultivo se usan
para construir curvas de crecimiento, y para calcular la tasa de crecimiento especifico (y)
con la siguiente ecuacion:

Ln Xt —In X
uzfv (4.25)

La tasa de duplicacién es igual a:

t,= LnQ) (4.26)
u

La productividad de biomasa (P) se calcula de acuerdo a la siguiente ecuacién:

X -X
p= =4, (4.27)
t—t,
La productividad lipidica (P;;,) se determina de acuerdo a la siguiente ecuacion:
P, =p-L-X (4.28)

Donde:

X es la concentracion de biomasa;

p es la tasa de crecimiento especifico;

L es el contenido de lipidos al tiempo (f).

La tasa de fijacion de carbono (P,) puede calcularse con:
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M,
Emz=(l'P'{——gQJ 4.29)

Donde:

M es el peso molecular del carbono;
M, es el peso molecular del CO,;
C.es el contenido de carbono en la biomasa;

La concentraci6n de lipidos (g;;, L"), se determina con el contenido de estos y la concen-
tracion de biomasa en el mismo periodo de tiempo.

Cyp=LX (4.30)

La eficiencia fotosintética (PE), se calcula con base a la cantidad de irradiacion suminis-
trada en el sistema; o con la radiacién solar, para el caso de los cultivos a la intemperie.

X, V-AH-E
PE= |2t ——— 2N 1100 (4.31)
E-A-1

Donde:

X, es la biomasa formada en un periodo de tiempo determinado (g L™);

A es el area iluminada del reactor;

V es el volumen del reactor;

AH es el calor de combustion de la microalga;

I, es irradiancia que llega al sistema en un periodo determinado (mol fotones m=?);

E, es un coeficiente que se usa para considerar la cantidad de energia que requiere la mi-
croalga para la asimilacién del nitrégeno;

E es la energia contenida en la radiacion fotosintéticamente activa (PAR) y tiene un valor
de 210 KJ mol fotones™ (Dillschneider, Steinweg et al, 2013).

Para el calor de combustién (AH) existen valores de alrededor de 26.7 K] g, para biomasa
obtenida de un cultivo sin fuente de nitrédgeno, con un promedio de lipidos de 54.7%; para
una biomasa cosechada de un cultivo con nutrientes completos y un contenido de lipidos
de 18.1%, fue de 20.6 KJ g'. El coeficiente de asimilaciéon de nitratos (E,) se encuentra
alrededor de 1.25 (Williams & Laurens, 2010).

El rendimiento, Y, se determina dividiendo la cantidad de lipidos producidos en un
tiempo fijo entre la cantidad de luz suministrada en ese periodo.
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Enunciado del problema

La microalga Scenedesmus obtusiusculus aislada de los ecosistemas acuéticos de Cuatro
Ciénegas Coahuila, se ha trabajado por el grupo de la UAM-Cuajimalpa. Dentro de los
fotobiorreactores utilizados para su cultivo se encuentra uno de placas planas, que se
muestra en la figura 4.6.

Figura 4.6. Fotobiorreactor de placas planas.
Caracteristicas del sistema

2 paneles LED de intensidad ajustable

Control de temperatura

Control del pH mediante el suministro de CO,

1.8 L de medio BGI11 (Con y sin N-NO,)

Dimensiones del reactor 30 cm x 30 cm

Area 0.09 m?

Las condiciones de operacidn se muestran en la tabla 4.18.
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Tabla 4.18. Condiciones de operacion en el fotobiorreactor de placas planas.

Suficiencia nutricional Limitacién de N
pH 8 5.5
Temperatura 35 28.5
Irradiancia 300 200
Luz continua, flujo de aire de 1 vvm, suministro de CO, bajo demanda

En la tabla 4.19 se presentan los resultados de la cinética de crecimiento.

Tabla 4.19. Cinética de crecimiento bajo condiciones de *suficiencia nutrimental y **limi-
tacion de nitrdgeno para la acumulacién de lipido.

Tiempo Biomasa* Biomasa** Lipidos**
@ (gL (gL") (%)
0.009 0.256 1.247 10.104
0.731 0.574 1.745 11.633
1.09 0.884 2.336 10.830
1.708 1.632 3.051 14.651
2.152 1.93 3.379 17.461
2.686 2.745 3.478 21.679
3.133 3.156 3.517 22.718
3.704 3.774 3.674 24.360
4.121 3.7275 3.531 24.356
4.687 3.681 3.563 35.953
5.101 3.586 3.776 41.155
5.782 3.485 3.827 35.014
6.124 3.48 3.898 37.635
6.698 3.486 4.046 44.217
7.091 4.042 45.745
7.825 4.159 47.439
7.939 4.168 53.311
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Calcular los siguientes indices de desempeiio del reactor:

i. La tasa de crecimiento de la biomasa, tiempo de duplicacién, productividad
maxima bajo condiciones de suficiencia de nitrégeno y limitacion de nitrégeno.

ii. La capacidad de captura de CO,, determinada mediante analisis elemental de
CHONS. El contenido de carbono de la biomasa microalgal es de 48% para el
caso de crecimiento con suficiencia nutricional.

iii. La productividad lipidica.

iv. La eficiencia fotosintética del sistema de cultivo bajo condiciones de suficiencia
nutricional y bajo limitacién de nitrégeno.

Solucidén

a) Calcular la tasa de crecimiento de la biomasa, tiempo de duplicacién, productivi-
dad méxima bajo condiciones de suficiencia de nitrégeno y limitacién de nitrégeno

a.1) Graficar los datos de biomasa bajo condiciones de suficiencia nutricional y determinar
la zona de crecimiento exponencial (figura 4.7)

Figura 4.7. Crecimiento microalgal bajo suficiencia nutricional.

a.2) Calcular con la formula expresada en la ecuacion (4.25), la velocidad de crecimiento
para los casos con suficiencia nutricional

Ln X,—Ln X, Ln(3.77)-Ln(0.574)
t—t, © (3.704-0.731)

=0.633d""' (4.32)
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a.3) Calcular el tiempo de duplicacion con la ecuacion (4.26)

_Ln_(z)zwzl.og d (4.33)
u 0.633

d

a.4) Calcular la productividad de biomasa usando la ecuacion (4.27)

X,— X, 377-0.574 08 Sx_ (4.34)

t—t  3704-0.731  Ld

o

P=

a.5) Hacer lo mismo que en el inciso a.1), pero ahora con los datos de limitacién de nitrégeno
(figura 4.8)

Figura 4.8. Crecimiento microalgal bajo limitacién de nitrdgeno.

Ln X —Ln X  Ln(3.379)-Ln(1.247
p=—"0 T e ( ) ( )=0.47al‘1 (4.35)
it (2.152-0.009)

_ L) _0.693_, 49, (4.36)

7w 0.633

X - X 377-0574 8y
t—t 3.704—-0731  Ld

o

P=

(4.37)
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b) Calcular la capacidad de captura de CO,. Se ha determinado mediante anélisis
elemental de CHONS que el contenido de carbono de la biomasa microalgal es de

48% para el caso de crecimiento con suficiencia nutricional.

b.1) Usar la ecuacion (4.29) para calcular la tasa de fijacion de CO,

En esta ecuacion, Cc tiene un valor de 0.48, P sera el valor calculado en el inciso a.4), asi
como los pesos moleculares de CO, y del carbono.

v 44 1

P,,=C. P(ﬁ] - 0.48&(1.08 g—Xj _g—mot |_ 1.9of—fd (4.38)
‘ Ex 128
g—mol

c) Determinar la productividad lipidica
c.1) Usar la ecuacion (4.28) para determinar la productividad lipidica
Para ello utilizar la informacion de los datos de: la tasa de crecimiento, la concentracién

de biomasa y la fraccién de lipidos en la biomasa microalgal; para determinar la produc-
tividad lipidica.

1 g g g
P =u-L-X=|047=]0.1752L || 3.3792X |=0.274-=L .
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d) Calcular la eficiencia fotosintética del sistema de cultivo bajo condiciones de suficien-

cia nutricional y bajo limitacién de nitrégeno

d.1) Hacer uso de la ecuacion (4.31) para calcular la eficiencia fotosintética en el caso de suficien-
cia nutricional

X, -V-AH-E
PE=| S =220 100 =
E-A-

[3.486 Ex_0.2565x J(l.SL)(zo.é K]J(l.zs)
L L

Ex 100 = 6.33%
KJ mol 1 mol 3600s 24 h
210 0.09 m*)| 300 Jorones Jotones 222 (6.6984 —0.009d
[ mo fotones ]( " )[ m2 s [106umolfnmnes 1 h 1 ( )
(4.40)

d.2) Hacer uso de la ecuacion (4.31) para calcular la eficiencia fotosintética en el caso de limita-
cion de nitrogeno

X V-AH-E
PE=|St——— "% 1100 =
E-A-1

(4.168&‘ - 1.247gX](1.8L)(26.7KJJ(1.25)
L L

8x

100=9.38 %
mol 1 mol
[210 KJ ](0.09 mz)[zooﬂ f( s, 36005 —214;’ D(7.039d—0.009d)

m s 10° mol 1h

fotones fotones

(4.41)
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Problema 4.4 Obtencién de biocombustibles a partir
de biomasa microalgal. Caso de estudio produccién

de biogas

Marco tedrico

Las microalgas son una fuente potencial de materias primas (sustratos) para la obtencién
de biocombustibles; de acuerdo a las condiciones del cultivo (aspectos nutricionales o am-
bientales), la biomasa microalgal pueden proveer altos niveles de compuestos de carbono.
Estos se pueden encontrar disponibles o requerir de un pretratamiento para la liberacién
de los compuestos de interés.

Los 4cidos grasos de las microalgas pueden alcanzar niveles entre 20-80%, bajo ciertas
condiciones de estrés nutricional y de cultivo. A partir de ellos se puede producir el bio-
diesel, el cual es: un combustible renovable, biodegradable, no téxico y ambientalmente
amigable. Este biocombustible tiene la ventaja de que: emite 78% menos CO,, 98% menos
azufre y 50% menos emisiones de particulas (Brown & Zeiler, 1993). El biodiesel tipica-
mente consiste de: una mezcla de dcidos alquil ésteres obtenidos de la transesterificacion
de aceites o grasas, que estdn compuestos entre un 90-98% de triacilglicéridos, con niveles
mucho menores de monogliceridos, diglicéridos, acidos grasos libres y cantidades resi-
duales de fosfolipidos.

La produccion de etanol de la biomasa microalgal se puede obtener por la via de la fermen-
tacion de almidon, azticares simples y celulosa. En el caso de las microalgas, el contenido
de carbohidratos varia entre un 70-72% siendo el almidoén la biomolécula que domina y
dependiendo de las condiciones de cultivo puede llegar a constituir un 60% en peso. Por
lo tanto, la produccién de etanol puede hacerse de la fermentacién directa de la biomasa
microalgal, o de los residuos biomasa generados del proceso de extraccion y produccién
de lipidos para de esta manera reciclar residuos, reintegrando al cultivo de microalgas el
CO, generado, ademas la celulosa no fermentable puede usarse como suplemento para
alimento animal.

La produccién del hidrégeno se considera una opcién de gran relevancia por su caracter
limpio, libre de contaminacion. Bajo condiciones anaerdbicas, las microalgas pueden pro-
ducir H,, a través de la fot6lisis directa o indirecta del agua, utilizando a la luz solar como
fuente de energia. Esta reaccion es catalizada por la hidrogenasa, una enzima extremada-
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mente sensible al oxigeno, un sub-producto de la fotosintesis. Debido a que las microalgas
pueden cultivarse en sistemas cerrados, el H, generado puede capturarse. Este gas es el
unico combustible que producen las microalgas de manera directa.

El biogas es una mezcla de gases entre los que se encuentran el CH,, con CO, en mayor
proporcion; ademas de otros compuestos como H,S y NH;; es también el producto de la
digestion anaerobia de la materia organica y puede obtenerse a partir de la biomasa de
las microalgas. Con base en los componentes bioquimicos més abundantes en la biomasa
microalgal y a partir de su composicion elemental se pueden estimar los rendimientos
tedricos (Sialve, Bernet et al, 2009). La digestion anaerobia puede eliminar o reducir los
costos asociados a la cosecha y secado de la biomasa microalgal, necesarios en la produc-
cién de otros combustibles como el biodiesel.

Finalmente, pueden obtenerse otros combustibles, si el procesamiento de esa biomasa
se hace por medio de tratamientos térmicos (altas temperaturas y presiones). A través
de gasificacidon puede generarse el gas de sintesis que mediante procesos de polimeriza-
cién produce: gasolina, nafta, keroseno y diésel. Y por procesos de pirdlisis y licuefaccion
hidrotérmica puede obtenerse el bio-crudo o bio-petréleo, que puede refinarse como el
petrdleo de origen mineral para obtener diferentes combustibles.

Enunciado del problema

La composicion de la biomasa microalgal (tabla 4.20) es altamente dependiente de la es-
pecie y de las condiciones de cultivo. Esta puede tener proporciones de proteinas (6-52%),
lipidos (7-23%) y carbohidratos (5-23%); ademas de los mayores componentes en la bio-
masa de las microalgas (carbono, nitrégeno, fosforo), también pueden encontrarse oli-
gonutrientes (hierro, cobalto, zinc); que se sabe estimulan la metanogénesis. La biomasa
microalgal puede utilizarse para la produccion de biogas, ya sea procesando directamente
la biomasa cruda, o la residual proveniente de la extraccion de lipidos o carbohidratos re-
queridos en la produccién de biodiesel o etanol. Lo anterior, genera un aprovechamiento
integral de la biomasa microalgal en un marco de obtencién de biocombustibles, permi-
tiendo la recuperacion de energia y reciclando corrientes. A pesar de que la idea de pro-
duccién de biogas a partir de la biomasa microalgal surgié en la década de los cincuenta
del siglo pasado, recientemente Sialve et al., 2009, retomaron esa investigacion, siendo
hasta a la fecha motivo de estudio por parte de diversos grupos que trabajan en la produc-
cién de biocombustibles de la biomasa microalgal.
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Actividades

i. Deduzca una expresion estequiométrica que represente la digestion anaerobia
de la materia organica (C,H,ON,), donde los productos de la reaccion sean tni-
camente CH,, CO, y NH,. Esta expresion permitira calcular eventualmente el
potencial maximo de generacién de metano.

ii. Determine el potencial de generacién de metano (L, gs) de los organismos
fotosintéticos presentados en la tabla 4.1.18, de los cuales se ha caracterizado
el perbioquimico: proteinas (C¢H,5;ON, ), lipidos (Cs;H,,,0;), carbohidratos
(CeHy05),.

Tabla 4.20. Composicién de la biomasa de diferentes especies en cuanto a proteinas, car-
bohidratos y lipidos. Adaptado de Morales Et al., 2015.

Microalga Proteinas (%) Carbohidratos (%) Lipidos (%)
Anabaena cylindrical 56 30 7
Chaetoceros calcitrans 36 27 15

Chlamydomonas rheinhar-
dtii 48 17 21
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2
Chlorella vulgaris 58 17 22
Dunaliella salina 57 32 6
Euglena gracilis 61 18 20
Haematococcus pluvialis 10 40 41
Porphyridium cruentum 28 57 14
Scenedesmus obliquus 56 17 14
Spirogyra sp. 20 64 11
Spirulina platensis 63 14 9
Synechococcus sp. 63 15 11
Scenedesmus dimorphus 8 52 40
Spirulina maxima 71 16 7
Scenedesmus obtusiusculus* 11 28 56

Scenedesmus dimorphus 8 52 40
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Solucién (para detalles ver la hoja Excel titulada Problema 3)

a) Deduzca una expresion estequiométrica que represente la digestiéon anaerobia
de la materia orgénica (C,H,O.N,), donde los productos de la reaccién sean Unica-
mente CH,, CO, y NH,.

a.1) Identificar los reactivos y productos, asi como los coeficientes a utilizarse en la ecuacion
estequiométrica

C,H,0O.N, + eH,0 - fCH, + gCO, + hNH, (4.42)

a.2) Plantear los balances elementales

Balance de carbono:a=f+g (4.43)
Balance de hidrégeno: b + 2e = 4f + 3h (4.44)
Balance oxigeno: ¢ + e = 2g (4.45)
Balance de nitrégeno: d = h (4.46)

Se tienen 8 incognitas, aunque en realidad son 7 ya que d=h, simplificando tenemos que:
C.H,0ON, + eH,0 > fCH, + gCO, + dNH, (4.47)
a.3) Deducir las expresiones para los coeficientes e, fy g

Despejando 2e de la ecuacion (4.44) resulta:

2e=4f+3d-b (4.48)
Despejando f de la ecuacion (4.43) se tiene que:

f=a-g (4.49)
y despejando g de la ecuacion (4.45):

g=(c+e)/2 (4.50)
Sustituyendo (4.50) en (4.49):

f=a-(c+e)/2 (4.51)
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Finalmente, sustituyendo (4.51) en (4.48) se llega a:

2e=4a—-2c-2e+3d-b (4.52)
Reagrupando términos:

4e=4a—-b—-2c+3d (4.53)

¥, finalmente, despejando e se llega a:

(#] @54

Partiendo de la ecuacién (4.51) y reordenandola se llega a:
2f=2a-c-e (4.55)

Sustituyendo el valor de e (ecuacion 4.54) en la ecuacion (4.55) se llega a:

) fz[wj 59
4
Haciendo la fraccién comun se llega a:
2f:[8a—4c—4a+b+2c—3d] ws7)
4
Realizando las operaciones indicadas en (4.57) se llega a:
zfz(wJ 59
4
despejando f, se llega a la siguiente expresion que permite calcular el coeficiente asociado
al metano:
f — (W] (4.59)

Finalmente, se calcula g a partir de la ecuacion (4.49):

g=a—f (4.60)
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Sustituyendo el valor de f (ecuacion 4.59), en la ecuacion (4.60) se llega a:

g[w] w.61)

Realizando la fraccién comun de la expresion anterior se obtiene:

8a—4a—b+2c+3d
g= (4.62)
8
Para finalmente, llegar a:
_ (MJ (4.63)

a.4) Determinar la expresion estequiométrica sustituyendo las anteriores en la ecuacion original

C.H,ON, + H,0 -

(4a—b—2c+3dj CH. +

(4a+b—2c—3dj

+(MJCO2 +dNH, (4.64)

a.5) Deducir la expresion para calcular el potencial de degradacion de metano o rendimiento
de la biomasa hacia metano.

4a+b-2c—-3d
mol de CH, 8 _ 1 4a+b-2c-3d (4.65)
g biomasa CH,ON, 8\ 12a+b+16¢c+14d '
Si se cuenta con el volumen molar (V,,) del CH, se llega a:
LdeCH4:1 4a+b-2c—3d v (4.66)
gbiomasa 8\ 12a+b+16c+14d) ™
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b) Determine el potencial de generacién de metano (Lcys ggy) de los organismos
fotosintéticos (tabla 4.22) de los cuales se ha caracterizado el perfil bioquimico: pro-
teinas (C4H5:0ONy ), lipidos (Cs;H0,0y), carbohidratos (C,H;oOs)...

b.1) Calcular el potencial de generaciéon de CH, para proteinas, carbohidratos y lipidos
Hacer uso de su férmula general para: proteinas, carbohidratos y lipidos; asi como la
expresion deducida anteriormente, recordando que bajo condiciones estandar 1 mol de

cualquier gas ocupa 22.4 L (tabla 4.21).

Tabla 4.21. Potencial metanogénico de proteinas, lipidos y carbohidratos.

Féormula a b c| d
Proteinas C¢H,;,ON, 6 [ 131] 106 0.8515 Ly Gproteinas |
Lipidos (CH,,0), 57 104 | 6 0 1.0136 Ly, gHPidos’l
Carbohidratos C,,H,,,04 6 10 | 5] 0 0.4148 Ly Gproteinas |

b.2) Calcular el potencial metanogénico de los microorganismos

Hacer uso de la informacién de la tabla 4.20, asi como de los valores del potencial meta-
nogénico que se calcularon y presentan en la tabla 4.21. Considerando que los porcentajes
estan referidos a gramos de biomasa seca (tabla 4.22).
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Tabla 4.22. Potencial metanogénico las diferentes microalgas.

Microalga Proteinas  Carbohidratos Lipidos
(%) (%) (%)

Anabaena cylindrical 56 30 7 0.67
Chaetoceros calcitrans 36 27 15 0.57
Chlamydomonas 48 17 21 0.69
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2 0.61
Chlorella vulgaris 58 17 22 0.78
Dunaliella salina 57 32 6 0.68
Euglena gracilis 61 18 20 0.79
Haematococcus pluvialis 10 40 41 0.66
Porphyridium cruentum 28 57 14 0.61
Scenedesmus obliquus 56 17 14 0.69
Spirogyra sp. 20 64 11 0.54
Spirulina platensis 63 14 9 0.68
Synechococcus sp. 63 15 11 0.71
Scenedesmus dimorphus 8 52 40 0.68
Spirulina maxima 71 16 7 0.74
S ww s o
Scenedesmus dimorphus 8 52 40 0.68

En la dltima columna se reportan los valores del potencial metanogénico de las diferentes
microalgas.
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Problema 4.5 Diseno de un sistema a base

de microalgas-bacterias para depuracién de biogas

Marco tedrico

En el contexto tecnoldgico actual, es necesaria la eliminaciéon de los principales conta-
minantes del biogas (H,S y CO,), para una mejor combustion sin que haya problemas
de corrosidn ocasionados por el H,S, o la reduccién del poder calorifico del mismo por
la presencia de CO,. El nivel de remocion de contaminantes o depende del uso que se le
vaya a dar a ese biogas, ya sea como agente de combustién para generar energia térmica
o eléctrica; o su incorporacion a las lineas de gas natural. En muchos paises, los niveles
de CO, y H,S para la inyeccién de biogas en la red estdn establecidos por ley en: < 2-3% y
<5-15mg S m?, respectivamente. Actualmente lalimpieza de este biocombustible se lleva
a cabo de forma separada, a menudo mediante tecnologias fisico-quimicas, que conllevan
elevados costos de operacion poniendo en riesgo la viabilidad econdémica del proceso. Asi,
la eliminacién de CO, se lleva a cabo en la actualidad mediante procesos energéticamente
muy intensivos; que a menudo requieren una eliminacion previa del H,S por torres de la-
vado a presion (con y sin adicién de reactivos quimicos), procesos de adsorcién-desorcién
(PSAD) o criogénicos. Del mismo modo, la eliminacién de H,S se realiza mediante pro-
cesos fisico-quimicos que conllevan altos costos de operacion; a diferencia de lo anterior,
los procesos bioldgicos de oxidacion de H,S (basados en la introduccion de O, puro o aire
al biogas) contaminan el biogas con O, y N, (N, < 7), y no son capaces de eliminar el CO,
del biogas.

Desafortunadamente, no existen al dia de hoy, tecnologias capaces de eliminar simulta-
neamente CO, y H,S del biogas de una forma econémica y medioambientalmente soste-
nible, para: obtener un biometano de alta calidad capaz de ser inyectado en redes de gas
natural o usado directamente como combustible en vehiculos.

Por otro lado, se puede aprovechar la simbiosis que se puede presentar entre microalgas y
bacterias heterétrofas/quimioautétrofas en fotobiorreactores. Esto representa una plata-
forma tecnolodgica para eliminar simultdneamente el CO, y H,S del biogas, sin contami-
nacion de este por O, o N,. En estos sistemas, las microalgas usan la energia proveniente
delaluz solar para fijar el CO, del biogas via fotosintesis con la consiguiente generacién de
oxigeno. El oxigeno producido in-situ sera empleado por bacterias quimioautétrofas para
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la oxidacién de H,S a sulfato, lo que evita los problemas de operacion derivados del tapo-
namiento del lecho por acumulacién de azufre elemental, que se presenta en tecnologias
convencionales de eliminacion de H,S (por ejemplo, biofiltros o biofiltros percoladores),
y la contaminacién por O, en el biogas tratado. En esta conceptualizacion, se pueden
emplear los nutrientes de digestores anaerobios que producen el biogas, para soportar
el crecimiento de microalgas con potencial de usarse; las cuales pueden utilizarse como
biofertilizante de lenta liberacién por su contenido de nitrégeno, fosforo y fitohormonas.
En la actualidad, esta tecnologia se implementa en un sistema formado por una columna
de absorcion de biogas interconectada con un fotobiorreactor de lagunaje de alta carga
tipo HRAP (figura 4.9).

Figura 4.9. Esquema del proceso de purificacién de biogas.

La potencia necesaria para bombear el caldo de cultivo del fotobiorreactor a la columna
de absorcion puede estimarse como:

P(W)=0-p hg (4.67)
Donde:

Q es el caudal del caldo de cultivo que se recircula por la columna (m?%s);
g eslaaceleracion de la gravedad (m/s);

hla altura de bombeo del liquido (m);

p es la densidad del caldo de cultivo (kg/m?);
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Por otro lado, la energia de compresion del biogas para su bombeo en la torre de burbujeo
se puede estimar como:

P(W)z Q-AP (4.68)
Eficacia del compresor

Donde:
Q es el caudal de biogés (m*s™);

AP la pérdida de carga (Pa);
La eficacia del compresor que es de alrededor de 0.7.

Enunciado del problema
El proceso de limpieza de biogas se muestra en la figura 4.10, con el cual se desea tratar

una corriente de biogas de 38 m* d! (T = 35 °C y P = latm); cuya relaciéon de CH,:CO,:H,S
es 64.5:35:0.5, respectivamente.

Figura 4.10. Diagrama del proceso de depuracién de biogas.



CAPITULO 4
BIOTECNOLOGIA DE MICROALGAS iNDICE PAE]

Para este disefio se puede asumir una composicion de la biomasa algal de: C,jH 5,0,5N (P,
una productividad de biomasa de 15 g m?d", y un é4rea de fotobiorreactor de lagunaje
(HRAP) de 1 000 m? (0.3 m profundidad) cuyo mezclado del HRAP se realiza a una ve-
locidad de 20 cm s, lo cual conlleva un consumo energético de 2.5 W m?>. El HRAP se
encuentra interconectado a una columna de burbujeo de 3 m® (2 m de altura), con una
velocidad de recirculacion externa del caldo de cultivo del fotobiorreactor de 82 m* d. El
proceso se alimenta con un digestato anaerobio procedente de un digestor de tratamiento
de residuos solidos; que contiene: 3800 mgN-NH,* L, 600 mgP-PO,* L'y 6000 mg car-
bono inorganico L. Las pérdidas de agua por evaporacion bajo las condiciones climaticas
de México se estiman en 6 L m? d'. La biomasa producida se recoge mediante un proceso
de sedimentacién, donde 10 m* d"' de agua del sobrenadante se devuelve al HRAP para
mantener una concentracion de biomasa algal de 1.5 g L. Para el calculo de la eficien-
cia fotosintética, asumir un calor especifico de la biomasa microalgal de 21 kJ g' y una
irradiaciéon media diaria de 200 W m™. Adicionalmente, se sabe que en este esquema de
procesamiento se logra una eliminacién de CO, y H,S de 90% y 100%, respectivamente.

Calcular:

i. Lacomposicion (%) y flujo del biogas a la salida de la columna de absorcién (L
d+).

ii. Flujo volumétrico (L d*) de efluente anaerobio, para satisfacer la producciéon
de microalgas derivada de la limpieza del biogas y determinar el componente
limitante.

iii. Elflujo de agua de reposicion (L d').

iv. Estimar el consumo energético diario (kW h) del suministro de gas, recircula-
cién interna y externa.

Solucién

a) Calcular la composicién (%) y flujo del biogas a la salida de la columna de absor-
cién (L d7)

a.1) Estimar el flujo molar total a partir del flujo volumétrico global, usando la ecuacion de
los gases ideales

PV =nRT (4.69)
1 atm 38000£
n= y = = 1505m_01 (4.70)
RT atm L

0.0821

(35+273.3)K
mol
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a.2) Calcular el flujo molar de cada uno de los componentes de la corriente a tratar

Multiplicar el flujo global, por el porcentaje molar de cada componente individual en el
biogas: CH, (64.5%), CO, (35%) y H,S (0.5%)

Flujo molar a la entrada de CH,:

1505—— =970 — 4.71)
100

mol [ 64.5 mol
d d

Flujo molar a la entrada de CO*:

1505704 33 | _ 5570l 4.72)
d (100 d

Flujo molar a la entrada de H,S:

mol | 0.5 mol

a.3) Determinar la composicion de la corriente a la salida

Se calcula a partir de los porcentajes de remocién que se logran en la columna de absor-
cion: el 90% del CO, y el 100% de H.S.

Flujo molar a la salida de CH, sin eliminacién:

1505101 643 ] _ g7 Mol (4.74)
d | 100 d

Flujo molar a la salida de CO, con 90% de remocion:

52722 (1-0.9)=52.72% @79)
d d

Flujo molar a la salida de H,S, con 100% de remocion:

mol mol
75— (1-1)=0—— (4.76)
a 17)=07
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a.4) Calcular el flujo molar total

El flujo molar total (suma de los flujos molares anteriores para CH, y CO,) y los flujos
molares individuales:

Flujo molar total:

(970+52.7)m701 =1022.7 m701 @.77)

a.5) Calcular la composicién en porcentaje de la corriente

Se sabe que la fraccion molar es igual a la fraccion volumétrica, ademas teniendo los flujos
molares para cada especie y el flujo molar total se tiene que:

Porcentaje de CH,a la salida:

970 !

(100) =94.85% (4.78)
mo
1022.7
d

Porcentaje de CO,a la salida:

5.7 Mot

(100)=5.15% (4.79)
mo
1022.7 ==
d

a.6) Calcular el flujo volumétrico de biogds tratado a 35 °C y 1 atm

Este flujo se puede estimar a partir de la ecuacion de estado de los gases ideales y del flujo
molar total de la corriente de salida (suma de los flujos molares anteriores).

atm L
mol K _ 258295 (4.80)

mol
_ nW-R-T _ (970+52.7)70.0821

P 1 atm
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b) Calcular el flujo volumétrico (L d”) de efluente anaerobio, para satisfacer la pro-
duccién de microalgas derivada de la limpieza del biogés y determinar el compo-

nente limitante

b.1) Calcular la produccion diaria de microalgas

Hacer uso de los datos de productividad de biomasa microalgal y el area del HRAP.

151000 m> =15000 & =15%8 (4.81)
m°d d d

b.2) Determinar la fraccion o porcentaje mdsico de la biomasa microalgal

Se calcula a partir de la férmula estequiométrica de la biomasa algal C,,H,;,0,5N (P y el
peso molecular de esta (tabla 4.23). Peso molecular de la biomasa es 2428 g gmol .

Tabla 4.23. Calculo del peso molecular de la biomasa microalgal.

Elemento quimico Peso atémico Numero de atomos Masa
C 12 106 1272
H 1 181 181
O 16 45 720
N 14 16 224
P 31 1 31
Biomasa 2428 g gmol

El porcentaje de carbono en la biomasa es:

1272 (100)=52.4% (4.82)
2428

El porcentaje de nitrégeno en la biomasa es:

ﬁ(loo) =9.2% (4.83)
2 428

El porcentaje de fésforo en la biomasa es:

L(IOO) =1.3% (4.84)
2 428
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b.3) Calcular la cantidad necesaria de C, Ny P

Multiplicar la produccién diaria de microalgas (ver inciso b.1) por el contenido de cada
componente (en fraccion mésica).

La masa de carbono requerida es:

15000 £(0.524) = 78605 (4.85)
d d

La masa de nitrégeno a suministrarse es:

15000 £(0.092) = 13805x (4.86)
d d

La masa de fésforo necesaria es:

15000 £(0.013)=195%2 (4.87)
d d

b.4) Calcular el flujo necesario del digestato para suministrar el nitrégeno y el fosforo necesa-
rios para el desarrollo de la microalga

Lo cual se hace a partir del suministro necesario, calculado en el inciso b.2), para el nitré-
geno; asi como del dato del contenido de este elemento en el digestato.

- d _363.16= (4.88)

N—digestato

Del mismo modo, el flujo de digestato para suministrar todo el P se calcula a partir del
contenido y del flujo masico de este en el efluente; como:

19582 .
- d _3ps5& (4.89)

06 &2
L

P—digestato

Por otro lado, el carbono suministrado por la eliminacién del 90% del CO, del biogas equi-
vale a:
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mol mol 12
597 €0 597 co, 8c |_ 5692& (4.90)
d d mol,, d

Y a partir del célculo del carbono requerido estimado en b3), y de lo que se suministra
en el biogas; se puede determinar la cantidad de carbono inorganico con que se debera
alimentar el digestato:

78605¢ 5692 Sc | = 21685C .91)
d d d

De esta manera, el flujo de digestato para suministrar todo el carbono necesario se cal-
cula a partir del contenido de carbono tanto en el efluente como en el flujo masico que se
requiere suministrar, finalmente se tiene que:

21685 !
- d =3612 4.92)
68
L

C—digestato

Por lo tanto, seria necesario un flujo de efluente anaerobio de 363 L d*!, (siendo el nitroge-
no el elemento limitante) para mantener la productividad algal deseada.

c) Estimar el flujo de agua de reposicién (L d7)

c.1) Calcular el flujo de agua de reposicion a partir del dato de las pérdidas por evaporacion

Se considera que el efluente de salida tiene el mismo flujo que el efluente anaerobio de
entrada al HRAP.

6L (1000 m*)= 6000% (4.93)
m-d d

El valor anterior corresponde a la huella hidrdulica del sistema.
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d) Estimar el consumo energético diario (kWh) del suministro de gas, recirculacién

interna y externa.

d.1) Calcular el consumo de energia de bombeo de biogds
Para estimar el consumo de energia de bombeo de biogas se aplica la siguiente expresion:

m’ ) 1d 1h lmin 1 atm 10 1325 Pa
387 || = : (2m,,,,)
_0-AP d 24h )\ 60min )\ 60 s 10.33mH20 1 atm

P(W 4.94
( ) 0.7 0.7 @99
3 -2
P(W)=1235 Pam || Nm | 1Joule v — |=1235 W (4.95)
s 1Pa 1 Nm )\ 1 Joule s
Por lo que en un dia se consumirian:
12.35 (24 h)=296.4 Wh IR _ 6296 ki (4.96)
1 000 Wh

d.2) Calcular el consumo de energia de bombeo del caldo de cultivo

Para estimar el consumo de energia del bombeo de caldo de cultivo a la torre, se aplica la
siguiente expresion:

m(1d 1h kg m
P(W)=0-p-h-g=82"| = 1000=2|(2m,, )| 9.8% 4.97)
(w)=0-phg d[24h)(3 6OOSJ( m3]( mHZO)( szj
2
P(w)=18.682 18672 _15.6 (4.98)
N N

Por lo que en un dia se consumirian:

1kWh

18.6 W (24 h) = 446.4 %[7
1000 Wh

j = 0.446 kWh (4.99)

d.3) Calcular el consumo de energia para agitacion del caldo de cultivo

Por ultimo, para estimar el consumo de energia que se necesita para mantener el cultivo
algal agitado, se tiene que tomar en cuenta el volumen de HRAP y el consumo energético
volumétrico:

P(W)=Area  profundidad * consumo energético volumétrico (4.100)
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P(w)=1000m"(0.3 m)(Z.S% j=750 w

Por lo que en un dia se consumirian:

1kWh

750 W (24 h)=18000 Wh(l 500 77

j=18 kWh

(4.101)

(4.102)
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Nomenclatura

A Area iluminada (m?)

C. Fraccién de carbono en la biomasa (g.,;pono g X")

Cip Concentracion de lipidos (g0, L)

AH Calor de combustién de la biomasa microalgal (K] g*)

AP Pérdida de carga (Pa)

E Energia contenida en la radiacion fotosintéticamente activa (PAR) con un valor
de 210 KJ mol; ..

Ea Energia de activacién (cal mol™)

Ed Energia de desactivacion (cal mol™)

E, Coeficiente de asimilacion de nitratos (1.25)

g Aceleracion de la gravedad (m s2)

h Altura de bombeo de la columna de agua (my,.)

I Irradiancia (molg,,,,.. m?s™)

I, Irradiancia en la superficie (mol;,,,., m?s™)

I Irradiancia a una distancia r (mol;,,,,., m?s?)

I, Irradiancia que llega en un periodo determinado (mol,.m?>s")

K, Coeficiente de absorcion de la luz (m* g,")

k, Factor de frecuencia en la ecuacién de Arrhenius

K, Constante de saturacién en cinética tipo Monod donde se considera que I es el
sustrato limitante (mol m?s™)

L Fraccién de lipidos en la biomasa (g;,40, 8x)

M, Peso molecular del carbono (g gmol™)

Mo,  Peso molecular del CO, (g gmol™)

Tasa de crecimiento especifico (d™)

o=

Productividad de biomasa (g L* d)
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PE Eficiencia fotosintética (%)

P.o,  Tasade fijacion de CO, ( gco, L' d")
Py, Productividad lipidica ( g4, L™ d™)
P, Actividad fotosintética (mg,,gx"' h™)

P(W) Potencia necesaria (kWh)

Q Flujo de liquido (m*s™)

Q, Coeficiente fotosintético

r Densidad (kg m™)

R Constante general de gases ideales (1.9871cal mol* K*)
T Temperatura (K)

t, Tiempo de duplicacion celular (d)

\% Volumen del reactor (L)

V., Volumen molar (L mol*)

X Concentracion de biomasa (g L)

X, Concentracion de biomasa inicial (g L*)

X, Concentracién de biomasa al tiempo t (g L)

Y, Rendimiento lipidos por fotén suministrado (gj;,ios MOl ")

Yucos,x Rendimiento bicarbonato a biomasa
Yyos,x Rendimiento nitrato a biomasa
Ys0..,x Rendimiento sulfato a biomasa

Yirosx Rendimiento bifosfato a biomasa
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Capitulo 5
Procesos biocataliticos

Humberto Garcia Arellano”

Dolores Reyes Duarte™

Enzimas, actores principales de los procesos biocataliticos

Las enzimas son proteinas que funcionan como catalizadores de los procesos biologicos.
Su actividad se ha hecho presente desde hace miles de afos en productos elaborados por la
mano del hombre; por ejemplo, el uso del cuajo (quimosina) en la elaboracién de quesos es
uno de los primeros procesos enzimaticos. Sin embargo, es slo hasta hace unas cuantas
décadas que las enzimas se han venido estudiado apropiadamente y que se ha descubierto
su gran capacidad para ser utilizadas como catalizadores en procesos industriales.

Las enzimas son capaces de aceptar una amplia variedad de moléculas complejas como
sustratos, mostrando una alta selectividad y capacidad para catalizar reacciones con alta
quimio-, enantio- y regioselectividad™, desarrollando una minima formacién de subpro-
ductos. Asimismo, las enzimas pueden llevar a cabo reacciones en condiciones suaves de
temperatura, presion y pH, lo que permite que los procesos biocataliticos ofrezcan una
alternativa medioambiental adecuada a la catalisis quimica convencional.

Otra caracteristica importante es su capacidad para trabajar tanto en medios acuosos como
organicos (Buchholz, Kasche et al, 2012), lo que ha abierto una nueva gama de posibilidades

*  Depto. de Ciencias Ambientales, UAM-Lerma. h.garcia@correo.ler.uam.mx

** Depto. de Procesos y Tecnologia, UAM-Cuajimalpa. dreyes@correo.cua.uam.mx

>+ Estereoselectividad (habilidad para actuar sobre un determinado enantiémero o diasterémero en una mezcla ra-
cémica), regioselectividad (preferencia para actuar sobre una posicion de la molécula selectivamente) y quimioselec-
tividad (habilidad para actuar sobre un grupo funcional en presencia de otro con igual o mayor reactividad), son los

distintos tipos de especificidad de las enzimas y es una propiedad que resulta importante en un proceso biocatalitico.
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para la sintesis de compuestos quimicos, en gran mayoria de naturaleza hidrofébica, a través
de procesos biocataliticos. Como ventajas finales, al ser las enzimas de naturaleza proteica,
son biodegradables y pueden ser facilmente producidas a través de las nuevas tecnologias de
ingenieria genética, por lo que la cantidad de enzima necesaria para los procesos no es en la
actualidad un factor limitante como lo fue hace afios cuando, por ejemplo, para obtener el
cuajo era necesario sacrificar a las terneras para sacarlo de su cuarto estdmago (Garcia Gari-
bay, Quintero Ramirez et al, 1993).

Las enzimas se clasifican en 6 grupos segun el tipo de reacciéon que catalizan. En la tabla
5.1 se presenta la clasificacion de acuerdo con la Comisién de Enzimas (EC) de la Uni6én

Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular ((UBMB).

Tabla 5.1. Clasificacion de enzimas de acuerdo a la IUBMB (IUBMB, 2005).

Clase

1. Oxidorreductasas

2. Transferasas

3. Hidrolasas

4. Liasas

5. Isomerasas

Tipo de reaccion que cataliza
Transferencia de electrones (oxi-
dacion -reduccién)

Transferencia de grupos funcio-

nales

Hidrolisis

Rompimiento de enlaces C-C,
C-O, C-N por eliminacion de

grupos dejando dobles enlaces
o anillos. Adicién de grupos a

dobles enlaces.

Isomerizacion

Ejemplos

Lacasas, peroxidasas, alcohol deshidro-

genasas, monooxigenasas.

Glicosiltransferasas, cinasas, transami-

nasas.

Lipasas, esterasas, proteasas (penici-
linacilasa, termolisina), glucosidasas
(amilasas, celulasas, xilanasas, lactasa,
invertasa), fosfatasas, nucleasas (DNA-
sas y RNAsas).

Aldolasas, fumarasas, descarboxilasas,

aldehidoliasas, anhidrasa carbdnica.

Glucosa isomerasa, triosafosfato isome-

rasa, mutasas, epimerasas, racemasas.

6. Ligasas Formaci6n de enlaces con ruptura Piruvato carboxilasa, acetilCoA sinteta-

(sintetasas) de ATP sa, glutamina sintetasa.

Actualmente existen varias bases de datos sobre enzimas, de las cuales una muy utilizada
es BRENDA (www.brenda-enzymes.org). Este sistema de informacion esta organizado en
base a la clasificacion de las enzimas por su numero EC y permite obtener informacién
sobre funcion y estructura de enzimas directamente extraida de literatura cientifica.
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Cinética quimica y enzimatica de las reacciones

Un poco de historia sobre la cinética enzimatica

Los primeros estudios para tratar de elucidar los mecanismos de la catalisis enzimatica se
dieron a principios de 1900. Por esos afios, Adrian J. Brown, un quimico britanico que era
profesor de elaboracién de malta y cerveza de la Universidad de Birmingham, estudiaba la
fermentacion de sacarosa por levaduras cuando se dio cuenta de que habia ciertas sustan-
cias producidas por estos microorganismos que aceleraban la fermentacién. Brown logré
aislar parcialmente esta sustancia (que a la postre resultaria ser una invertasa) y estudid
la hidrdlisis de la sacarosa por esta enzima. Durante sus estudios cinéticos, Brown se dio
cuenta de que cuando la concentracion de sacarosa era muy alta con respecto a la concen-
tracion de enzima, la velocidad de la reaccidon se hacia independiente de la concentracion
de la sacarosa, es decir la reaccion se hacia de orden cero. Esta observacion lo llevé a pro-
poner el concepto de saturacion y posteriormente llegaria a la conclusion de que este com-
portamiento podria ser explicado por la formaciéon de un complejo entre las moléculas
de invertasa y la sacarosa. Esta conclusion también implicaba que la reacciéon observada
podia explicarse por medio de dos reacciones elementales, la primera que daba lugar a la
formacién del complejo enzima-sustrato y la segunda que descomponia el complejo para
liberar al producto y regenerar la enzima. Brown publicé su trabajo en 1902 y ésta fue la
primera vez que se dedujo un mecanismo de reaccién enzimatica a partir de datos cinéti-
cos. Sin embargo, no era la primera vez que se planteaba la formacion de estos complejos
enzima-sustrato. Brown bien pudo haber formulado su mecanismo a partir de las ideas
publicadas antes por Adolph Wurtz, quien en 1880 propuso la formacién de complejos
insolubles de papaina-fibrina, y de Cornelius O’Sullivan y Frederick Tompson quienes en
1890 habian notado que la actividad de la invertasa se conservaba a temperaturas elevadas
cuando se encontraba en presencia de sacarosa. O’Sullivan y Tompson consideraron que
esta conservacion de la actividad invertasa s6lo podia ser posible si existia una interac-
cidn entre la invertasa y la sacarosa. Brown también estaba al tanto de los trabajos previos
realizados por el quimico aleman Emil Fischer, quien ya en 1894 habia observado que la
especificidad de las enzimas podia explicarse mediante una interaccion de ajuste perfec-
to entre la enzima y las moléculas de sustrato. Esta observacion daria origen al modelo
de llave y cerradura de Fisher muy popular atin en nuestros dias (Eley, Pines et al, 1979;
Laidler, 1997).

El siguiente paso importante en la historia de la catalisis enzimatica llegd en 1913, cuando
el quimico aleman Leonor Michaelis y su asistente canadiense Maud Leonora Menten
observaron que el efecto notado por Brown, en donde la velocidad de reaccion se hacia in-
dependiente de la concentracién de sustrato, solo aparecia a concentraciones de sustrato
muy altas. Ellos se dieron cuenta de que a bajas concentraciones de sustrato la velocidad
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de reaccion era proporcional a la concentracion y trataron de compaginar estas obser-
vaciones con la idea de la formacion del complejo enzima-sustrato. El modelo que ellos
propusieron fue el siguiente:

3 L
E+S T "ES———>E+P
k.

En esta ecuacidn, E es la enzima, S el sustrato, ES el complejo enzima-sustrato y P el pro-
ducto. La hipoétesis propuesta por Michaelis y Menten sugiere que el paso limitante en la
reaccion es la descomposicion del complejo enzima-sustrato y que se establece un equili-
brio entre las especies E, S y ES. Cuando se utilizan concentraciones de sustrato que son
mucho mayores que la concentracién de enzima, toda la enzima se encontrara saturada
formando el complejo ES, la concentracién de este complejo permanecerd constante y la
reaccion por tanto transcurrird a velocidad constante cuando se varia la concentracion
del sustrato. Por el contrario, a concentraciones de sustrato bajas la enzima no estara sa-
turada y la concentracién del complejo ES, y por tanto la velocidad de la reaccién, serdn
dependientes de la concentracion de sustrato (Voet, Voet et al, 1999; Nelson, Lehninger et
al, 2008; Cornish-Bowden, 2013).

Como resultado de este razonamiento, Michaelis y Menten desarrollaron su bien cono-
cido modelo que introduce una constante, la constante de Michaelis-Menten. Esta cons-
tante es una medida de la afinidad de la enzima por un sustrato particular, valores bajos
de esta constante indican que la enzima se une fuertemente a la molécula de sustrato,
mientras que valores altos sugieren una unién débil entre estas dos moléculas.

Una derivacién mas general de la ecuacion de Michaelis-Menten fue propuesta por Edward
Briggs y John Haldane en 1925. Su propuesta sugeria que la aproximacién de Michaelis y
Menten de considerar un equilibrio entre E, S y ES no siempre era correcta. Para solventar
esto, la propuesta de Briggs y Haldane contemplaba que, transcurridos apenas unas
fracciones de segundo, se formaba el complejo enzima-sustrato y este permanecia bajo un
régimen de estado estacionario. El modelo matemético propuesto por Briggs y Haldane es,
en esencia, idéntico al obtenido por Michaelis y Menten, la tnica diferencia se encuentra
en la interpretacion de la constante de Michaelis con respecto a las otras constantes de
velocidad (Cornish-Bowden, 2013).

Con el desarrollo de nuevas metodologias de purificacion y cristalizacion de las enzimas
en las primeras décadas del siglo XX, fue posible estudiar con mas detalle las interaccio-
nes entre las moléculas y sus sustratos, y el estudio de la cinética enzimatica tuvo gran-
des avances. Los primeros estudios con una enzima pura, la tripsina, se realizaron hacia
mediados de los afios 40 del siglo pasado por John Alfred Valentine Butler. A partir de
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esta fecha, con el desarrollo de nuevas técnicas y tecnologias para analisis y produccién
de enzimas se han desarrollado numerosos estudios que han contribuido a una mayor
comprension del mecanismo y de la cinética de las enzimas (Pandey, 2006).

El desarrollo de modelos matematicos que describen el comportamiento de las enzimas
en presencia o ausencia de diferentes sustratos o inhibidores ha resultado crucial para el
entendimiento de los mecanismos de reaccion de las mismas y ha permitido también elu-
cidar posibles funciones fisioldgicas, asi como sus mecanismos de regulacion.

Las enzimas, al ser catalizadores de origen bioldgico, siguen las mismas leyes quimicas y
fisicoquimicas que rigen a los procesos quimicos. De hecho, la cinética enzimatica puede
considerarse como una rama de la cinética quimica y para tratar de entenderla debemos
revisar algunos conceptos importantes.

Principios de cinética quimica

Cinéticas de primer orden

Una expresion de velocidad para una reaccién quimica debe contemplar el cambio en
la concentracién de los sustratos o reactivos en funcion del tiempo, de tal forma que las
unidades de la velocidad de reaccién deben expresarse como M - s'.

Considera la siguiente reaccion elemental en donde A representa al reactivo y P al pro-
ducto:

A->P (5.1

Aunque la reaccion (5.1) esta representada como una reacciéon que ocurre en un solo paso, puede
suceder que ocurra como una secuencia de reacciones parciales elementales que involucran la
aparicion de intermediarios de reaccién. Estas reacciones se pueden representar de la siguiente
manera:

A>A1>A2>A >P (5.2)

Aqui, la descripcion de todas y cada una de estas reacciones elementales resulta en la des-
cripciéon del mecanismo global de dicha reaccién.



INDICE PROBLEMAS DE INGENIERIA BIOLOGICA

La reaccién (5.1) es un ejemplo de una reaccién de primer orden. Cabe recordar que el
orden de una reaccion esta determinado por el nimero de moléculas que participan en
dicha reaccién y no guarda relacion con el coeficiente estequiométrico de las especies que
intervienen en la misma. En otras palabras, el orden de la reacciéon describe el nimero de
moléculas que deben interaccionar para generar un producto. El orden de las reacciones
s6lo puede determinarse experimentalmente, usualmente a través de las expresiones de
velocidad de reaccidn.

Para reacciones de primer orden que ocurren a temperatura constante, como la reaccién
(5.1), la velocidad de la reaccion es proporcional a la frecuencia con la cual las moléculas de
A colisionan entre si. Esta frecuencia de colision entre las moléculas a su vez, es funcion
de la concentracion de A y puede expresarse matematicamente con la ecuacion (5.3).

v « [A] (5.3)

Podemos sustituir el signo de proporcionalidad de esta ecuacién por una constante de
proporcionalidad, k, esta constante se conoce como constante de velocidad de reaccion.
Sustituyendo a k en la ecuacién (5.3) podemos reescribirla de la siguiente manera:

v k [A] (5.4)
y también podemos expresarla en forma diferencial:

v=%=—%=k[A] (5.5)

Esta expresion nos senala que la velocidad de apariciéon de producto, de], o la velocidad de
desaparicion del reactivo, 7%, es proporcional a la concentracion de [A], y puesto que
la velocidad de reaccidn tiene unidades de M-s, la constante de velocidad k deberd tener
unidades inversas de tiempo, s™.

Para encontrar el valor de la constante de velocidad es necesario integrar la ecuacion (5.5).
Para esto primero debemos reescribirla poniendo los términos comunes de un lado de la
ecuacion:

_ dI:A:|_k dt (5.6)

V= ——— =

4]

y posteriormente resolvemos la ecuacién integrandola bajo los limites:
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[4] ¢
vzj ’ M——kjo dt .7)

b, L4l

la solucion para la ecuacion (5.7) es:

A
v=In :I— k-t (5.8)

(4],

La ecuacion (5.8) representa la expresion de velocidad para una ecuacion de primer orden.
Podemos escribir esta ecuacion de diferentes formas:

[4]=[4] " (5.9)

In[A]=In[A],— k-t (5.10)

A partir de estas expresiones se puede obtener experimentalmente el valor de la constante
de velocidad. La forma mas simple para hacer esto es utilizando la ecuacién (5.10), ya que
tiene la forma de una ecuacion de una linea recta y = b — m x . Usando nuestros datos ex-
perimentales y graficindolos como In [A] vs. t obtendremos una linea recta con ordenada
al origen igual a In [A]o y con una pendiente negativa cuyo valor es igual a la constante de
velocidad de reaccidon —k, como se muestra en la figura 5.1. Puesto que en la ecuacion (5.10)
la constante de velocidad multiplica a t, k debe tener unidades inversas de tiempo (s). El
ajuste de los datos experimentales a una linea recta confirmara que la reaccién (5.1) es de
primer orden, mientras que cualquier desviaciéon de un comportamiento lineal indicara
que la reaccion ocurre con un orden diferente de uno.

Figura 5.1. Cinética de primer orden.

Un caso interesante ocurre cuando la concentracion del reactivo A se reduce a la mitad de
la concentracion inicial, [A]o, esto es, cuando [A] = % [A]o. Al tiempo que transcurre para
que la reaccién alcance esta condicion se le conoce como vida media y se representa como
t,,. Sustituyendo estas variables en la ecuacion (5.8) obtenemos:
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1
lnE[A]0 =—k-t (5.11)
[4], s '

y resolviendo para t,, tenemos:

ty = @ (5.12)
2 k

La ecuacion (5.12) define a la vida media como una constante para una ecuacion de primer
orden. Esto quiere decir que el tiempo que transcurrira para que la concentracién de un
reactivo A se reduzca a la mitad de la concentracion inicial siempre serd el mismo inde-
pendientemente de la concentracion de A con la que se inicie el experimento.

Cinéticas de segundo orden.

En el caso de reacciones bimoleculares del tipo

A+B->P (5.13)
la expresion general de velocidad esta dada por

v=k[4] -[B]b (5.14)

En esta expresion los exponentes a y b representan los 6rdenes de reaccion respecto de
las especies A y B. El orden global de la reaccidn, n, esta dado entonces por la suma de
estos exponentes, n = a + b. La ecuacidn (5.14) indica que las concentraciones de A y B
tienen que elevarse a una potencia para demostrar el efecto que tienen en la velocidad de
reaccion. Cabe mencionar que el valor de estos exponentes puede ser un niumero entero
o fraccionario. La forma diferenciada de la ecuacién (5.14) puede escribirse de la siguiente
manera:

o T A G

Existen diferentes aproximaciones para determinar la constante de velocidad y el orden
de reaccion en este tipo de reacciones. Estas aproximaciones resultan de simplificaciones
basadas en las condiciones de concentracién inicial de las especies reaccionantes. Para
fines de andlisis consideremos primero el caso en que las concentraciones de A y B son
iguales, [A] = [B]. En este caso la reaccién (5.13) puede reescribirse de la siguiente manera:

A+A->P (5.16)
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la expresion de velocidad para la ecuacion (5.16) esta dada por
v=k-[A]-[A] v v=k-[AP (5.17)

En este caso, la reaccion es de orden uno con respecto a A y con un orden global para la
reaccion igual a dos. La forma diferencial para la ecuacidn (5.17) sera:

= Mz _%zk.[/{lz

dt (5.18)
para resolver esta ecuacion debemos rearreglarla e integrarla bajo los limites:

[4] dl 4
v=| 4] kJ. dt (5.19)

o [4]
la solucién para la ecuacion (5.19) es:
HL S S (5.20)
[4] 4]
Podemos reescribir esta ecuacion de la siguiente manera

(5.21)

1 1
==—+k-t
[4] [4],
esta expresion es equivalente a una ecuacion de unallinea recta y = b + m - x. Usando
nuestros datos experimentales y graficindolos como ] vs. t obtendremos una linea recta

con ordenada al origen igual a [; A] y con una pendiente cuyo valor es igual a la constante de
velocidad de reaccién , como se muestra en la figura 5.2.

En este caso, k tendra las unidades M -s. El ajuste de los datos experimentales a una
linea recta confirmara que la reacciéon A + A > P es de segundo orden, mientras que
cualquier desviacién de un comportamiento lineal indicard que la reaccién ocurre con
un orden diferente de dos.

La vida media para una reaccion de segundo orden estd dada por:

1
U]

(5.22)
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A partir de esta ecuacion puede observarse que la vida media para reacciones de segundo
orden depende de la concentracidn inicial del reactivom.

Figura 5.2. Cinética de segundo orden.

Para determinar la constante de velocidad de reacciones de segundo orden como la repre-
sentada en la ecuacidn (5.13) usualmente se recurre a otra simplificacion. Para este caso,
la expresion cinética esta dada por la ecuacion (5.14), en donde el valor de los exponentes

aybesl.
A+B>P (5.23)
v=k-[4][B] (5.24)

Esta expresion indica que la reaccion es de orden uno respecto a A y B, de tal forma que la
reaccion es de segundo orden global. Para determinar experimentalmente la constante de
velocidad de estas reacciones es comin incrementar la concentracion de uno de los reactivos
para ponerlo en un exceso en relacién a la concentracion del otro reactivo, esto es [B]>>[A].
Bajo estas condiciones se asume que la concentracion de B, al ser muy alta, permanece cons-
tante y es la concentracion de A la que determina la velocidad de la reaccién. En este caso el
analisis se simplifica al considerarla como una reaccién de pseudo primer orden en la cual la
constante de velocidad es una constante aparente que incluye la concentracién inicial de B,
como se muestra a continuacion.

En exceso de reactivo B ([B]>>[A]), podemos considerar a [B] como una constante, y:
d| A a a a
v T Ly [T = 44T 187 = 1, [4) =

y en exceso de reactivo A ([B]>>[A]):
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ve B Ly (8T = e [AT (8T = 5, (8] 5.26)

Las ecuaciones (5.25) y (5.26) representan reacciones de pseudo primer orden en donde la
constante de velocidad es una constante aparente. En estas ecuaciones kg = [B], y ki, =
[A],. El valor real de k, se puede obtener a partir de las siguientes relaciones:

ki

4],

k

n

[B] (5.27)
o

Este tipo de estrategias en las que se permite mantener la concentracion de algunos re-
activos casi constante, son herramientas valiosas para el andlisis y simplificacién de las
cinéticas de reaccion.

Cinética enzimatica

Desarrollo de la ecuacion de Michaelis-Menten

El factor clave que determina la velocidad de una reaccién catalizada enziméticamente
es la concentracion del sustrato. Sin embargo, estudiar los efectos de la concentracion del
sustrato a menudo resulta complicado ya que conforme procede la reaccidn, el sustrato
se agota y la velocidad de reaccion se ve afectada. Una manera de solventar este problema
consiste en medir las velocidades iniciales, vo. En estudios in vitro es comun que el sustra-
to se encuentre en un exceso de varios 6rdenes de magnitud en relacién a la concentracién
de la enzima. Si la reaccién se mide a tiempos cortos (usualmente menos de 1 min) la
concentracion de sustrato se mantendrd esencialmente constante. En estas condiciones es
posible evaluar el efecto que tendra la concentracion de sustrato sobre la velocidad inicial
de reaccidn, vo , cuando la concentracién de enzima también permanece constante. La
figura 5.3 muestra un ejemplo de una cinética enzimatica tipica.
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Figura 5.3. Grafica de Michaelis-Menten.

Puede observarse a partir de esta grafica que, a concentraciones bajas de sustrato, la vo
aumenta de manera casi lineal conforme aumenta la concentracidn de sustrato, mientras
que a concentraciones altas de sustrato el aumento en vo se hace cada vez mds pequeiio
con el incremento en la concentracién de sustrato. En esta zona de la grafica, la cur-
va muestra un comportamiento asintético cuyo maximo tedrico resulta ser la velocidad
méaxima, v,,,, a la cual puede trabajar la enzima. El punto clave para entender este com-
portamiento cinético estd en la aparicion del complejo enzima-sustrato ES. Como vimos
anteriormente, este complejo fue propuesto inicialmente por Adrian Brown y posterior-
mente Michaelis y Menten lo abordaron dentro de un modelo de reaccién y cinético.

k, k,
E+S=<—=—ES—>E+P (5.28)

-1

En este modelo las especies quimicas E, S, ES y P corresponden a la enzima libre, el sustra-
to, el complejo enzima sustrato y producto respectivamente, mientras que k, corresponde
a la constante de velocidad de segundo orden para la formacion del complejo [ES], k_;
es una constante de velocidad de primer orden para la disociaciéon del complejo [ES] y
k, es una constante de velocidad de primer orden para la formacién de producto. En los
estudios de cinética enzimatica usualmente estamos interesados en medir la velocidad
de aparicion del producto. A partir de la ecuacién (5.28) podemos ver que la velocidad
de aparicion del producto es directamente proporcional a la concentracién del complejo
enzima sustrato [ES]. La expresion cinética para la formacion de producto es:

v, = dE;f] — kz [ES] (5.29)
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Una expresion de velocidad que describa el comportamiento cinético global de la enzima
debe tener en cuenta la concentracion del complejo [ES]. Observando la ecuacién (5.29),
es evidente que la concentracion del complejo [ES] depende de las constantes de velocidad
individuales k,, k_, y k,. La ecuacién de velocidad global para el complejo [ES] puede
expresarse de la siguiente manera

d[ES]_

o =k LEF[s]-k [BS]- k[ ES] (5.30

En esta ecuacidn el término k, - [E] - [S] establece la velocidad de formacion del complejo
[ES] mientras que los términos k_, - [ES] y k, - [ES] establecen la velocidad de desaparicion
del complejo. Esta ecuacién no puede resolverse con una integracion sencilla, sin embargo,
se pueden hacer algunas aproximaciones.

La aproximacion del equilibrio de Michaelis-Menten

Basandose en los trabajos previos de Adrian Brown y Victor Henri, Michaelis y Menten
propusieron que la constante de velocidad k,, es muy pequeia en relacién a k_, y que la ve-
locidad de formacion de [ES] es igual a la velocidad de disociacion del complejo. En otras
palabras, Michaelis y Menten propusieron que [ES] se encuentra en equilibrio:

k,[E][S] = k_, [ES] para k,>>k, (5.31)

Si [ES] estd en equilibrio:
[Bs]
[£][s]

en donde K, es la constante de equilibrio del complejo [ES]. Resolviendo la ecuacién (5.32)
para[E], tenemos:

(5.32)

@q

L
k,

[E]= m (5.33)
k[s]

Esta ecuacion estd expresada en términos de la concentracion de enzima libre [E] y de la
concentracién del complejo [ES]. Sin embargo, estas concentraciones no son facilmente
medibles y es por tanto necesario expresar la ecuacion en términos de la concentracién de
enzima total, [ES];, puesto que usualmente sabemos la cantidad de enzima que usamos en
el ensayo. La enzima total, [ES];, que se encuentra en la reaccién puede encontrarse como
enzima libre, [E], o formando el complejo enzima-sustrato, [ES], es decir:
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(E]; = [E] + [ES] (5.39)
rearreglando:
[E] = [E]; - [ES] (5.35)

Sustituyendo (5.35) en (5.33) y resolviendo para [ES]

[£],-[£5]= kzl[[ii] (5.36)
(2], = (a5 5] oo

[£], = I:ES](H ﬁ} 5.39)

[ES]= L (5.39)

Por otra parte, la velocidad de la reaccion esta dada por la ecuacion (5.29), que expresan-
dola en términos de [ES] queda de la siguiente manera:

[ES ] = Z—z (5.40)

Sustituyendo a (5.40) en (5.39) y resolviendo para v, tenemos:

ﬁ = ﬂ (5.41)
k2 k—l
I+—F=
k[5]
1+ —1=
k[5]

y multiplicando ambos términos de la ecuacién por [S]:
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= LB 543

0 k
[S]+?l

1

Bajo condiciones de saturacion por sustrato toda la enzima estara formando el complejo
[ES] y la enzima trabajara a su velocidad maxima, v,,,,, esto es:

vmax = kZ |:E:|T (5.44)
Sustituyendo (5.43) en (5.42) tenemos:

v, = Vmi[i] (5.45)
[S] + k;l

1

Finalmente, podemos definir a la relacién k ,/ k, como K, la constante de Michaelis-Men-
ten. Sustituyendo en la ecuacion (5.45) tenemos:

v, = Vinax [S :l (5.46)
[S] +K,,

La ecuacion (5.46) corresponde a la ecuacion de Michaelis-Menten. Nota que en esta deri-
vacion de la ecuacion, la K, es efectivamente una constante de disociacion del complejo
enzima-sustrato.

La aproximacién del estado estacionario de Briggs y Haldane

Hacia 1925, Briggs y Haldane propusieron una solucién mas general como alternativa a la
aproximacion de Michaelis y Menten, con el argumento de que la propuesta del equilibrio
rapido no era estrictamente cierta. Haldane consideraba que una vez que se forma el com-
plejo enzima-sustrato parte de este terminaba por disociarse para generar un producto y,
por lo tanto, no podia disociarse para liberar a la enzima y el sustrato, alterando con esto
el equilibrio del complejo [ES]. Briggs y Haldane propusieron que una vez que el sustra-
to entraba en contacto con la enzima, la concentraciéon del complejo enzima-sustrato se
incrementaba rdpidamente pero después de cierto tiempo la concentraciéon del complejo
tendia a mantenerse constante porque parte de él también se disociaba para liberar el pro-
ducto. Briggs y Haldane sugirieron que el complejo enzima-sustrato alcanzaba un estado
estacionario en el que las velocidades de formacién y de disociacién eran similares. Esto
se puede expresar con la siguiente ecuacion cinética:
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d[ ES |
dt

=0=k [E][S]-k, [ES]- k[ ES] (5.47)

A partir de esta condicion se puede derivar una expresion de velocidad global de la reac-
cién enzimatica. Podemos reescribir la ecuacion (5.47) de la siguiente manera:

k-|E][S]=k, [ES]+ k[ ES] (5.48)

si asociamos las constantes tenemos:

k-[E][S]=[ES](k, +k) (5.49)
[E][SJ _ (kfl + kz) (5.50)
[ES] k,

sustituyendo la ecuacién (5.35) en (5.50):

(L£]-[Es)[5]_k, + 4,

(5.51)
[ ES] k,
Si definimos a,
K = ko th, (5.52)
M kl
Podemos rearreglar la ecuacion (5.51) de la siguiente manera:
K,y - [ES] = ([E]; - [ES]) - [S] (5.53)

Resolviendo para [ES],

[ES]= £ ] 5] (5.54)

K, +[S]

sustituyendo la ecuacién (5.40) en (5.54):

Yo _ M (5.55)
k, K, +[S]
_k o [E] [S] 550

TR
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Finalmente, si retomamos la ecuacion (5.44) y la sustituimos en (5.56) obtenemos

v, = Vinax I:S:| (5.57)
K, +[5]

A la expresion (5.57), que es una expresion de velocidad que describe el comportamien-
to de las enzimas, se le conoce como la ecuaciéon de Michaelis-Menten. Esta ecuacién
describe una hipérbola rectangular y es exactamente igual a la expresion obtenida por
Michaelis-Menten cuando desarrollaron su hipétesis del equilibrio del complejo [ES]. La
diferencia entre las ecuaciones (5.46) y (5.57) estriba en el significado de la constante K.
Mientras que en el modelo del equilibrio propuesto por Michaelis-Menten la K,, es una
constante de disociacién verdadera, en el modelo del estado estacionario propuesto por
Briggs y Haldane no lo es, ya que se incluye el valor de la constante de velocidad k,.

Significado fisico de la K,
El significado fisico de la puede deducirse bajo las siguientes condiciones:

Cuando [S] >> K,

b o Y 5] _ Vo 5] — (5.58)
*[s]+k, [5]

Cuando [S] = K,

B L R I 50
*[s]+k, [s]+[s] 2[s] 2

Asi, cuando la concentracion de sustrato es muy alta, la velocidad de la reaccion se apro-
xima a la velocidad méxima, mientras que a concentraciones de sustrato iguales a la K,
la velocidad de la reaccion serd la mitad de su velocidad maxima (figura 5.3). Por lo tanto,
el significado operacional de la K, es muy sencillo, la K, es la concentracion de sustrato a
la cual la enzima trabaja a la mitad de su velocidad maxima. Las unidades de la K, seran,
por tanto, unidades de concentracién molar (M).

La K,, también representa la afinidad de la enzima por el sustrato. Para hacer esto mas
evidente, considera lo siguiente, partiendo de la ecuacién (5.51).

K =—=1'™ (5.60)
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rearreglando:
:k71+k2:£+£=[<+£ (5.61)
M k k Kk ok

1

Si consideramos que el paso mas lento en una reaccién enzimatica es la disociacién del
complejo [ES] para liberar el producto (k, << k _,), el segundo término en la ecuacion (5.61)
se hace despreciable y K,,=Ks=k _/ k, . El valor de K, se aproxima entonces al valor de
K, la constante de disociaciéon del complejo ES. Un valor pequefio de K,, implica que la
velocidad de formacién del complejo [ES] (determinada por k, ), es muy alta en relacién a la
velocidad con la que se descompone [ES]. Por el contrario, un valor grande de K, implica
que la velocidad de descomposicion del complejo [ES] (determinada por k _;) es mayor que
la velocidad de formacion. Es debido a esto que se considera a la K, como una medida de la
afinidad por el sustrato. El valor de la K}, es iinico para cada par enzima-sustrato. De la mis-
ma forma, cada enzima que actiia sobre un mismo sustrato tendrd valores diferentes de K,.

La grafica ecuacion de Michaelis-Menten muestra que a concentraciones altas de sustrato
la velocidad permanece casi constante. En esta zona la ecuacién describe una asintota y
por tanto es dificil alcanzar la velocidad maxima tedrica porque para esto requeririamos
concentraciones muy altas de sustrato. Sin embargo, para efectos practicos, basta usar
concentraciones de sustrato que corresponden a diez veces el valor de la K,,. Bajo estas
condiciones el valor de la vo es 90% dela v,,,,.

Sivo=09v,,.:
v, = Vinax I:S:I =09y = vm‘”i[s:' (5.62)
K, +[S] " K, +[S]

Resolviendo para [S] :

v |8 S
KM+[S]=(”;“"9—V[W]=[O—9:1.11[S] (5.63)
K, =111 [S] - [S] (5.64)
[s]= % =9.09 K, (5.65)

Esto es, para asegurarnos que la enzima trabaja al 90% de su v,,,, tendremos que usar
concentraciones de sustrato al menos 10 veces mayores al valor de la K,,,.



CAPITULO 5
PROCESOS BIOCATALITICOS iNDICE

Constante catalitica, nimero de recambio y eficiencia catalitica

Como hemos discutido previamente, la velocidad de la reaccion depende de la concentra-
cién del complejo [ES]:

v, = # =k, - [ES] (5.66)

Bajo condiciones de saturacion de sustrato toda la enzima presente en el medio de reac-
cién estara en forma del complejo enzima-sustrato, la concentracion de la enzima libre
tiende a cero y la reaccidon funcionara a su velocidad maxima de tal forma que podemos
reescribir la ecuacion (5.66) de la siguiente manera:

Vinax = Ky * [ES] (5.67)
y como [E]; = [E] + [ES] = [ES], entonces:

v —k-[El, (5.68)
y resulta que:

Viax= Kear [Ely (5.69)

La constante k., es la constante catalitica y para sistemas de reaccion simples como aque-
llos en los que se tienen enzimas con un solo sitio activo, o donde participa un solo sustra-
to, la k., es igual al valor de la k,, la constante de velocidad de primer orden para la libera-
cién producto. La constante k., también es conocida como el nimero de recambio, ya que
su valor refleja el numero de ciclos cataliticos que cada molécula de enzima realiza por
unidad de tiempo. Las unidades de esta constante son unidades reciprocas de tiempo (s).

Consideremos ahora el caso en el que la concentracion de sustrato es mucho menor a la
K, Bajo estas condiciones casi toda la enzima en la reaccion se encontrara en forma de
enzima libre y se formard muy poco complejo ES. Si [S] << K, entonces [E],=[E] y:

o {S]_R[ELIS]_k

0o~ K, + [S]_ K, K—M[E][S] (5.70)

para sistemas simples, k_,, = k,, entonces,

v, = %[E][S] (5.71)
M
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La relacion k,,/ K,; (M™'s™) es una constante de velocidad de segundo orden vy se le co-
noce como eficiencia catalitica de la enzima. Su valor refleja la frecuencia con la que la
enzima y el sustrato se encuentran durante la reaccidn. Para visualizar esto considera el
caso de que la reaccion sea muy eficiente, es decir que la velocidad de descomposicion del
complejo [ES] para liberar el producto sea mucho mayor a la velocidad de descomposicion
para liberar sustrato. Si k ,>> k _, entonces:

kcat — i — kal (5.72)
K, K, k, +k

k

K g (5.73)
KM

Es decir, en el caso de una catalisis muy eficiente el valor de la relacién k.,,/ K, se aproxi-
ma a la velocidad con la que se forma el complejo ES (determinada por k ,). Esta velocidad
esta determinada por la frecuencia con la que se encuentran la enzima y el sustrato en la
reaccion y su limite solo esta condicionado por la velocidad de difusion. Para sistemas
acuosos esta velocidad de difusion estd en el orden de 108-10° M~ s7%. Por tanto, las enzi-
mas mas eficientes seran aquellas cuya actividad s6lo esté determinada por la difusion del
sistema y tendrdn valores de k.,,/ K, en el orden de 108-10° M~'s™".

Este parametro, llamado eficiencia catalitica (k,,,/K,;) (cuando se tiene la enzima comple-
tamente pura) o coeficiente de especificidad (v,,,,/K,,) (cuando no se conoce la cantidad
de moles de enzima utilizada), es muy util para comparar la transformacion de diferentes
sustratos con la misma enzima o el mismo sustrato con diferentes enzimas (por ejemplo
la degradacion de metabolitos similares con una enzima, o los efectos del cambio de ami-
noacidos en la funcion de una enzima sobre un mismo sustrato).

Estimacion de los pardmetros cinéticos

La ecuacion de Michaelis-Menten describe una grafica con forma de una hipérbola rec-
tangular. En principio es posible estimar el valor de los parametros cinéticos K, y v,,,. @
partir de esta grafica, sin embargo, no es un procedimiento muy recomendado. La razén
de esto es que a concentraciones de sustrato muy altas el valor de v, se aproxima asint6-
ticamente al valor de v,,,, por lo que no es posible estimar con exactitud este pardmetro
y como consecuencia tampoco el valor de la K. Para solventar este problema Hans Li-
neweaver & Dean Burk idearon una forma simple para estimar los datos cinéticos. Su
método consisti6 en utilizar los reciprocos de la ecuacion de Michaelis-Menten de la si-
guiente manera:
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W= +[E;] (5.74)

tomando los reciprocos a ambos lados de la ecuacién:

1K, +[S] 579
v, v . [S :I
1 = & 1 1 (5.76)

— = e —
% Ve [S] Ve
La ecuacion de Lineweaver-Burk (5.76) es una ecuacion de una linea recta de la forma y = m x +
b. Obteniendo los reciprocos de los datos experimentales y graficando 1/v, vs. 1/[S] se ob-
tendra una linea recta con pendiente positiva igual a K,,/v,,,. y con ordenada al origen igual
a1/v,,,. Si se extrapola la recta para encontrar la interseccidn en x, el valor obtenido sera
igual a —1/K,,. Este método representa una manera facil y rapida para determinar los pa-
rametros cinéticos, sin embargo, debe tenerse cuidado en la estimacion de los valores de
v, a concentraciones de sustrato muy pequefas, ya que en la grafica de reciprocos, errores
adin pequeiios, tienden a maximizarse.

El método de Lineweaver-Burk no es el inico que se ha desarrollado para la estimacién
de los pardmetros cinéticos. En el método de Hanes-Wolf, se obtiene el reciproco de la
ecuacién de Michaelis-Menten y luego se multiplica por [S]:

_ Vo[

Tk, [5]

[s]_[s)(, +[5) -

0 max[S:I

uz /8 +_ [S] (5.79)

max WI[LX

(5.77)

De esta manera, graficando v, vs [S] también genera una linea recta con pendiente posi-
tiva igual a 1/v,,,, y ordenada al origen igual a K,,/v,,,,. La extrapolacion de la recta para
encontrar la interseccién en x proporcionard el valor de —K.

En el método de Eadie-Hofstee primero se obtiene el reciproco de la ecuaciéon de Michae-
lis-Menten y posteriormente se multiplica por v,,,,, :

=g +[E;] (5.80)
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Voar _ vma)r(KM +[SJ) _ K, +[S] (5.81)
v, VLS [5]
_Kav (5.82)

v, =—K,, [VTO] + V. (5.83)

Graficando v, vs v,/[S] se obtiene una linea recta con pendiente negativa igual a -K,; y
ordenada al origen iguala v,,,,.

Estos métodos de linealizacién de la ecuacion de Michaelis-Menten se han usado histo-
ricamente porque resultan ser rapidos y sencillos, sin embargo, en la actualidad cada vez
se utilizan menos y se han ido sustituyendo por métodos de regresiéon no lineales que
resultan mds precisos. La figura 5.4 presenta un ejemplo de los métodos de linealizacion
presentados en esta seccion.

Figura 5.4. Métodos de linealizacion de la ecuacion de Michaelis-Menten para la
obtencion de los parametros cinéticos.
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A partir de cualquiera de estos métodos es posible estimar los valores de K, y v,,,, para
una concentracion de enzima previamente determinada. El valor de la constante catali-
tica, k,,, puede estimarse directamente a partir de la ecuacion (5.69). Sin embargo, una
manera mds precisa para estimar el valor de k_,, consiste en medir la v,,,, a diferentes con-
centraciones de enzima bajo condiciones de saturacion de sustrato. La expresion (5.69) es
una ecuacion lineal, de tal forma que si se grafican los valores de la v,,,, en funcién de [E]
r se obtendra una linea recta con pendiente igual a k., (figura 5.5).

max

a partir de la ecuacion (5.69).

cat

Figura 5.5. Estimacion de la k

Biocatalizadores

Todas las propiedades mencionadas en el apartado anterior sobre las caracteristicas de las
enzimas, hacen pensar que ellas se pueden utilizar en cualquier proceso, pero, srealmente
todas las enzimas pueden ser biocatalizadores en procesos industriales? Una enzima para
convertirse en un biocatalizador requiere ciertas caracteristicas extras esenciales (Chee-
tham 1998; Petersen & Scouten, 1999):

- Debe ser robusta en los medios de reaccién (soportar altas temperaturas, pre-
siones, cambios de pH, etc.) y cumplir con la selectividad requerida para el
proceso.

- Se debe poder producir en grandes cantidades y con pureza constante.

- Debe ser segura y mostrar reproducibilidad.
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- Debe tener un alto nimero de recambio” (turnover number, k._,,).

- Debe ser indiferente al tipo de materia prima suministrada (siempre y cuando
contenga al sustrato de interés).

- Debe ser una alternativa limpia a un proceso quimico ya establecido y debe ser
competitiva con otros procesos.

- Debe mostrar ventajas en la reduccion de energia y residuos.

En resumen, un biocatalizador es una enzima, célula completa o anticuerpo catalitico
con alta actividad requerida para desarrollar un proceso econémicamente factible, que
ademds cumple con las caracteristicas antes mencionadas necesarias para hacer el pro-
ceso exitoso y costeable a nivel industrial (Cheetham, 1998). El término de biocatalisis se
refiere al area de la biotecnologia enfocada al analisis, disefio y operacion de sistemas para
la produccién y utilizacion de catalizadores biolégicos (enzimas-biocatalizadores).

Procesos biocataliticos

Los procesos biocataliticos se pueden definir como transformaciones de un determinado
sustrato a un determinado producto, utilizando uno o varios pasos catalizados por enzi-
mas (Bommarius & Riebel, 2004). Actualmente, los procesos multienzimaticos que aco-
plan uno o varios pasos biocataliticos en un solo recipiente (one-pot) o combinados con
otras reacciones quimicas, son atractivos a nivel industrial por la reduccién del numero
de etapas en los procesos, mejoras en la productividad, superacion de las barreras termo-
dindmicas (Wohlgemuth, 2010) y por ser procesos verdes o sustentables. Principalmente
se utiliza para la sintesis de compuestos farmacéuticos que requieren varias etapas de
proteccion y desproteccion de grupos funcionales y donde las enzimas podrian disminuir
estos pasos. Un ejemplo de aplicacion potencial en la industria es en la sintesis de inter-
mediarios de atorvastatina, un fairmaco que se utiliza en el tratamiento y prevencion de
enfermedades cardiovasculares ya que ayuda primordialmente, a disminuir los niveles de
colesterol en sangre. El proceso biocatalitico propuesto (Ma, Gruber et al, 2010) involucra
etapas de reduccion, deshidrogenacion y deshalogenacion que cumplen con los principios
de la quimica e ingenieria verdes (Hernandez, Lopez et al, 2016).

Los procesos biocataliticos son cada vez mas frecuentes en todo tipo de industrias (Illa-
nes, 2008; Plou, 2016). En la década de los 90’s, el nimero de procesos biocataliticos
desarrollados a gran escala se duplicé, cuantificando 134 biotransformaciones a gran
escala (mayores a 100 kg) con células completas o enzimas (Straathof & Adlercreutz,
1999). En la industria quimica, la produccion de acrilamida a partir de acetonitrilo utili-

*  Numero de moléculas de sustrato que puede transformar una molécula de enzima por segundo.
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zando la enzima nitrilo hidratasa ha alcanzado una produccién de 30,000 toneladas por
afio (Hagen, 2006). En la produccién de quimicos finos, las aminoacilasas, amidasas y
recientemente lipasas y esterasas son las mds exitosas para la obtencién de compuestos
enantioméricamente puros. En la produccién de fairmacos, la penicilina acilasa se uti-
liza para la sintesis de antibidticos p-lactamicos, como las penicilinas. En la industria
alimentaria hay una larga lista de aplicaciones de procesos biocataliticos: la produccién
de jarabes fructosados a partir de glucosa utilizando la glucosa isomerasa, la sintesis del
endulzante Aspartame, catalizada por la termolisina, y la sintesis de ésteres de aztcares
como tensoactivos naturales utilizando lipasas (Ballesteros, Plou et al, 2007), son algu-
nos ejemplos. En la figura 5.6 se muestra una lista de compuestos comerciales produci-
dos por procesos biocataliticos.

Figura 5.6. Compuestos comerciales producidos por via biocatalitica.” Modificado de
(Powell, Ramer et al, 2001).

También en las industrias de detergentes, agroquimica, energética, ambiental, panade-
ra, textil, papelera y recientemente, en la médica, se utilizan los procesos biocataliticos
(Charnock & McCleary 2017). En la figura 5.7, se presenta la demanda mundial de enzi-
mas por tipo de mercado y se observa que las aplicaciones industriales siguen abarcando
el 60% del mercado total (Enzymes Market Size & Share, 2017; Industrial Enzymes Mar-
ket, 2017). Dentro de ellas, las de alimentos y bebidas son las mayoritarias, seguidas por
las técnicas, de detergentes y de alimento animal. Se estima que el mayor crecimiento

*  El volumen de produccion es el reportado hasta antes del afio 2000.
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entre 2016 y 2024 sera para el mercado de enzimas en alimentos y bebidas, con un 10%
(Enzymes Market Size & Share, 2017; Industrial Enzymes Market, 2017). En este merca-
do, las industrias involucradas son lacteos, panaderia, bebidas, jarabes y endulzantes, y
cerveceria, principalmente.

Figura 5.7. Estimacion de la demanda mundial de enzimas por tipo de mercado, en 2016
(Enzymes Market Size & Share, 2017; Industrial Enzymes Market, 2017).

La mayoria de las enzimas industriales que participan en estos procesos pertenecen al
grupo de las hidrolasas, grupo que abarca cerca del 65% en niimero de aplicaciones in-
dustriales (Aehle, 2003). Entre ellas se encuentran: lipasas, esterasas, fitasas, amilasas,
celulasas, xilanasas, proteasas y diversas glicosidasas. El otro 35% son procesos catali-
zados por enzimas pertenecientes al grupo de las oxidorreductasas, transferasas, liasas e
isomerasas. Algunos ejemplos son: glucosa oxidasas, lacasas, catalasas, dextransacarasas,
transglutaminasas, pectin-liasas, xilosa isomerasas, etc. En la figura 5.8 se observa la dis-
tribucion por aplicacion de estas enzimas.

Figura 5.8. Distribucion por aplicacién de enzimas en la industria (Aehle, 2003).
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Como se puede observar en esta misma figura 5.8, dentro del grupo de las ligasas (sin-
tetasas), no existe ninguna aplicacién industrial debido bésicamente a la necesidad de
incorporar ATP como cosustrato y su elevado costo (500 pesos’/mmol de ATP.) lo li-
mita. Sin embargo, enzimas dependientes de cofactores, como las oxidorreductasas y
transferasas, ya se utilizan a nivel industrial (en menor proporcién que las hidrolasas)
por su capacidad para llevar a cabo reacciones quimicas mas complejas. Esto se ha
conseguido a través del disefio de estrategias como la regeneracion de cofactor (Wood-
yer, Johannes et al, 2006) o la innovacién en preparaciones enzimaticas que ya inclu-
yen enzima-cofactor (2005). Por otro lado, también es posible desarrollar reacciones
de sintesis catalizadas por enzimas y, de hecho a nivel industrial ya existen numerosos
ejemplos de ello. Estas reacciones se llevan a cabo principalmente por las hidrolasas en
disolventes organicos (Zaks & Klibanov, 1985).

En la tabla 5.2 se numeran algunos procesos industriales donde interviene alguna etapa
enzimatica, las enzimas involucradas y la compaiiia que desarrolla el proceso.

El mercado global para las enzimas utilizadas en procesos industriales en 2013 fue de
4.7 billones de délares y se estima que en 2022 alcance 6.3 billones de ddlares, a una tasa
de crecimiento anual de 5.8% (Global Industry Report Summary, 2017.). Esto se debe a
la tendencia mundial “obligatoria” de que las industrias desarrollen procesos mas lim-
pios o de “quimica verde” que protejan el medioambiente, reemplazando o incluyendo
biocatalizadores en lugar de catalizadores quimicos (Grunwald, 2014). Por otra parte,
el mercado de salud y bienestar, también esta experimentando un rapido crecimiento
por la mayor demanda de comida natural saludable y nutracéuticos, requiriendo aditi-
vos alimentarios, incluyendo a las enzimas, que provengan de fuentes naturales (Mor-
dor-Intelligence, 2015) o que sean sintetizados por ellas. De esta forma, el campo de
las enzimas aplicables a procesos biocataliticos esta experimentando un mayor nimero
de iniciativas de investigacion y desarrollo (I+D) que ofrezcan resultados tanto en el
desarrollo de nuevos productos como en el mejoramiento de procesos y desarrollo de
productos ya existentes (Rajan, 2004).

*  Elprecio para ATP microbiano en 2017 del catalogo de Sigma Aldrich.



iNDICE

Tabla 5.2. Biotransformaciones a escala industrial (Zaks, 2001; Bommarius & Riebel,
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2004; Hagen, 2006).
Producto Enzima Compaiiia
Jarabes de alta fructosa Glucosa isomerasa Varias
Leche deslactosada Lactasa (B-galactosidasa) Varias
Acrilamida Nitrilasa Nitto Co.
Manteca de cacao Lipasas Fuji Oil
Nicotinamida Nitrilasa Lonza Guangzhou
Acido D-pantoténico Aldonolactonasa Fuji Pharmaceuticals
Aspartame Termolisina Tosoh/DSM
Acido 6-aminopenicilanico Penicilina acilasa Varias
D-fenilglicina Hidantoinasa/carbamoilasa Kanegafuchi
L-aspartato Aspartasa Varias
Ampicilina Penicilin-amidasa DSM
L-carnitina Dehidrasa/hidroxilasa Lonza
L-dopa B-tirosinasa Ajinomoto
(R)-acido mandélico Nitrilasa BASF
Amoxicilina, ampicilina, loracarbef, o . )
cemilofiban Penicilina acilasa Lilly
Xemilofiban Penicilina acilasa Monsanto

Intermediario en la sintesis de

paclitaxel

Resoluciones enantioselectivas
Intermediario de atorvastatina

Zanamivir (Relenza)

C-10 deacetilasa
Proteasas/lipasas
Nitrilasa

Aldolasa/epimerasa

Bristol-Myers Squibb

Hoffman-La Roche

Diversa (ahora
Verenium-BASF)

GlaxoSmithKline
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Clasificacién de los procesos biocataliticos

Los procesos biocataliticos se pueden clasificar de distintas maneras. A continuacion se
enumeran algunas, aunque pudieran existir otras mas.

1. Tipo de enzima. Si involucran el uso de enzimas solubles, enzimas inmoviliza-
das, microorganismos o células completas (principalmente cuando las enzimas
necesitan regenerar cofactores).

2. Origen de la enzima. Si proviene de organismos nativos, aunque posterior-
mente sea clonada en huéspedes, o si ya sufrié alguna modificacién por técnicas
moleculares para mejorar sus propiedades.

3. Medio de reaccion. Acuoso, organico, fluidos supercriticos, vapor, etc.

4. Volumen de reaccion. Escala laboratorio (3-10 mL), escala piloto (0.5-500L),
escala industrial (varios metros cubicos).

5. Tipo de producto. Productos masivos (commodity) como la acrilamida y los
jarabes fructosados o productos finos, como los farmacos y esteroides.

6. Tipo de sustrato. Materias primas sin procesar (como granos, subproductos
agricolas, suelo y agua contaminados) o compuestos quimicos (mezclas racé-
micas, precursores de farmacos, aminoacidos, etc.).

7. Tipo de aplicacion de la enzima. Procesos donde se adiciona en grandes canti-
dades (bulk), como en las industrias de detergentes, textiles, pulpa y papel, ali-
mentacioén animal (ejemplos de estas enzimas: proteasas, amilasas, glucanasas,
lipasas, celulasas, xilanasas, fitasas); o en cantidades pequefias como catalizador
(quimicos basicos, quimicos finos, alimentos, proteccion de granos, farmacéu-
ticos) (ejemplos: lipasas, proteasas, oxidorreductasas, aldolasas (Eley, Pines Et
al., 1979).

8. Tipo y configuracion de reactor. La configuracion es el modo de operacidn,
el cual puede ser en lote (discontinuo), continuo, discontinuo alimentado, si es
con recirculacion, si se manejan dos tipos de reactor, etc. Los tipos de reactor
pueden ser muy variados, desde tanque agitado, tubular, de lecho fluidizado,
lecho empacado, de flujo pistén, de membrana, etc.

9. Tradicional y no tradicional. La primera es donde los sustratos, enzimas y pro-
ductos se encuentran en la misma fase acuosa. La segunda puede ser de innu-
merables formas: sustratos y enzimas en fase acuosa y recuperacion de produc-
to en fase orgdnica; sustratos y productos en fase orgdnica y enzima en acuosa,
todos en fase organica, etc. (Davison, Barton Et al., 1997)
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Etapas de un proceso biocatalitico.

Aunque cada proceso es diferente y pueden ser muy heterogéneos entre ellos, se podria
presentar un panorama general de los procesos biocataliticos en los siguientes pasos: pre-
tratamientos o preparacion de la materia prima, reaccién biocatalitica, recuperacién de pro-
ductos y si es necesario, su purificacion. En las figuras 5.9 y 5.11 se presentan diagramas
generales: uno para procesos que utilizan materias primas en bruto y otro para procesos que
parten de quimicos finos. El diagrama de la figura 5.9 esta ejemplificado por distintos pro-
cesos para la produccion de un mismo producto, bioetanol. El bioetanol es una prometedora
alternativa a los combustibles fésiles, por lo que el desarrollo de bioprocesos para producirlo
estd en apogeo. En esta misma figura, también se incluyen los productos finales alternos a la
produccién de bioetanol, como los alimentos para animales y otros biocombustibles.

Tomando la clasificacién por tipo de sustrato, y partiendo de una materia prima como gra-
nos, subproductos agricolas (como bagazo de cafa, pulpa de café), aguas residuales, etc. es
necesario pasar por algtn tipo de pretratamiento previo al catalitico. Estos pueden ser me-
canicos (molido, tamizado, cribado, etc.), térmicos, quimicos, entre otros. La etapa biocatali-
tica varia dependiendo del tipo de reaccion que se llevara a cabo: licuefaccion, sacarificacion,
fermentacion, hidrdlisis, sintesis, etc. La recuperaciéon de producto es el siguiente paso, y se
puede realizar por destilacion, secado, concentracidn, precipitacion, filtracion, etc. Si en los
pasos anteriores el producto deseado no se obtiene con la suficiente pureza, el proceso debe
incluir una etapa de purificacion final.

Figura 5.9. Etapas generales de un proceso biocatalitico. Diagrama de diversos procesos para
la produccion de bioetanol. Sistema integrado de utilizacién de biomasa, Abengoa Energy.
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Si la materia prima del proceso biocatalitico es un compuesto quimico, los pasos de pre-
tratamiento (mecanico, térmico, etc.) por lo general, no son necesarios. Posiblemente en
algunos casos, el tratamiento quimico sea requerido, pero lo mas probable es que el pro-
ceso se inicie directamente en la reacciéon enzimatica. Un ejemplo es la produccion de
Aspartame utilizando termolisina (figura 5.10).

Figura 5.10. Reaccién de la termolisina para la sintesis de Aspartame.

El aspartame es un dipéptido 200 veces mds dulce que la sacarosa y en la actualidad es
ampliamente utilizado como endulzante no caldrico en un sinnimero de productos, por
lo que su demanda ha crecido alcanzando volumenes de produccién de 12,000 a 15,000
toneladas por afio (Buchholz, Kasche et al, 2012). Uno de los procesos de produccion de
Aspartame mas exitosos es el proceso enzimatico que trabaja la industria Toya Soda (fi-
gura 5.11). Este proceso se basa en la sintesis del L-acido aspartico con el éster metilico de
la L-fenilalanina (proveniente de una mezcla racémica), catalizada por la enzima termoli-
sina (Bommarius & Riebel, 2004, Buchholz, Kasche et al, 2012). El proceso se lleva a cabo
bajo condiciones suaves (pH 7.0-7.5, 50°C y en medio acuoso). La reaccion esta limitada
por la posicién de equilibrio, por tanto, los productos deben retirarse de la mezcla para
poder alcanzar altos rendimientos. El exceso de metil éster de fenilalanina hace que el
Aspartame forme un catién poco soluble que precipita en la mezcla de reaccidn, lo que
facilita su recuperacién por filtracion. El altimo paso del proceso es eliminar el grupo
protector por una hidrogenacién convencional. Este proceso biocatalitico presenta un
rendimiento final mayor al 99.9%, como consecuencia de la alta estereoselectividad de la
enzima (Hagen, 2006).
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Figura 5.11. Etapas generales de un proceso biocatalitico. Diagrama de la produccién de
Aspartame.

En torno al proceso biocatalitico, existen cuatro componentes técnicos integrales (selec-
cion del biocatalizador, caracterizacion del biocatalizador, ingenieria del biocatalizador y
del proceso, y modelamiento del proceso) necesarios para desarrollar un proceso a escala
piloto y demostrar su factibilidad econdémica (figura 5.12) (Schmid, Dordick et al, 2001;
Zhao, Chockalingam et al, 2002).
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Figura 5.12. Desarrollo de un proceso biocatalitico.

Por lo general, para desarrollar un proceso biocatalitico se parte del producto de interés,
el cual, tal vez puede producirse por distintas reacciones enzimaticas que conviertan los
sustratos adecuados en el producto deseado. Posteriormente se identifican y seleccionan
uno o mas posibles biocatalizadores y se instala un proceso, el cual debe ser econémica-
mente factible. Los aspectos limitantes del proceso biocatalitico se mejoran de manera
iterativa, gradualmente dirigidos hacia la elaboracion de un proceso mas eficiente (figura
5.12). Estos aspectos incluyen:

1. Seleccién del biocatalizador: Se parte de un screening para la busqueda de la ac-
tividad deseada; puede ser con enzimas nativas o modificadas comerciales, a par-
tir de colecciones de microorganismos, o a partir de genotecas metagendmicas de
microorganismos no cultivables provenientes de distintos ambientes (Handelsman,
2005; Fernandez, Guazzaroni et al, 2010). Ademas se debe elegir si se usan células
completas o enzimas puras.



INDICE PROBLEMAS DE INGENIERIA BIOLOGICA

2. Caracterizacion del biocatalizador: Considera el estudio cinético (actividad especifi-
ca, parametros cinéticos como y ), bioquimico (perfil de reconocimiento de sustra-
tos, pH y T 6ptimos, mecanismo catalitico) y molecular (masa molecular, secuencia
de la proteina, estructura) del biocatalizador. También se debe estudiar su estabili-
dad al medio de reaccion, a la temperatura o a posibles inhibidores presentes en el
medio (sobre todo si se parte de una materia prima en bruto).

3a. Ingenieria del proceso: Considera el desarrollo de las condiciones de reaccion (se-
lecciéon del medio de reaccién —acuoso, organico, fluidos supercriticos, liquidos
ionicos, etc.— T, pH, actividad de agua (a,,) y la ingenieria del medio de reaccién
(mezclas de disolventes, aditivos).

3b. Ingenieria del biocatalizador: Aplicacién de técnicas de inmovilizacién (adsorcion,
absorcion, encapsulamiento, enlace covalente multipuntual, entrecruzamiento
—CLEC’s y CLEAs— atrapamiento en membranas, etc.). Algunos de los biocataliza-
dores se utilizan inmovilizados, como catalizadores heterogéneos, y que pueden ser
recuperados y reutilizados, pero la mayoria son procesos basados en células suspen-
didas o enzimas en sistemas homogéneos, que son suficientemente baratas para per-
mitir un dnico uso, sin recuperacion o reutilizacion (figura 5.13) (Straathof, Panke
et al, 2002). También considera el uso de técnicas de modificacién quimica, modi-
ficacion genética de la enzima (ingenieria de proteinas: disefio racional, evolucién
dirigida, etc.) o de las vias metabolicas del microorganismo.

\

|
A\

Figura 5.13. Uso de enzimas o células completas en procesos biocataliticos industriales
(basado en 134 procesos) Modificada de (Straathof, Panke Ef al., 2002).
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3. Modelamiento del proceso: Un punto clave para que un proceso biocatalitico pueda
desarrollarse, es su factibilidad econdémica. Dado que el biorreactor representa la
parte central del proceso (ya que es donde la reaccidon enzimatica se lleva a cabo
bajo condiciones controladas) su eleccion es de gran importancia. Dependiendo del
tipo de biocatalizador a utilizar, se requiere un reactor especifico (tanque agitado,
lecho empacado, lecho fluidizado, de membrana, flujo pistdn, etc.) y configuraciones
particulares (operacion del proceso en discontinuo (lote), continuo, o discontinuo
alimentado) (Buchholz, Kasche et al, 2012). Si bien la mayoria de los procesos bioca-
taliticos industriales se realizan en discontinuo, la necesidad de mayores productivi-
dades y rendimientos ha modificado algunos procesos hacia la operacion en sistema
continuo. Los reactores continuos son frecuentemente utilizados en combinacién
con células o enzimas inmovilizadas, especialmente para aplicaciones de menor es-
cala (figura 5.14). En la industria de agro-alimentaria, los reactores de membrana
son muy utilizados por la ventaja de mantener las enzimas inmovilizadas. Principal-
mente se usan para reducir la viscosidad de jugos al hidrolizar pectinas, reducir el
contenido de lactosa en leche, como tratamiento de mostos y vinos por la conversion
de compuestos polifendlicos y antocianinas, y por eliminar peréxidos de productos
lacteos (Giorno & Drioli, 2000). Los reactores discontinuos alimentados, involucran
principalmente células completas (Straathof, Panke et al, 2002).En esta etapa tam-
bién se define cdmo recuperar el producto (remover el producto al tiempo que se
produce in situ o al final del proceso) y los pasos de purificacién si fueran necesarios.
Si el biocatalizador requiere cofactor, como en los procesos de oxidacién donde son
requeridos para mediar la transferencia electrénica, es necesario estudiar y desarro-
llar un paso de regeneracion del cofactor.

Figura 5.14. Tipos de reactores usados en procesos biocataliticos industriales. Valores
estimados (Straathof, Panke Et al., 2002).
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Caracterizacién de un proceso biocatalitico

Al evaluar el desarrollo de un proceso biocatalitico, no sélo se debe considerar la caracte-
rizacion previa del biocatalizador (actividad, selectividad, estabilidad, pardmetros cinéti-
cos), sino que existen una serie de criterios relativos al proceso en si que deben analizarse
(Bommarius & Riebel, 2004):

i. Rendimiento de producto

ii. Productividad del biocatalizador
iii. Estabilidad del biocatalizador

iv. Productividad del reactor

De hecho, hoy en dia, la mayoria de los procesos biocataliticos comerciales comparten di-
versas caracteristicas donde se ven reflejados estos criterios (Schmid, Dordick et al, 2001;
Buchholz, Kasche et al, 2012):

a. Altos rendimientos de productos a altas concentraciones y pureza. Es decir, se
obtienen bajas concentraciones de subproductos y se requieren bajas concen-
traciones de aditivos, como amortiguadores.

b. Alta productividad del catalizador. Es decir, alta efectividad y buena estabilidad
operacional.

c. Utilizan enzimas que no requieren cofactores caros.

d. Tratan de manejar bajos costos de manufactura y mantenimiento, asi como
poco requerimiento de espacio. Esto significa utilizar preferentemente un solo
reactor o pocos reactores con pequeios volimenes y minimo equipamiento.

Rendimiento de producto

El rendimiento del producto es uno de los factores méds importantes en la economia de un
proceso debido a que, por lo general, el costo del sustrato llega a ser mayor al 50% de los
costos variables. Por esta razon es indispensable que los rendimientos de un proceso sean
altos (Bommarius & Riebel, 2004).

El rendimiento de producto (y) es inversamente proporcional a la cantidad de reactantes
requeridos por unidad de producto obtenido.
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_ Cantidad de producto (5.84)

y= 3
Cantidad de reactantes

Este factor esta relacionado con la selectividad (o) y el grado de conversion (x), a través de
la ecuacién (5.85):

y=x-0 (5.85)
Por tanto, la concentracion de producto [P] se puede estimar con la siguiente ecuacion:

[P]:[S]o-y:[S]o-x-o (5.86)

En la separacion de compuestos racémicos, donde el rendimiento por corrida esta limitado a
50%, es necesario reciclar el compuesto sin reaccionar, con el objetivo de aumentar el rendi-
miento final.

La exitosa separacion de compuestos racémicos utilizando procesos biocataliticos se debe
a la exquisita selectividad de las enzimas. Un ejemplo es la produccién de aminoacidos
utilizando aminoacilasas (Aehle, 2003).

La demanda de L-aminodacidos para aplicaciones alimentarias y farmacéuticas esta cre-
ciendo rapidamente. Su produccion se realiza tanto quimica como biocataliticamente, sin
embargo el método biocatalitico presenta una ventaja importante: la alta especificidad.
El proceso industrial se basa en la separacion enantioselectiva de N-acetil-DL-aminoa-
cidos por la enzima aminoacilasa. El N-acetil-L-aminodacido se hidroliza produciendo
aminodacidos L, mientras el compuesto con el aminodacido D no reacciona (figura 5.15).
Posteriormente, el aminodcido L se separa por intercambio idnico o cristalizacion, y el
N-acetil-D-aminodcido sin reaccionar se recicla por racemizacién térmica o por una ra-
cemasa para alcanzar un rendimiento de 45% sobre un méaximo de 50%, aproximada-
mente (Hagen, 2006).

Figura 5.15. Reaccién de la aminoacilasa para la obtencién de L-aminodcidos.
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Este proceso en sus inicios, alrededor de 1954, se desarrollaba en lote en reactores agitados.
En 1969, se comenzd a desarrollar el proceso en un reactor de lecho fijo con la enzima inmo-
vilizada en el soporte DEAE-Sephadex. Fue hasta 1982 cuando Degussa escal6 este proceso
a niveles de produccidn de varios cientos de toneladas de L-metionina al afio, introduciendo
una nueva tecnologia que usa un reactor enzimatico de membrana. El reactor es operado
en continuo como un reactor de reciclaje, donde la enzima en estado soluble es retenida por
una membrana de ultrafiltracion de fibras huecas (Bommarius & Riebel, 2004). Actualmen-
te el biocatalizador se produce en grandes cantidades y su estabilidad operacional es alta,
por lo que este proceso ha demostrado ser altamente eficiente, especialmente a gran escala
(Aehle, 2003). Un avance importante en este proceso es la racemizacion selectiva in situ del
N-acil aminodacido realizada por la racemasa. Este paso mejora dramaticamente el proceso
de la acilasa eliminando el costo de racemizacion térmica y los pasos de separacion (figura
5.16). Ademas de que el proceso convencional se realizaba a pH 3 y entre 80 y 100°C y el
novedoso proceso enzimatico se realiza a pH 7-8 y entre 25 y 40°C (Eley, Pines et al, 1979).
El descubrimiento de la D-aminoacilasa permite también la obtencién de D aminoacidos
utilizando este mismo proceso e instalaciones.

Figura 5.16. Diagrama del proceso de produccion con aminoacilasa para la obtencion de
L-aminoacidos.
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Productividad del biocatalizador

Si se aflade una gran cantidad de biocatalizador a un sustrato en solucién, se obtienen
mejores resultados que si se alade poco catalizador. Sin embargo, para que un catali-
zador pueda considerase como tal, es necesario adicionarlo al proceso en cantidades
muy pequeiias. Mientras menor sea la cantidad de catalizador que se requiere anadir
para obtener el mismo resultado, mejor es su desempeno. Este desemperio depende del
maximo uso que se le puede dar a un biocatalizador, para una reaccion en especial y
bajo condiciones definidas, a través del nimero de reacciones moleculares o ciclos de
reaccion que se desarrollan en el sitio activo de la enzima hasta que decae su actividad
o termina su vida util, lo que se conoce como niimero de recambio de una enzima (fur-
nover number - TON) (Bommarius & Riebel, 2004, Hagen 2006).

_ Cantidad de producto
Cantidad de biocatalizador

TON (5.87)

El nimero de recambio no se usa frecuentemente en biocatalisis, posiblemente porque
la masa molecular del biocatalizador se debe conocer y tener en cuenta para obtener el
nimero adimensional, pero es un criterio decisivo, junto con la frecuencia de recambio
(turnover frequency — TOF) y la selectividad, para evaluar un catalizador en un proceso
catalitico (Bommarius & Riebel, 2004). La frecuencia de recambio cuantifica la actividad
especifica de un centro catalitico para una reaccién en especial y bajo condiciones defini-
das, a través del nimero de reacciones moleculares o ciclos cataliticos que ocurren en el
sitio catalitico por unidad de tiempo.

Velocidad volumétrica de la reaccion moles volumen .
TOF = — — - = - =tiempo (5.88)
Numero de centros cataliticos / volumen  volumen-tiempo moles
La relacion entre TOF y TON se esquematiza en la ecuacion siguiente:
TON = TOF[tiempo™] - vida media del biocatalizador|tiempo] (5.89)

Para aplicaciones industriales, el TON esta en el rango de 10°- 107, y el TOF en 10° - 107
s (Hagen, 2006).

A través del numero de recambio del catalizador se puede obtener la productividad del
mismo, expresada a como numero de productividad (PN).

Masa de producto (5.90)

~ Unidad de biocatalizador - tiempo
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No se tiene que perder de vista que actualmente existen varias estrategias para aumentar la
productividad del biocatalizador en un proceso; la mas tradicional es a través de reutilizar
la enzima o célula inmovilizada, y otra alternativa es a través de modificaciones genéticas
(clonacién y expresion del correspondiente gen de interés en un organismo huésped) para
aumentar la concentracion de enzima activa en células usadas como biocatalizadores.

Estabilidad del biocatalizador

Como en todos los procesos cataliticos, la estabilidad del biocatalizador es un criterio
clave para analizar la eficiencia econémica del proceso. En contraste con la estabilidad a
la temperatura o al almacenamiento, los cuales son independientes del proceso, la esta-
bilidad operacional o estabilidad al proceso es decisiva y determinante para el desarrollo
del proceso. El valor numérico de la estabilidad operacional se expresa como la cantidad
de unidades de enzima gastadas para generar una cantidad definida de producto. Esto se
define como numero total de recambio (TTN) (Bommarius & Riebel, 2004).

TTN = moles de producto producido

= (5.91)
moles de biocatalizador gastado

A menudo, cuando la pureza del biocatalizador no se conoce, la estabilidad se puede ex-
presar como el numero de consumo de la enzima (e.c.n.).

_ Cantidad de preparacion de enzima gastada g de enzima (5.92)

e.c.n. =
Cantidad de producto generado kg de producto

Esta ecuacidn se utiliza mas comiinmente y permite mostrar facilmente la contribucién
del biocatalizador al costo total del proceso (Tramper & Poulsen, 2000).

Las mediciones de estabilidad operacional de las enzimas deben realizarse bajo una con-
centracioén constante de sustrato, lo cual se encuentra usando un reactor continuo. Para
enzimas inmovilizadas, el uso de un reactor de lecho fijo en flujo piston es el més adecua-
do. Para enzimas solubles, un tanque agitado es mas ventajoso pero los reactores enzima-
ticos de membrana también son muy utilizados.

El parametro relevante para estudiar la estabilidad operacional de las enzimas es el pro-
ducto de la concentracién de la enzima activa ([[E],.., ]) por el tiempo de residencia (t).
Por ejemplo, para un tanque agitado continuo, la ecuaciéon que correlaciona la estabilidad
operacional es:
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I: ]activa i — X
[SO} B r(x) 593
donde:

x es el grado de conversién y
7 (x) es la conversion dependiente de la velocidad de reaccién

El umbral para considerar suficiente la estabilidad operacional de un biocatalizador de-
pende de la aplicacidn, asi como del rendimiento. Para aplicaciones en sintesis, la TTN
debe ser mayor de 10,000; y para procesos a gran escala, se prefieren mayor a 1,000,000.

Mientras el biocatalizador sea activo y estable por mas tiempo, menor serd su costo por kilo-
gramo de producto. Una de las estrategias para conseguirlo es su reutilizacion (figura 5.17).
La habilidad para reutilizar el biocatalizador ha minimizado los costos a una aceptable frac-
cién del costo de produccion total y por tanto ha permitido la produccién, econdmicamente
hablando, de compuestos de alto valor que antes no estaban disponibles comercialmente.
Un ejemplo son algunos ingredientes para productos de belleza, como el cetilo de ricinolea-
to, un aditivo que permite el desarrollo de nuevas formulaciones cosméticas al controlar los
efectos reoldgicos producidos por el alcohol cetilico durante el proceso (Veit 2004).

Figura 5.17. Economia del proceso. Reduccion de los costos del biocatalizador por reuti-
lizacion de la enzima (Veit, 2004). Gréfica interior (Diosdado, Chéavez Et al., 2016).
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En la grafica de barras dentro de la figura 5.17 se ejemplifica el reciclaje o reutilizaciéon
del biocatalizador en dos sistemas de reaccion a pequeiia escala: cuando se usa un sis-
tema con agitacion orbital (donde el biocatalizador no sufre dafio mecanico y puede
recuperarse y reutilizarse) y uno con agitaciéon magnética (donde el agitador magnético
después de 3 horas de reaccion, pulveriza el biocatalizador dejando sélo un 60% recu-
perable por lo que es necesario utilizar nuevo biocatalizador al comenzar un lote nuevo
de reaccién) (Diosdado-Nava, Chavez-Flores et al, 2016). El costo del biocatalizador en
la reaccién con agitacion magnética es siempre el costo total inicial, mientras que utili-
zando la agitacion orbital, el costo disminuye en cada nuevo lote de reaccién de forma
constante (al 50% del costo inicial cuando se reutiliza una vez, al 33.33% dos veces, al
25% tres reusos y asi sucesivamente).

Otra estrategia para mejorar la estabilidad operacional del biocatalizador consiste en iden-
tificar o disefiar una enzima dptima para un proceso enzimatico especifico, con la finalidad
de que la vida 1til de la enzima en ese proceso sea mayor y por ende, disminuya el costo
del biocatalizador. Esta estrategia constituye uno de los retos de la tecnologia enzimatica
moderna. En términos generales, los procesos biocataliticos solo pueden llevarse a cabo
a escala industrial cuando el costo del biocatalizador es menor al 5-10% de los costos de
transformacion del sustrato(s) en los producto(s) deseado(s) (Buchholz, Kasche et al, 2012).

Productividad del reactor

En el punto final de un proceso se obtiene el rendimiento méximo o la calidad éptima del
producto. Cuando se requiere comparar reactores de distintos tamarfios o construcciones,
que alcancen los mismos resultados en rendimiento o calidad, se analiza la productividad
del reactor a través del parametro de rendimiento en espacio-tiempo (STY):

STY = Cantidad deseada o generada de producto _ kg (5.94)
Volumen del reactor - tiempo L-h

Dado que un incremento en el valor de STY en el mismo reactor es equivalente a un in-
cremento en la velocidad de reaccién y por consiguiente una mejoria en el proceso, este
parametro también se utiliza para comparar modificaciones del proceso en el mismo re-
actor. Algunas de ellas pueden ser:

- Incremento en la concentracién de sustrato
- Incremento en la concentracién de enzima
- Incremento de la constante catalitica (k,,,)
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El valor minimo para la productividad de un reactor en base al parametro STY es de
100 g/L-d, un valor que puede deberse mas a la falta de solubilidad del sustrato que a la
reactividad del biocatalizador. Un proceso biocatalitico bien desarrollado generalmente
alcanza valores de STY mayores a 500 g/L-d, llegando incluso hasta 1kg/L-d (Tramper &
Poulsen, 2000).

Este parametro también sirve para comparar la produccién de compuestos utilizando
diferentes configuraciones de reactor.

Algunos ejemplos de procesos altamente productivos incluyen la produccion de L-aci-
do aspartico por la aspartasa inmovilizada; la producciéon de L-fenilalanina usando una
transaminasa o amidasa; la produccion de L-tert-leucina usando leucina deshidrogenada
en un reactor de membrana; la produccion de dcido 2-cloropropiénico por una reacciéon
de esterificacion catalizada por lipasas y la produccion de 1-feniletilamina por una reac-
cion estereoselectiva también catalizada por lipasas (Rozzell, 1999).

Futuro y perspectivas de los procesos biocataliticos

Actualmente los procesos biocataliticos, por lo general, no estan limitados por la tecnolo-
gia disponible o la naturaleza de los sustratos y los productos. En cambio, la factibilidad
del desarrollo de nuevos procesos biocataliticos, a menudo estd siendo determinada por
la disponibilidad de los biocatalizadores (Schmid, Dordick et al, 2001).

El reto principal de la Biocatalisis es obtener biocatalizadores con propiedades nuevas y/o
mejoradas de los que se pueda disponer para ser aplicados en un sinniimero de procesos de
las diferentes industrias como una alternativa para nuevos procesos limpios y sustentables.

En el ambito internacional, institutos de investigacion y empresas biotecnoldgicas (No-
vozymes, DSM, DuPont, AB Enzymes y otras) estan siguiendo nuevas estrategias para la
obtencion de nuevos biocatalizadores. Algunas de ellas son el mejoramiento de enzimas
a través de cambios estructurales mediante técnicas de biologia molecular como evolu-
cién dirigida (Arnold & Volkov, 1999), disefio de proteinas (Polaina & MacCabe, 2007)
o mutagénesis (Arnold & Georgiou, 2003), la bisqueda de nuevas enzimas provenientes
de microorganismos no cultivables de diversos ambientes a través de la construcciéon de
librerias metagenomicas (Schloss & Handelsman, 2003; Ferrer, Golyshina et al, 2005; Fe-
rrer, Martinez et al, 2016) y el desarrollo de nuevas técnicas de inmovilizacién (Mateo,
Palomo et al, 2007; Sheldon, 2007) y medios de reaccion (van Rantwijk & Sheldon, 2007).
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En México existen aun pocas industrias productoras de enzimas (ENMEX, Fermic, Chr.
Hansen de México), sin embargo cada vez hay mayor demanda y tal vez, ojald, en algin
futuro, las empresas transnacionales o nacionales inicien labores de investigacion y desa-
rrollo sobre enzimas en nuestro pais.
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Problema 5.1 Cinética enzimatica y biocatalisis.

Ejemplo de aplicacién de lacasas en la industria textil

Maria Dolores Reyes Duarte®

Humberto Garcia Arellano™

La industria textil es el sector econémico que tiene como fin la produccién de fibras sin-
téticas y naturales y cualquier otro producto destinado a la produccién de ropa y tejidos.
Actualmente, esta industria abarca una gran cantidad de procesos como el anudado de
alfombras (tufting), la elaboracion de tejidos de punto o malla, el enfurtido, asi como el
hilado a partir de fibras sintéticas, naturales y el acabado y tincién de los tejidos (Lee Ives-
ter & Neefus, 2001). En esta industria, las enzimas se pueden aplicar tanto al tratamiento
de fibras proteicas naturales (lana y seda), fibras celuldsicas (algoddn, lino y céditamo)
y en fibras sintéticas. Las enzimas encuentran aplicacion en las fases de hilado, teiiido
y acabado de los tejidos con el objetivo de limpiar la superficie del material, reducir las
pilosidades y mejorar la suavidad. Entre las enzimas que encuentran aplicacién en esta
rama de la industria se encuentran las a-amilasas, celulasas, lipasas, pectinasas, catalasas,
peroxidasas y lacasas.

Un proceso textil interesante donde las enzimas tienen un uso relevante es en la produc-
cién de tela Denim (mezclilla), con la que se confeccionan los jeans (Kirk, Borchert et al,
2002).

Dentro de este proceso, las lacasas, participan en el proceso de decoloracién o blanqueo
de la tela a través de la oxidacion del colorante indigo.

*  Departamento de Procesos y Tecnologia, UAM-Cuajimalpa, México. dreyes@correo.cua.uam.mx

** Departamento de Ciencias Ambientales, UAM-Lerma, México. h.garcia@correo.ler.uam.mx
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Figura 5.18. Esquema de proceso de produccion de tela para jeans (tela Denim). Modifi-
cada de (Kirk, Borchert et al, 2002; Torres & Sandoval, 2015).

Las lacasas (Bencenodiol: oxigeno oxidorreductasa, EC 1.10.3.2), pertenecen a la familia
de las oxidasas multicobre. Son fenol oxidasas con una masa aproximada de 70 kDa pro-
ducidas por algunos hongos basidiomicetos conocidos como hongos de la putrefaccion
blanca. En la naturaleza, estas enzimas estan involucradas en la degradacion de la lignina,
que constituye uno de los principales componentes de la madera y es uno de los biopoli-
meros mas abundantes en las plantas.

Las lacasas también tienen aplicacion en el tratamiento de los efluentes generados por los
procesos textiles. La industria textil es una de las mayores productoras de efluentes liqui-
dos. Estos efluentes son potencialmente toxicos y contienen productos no biodegradables
que suelen ser resistentes a la destruccion por métodos de tratamiento fisico-quimico. Los
efluentes textiles poseen un elevado contenido de colorantes (10-15% de los colorantes no
fijados son desechados en los efluentes) y aditivos que generalmente son compuestos orga-
nicos de estructuras complejas, poco biodegradables. Las lacasas son capaces de oxidar y
detoxificar un gran niumero de compuestos, con la reduccién acoplada de oxigeno mole-
cular a agua. Debido a esta caracteristica, estas enzimas encuentran aplicacién como bio-
catalizadores industriales en el tratamiento de los efluentes textiles, en la deslignificaciéon
y blanqueo de la pulpa de papel, y en la biorremediacién de residuos industriales. Aunque
las lacasas oxidan preferencialmente sustratos fenélicos, el tipo y nimero de sustratos que
pueden ser oxidados por esta enzima se ve incrementado mediante la adicién de ciertos
compuestos denominados mediadores, como el ABTS (acido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotia-
zolin-6-sulfénico)) y el HBT (1-hidroxibenzotriazol). Por esta razon, muchas preparaciones
enzimaticas comerciales incluyen el sistema lacasa-mediador redox. Otras formulaciones
integran, ademds de las lacasas, celulasas. Esto les permite agrupar las etapas stone wash y
blanqueo en una sola, donde variando la dosis o el tiempo de tratamiento es posible obtener
diferentes tonos y terminaciones de producto (Rodriguez, 2012) (ver figura 5.18).
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El uso de estas preparaciones tiene varias ventajas como: a) hacer mas eficiente el proce-
s0, b) brindar un terminado superior de la mezclilla deslavada sin afectar los productos
que tengan Lycra u otro eldstico ya que no hay desgaste mecanico, c) tener un fécil
control de proceso y, finalmente, d) hacer un proceso ambientalmente mds sustentable
al desplazar el uso del hipoclorito y eliminar los residuos clorados de esta industria
(Tramper & Poulsen, 2000).

En este problema se presentan los calculos para estimar la actividad enzimatica de una
lacasa y para la determinacion de sus constantes cinéticas. Esta metodologia puede apli-
carse al andlisis de cualquier enzima que se ajuste al modelo de Michaelis-Menten.

Objetivo del problema

Las preparaciones comerciales de lacasa generalmente utilizan la enzima proveniente de
Trametes versicolor. La empresa “Bluejeans” utiliza la formulacién comercial Denim-zyme
que contiene lacasa de Trametes versicolor con buffer y mediador, y tiene una actividad
enzimatica de 10 Ul/g. Sin embargo, la empresa estd incursionando en la biotecnologia y
quiere producir su propia preparacion enzimatica, asi que obtiene una nueva lacasa aislada
del hongo Pleurotus ostreatus, y desarrolla una formulacion comercial (Biodenim) con una
actividad enzimatica de 200 nkat/g. Tu trabajo es analizar si esta enzima es competitiva
tanto en eficiencia de uso como en costo, con la preparacion tradicionalmente usada, De-
nim-zyme. Para ello, Bluejeans te pide que obtengas los parametros cinéticos de la nueva
enzima como solucién de proteina pura en buffer acetato 50 mM pH 4.5 a una concentra-
ci6én de 0.314 pg/mL y con una actividad de 180 nkat/mg de proteina, y la evaluacién de la
preparacion enzimdtica Biodenim. Te indican que para el proceso de decoloracion utilizan
una dosis de 1.5% de Denim-zyme (Novozymes, 2005), afadida al sistema de reaccién
(“licor de reaccion”) y que los costos de Denim-zyme y Biodenim son de 3500 dlls el barril
de 300 kg, y 3700dl1ls/300 kg, respectivamente.

Las actividades a realizar son:

i. determinar los parametros cinéticos de la lacasa de P, ostreatus en la oxidacién
de ABTS (K, Ve koot v eficiencia catalitica, k,, /K, );

ii. calcular la dosis requerida con el biocatalizador Biodenim;

iii. calcular el costo por dosis de ambos biocatalizadores (Denim-zyme y Biode-

nim), para determinar si realmente puede ser competitiva también en costo.
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Metodologia

La reaccion de oxidacion del ABTS se muestra en el siguiente esquema:

Figura 5.19. Reaccion de oxidacion del ABTS por una lacasa.

En esta reaccidn, la lacasa genera un radical catiénico (ABTS"*) y el oxigeno molecular es
reducido a agua. El radical catidnico del ABTS presenta absorcion a 420 nm (tiene una
coloracion verde-azul) lo que facilita su seguimiento por espectrofotometria. El coeficien-
te de absorcion milimolar reportado para el ABTS* es €,,, = 36 mM™-cm™. La mezcla de
reaccion contiene el sustrato, en las concentraciones indicadas en la tabla 5.3, disuelto
en buffer de acetato 50 mM, pH 4.5. La reaccion se inicia con la adicién de 10 uL de una
solucion de lacasa (3.14 pg-mL™" concentracion final en el ensayo). El volumen final de la
reaccion es 1 mL. El progreso de la reaccion se siguié midiendo la absorbancia a 420 nm
cada 20 segundos durante 160 segundos. Los datos obtenidos se presentan en la 5.3.

Tabla 5.3. Datos obtenidos de la cinética de reaccién de la lacasa.

A partir de los datos de la tabla 5.3 se puede resolver el problema planteado. La estrategia
general consiste en determinar las velocidades iniciales (v,) a las diferentes concentra-
ciones de ABTS**. Posteriormente se grafican los datos de v, en funcién de la concentra-
cion de sustrato para verificar que la cinética se ajusta al modelo de Michaelis-Menten
(ecuacion 5.95). Los datos cinéticos se obtienen a partir de la transformacién de los datos
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de acuerdo al modelo de Lineweaver-Burk (ecuacion 5.96), esto es, graficando 1/v, vs 1/
[ABTS], o bien a partir del ajuste de la curva de Michaelis-Menten mediante el método de
minimos cuadrados.

_ Vo IS1_ Ky, - [E,][S]

cat

v = = (5.95)
°" K, +[S] K, +[S]

1_K, L (5.96)
vO Vmax [S] Vmax

Solucién

a) Calculos para determinar los pardametros cinéticos de la lacasa de P. os-
treatus en la oxidacién de ABTS (K, V..... k.. y eficiencia catalitica, k., /K,)

Para obtener los datos de velocidad inicial (v,) se grafican los datos de absorbancia a 420
nm vs tiempo (figura 5.20). La velocidad inicial se debe determinar en la zona lineal de la
grafica y los datos se deben ajustar a una linea recta. La pendiente resultante en este ajuste
es igual a la velocidad inicial de la reaccién expresada como el cambio en la absorbancia
por segundo, AUADs/s (tabla 5.4).

Figura 5.20. Cinética de oxidacion del ABTS** por la lacasa.
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Para obtener los datos cinéticos expresaremos los datos de velocidad como pmol-mL-
min’. Para esto, primero es necesario transformar los datos de AUAbs/s a AUAbs/min,
para posteriormente transformarlos a las unidades_umol'mL*min” utilizando la ecua-
cién de Lambert-Beer. De acuerdo a esta ecuacion, la absorbancia es proporcional a la
concentracién de un compuesto determinado, por tanto es posible estimar el cambio en
la concentraciéon de dicho compuesto a partir de la relacion:

. chBTS'* _ AUAbs | min (5.97)

0 dt e-d

En donde:

v, Es la velocidad de aparicion de producto (umol/(ml-min);

dC, prs+/dt Representa el cambio en la concentracion del ABTS;

¢ Es el coeficiente de absorcion molar del ABTS* (36 mM-'.cm™ a 420 nm)

d Es la longitud del paso de la luz. Generalmente es 1 cm para celdas de espectrofotémetro.

Aplicando esta ecuacion a los datos de la tabla 5.3 se obtienen las velocidades iniciales
expresadas como umol'mL"-min™. Los datos se presentan en la tabla 5.4.

Tabla 5.4. Velocidad inicial en la oxidaciéon de ABTS por la lacasa.

ABTS \A \A Vo
(mM) AUAbs-s™! AUAbs-min’! (pmol-ml'-min™)
0.007 0.0011 0.066 0.002
0.010 0.0015 0.090 0.003
0.025 0.0042 0.252 0.007
0.050 0.0080 0.480 0.013
0.100 0.0119 0.714 0.020
0.200 0.0157 0.942 0.026
0.500 0.0300 1.800 0.050
1.00 0.0387 2.322 0.065
1.50 0.0432 2.592 0.072

Graficando v, contra la concentracién de ABTS se obtiene la grafica de Michaelis-Menten (fi-
gura 5.21). Los parametros cinéticos se pueden determinar directamente a partir de la gréfica
de Michaelis-Menten.
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Figura 5.21. Grafica de Michaelis-Menten para la oxidacién de ABTS por la lacasa.

Sin embargo, este método es poco preciso y en su lugar es comun determinar los paré-
metros a partir de una grafica de Lineweaver-Burk. Para ello es necesario obtener los
valores 1/v,y graficarlos contra 1/[ABTS] (tabla 5.5). A partir de los valores de la ordenada
al origen (1/ v,,,,) v de la pendiente (K,/v,,.,) obtenidos mediante el ajuste lineal de esta
ecuacion es posible obtener los valores de K, y v,,,, (figura 5.22).

Tabla 5.5. Valores inversos de concentracion y velocidad.

1/[ABTS] 1/v,
(mM™) (mL-min-umol?)

143 545
100 400
40 143

20 75

10 50

5 38

2 20

1 16

0.67 14
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Figura 5.22. Grafica de Lineweaver-Burk para la oxidacién del ABTS por la lacasa.
El ajuste lineal arroja la ecuacion siguiente:
y =3.57554x + 11.5778
con un coeficiente de correlacion r* = 0.9978. De aqui, sustituyendo en la ecuacién 2, se

tiene que 1/ v,,,, = 11.5778 y v,,,,, = 0.0863 ymol'mL'-min™. De la misma manera, K,,/v
=3.7554y K, = 0.309 mM = 3.09x10* M.

max

La actividad especifica de la enzima se determina en condiciones de saturacion de sustra-
to, esto es, en concentraciones de sustrato que equivalen al menos a 5 veces la K, (Illanes,
Wilson et al, 2014).Para estimar la actividad especifica podemos utilizar el dato de v,
obtenida a 1.5 mM de ABTS. Bajo estas condiciones asumimos que estamos bajo condi-
ciones de saturacion y que la enzima trabaja a su velocidad méxima v,,,, .
A partir de los datos iniciales del problema, sabemos que la concentracion de enzima uti-
lizada en el ensayo fue de 3.14 yg-mL™. Si asumimos una masa molecular de 70 kDa para
la lacasa, la concentracion de esta enzima en el ensayo es:

3.14 ug-mL"

—= 44.8x10™° umol -mL™"
70,000 pg - umol

A partir del desarrollo de la ecuaciéon de Michaelis-Menten sabemos que:
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Vinax = kcat : [E]T (5.98)

De tal forma que podemos obtener el valor de la actividad especifica (k) a partir de la
expresion:

v o L - min™
= Lo 0072 pimol-ml_wmin__y o5 1 iyt =268 s (5.99)
“@[E] 44.8x10° umol -mL

T

Finalmente, la eficiencia catalitica se obtiene dividiendo:

5 85"
Mw o 2085 g 6701075 M (5.100)
K, 3.09x10° M

b) Conociendo que la actividad enzimatica puede expresarse como:

1 mol S

1 katal = (5.101)
seg
| yy = mol 8 (5.102)
min
Donde:

UI significa unidades internacionales

Si se requiere 1.5% del biocatalizador Denim-zyme para el proceso, entonces la dosis es de:

5|8 biocatalizador 10 Ul _1 Ul de Denimzyme
L licor de reaccion

g biocatalizador

} (5.103)

L licor de reaccion

El biocatalizador Biodenim tiene una actividad de 200nkat/g, por lo tanto, convirtiendo
a U], se tiene:

200 nkat — 200 nmol S umol S 60 s.eg —D .UI . (5.104)
g seg 1000nmol S || 1 min g Biodenim

Si se requieren 150 UI de biocatalizador por dosis, entonces:
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150{ ur }
dosis _ 12.5[g biocatalizador Biodenim} (5.105)

| YL
g Biodenim

Por lo tanto, la dosis requerida de la nueva formulacion enzimatica Biodenim es de 1.25%.

dosis

c) El costo por dosis de la formulacion Denim-zyme se obtiene de la si-
guiente forma:

15| & biocatalizador 11.67 dlls 1 kg — 0175 dlls (5.106)
dosis kg biocatalizador || 1000 g dosis

Calculando de la misma forma, el costo por dosis de la nueva formulacién Biodenim es:

12.5 g biocatalizador 12.33 dlls 1 kg — 0154 dlls (5.107)
dosis kg biocatalizador || 1000 g dosis

Por lo tanto, el costo de la nueva formulacién Biodenim es més econdmico que Denim-zy-
me y puede ser un producto competitivo.
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Problema 5.2 Uso de enzimas alimentarias

Rodolfo Quintero Ramirez"

Agradecimientos a la Ing. Martha Almazén
por la colaboracién en la elaboracion de este problema.

Planteamiento del problema

Una abuelita desea invitar a su familia a cenar pero tiene un problema, varios de sus hijos
y nietos son intolerantes a la lactosa y por tanto debe pensar en preparar alimentos que
no la contengan. Sin embargo, solo tiene tres litros de leche natural y debe hacer algo para
evitar que sus familiares se enfermen. Recuerda que hace algunas semanas una amiga
le regald unas pastillas que contienen lactasa y le ha quedado una botella del producto
con una pastilla. La caja que lo contiene dice: Enzyme Lactase. 9,000 units de lactasa en
120 pastillas pero no sabe usarlo. No obstante, recuerda que tiene un nieto que estudia
Ingenieria Bioldgica y recurre a él, haciéndole la siguiente pregunta: Si agrego la pastilla
de lactasa a los tres litros de leche, ;En cuadnto tiempo puedo ofrecerla a los invitados si la
leche estd a temperatura ambiente (20°C)?

Respuesta

El nieto, lo primero que se le ocurre es saber porque la lactasa se utiliza para evitar la in-
tolerancia a la lactosa. Encuentra que la lactasa cataliza la siguiente reaccion (Figura 5.24):

*  Departamento de Procesos y Tecnologia, UAM-Cuajimalpa, México. quintero@correo.cua.uam.mx
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Figura 5.23. Reaccion catalizada por la lactasa.

También recuerda que ademas a la lactasa se le conoce como P-galactosidasa y que 1
unidad significa que se obtiene 1 pmol de producto hidrolizado a condiciones estandar.

Por otra parte, busca en la literatura qué cantidad de lactosa hay en leche; y encuentra que
en 100g de leche hay 4.7 g de lactosa y la leche tiene una gravedad especifica de 1.073 a
1.040 (20°C). Con esa informacion calcula:

- Una pastilla tiene 9000U/120 pastillas = 75 U/pastilla, o sea puede hidrolizar
75 pmol/min.

- El peso molecular de la lactosa es 342.3 g/mol y en 3 litros de leche hay: 150 g
de lactosa.

Solucion

Se calcula el numero de umol de lactosa presente en la leche:

150 g/342.3 g/mol x 10° = 437,318 pmoles (5.108)
O sea que si agrega una pastilla y la leche esta a 20°C, entonces requeriria
437,318 pmoles/75 pmol/min = 5831 minutos para degradar la lactosa totalmente o sea
97.18 horas. Este resultado es claramente inadecuado para la abuelita y por tanto decide

buscar una alternativa.

Recuerda que la actividad enzimatica depende de la temperatura (Blanch & Clark, 1997)
y decide buscar una alternativa.


https://es.wikipedia.org/wiki/%CE%92-galactosidasa
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Solucién

De acuerdo a la literatura cientifica la velocidad de reacciéon depende de la temperatura de
acuerdo a la ecuacion de Arrhenius:

-F
k= A-exp[ 4 ] (5.109)
RT

donde,

k es la constante de velocidad;

R es la constante de gases ideales;

A es el factor de frecuencia;

E, es la energia de activacion de la reaccién;
T es la temperatura en grados Kelvin.

El nieto busca la energia de activacion para la reaccion de hidrolisis de la lactosa, encon-
trando los siguientes datos (Garcia, Quintero et al, 1993; Lee, 1996; Blanch & Clark, 1997):

Tabla 5.6. Relacion entre los valores de temperatura y v,,,,,.

T (°C) Vinax
20 4.50
30 8.65
35 11.80
40 15.96
45 21.36

Con esta informacién procede a calcular la energia de activacién y para ello rescribe la
ecuacion de Arrhenius en una forma més facil de manejar:

E
Ink=——+=2. 1 + In A} (5.110)
R \T

Y ahora la aplica para las dos temperaturas

—FE ,/R(303
Vmwc30 A ¢ FARED

—E,/R (318)

- (5.111)
Vmax45 Ae
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Resolviendo la ecuacién anterior:

— EA EA
Vimax, — o RGB) RGI)
Vmax

LIPS S
%: eT( 3187 303
Vmax,;

E, 303-318
% —eR ( 318%303
Vmax g
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(5.112)

(5.113)

(5.114)

Ahora utiliza R = 1.9871 cal mol” °K' y despeja E, obteniendo el valor de 11525.5

cal mol™.

Con esta informacion calcula el tiempo que tardaria en hidrolizar totalmente a la lactosa

para diferentes temperaturas.

Tabla 5.7. Tiempo que se requiere para hidrolizar la lactosa a diferentes temperaturas.

T (°C) t (min)
20 5831
40 1653.9
60 620.8
80 242.5
90 127.9

Al observar que se requiere elevar mucho la temperatura encuentra que no es factible hi-
drolizar la lactosa de los tres litros de leche y se le ocurre proponerle a la abuelita que solo
le agregue la pastilla de lactasa a un litro de leche después de haberla hervido.

sPor qué cree que le propuso eso?
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Nomenclatura

a Orden de reaccién del reactivo A

A Reactivo A

[A] Concentracion del reactivo A

[A], Concentracion inicial del reactivo A

Orden de reaccidn del reactivo B

B Reactivo B

[B] Concentracién del reactivo B

[B], Concentracion inicial del reactivo B
E Enzima

e.c.n.  Nuamero de consumo de una enzima
[E] Concentracion de enzima libre
[El,civa Enzima activa

[E]; Concentracion de enzima total
ES Complejo enzima-sustrato

[ES]  Concentracion de complejo enzima-sustrato

k Constante de velocidad de reaccion

k, Constante de segundo orden de formacién del complejo enzima sustrato

k., Constante de primer orden de formacién del complejo enzima sustrato para libe-
rar sustrato y enzima

k, Constante de primer orden de formacion del complejo enzima sustrato para libe-

rar producto y enzima

k[A]  Constante aparente de pseudo primer orden en presencia de un exceso de reacti-
vo A

k[B] Constante aparente de pseudo primer orden en presencia de un exceso de reacti-

vo B
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Constante catalitica

Eficiencia catalitica

Constante de equilibrio complejo enzima-sustrato

Constante de Michaelis-Menten

Constante de disociacion del complejo enzima-sustrato

Producto
Concentracion de producto

Numero de productividad

Conversién dependiente de la velocidad de reaccion

Sustrato

Productividad del reactor (rendimiento espacio-tiempo)

Concentracion de sustrato
Concentracién inicial de sustrato
Vida media

Frecuencia de recambio

Numero de recambio de una enzima
Numero total de recambio
Velocidad de reaccion

Velocidad inicial

Velocidad méxima

Grado de conversién
Rendimiento de producto
Selectividad

Tiempo de residencia
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Capitulo 6
Ingenieria biomédica y sus aplicaciones

Nohra Elsy Beltran Vargas *

Introduccidn

La ingenieria biomédica surge como una aplicacion de principios de ingenieria en la resolu-
cién de problemas en medicina, biologia, biotecnologia, farmacia, entre otros. Es una de las
disciplinas estrechamente relacionada con la ingenieria bioldgica, ya que busca el disefio y
produccidn de nuevas tecnologias para diagndstico, tratamiento y el estudio de las ciencias
biolégicas y las enfermedades humanas. La combinacidn de la ingenieria bioldgica y biomé-
dica, han generado avances que ayudan a las personas para tener vidas mas largas, sanas
y productivas. Se basa en el entendimiento de la fisiologia y se apoya en herramientas de
analisis provenientes de las matemdticas, la fisica, la quimica y las ciencias computacionales.

Las aplicaciones tradicionales de la ingenieria biomédica incluyen:

La bioinstrumentacion, se usa, para el disefio y construccién de equipos electrénicos uti-
lizados en hospitales por personal médico o paramédico; el procesamiento de imagenes
de equipos de diagndstico como la Resonancia Magnética Nuclear (RMN), la tomografia
axial computarizada (TAC), el ultrasonido, los rayos X, entre otros.

La biomecanica se dedica a disefiar y construir protesis dseas, valvulas para el sistema
cardiovascular, miembros ortopédicos, equipos de ayuda a la movilidad, etc.

Los biomateriales son empleados para reproducir la funcién de los tejidos vivos en los
sistemas biolégicos de forma segura como, por ejemplo: en los trasplantes de 6rganos,
sustitucion de valvulas cardiacas, implantacion de miembros a amputados, suturas, ma-
terial quirdrgico, catéteres, biosensores, entre otros.

En los altimos afos han surgido otras aplicaciones de la ingenieria biomédica mayormen-
te enfocadas al drea de la biotecnologia, que es mas cercana a la quimica, la bioquimica,
la biologia o la farmacia. Algunos de sus usos en el area biomédica son: la regeneracion
tisular, la terapia celular, la ingenieria de tejidos y 6rganos, desarrollo de nuevos farmacos
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y terapias. El disefio de biomateriales para diferentes aplicaciones como el tratamiento de
quemados con piel biotecnoldgica; biomateriales inteligentes, vejigas artificiales, sangre
sintética, etc. Se puede encontrar informacion sobre estas aplicaciones biotecnoldgicas en
el libro de Yarmush y et al, (Yarmush, Toner et al, 2003).

Algunos de los problemas en los que puede ayudar un ingeniero en el area médica incluyen:

- El analisis de los datos del genoma humano, se usa para la identificacién de
posibles nuevos farmacos.

- El disefio de programas que permitan analizar la estructura tridimensional de
proteinas; el disefio de una bomba de insulina; el modelado de érganos fisiold-
gicos (modelos de corazon, del sistema vascular, nervioso, respiratorio, renal,
etc.).

- El andlisis de datos de pacientes en una unidad de cuidados intensivos; el estu-
dio de imagenes de rayos X (TAC), resonancia magnética nuclear, tomografia
de emisién de positrones (PET)

- El disefio de software y algoritmos para aplicaciones bioinformaticas, de ges-
tion hospitalaria, telemedicina y asistencia domiciliaria

- El disefio de tejidos artificiales, cultivos celulares para su uso en terapia celular,
y la generacién de drganos artificiales.

Fisiologia humana

Para orientar al estudiante de ingenieria bioldgica hacia las aplicaciones médicas, se debe
partir del entendimiento de la fisiologia humana, y asi tener la capacidad y el conocimien-
to para construir dispositivos y sistemas para mejorar o reparar el cuerpo humano.

La fisiologia estudia las funciones de un ser vivo, en particular en el caso del cuerpo hu-
mano, examinando como trabajan las diferentes partes de este, se analiza como realizan
sus actividades para mantener la vida. Su objetivo, es el de explicar los factores fisicos y
quimicos responsables del origen, desarrollo y progresion de la vida.

Desde las bacterias mas sencillas hasta el ser humano, todos los seres vivos tienen sus
propias caracteristicas funcionales. Pero hay que considerar, que el cuerpo humano estd
formado por mas de 100 x 10'? células, de diferentes tipos y funciones.

La fisiologia se enfoca en eventos a nivel celular y molecular, debido a que las habilidades
del cuerpo humano dependen de células individuales, las cuales a su vez dependen de
reacciones quimicas que se realizan dentro de estas.
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El cuerpo humano esta formado por sistemas interconectados entre si, que a su vez estdn
integrados por varios 6rganos, los cuales tienen en su interior diferentes tipos de tejidos y
de células. Estos sistemas son:

Sistema cardiovascular: es el que transporta la sangre desde el corazén a los diferentes
organos del cuerpo a través de los vasos sanguineos. Estd formado por el corazén, los
vasos sanguineos (venas, arterias y capilares) y la sangre.

Sistema digestivo: es el que se encarga del transporte de los alimentos, de la secrecion de
jugos digestivos, la absorcion de los nutrientes a través de la digestion y la excrecion. Esta
formado por varios 6rganos formando un gran tubo desde la boca hasta el ano. Sus 6rga-
nos incluyen: la cavidad oral, eséfago, estomago, intestinos, higado y pancreas.

Sistema endocrino (o sistema hormonal): es el que produce hormonas que son liberadas a
la sangre regulando algunas de las funciones del cuerpo incluyendo el estado de animo, el
crecimiento y el metabolismo. Esta formado por varias glandulas como: pituitaria, timo,
tiroides, paratiroides, adrenal, pineal; los ovarios o testiculos, y el pancreas.

Sistema inmunoldgico (o sistema inmunitario): es el que permite la protecciéon contra
enfermedades, identificando células patogenas para eliminarlas, y cancerosas.

Sistema linfatico: es el encargado de formar y activar el sistema inmune. Estd formado
por conductos cilindricos parecidos a los vasos sanguineos que transportan un liquido
transparente llamado linfa, y recolectan el quilo (un fluido producto de la digestion de las
grasas de los alimentos ingeridos). Esta formado por: los vasos linfaticos, los ganglios, el
bazo, el timo, la linfa y los tejidos linfaticos (como la amigdala y la médula 6sea).

Sistema muscular: es el de proteccién de los 6rganos internos del cuerpo, responsable del
movimiento, ademas protege el sistema dseo. Esta formado por: musculos lisos o estriados
que se unen a los huesos, y el musculo cardiaco.

Sistema nervioso: es el de control del cuerpo humano, formado por conexiones nerviosas
que permite transmitir y obtener informacion del medio que nos rodea; y a partir de esta,
enviar sefiales para que se lleven a cabo las diferentes funciones de los 6rganos del cuerpo.
Esta integrado por: el cerebro, la médula espinal, los nervios y los receptores sensoriales.

Sistema dseo: es el sistema de apoyo estructural y proteccion a los 6rganos internos, me-
diante huesos. Esta formado por: huesos, cartilago, tendones, ligamentos y articulaciones.

Sistema reproductor: es el que esta relacionado con la fecundacién sexual, encargado de
preservar la vida. Esta integrado por: los 6rganos sexuales.
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Sistema respiratorio: es el encargado de suministrar el oxigeno a todas las células del
cuerpo y eliminar el diéxido de carbono procedente del anabolismo celular. Contribuye a
mantener el equilibrio 4cido-base en la sangre. Esta formado por: las fosas nasales, farin-
ge, laringe, traquea, bronquios, y pulmones.

Sistema urinario (o sistema excretor): Es el que expulsa los desechos generados en el pro-
ceso digestivo. Esta formado por: los riflones, uréteres, vejiga y uretra.

Sistema tegumentario: es el encargado de la proteccion de todos los demds sistemas del
cuerpo humano de dafios mecanicos, quimicos, y de bacterias del medio exterior. Excreta
sales y urea, ayuda en la regulacion de la temperatura corporal. Esta formado por la der-
mis y epidermis.

Con el objeto de lograr un mayor entendimiento de la fisiologia y de los sistemas del cuerpo
humano; existe software comercial interactivo de fisiologia como: el Interactive Physiology ®,
A.D.AM. Education ®, PhysioEX ®. En los que se permite al estudiante entender cémo fun-
ciona el cuerpo humano a través de animaciones, videos y juegos; ademas de generar pregun-
tas de autoevaluacion y reafirmacion de conceptos. Las animaciones se enfocan en los procesos
celulares y moleculares que ocurren en los diferentes sistemas, sus relaciones, asi como cam-
bios en el tiempo. Una vez que el estudiante comprenda el funcionamiento del cuerpo humano,
sera posible estudiar algunas de las aplicaciones de la ingenieria biomédica.

También existen simuladores del cuerpo humano, como el sistema Biopac ®, en donde se
simulan los signos vitales; y se pueden realizar mediciones fisiolégicas a través del uso de
diferentes biosensores.

Este tipo de laboratorios virtuales, modifica la forma en que los estudiantes aprenden
fisiologia, eliminando las complejas tareas de preparacion para el trabajo con seres vivos,
permitiendo asi concentrarse en el aprendizaje.

A pesar de que existen numerosos libros para entender los principios basicos de la fisio-
logia humana, se recomienda el libro de Marieb y Hoehn (Marieb & Hoehn 2007); ya que
presenta los conceptos de una manera muy clara y facil de entender, para estudiantes de
diferentes disciplinas que necesitan de la fisiologia humana.

Hay otros libros que resumen la fisiologia con un enfoque para ingenieros; como el libro de
Saltzman (Saltzman 2009), o el de los Kroemer (Kroemer, Kroemer et al, 2010), que pueden ser
de utilidad para quienes se interesen en estudiar la fisiologfa humana desde el punto de vista de
la ingenieria, y desarrollar nuevos dispositivos o aplicaciones de la ingenieria en el drea médica.

A continuacién, veremos algunas aplicaciones de la ingenieria biomédica con ejemplos en
diferentes sistemas del cuerpo humano.
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Aplicaciones de la ingenieria biomédica
Modelado fisiolégico

Modelar la fisiologia humana es un problema complejo, ya que como se mencioné ante-
riormente el cuerpo humano estd formado por 12 sistemas, los cuales estan interconec-
tados para mantener la homeostasis (equilibrio dentro del cuerpo), aun cuando el medio
exterior esté cambiando continuamente. Todo esta regulado por el sistema endocrino y
controlado por el sistema nervioso. Por lo cual hay que considerar modelos estocasticos,
no lineales que varian en funcién del tiempo. Otra caracteristica importante que hay que
considerar al modelar alguno de los sistemas del cuerpo humano, es la retroalimentacion;
lo cual es algo inherente de las reacciones quimicas que ocurren dentro del organismo.
Normalmente la retroalimentacion es negativa, pero existen algunos casos en donde es
positiva.

Debido a la complejidad fisioldgica del cuerpo humano, en muchas ocasiones no es posi-
ble medir directamente (in vivo) las variables de interés. Por lo anterior, se realizan me-
diciones indirectas, las cuales necesitan de modelos que permitan inferir el valor de la
cantidad real de interés. Muchas de las mediciones de metabolitos, se obtienen a través de
lecturas de analisis sanguineos, cuando los procesos ocurren directamente en los tejidos;
que serian realmente los valores de interés. Tampoco es posible medir las secreciones de
las glandulas endocrinas, por ejemplo.

Algunas de las aplicaciones en las que se trabaja actualmente con ayuda de diferentes
sistemas computacionales incluyen:

Modelado de fuerzas que actuan en diferentes partes del cuerpo, para generacién de
protesis.
- Modelado de vasos sanguineos, para la generacién de biomateriales cardiacos
como los “stents”, (ver figura 6.1).
- Modelado de flujos de aire en los pulmones, para evaluar modelos respiratorios
en pacientes con diferentes enfermedades.
- Modelado de reacciones quimicas que ocurren dentro de las células, para apli-
caciones en bioinformatica (genoma humano).
- Modelado del proceso fisiolégico de formacidn de nuevos vasos sanguineos a
partir de vasos pre-existentes (angiogénesis), para el tratamiento de cancer.
- Modelado de la funcién renal, para predecir el momento en el cual un paciente
necesitard de hemodidalisis.
- Modelado de la glucosa y la insulina, en los pacientes diabéticos.
- Modelado de valvulas cardiacas como las que se muestran en la figura 6.2, para
evitar turbulencia o dafo de la sangre (hemdlisis) cuando pasa a través de la
valvula.
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Figura 6.1. Modelado de “stent”, endoprotesis vascular que ayuda a abrir un vaso san-
guineo que suministra sangre al corazén. Es un pequefio tubo de malla metélica que se
expande dentro de una arteria.



CAPITULO 6
INGENIERIA BIOMEDICA Y SUS APLICACIONES iNDICE

ANZYS B.1
NODAT, SCLUTION
STEP=1

ZUE =8
TIME=.Z01E-03
SJINT [AWE)
PowerGraphics
EFACET=1
AVRES=Mat

DMx =.005141
SME =497680

0
62500
125000
187500
250000
312500
373000
437500
200000

IL0EOCOEN

Figura 6.2. Modelado de vélvulas cardiacas mediante elemento finito. En la parte supe-

rior se observa el modelado de una valvula en un corte longitudinal y uno transversal.

En la parte inferior se observa el modelado de la resistencia del material cuando se esta
fabricando la valvula.
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Ademas de modelar el material, la geometria y como se inyectaria el material en el molde,
es posible realizar el calculo de flujo que pasaria a través de una valvula cardiaca diseniada
con dos o con tres valvas, como se observa en la figura 6.3.
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Figura 6.3. En la figura superior se observa la simulacion de la apertura de una valvula

cardiaca con dos valvas (izquierda), o con tres valvas (derecha). En la figura inferior se

observa el calculo del flujo sanguineo que pasara a través de las valvulas cardiacas mo-

deladas en la parte superior. Es una variable que no se puede medir directamente en un
ser vivo, por lo cual se hacen aproximaciones mediante mediciones indirectas.
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Biomecanica

Otra de las aplicaciones en la que se trabaja, es un area interdisciplinaria en donde se es-
tudian: los fendmenos mecanicos y cinematicos que tienen los seres vivos, los cuales son
sistemas complejos formados por tejidos. Se analizan: movimientos, equilibrio, resistencia,
fisica y mecanismos de lesiéon que pueden producirse por ciertos movimientos fisicos. Al
igual que en la aplicacion anterior, se necesita conocer la anatomia y fisiologia humanas
para poder resolver los diferentes problemas. Mucho del trabajo que se realiza en esta area
se basa en los modelos matematicos que se hacen sobre el sistema dseo y sus lesiones fisicas.

Algunas de las aplicaciones que se desarrollan actualmente incluyen:

- Estudio de fuerzas producidas por ejercicio, condiciones de trabajo u otras ac-
tividades, sobre la fisiologia tisular y el desempefio humano.

- Estudio de como las enfermedades afectan el desempefio mecanico de los teji-
dos, como el corazén.

- Disefio de reemplazo mecanico de cadera, articulaciones, valvulas cardiacas y
de drganos.

- Estudio de la mecdnica del movimiento celular en la circulacion, o de la moti-
lidad en los tejidos.

Uno de las lesiones de rodilla que afecta a muchos deportistas, es el desagarre del ligamen-
to cruzado, lo cual impide que la tibia se deslice hacia delante. En muchos casos requiere
cirugia. Es por esto que es importante estudiar las fuerzas que intervienen en el movi-
miento, asi como la posicion y grado de tension de los ligamentos, los cuales dan unién a
los huesos manteniendo estables las articulaciones. En la figura 6.4, se observa como es la
articulacion de la rodilla.

Figura 6.4. Articulacion de la rodilla. En la anatomia de la rodilla normal se observa la
union de varios huesos: fémur, tibia y peroné, en el centro y cara anterior de la articulaciéon
de la rodilla se encuentra la rétula. La union de los huesos se hace por medio de ligamentos.
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A partir de las herramientas de analisis de la biomecénica, se pueden disefiar e imple-
mentar diferentes opciones para la rehabilitacién de pacientes; con el fin de mejorar las
actividades de la vida diaria de personas con discapacidades fisicas, sensoriales, de comu-
nicacién, de movilidad, entre otras.

Se disefian dispositivos para que estas personas puedan realizar actividades diarias como co-
mer, peinarse, leer. También se trabaja en el disefio de estimuladores eléctricos funcionales, o
electrocutdneos para comunicacion sensorial, que sean libres de dolor para el paciente. En la
figura 6.5, se observa el disefio de varias protesis de pierna con el uso de varios biomateriales.

Figura 6.5. Prétesis de miembro inferior. El tamano de la prétesis depende del grado de
lesién y como se fijara al cuerpo.

Procesamiento de imagenes

Una de las areas en la que mas trabajan los ingenieros biomédicos en México y en varias
partes del mundo, es el procesamiento de imagenes obtenidas mediante diversas técnicas de
diagndstico que van desde los rayos X, hasta la Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Este
método, permite mejorar los diagnosticos y brindan al clinico informacién mas detallada
sobre las diferentes partes del cuerpo sin necesidad de un procedimiento quirdrgico.
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Se realiza la segmentacion de las imagenes y se procesan para finalmente realizar una
reconstruccion tridimensional.

Las imagenes médicas poseen gran cantidad de ruido y una gran variabilidad. Cada una
de las técnicas empleadas para la obtencién de imagenes del cuerpo humano se enfoca en
un andlisis especifico, por lo cual sus caracteristicas difieren entre cada una de ellas. Enla
figura 6.6, se observan algunos ejemplos.

@) (b)

(©

Figura 6.6. a) Imagen del cerebro obtenida mediante resonancia magnética nuclear. b)
Imagen de parte de la mano y de la mufieca obtenida mediante rayos X. ¢) Imagen de
diferentes cortes cerebrales obtenida mediante tomografia axial computarizada.
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Bioinstrumentacion

Esta area, que es junto con el procesamiento de imagenes, de las mas trabajadas por los
ingenieros biomédicos; tiene varias aplicaciones, tanto en el diagnoéstico como en el tra-
tamiento de los pacientes.

Con fines de diagndstico, se disefian y construyen equipos como: los monitores de sig-
nos vitales, los electrocardidgrafos, electroencefalégrafos, tomografo, ecdgrafo, entre
otros.

Con fines terapéuticos, los principales retos han estado enfocados en el disefio e imple-
mentacion de organos artificiales a partir del estudio y disefio de biomateriales. Se han
desarrollado drganos artificiales como: corazoén (figura 6.7), pulmoén (figura 6.8), rinén
(figura 6.9), pancreas e higado. Los cuales pueden dar apoyo a pacientes en falla aguda, o
ser puente a trasplante en casos de que el problema sea crénico.

El disefio de estos sistemas involucra el modelado de procesos relacionados con el disefio
y funcionamiento de estos drganos de manera artificial.

- Higado: métodos de destoxificaciéon

- Pancreas: métodos no intrusivos, para manipular y controlar los niveles de glu-
cosa en el paciente diabético

- Rifién: métodos para purificar la sangre

Figura 6.7. Sistema de asistencia ventricular, que funciona como un corazdn artificial
dando ayuda al bombeo de la sangre en un paciente con insuficiencia cardiaca cronica.
Puede ser utilizado como puente al trasplante del érgano.
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Figura 6.8. Sistema de circulacion extracorpdrea, utilizado durante una cirugia a cora-
z6n abierto. La parte derecha es un oxigenador, que sustituye la funcién de los pulmo-
nes, para oxigenar la sangre que va a los diferentes 6rganos y tejidos del cuerpo (autor de
figura: SORIN Group).

Figura 6.9. Sistema de hemodialisis o rifién artificial, el cual se encarga de limpiar la
sangre de toxinas, urea y creatinina, cuando el paciente se encuentra en insuficiencia
renal aguda o crénica.
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Biomateriales

Los biomateriales son: materiales que pueden estar en contacto con tejidos vivos e interac-
tuar con células, a fin de ayudar a mejorar o reproducir el funcionamiento de un tejido u
6rgano, sin producir alteraciones fisioldgicas en el organismo. Se implantan por un tiem-
po determinado, y debe generar pocas o nulas reacciones bioldgicas durante el tiempo que
se encuentre dentro del cuerpo humano o del ser vivo.

Para introducir un material dentro de un ser vivo hay que considerar que sea quimica-
mente estable o biodegradable en productos no téxicos durante el tiempo que se encuen-
tre implantado.

Al disenar los dispositivos que se van a implantar, es necesario estudiar a fondo las pro-
piedades fisicoquimicas de los materiales, asi como su interaccién con las células y teji-
dos, a fin de que puedan cumplir satisfactoriamente su funcién dentro del organismo.
También hay que evaluar su proceso de maquilado, y los costos asociados a los procesos
involucrados, para que sea un material biocompatible y de facil produccién a escala. A
continuacién, se muestran piezas disefiadas en silicon grado médico, utilizadas en un
sistema de asistencia ventricular. Lo que se implante dentro del organismo debe ser: ergo-
ndémico, facilmente esterilizable y funcional (ver figura 6.10).



CAPITULO 6
INGENIERIA BIOMEDICA Y SUS APLICACIONES iNDICE

Figura 6.10. Disefio de varios dispositivos a utilizarse dentro del cuerpo humano usan-
do silicén grado médico. En la parte superior se observa un saco que simula el corazén,
con entradas y salidas a través de valvulas; como las que se muestran en la parte inferior.
Todo el sistema debe ser conectado al paciente a través de canulas (o tubos por donde
pasa la sangre), las cuales deben ser flexibles y evitar el dafio de la sangre, o del corazén
cuando entren en contacto con el cuerpo humano.
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Ingenieria biomolecular

Con el surgimiento de la tecnologia de ADN recombinante, la de los anticuerpos mono-
clonales, ademas de las nuevas técnicas para el estudio, asi como manipulacién de las cé-
lulas y tejidos. En el campo de la biotecnologia han surgido numerosas aplicaciones para
la industria, la medicina y la ciencia en general.

En el caso de los ingenieros biomédicos, en muchos programas tanto de licenciatura como
de posgrado se esta trabajando en temas como:

El analisis farmaco-cinético, el cual predice modelos de absorcién y metabolismo de me-
dicamentos (mediante modelos matematicos). El disefio de técnicas de suministro de me-
dicamentos. Diversas aplicaciones en el sistema inmune para la generacién de vacunas.
Generacion de diversos tratamientos para el cancer. El desarrollo de nuevas aproxima-
ciones y técnicas para manipulacién de material genético, con la elaboracién de nuevas
proteinas con ciertas propiedades bioquimicas mejoradas. La produccién de anticuerpos
monoclonales; entre otros. Estas aplicaciones y otras pueden ser consultadas en diversos
tratados de bioingenieria, o en el libro de Yarmush y et al, (Yarmush, Toner et al, 2003)
que esta enfocado en las aplicaciones biomédicas.

A continuacion, se describe brevemente las aplicaciones biotecnoldgicas disefiadas parala
medicina regenerativa, que es un nuevo enfoque terapéutico basado en células del mismo
paciente para buscar su reparacion o auto-regeneracion.

Aplicaciones biotecnolégicas en medicina

Buscan tratar enfermedades y accidentes que involucren el crecimiento de células y teji-
dos; la realizacién de compuestos en laboratorio, asi como el desarrollo de érganos arti-
ficiales.

Terapia celular
Esta terapia estd enfocada en el uso de células troncales o células madre, las cuales tienen
una alta capacidad de proliferacién y se pueden diferenciar en cualquier tipo celular.

El objetivo de esta terapia es: poder sustituir las células no viables por otras sanas y con
ello poder recuperar funciones perdidas en diferentes partes del cuerpo.

Las células troncales son aquellas que por accion de las telomerasas se encuentran indife-
renciadas, y por eso tienen una gran capacidad de proliferacién. También al someterlas a
los estimulos pertinentes pueden dar lugar a diversos tipos de células especializadas. La
fuente principal de las células troncales son los embriones y los anejos de estos (placenta 'y
cordon umbilical), pero también los adultos tienen algunas en los tejidos.
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La siguiente es una clasificacion basada en el grado de diferenciacion celular:

Las células totipotenciales son las que provienen de las primeras divisiones o del mismo
cigoto, ya que pueden formar al individuo completo.

Las células pluripotenciales son las que pueden dar origen a muchos tejidos, pero ya no
a un embrién completo; estas se obtienen después de la formacion de la blastula o en los
anejos embrionarios.

Finalmente, estan las células multipotenciales, que se encuentran en los tejidos adultos y
pueden dar origen a multiples linajes celulares, pero inicamente los que son dafiados y
se encuentran en las cercanias de su ubicacion, pero son tan escasas que su obtencion es
muy dificil.

Todas estas son células naturales, que tienen sus propiedades sin manipulacion. Las que
presentan una manipulacion para estar indiferenciadas o desdiferenciadas son llamadas
Células Madres Pluripotentes Inducidas, (iPS o iPSC, por sus siglas en inglés). Para ob-
tenerlas se modifica la actividad de diversos genes provocando alteraciones en el ADN lo
que puede llevar al desarrollo de tumores. Estas técnicas utilizan retrovirus para trans-
formar las células en pluripotentes, pero puede generar inestabilidad genética.

Al realizar este tipo de terapia, hay que considerar que las células troncales embrionarias
pueden generar tejidos andrquicos no deseados, y formacion de teratomas.

Ingenieria de tejidos

Es la aplicacién de métodos y herramientas de la ingenieria, asi como de las ciencias bio-
légicas para entender la estructura y funcién de los tejidos; desarrollando sustitutos bio-
légicos que restauren, reparen, mantengan y/o mejoren la funcién de éstos.

Esta disciplina, esta formada por una triada que consta de: i) la fuente celular, ii) el
soporte o andamio en el cual crecerdn las células y, iii) las sefiales bioldgicas o fisicas
que permitiran que las células proliferen en mejores condiciones para poder formar el
tejido de interés (figura 6.11).

Las células pueden estar diferenciadas o ser preferiblemente troncales, como se mencioné
previamente por su alta capacidad de proliferacion y diferenciacién.

En la construccidon de andamios se utilizan biomateriales que puedan ser compatibles con
la matriz celular, ya que la estructura es muy importante para desarrollar una funcién
especifica de la célula. Estos materiales son polimeros que ayudan a dar soporte al injerto
ademas favorecen la restauracion y la funcionalidad parcial o total de los tejidos dafiados.
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Las caracteristicas principales de los biomateriales utilizados en ingenieria de tejidos son:

- Porosidad adecuada, para favorecer la integracion del tejido y la vasculariza-
cién.

- Biodegradabilidad y compatibilidad histoquimica.

- Resistencia a infecciones y a microorganismos.

- Resistencia a hipoxia.

- Fécil preparacion, manejo y almacenaje.

- Durabilidad y estabilidad a largo plazo.

Respecto a las sefiales que debe recibir el constructo (células en andamios) pueden ser
quimicas (factores de crecimiento), o fisicas (estimulaciéon mecanica o eléctrica).

*Naturales y/o sintéticos
*Biocompatibles
*Porosidad

*Estabilidad mecanica

Andamios

Ingenieria
de Tejidos
*Quimicas
, Origen I .

*Células Troncales Celular Eléctricas
*Células Embrionarias *Mecanicas
*Células iPS
*Co-cultivos

Figura 6.11. Triada de elementos involucrados en la ingenieria de tejidos.

El crecimiento de los tejidos puede realizarse en ambientes controlados como los biorre-
actores, en donde por lo general se utilizan disefios basados en perfusion para lograr ma-
yor crecimiento celular. Se controla el pH, el consumo de oxigeno, entre otros parametros:
para evitar que las células se estresen y pierdan la capacidad de proliferacion.

Actualmente, la ingenieria de tejidos juega un papel relativamente pequefio en el tratamien-
to de pacientes. Aunque ya se han realizado implantes de vejigas, pequefias arterias, uretras,
injertos de piel, cartilagos, tendones, ligamentos, huesos y traiqueas completas en pacientes,
los procedimientos todavia no estdn estandarizados y son muy costosos. Mientras, tejidos
de drganos mas complejos como el corazon, pulmon e higado se han recreado con éxito en
el laboratorio, todavia falta mucho para reproducir otros completamente idénticos a los ori-
ginales y que estén listos para ser implantados en un paciente. El mayor reto en esta area es
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la generacion de drganos completos a partir de células del paciente (autdlogas), para lo cual
es necesario generar un microambiente similar al natural donde se desarrollen los érganos
de manera adecuada.

Sin embargo, estos tejidos pueden ser de gran utilidad en la investigacion, especialmente
en el desarrollo de farmacos. Mediante el uso de tejido humano funcional se pueden se-
leccionar medicamentos, acelerar su desarrollo para proveer de herramientas clave para
facilitar la medicina personalizada, reduciendo costos y el nimero de animales que mu-
chas veces se utiliza para experimentacion.

Una de las industrias mas desarrolladas es la relacionada con la generacion de piel arti-
ficial (figura 6.12). Existen por lo menos siete empresas dedicadas a fabricar sustitutos
epidérmicos, trece productos de sustitutos dérmicos y alrededor de seis productos der-
mo-epidérmicos.

Figura 6.12. Generacion de piel artificial para el tratamiento de personas con quemaduras.

Algunos libros que pueden ser consultados sobre este tema se encuentran al final del
capitulo.

Medicina regenerativa

Es una de las areas mas amplias de la medicina de los ultimos tiempos, que involucra la
ingenieria de tejidos y la genética; pero que ademas busca la auto-reparacion a partir de
los mismos sistemas del cuerpo, o con ayuda de biomateriales introducidos en el lugar
de la lesion. Dentro de los objetivos de este tipo de medicina del futuro se encuentra: la
curacion de enfermedades sin tratamiento, la regeneracion de tejidos dafiados por vejez
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o0 por un trauma, generar organos para trasplante y solucionar problemas de trastornos
genéticos o de enfermedades neurodegenerativas.

Para estudiar estos mecanismos de autoreparacion, se estudian algunos anfibios como
la salamandra y el ajolote, especie endémica de México, ya que tienen la capacidad de
regenerar sus extremidades las veces que sea necesario ademas estas son completamente
funcionales. Un tratamiento similar podria ser utilizado para pacientes amputados o con
traumatismos severos.

Estos temas ya se estudian en diferentes partes del mundo a fin de prolongar y mejorar la
calidad de vida.

Conclusiones

Como se mostro a lo largo de este capitulo, existe una gran variedad de aplicaciones de la
ingenieria biologica hacia el area médica, para lo cual se necesitan de conocimientos en
fisica, quimica, matematicas y fisiologia humana.

Todas estas aplicaciones de la ingenieria biomédica buscan un mayor entendimiento de
los fendmenos y sistemas biologicos; con el desarrollo de nuevas técnicas y dispositivos
para resolver problemas médicos, con el objeto de mejorar y extender la vida humana.

Hay muchos retos por resolver en las diferentes areas de aplicacion; sin embargo, se han
obtenido grandes avances para facilitar al clinico el diagnéstico y tratamiento de diversas
patologias.
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Problema 6.1 Disefio de un experimento para medir la
permeabilidad de un andamio para su aplicacién en

cultivos celulares

Nohra Elsy Beltran Vargas
Angélica Reyes Lastiri
Alvaro Radl Lara

Introduccidén

Un experimento es una prueba que consiste en cambiar condiciones determinadas de
operacion de un sistema o proceso; con el fin de medir y analizar sus efectos; o de verificar
una hipétesis o un principio cientifico. Normalmente se realizan para aumentar el cono-
cimiento que se tiene de un sistema, o para mejorar el desempefio de un proceso.

El disefio de experimentos, es una forma de realizar pruebas con el fin de resolver un pro-
blema o comprobar una idea. Puede ser aplicado tanto en investigacién como en la indus-
tria mediante la aplicacion del método cientifico. Involucra una metodologia que permite
seguir ciertos pasos; con el fin de que los resultados sean reproducibles economizando en
lo posible tiempo y dinero en la realizacién de los mismos.

En ingenieria biologica, es muy importante disefiar adecuadamente un experimento, ya
que si no se sigue una metodologia apropiada para reducir los errores experimentales, se
podria llegar a conclusiones o interpretaciones que no son correctas sobre algo en parti-
cular. Ademds, se cuenta con una variabilidad intrinseca de seres vivos que pueden ser
sujetos de estudio, y de las personas que toman las mediciones o realizan los experimen-
tos. El disefio experimental requiere de la estadistica, como una herramienta basica para
poder analizar e interpretar los datos obtenidos. Para iniciar este, es importante definir o
identificar, el problema de estudio o interés; las variables a medir y la relacién entre ellas;
con esto se podra planear y realizar adecuadamente el experimento.

En este ejemplo, aplicaremos las etapas del disefio de experimentos en un problema en
particular de la ingenieria bioldgica enfocado al 4rea médica. En el cual se busca, medir la
permeabilidad de un biomaterial disefiado para cultivar células animales.
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Para entender mejor el problema de estudio, se expondra una breve introduccién sobre qué es
un andamio celular y para qué se utiliza. Después se aplicara la metodologia del disefio experi-
mental que consta de los siguientes pasos basicos: planteamiento del problema a investigar; rea-
lizacién del experimento, anélisis de resultados, interpretacion de éstos y conclusion del estudio.

Contexto del problema

La ingenieria de tejidos es un campo interdisciplinario que surge a finales de 1980 (Ra-
disic & Christman, 2013), que aplica los principios de ingenieria, biologia y ciencias de
materiales; para desarrollar sustitutos biolégicos que restauren, mantengan o mejoren la
funcién de un tejido (Nugent & Edelman 2003). El producto final ideal es la formacién de
uno que sea similar al bioldgico, que pueda ser implantado en un paciente para la recupe-
racion de un 6rgano en particular. Para lograrlo, los componentes claves a emplear son las
células, moléculas de sefializacion; ademas de los llamados “andamios” (Chan & Leong,
2008) los cuales son: biomateriales tridimensionales que actuan como un molde para la
formacion del tejido (O’brien, 2011).

Como parte de un proyecto de investigacion, se diseflaron andamios especificos para culti-
var células animales combinando materiales biocompatibles; es decir, que no dafian las célu-
las y pueden integrarse al cuerpo humano sin generar un rechazo por parte del organismo.

Problema

Disenar un experimento para medir la permeabilidad de dos lotes de andamios para de-
terminar si pueden ser utilizados para cultivos celulares. Aqui iniciamos el disefio del
experimento, entendiendo y delimitando el problema de estudio.

Como se ha mencionado previamente, un “andamio” es: un biomaterial 3D que actta
como un molde para la formacién de tejido, permitiendo ademas que las células migren,
se adhieran y produzcan el tejido (O’brien, 2011). Debe ser capaz de funcionar como un
soporte para éstas durante el cultivo in vitro, asi como cumplir con los requisitos bio-
légicos y mecanicos deseados tras su implantacion in vivo. Ante esta perspectiva, la ar-
quitectura del andamio es un factor crucial en el desarrollo exitoso de un “constructo”
(andamio con células) (Truscello, Kerckhofs et al, 2012).

Un aspecto que destaca en la estructura del andamio es su permeabilidad, la cual afecta
directamente la difusién de nutrientes y desechos a través del mismo (Sell, Barnes et al,
2008). Sin importar el biomaterial empleado, ésta depende del tamaio del poro, el cual
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tiene un papel indispensable en la penetracion celular y el crecimiento del tejido. Por ello,
determinar la permeabilidad y porosidad del andamio es de gran importancia para la
ingenieria de tejidos (Chiu, Hecht et al, 2012).

Definicion de metodologia para medir la permeabilidad

Primero, se investigaron los diferentes métodos reportados para medir la permeabilidad
de un andamio. A partir de esto, se define cémo y con qué se hardn las mediciones, para
poder planear adecuadamente todo el experimento.

Existen diversas pruebas experimentales que permiten la determinacién de la permea-
bilidad de un andamio, implementando diferentes métodos para su medicion y analisis.
De manera general, se clasifican como: 1) métodos directos que emplean la ley de Darcy
midiendo el flujo volumétrico y la caida de presion a través del andamio, y 2) métodos
indirectos basados en la porosidad y tamaifio de poro este que se aplican en modelos com-
putacionales (Pennella, Cerino et al, 2013).

Entre los métodos directos, se encuentra el que esta basado en la gravedad; que a su vez se
subdivide en: considerar una cabeza de presion constante, o una cabeza de presion des-
cendiente. En esta ultima, la cabeza de presién cambia porque la tuberia es usada tanto
para proveer el flujo del fluido a través del andamio, como para medir la cabeza de presion
(Pennella, Cerino et al, 2013).

De manera general, el método de la cabeza de presion descendiente requiere de: una tu-
beria que provea de una cabeza de agua y al mismo tiempo permita medir el volumen de
agua que pasa a través del andamio; una cdmara que contenga este y un reservorio para la
recoleccion del agua (Wang, Meng et al, 2014).

Las ecuaciones que se consideran en este modelo dependen de la obtencion de la conducti-
vidad hidrdulica K, la cual se calcula de la siguiente manera (Pennella, Cerino et al, 2013):

=Kk (6.1)

Donde:

k es la permeabilidad;

p es la viscosidad dindmica del agua o el fluido a emplear en el experimento;

p es la densidad del agua o el fluido a emplear;

gesla gravedad;

La conductividad hidraulica, puede estimarse usando la siguiente expresion de la ley de
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Darcy:
v=K-i (6.2)

Donde:
v es la velocidad del fluido;
i es el gradiente hidrdulico, que a su vez puede expresarse con la siguiente ecuacion:

i= (6.3)

kil
L

Donde:
H es la distancia entre dos superficies de agua;
L es el grosor del andamio;

Una manera alterna, de expresar la ley de Darcy que permite considerar el flujo a cual-
quier tiempo dado, es la siguiente:

QzK.,-.Az_a”;_[j 6.4)

Donde:

Q es el flujo del agua o el fluido a emplear;

a es el area perpendicular al flujo en la tuberia;

A es el area perpendicular al flujo del andamio;

La ecuacidn anterior se integra y se consideran las siguientes condiciones de frontera:
t=t,=0; H=H, (6.5)
t=t,=0; H=H, (6.6)
La ecuacion resultante es:

L H
k=L, H 6.7)
H2

A1,
En este experimento; se analiza la permeabilidad de los andamios, con el método directo
basado en gravedad de cabeza descendiente, considerando las ecuaciones anteriormente
descritas.
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Objetivo del experimento

Disefar un sistema que permita el estudio de permeabilidad de los andamios por el mé-
todo de cabeza descendiente.

Comparar la permeabilidad calculada entre dos lotes de andamios disefiados para culti-
vos celulares.

Hipotesis
Hipotesis nula (H,): la permeabilidad calculada de andamios de dos lotes es igual

Hipotesis alternativa (H,): la permeabilidad calculada de andamios de dos lotes es dife-
rente para cada lote.

Definicion de variables y factores:

Variable respuesta: permeabilidad del andamio

Factores de estudio: tiempo de caida de la cabeza de agua.

Factor de bloqueo: lotes.

Factores de confusion: temperatura ambiente, porosidad del andamio, grosor del anda-
mio, viscosidad del agua, densidad del agua.

Realizacion del experimento

Una vez que se definen el factor de estudio y la variable respuesta, se planea organizada-
mente el trabajo experimental considerando los principios basicos del disefio experimen-
tal que incluyen: aleatorizar (se utilizaron diez andamios tomados al azar de cada lote),
repetir (correr mds de una vez el experimento, en este caso fueron seis veces con cada
andamio) y bloquear (tomar en forma adecuada todos los factores que pueden afectar la
respuesta observada, que en este caso son los lotes de estudio).

Se definen los instrumentos de medicion a utilizar, el nimero de repeticiones y la captura
de variables.

La experiencia en el trabajo de laboratorio es muy importante, para conocer los diferentes
equipos e instrumental con el que se cuenta, asi como el correcto manejo de los mismos.
En este caso en particular, se disefié un sistema muy sencillo que permite el analisis de la
permeabilidad (figura 6.13), el cual consta de los siguientes componentes:
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- Una pipeta de plastico, con la punta del extremo cortada. Esta sera el equivalen-
te a la tuberia por donde fluird el agua a través del andamio.

- Un soporte semi-transparente para el andamio que se coloca en el extremo in-
ferior de la pipeta. El diametro de este tiene que ser igual al interno de la pipeta,
de esta manera el soporte no interrumpe el flujo del agua a través del andamio.

- Un vaso de precipitado como reservorio del agua que cae a través del andamio.

- Una piseta con agua destilada.

- Un soporte universal para sujetar la pipeta de manera vertical.

- Cronémetro Thermo Fisher para tomar el tiempo en que el agua desciende
hasta una marca determinada.

- Termometro de mercurio para medir la temperatura del agua destilada utiliza-
da en el experimento.

Figura 6.13. Sistema disefiado para las pruebas de permeabilidad.

Una vez preparado el sistema descrito, se procede con los siguientes pasos:

i. Preparar los andamios y colocarlos en el soporte.

ii. Llenar la pipeta utilizando la piseta con agua destilada (a la cual se le midi6 su
temperatura).

iii. Cuando el agua comienza a atravesar el andamio y desciende se empieza a cro-
nometrar el tiempo de bajada. La distancia desde la base del soporte universal
hasta esta marca corresponde al valor de H,. Ver figura 6.14,

iv. Cuando el agua llega a una marca predeterminada, se detiene el crondmetro re-
gistrando el tiempo medido (#,). La distancia desde la base del soporte universal



CAPITULO 6
INGENIERIA BIOMEDICA Y SUS APLICACIONES iNDICE

hasta esta marca, corresponde al valor de H,.(Ver figura 6.14.) Una vez estable-
cidos los valores de H, y H;, éstos deben mantenerse constantes para todos los
andamios de ambos lotes.

v. Se permite que toda el agua fluya por la pipeta.Se repite un total de seis veces
los pasos del 3 al 5, de manera tal que al término del experimento se cuente con
seis registros de tiempo t, por andamio.

Se sustituyen los valores obtenidos con los respectivos célculos de: a, A y L; en la ecuacion
de la conductividad hidrdulica K. Este valor se emplea en la ecuacion de la permeabilidad,
sustituyendo ademas los valores conocidos para el agua de y, p, g.

Figura 6.14. Determinacion de las distancias H, (linea amarilla) y H, (linea roja). El cero
corresponde a la base del soporte universal. Por lo tanto H, es la distancia desde la base
hasta la marca 1 en la pipeta, H, es la distancia desde la base hasta la marca 2 de la pipeta.
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Previo a las pruebas, se emplea un Vernier para determinar las dimensiones de los anda-
mios y del area transversal al flujo del agua, los cuales se muestran a continuacion:

Area transversal de la pipeta = a = m* D} = 7+ (6mm)* = 37.27mm? (6.8)
Donde:

D;es el diametro interno de la pipeta;

El drea transversal al flujo del agua del andamio debe ser el mismo que el drea transversal
de la tuberia, pues los andamios se cortan con un didmetro de 6 mm?, por lo que drea es
37.27 mm?>.

Se mide el grosor de todos los andamios (L), el cual fue constante para ambos lotes, con
un valor de L igual a 2 mm.Se determina la altura H,, con un valor de H, igual a 29.4 cm.
Asimismo, se determina la altura H,, con un valor de H, igual a 27.6 cm.

Una vez determinados los valores mencionados, se prosiguié con la prueba de permeabi-
lidad. A continuacién, se muestran los resultados de los tiempos de recorrido del agua de

H, a H, en dos lotes de andamios (tabla 6.1, tabla 6.2).

Tabla 6.1. Valores de tiempo de permeabilidad de los andamios del lote 1. Seis repeticiones
por andamio.

LOTE1
Andamio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Prucha Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo

() () () () (s) () () (s) ) ()

1 76 72 82 82 66 60 70 70 80 73

2 78 70 84 83 66 59 71 70 86 71

3 76 60 84 84 67 59 71 73 83 71

4 75 65 83 85 65 60 68 71 86 74

5 76 63 82 83 66 58 70 71 84 73

6 77 68 84 84 65 58 68 72 84 71
Promedio 76.33 66.33 83.16 83.5 65.83 59 69.66 71.16 83.83 72.16

Desviacion
estandar 1.03 4.50 0.98 1.04 0.75 0.89 1.36 1.16 2.22 1.32
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Por otro lado, se debe registrar la temperatura del agua destilada empleada en las pruebas,
la cual fue de 20°C. Con dicho valor se obtuvieron los datos de densidad (998.2 kg/m’®) y
viscosidad (0.001002 kg/m*s) correspondientes con lo reportado.

Tabla 6.2. Valores de tiempo de permeabilidad de los andamios del lote 2. Seis repeticio-
nes por andamio.

LOTE 2
Andamio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Prucha Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo | Tiempo
() O ) (s) () ) ) () () (s
1 70 74 67 66 55 84 53 80 63 57
2 70 75 68 67 54 85 53 79 63 59
3 72 70 66 64 54 84 51 79 64 59
4 68 72 68 65 53 84 52 80 65 59
5 69 72 68 64 54 83 52 81 62 57
6 69 71 68 65 55 83 53 80 65 60
Promedio
@ 69.66 72.33 67.5 65.16 54.16 83.83 52.33 79.83 63.66 58.50
Desviaciéon
esténdar 1.36 1.86 0.83 1.16 0.75 0.75 0.81 0.75 1.21 1.22

Los andamios del lote 2, fueron sometidos a la prueba de permeabilidad una semana
después del lote 1. Se mantuvieron las mismas condiciones durante todo el experimento.
Manteniendo constante ademas H, y H, de las pruebas del lote 1.

Ademas, se registra la temperatura del agua empleada, con un valor de 19°C. Con ello, se
obtuvieron los valores de densidad (998.38 kg/m?®) y viscosidad (0.001003 kg/m*s) corres-
pondientes.

Para los calculos de la conductividad hidréulica, se sustituyeron los promedios de los
tiempos de las tablas 1 y 2, para cada andamio. Los resultados obtenidos se muestran en
la tabla 6.3.
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Tabla 6.3. Resultados del célculo de conductividad hidraulica para los andamios de lotes
1y 2. Datos mostrados en mm/s y su conversion a m/s.

Lote 1 Lote 2
Andamio Conductividad Conductividad Andamio Conductividad Conductividad
hidraulica (mm/s) | hidrdulica (m/s) hidraulica (mm/s) | hidrdulica (m/s)
1 0.00165 1.65X10¢ 1 0.00181 1.81 X10°¢
2 0.00190 1.9 X10°¢ 2 0.00174 1.74 X10°
3 0.00151 1.51 X10°¢ 3 0.00187 1.87 X10°¢
4 0.00151 1.51 X10°° 4 0.00193 1.93 X10°¢
5 0.00191 1.91 X10°° 5 0.00233 2.33X10°¢
6 0.00214 2.14X10°¢ 6 0.00151 1.51 X10°¢
7 0.00181 1.81 X10°¢ 7 0.00241 2.41 X10°
8 0.00177 1.77 X10°¢ 8 0.00158 1.58 X10-¢
9 0.00150 1.5X10° 9 0.00198 1.98 X10°
10 0.00175 1.75 X10°¢ 10 0.00216 2.16 X10¢

Con los resultados de la tabla 6.3, se sustituyeron los valores de la conductividad hidrau-
lica (en m/s), para el célculo correspondiente de la permeabilidad de cada andamio. Los
resultados se muestran a continuacion (Tabla 6.4).

Tabla 6.4. Resultados de permeabilidad para los 10 andamios por lote.

Lote 1 Lote 2
Andamio Permeabilidad (m?) Andamio Permeabilidad (m?)
1 1.693X10"3 1 1.907 X103
2 1.949 X103 2 1.837 X101
3 1.555 X102 3 1.969 X102
4 1.548 X10" 4 2.039 X103
5 1.964 X10" 5 2.387 X101
6 2.191 X103 6 1.524 X101
7 1.856 X101* 7 2.471 X104
8 1.817 X101 8 1.62 X10"
9 1.542 X103 9 2.013 X103
10 1.792 X102 10 2.21 X101
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Analisis de resultados

De los resultados anteriores, se realiza la estadistica descriptiva correspondiente, mostra-
da en la tabla 6.5 y la grafica de caja (figura 6.14).

Tabla 6.5. Estadistica descriptiva de los valores de permeabilidad obtenidos de ambos
lotes.

Lote 1 Lote 2
Promedio 1.791 +0.21 X10'* m? 1.978 +0.3 X103 m?
Minimo 1.542 X101 1.542 X103
Maximo 2.191 X103 2.471 X101
Data 1
3.0:1012
g 2 5x1013
o
§ 2.0x1013 [
£
o 151013
1.0x1013 T T
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Figura 6.15. Gréfica de caja. Se muestran los minimos y maximos para cada lote. Asi
como los valores de la mediana, cuartiles uno vy tres.

Se utiliza la prueba “t de student”, mediante el software GraphPad Prism 6.0. para evaluar
si existen cambios significativos entre las medias de permeabilidad obtenidas por lote. Los
resultados demostraron que no existen diferencias significativas (p<0.05).

El valor medio global de permeabilidad obtenida en los andamios con intervalo de con-
fianza de 95%, fue de 2.089 + 0.166 x 10 m>.
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Interpretacién de los resultados y conclusién

Al comparar los valores de permeabilidad obtenidos en ambos lotes (1.791 + 0.214 x 10"
m? y 1.978 £ 0.3 x 10"*m?), con lo reportado en la literatura se observa que: se encuentran
en el mismo orden de magnitud. Hwang et. al reportaron una permeabilidad de: 1.064
x 10 m? para hidrogeles de alginato (Hwang, Sant et al, 2010). Wang et. al reportaron
una permeabilidad desde: 2.2 x 10> m?hasta 48.7 x 10""* m?, para andamios compues-
tos de matriz extracelular con cartilago auricular de hidroxiapatita (Wang, Meng et al,
2014). Sin embargo, no se encuentra reportado en la literatura claramente qué valor de
permeabilidad es mejor. Por un lado, una menor permeabilidad promueve incremento en
la produccién de matriz cartilaginosa por los condrocitos, incrementando el contenido de
agrecano y coldgeno II. Mientras que una mayor permeabilidad, es mas favorable para la
diferenciacion de células troncales hacia condrocitos (Kemppainen & Hollister, 2010), y
neuronales (Lee, Rich et al, 2015).

Aunque no se cuente con una referencia sobre qué permeabilidad es mas favorable para
el cultivo celular, respecto a: adhesion, proliferacion o viabilidad. El valor obtenido se en-
cuentra en el rango reportado por otros autores, quienes han realizado cultivos con otras
lineas celulares con éxito, por lo que se espera que los andamios fabricados permitan el
cultivo celular.


http://biblio.juridicas.unam.mx/libros/libro.htm?l=604

CAPITULO 6
INGENIERIA BIOMEDICA Y SUS APLICACIONES iNDICE

Problema 6.2 Cuantificaciéon de dafo tisular y su anélisis

estadistico

Nohra Elsy Beltran Vargas
Eduardo Pefra Mercado
Mario Garcia Lorenzana

En este ejemplo, trabajaremos la aplicacion de la estadistica para resolver un problema de
analisis de datos generados a partir de un modelo de experimentacién en animales, donde
se busca cuantificar el dafio provocado en el tejido de un 6rgano en particular. Esto surge
a partir de investigaciones que se estdn desarrollando actualmente entre la UAM Cuaji-
malpa e Iztapalapa, asi como de aplicaciones en el area biomédica.

Problema: Realizar una cuantificacién de dano tisular a partir del andlisis de imagenes
histolégicas obtenidas de un modelo experimental en ratas.

Antecedentes
Los tejidos y las técnicas para analizarlos

En los organismos pluricelulares pueden distinguirse distintos niveles de organizacion. Los
tipos mas sencillos contienen un nimero de células relativamente bajo. Si todas estas, son
mas o menos semejantes, le damos al organismo el nombre de colonia celular. Si se hallan
presentes dos o mas grupos distintos de células, en general, cada uno de estos grupos cons-
tituye un TEJIDO.

Los tejidos son: asociaciones de células con caracteristicas estructurales y funcionales simi-
lares. En organismos que poseen mayor complejidad estructural (como es el caso del hom-
bre), no s6lo hay varios tejidos; sino que éstos, ademds, se retinen en una o mas unidades
llamadas 6rganos (por ejemplo el estdmago, el corazon, la piel y los pulmones entre otros).
Por otra parte, los organismos mas complejos tienen grupos de 6rganos reunidos en siste-
mas, como seria el caso del: respiratorio, digestivo, cardiovascular y nervioso, entre otros.
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Independientemente de las diferentes formas y funciones que adoptan los tejidos, presen-
tan siempre caracteristicas comunes que nos permiten agruparlos en cuatro tipos:

Tejido epitelial. Las células que constituyen al tejido epitelial se caracterizan por estar
fuertemente unidas entre si, por su gran capacidad de regeneracién y reparacion. El te-
jido conjuntivo no sélo esta constituido por células sino por abundantes elementos que
estas producen. Entre estos se encuentran las fibras y un material viscoso llamado matriz
extracelular. Entre las fibras podemos mencionar a la colagena. Como ejemplo de células
del tejido conectivo estan las de la sangre, del cartilago y hueso. Aligual que el epitelial, el
tejido conjuntivo tiene una gran capacidad de regeneracion y reparacion.

Las células del tejido muscular, tienen como caracteristicas distintivas su gran tamafio y
compleja estructura que les permite realizar movimientos muy diversos. Las unidades de
este tejido tienen menor capacidad de regeneracion y reparacion. Finalmente, el nervioso
esta constituido por células con una estructura muy compleja, que les permite realizar
funciones de esta naturaleza y muy importantes, dentro de érganos como el cerebro. Al
igual que el tejido muscular, el nervioso presenta una capacidad de regeneracion y repa-
racién muy limitada (Ross & Pawlina, 2007).

Con la ayuda del microscopio y de la técnica histoldgica se estudian los tejidos para cono-
cerlos de manera detallada, en cuanto a su estructura, organizacion y funcién. Se pueden
distinguir de esta manera los diferentes tipos de células que constituyen a los tejidos.

La técnica histolégica, es una serie de procedimientos que se aplican a los tejidos para
poder observarlos con el microscopio. A partir de la aplicacién de los colorantes Hema-
toxilina y Eosina, se logran contrastar las estructuras celulares y tisulares de diferente
composicion quimica.

La histopatologia, involucra el estudio de las anormalidades que se detecten a partir de
la aplicacion de la técnica histolégica; para realizar un diagnéstico de una patologia de-
terminada. Las muestras de los tejidos, se obtienen en la mayoria de los casos de biopsias
(pequeno fragmento del tejido a estudiar) de algiin organismo.

Lesidn por isquemia-reperfusion

La isquemia se refiere a la ausencia de flujo sanguineo hacia algun érgano determinado
del cuerpo. Cuando las células no pueden mantener una adecuada sintesis de ATP, el
existente es degradado en sus componentes de: adenosina, luego a inosina y finalmente
hipoxantina. Mientras la isquemia se alargue, la hipoxantina se acumula. El pH intracelu-
lar, disminuye durante la isquemia debido al metabolismo anaerobio con acumulacién de
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lactato. Las enzimas y proteinas reguladoras intracelulares, son dafiadas conduciendo a la
disfuncion celular. La disminucién de ATP inactiva las bombas que dependen de esta mo-
lécula, permitiendo la salida de potasio, con la entrada de sodio y cloro; que causa edema
celular agudo. El incremento en calcio, parece que se debe a varias causas; incluyendo la
disminucién en la extrusion por la inactivacion de las bombas membranales dependientes
de ATP, liberacion de calcio este elemento a partir de los organelos.

Este incremento en el calcio intracelular, es uno de los eventos tempranos en la lesiéon
por isquemia-reperfusion I/R, donde el dafio es dependiente de la duracion y el grado
de incremento. El aumento en el calcio citosélico causa apoptosis y necrosis en la célula
(McMichael & Moore, 2004).

La reperfusion de los tejidos isquémicos paraddjicamente exacerba el proceso de lesion,
provocando la liberacion de radicales libres y mediadores proinflamatorios, asi como la
atraccion de leucocitos a la zona afectada (Kobata, Kotani et al, 2007).

La lesion por isquemia-reperfusion, (I/R) es una compleja cascada de eventos que invo-
lucran una multitud de procesos fisiopatoldgicos. Estos incluyen: la activacion de neu-
tréfilos, plaquetas, citocinas, especies reactivas de oxigeno (ROS), sistema de coagula-
cién, endotelio y el sistema enzimatico xantina - éxido - reductasa. Esto puede conducir
eventualmente al dafio celular, muerte celular, incremento en la permeabilidad vascular,
necrosis tisular y disfuncién organica multiple. La muerte celular por necrosis o apoptosis
es desencadenada por las sustancias liberadas durante la I/R (McMichael & Moore, 2004).

Para obtener mayor informacion sobre el dafio tisular generado por isquemia- reperfu-
sién en los tejidos, es importante evaluar cuantitativamente caracteristicas histopatologi-
cas propias del dafio celular y proceso inflamatorio temprano.

Solucién

Para proponer las variables a analizar para medir en las imagenes histoldgicas, se inici6
con la revisién bibliografica de indices de cuantificacion de dafo propuestos por otros
autores en diferentes modelos experimentales.

A partir de la revision, se definieron dos variables a medir en los cortes histologicos que
se tienen de ratas macho de la cepa “Wistar” criadas en bioterio para experimentacion.



INDICE PROBLEMAS DE INGENIERIA BIOLOGICA

Protocolo experimental

Se obtuvieron muestras (biopsias) de tejido de ratas de 4 grupos: control, isquemia (30
min) e isquemia-reperfusiéon (30 min y 60 min). Se incluyeron 2 ratas en cada grupo.
El tejido fue procesado mediante la técnica histolégica de rutina, se obtuvieron cortes
longitudinales y transversales de cada una de las muestras; se colocaron en 3 laminillas
con 3 cortes de 4 um de espesor de cada uno de los planos, los cortes fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina. Se observaron las laminillas al microscopio para generar una base
de datos de las dreas y zonas que presentan daio de acuerdo a las variables: area del lumen
glandular y presencia de areas de erosion epitelial.

Ahora se definen las variables de analisis:

Variables dependientes (respuesta)
- Area del lumen glandular (variable cuantitativa)
- Presencia de dreas de erosion epitelial (variable cualitativa)

Factor estudiado
- Grupo: Control, Isquemia, Isquemia - reperfusién

Factores controlables
- Técnica histologica
- Técnica de tincion hematoxilina-eosina

Factores no controlables
- Calidad de los reactivos utilizados en la técnica histoldgica y en la tincién
- Grosor en todos los cortes del tejido incluido
- Condiciones de microscopios para el analisis de las laminillas

Analisis estadistico

Se inicia con la descripcidn de las variables de interés, que en este caso son: drea del lumen
glandular, y presencia de dreas de erosion epitelial. Para esto utilizamos el software NCSS 8.
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Primero, se realiza la estadistica descriptiva de la variable cuantitativa “area del lumen
glandular”, que incluye medidas de tendencia central, de dispersion y de posicion relativa
(Gutierrez & De la vara 2012; Triola, 2013).

En la tabla 6.6 se describe esta variable para los diferentes grupos de estudio.

Tabla 6.6. Descripcion del area del lumen glandular en pm?para los diferentes grupos de
estudio

Grupo Media + DE (um?) Mediana (um?) Minimo Mdximo Rango (um?)
(um?) (um?)
Control 113.58 + 83.63 98.42 4.05 612.71 608.66
Isquemia 165.01 + 107.01 138.70 17.78 975.26 957.48
I/R 30 min 310.63 £ 143.99 290.24 33.53 1557.36 1523.83
I/R 60 min 301.01 £ 163.38 279.19 48.07 5467.59 5419.52

En la grafica de caja, se describen las variables de posicion relativa: cuartiles Q1, Q2 y
Q3, asi como la mediana de los datos. Se puede observar facilmente que se tienen varios
valores atipicos, en especial hay uno en el grupo de I/R de 60 min alrededor de 5 500 pm?.

Estos andlisis cuantitativos y graficos, permiten evidenciar la gran dispersién que tienen
los datos analizados; asi como la diferencia entre la media y la mediana debido a esos va-
lores atipicos que se observan graficamente en la figura 6.16.

Area_lumen_glandular vs Grupo
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Figura 6.16. Grafica de caja del area del lumen glandular en los cuatro grupos de estudio.
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Lo anterior nos llevé a un analisis de la base de datos que se tenia para determinar el
porqué de los valores atipicos. Debido al dafio glandular que se genera en la mucosa en
condiciones de I/R, algunas de estas pierden su integridad y el lumen glandular se co-
munica con el de las glandulas adyacentes; lo que se refleja en el incremento del drea del
lumen glandular que se observa especialmente en condiciones de I/R 60min. Generan-
do una mayor cantidad de datos atipicos (“outliers”). Para disminuir esta dispersion, se
eliminaron los datos en los cuales el drea del lumen de una o mas glindulas estuviera
comunicado.

Entendiendo lo que ocurre teéricamente en el modelo propuesto, se procedié a realizar la
correccion en las medidas obtenidas para evitar dreas tan grandes por la comunicacién
entre glandulas adyacentes. Se modificé la base de datos y se procedié al analisis de datos.

Nuevamente, se realizé la estadistica descriptiva, obteniendo los siguientes resultados: los
cuales se resumen en la tabla 6.7. Ahora las desviaciones estaindar (DE) disminuyen, sin
cambiar el orden de magnitud de los resultados:

Tabla 6.7. Descripcion del area del lumen glandular en um? para los diferentes grupos de
estudio, con la correccién de los valores atipicos generados por la comunicacion entre
glandulas adyacentes.

Grupo Media + DE (um?) Mediana (um?) Minimo Maximo Rango
Control 112.69 + 82.09 97.87 4.05 612.71 608.66
Isquemia 163.94 +103.81 138.65 19.29 821.53 802.24
I/R 30 min 304.46 + 126.55 288.55 40.27 894.98 854.71
I/R 60 min 291.29 +102.82 270.36 48.07 793.55 745.48

La grafica de caja en la figura 6.17, muestra que las dreas son menores de 1000 pm?, sin
embargo, las de los grupos de I/R siguen siendo casi el doble de las del grupo control y el
grupo de isquemia:
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Figura 6.17. Grafica de caja del area del lumen glandular en los cuatro grupos de estudio,
con la correccidn de los valores atipicos generados por la comunicacion entre glandulas
adyacentes.

Se puede observar que con la correccién de los valores atipicos, los registros maximos y
los rangos de los diferentes grupos; disminuyen, especialmente para los grupos de I/R,
que eran los que presentaban unos valores completamente fuera del rango. La estadistica
descriptiva nos ayudé para poder depurar la base de datos, y a partir de esto, ahora si,
proceder a realizar una prueba de hipdtesis para evaluar si hay cambios estadisticamente
significativos entre los grupos de estudio.

Ho = area del lumen glandular media de todos los grupos son iguales.
Ha = 4rea del lumen glandular media de todos los grupos no son iguales.

Una vez que se han descrito los datos, se debe realizar una prueba de homogeneidad de
varianzas de Levene; para evaluar la igualdad de estas y definir el método estadistico a
aplicar, para el analisis de la prueba de hipétesis. Como no se encontré igualdad de va-
rianzas, se realizd la prueba estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida por
una prueba post hoc T3 de Dunnet, definiendo un nivel de significancia de p < 0.05 como
estadisticamente significativo.

Hay que recordar que la prueba Kruskal-Wallis, solamente nos dice si hay diferencias
significativas entre todos los grupos, pero no especifica entre qué grupos se presentan las
desigualdades; por lo que la prueba post hoc de Dunnet nos permite identificar entre qué
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grupos especificamente se encuentran las diferencias respecto al grupo control.

Los resultados del analisis estadistico (tabla 6.8), permitieron identificar diferencias es-
tadisticamente significativas (p < 0.05) entre los grupos experimentales con respecto al
control, siendo I/R 30 min e I/R 60 min los que presentan el mayor incremento en el drea
del lumen glandular con respecto al control. Se puede observar que el grupo I/R 30 min
es el que presenta el mayor incremento. En el caso de la segunda variable de interés, el
analisis estadistico para “erosion epitelial” se realizé a partir una puntuacion asignada
arbitrariamente donde: 0 significa sin erosion, 1 significa erosion del epitelio superficial,
2 significa erosion de la porcion superior.

Tabla 6.8. Resultados del analisis estadistico.

. ., ., o . % erosion porcion superior
Grupos % sin erosion (0) | % erosion epitelio superficial (1) @)
Control 88.89 11.11 0
Isquemia 74.07 25.93 0
I/R 30 min 7.41 51.85 40.74
I/R 60 min 0 40.74 59.26

Para realizar la prueba de hipétesis, al ser una variable nominal, se hizo una prueba
estadistica de Chi - cuadrada, definiendo un nivel de significancia de p < 0.05 como
estadisticamente significativo.

Ahora las hipétesis son:

Ho = los porcentajes de erosion epitelial de todos los grupos son iguales.

Ha =los porcentajes de erosion epitelial de todos los grupos no son iguales.

El analisis estadistico, muestra un incremento significativo (p < 0.05) en la erosion epite-

lial y de la porcién superior en condiciones de I/R de ambos grupos; siendo el grupo I/R
60 min el que presenta el mayor porcentaje de erosion (figura 6.18).



CAPITULO 6
INGENIERIA BIOMEDICA Y SUS APLICACIONES iNDICE

Percentages within Grupo

100 ~

80

60 —
Erosion_epitelial

B Sin erosion

B Erosion epitelio superficial
Erosion porcion superior

% within Grupo

40

20

Control Isquemia I/R 30 min I/R 60 min

Grupo

Figura 6.18. Representacion grafica del porcentaje de erosion epitelial en los cuatro
grupos de estudio.

Conclusiones

A partir de las variables propuestas para cuantificar el dafio tisular, fue posible identificar
cambios entre los grupos de estudio. Presentando mayor drea de lumen glandular y mayor
porcentaje de erosion epitelial en los grupos de I/R como era de esperarse. Ya que como se
mencion6 al momento de presentar el tema, en la literatura se reporta que la reperfusion
de los tejidos isquémicos exacerba el proceso de lesion, lo cual se logré demostrar en el
analisis estadistico propuesto.
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La quimica de la vida: ;qué son las biomoléculas?

Las células estan constituidas por moléculas bioldgicas o macromoléculas —polimeros de
alta masa molecular—, que se forman cuando se unen o condensan muchas estructuras
organicas mas pequefias que se denominan monoémeros, los cuales poseen masas molecu-
lares iguales o inferiores a 500 daltons. Las subunidades monoméricas que conforman las
proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos se unen por reacciones de sustitucion nucleofi-
lica o de condensacion. Esta altima, tiene lugar por la remociéon de una molécula de agua
para generar una cadena de “residuos”. En algunos casos, como el de las proteinas y los
acidos nucleicos, el orden de unién de los diferentes residuos tiene una gran importancia;
en otros, por ejemplo, el de los carbohidratos, en donde el residuo se repite muchas veces.
Las propias macromoléculas pueden formar después estructuras supramoleculares, dan-
do lugar a unidades funcionales de mucha complejidad (tabla 7.1).
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Tabla 7.1. Composicién macromolecular total. Abundancia de los diferentes constituyen-
tes celulares.

Porcentaje | Peso por | Peso molecular , i
i i L. Nuamero de molécu-
Macromolécula | en peso seco célula caracteristico i
las por célula
total (fg) (Da)
Proteina 55 165 3x10* 3000000
ARN 20 60
23 SrARN 32 1x10°¢ 20000
16 STARN 16 1x10° 20000
5SrARN 1 1x10* 20000
transferencia 9 1x104 200 000
mensajero 2 1x10° 1400
ADN 9 1x10° 2
Lipidos 9 27 800 20 000 000
Lipopolisacri- 3 9 8000 1000 000
dos
Peptidoglicanos 3 9 (1000), 1
Glucdgeno 3 9 1x10° 4000
Metabolitos y
3 9
cofactores
Iones inorgani- | 3
cos
Peso seco total 100 300
0,
Agua (’70 % de la 200
célula)
Peso celular total 1000
Proteinas

Existen 20 aminodacidos comunes en todas las células. Estos se caracterizan por tener, al me-
nos dos grupos funcionales —amino y carboxilato— (figura 7.1). Estos grupos se condensan
durante la sintesis de proteinas para formar un enlace peptidico (figura 7.2) que da como
resultado un polipéptido o una proteina (figura 7.3). Estas son las macromoléculas bioldgi-
cas mas abundantes, estando presentes en todas las células y en cualquier parte de la misma
(figura 7.4). Las proteinas también presentan una gran variedad de formas y funciones; por
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ejemplo, en una sola célula se pueden encontrar miles de clases diferentes, que varian en
tamano desde péptidos relativamente pequefios, hasta polimeros enormes de masas mole-
culares del orden de millones de Da.

Las proteinas son biopolimeros grandes, muchas de las cuales funcionan como enzimas,
otras sirven como componentes estructurales importantes, receptores de sefiales, o trans-
portadores, llevando sustancias especificas hacia adentro o hacia fuera de las células. Su
estructura estd determinada, en gran parte, por la secuencia de los aminodacidos que se
unen. Esta a su vez, esta codificada por los genes.

La funcién de una proteina depende de su estructura apropiada en tres dimensiones.
Ademas se pueden asociar para formar estructuras mas grandes. Este siguiente nivel de
organizacion, genera complejos que pueden llevar a cabo una serie de reacciones, o para
desarrollar nanoestructuras para diversas aplicaciones tecnoldgicas.

Figuras: 7.1. Aminoacido 7.2. Enlace peptidico 7.3. Proteina
Carbohidratos

Los carbohidratos son un grupo de biomoléculas abundante y diverso, que comparten la
propiedad comtin de estar compuestos de carbono, oxigeno, e hidrégeno. Estos incluyen
azucares sencillos (figura 7.4), sus polimeros —unidos a través del enlace glucosidico—
(figura 7.5), asi como otros derivados de aztcar, los cuales contienen varios grupos oxhi-
drilo. Por ejemplo, la celulosa, uno de los componentes principales de la pared celular de
las plantas, es la macromolécula bioldgica mas abundante (figura 7.6). Otros polimeros de
carbohidrato, desempefian también un papel en la estructura de las células y los tejidos;
algunos como el glucdgeno y almidon, sirven como moléculas de almacenamiento.
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Figuras: 7.4. Monomero de glucosa 7.5. Enlace glucosidico; 7.6. Macromolécula de celulosa

Lipidos

En la naturaleza se encuentran muchos tipos de lipidos, los mas sencillos son los acidos
grasos (figura 7.7). Estos son hidrocarburos de cadena larga con un grupo carboxilo en
unos de los extremos. Los dcidos grasos se encuentran con mas frecuencia, como una
parte de moléculas mas grandes que se denominan glicerofosfolipidos, los cuales consis-
ten en glicerol 3-fosfato y dos grupos acilos grasos (figura 7.7). Los glicerofosfolipidos son
componentes importantes de las membranas biologicas. Las moléculas individuales de
lipidos no se consideran macromoléculas, sin embargo, la asociacién no covalente de un
gran numero de estas produce estructuras de gran tamano. Las membranas celulares se
construyen a partir de enormes agregados de millones de moléculas de lipido (figura 7.8).

Los lipidos de las membranas tienen por lo regular una cabeza polar, hidrofilica capaz de
interactuar con un ambiente acuoso; y una cola no polar, hidrofébica. Las colas hidrofébi-
cas de tales lipidos se asocian, generan laminas de bicapas lipidicas, las cuales forman las
membranas. Estas sirven para separar una célula, o un componente dentro de esta, o de
su ambiente. La membrana que rodea a la célula, a la que se llama membrana plasmatica,
tiene proteinas enclavadas en la bicapa lipidica. Estas proteinas sirven como canales para
la entrada de nutrientes y la salida de desechos, mientras que otras catalizan reacciones
que tienen lugar especificamente en la superficie de la célula. Las membranas intracelula-
res también contienen proteinas que desempefian diversas funciones bioldgicas.
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Figuras: 7.7. Acido graso 7.8. Membrana bioldgica

Acidos nucleicos

Los acidos nucleicos son polimeros formados de monémeros que se denominan nucledti-
dos. Estos contienen un azucar, una base nitrogenada heterociclica, y al menos un grupo
fosforilo (figura. 7.9). El azucar de los ribonucledtidos es el carbohidrato de cinco carbo-
nos, ribosa; el de los desoxirribonucleétidos es su derivado, la desoxirribosa. Las bases
nitrogenadas de los nucledtidos pertenecen a dos familias, que se conocen como purinasy
pirimidinas. La estructura del nucledtido adenosin trifosfato (ATP) (figura. 7.10); ademas
de servir como un bloque de construccién de los acidos nucleicos, es el proveedor central
de energia en las células vivas.

Para formar los dcidos nucleicos, los nucledtidos se unen por medio de un enlace covalen-
te que se forma entre un grupo fosforilo del nucledtido y un grupo oxhidrilo de un aztcar
de otro nucleétido. Estos enlaces dan como resultado la formacién de una estructura
que consiste en azucares y fosfatos que se alternan. En el ADN las bases de dos cadenas
complementarias interactian para formar una organizacion helicoidal (figura. 7.11). La
secuencia especifica de los pares de bases en el ADN es la que contiene la informacién
genética.

Los acidos nucleicos pueden ser de gran longitud, algunos cromosomas humanos, por
ejemplo, consisten en moléculas de ADN de mas de cien millones de nucledtidos indivi-
duales. Las bacterias, las cuales tienen menos genes, contienen, casi siempre, una molé-
cula de ADN mas pequena. En la mayor parte de estas, el cromosoma sencillo es circular,
esto es, los extremos de la molécula estan unidos.
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Figuras: 7.9. Nucleétido 7.10. ATP 7.11. Polinucle6tido ADN

Aplicacion tecnoldgica de las biomoléculas:
iqué es la bionanotecnologia?

Las aplicaciones tecnologicas donde pueden emplearse biomoléculas son muy diversas,
un ejemplo de ello es la bionanotecnologia, que a su vez se deriva de la nanotecnologia.
Estos dos conceptos involucran tanto investigacion como desarrollo de tecnologia en una
escala nanométrica. A continuacién, se mencionan algunas tecnologias que involucran
escalas de trabajo pequeias para tratar de definir el alcance de la bionanotecnologia.

La quimica fue la primera ciencia en manipular las moléculas, inicié cuando los primeros
seres humanos empezaron a cocinar sus alimentos. En la actualidad, los quimicos dise-
fan moléculas, realizando sintesis extensas y controladas para obtenerlas. La quimica
difiere de la nanotecnologia porque ésta no trabaja a nivel de moléculas individuales.

La fotolitografia es ampliamente usada en la creacién de hardware para computadoras,
y el creciente campo de los sistemas microelectromecanicos esta aplicando estas tecnolo-
gias para la creacion de las maquinas a microescala. Toda nuestra informacion y comuni-
cacion tecnoldgica se basa en estos métodos. Es una técnica a escala muy reducida, a sus
limites mds finos.

La biotecnologia aprovecha los procesos bioldgicos, y los utiliza para beneficio del ser
humano. Por ejemplo, el uso de enzimas purificadas para cortar y pegar instrucciones
genéticas en células especificas. El conocimiento de los detalles atomicos en este proceso
es irrelevante, y esto es lo que hace distinta a la biotecnologia de la nanotecnologia.

La nanotecnologia o “nanotecnologia molecular”, ha sido definida como: la ingenieria y
manufactura a escala nanométrica con precision atémica. Una descripcién més generalizada
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es: la manipulacion de la materia con al menos una dimension del tamafo de entre 1 -
100 nm. Esta tecnologia abarca un campo muy amplio que incluye diferentes disciplinas
cientificas como ciencia de superficies, quimica organica, biologia molecular, fisica de los
semiconductores, microfabricacion, etc.

La bionanotecnologia es una disciplina derivada de la nanotecnologia -ingenieria y fa-
bricacion a escala nanométrica- pero que utiliza materiales biologicos o biomoléculas
para el disefio y desarrollo de diversas estructuras, por ejemplo, las nanoparticulas biopo-
liméricas. Estas nanoparticulas (NPs) pueden ser usadas en diversas industrias como la
farmacéutica y de alimentos. Las NPs poseen un tamaiio de particula que va de los 20 a
los 1 000 nm y consisten de un centro polimérico (formado por un polimero o una mezcla
de ellos), en el cual diferentes compuestos bioactivos —con efectos benéficos para la salud
humana- pueden ser inmovilizados o atrapados (figura. 7.12). Las limitaciones para el
uso de estas NPs poliméricas en la industria de los alimentos, radica en la preocupacién
de que estas pueden presentar riesgos para la salud de las personas expuestas por largos
periodos. En respuesta a esta preocupacion, solo componentes de grado alimenticio son
seleccionados para la sintesis de las NPs, por ejemplo, polimeros naturales, surfactan-
tes biodegradables y biocompatibles. Polisacaridos como el acido alginico, carragenina,
goma xantana y quitosano; proteinas como la caseina, zeina y B-lactoglobulina; son ejem-
plos de polimeros naturales usados para la sintesis de NPs.

Figura. 7.12. Nanoparticulas biopoliméricas de proteina a-lactalbumina bovina.
Imagenes obtenidas por microscopia electronica de transmision (TEM).
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La caracterizacion de las NPs y sus componentes estructurales —biomoléculas- en térmi-
nos de tamafio, carga superficial, apariencia, distribucién de encapsulados en la matriz,
etc.; es crucial para el desarrollo y la aplicacion tecnoldgica de estos sistemas.

Dentro de los parametros fisicoquimicos mas importantes a determinar en la caracteri-
zacion de las NPs se encuentra el tamano de particula, éste tiene un impacto significativo
en la estabilidad, consumo, deposicion y la eventual eliminacion del cuerpo. A pesar de la
gran significancia de la investigacion en el campo de la nanotecnologia, solo algunos mé-
todos pueden medir directamente el tamafio de particula en una solucién. Uno de los pro-
cedimientos usados mds comunmente para mediciones in situ de tamafio de particula, esta
basado en la dispersién dinamica de luz (DLS, por sus siglas en inglés) o espectroscopia de
correlacion de fotones (PCS, por sus siglas en inglés). En esta técnica, la solucién de NPs es
iluminada por un laser. La luz del ldser incidente es dispersada por las NPs, este fendmeno
es captado por un detector cuyo angulo de dispersion puede ser fijo o variable. Debido al
movimiento Browniano de las NPs en solucidn, la intensidad de la luz dispersada fluctia
en funcién del tiempo (figura 7.13). Esta fluctuacion de la intensidad de dispersion es una
manifestacion de la difusion de las NPs en la solucién, lo que en efecto, estd en funcién de
su tamaiio. Estas oscilaciones son capturadas muchas veces en un periodo corto (microse-
gundos) y analizadas utilizando una funcién de autocorrelacion. El correlograma asi gene-
rado, mide el decaimiento en la funcién de autocorrelacion en funcién del tiempo y revela
informacion referente al coeficiente de difusion traslacional (D) de la particula en solucién,
a través de la ecuacion (7.1). El coeficiente de difusidon traslacional (D), estd relacionado con
el didmetro hidrodindmico de la particula, por la ecuacién de Stokes-Einstein:

t=¢’D (7.1)
Donde:

T es la taza de decaimiento exponencial;
q es el modulo del vector de dispersion;
D es la difusion traslacional;

k-T

d= (7.2)
3z-n-D

Donde:

d es el didmetro hidrodinamico;

k es la constante de Boltzman;

T es la temperatura absoluta;

n es la viscosidad (cizalla cero) absoluta del medio;
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La técnica de DLS, es mas precisa en la determinacién del tamafno en muestras con una
distribucion estrecha. Ademas de la distribucion de tamafo de particula, la técnica de
DLS puede proveer informacion valiosa con respecto a la estabilidad de las NPs, en res-
puesta a factores ambientales como: cambios en el pH, la temperatura, concentraciéon
de sal, presencia de enzimas, entre otros. Esta técnica se explicard mas adelante en este
capitulo.

Caracterizacion de biomoléculas

La caracterizacion de biomoléculas es de gran importancia para comprender su natu-
raleza asi como su funcidn; y por ende para el desarrollo de aplicaciones. Debido a ello,
existen diversas técnicas analiticas que permiten caracterizar biomoléculas de manera
sencilla. Dentro de éstas, la dispersion de luz basada en la fluctuacion de un laser por el
movimiento Browniano de las moléculas; es una de las mas sencillas y cominmente usa-
das, para determinar coeficientes de difusiéon y radios hidrodindmicos de moléculas en
solucion. Una manera de calcular el peso molecular de polimeros y proteinas es a partir
del cambio en las propiedades coligativas de sus soluciones diluidas. Las cuatro propieda-
des coligativas son: i) descenso de la presion de vapor, ii) elevaciéon ebulloscdpica, iii) des-
censo crioscopico y iv) presion osmotica. A diferencia de las otras tres, la presién osmotica
es la que muestra mds cambios significativos, y por lo tanto es una de las mas adecuadas
para la caracterizacion de biomoléculas.

Otra manera de calcular el peso molecular de biomoléculas, es a través de electroforesis
en gel, la cual es también una técnica de separacion muy utilizada para la purificacion de
proteinas. Dentro de estos procedimientos, también se encuentra la cromatografia liquida
de alta resolucién, que es a su vez una técnica cuantitativa, permitiendo asi conocer la
composicion de mezclas complejas de proteinas. En las siguientes secciones de este capi-
tulo, se describe brevemente el fundamento de cada una de estas técnicas analiticas. Fi-
nalmente, en la tltima seccidn se presentan problemas relacionados con la teoria de estas.

Movimiento browniano y dispersién de luz

Al movimiento aleatorio descrito por una particula en un liquido en equilibrio térmico
se le denomina movimiento Browniano. Este es irregular y continuo, de tal modo que
describe una trayectoria de tipo zigzagueante. Este fendmeno fue estudiado por primera
vez por el botanico Robert Brown en 1827; al observar el movimiento de granos de polen
dispersos en agua a través de un microscopio, sentando asi las bases de la cinética molecu-
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lar. Utilizando polen que habia sido almacenado por mucho tiempo (“polen muerto”), fue
que Brown pudo comprobar que el movimiento aleatorio no era debido a un fenémeno de
“vida” sino mds bien a un proceso fisico. Las moléculas o 4tomos de los liquidos y gases se
encuentran en continuo movimiento, de tal modo que el polen se mueve aleatoriamente
gracias al choque o colisiones con las moléculas de agua. Posteriormente, Einstein de-
mostrd que. gracias al movimiento Browniano se pueden encontrar las masas de dtomos
y moléculas (Einstein, 1905).

La técnica de dispersion de luz, para caracterizar biomoléculas disgregadas o disueltas en
un liquido, es no invasiva, y se basa en el hecho de que el movimiento Browniano de las
moléculas en suspension ocasiona que la luz de un laser se disperse con diferentes intensi-
dades. La caracterizacion se puede hacer para biomoléculas de un amplio rango de tama-
ios, desde el orden nano hasta micrémetros, también permite determinar la distribucién
de tamanos y la agregacion de biomoléculas. La medicion de la dispersion de la luz puede
realizarse en dos modos: estético y dinamico.

La medicién de la dispersion estética se basa en determinar el promedio de la intensidad
de luz dispersada en cierto tiempo. Con esta técnica es posible encontrar el peso molecu-
lar y el valor cuadratico medio del radio de giro de la particula. La variacién en el angulo
de dispersion de la luz esta relacionada con el tamafo de la molécula. La medicién de la
dispersion estatica de luz esta basada en el fendmeno conocido como efecto Tyndall. Este
se observa cuando, particulas con tamafo cercano a la longitud de onda de la luz que se
encuentran en un liquido, la dispersan a ciertos angulos. La dispersiéon angular de la luz
depende de la concentracion de las particulas y de su interaccién con el liquido.

Por otro lado, la dispersion dinamica de luz mide la fluctuacion de la intensidad de esta,
dispersada en cierto tiempo. El coeficiente de difusidn trasnacional, el radio hidrodina-
mico y la distribucion de tamafio de particulas pueden encontrarse con esta técnica (Cua-
dros, Pimentel et al, 2014). El concepto de radio hidrodinamico surge del hecho de que se
adhiere una capa dipolar a una particula en dispersion; es decir, la particula se encuentra
hidratada o solvatada siendo entonces mayor la medicién de su didmetro. En la determi-
nacion de pesos moleculares absolutos por cromatografia por exclusion por tamario, suele
utilizarse un detector de dispersion dindmica de luz (figura 7.13).
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Figura 7.13. Técnica de dispersion dindmica de luz (DLS). Dos ejemplos de dispersion de
luz por particulas segun sus tamaios relativos: a) particulas mas grandes; b) particulas
mas pequeias.

Difusion y ésmosis

La difusién simple, consiste en el movimiento de moléculas de un soluto a través de una
membrana permeable sin uso de energia.

Para moléculas neutras, la difusion puede definirse a través de la denominada Primera
Ley de Fick (ecuacion 7.3) (Blaustein, Kao et al, 2011).

J=-pA2E &)
Ax

La cantidad de materia que atraviesa un area de seccion transversal (en este caso la mem-
brana), en un determinado tiempo es conocida como flujo, mientras que el coeficiente de
difusién es un valor especifico para el soluto y el medio en el que se disuelve; se indica
como negativo debido a que la direccién del proceso de difusion se da de manera pasiva,
de una zona de mayor a una de menor concentracidn. Para procesos que no siguen cam-
bios lineales de concentracién, la ecuacion anterior puede expresarse como (ecuacion 7.4):
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J=-D d_C (7.4)
dx

Escribiendo la derivada en forma discreta,
J=-D —=-D 1L ¢ (7.5)

Donde, C; — C,, es la diferencia entre la concentracidn al interior y al exterior.

Sin embargo, se debe tomar en cuenta que; la solubilidad del soluto en la membrana puede
ser diferente a su solubilidad en la solucién acuosa al interior de la célula, por lo tanto, las
concentraciones en la membrana (C,,) y en la solucién acuosa (Cs) pueden ser diferentes.
Esto deriva en la necesidad de definir un coeficiente de particion (f3), o cociente entre la
concentracion del soluto en la membrana y su concentracién en la solucién acuosa.

C
=—n (7.6)
P=¢
Donde:

C,, concentracion en membrana;
C, concentracién en la solucién acuosa;

Para el calculo de las concentraciones en cada lado de la membrana tenemos:

G = ﬁ -G (7.8)
C..=p-C, (7.9)
Donde:

C,,, es la concentracién interior de la membrana;
C,,, es la concentracién exterior de la membrana;
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Figura 7.14. Esquema de un caso de difusion simple a través de una membrana semipermeable.

Definiendo el flujo a través de la membrana se tiene que:

c -C c.-C
J=-D AC =-D-» “em__p. B . L_"c (7.10)
Ax Ax Ax

Finalmente, se puede definir al término —D - f/Ax como la permeabilidad de membrana :

P (7.11)

En la célula, la difusién es una forma de transporte pasivo donde el movimiento de mo-
léculas a través de la membrana se da en la direccién de mayor a menor concentracion.
En el cuerpo humano, la difusion lleva a cabo el intercambio de gases en los alveolos pul-
monares, transportando oxigeno del aire a la sangre y CO, de esta al medio. Moléculas
pequenas como N,, O,, CO,, agua (18 g/mol), urea (60.06 g/mol) y glicerol (92.09 g/mol)
son transportadas de manera pasiva. Mientras que otras mas grandes y polares como la
glucosa (180.15 g/mol) y los iones H*, Na*, K, Ca*, K*, Mg** requieren de difusion facilita-
da. En las plantas, la difusion se observa durante la fotosintesis, en donde se intercambia
CO, del aire a la hoja de la planta, y oxigeno de la hoja al aire.

La 6smosis, es un caso especial de la difusion y consiste en el movimiento de solvente desde
una solucién mas diluida (en general, agua) a una de mayor concentracion. Explicado desde
el punto de vista de la fisicoquimica, durante la 6smosis, el agua fluye de regiones de alto
potencial quimico (medida de la tendencia al cambio) a regiones de bajo potencial quimico.
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La 6smosis se observa claramente en procesos con membranas. Si se considera un conte-
nedor dividido en dos regiones por una membrana semipermeable al agua (es decir, que
solo permite el paso esta), y si una parte contiene agua pura o una disoluciéon acuosa no
concentrada, mientras que la otra tiene una solucién de un soluto; habrd movimiento de
las moléculas de agua o de la disolucién diluida hacia la solucién mds concentrada. Este
fenémeno, fue observado por primera vez por Jean Antoine Nollet; quien puso un poco de
vino en una vejiga de un animal. Después la coloco en agua y pasado un tiempo, la vejiga
(que actud como una membrana semipermeable) estalld al permitir solo el paso de las
moléculas de agua, diluyendo el vino. El paso del soluto fue limitado por la membrana, de
tal modo que con el agua que ingreso a la vejiga, el volumen original aumenté provocando
la explosion de esta.

A la fuerza capaz de provocar el movimiento de agua a través de una membrana semiper-
meable con direccién hacia una disoluciéon mds concentrada, se le conoce como presion
osmotica. Esta es directamente proporcional a la concentracion de soluto y a la tempera-
tura a la que se encuentra la disolucion (Morris, Guerrero et al, 1982).

T (7.12)

Donde:

71 presion osmdotica (Pa)
n numero de moles (mol)
V volumen (m?)

T temperatura (K)

Para estudiar la presién osmética de un soluto en una disolucién diluida, se podria asu-
mir que la presion que el soluto ejerceria seria aquella tal como si se comportara como un
gas ideal a un determinado volumen, y a una temperatura dada. De este modo se puede
introducir a la constante de los gases ideales en la ecuacion (7.12) para quedar como:

r=RLT (7.13)
v

La ecuacion anterior fue descrita por Vant Hoff, y con ella es posible calcular la presion
osmdtica de una disolucion diluida que se comporta de manera ideal.

Reordenado la ecuacion (7.13), dado que

ne (7.14)

m
M
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Donde:

m masa (g);
M peso molecular (g/mol™);

r=RMr7 (7.15)
Vv

m
Y tomando a 77 como una concentracién C, la ecuacién (7.15) queda:

R-C-T
T=—-
M

(7.16)
Cuando la presién osmotica se conoce, se puede entonces calcular el peso molecular del
soluto.

_RCT
T

M (7.17)

La ecuacion (7.17), puede aplicarse para calcular el peso molecular de solutos monodisper-
sos, pero en el caso de biomoléculas y polimeros, se puede tener una distribuciéon de pesos
moleculares dada por cadenas de diferentes tamafios en una misma muestra, por lo que
para estas sustancias se habla entonces de un peso molecular promedio.

La presion osmotica sera maxima, cuando la membrana sea completamente impermeable
al soluto y solo permita el paso de moléculas de agua. Mientras que si el solvente (general-
mente agua), pasara libremente por la membrana no habria una presiéon osmotica y este
caso se consideraria como un proceso de difusion simple, del cual se habl6 anteriormente.
Sin embargo, en situaciones mas reales, la membrana no es completamente impermeable
al soluto y la presién osmdtica seria menor al valor calculado con la ecuacién (7.16). Debido
a ello, se debe considerar una correccion utilizando un coeficiente de reflexion del soluto:

P
o= 1_ soluto (7.18)
agua

Donde:

o coeficiente de reflexion;
P,,... permeabilidad del soluto;
P,... permeabilidad del agua;
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El coeficiente de reflexion, es una medida de la cantidad de moléculas que chocan con la
membrana, pero que no la atraviesan; y son entonces regresadas o “reflejadas” hacia el
seno del compartimento.

Electroforesis en gel y cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La electroforesis en gel es una técnica analitica de separacion de proteinas, la cual se basa
en la movilidad de éstas a través de una matriz cuando son sujetas a un campo eléctrico
(figura 7.18). Si una proteina se encuentra en un medio con pH diferente al de su punto
isoeléctrico, ésta presenta una carga neta y es justo esta propiedad la que se utiliza para
la separacion y caracterizacion de mezclas complejas de proteinas. El movimiento de la
proteina depende de su relaciéon carga/masa de tal modo que mientras mayor sea la carga
por unidad de masa, mayor sera el movimiento.

Dentro de las variantes de la electroforesis, la que se realiza en gel de acrilamida (PAGE,
por sus siglas en inglés; Polyacrylamide Gel Electrophoresis), es bastante utilizada para
separaciones electroforéticas de proteinas. En esta técnica, el movimiento de la proteina
no solo depende de su carga sino también del tamafo y su forma. Al preparar el gel de
acrilamida, se pueden controlar su porosidad, y su transparencia e inocuidad representan
una gran ventaja para la separacion. El gel se prepara polimerizando al monémero acri-
lamida junto con N, N’-metilen-bis-acrilamida (que actia como un agente entrecruzan-
te), usando como iniciador de la reaccién de polimerizacidn a la tetrametiletilendiamina
(TEMED), junto con persulfato de amonio. La bis-acrilamida ayuda a formar una red po-
limérica de porosidad uniforme la cual puede controlarse con las condiciones de reacciéon
y la concentracién de monémeros (Lomonte, 2007).

Las proteinas pueden separarse en estado nativo o desnaturalizadas (sin estructura tridi-
mensional). La técnica de PAGE se suele realizar en condiciones desnaturalizantes, utili-
zando el tensoactivo dodecilsulfato de sodio (SDS) como agente desnaturalizante, de tal
modo que a diferencia de la electroforesis nativa, la separacion depende unicamente de
la carga y el tamafio pero no de la forma de la proteina. Una molécula de SDS se une por
cada dos aminoacidos de la proteina formando un complejo SDS-proteina en una relacion
de aproximadamente 1.4 g de SDS por g de proteina; confiriéndole una carga negativa y
ocasionando que la proteina migre hacia el 4nodo de la cdmara en donde se lleva a cabo
la separacion.

La electroforesis no solo es util para la separacidn, también se usa para determinacion de
pesos moleculares, cuando se tiene un estandar de proteinas con estos datos ya conocidos,
comparando la migracion de la proteina a analizar con la del estandar.
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La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC por sus siglas en inglés High Per-
formance Liquid Chromatography), es una de las més utilizadas para la separacion de
proteinas, péptidos y oligonucle6tidos. Gracias a que esta técnica utiliza particulas muy
pequeiias (en el orden de 3 a 10 micra) en el empaque de las columnas, es que su eficiencia
en la resolucion (capacidad de la columna para separar dos solutos.) es buena. Para se-
parar moléculas polares, se utiliza esta técnica en fase normal, lo que quiere decir que la
fase movil (eluyente o disolvente) es poco polar, mientras que la fase estacionaria (matriz
porosa insoluble; es decir, el material dentro de la columna de separacion) es altamente
polar. La técnica en fase reversa es aquella en la que la fase mévil es polar, y la fase estacio-
naria es no polar y es utilizada para muestras alifaticas o de cardcter aromatico.

La elucién puede llevarse a cabo de manera isocratica o en gradiente. Para mezclas no
complejas la elucién isocratica en donde se mantiene la composicion de la fase movil a
lo largo de toda la separacion es adecuada. Sin embargo, para mezclas complejas de pro-
teinas con tiempos de retencién muy parecidos y de pesos moleculares mayores a 1 000
Da, se requiere realizar un gradiente de eluciéon durante el cual se va utilizar mas de un
solvente, y se va cambiando la composicion de la fase movil durante el analisis.

Ademais de lograr la separacion, la cromatografia en fase reversa ayuda a obtener informa-
cidén cuantitativa de las proteinas separadas, comparando el area bajo el pico del cromato-
grama con el drea de uno o mas estandares. Para cuantificar, se utilizan la normalizacién
de drea, la calibracién con un estandar; ya sea interno o externo o la adicién del estandar.

La normalizacién por drea, consiste en asignar un porcentaje a cada uno de los picos; el
cual es parte del total de estos. Por otra parte, para el método de calibracion con un estan-
dar externo, se preparan diversas soluciones de concentracién conocida con dicho patron,
se realiza la elucion de las muestras y se construye un grafico de “concentracién vs. area”;
con el cual se comparan las areas bajo la curva de los estandares y de las muestras. El es-
tandar interno, es un compuesto diferente a la molécula de interés, se agrega una cantidad
establecida y fija a cada una de las muestras a analizar. La adicion del estandar se utiliza
para la determinacion de trazas al afiadir una cantidad conocida de este a una solucién
de concentracion desconocida y restando de la cuantificacion total la cantidad conocida
(Esquivel, Leal et al, 2004).
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Problema 7.1 Transporte pasivo en membranas

Maribel Hernandez Guerrero”

Introduccién

Este problema presenta dos casos de estudio practico-demostrativos, que ejemplifican,
dos tipos de transporte pasivo en membranas (difusion y 6smosis). El problema esta dise-
nado para resolverse en el aula, realizando actividades sencillas para desarrollar habilida-
des de: observacién, pensamiento critico, trabajo colaborativo y metacognicion; a través
de la dindmica Predice, Observa y Explica (POE), agregando una parte de Relacion de
los fendmenos demostrativos con los sistemas biologicos (POER). Se describe la difusion
simple observada durante la preparacién de una infusiéon de jamaica; y la 6smosis al usar
una papa como membrana semipermeable. Se explican los fundamentos teéricos detras
de los tipos de transporte en membranas y se concluye con la importancia de éstos para
los sistemas biologicos. El problema esta disefiado para alumnos de licenciaturas afines
con biologia, ingenieria y biotecnologia. En especifico para la licenciatura en ingenieria
bioldgica, el problema puede presentarse a los alumnos del segundo trimestre en la Uni-
dad de Ensenanza Aprendizaje (UEA) de Introduccién a la Ingenieria Bioldgica, en el
tercer trimestre en la UEA Sistemas Bioldgicos, en la UEA de Técnicas Instrumentales
Modernas del sexto trimestre y en la UEA de Biofisica del séptimo trimestre.

Objetivo: Que al resolver el problema el alumno sea capaz de:

- Diferenciar dos casos de transporte pasivo en membranas; en especifico difu-
sién y dsmosis y su importancia en la caracterizacién de biomoléculas.

Objetivos especificos: Que al solucionar el problema, el alumno sea capaz de:

- Comprender el concepto de transporte pasivo en membranas.

- Comprender la diferencia entre dos tipos de transporte pasivo en membranas
(difusion y ésmosis).

- Relacionar los dos tipos de transporte pasivo a membranas bioldgicas.

- Comprender la importancia de los procesos de difusion y 6smosis en los siste-
mas bioldgicos.

* Departamento de Procesos y Tecnologia UAM-Cuajimalpa, México. Correo electronico: mhernandez@correo.cua.uam.mx
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- Comprender la importancia de los procesos de difusién y 6smosis para la ca-
racterizacion de biomoléculas.

Planteamiento del problema

Recomendaciones: Lee las instrucciones proporcionadas antes de empezar la actividad.
Si hay algo en la redaccién que no se entienda preguntalo hasta tener los enunciados per-
fectamente claros. Una vez que estos hayan sido comprendidos perfectamente, asi como
las preguntas; procede a la realizacion de la actividad y solucién de los casos conforme a
las indicaciones.

Caso 1. Estudio de la difusion simple en la preparacion de una infusién de
jamaica en agua

Material:
- 3 a4 vasos de precipitados con agua
- 4 bolsitas para infusion con hojas de jamaica
- Parrilla de agitacion y calentamiento
- 1 barra de agitacion de teflén
- 1 termoémetro
- 1 cronémetro
- 1 hoja o cartulina de color blanco

Instrucciones:
Prepara una infusion de jamaica con el material proporcionado. Utiliza la hoja o cartu-
lina de color blanco como fondo para poder realizar observaciones con mayor facilidad.

Predice
sQué crees que sucedera al introducir la bolsa de té en el vaso con agua?

Observa
sQué sucede?

Explica
sA qué se debe lo observado?

Relaciona
;Cdémo se relaciona lo observado y explicado con un sistema biologico?
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Caso 2. Osmosis

Alejandra empezd a entrenarse como asistente de cocina en un restaurante de la ciudad.
Durante su instruccion, se le ensefiaria a preparar papas horneadas rellenas de carne. Como
tarea para su casa, el chef le pidié pelar una papa, partirla en dos y hacer una cavidad en el
centro de cada mitad. Para mantenerlas frescas, le indicé que debia ponerlas en un plato con
un poco de agua en el fondo hasta el siguiente dia. El dia de la clase, Alejandra se alistaba
para ir al restaurante cuando noté algo extrafo en la cocina, su hijo habia estado jugando
con la sal la cual estaba regada por todos lados. Mayor fue su sorpresa al ver, una de sus mita-
des de papas con un liquido salado en el interior de la cavidad y la otra completamente vacia.

Material:
- Una papa grande
- Sal
- Agua
- Pelador de papas
- Cuchillo
- Contenedor (para 2 mitades de papa)
- Sacabolas o cuchara parisina (opcional)

Instrucciones

Pela la papa y partela en dos partes iguales. Con el cuchillo o la cuchara parisina, crea
una cavidad en cada mitad cuidando de no atravesar y perforar la papa. El espesor de la
pared interior debe ser de unos 2 a 5 mm. Coloca las mitades en el contenedor. Agrega un
poco de sal a la cavidad de una. Anade agua al recipiente (suficiente para tener un nivel
de liquido que cubra la mitad de las papas sin llegar a la parte superior). Deja transcurrir
de 3 a4 horas.

Predice

Suponiendo que por accidente haya caido un poco de la sal en la cavidad de una de las
mitades de papa, ;cdmo pudo el agua migrar hacia la cavidad?, s;por qué Alejandra no
encontrd agua en la otra mitad de papa?

Observa
sQué sucedio?

Explica
sA qué se debe lo observado?

Relaciona
;Coémo se relaciona lo observado y explicado con un sistema biologico?
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Desarrollo de la solucidn

Caso 1. Estudio de la difusion simple al preparar una infusién de jamaica en
agua

Predice

sQué crees que sucederad al introducir la bolsa de té en el vaso con agua?

Al preparar la infusion de jamaica, se observara como algunas moléculas de la flor tifien
el agua de color rojo vino. Estas, son suficientemente pequeias para atravesar el sobre que
actiia como un simil de membrana semipermeable. Usando el cronémetro y la tonalidad
color rojo vino del agua, se espera que al aplicar calor, asi como agitaciéon mecdnica; la
preparacion de la infusion (la coloracidn del agua), se facilitara atin mas aumentando su
rapidez.

Observa

sQué sucede?

Al inicio se observa, a la flor de jamaica molida en el interior del sobre en forma de parti-
culas heterogéneas color vino obscuro (figura 7.15). Al introducir el sobre al agua sucede
la hidratacion de la bolsa de té y de la jamaica. Al cabo de unos minutos, se observa como
las moléculas de la jamaica que son solubles en agua le empiezan a dar a ésta ultima una
coloracion rojo vivo. Se logra distinguir la direccion de flujo de moléculas que componen
ala jamaica, desde la bolsa hacia el agua. Se observa que: el sobre actiia como una especie
de membrana semipermeable que s6lo permite el paso a ciertas moléculas; las particulas
mas grandes (pedazos de hoja de jamaica) permanecen dentro. Después de unos minutos,
la coloracion de las hojas de jamaica en el sobre cambia a una tonalidad mas clara y las
hojas se hinchan por la hidratacién. Sin agitacion, las moléculas de la jamaica que tifieron
el agua, se asientan en el fondo del vaso observandose regiones heterogéneas. Después de
un tiempo, el medio se vuelve homogéneo y toda el agua se torna rosada al principio y
color vino después. Al aplicar calor y agitacion el proceso se acelera logrando que el agua
adquiera una tonalidad rosada desde los primeros segundos de iniciado el proceso.

Figura 7.15. Difusion de los flavonoides de la jamaica en agua.
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Explica

sA qué se debe lo observado?

Las moléculas de agua comienzan a rodear las particulas de la flor de jamaica, hidratan-
dolas y aumentando su volumen. Posteriormente, estas moléculas de agua disuelven al-
gunas de las de la flor de jamaica (flavonoides), hasta llegar al punto en donde localmente
(alrededor de las particulas de jamaica) la concentracién de flavonoides es mayor que en
el bulto del agua, dando lugar a un gradiente de concentracién. La difusion de los flavo-
noides es causada por dicho gradiente y el movimiento aleatorio de las moléculas en el sis-
tema. En la siguiente liga se puede observar una simulacion de la trayectoria aleatoria de
una molécula al difundirse en agua: https://concord.org/stem-resources/diffusion-drop

“La membrana semipermeable” (sobre que contiene la jamaica), s6lo permite el paso de
las moléculas de flavonoides, pero no de las particulas mas grandes (pedazos de hoja de
jamaica) que permanecen dentro del sobre. Los flavonoides se difunden hasta llegar a una
concentracion de equilibrio. La difusién de estos de la jamaica puede ser descrita por la
ley de Fick. Al ser un modo de transporte basado en el movimiento de las moléculas, la
difusion es dependiente del tiempo y la temperatura. El calor aplicado en la segunda parte
de la actividad genera el movimiento de atomos y aumenta las vibraciones moleculares y
su amplitud facilitando la difusién. Gracias a esta, después de cierto tiempo, las regiones
heterogéneas que fueron formadas en el vaso al empezar el proceso se vuelven homogé-
neas. Tanto la temperatura como la agitacién mecanica influyen en el movimiento de las
moléculas y por lo tanto tienden a homogeneizar el medio de manera mas rapida. La
siguiente liga presenta un modelo en donde se observa el efecto de la masa molecular y la
temperatura en el movimiento y difusién de moléculas http://lab.concord.org/embedda-
ble.html#interactives/sam/diffusion/3-mass.json

Caso 2. Osmosis

Predice

Suponiendo que por accidente haya caido un poco de la sal en la cavidad de una de las
mitades de papa ;como pudo el agua migrar hacia la cavidad?, ;por qué Alejandra no
encontrd agua en la otra mitad de papa?

La capa delgada de papa actuard como membrana semipermeable permitiendo el paso del
agua hacia las cavidades pero no de la sal hacia el agua. Sin embargo, como se menciona,
el agua solo migré a la cavidad con sal por lo tanto, la fuerza impulsora para el transporte
de agua debe ser una “concentracién mayor de agua” en el recipiente, comparada con la
papa hidratada y la sal al interior de la cavidad de una mitad de papa.


https://concord.org/stem-resources/diffusion-drop
http://lab.concord.org/embeddable.html
http://lab.concord.org/embeddable.html
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Observa

sQué sucedio?

Después de unas horas, se observo algo de oxidacion en la papa, y el agua en el recipiente
comenzo a migrar hacia la cavidad que tenia la sal, hasta llegar al punto de incluso disol-
verla. No se ve agua en la mitad que no contenia sal (figura 7.16).

Figura 7.16. Simil de 6smosis en una papa.

Explica

sA qué se debe lo observado?

Se debe a la ésmosis. La capa del fondo de la cavidad de la papa actué como membrana
semipermeable y permitié el paso del agua desde el contenedor hasta la cavidad donde
se encontraba la sal. La “membrana” de papa no permitio el paso de la sal hacia el agua.

Relaciona

;Cdémo se relaciona lo observado en los dos casos con un sistema bioldgico?

Segun la definicién de la IUPAC (por sus siglas en inglés; International Union of Pure &
Applied Chemistry), las membranas son: “estructuras con dimensiones laterales mucho
mayores a su espesor a través de las cuales puede existir una transferencia de masa bajo
la accién de una o varias fuerzas”. Las células y sus compartimientos estan limitados por
estructuras llamadas membranas celulares o plasmaticas. Ambas, las células procariotas
y eucariotas poseen membrana celular consistente en una estructura delgada (entre 7 y 9
nm), la cual es flexible, selectivamente permeable y constituye los limites de las células.
De manera general, la membrana celular es considerada como una bicapa lipidica que
actua como una barrera hidrofébica y de proteccion. Esta compuesta de proteinas, lipidos
y carbohidratos formando una especie de mosaico fluido. Aproximadamente, el 52% de
la membrana son proteinas, mientras que el 40% son lipidos (55% fosfolipidos, 25% co-
lesterol, 18% glucolipidos y 2% acidos grasos), y el 8% de la composicion general son car-
bohidratos. Su estructura es por lo tanto compleja y también asimétrica (su composicién
de lipidos y proteinas al interior es diferente a la exterior y la constitucion varia de célula
a célula). La membrana celular controla el intercambio de materia, regula la composicion
de los fluidos al interior de la célula a través del flujo continuo de sustancias neutras o
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cargadas (nutrientes o desechos), manteniendo el equilibrio (homeostasis). La membrana
ayuda a mantener una diferencia de potencial eléctrico entre el interior y el exterior de la
célula (Ashrafuzzaman & Tuszynski, 2012).

Tipos de transporte en membranas celulares

El intercambio de materia en la membrana se da a través de dos tipos principales de trans-
porte: el pasivo y el activo (figura 7.17). El transporte pasivo; es el paso de moléculas a
través de una membrana gracias al movimiento aleatorio y a una diferencia de concentra-
cion (gradiente de concentracion). La difusion simple, es el caso mas comun de este. Otro
ejemplo de transporte pasivo es la 6smosis. Mientras que el tercer tipo de transporte pasivo
es la difusion facilitada, la cual requiere de un canal proteico o transportador para suceder.

A diferencia del transporte pasivo, el activo esta definido como “la transferencia de un so-
luto a través de una membrana bioldgica con un gasto metabdlico de energia” (Koros, Ma
et al, 1996). Entonces se usan transportadores (proteinas), que utilizan la energia del ATP
o los carbohidratos de la membrana para mover moléculas a través de esta, aun cuando la
direccién de flujo no siga la del gradiente de concentracion. En los organelos de la célula,
se da el transporte de proteinas y adenosin trifosfato (ATP) (molécula indispensable para
las funciones energéticas y del metabolismo celular).

En el cuerpo humano por ejemplo, el transporte de sustancias en la célula para mantener
una concentracion bioquimica éptima y constante es fundamental para la fisiologia y el
equilibrio (homeostasis). Debido a ello, los procesos de transporte en membranas son de
gran importancia.

Figura 7.17. Tipos de transporte en la membrana celular.

La preparacion de la infusiéon de jamaica, se asemeja al tipo de transporte pasivo de difu-
sién simple.
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Como se mencion6 anteriormente, la difusiéon sucede gracias a un gradientAeCde concen-
tracion; es decir, una diferencia de concentracién a lo largo de una distancia -, en donde
la direccién de flujo se da gracias a movimientos aleatorios (movimiento Browniano) de
las moléculas, desde la zona de mayor a la de menor concentracion, sin otro requerimien-
to de energia y hasta que las concentraciones se igualan.

El fenémeno observado en el caso de las mitades de papa se debe al proceso de 6smosis.
En un contenedor dividido en dos partes (A y B) por una membrana semipermeable al
agua y no al soluto, el lado A contiene agua pura mientras que el B tiene una solucién
acuosa; habra un flujo de agua desde A hacia B considerando que la concentracion de esta
es “mayor” en A, ya que la membrana semipermeable impide la migracion del soluto hacia
A. El desplazamiento de agua hacia B originara un aumento de volumen en esa secciéon
del contenedor. A este flujo de agua se le conoce como 6smosis.

Para que el agua fluya a través de una membrana celular semipermeable selectiva, se re-
quiere de una fuerza llamada presién osmética. Dicha presién depende de la concentracion
del soluto y es importante en los sistemas biologicos para determinar las dimensiones y
forma de las células. Dependiendo del medio circundante, en especifico la concentracion
del soluto, las células pueden ganar o perder agua. Tomando como ejemplo a los eritro-
citos (globulos rojos/células sanguineas, encargadas del transporte de oxigeno y diéxido
de carbono), si el soluto es permeable se tendrd un medio isotonico; es decir, en donde la
concentracion del soluto y agua son las mismas al interior y exterior de la célula (fluido
extracelular, FEC) y donde no se observard cambio de volumen manteniendo en condi-
ciones adecuadas a los eritrocitos. Por otra parte, cuando a las células estan en equilibrio
con el FEC y se agrega mds soluto a este tltimo, el FEC sera hiperosmolar o hiperténico
causando entonces la pérdida de agua de los eritrocitos. El tercer caso se da en FEC hipo-
tonico donde la concentracion exterior es menor y por lo tanto habrd migracién de agua
hacia el interior de la célula llegando incluso a romperse la membrana de estas células.

La concentracién puede ser expresada en términos de osmolaridad (osmol/L) que estd
relacionada con la molaridad a través de la ecuacion siguiente:

osmolaridad =i- M (7.19)
donde el factor de Van't Hoft (i) indica el grado de ionizacién del soluto.

Es asi que, los dos casos representan a modelos sencillos del transporte pasivo en células.
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Nomenclatura

] flujo (mol/cm?)/s

-D Coeficiente de difusion cm?/s|

AC

Ar Gradiente de concentracion lineal (mol/cm?)/s
dcC

E Gradiente de concentracion no lineal (mol/cm?)/s
i Factor de Van't Hoff, adimensional

M Molaridad (mol/cm?)

G Concentracién en el interior (mol/L)
C, Concentracion en el exterior (mol/L)
Ax Espesor de la membrana (m)

B Coeficiente de particién, adimensional
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Problema 7.2 Estrategia para: identificar una proteina
extracelular de bajo peso molecular con actividad

interfacial, producida por hongos filamentosos

Juan Gabriel Vigueras Ramirez’

Introduccidn

Las hidrofobinas son pequefias proteinas con actividad interfacial, sus secuencias tienen
cerca de 120 aminodcidos, conteniendo ocho residuos de cisteinas que forman cuatro
puentes disulfuro, los cuales le dan gran estabilidad a su estructura. Los autoensambles
de las hidrofobinas clase I toleran lavados con detergentes (SDS 2%) a 100 °C, y solo pue-
den ser solubilizadas con 4acido férmico o trifluoroacético. Las hidrofobinas no han mos-
trado ser toxicas para el ser humano, por lo cual son de gran interés para aplicaciones
médicas y biotecnoldgicas; tales como la inmovilizaciéon de biomoléculas en superficies
solidas, biosensores y como surfactante en sistemas bifasicos solido-liquido (Vigueras,
Shirai et al, 2008; Kupc¢ik, Zelena et al, 2016).

Figura 7.18. a) Cromatograma obtenido por HPLC. Muestra de proteinas (picos) extrai-
das de S. commune. Marcador (lineas arriba) mezcla de proteinas: y-globulina (bovi-
na); Ovalbumina (pollo); Mioglobina (caballo); Tiroglobulina (bovina); Vitamina B12.
b) Gel de electroforesis en condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE. Revelado con azul
de Commassie G-250. M, Marcador mezcla de proteinas: Albumina de suero (bovino);

*  Departamento de Procesos y Tecnologia UAM-Cuajimalpa, México. Correo electronico: jvigueras@correo.cua.uam.mx
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Aprotina (7kDa); anhidrasa carbonica; beta-galactosidasa; Fosforilasa b; Inhibidor de

tripsina (22 kDa); Lisozima (huevo); Miosina; Ovalbumina (pollo). P1 y P2, Proteinas

extraidas de S. commune.c). ¢) Espectro de masas monoisotopicas de los péptidos tripticos
de la banda de 10.7 kDa obtenido por MALDI-TOF.

i. Explique la diferencia en la masa molecular de la cisteina libre en comparacién
a cuando forma parte de un péptido.

Cys Leu-Ser-Cys-Cys-Asn-GIn-Val-Gln-Ser-Ala
121.2 Da 103.2 Da

R1: Cada enlace peptidico elimina una molécula de H,O lo cual equivale a 18 Da.

ii. ;Cudl esla masa molecular promedio de los aminodcidos unidos en una cadena
peptidica?

R2: La masa molecular promedio de un aminoacido unido en una cadena peptidica es
118.9 Da. Para estimar la masa molecular de una proteina se usa la relacién 110 Da / ami-
nodcido, la cual considera que algunos de estos se encuentran mas frecuentemente que
otros en las proteinas (figura 7.19).

Aminoacidos |Masa molecular (Da)
Isoleucina 131.2
Leucina 131.2
Lisina 146.2
Metionina 149.2
Fenilalanina 165.2
Treonina 119.1
Triptéfano 204.2
Valina 117.1
Arginina 174.2
Histidina 155.2
Alanina 89.1
Asparagina 132.1
Aspartato 133.1
Cisteina 121.2
Glutamato 147.1
Glutamina 146.1
Glicina 75.1
Proline 115.1
Serina 105.1
Tirosina 181.2
Promedio 136.9

Figura 7.19. Masa molecular promedio de los aminoacidos.
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iii. Con base en a la informacion sobre el nimero de aminodcidos y contenido de
cisteinas estime la masa molecular de las hidrofobinas.

1 kDa

(8 Cys)(121.2 Da-18 Da)[m

J =0.83 kDa
R3:

112 aq | BOP2 N _LkDa 1535 kDa
1 aa 1 000 Da

Masa molecular hidrofobina = 13.15 kDa

iv. Proponga dos metodologias para purificar la hidrofobina SC3 producida por
el hongo Schizophyllum commune en un cultivo de estado sélido. Justifique su
respuesta explicando el fundamento de su propuesta.

R4: Considerando las propiedades fisicoquimicas de las hidrofobinas y con base en lo reportado
en la bibliografia, se propone realizar una extraccion con acido férmico o acido trifluoroacético,
seguido por una precipitacion en una columna de electroburbujeo, donde se aprovecha la capa-
cidad que tienen las hidrofobinas para autoensamblarse en las interfases (Vigueras, Shirai et al,
2008).Una segunda propuesta consiste en aprovechar la fuerte interaccion que tienen las hidro-
fobinas con las superficies hidrofdbicas tal como el politetrafluoroetileno (PTFE), para lo cual se
puede hacer una extraccion de fase sélida con microparticulas de este material como proponen
(Kup¢ik, Zelena et al, 2016).

v. A partir delaimagen de un gel de electroforesis SDS-PAGE (condiciones desna-
turalizantes), y un cromatograma de HPLC-SEC (condiciones nativas), se pide
interpretar cada uno de los resultados; dando informacién sobre la masa mole-
cular, pureza y diferencias encontradas entre los métodos.

R5: HPLC-SEC: Tiroglobulina (bovina) 670 kDa; y-globulina (bovina) 158 kDa; Ovalbu-
mina (pollo) 44 kDa; Mioglobina (caballo) 17 kDa; Vitamina B12 1.35 kDa.
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Figura 7.20. Obtencion de la masa molecular promedio.

La masa molecular del pico 9.6 min se estima en 7.5 kDa de acuerdo a la curva estandar;
hay que tomar en cuenta que la R? de 0.9643 es baja, visualmente en el cromatograma el
pico estd cercano alos 17 kDa (figura 7.20).

SDS-PAGE: Miosina, 200 kDa; beta-galactosidasa, 116 kDa; Fosforilasa b, 97 kDa; Albu-
mina de suero (bovino), 66kDa; Ovalbumina (pollo), 45 kDa; Anhidrasa carbonica, 31
kDa; Inhibidor de tripsina, 22 kDa; Lisozima (huevo), 14 kDa; Aprotinina, 7 kDa.
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Figura 7.21. Obtencién de la masa relativa.

En el gel también se puede observar una banda entre los 7 y 14 kDa, la cual, de acuerdo
a la curva estdndar se estima una masa molecular de 10.7 kDa, nuevamente se tiene una
baja R?, visualmente la banda esta cercana a los 14 kDa (figura 7.21).

En ambos métodos se observa que la muestra no estd pura, en el HPLC se observan al
menos seis picos y en el SDS-PAGE al menos nueve bandas detectadas.
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vi. Finalmente, se muestra un espectro de masas obtenido por MALDI-TOF de los
péptidos producto de la digestion triptica de la proteina, con estos datos se pide
usar la herramienta bioinformatica Ms-Fit y Mascot Peptide Mass Fingerprint
para obtener las secuencias de los péptidos y posteriormente hacer una bus-
queda en la base de datos del National Center for Biotechnology Information
(NCBI, por sus siglas en inglés) para encontrar homologia con secuencias de
proteinas reportadas (figura 7.22).

R6: Las siguientes masas monoisotdpicas obtenidas del espectro de masas de los péptidos
digeridos con tripsina, se usan para hacer la busqueda de las secuencias de los péptidos,
donde se consideran 4 cortes parciales o perdidos (Missed cleavages) y modificaciones
fijas como carbamidometil en C (figura 7.22).

797.549

999.608

1113.648
1227.679
1511.823
1 692.810
1 856.020
1 908.879
2 332.000

http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/msform.cgi?form=msfitstandard
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Figura 7.22. Captura de pantalla de los herramienta bioinformatica Ms-Fit y Mascot
Peptide Mass Fingerprint para obtener las secuencias de los péptidos.

Se encuentra homologia con una proteina encontrada en los cuerpos fructiferos de Schi-
zophyllum commune reportada como hidrofobina SC3. Identidad 100%; Puntaje de 257,
Cobertura 100%; E-value 8e-87. Ademas, la secuencia tiene un dominio conservado que
corresponde a la superfamilia de hidrofobinas. Con lo cual se confirma que el extracto
contiene una proteina hidrofobina SC3.

vii. A partir de un grafico de concentracion de proteina con respecto a la disminucién
de la tension interfacial, y toda la informacién sobre sus caracteristicas bioqui-
micas, se pide proponer un par de aplicaciones para estas proteinas (figura 7.23).

Figura 7.23. Concentracion de proteina con respecto a la disminucion de la tension interfacial.

R7: En el gréfico (figura 7.23) se pueden observar tres zonas donde disminuye la tension
interfacial al incrementar la cantidad de proteina hidrofobina, alcanzando 35 mN/m con
una concentracion de 0.4 mg/mL.
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Problema 7.3 Aplicacién tecnolégica de particulas

biopoliméricas

Izlia Jazheel Arroyo Maya®

Planteamiento del problema

Uno de los avances mas importantes en el campo de la nanotecnologia en la industria
farmacéutica y alimentaria, es la utilizacién de nanoestructuras como vehiculos para la
liberaciéon de compuestos bioactivos (de interés bioldgico) dentro del organismo humano.
Para lograr lo anterior, es necesario llevar a cabo la caracterizacion completa de este tipo
de sistemas.

De los materiales de origen bioldgico que son adecuados para producir nanoestructuras,
las proteinas resultan muy interesantes por sus caracteristicas fisicoquimicas. Por ejem-
plo, la alfa-lactalbumina, es una proteina globular presente en el suero de leche, que tiene
la capacidad de formar nanoparticulas bajo condiciones adecuadas de pH, concentracién
de proteina y fuerza ionica.

Supongamos, que se tiene una solucidon de nanoparticulas cuyo didmetro hidrodindmico
es de 205.1 nm y su peso molecular de 4.14 x10° kDa.

a) ;Qué estrategia usarias para determinar el niimero de moléculas de proteina presentes en
cada nanoparticula?

Otra propiedad que permite la caracterizacion y un mejor entendimiento del ensamble en
la proteina alfa-lactalbimina en nanoparticulas es la densidad de éstas.

b) ;Como calcularias la densidad de estas nanoestructuras?
Se sabe que cada molécula de proteina tiene un peso molecular de 14 000 Da y sus dimen-

siones son: 2.5 x 3.7 x 3.2 nm. Se asume que las nanoparticulas son esféricas y que no hay
otros compuestos en la particula.

*  Departamento de Procesos y Tecnologia UAM-Cuajimalpa, México. Correo electrénico: iarroyo@correo.cua.uam.mx
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Respuesta

a. Conociendo el peso molecular de las nanoparticulas y el peso molecular de la
proteina, se obtiene el nimero de moléculas ensambladas. Se considera que no
hay otros componentes conformando la particula:

4 140x10° Da
14 000 Da

= 297.7x10° moléculas

b. Se tienen los siguientes datos:
« Diametro hidrodindmico d,= 205.1 nm, a partir de aqui se obtiene el
volumen de la particula:

% X xr =440x10"cn’
¢ Y conociendo la masa de la particula:

masa = 4.14x10° kDa = 6.87x107"° ¢

« Se calcula la densidad:

) 1 —15
687><7?5 g3 —1.54 i} = densidad
4.40x10™° cm cm

Planteamiento del problema

Te encuentras realizando tus practicas profesionales (internship) en una compaiiia que se
dedica al disefio y desarrollo de materiales para la industria farmacéutica y de alimentos.
Se te encomienda el desarrollo de acarreadores (encapsulantes) de compuestos bioactivos,
las consideraciones para empezar con tu proyecto son las siguientes:

i. Tienes dos tipos de compuestos nutracéuticos a encapsular, uno es de carac-
ter Hidrofilico (soluble en agua), mientras que el otro es hidréfobo (soluble en
grasa).

ii. Puedes utilizar los siguientes componentes (building blocks) para fabricar tus
agentes encapsulantes: carbohidratos, proteinas, lipidos, acidos nucleicos.

Entonces, responde lo que se te pide:
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;Qué tipo de estrategia (bottom-up, top-down) podrias utilizar para di-
sefiar tu material?

;Qué tipo de material utilizarias para encapsular los dos tipos de
compuestos y por qué?

;Como elegirias el método de administraciéon (tdpica, intravenosa,
oral)?

;Como determinarias la capacidad de encapsulacion de tu sistema?
;Cuadles técnicas analiticas llevarias a cabo para caracterizar tu material
y su estructura; y por qué?

sEn qué tipo de producto final incluirias el material desarrollado?

NOTA: Considera que de este desarrollo depende una buena contratacién en una impor-
tante empresa.

Respuesta

En este ejercicio, el estudiante utilizard en concepto de desarrollo de nuevos productos,
donde investigara y seguira una metodologia muy especializada; basada en procedimien-
tos interdisciplinarios en los que intervienen dreas de: mercadotecnia, ventas, compras,
manufactura e investigacion y desarrollo.

La gran variedad de nuevos productos lanzados al mercado, si bien han sido desarrollados
de manera muy particular basados en las politicas de cada compaiiia, todos tienen un co-
mun denominador para llevar a cabo su desarrollo, por ejemplo, la siguiente metodologia
se puede tomar como base para explicar los pasos que integran este proceso:

Formulacidn de la idea

- Generacién de la idea: Tiene como objetivo recabar todas las posibles ideas
para el producto, por ejemplo, se recomienda hacer una investigacion sobre los
diferentes métodos para obtener nanoparticulas, asi como la tecnologia con la
que se cuenta para este propdsito (inciso A, D y E).

- Seleccion de la idea: Fl objetivo de este paso es; eliminar aquellas ideas que para
las circunstancias de estrategias actuales de la empresa no pueden ser comer-
cializadas (incisos B, Cy F).

- Concepto del producto: Definir de la manera més clara y precisa el producto
para desarrollar. En el caso de un alimento funcional se debe precisar clara-
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mente este y considerar las caracteristicas necesarias (atributos nutricionales,
sabor, caracteristicas organolépticas, condiciones de almacenamiento, vida de
anaquel, objetivos y métodos de mercadotecnia) (incisos B, Cy F).

- Prueba de concepto: Consiste en someter a prueba el concepto del nuevo pro-
ducto con grupos de consumidores, para determinar si tiene atractivo para
ellos y evaluar la aceptacion del mismo (incisos B, C, F).

Plan

Una vez que se tiene definido el producto, se procede a realizar la planeacion general para
el desarrollo que incluye: Asignacion del equipo del proyecto, desarrollo de la especifica-
cién verdadera del producto, realizacion del cronograma general del proyecto.

Desarrollo técnico y de la estrategia de mercadotecnia

Aqui se incluyen los siguientes procesos: Desarrollo de un prototipo, prueba en planta,
analisis de precio, distribucion comercial, publicidad.

Prueba de mercado

Es una prueba limitada en condiciones reales de venta, para probar la aceptacién del pro-
ducto por parte de los consumidores, la estrategia de mercadotecnia y ajustar los detalles
de procesos de fabricacion.

Comercializacion

Consiste en la colocacién del producto desarrollado en el mercado, al alcance de todos
los consumidores potenciales. Un objetivo fundamental de esta etapa consiste en lograr,
en el menor tiempo posible, un volumen de ventas suficiente para contar con los recursos
necesarios para sostener la operacion sin el apoyo financiero de la compania, es decir, que
el producto sea autofinanciable.
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Capitulo 8
Ingenieria metabdlica

Guillermo Gosset Lagarda
Juan Carlos Sigala Alanis

Roberto Olivares Hernandez

Introduccidn

El metabolismo de los seres vivos se compone de un conjunto de reacciones enzimaticas
que involucran una gran diversidad de compuestos de interés para la industria quimica
y biotecnoldgica. Se conectan y coordinan formando redes metabdlicas y operan con el
objetivo principal de sostener las funciones celulares. Para su estudio, el metabolismo
celular se separa en dos procesos: el proceso catabolico y el proceso anabdlico. De manera
general una distincion entre ambos es el tipo de moléculas involucradas. En el proceso ca-
tabdlico, s..se involucran moléculas de alto peso molecular que son oxidadas a moléculas
mas pequefas que funcionan a su vez como precursores para elaborar otras mas comple-
jas que posteriormente se utilizan en el anabolismo. En este ultimo proceso se generan las
macromoléculas que funcionan como componentes celulares, estas son, proteinas, carbo-
hidratos, ADN, ARN, etc. El estudio del metabolismo tiene aplicaciones de caracter médico
para abordar el problema de enfermedades como el cincer o diabetes (DeBerardinis &
Thompson, 2012). En el caso del desarrollo de aplicaciones industriales, el estudio del
metabolismo tiene el objetivo de considerar a las células o microorganismos industriales
como fabricas especializadas en la manufactura de productos quimicos o biofarmacos.
Desde esta perspectiva se pueden producir quimicos base para muchas industrias. Al-
gunos de los ejemplos que ya se producen a escala industrial son: el 4cido lactico para la
produccion de acido polilactico, el cual puede emplearse como un plastico biodegradable
para empagques; polihidroxialcanoatos para la produccion de plasticos grado alimenticio,
la produccién de acido succinico para alimentos, entre otros muchos que se estan obte-
niendo y llevando a la industria (Erickson & Winters, 2012). Otros ejemplos de productos
son proteinas y biofdirmacos, ejemplo, las enzimas como proteinas recombinantes como
la insulina o moléculas como la penicilina (Ferrer, Domingo et al, 2009; Nielsen, 2013;
Baeshen, Baeshen et al, 2014). Por la importancia de estos productos, el principal reto
es: acceder a ellos de manera optima; ya que en muchas ocasiones las productividades y
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rendimientos de los productos quimicos en estos sistemas bioldgicos no son viables eco-
ndémicamente para el desarrollo de procesos de produccion Se puede lograr a través de la
modificacion genética de organismos para incidir en su metabolismo con el fin de alcan-
zar los pardmetros de productividad requeridos. En este aspecto, la ingenieria metabdli-
ca es una disciplina que posibilita la generacion de estrategias para manipular las rutas
metabdlicas e incrementar la produccion de quimicos de interés y transformar celulas y
microorganismos en fabbricas celulares.

Desarrollo sustentable de productos y materias primas

En las actividades del hombre, el desarrollo de la biotecnologia ha impactado en areas como:
la salud, alimentos, agricultura y medio ambiente, para lograr satisfacer la demanda de una
poblacion creciente. De igual manera la industria quimica ha tenido una participacién im-
portante, sobre todo aquella basada en productos del petroleo. Sin embargo, en la actuali-
dad existe una preocupacion creciente en relacion al agotamiento de recursos no renova-
bles como el petréleo, y los efectos del cambio climatico asociados a su uso. Conscientes
de la problematica, la comunidad cientifica esta impulsando el manejo de materias primas
renovables como: la biomasa vegetal proveniente de cultivos seleccionados o de desechos
agroindustriales. Bajo este panorama, se han venido desarrollando propuestas con base bio-
tecnoldgica para crear procesos de produccién sustentables para la generaciéon de combus-
tibles, compuestos quimicos y biomoléculas (proteinas terapéuticas, enzimas o plasmidos).
Al conjuntar los objetivos de produccion de la industria quimica con la biotecnologia surge
la biotecnologia industrial. Este es un campo que se enfoca en la producciéon de compues-
tos quimicos con el objetivo de sustituir los procesos de produccién basados en el petrdleo
(Pandey, Hofer et al, 2015). Para poder lograrlo, el uso de microrganismos como fébricas
celulares es una alternativa que ha demostrado tener un amplio potencial en la produccién
de quimicos; asi como ventajas en dmbitos econdmicos y ambientales. Un ejemplo amplia-
mente estudiado, que incluye las cuestiones econémicas y ambientales: es el caso de la pro-
duccion de etanol, el cual es usado como combustible y se produce con la levadura Saccha-
romyces cerevisiae a partir de fuentes de lignocelulosa (Soccol, Vandenberghe et al, 2010).

Los alcances de la biotecnologia industrial no se limitan a la produccién de quimicos a
granel como los combustibles o compuestos precursores para la produccién de polimeros
(Nakamura & Whited, 2003; Peralta, Zhang et al, 2012): también se incluye la elaboracién
de los denominados quimicos finos o especializados, tales como terpenos (Tippmann,
Chen et al, 2013) y policétidos (Leber, Aguirre et al, 2013) y Proteinas recombinantes,
como las enzimas celulalas y xilanasas para la hidrélisis de biomasa o biofdirmacos (Porro,
Sauer et al, 2005; Martinez, Liu et al, 2012; Mattanovich, Branduardi et al, 2012). Aun-
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que la produccién de enzimas es parte de un mercado bien establecido, en un futuro se
requerira su fabricacién en grandes volumenes para poder aprovechar materias primas
con contenido lignocelulésico. En los tltimos afios se favorece el consumo de los produc-
tos biodegradables, o que se elaboren por medio de procesos sustentables, estableciendo
mercados selectos en donde se favorece su consumo. Por ejemplo, la produccién biotec-
nolégica de 1,3 propanodiol consume hasta un 38% menos energia y emite 42% menos
gases de efecto invernadero, comparado con el proceso basado en derivados del petréleo.
Aun cuando estos resultados son atractivos, el que no se logren introducir en mercados
globales es un indicio de que atin existe una alta competitividad con los derivados petro-
quimicos (Nigam & Singh, 2011).

Ademas de tener fabricas celulares con capacidades productoras, es necesario que tam-
bién se desarrolle la capacidad de consumir materias primas provenientes de fuentes
renovables y con ello lograr disminuir los costos de produccion, y el reto no es sencillo.
Por ejemplo: actualmente la mayoria de los procesos de fermentacion se basan princi-
palmente en el consumo glucosa, la cual proviene de la hidrdlisis del almidén de granos
como el maiz, papa o de trigo. Pero es necesario aprovechar fuentes alternas como los
desechos agroindustriales que contienen alto contenido de lignocelulosa. El metano y el
diéxido de carbono es otro tipo de materias primas que se estan considerando; princi-
palmente por el impacto que tienen en el medio ambiente al ser liberados a la atmosfera.
El aprovechamiento eficiente de estas materias primas podria incrementar la competiti-
vidad de los procesos de biotecnoldgicos (Chandel, Da Silva et al, 2013).

Debido a la gran variedad de compuestos quimicos que usamos diariamente, se requiere
de procesos sustentables que sean econémicos para cubrir su demanda, logrando con
ello el aprovechamiento de fuentes renovables; ademds de contender con los problemas
ambientales que se enfrentan actualmente. La ingenieria metabolica del microorganismo,
la tecnologia de enzimas y la ingenieria de bioprocesos, se conjuntaran para generar com-
plejos que involucren una diversidad de procesos de produccién (Maity, 2015).

Ingenieria metabdlica

La ingenieria metabdlica, es una de las disciplinas que posibilita la optimizacién del me-
tabolismo, para lograr altos rendimientos y productividades de los compuestos de interés
embebidos en las rutas metabolicas (metabolitos). Esta disciplina se basa en: la compren-
sion de las funciones del metabolismo celular, en la relacién entre el genotipo y el feno-
tipo, en el uso de las tecnologias de fermentacidn, y en las herramientas de ingenieria
genética y biologia molecular (Stephanopoulos, Aristidou et al, 1998). Al conjuntar todos
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estos conocimientos, la ingenieria metabdlica tiene como objetivo la manipulacién diri-
gida del metabolismo celular y su control para lograr incrementar variables criticas para
la produccion de metabolitos. Estas variables permiten una evaluacion de las capacidades
metabdlicas, las cuales son:

i. Productividad (mmol/gDWC/h): Este valor permite calcular la velocidad con la
que se puede producir un metabolito y estd normalizada por unidad de bioma-
sa, permitiendo evaluar la eficiencia del microorganismo.

ii. Titulo (g producto/L): Es un valor que nos indica cuanto producto se logra por
unidad de volumen de la reaccién (volumen del biorreactor, por ejemplo). Es
un valor de relevancia para el disefio de los procesos de separacion.

ili. Rendimiento (g producto/g de sustrato): Nos indica la capacidad metabdlica del
microorganismo para aprovechar el sustrato en la generacioén del producto obje-
tivo.

Con estas variables se puede medir la capacidad de un microrganismo productor, debido
a que impactan de manera directa en el disefio y economia del bioproceso.

Un proyecto de ingenieria metabdlica se inicia tomando en consideracion la naturaleza
del metabolito objetivo. Los escenarios que prevalecen son cuatro, donde cada uno puede
conducir a estrategias distintas. En un primer escenario el metabolito objetivo se produce
de forma enddgena por los microorganismos. Un segundo escenario es cuando se desea
producir el metabolito por medio de rutas metabolicas heterélogas. En este caso, se busca
seleccionar un microorganismo que tenga ventajas fenotipicas sobre aquellos microor-
ganismos que pueden producir el metabolito de forma enddgena. El tercer escenario es
cuando no se tiene registro de que la producciéon del metabolito tenga una base biologica,
pero por medio de la inspeccién y construccion de nuevas vias metabolicas se puede sin-
tetizar. Finalmente, en la cuarta opcion, estan los productos quimicos que no tienen una
base bioldgica y tampoco se tiene indicio de una ruta metabdélica que pueda lograrlo. En
este caso, se hace uso de la ingenieria de proteinas para generar enzimas sintéticas para
poder llevar a cabo su sintesis. En la tabla 8.1, se describen los cuatro escenarios y se men-
cionan algunos ejemplos.
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Tabla 8.1. La naturaleza del metabolito objetivo conduce a distintas estrategias de inge-
nierfa metabdlica. En esta tabla se presentan cuatro escenarios y algunos casos de estudio
(Lee, Na Et al., 2012).

Escenarios

Casos de estudio

Otros casos

Metabolitos que se
producen en vias
metabdlicas enddgenas.

El 4cido lactico se produce de forma en-
dégena por Lactobacillus spp. Para in-
crementar su sintesis se llevaron a cabo
deleciones o sobreexpresion de genes.

acido succinico
L-valina
putrescina

Metabolitos que se
producen de forma
heteréloga por medio
de rutas metabdlicas
conocidas.

De un grupo de enzimas provenientes de
otros microorganismos, se seleccionan
las que mejor actividad tienen, llenando
con éstas los pasos de reaccién necesarios
para la sintesis de un producto. Un
ejemplo, es la produccion de isobutanol
en Escherichia coli que se logré por medio
de introducir una descarboxilasa de
Lactobacillus lactis y una deshidrogenasa
de Saccharomyces cerevisiae.

isopreno
alcanos
licopeno

Metabolitos que no se
producen por una ruta
metabdlica conocida.

El estireno es un compuesto del cual no
se tiene registro de que se produzca en
algiin microorganismo. Para lograr su
elaboracién se construyd una ruta me-
tabdlica sintética en Escherichia coli con
genes provenientes de Arabidopsis tha-
liana 'y Saccharomyces cerevisiae.

acido adipico
acido aminocaproico
1,4 butanediol

Metabolitos que se
producen por medio de
enzimas sintéticas.

Al igual que en el caso del estireno, no
se conoce de una via metabolica que
sintetice el acido polilactico (PLA). Para
producirlo en Escherichia coli, primero
se identificaron las enzimas que podrian
usar el lactato como precursor. La pro-
pionato CoA transferesa de Clostridium
propionicum; y la polihidroxialcanoato
sintasa de Pseudomonas sp MBEL 6-19:
fueron las candidatas para llevar a cabo
en ellas la ingenieria de proteinas para
lograr producir el APL.

5-metil-1-heptanol
L-homoalanina
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Una vez que se tiene identificado el escenario en el que se encuentra el tipo de metabolito
objetivo, se selecciona la estrategia de ingenierfa metabdlica, (tabla 8.2.) La implemen-
tacion de estas estrategias de ingenieria metabdlica puede generar efectos no deseados
para la optimizacién del proceso. Por ejemplo: como resultado de una modificacion de las
rutas metabdlicas puede haber una disminucion en la tasa de crecimiento, generacion de
metabolitos alternos no deseados, e incluso la muerte de la fabrica celular. Para poder pre-
decir estas situaciones, los modelos matematicos del metabolismo se han utilizado como
una herramienta auxiliar para explorar las capacidades metabolicas del microorganismo.

Tabla 8.2. La ingenieria metabdlica se centra en la manipulacion de las rutas metabdlicas
cubriendo principalmente cinco objetivos (Stephanopoulos et al 1998; Lee Et al., 2012).

Objetivo

Estrategia

Incrementar la productivi-
dad y el rendimiento de los
metabolitos presentes en

las rutas metabolicas.

Insertar genes heterélogos para que expresen las enzimas que catalizan las reac-
ciones que conducen a la formacién del metabolito objetivo.
Suprimir genes para eliminar productos no deseados.

Sobreexpresar enzimas para incrementar la actividad de las rutas metabolicas.

Proveer, o mejorar, la
capacidad de los microor-
ganismos para metabolizar

distintos sustratos.

Modificar la capacidad de los microorganismos para consumir distintos
sustratos expresando enzimas heterélogas. Las enzimas pueden ser trans-
portadores especificos para los sustratos y las enzimas que los metabolizan.
Por ejemplo, la xilosa no es metabolizada por Saccharomyces cerevisiae, por

lo que se han incluido las rutas necesarias en la produccién de etanol.

Sintesis de metabolitos que
no se encuentran de forma

natural.

Aprovechando la capacidad de las enzimas para reconocer distintos sus-
tratos, se construyen rutas que no existen naturalmente.
Las enzimas son manipuladas por medio de ingenieria de enzimas para

proveerles nuevas capacidades cataliticas.

Adaptacioén de fenotipos
idéneos para condiciones

de proceso.

Existen bacterias como E. coli disefiadas para la produccion de isobutanol,
pero que no tienen la misma capacidad de tolerar el estrés por altas concen-
traciones de alcohol; como las que naturalmente puede tener una levadura.
Por medio de una adaptacion evolutiva es posible que se desarrolle el feno-
tipo requerido. También la evolucién metabdlica ha permitido mejorar las

capacidades de las cepas para lograr mayores productividades.

Degradacion de quimicos

no biolégicos.

Para llevar a cabo la degradacion xenobiética se incluyen rutas metabolicas
para lograr la asimilacion metabdlica. En estos casos también se requiere de

la ingenieria de los transportadores especificos para la molécula.
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Problema 8.1 Generacién de una cepa de Escherichia coli

para la produccién de L-tirosina

Guillermo Gosset Lagarda

Introduccidén

Los compuestos aromdticos son una clase de moléculas organicas que incluye una gran
cantidad de productos con aplicaciones industriales. El aminoacido aromatico L-tirosi-
na (L-Tir) es un compuesto natural que tiene aplicaciones en la industria farmacéutica,
quimica y de alimentos (Chavez, Baez et al, 2012). El mercado total de este aminoacido
asciende a aproximadamente 150 toneladas por afio (Bongaerts, Kramer et al, 2001). Los
métodos empleados comtinmente para la obtencién de este compuesto; se basan en su
extraccion a partir de hidrolizados de proteina; también en la sintesis a partir de amonio,
piruvato y fenol por la enzima L-Tir fenol liasa (Para, Lucciardi et al, 1985). La variabili-
dad en la composicion de la materia prima y la dependencia de insumos provenientes del
petrdleo; son desventajas de estos métodos de obtencion. Por esta razdn, se han explorado
estrategias alternas que permitan obtener a este aminoacido. La mayoria de las bacterias
poseen la capacidad natural de sintetizar a la L-Tir, por lo tanto, potencialmente podrian
emplearse como organismos productores de este aminoacido.

La mayoria de las bacterias y plantas poseen rutas metaboélicas que les permiten convertir
fuentes de carbono simples en diferentes compuestos aromadticos. La via comun de sintesis
de estos, también conocida como la via del 4cido shikimico, es el tronco comin a partir del
cual se originan vias biosintéticas que dan origen a metabolitos esenciales. La sintesis de los
compuestos aromaticos en la bacteria Escherichia coli se inicia con la condensacion entre el
fosfoenolpiruvato (PEP) y la D-eritrosa 4-fosfato (E4P); para formar el 3-desoxi-D-arabi-
no-heptulosonato 7-fosfato (DAHP); en una reaccion catalizada por las tres isoenzimas de
DAHP sintasa (AroF, AroG y AroH) (figura 8.1). Después de seis reacciones enzimaticas, se
produce el intermediario corismato (COR), a partir del cual se sintetizan los aminoécidos
aromdticos L-Tir, L-fenilalanina (L-Fen) y L-triptéfano (L-Trp). La enzima bifuncional co-
rismato mutasa-prefenato deshidrogenasa (CM-PDH), codificada por el gen tyrA, interviene
en la etapa final de la biosintesis de L-Tir. La reaccion inicial involucra la conversién del COR
en prefenato (PPA), por el dominio corismato mutasa (CM) de la enzima CM-PDH. El PPA
es sustrato del dominio prefenato deshidrogenasa (PDH) de CM-PDH; el cual descarboxila
y oxida a este compuesto para generar 4-hidroxifenilpiruvato (HPP). La conversién del HPP
en L-Tir es catalizada por la enzima aminotransferasa de L-Tir, codificada por el gen tyrB.
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Figura 8.1. Regulacion transcripcional (A) y de actividad enzimatica (B) en las vias de
sintesis de compuestos aromaticos en Escherichia coli.

La sintesis de aminodcidos, en particular los aromaticos, es costosa para la célula, tanto
en términos de dtomos de carbono, como de energia en forma de ATP. Por esta razon, la
via biosintética comun y las vias especificas se encuentran reguladas. Un nivel de control
ocurre sobre el inicio de la transcripcion de algunos genes. La proteina TyrR, es un regu-
lador transcripcional que en presencia de uno o varios de los aminoacidos aromaticos,
se une al ADN en la regién promotora de genes, que codifican para enzimas de las vias
de sintesis de compuestos aromaticos, evitando que éstos se transcriban (figura 8.1A). La
represion ejercida por TyrR, cuando esta presente en el medio externo la L-Tir u otro de
los aminoacidos aromaticos, causa que no se sinteticen las enzimas de la via biosintética
para estos compuestos. Otro nivel de control ocurre sobre la actividad de las enzimas en
las vias biosintéticas. Se ha determinado que la accion de las tres isoenzimas de DAHP
sintasa (AroF, AroG y AroH) es inhibida en presencia de alguno de los tres aminoacidos
aromaticos (figura 8.1B). Asi mismo, la L-Tir inhibe la actividad de PDH de la enzima
bifuncional CM-PDH (Bongaerts, Kramer et al, 2001).
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Objetivo del problema

Como resultado de los mecanismos de regulacién, mencionados anteriormente, se con-
cluye que: en la naturaleza no es posible encontrar bacterias que sobreproducen L-Tir y la
excreten al medio de cultivo. Por lo tanto, es necesario aplicar estrategias especificas de
modificacién genética para la generacion de cepas de produccién para L-Tir. Las herra-
mientas de la ingenieria genética, aplicadas a la modificacién de funciones relacionadas
con el metabolismo y su regulacion, constituyen la base de la ingenieria metabdlica. Esta
area de la biotecnologia permite desarrollar cepas microbianas con la capacidad de pro-
ducir diversos compuestos de interés. En este caso, el objetivo consiste en aplicar la inge-
nieria metabdlica para redirigir la mayor parte de los atomos de carbono de la glucosa,
hacia la via especifica de sintesis de L-Tir.

Metodologia

La estrategia general para lograr el objetivo deseado se basa en eliminar los controles
naturales que evitan la sobreproduccion del aminoacido. El primer paso consiste en au-
mentar el flujo de carbono del metabolismo central hacia la via comun de sintesis de com-
puestos aromaticos. Esta via inicia con la condensacion de PEP y E4P para formar DAHP,
en una reaccion catalizada por las isoenzimas de DAHP sintasa. Como se menciond, este
paso se encuentra regulado mediante inhibicién de la actividad enzimatica. Una forma
de evitar este control consiste en: la generacion de una version mutante de la isoenzima
AroF que no se inhiba por L-Tir. La caracterizacion bioquimica de esta enzima en E. coli,
ha revelado que; algunos cambios en su secuencia, o la eliminacién de algunos residuos
de aminodacido en la regién amino terminal, suprimen la inhibicién de su actividad por la
L-Tir [4]. La eliminacion de los primeros siete residuos de aminoacido de la regiéon amino
terminal de AroF, genera una enzima activa; que no se inhibe por L-Tir, llamada ‘AroF.
Empleando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se amplifica la region
del gen aroF que corresponde a AroF, a partir de ADN cromosomal de E. coli. La secuen-
cia del cromosoma de E. coli que corresponde a aroF y regiones flanqueadoras; puede ser
obtenida de alguna de las bases de datos disponibles en linea como: http://www.genome.
jp. Se emplean como iniciadores para la reaccién de PCR, a los oligonucledtidos (5P-GAC
GCG CTG ACC ATG GTA CAT ATT ACC GAC-3P) para la region 5% y (5P-GCG GTC
AAT TCA GGA TCC ATA ATA AAC CTC-3P) para la region 3".

Los oligonucledtidos incluyen los sitios de restriccion Ncol & BamHI. La reaccién de PCR
debe generar un producto de 1 092 pares de bases (pb). El producto de PCR es digerido
con las enzimas de restriccion Ncol & BamH], al igual que el plasmido de expresion pTr-
c99A (Amann, Ochs et al, 1988). Los productos de la digestion son purificados y someti-
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dos a una reaccién de ligacién empleando la ligasa del fago T4. La cepa E. coli W3110, u
otra cepa adecuada para experimentos de clonacion; es transformada con una alicuota de
la mezcla de ligacién. Las células transformantes son seleccionadas en medio que conten-
ga ampicilina, ya que el plasmido pTrc99A posee un gene que confiere resistencia a este
antibidtico. Mediante analisis del patrén con enzimas de restriccion y la determinacion
de la secuencia nucleotidica del gene clonado se verifica la integridad de la construccion
genética pIrc99A-‘aroF.

El plasmido pTrc99A fue disefiado para lograr un alto nivel de expresiéon de los genes
clonados (Amann, Ochs et al, 1988). Actualmente existe una gran diversidad de plasmi-
dos con esta funcién, cada uno de ellos posee caracteristicas especificas que los hacen
adecuados para diferentes tipos de aplicaciones biotecnoldgicas. El plasmido pTrc99A,
contiene el promotor fuerte trc con un sitio de unién al ribosoma que permiten una alta
tasa de transcripcion y traduccion de los genes clonados. El promotor trc es regulado
por la proteina represora Lacl. Es posible eliminar la actividad de este represor, y asi
inducir la expresion de los genes controlados por trc si se agrega al medio el compues-
to isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). El plasmido pTrc99A, se encuentra en
aproximadamente 30 copias por célula. La combinacién de un promotor fuerte y el efecto
multicopia, permiten lograr un alto nivel de expresion de los genes clonados. Una ven-
taja adicional importante de utilizar un plasmido de expresion, es que se reemplaza el
promotor nativo de un gene (el cual puede estar sujeto a algtin tipo de regulacion genética
no deseado), por un promotor conocido que puede ser regulado facilmente. En el caso
del gene aroF, su expresion es reprimida por la proteina TyrR cuando existe L-Tir en el
medio de cultivo (figura 8.1A). Por el contrario, la expresion del gene ‘aroF dependiente
del promotor trc puede ser controlada mediante la adicién de IPTG al medio de cultivo y
ya no se encuentra sujeto a represion dependiente de L-Tir.

El compuesto E4P es un intermediario de la via de las pentosas fosfato, también uno de
los precursores de los compuestos aromaticos. Se ha determinado que la sobreexpresion
de la enzima transcetolasa, codificada por el gene tktA, tiene un efecto positivo en el flujo
de carbono hacia la via comun de sintesis de compuestos aromaticos (Patnaik & Liao,
1994). Siguiendo el método descrito anteriormente para el gene ‘aroF, se puede amplificar
por PCR (a partir de ADN cromosomal de E. coli), al gene tktA. Debido a que el promotor
de tktA no esta sujeto a regulacién transcripcional, es posible incrementar (también a
partir de ADN cromosomal de E. coli), al gene junto con su promotor nativo y ligarlo a
un plasmido multicopia (figura 8.2). En este caso, se elige ligar al producto de PCR que
contiene al gene tktA y su promotor al plasmido pACYC184; para generar pACYC184-tk-
tA. Es importante sefialar que en E. coli existen familias de pldsmidos, las cuales pueden
mantenerse simultineamente en una misma célula y de forma estable (Scheich, Kummel
etal, 2007). Es asi que es posible construir una cepa de E. coli, que posea simultineamente
a los plasmidos pTrc99A-‘aroF y pACYC184-tktA.
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Figura 8.2. Metabolismo central y vias de sintesis de compuestos aromdticos en Esche-
richia coli. Se indican los genes expresados a partir de plasmidos para aumentar flujo de
carbono hacia la sintesis de L-tirosina.

Una cepa de E. coli, que sea transformada con los plasmidos: pTrc99A-‘aroF y pA-
CYC184-tktA (E. coli/pTrc99A-"aroF/pACYC184-tktA); mostrard un flujo mayor hacia la
via comun de sintesis de compuestos aromaticos, la cual termina con la produccion de
COR. Esto puede demostrarse con cultivos en matraz, empleando medio minimo suple-
mentado con 10 g/L de glucosa. Bajo estas condiciones, es posible detectar la acumulacion
del intermediario DAHP, el cual puede ser cuantificado por un método colorimétrico
(Baez, Bolivar et al, 2001). El DAHP se acumula y es secretado al medio de cultivo, debido
a que la enzima que lo consume, 3-dehidroquinato sintasa (aroB); no es capaz de conten-
der con el alto flujo causado por la sobreexpresion de ‘aroF y tktA.

La redireccién del flujo de carbono de COR hacia L-Tir, depende de la expresiéon de una
version de la enzima CM-PDH que no sea inhibida por L-Tir. Se ha reportado la obtencién
de una versién mutante de la enzima CM-PDH de E. coli que no se inhibe por L-Tir. Esto
se logro siguiendo un esquema de mutagénesis generalizada del gene tyrA por PCR; con la
seleccion mediante resistencia a m-fluoro-D,L-tirosina; el cual es un analogo toxico de la
L-Tir. Este gen mutante, llamado tyrA™; muestra 35% de la actividad de la versidn silvestre
de CM-PDH y no es inhibida por L-Tir (Lutke & Stephanopoulos, 2005). Se determino la se-
cuencia nucleotidica de tyrA™, estableciéndose que: posee dos substituciones en su secuen-
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cia que corresponden en la proteina CM-PDH a metionina-53-isoleucina en el dominio de
CM,; y alanina-354-valina en el dominio de PDH (Lutke & Stephanopoulos, 2007). Con base
en esta informacion, es posible emplear a alguno de los servicios comerciales que se especia-
lizan en sintesis de ADN (http://www.genscript.com), para solicitar que se elabore el gene
tyrA®. Como parte del proceso de sintesis; se puede incorporar la secuencia del promotor
trc presente en pIrc99A a la cadena de tyrA™"; para asi contar con una versién de este gene
que se puede ligar a un pldsmido y expresarse a partir de un promotor fuerte. En este caso,
se puede emplear al plasmido pCL1920, para generar a pCL1920-tyrA"". Este es compatible
con los plasmidos pIcr99A y pACYC184; por lo tanto, se puede generar la cepa: E. coli/pTr-
c99A-‘aroF/pACYC184-tktA/pCL1920-tyrA"". Esta posee las modificaciones esenciales que
resultaran en la secrecion de L-Tir al medio de cultivo. Esto se puede verificar; efectuando
cultivos en matraz con medio minimo suplementado con glucosa 10 g/L y con IPTG 0.5
mM; para inducir a los genes controlados por el promotor trc. Los cultivos se efectiian a 37
°C. Se toman muestras cada dos horas durante 24 h, para cuantificar los niveles de L-Tir y
glucosa, mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC). La concentracion celular
se determina mediante espectrofotometria a 600 nm. Una descripcion detallada del medio
de cultivo y los métodos analiticos pueden ser encontrados en la publicaciéon de Chavez-Bé-
jar et al,, 2008 (Chavez-Bejar, Lara et al, 2008).

La cepa anterior puede ser modificada para incrementar su capacidad como productora
de L-Tir a partir de glucosa. El intermediario glicolitico PEP, participa como donador de
un grupo fosfato dentro del proceso de internalizacion de varios aztcares, en una reaccion
catalizada por el sistema de fosfotransferasa (PTS). E1 PTS es un sistema complejo presente
en bacterias, estd constituido por varias proteinas, cada una de ellas con funciones especi-
ficas. Las proteinas EI, HPr y EITA; constituyen una cadena de fosforilacién que termina en
alguna de las proteinas IIB; las cuales participan en la fosforilacién y transporte de varios
azucares, entre ellos la glucosa (figura 8.2). No obstante que PTS, es muy importante en la
fisiologia normal de E. coli; la dependencia sobre su utilizacion de PEP para transportar
azucares, constituye una desventaja para fines biotecnoldgicos. Al acoplar el transporte de
glucosa al consumo de PEP, PTS limita la disponibilidad de este precursor para la sintesis
de compuestos aromaticos (Gosset, 2005). Con el objetivo de obtener cepas de E. coli con
alternativas al uso del sistema PTS, se han generado lineas con este sistema inactivado (PTS
): también otras derivadas de esta tltima que han adquirido la capacidad de transportar y
fosforilar glucosa sin utilizar el PTS (PTS- glucosa*) (Flores, Xiao et al, 1996; Flores, Gosset
et al, 2002). Para este proposito y como parte de la caracterizacion fisiologica de estas cepas,
se demostrd que poseen el potencial para la sintesis de compuestos aromaticos, con un ren-
dimiento a partir de glucosa mayor que el de una cepa con un PTS funcional (PTS*) (Flores,
Xiao et al, 1996; Gosset, YongXiao et al, 1996; Baez, Bolivar et al, 2001). Asi mismo, se ha
demostrado que en las cepas PTS- glucosa®, el transporte de esta es dependiente de la pro-
teina GalP y la fosforilacién del azucar es catalizada por la enzima glucocinasa, utilizando
ATP como donador del grupo fosfato (Flores, Gosset et al, 2002) (figura 8.2).
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Tomando en cuenta esta informacion, es posible seguir una estrategia de dos pasos para
generar una cepa productora de L-Tir con el fenotipo PTS" glucosa*. En primer lugar, es
necesario construir una cepa que carezca de los genes que codifican para las proteinas
EL HPr y EITA. Para este efecto, se puede utilizar a la coleccion Keio, la cual consiste en
cepas mutantes en cada uno de los genes de E. coli (Baba, Ara et al, 2006). Siguiendo el
método de transduccion con el fago P1 vir, se transfieren de la coleccion Keio a la cepa
de interés las mutaciones en los genes pstl, ptsH y crr que codifican para EI, HPr y EIIA,
respectivamente (Hernandez, Martinez et al, 2003). La cepa resultante mostrara el fenoti-
po PTS glucosa; es decir, carece de la capacidad de consumir glucosa debido a la falta de
funcionalidad de PTS. Para reconstituir la capacidad de consumo de glucosa, es necesario
sobreexpresar al gene galP que codifica para el transportador alterno de glucosa GalP.
Esto se puede lograr siguiendo el método descrito por De Anda et al, 2016, que se basa
en: el reemplazo del promotor nativo de galP en el cromosoma, por el promotor fuerte
trc (De Anda, Lara et al, 2006). Se ha demostrado que con tal modificacion, se recupera
aproximadamente en un 80% la capacidad de consumo de glucosa en una cepa PTS;,
lo cual corresponde al fenotipo PTS glucosa*. Alternativamente, el gene galP puede ser
amplificado por PCR a partir de ADN cromosomal de E. coli, para luego ser ligado a un
promotor fuerte y expresarse en un plasmido. Con base en resultados anteriores es de es-
perarse que la cepa E. coli PTS" glucosa*/pTrc99A-"aroF/pACYC184-tktA/pCL1920-tyrAr,
muestre hasta un 100% de aumento en el rendimiento de la produccién de L-Tir a partir
de glucosa (Baez, Bolivar et al, 2001).

Una modificacién adicional que se esperaria mejore el desempeifio de la cepa de produc-
cién de L-Tir, consiste en la inactivacion del gene que codifica para el regulador TyrR.
Como se menciono, esta proteina reprime la expresion de genes biosintéticos cuando
L-Tir esta presente en el medio de cultivo (figura 8.1A). El control de TyrR sobre los genes
‘aroF y tyrA", fue eliminado al reemplazar sus promotores nativos por el promotor trc,
el cual ahora puede ser controlado por IPTG. Sin embargo, en la cepa de produccion los
genes aroL y tyrB, ain se encuentran sujetos a represion por TyrR. Los genes aroL y tyrB
codifican para las enzimas shikimato sintasa y aminotransferasa, respectivamente. Estas
juegan un papel importante sobre la capacidad de sintesis de L-Tir. La eliminacion del
gene tyrR, puede efectuarse como se mencioné arriba, por transduccién de la mutacién
correspondiente a partir de la coleccion Keio (Baba, Ara et al, 2006). Se ha reportado que
la inactivacién del gene yrR causa un aumento de aproximadamente el 100% en la tasa
especifica de produccion de L-Tir (Munoz, Hernandez-Chavez et al, 2011).

La cepa: E. coli PTS glucosa* tyrR/pTrc99A- aroF/pACYC184-tktA/pCL1920-tyrA"", esta
disefiada para lograr la produccién de L-Tir con un alto rendimiento a partir de glucosa.
Las modificaciones realizadas tienen como fin: redirigir el flujo de carbono del meta-
bolismo central (PEP y E4P) hacia la via de sintesis de L-Tir. Es importante sefialar que
una consecuencia de lo anterior es: una reduccién en la capacidad celular para generar
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energia y precursores para su crecimiento. La cepa resultante mostrara una alta capacidad
de produccion de L-Tir, pero su velocidad de crecimiento serd menor al de una cepa sin
modificar. Considerando que el objetivo de un proceso de produccién es: maximizar la
productividad volumétrica. Se debe tomar en cuenta que una cepa que posea todas las
modificaciones para maximizar flujo hacia un producto deseado, puede no ser la que
muestre el mejor desempefio si también debe tener una tasa de crecimiento relativamen-
te alta. La construccion de cepas de produccion de manera progresiva, como se mostro
aqui, permite ir caracterizando a cada una de ellas y asi poder determinar cual es la mas
adecuada para desarrollar un proceso fermentativo con alta productividad. En este caso,
lo recomendable es evaluar a las siguientes cepas bajo condiciones de produccién, para
elegir a aquella que muestre la mayor productividad volumétrica:

E. coli [pTrc99A- aroF/pACYC184-tktA/pCL1920-tyrA®"
E. coli PTS" glucosa* /pTrc99A-‘aroF/pACYC184-tktA/pCL1920-tyrA®r
E. coli PTS" glucosa* tyrR/pTrc99A-‘aroF/pACYC184-tktA/pCL1920-tyrA"

Finalmente, se debe resaltar que el disefio de una cepa mediante ingenieria metabdlica
es, solo uno de los pasos necesarios para lograr constituir un proceso fermentativo de
produccién. Otro elemento esencial consiste en definir las condiciones y el tipo de cultivo
que favorezcan el desempefio de la cepa de produccién. Entre los factores a considerar se
encuentran: la composicion del medio del cultivo, la concentraciéon y punto de adicion del
inductor IPTG; los cuales deben ser determinados experimentalmente para cada cepa de
produccion.
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Problema 8.2 Estrategia de clonacién in silico para la

produccién de proteina recombinante en Escherichia coli

Juan Carlos Sigala Alanis

Contexto del problema

La tecnologia del ADN recombinante ha permitido la produccion de proteinas heterolo-
gas de interés comercial, contribuyendo a la consolidaciéon de la biotecnologia moderna a
partir de los afios setenta. A la fecha, esta tecnologia ha continuado progresando y es de
uso generalizado en la academia y en la industria. Sin embargo, los conceptos y técnicas
esenciales que le dieron origen bésicamente son los mismos.

El presente problema tiene como objetivo: recrear “in silico” (llamadas asi las técnicas de
analisis computacional usando algoritmos de simulacién y prediccion) una de las prime-
ras estrategias de produccién de proquimosina (Emtage, Angal et al, 1983). La quimosina,
también conocida como rennina, es una enzima proteolitica de importancia en la indus-
tria alimentaria, cuya actividad consiste en romper la K-caseina y contribuir con ello a la
coagulacion de la leche, lo que es necesario para la produccion de queso. Usualmente se
produce el zimdgeno proquimosina recombinante en E. coli (Kawaguchi, Kosugi et al,
1987).

La principal ventaja derivada de resolver este ejercicio es que: estrategias similares se pue-
den plantear para la clonacion de cualquier fragmento de ADN sintético, obtenido por
sintesis quimica o por PCR (por sus siglas en inglés, polymerase chain reaction) (Reaccion
en Cadena de la Polimerasa o Cadena de Reacciones de la Polimerasa), para la produccién
de una gran variedad de proteinas. Finalmente, el llevarlo a cabo in silico representa un
primer paso en el planteamiento de una estrategia experimental.

Requerimientos
- Programa SerialCloner®© (freeware), que se puede descargar en la pédgina:

http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html
- Acceso a internet.
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Planteamiento del problema

1) Considerando la secuencia de aminoécidos de la proquimosina bovina (Foltmann, Pe-
dersen et al, 1977).

MAEITRIPLYKGKSLRKALKEHGLLEDFLQKQQYGISSKYSGFGEVASVPLTN-
YLDSQYFGKIYLGTPPQEFTVLFDTGSSDFW VPSIYCKSNACKNHQREFDPRKSS-
TFQNLGKPLSIHYGTGSMQGILGYDTVTVSNIVDIQQTVGLSTQEPGDVFT-
YAEFDGILGMAYPSLASEYSIPVFDNMMNRHLVAQDLFSVYMDRNGQESMLTL-
GAINPSYYTGSLHWVPVTVQQYWQFTVDSVTISGVVVACEGGCQAILDTGTSKL-
VGPSSDILNIQQAIGATQNQYGEFDIDCDNLSYMPTVVFEINGKMYPLTPSAYTS-
QDQGFCTSGFQSENHSQKWILGDVFIREYYS VFDRANNLVGLAKAI

;Cual seria la secuencia de ADN a partir de la cual se pudiera producir esta proteina en
E. coli?

2) 3Cuales son los nucledtidos que deberan adicionarse en los extremos de la secuencia de
ADN de la proquimosina para tener sitios de restriccion Smal y HindIIl en el extremo 5y
3’, respectivamente? Mostrar la secuencia de doble cadena.

3) Representar in silico la clonacion del fragmento anterior en el vector pTrc99A, haciendo
uso de SerialCloner®©. Para ello:
3a) Obtener la representacion in silico del vector pIrc99A.
3b) Realizar una digestion virtual del plasmido pTrc99A y de la secuencia de ADN
de la quimosina; con las enzimas de restriccion Smal y Hindlll, respectivamente.
Generar los archivos correspondientes y mostrar la representacion grafica de ambos.
3c) Realizar la ligacién virtual de ambos fragmentos. Generar el archivo corres-
pondiente y mostrar su representacion grafica.
3d) ;Cual es la utilidad del vector pTrc99A?

4) A partir de la estrategia virtual desarrollada, plantear un método experimental real
para llevar a cabo en el laboratorio la clonacién del gen de la quimosina bovina en pTr-
c99A. ;Por qué no es posible emplear las enzimas de restricciéon EcoRI y BamHI en una
estrategia alternativa?

5) De acuerdo a lo que sefiala la literatura, ;como se debe procesar la proquimosina para
obtener la quimosina activa?
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Respuestas al problema

1) Considerando la secuencia de aminoacidos de la proquimosina bovina:

MAEITRIPLYKGKSLRKALKEHGLLEDFLQKQQYGISSKYSGFGEVASVPLTN-
YLDSQYFGKIYLGTPPQEFTVLEDTGSSDFW VPSIYCKSNACKNHQRFDPRKSS-
TFQNLGKPLSIHYGTGSMQGILGYDTVTVSNIVDIQQTVGLSTQEPGDVFT-
YAEFDGILGMAYPSLASEYSIPVEDNMMNRHLVAQDLFSVYMDRNGQESMLTL-
GAINPSYYTGSLHWVPVTVQQYWQFTVDSVTISGVVVACEGGCQAILDTGTSKL-
VGPSSDILNIQQAIGATQNQYGEFDIDCDNLSYMPTVVFEINGKMYPLTPSAYTS-
QDQGFCTSGFQSENHSQKWILGDVFIREYYS VEDRANNLVGLAKAI

;Cudl seria la secuencia de ADN a partir de la cual se pudiera producir esta proteina en E.
coli?

Empleando SerialCloner®©:

i.  Abrir el programa (figura 8.3).

ii. Enlaventana “Protein” elegir la opcién “New Protein Sequence”

ili. Copiar y pegar la secuencia anterior. Nombrar y salvar el nuevo archivo.

iv. Seleccionar la secuencia completa de aminoacidos, abrir la ventana “Protein” y
elegir la opcion “Reverse Translate Selected Sequence”.

v.  Verificar en la ventana “Protein” / “Manage Codon Usage Table” que se encuen-
tre seleccionado el uso preferencial de codones de E. coli.

Figura 8.3. Distintas ventanas del programa SerialCloner®©.
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La secuencia de ADN obtenida es la siguiente:

ATGGCAGAAATTACCCGTATTCCGCTGTATAAAGGTAAAAGCCTGCGTAAAGCACTGAAAGAACATGGTCTGCTGGAAGA
TTTTCTGCAGAAACAGCAGTATGGTATTAGCAGCAAATATAGCGGTTTTGGTGAAGTTGCAAGCGTTCCGCTGACCAATT
ATCTGGATAGCCAGTATTTTGGTAAAATTTATCTGGGTACCCCGCCGCAGGAATTTACCGTTCTGTTTGATACCGGTAGC
AGCGATTTTTGGGTTCCGAGCATTTATTGTAAAAGCAATGCATGTAAAAATCATCAGCGTTTTGATCCGCGTAAAAGCAG
CACCTTTCAGAATCTGGGTAAACCGCTGAGCATTCATTATGGTACCGGTAGCATGCAGGGTATTCTGGGTTATGATACCG
TTACCGTTAGCAATATTGTTGATATTCAGCAGACCGTTGGTCTGAGCACCCAGGAACCGGGTGATGTTTTTACCTATGCA
GAATTTGATGGTATTCTGGGTATGGCATATCCGAGCCTGGCAAGCGAATATAGCATTCCGGTTTTTGATAATATGATGAA
TCGTCATCTGGTTGCACAGGATCTGTTTAGCGTTTATATGGATCGTAATGGTCAGGAAAGCATGCTGACCCTGGGTGCAA
TTAATCCGAGCTATTATACCGGTAGCCTGCATTGGGTTCCGGTTACCGTTCAGCAGTATTGGCAGTTTACCGTTGATAGC
GTTACCATTAGCGGTGTTGTTGTTGCATGTGAAGGTGGTTGTCAGGCAATTCTGGATACCGGTACCAGCAAACTGGTTGG
TCCGAGCAGCGATATTCTGAATATTCAGCAGGCAATTGGTGCAACCCAGAATCAGTATGGTGAATTTGATATTGATTGTG
ATAATCTGAGCTATATGCCGACCGTTGTTTTTGAAATTAATGGTAAAATGTATCCGCTGACCCCGAGCGCATATACCAGC
CAGGATCAGGGTTTTTGTACCAGCGGTTTTCAGAGCGAAAATCATAGCCAGAAATGGATTCTGGGTGATGTTTTTATTCG

TGAATATTATAGCGTTTTTGATCGTGCAAATAATCTGGTTGGTCTGGCAAAAGCAATTTAA

2) ;Cudles son los nucledtidos que deberan adicionarse en los extremos de la secuencia de ADN
del inciso 1), para tener sitios de restriccién Smal y HindIII en el extremo 5y 3’, respectiva-
mente?

Las secuencias de reconocimiento de estas enzimas son las siguientes:

Smal
5 CCC | GGG 3’
3" GGG t CCC5’

HindII1
5 Al AGCTT 3’
3"TTCGA 1t A5’
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La flecha indica el sitio de corte de las enzimas de restriccion, Smal genera extremos ro-
mos y HindIII extremos cohesivos.

Adicionalmente, es necesario adicionar al menos 6 pares de bases en los extremos de la
secuencia, como sitio ancla para que la enzima de restriccion funcione adecuadamente.

TAAGCACCCGGGATGGCGGAAATC-------m--m--- GCGAAAGCGATCAAGCTTTAAGCA

Secuencia ancla

Sitio de restriccion Smal
Sitio de restriccion HindlIIl
Secuencia de interés.

La doble cadena de este fragmento se puede obtener de la siguiente forma:

i.  Abrir un nuevo archivo en el programa SerialCloner®©.

ii. Copiar y pegar la secuencia anterior. Nombrar y salvar el nuevo archivo.
iii. Abrir la ventana “Sequence Map”.

iv. En la nueva ventana dejar sélo activas las casillas “Show reverse strand”

v. La secuencia de doble cadena que se mandaria sintetizar es la siguiente (figura
8.4):
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Figura 8.4. Secuencia de doble cadena para sintetizar.

3) Representar in silico la clonacion del fragmento anterior en el vector pTrc99A haciendo
uso de SerialCloner®. Para ello:

3a) Obtener la representacion in silico del vector pTrc99A.
Para ello:
i. Acceder al sitio: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ii. Obtener la secuencia de nucledtidos del vector en NCBI en formato fasta, figura
8.5.

Figura 8.5. Registro NCBI

iii. Copiar y pegar en SerialCloner© esta secuencia en un archivo nuevo.
iv. Nombrar y salvar el archivo.

v. Enlaventana “Sequence” elegir “Circularize”.

vi. Enla ventana “Features” elegir “Scan Sequence”.

vii. Abrir la ventana “Graphic Map” (figura 8.6).
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Figura 8.6. Ventana “Graphic Map”.

viii.Desactivar la casilla “Unique Sites”. Se observa en la imagen una representa-
cion del pldsmido pTrc99A. Salvar el archivo.

3b) Realizar una digestion virtual del plasmido pTrc99A y de la secuencia de ADN de la
proquimosina, con las enzimas de restriccion Smal y HindIIl. Generar los archivos co-
rrespondientes y mostrar la representacion grafica de ambos.

Para ello:

i. Enlaventana “Function” elegir “Build a Construct”.

ii. En “Fragment #1”/ “Select DNA 1” elegir el archivo pTrc99A.

iii. Enlaventana delaizquierda marcar la funcién “Particular Sites” y en “Choose
sites” sefialar las enzimas Smal y HindIII (figura 8.7).
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Figura 8.7. Eleccién de funciones para analizar el fragmento.
iv. Dar un clic con el mouse al recuadro en azul “3321 HindIII”, e inmediatamente

oprimir dos veces al recuadro “Smal 2867 para elegir el corte y fragmento ge-
nerado que se requiere (representado en negro dentro del pldsmido), figura 8.8.

Figura 8.8. Eleccion de corte y generacion de fragmento requerido.
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v. En el recuadro “Fragment #1” oprimir “ Save Fragment”, nombrar archivo y
guardar.

vi. De manera similar, en “Fragment #27/ “Select DNA 27, elegir el archivo Qui-
mosina con sitios de restriccidn y seguir los pasos anteriores para generar el
archivo correspondiente (figura 8.9).

Figura 8.9. Visualizacion del fragmento elegido con sitios de restriccion.

3c) Realizar la digestion y la ligacién virtual de ambos fragmentos. Generar el archivo
correspondiente y su representacion grafica.

Para ello:
i. Enlamisma ventana de “Build a Construct’, teniendo seleccionadas las enzimas
de restriccion que haran los cortes (flechas negras en el fragmento plasmidico y

de ADN), oprimir el botén ligar.
ii. Salvar el nuevo archivo generado y mostrar la representacion grafica (figura 8.10).

Figura 8.10. Visualizacién grafica.
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3d) ;Cual es la utilidad del vector pTrc99A?

Este es un vector de expresion que cuenta con el promotor hibrido fuerte trc, derivado de
los promotores de E. coli trp y lacUV5. El promotor sintético trc es inducible con IPTG y
permite transcribir genes a un nivel elevado. Cuenta con un gen que confiere resistencia a
ampicilina como marcador de seleccion.

4) A partir de la estrategia virtual desarrollada, plantear un método experimental real
para llevar a cabo en el laboratorio la clonacion del gen de la quimosina bovina en pTt-
c99A. ;Por qué no es posible emplear las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI en una
estrategia alternativa?

La respuesta al enunciado 4 es variable dependiendo de las enzimas comerciales utili-
zadas. Se pueden seguir los protocolos de varios de los proveedores de enzimas que se
pueden encontrar en la red.

No es posible emplear las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI debido a que cortan en
distintos puntos el fragmento de ADN que se quiere clonar.

5) De acuerdo a lo que sefiala la literatura, ;como se debe procesar la proquimosina para
obtener la quimosina activa?

El zimégeno proquimosina es convertido en quimosina activa en condiciones acidas. La
ventaja de producir [Met]-proquimosina recombinante en E. coli consiste en generar in
vitro la quimosina activa al acidificar el medio en donde se encuentre. Adicionalmente,
la proquimosina producida en E. coli suele formar cuerpos de inclusién, lo cual puede
favorecer la obtencion de la proteina.
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Problema 8.3 Célculo de velocidades, tasas especificas y

rendimientos

Roberto Olivares Hernandez

Introduccidén

Como parte de la cuantificacién del metabolismo celular se requiere determinar las ciné-
ticas de crecimiento, consumo y produccion; para posteriormente medir las velocidades
a las que el microorganismo estd consumiendo el sustrato, o produciendo un metabolito.
Igualmente estas tasas se utilizan para el caclulo de los rendimientos.

Estas velocidades o tasas nos permiten inferir las capacidades que tiene el metabolismo
como resultado de la operacion de la red metabdlica. Por lo que es importante poder lo-
grar una cuantificacion lo mas exacta posible.

Imaginemos el caso de un sistema experimental (un biorreactor o un matraz), en donde
se cultiva una levadura como Saccharomyces cerevisiae utilizando glucosa como sustrato.
En este caso el experimentador logra medir la concentracién de glucosa y la concentra-
cién de células en distintos tiempos. Con estos datos puedes construir una grafica de
concentracion vs. tiempo, tanto para la glucosa como para la biomasa celular. La ecuacion
general del balance de materia en un biorreactor operando en modo lote, se reduce a dos
términos; ya que es un sistema cerrado que no intercambia materia con los alrededores.
Por lo tanto, la ecuacion general del balance de materia se reduce a:

Generacion de materia dentro del sistema - consumo de materia dentro del sistema = acumulacién de

materia dentro del sistema (8.1

Los términos de generacion y consumo de materia se relacionan con las tasas de produc-
ci6én y consumo de un componente en especifico; en este ejemplo, se consume la glucosa
y se produce la biomasa. A continuacion se representa de manera simplificada el balance
para el sistema de este ejemplo:

tasa de produccion (o consumo del compuesto i) = acumulacion del compuesto i en el volumen (8.2)
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El término acumulacion del compuesto se pude definir en funcién de las variables de:
volumen de trabajo V; concentracién de glucosa o biomasa C;, masa de glucosa o biomasa
M,y tiempo t.

du, d(rC)

L (8.3)
dt

Acumulacion del compuesto i en el volumen de trabajo—

Ya que el término V' C; = M;, y las unidades de este término son mol/s, unidades de tasa.
Se puede definir la tasa de dos maneras:

d(Ve.
Tasa de produccion (0 consumo) del compuesto i= (7’) (8.4
o

d(M.
Tasa de produccion (0 consumo) del compuesto i= % (8.5)

Con estas ecuaciones de puede deducir que: la tasa de producciéon (o consumo) de un
compuesto se puede aproximar estimando el gradiente (derivada) que representa el tér-
mino acumulacidn; y para evaluarla se requiere conocer el volumen de trabajo y la con-
centracion o la masa del componente i. Las derivadas (8.4) y (8.5) se pueden evaluar como :

awey (ra), -(rc)
e~ -t

h (8.6)

Para la masa:

dMl. _ Mf’zz_Mle
e~ 1-1,

(8.7)

Estas ecuaciones implican que, para evaluar la tasa, se requieren dos valores en dos tiem-
pos distintos, siendo este método uno de los mas sencillos para estimar el gradiente y ob-
tener la tasa. A continuacion, se presentan el procedimiento para el cdlculo de velocidades
y tasas especificas (Heijnen, 2009).

Célculo de velocidades de consumo y produccion

Para poner en practica lo anterior, consideremos el siguiente muestreo (tabla 8.3) que se
obtuvo en una fermentacién utilizando Saccharomyces cerevisiae, en donde se considera
que la pérdida de volumen debido a la evaporaciéon que es igual a 0.02 L/h
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Tabla 8.3. Datos de fermentacion utilizando Saccharomyces cerevisiae.

Tiempo (h) Volumen (L) C,i.c (mmol glucosa/l) | C,;, (C-mmol biomasa/l)
0 1 111.11 2.33
1 0.98 111.44 2.49
2 0.96 111.68 2.68
4 0.92 111.86 3.09
8 0.84 110.60 413
16 0.68 96.65 7.61

Antes de iniciar los calculos, observemos estos datos. En este experimento existe un pro-
ceso de evaporacion donde se cuantifica el volumen en cada punto. Observamos también
que este disminuye con el tiempo; sin embargo, la concentracion de glucosa se incrementa
y luego disminuye; pero este efecto es debido al cambio de volumen. Para realizar el cal-
culo de las tasas, los datos de la tabla se pueden manipular multiplicando volumen por
concentracion y obtener la masa de glucosa y biomasa (tabla 8.4).

Tabla 8.4. Calculos de la masa de biomasa y glucosa de los datos de fermentacién.

Tiempo (h) M,,. = VC,,. (mmol glucosa) M,,, = VC,,, (C-mmol biomasa)
0 111.11 2.33
1 109.21 2.44
2 107.21 2.57
4 102.91 2.84
8 92.90 3.47
16 65.72 5.18

En la tabla 8.4 ahora se ve claramente que la acumulacion de biomasa se debe al consumo
de masa de glucosa. En una grafica de M,,, vs. t, si se conectan los puntos con una recta,
la pendiente de esta es la tasa de glucosa. Y lo mismo para la biomasa. Evaluando la pen-
diente en cada punto de la siguiente manera:

dMgluc = MgluC (tz ) B Mgluc (tl ) (8.8)
dt L=

Con la ecuacion (8.8) se obtienen los valores de la tasa para cada intervalos de tiempo, ver
tabla 8.5.
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Tabla 8.5. Evaluando la pendiente.

dM aM ..
Tiempo (h) gl Vb0
dt (mmol glucosa/h) dt (C-mmol biomasa/h)
0-1h -1.90 0.12
1-2h -2.00 0.13
2-4h -2.15 0.14
4-8h -2.50 0.16
8-16 h -3.40 0.21

Se observa en la tabla (8.5) que la pendiente es negativa para la glucosa, puesto que es
un sustrato y se esta consumiendo; mientras que para la biomasa es positiva ya que se
esta produciendo. Otra tendencia que se puede ver es el valor de las tasas, el cual no es
constante y su valor se incrementa, mientras la concentracion de glucosa disminuye. Esta
explicacion se puede fundamentar, con el siguiente tratamiento del término acumulacion,
el cual se puede definir de dos maneras equivalentes:

aMm, _d(rc) 8.9)

dt dt
Si el volumen V varia en el tiempo, tal como se ve en la tabla anterior, se debe desarrollar
la expresién como:

% - d(VCi) = V£+ C.d_V (8.10)
dt dt dt Ldt

En esta ecuacion, se debe interpretar que el cambio en la cantidad de masa del compo-
nente (M,), se debe a dos contribuciones: los cambios en la concentracion y los cambios en
el volumen.

Esto conduce a que se debe tener en mente dos consideraciones para el calculo de las tasas:
la primera es que se debe asegurar que el volumen permanece constante, o su cambio es
despreciable, para sdlo considerar el término que involucra los cambios de concentracion.

Para la segunda consideracion se evaluan los valores de la tabla 8.3, pero ahora sélo con
la concentracion, y se repiten los calculos de la derivada de forma discreta, los resultados
se tienen en la tabla 8.6.
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Tabla 8.6. Célculo de velocidades de cambio de concentracién.

, dC
Tiempo (h) dfluc (mmol glucosa/L/h) % (C-mmol biomasa/L/h)
0-1h 0.33 0.17
1-2h 0.24 0.18
2-4h 0.09 0.21
4-8h -0.32 0.26
8-16 h -1.74 0.44

Como se puede ver en la tabla 8.6, la tasa de concentracion de glucosa cambia de signo, esto
nos lleva a otra consideracion cuando se realizan los célculos de las tasas: se debe conside-
rar el volumen de muestreo con el cual se cuantifican las concentraciones del compuesto
de interés. Cuando se toma una muestra de un volumen determinado, esto implica que se
contiene el volumen del compuesto mas el de la biomasa. Cuando se prepara la muestra
para analizar la concentracion se separa la biomasa quedando lo que se conoce como el
sobrenadante, el cual contiene el compuesto de interés. Siendo estrictos, el volumen del
sobrenadante no es igual al de la muestra. En términos de unidades, la concentracién que
se mide son: los moles de compuesto sobre el volumen de sobrenadante (mol compuesto/L
sobrenadante). Mientras que el volumen de la muestra es la suma del sobrenadante mas el
de la biomasa. La diferencia de estos depende del volumen de biomasa el cual puede variar
en un rango de 5-20%; y esta también depende del tiempo.

Célculo de tasas especificas

En las tablas 8.6 y 8.5, se calcul6 la velocidad de consumo y produccién para un sistema
operando en modo lote, y estas velocidades estan en unidades de mmol/h. Los datos se
calcularon a partir de mediciones de concentracion de glucosa y biomasa como una fun-
cion del tiempo.

De los calculos anteriores, se ve que la tasa de consumo de glucosa se incrementa mientras
que la concentracion disminuye. Esta observacion se puede explicar analizando que: la bio-
masa se incrementa, por lo que existe un mayor numero de células consumiendo glucosa.
Por lo tanto, la tasa total calculada anteriormente nos permite conocer los cambios en la
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velocidad de consumo; no obstante, existe otra tasa que tiene mayor relevancia para la eva-
luacién de los cambios y se denomina: tasa especifica de consumo (g,) o de produccion de
biomasa (g,). La particularidad de este parametro es que la velocidad total se normaliza por
la masa de células presentes, por lo que en general cualquier tasa especifica; sea de consumo
o de produccién se escribe como:

tasa i _tasa i___mol i/ h

" masa de celulas M v Y mol X

(8.11)

i

La relevancia de esta tasa especifica es que se trata de una medida que permite conocer
la actividad de la célula presente. Por lo tanto, su valor esta influenciado por la capacidad
metabolica de la célula y el tipo de estimulo ambiental al que estan expuestos, tales como:
concentracion de oxigeno, glucosa, didxido de carbono, pH y temperatura. Por medio del
analisis de unidades, se puede observar que las tasas especificas se evaldan a partir de las
velocidades y la cantidad de biomasa presente. En particular, por razones historicas la
tasa especifica de produccion de biomasa (g,), se define como p.

_lasa x[:] mol X/h _1 (8.12)

M mol X h

X

u=q,)

Esto demuestra que y tiene las unidades de tiempo en h™.
En la tabla 8.7, se muestra el cdlculo de la tasa especifica a partir de datos experimentales
de un cultivo modo lote. En este procedimiento se observa que se calculan las tasas utili-

zando las forma discreta de las derivadas, tal como se hizo con la ecuacién 8.7.

Tabla 8.7. Calculo de tasa especifica.

Tl(Zl}‘ll;pO % (mmol ilucosa] dzzb,.a (mm;l)lXj sz '5::;7;?0 _a, (m:,:f ﬂc;m] (h-l)”
0-1h -1.90 0.12 2.39 0.80 0.05
1-2h -2.00 0.13 2.51 0.80 0.05
2-4h -2.15 0.14 271 0.79 0.05
4-8h -2.50 0.16 3.15 0.79 0.05
8-16h -3.40 0.21 4.32 0.79 0.05
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Se calcula la biomasa promedio, M,, entre dos intervalos de tiempo. En la tabla 8.7 se
puede notar que las tasas especificas de consumo de glucosa y la tasa especifica de produc-
cion de biomasa, son relativamente constantes en un experimento por lotes. Sin embargo,
tambien es importante considerar la desviacién estandar de estos calculos cada vez que
sucedan y reportarlos.

Para el caso de un cultivo por lote, no hay que olvidar que la tasa especifica de biomasa se
considera la tasa maxima, y,,,,, ya que el crecimiento de las células solo esta limitado por
cantidad de la fuente de carbono. En conclusion, las tasas especificas nos permiten inferir las
capacidades metabolicas de las células, mas ain, es uno de los primeros pasos para identifi-
car las estrategias de ingenieria metabolica a implentarse, o evaluar las que se han aplicado.

Célculo de tasa especifica volumétrica

Generalmente, en un disefio existen dimensiones relevantes para la econdémica del pro-
ceso. El volumen del equipo incide directamente en los costos y es necesario poder esti-
mar estos. Asi como la tasa especifica de crecimiento permite conocer la actividad de las
células, se requiere calcular la tasa especifica volumétrica’ para poder estimar los volu-
menes de equipo o configuraciones que se requieren para llevar a cabo los cultivos. Otro
parametro de importancia a calcular es el rendimiento, el cual permite evaluar el apro-
vechamiento del sustrato para la produccion de metabolitos o biomasa. A nivel proceso,
el rendimiento estd asociado al costo variable, debido a la variacién de la materia prima
(Heijnen, 2009).

La definicién de tasa especifica volumétrica se define con las unidades de:

tasa i mol i

" Volumen de trabajo” ~ h L

Pero, por medio del analisis de dimensiones se pude calcular:

r=qC =0 (8.14)
i qi X h L

de esta manera queda acoplada la tasa especifica y la concentracién de biomasa. De ma-
nera general se tiene, tanto para sustratos como productos, que las tasas especificas volu-
metricas se calculan como:

*  No hay que confundir. En este problema le llamamos tasa volumétrica, sin embargo, también es la medida de la
productividad del proceso. En cualquier caso, se trata del mismo parametro.
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rs=qsCx (8.15)
T0, = qo, Cx (8.16)
rp=qpCx (8.17)
rs=uCx (8.18)

Célculo de rendimientos

Los rendimientos nos indican la eficiencia con la que se utiliza es sutrato para producir
compuestos y biomasa pero al igual que las tasas especificas, este es un parametro que se
tiene que calcular considerando las variaciones en las condiciones experimentales.

Generalmente, durante un experimento en modo lote, los cambios de volumen pueden
deberse a que se anade de forma continua una solucién alcalina para el control de pH

(tabla 8.8).

Tabla 8.8. Valores de cambio de volumen y concentracion.

Tiempo (h) V(L)
0 20 2 1
20 2 10 1.07

Para este ejemplo, la tabla muestra dos valores, los cuales pueden considerarse como un punto
inicial y uno final de la fermentacién. A partir de estos datos, uno de los valores relevantes a
calcular es el rendimiento de biomasa sobre glucosa. Una manera de estimar el rendimiento,
es a partir del valor de la masa en cada punto multiplicando el volumen por la concentracion,
ver tabla 8.9.
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Tabla 8.9. Valores de cambio de volumen y masa.

Tiempo (h) V(L) M(gS) | My(gDWC)
0 20 2 1 20 2
20 2 10 1.07 2.14 10.7

Para calcular el rendimiento se debe estimar la cantidad de glucosa consumida y cantidad
de biomasa producida.

Y, =——=0487 =— (8.19)

Para este calculo se consider6 el cambio de volumen utilizando las masas de cada compo-
nente. Se puede repetir la operacién considerando que el volumen inicial se conserva, por
lo que se utiliza la concentracién. En este caso el célculo del rendimiento es:

_10-2 448X (8.20)

20-2 g S

o

Comparando los valores de (8.19) y (8.20) se pude ver que existe una diferencia del 10%,
lo cual puede ser despreciable al estar dentro del error experimental, pero se hace no-
tar el efecto de no considerar el cambio de volumen. Y es que habra situaciones donde
posiblemente el cambio de volumen es considerable.

El calculo de g, y p se puede lograr a partir de:

tasa
_ lasa (8.21)
q, Mx
Donde la tasa es:
M_(20)—-M_(0) 214-2
tasa = 5(20)-,(0) 0_ 089385 (8.22)
(20-0) 20-0 h

Para el calculo de la tasa especifica de consumo de glucosa, se ocupa el promedio de la
masa de células producidas en este experimento, que es igual a 6.35 gDWC.
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~0.893 _ 14085

q = =0. (8.23)
©T 635 gDWC h

Similarmente, para la tasa especifica de crecimiento de biomasa:

tasa = M, (20)- M, (0) =87 a5 88 (8.24)
x (20-0) 20-0 h

la tasa de crecimiento queda como:

1= _ 0068 SP"C__ 068 i (8.25)
6.35 eDWC h

Finalmente, el rendimiento es igual a:

_H_0068 o &S
0.140 eDIWC

(8.26)

ST
)

s

En este caso se demuestra que el calculo del rendimiento se pude lograr a partir tanto de
valores de cambio de la masa en el tiempo, ecuacién (8.19) como por medio de las tasas es-
pecificas (8.26).
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Problema 8.4 Tasas especificas como parémetros de

comparacién entre experimentos a distintas escalas

Roberto Olivares Hernandez

El calculo de las tasas especificas estimadas en un laboratorio y el célculo a escala piloto
industrial pueden ser comparadas para evaluar la capacidad metabdlica de un microorga-
nismo. En la tabla 8.10 se tienen valores obtenidos a escala laboratorio.

Tabla 8.10. Valores a escala laboratorio.

i DWC P

Tiempo | vy | ¢, [#2%€) | ¢, [22) | m, (gDWO) M, (gP)
() L L
10 1.05 5.0 2.0 5.2 2.1
14 0.73 10.3 52 7.5 3.8

A partir de estos valores se calcula la tasa promedio con los dos tiempos de muestreo.

M 2-5.
X 7.2 52:0.571 gbwcC
dt 14-10 h

tasa, = (8.27)

Como se hizo en problemas anteriores de este capitulo (8.3 y 8.4), el calculo final de la tasa
especifica de crecimiento:

=——=0.89 i (8.28)

—=0.424 =— (8.29)
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(8.30)

Posteriormente con el mismo microorganismo se llevé a cabo en el cultivo condiciones

por lote, pero a una escala mayor. Los datos estan en la tabla 8.11.

Tabla 8.11. Valores a escala piloto.

Tiempo gDwcC gP
10 5.0 5.0 2.0 25.0 10.0
14 49 7.3 3.8 35.9 18.7

Comparando las tablas 8.10 y 8.11, se puede leer que a las 10 horas la concentracion es la
misma tanto para la biomasa como para el producto, pero varia al tiempo de las 14 horas.
Para poder evaluar la capacidad del microorganismo en ambos experimentos se calculan
las tasas especificas del experimento a escala piloto:

7 9-2 D
tasa, =—== 329725 _ ) 733 807C (8.31)
dt 14-10
t .
p="% _ 2733 _ 0090 i (8.32)
M 30.5
X
Y para la tasa especifica de produccion:
dM -
tasa, =—->"= m=2.171kg—P (8.33)
dt 14-10 h
_tasa, 2171 kg P (8.34)
T, 143 kg DIWC h '

En este caso, la diferencia en los valores calculados para ambas escalas es de menos del
10%. Por lo que se puede argumentar que no existe algiin efecto importante en la eficien-
cia del microorganismo debido al escalamiento. La gran diferencia consiste en el cambio
de volumen de ambos experimentos, el cual es mayor en el realizado a nivel laboratorio.
En muchas ocasiones no sucede esto ya que la eficiencia de un microorganismo o célula a
diferentes escalas depende de los efectos de transferencia de calor y masa que existen. En
un sistema de grandes dimensiones no siempre se puede lograr el mismo control compa-
rado con el que se puede lograr en escalas menores.
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Problema 8.5 Célculo de rendimiento maximo tedrico en

una red metabdlica

Roberto Olivares Hernandez

Introduccidén

Como parte de las estrategias de ingenieria metabdlica para incrementar la capacidad
productora de un microorganismo es la optimizacion del rendimiento por medio de eli-
minar o insertar genes que expresan las enzimas que catalizan las reacciones bioquimi-
cas. El rendimiento depende directamente de la estructura de la red metabdlica, es decir,
las reacciones que estan presentes y en forma especifica, el rendimiento es un resultado de
la estequiometria de las reacciones.

Cuando se plantea la produccién de un metabolito de interés, el primer pardmetro que
se puede determinar es el rendimiento maximo teérico que se puede lograr, ya que este
es la primera limitante impuesto por la termodinamica de las reacciones. Por ejemplo, en
la figura 8.11 se tienen los pasos de reaccién que conducen a la produccién de isobutanol
en Escherichia coli. Este alcohol es un biocombustible de segunda generacién que no se
produce naturalmente en E. coli, por lo que se llevo a cabo la ingenieria metabdlica para
lograrlo (Atsumi, Cann et al, 2008, Shen & Liao 2008). Para hacerlo se requieren dos mo-
léculas de piruvato por molécula de isobutanol.

Figura 8.11. Pasos de reacciéon que conducen a la produccién de isobutanol a partir de
piruvato. La flecha punteada indica la condensacion de pasos de reaccion para efectos de
simplificacién del esquema y los cuales son lineales.

La estequiometria de estas reacciones nos indica que se requieren dos moles de piruvato
para producir una mol de isobutanol, ya que existen dos pasos de reacciones en donde se
pierde CO,. En términos de carbono, dos moléculas de piruvato proveen de tres dtomos
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cada uno, esto nos das seis atomos. En dos pasos de reaccion se pierden dos atomos en
forma de didxido de carbono, por lo que al final nos quedan cuatro dtomos de carbono
para formar una molécula de isobutanol.

Hay que tener presente que la estequiometria es una relaciéon que obedece a la ley de con-
servacion de la masa y energéticamente esta ligada a la termodinamica de las reacciones.
En el caso de la produccion de isobutanol se puede calcular su rendimiento a partir del
piruvato de la siguiente manera:

_ 1 mol isobutanol ~05 mol isobutanol (8.35)

2 mol piruvato mol piruvato

iso

pir

Cambiando las unidades a gramos:

=0.5

iso

pir

mol isobutanol

mol isobutanol ( mol piruvato 74.12 g isobutanol
mol piruvato

=041=— (8.36)
88.06 g g piruvato

Por lo anterior, no hay manera de cambiar este rendimiento y este rendimiento seria el
maéximo tedrico posible, considerando que no se utilizaa el piruvato para otros productos.
Lo cual no es posible, ya que el piruvato se ocupa para generar mas biomasa, mds atn, este
rendimiento disminuye si hay otros metabolitos que sean un producto final.

Como se menciond en el problema 8.3, el rendimiento también se puede calcular a partir
de las tasas especificas. De esta manera, se tendria por definicion:

_ b _ 0428 isobutanol

=4, g piruvato

(8.37)

iso

pir

En donde el signo menos indica cualitativamente, en este caso, que se trata de una tasa
especifica de consumo. Despejando —q,,;,,

q,,=042(-q,) (8.38)

pir
El resultado de la ecuacion (8.36) estd indicando que existe una proporcionalidad entre las
tasas de consumo y produccioén, por lo tanto, el querer implementar alguna estrategia que
incremente la tasa de consumo de piruvato no reflejaria incremento alguno en el rendi-
miento de isobutanol.

Pero, ;Entonces que cambia el rendimiento? Se habia mencionado que este es un para-
metro que se debe optimizar por medio de estrategias de ingenieria metabdlica, y una de
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estas estrategias es la de eliminacién o insercion de reacciones (es decir, genes que expre-
san la enzima que cataliza la reaccién). Por lo tanto, siguiendo con el caso hipotético en
donde no se produce biomasa a partir de piruvato, considérese que se logran modificar
las reacciones que se tienen introduciendo nuevas reacciones que eliminen la perdida de
carbono en forma de CO, para la produccién de isobutanol.

Figura 8.12. Produccion de isobutanol por introduciendo nuevos pasos de reaccion (flecha
roja).

Para lograrlo se tuvo que eliminar las reacciones que se tenfan y se introdujeron nuevas
enzimas. La estequiometria cambia y por lo tanto se calcula el rendimiento:

é mol isobutanol

= =0.75

mol isobutanol _ 0.638 isobutanol
2 mol piruvato mol piruvato " g piruvato

(8.39)

iso

pir
Hubo un incremento importante en el rendimiento gracias a la estrategia de eliminar e
insertar genes que evitar la descarboxilacion, perdida de CO,. Esta estrategia es de hecho
una de las que se siguen buscando para incrementar de manera importante el rendimien-
to el cual esta reportado como 0.41 g isobutanol /g glucosa (Atsumi, Hanai et al, 2008).
Recalculando, se sabe que por cada mol de glucosa se obtienen dos moles de piruvato, de
la ecuacidn (8.35) se puede volver a calcular cambiando el valor:

_ 1 mol isobutanol _ mol isobutanol (8.40)
;—: 1 mol glucosa mol glucosa
Lo que equivale a:
mol isobutanol | mol glucosa 74.12 g _ 0418 isobutanol (8.41)
% mol glucosa 180.1 g mol isobutanol ' g glucosa

Igual que en el caso del piruvato, no se considera que la glucosa se ocupe en la produccién
de biomasa. Finalmente, este rendimiento maximo tedrico es un parametro a alcanzar
ya que al menos en el caso de la produccion de etanol en Saccharomyces cerevisiae, se ha
reportado hasta el 98% del rendimiento maximo tedrico (Villadsen, Nielsen et al, 2011).
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