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Membrana celular

Estructura de la membrana celular

La caracteristicas de las membranas nos permiten diferenciar
a las bacterias en 2 tipos:

- Gram-negativas

Como modelo se utilizara un bacteria Gram-negativa, no
tiene ndcleo y todo su material genético se encuentra en
una simple cadena de DNA, un ejemplo es la E.coli
ampliamente utilizada como huésped en la mayoria de
proteina recombinantes.

- Gram-positivas

Entre ellas las bacterias del tipo Bacillus.



Gram-negativas

La estructura de una Gram-negativa involucra tres capas :

Outar memrane
Peatdoglycan
Parnplasmc spacs
Flasma membrana

Gram-negative Cell Envelope

Membrana externa: 8nm de ancho, polimero que contiene proteinas y
lipopolisacaridos.

Peptidoglucano: Delgada capa de peptidoglucano.

Espacio periplasmatico: 8 nm de ancho, donde a menudo se localizan
algunas enzimas.



Membrana plasmatica : Compuesta de fosfolipidos, pero contiene
proteinas dispersas e iones metdlicos, estas moléculas de lipidos, tienen
dos partes una parte hidrofobica y una hidrofilica. La parte hidrofobica o
cola, a menudo contiene dos grupos alquilos, y la parte hidrofilica o
cabeza a menudo tiene un grupo cargado, o un grupo alcohol. La cola
hidrofobicas suelen agruparse con otros grupos hidrofobicos y las
cabezas son expuestos al agua




Gram-positivas

Gram-positivas involucra sélo dos capas :

*Peptidoglucano |
*Espacio periplasmdtico /\ ~——Peptidoglycan

*Membrana plasmdtica = Plasma membrane

Gram-positive Cell Envelope

En el caso de las bacterias de este tipo la capa de peptidoglucano
presenta condiciones de mayor resistencia que en bacterias gram-
negativas, motivo por el cual no resultan necesariamente mds
fdciles de romper.



Funciones de las membranas

Cada membrana tiene diferentes funciones:

La membrana externa y la capa de peptidoglucano proporcionan la
resistencia mecdnica y su ruptura es lo fundamental para la
ruptura de células.

La membrana plasmdtica es muy débil y controla la permeabilidad
de la célula, lo que incluye el transporte de nutrientes al interior
de la célula y la exportacion de metabolitos “en el interior de las
soluciones circundantes”.

El interior de la célula llamado citoplasma, es una solucién acuosa
de sales, azlcar, amino dcidos y biopolimeros. En los biopolimeros
se incluyen proteinas, muchas de ellas enzimas, RNA y DNA.



Células Procariotes

En los procariotes ocurre que las proteinas se encuentran en
solucidén, pero en muchos procariotes modificados se sintetiza
un exceso de proteinas las cuales precipitan en el interior del
citoplasma (muchas veces éstas son las proteinas que se desean
recuperar).

En algunos casos sélo se quiere remover algunas de las capas
para liberar alguna proteina especifica.



Céelulas Eucariotes

En el caso de las células eucariotes, que poseen un nicleo y son
estructuras mds complejas que las procariotes, tienen una
membrana alrededor de las células similar a las que tienen las
procariotes. La membrana de las eucariotes contiene organelos,
como las mitocondrias que son las responsables de la respiracion
y los ndcleos que contienen el DNA en los cromosomas. Cada
estructura estd rodeada de una membrana similar a la membrana
celular interna de los procariotes.



ROMPIMIENTO DE CELULAS
( Cell Disruption)

¢Cuando se usa?

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

como sub-producto.

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

=» Se trata de proteinas intracelulares.




Procesos y Equipos

La liberacion de las proteinas intracelulares involucra la ruptura o
permeabilizacion de la pared celular.

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

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

‘Métodos No- Mecdnicos

Métodos Mecdnicos




La seleccidn de una u otra técnica dependera las caracteristicas del
producto que se desea purificar, tales como:
*Resistencia a:

- Medios alcalinos.

- Solventes.

- Detergentes.

- Enzimas.

- Temperatura.

- Esfuerzo de corte.

La técnica utilizada determinard el tamafio de los desechos que se
producirdn.



Métodos No-Mecanicos

Pueden ser de dos tipos:

-Agente quimicos
*Solventes orgadnicos
* Detergentes
* Alcalis
» Agua (shock osmatico)

-Enzimaticos se trata de enzimas que permeabilizan en forma
selectiva las membranas celulares, tales como lisozima,
glucanasas, mananasas, etc.

Los métodos no-mecdnicos son faciles de escalar, si uno
necesita tratar 10 veces mds materia orgdnica basta con
adicionar 10 veces mds reactivo quimico o enzimdtico.




Técnicas

Permeabili-
zacion
Enzimatico

Shock
Osmotico

Solubiliza-
cion

Disolucién
de Lipidos

Tratamien-
to con
alcalis

Métodos No-mecanicos

Principios

Permeabilizacién de
la pared celular, lo
cual produce el
rompimiento de la
célula

Ruptura Osmotica
de la membrana

Disolucion de la
membrana celular
con detergentes

Solventes organicos
que disuelve la pared
celular y también la
desestabilizan

Solubilizacion de la
membrana por
saponificacion de los
lipidos

Stress Costos
Suave Caro
Suave Barato
Suave Moderada-
mente Caro
Modera Barato
do
Fuerte Barato

Ejemplos

Tratamiento de
M. lysodeikticus
con lisozima.

Ruptura de
Células de

Glébulos Rojos.
Rompimiento
de bacterias con
SDS.

Rompimiento
de levaduras
con tolueno.



Métodos Mecanicos

El rompimiento se lleva a cabo por accion mecdnica,
pudiendo ser:

* Friccidn

- Efecto de la presion

« Colisiones.

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

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

Adicionalmente, el escalamiento resultan ser un problema
significativo.



Técnicas

Homogeni-
zador de
cuchillos
Homogeni-
zador alta
presion

Ultrasonifi-
cacion

Molienda

Molinos de
bolas

Métodos Mecanicos

Principios

Las células son
rotas en un

mezclador

Las células son forzadas a
pasar a través de un
pequefio orificio lo que
produce que se rompan
por el esfuerzo de corte

Las células son
quebradas en una
cavidad
ultrasénica

Las células son
rotas por medio de
una molienda con
abrasivos

Las células son
trituradas con
bodas de acero o
vidrio

Stress

Moderado

Fuerte

Fuerte

Moderado

Fuerte

Costos

Moderado

Moderado

Caro

Barato

Barato

Ejemplos

Rompimiento de
tejidos y celulas
animales.
Tratamiento a
gran escala de
suspension de
células.

Rompimiento de
suspensiones de
celulas a lo menos
en pequefia escala

Rompimiento a
gran escala para
suspensiones de
celulas y células de
plantas



Rompimiento Celular

Métodos No- Mecanicos



Técnicas

Permeabili-
zacion
Enzimatico

Shock
Osmotico

Solubiliza-
cion

Disolucién
de Lipidos

Tratamien-
to con
alcalis

Métodos No-mecanicos

Principios

Permeabilizacién de
la pared celular, lo
cual produce el
rompimiento de la
célula

Ruptura Osmotica
de la membrana

Disolucion de la
membrana celular
con detergentes

Solventes organicos
que disuelve la pared
celular y también la
desestabilizan

Solubilizacion de la
membrana por
saponificacion de los
lipidos

Stress Costos
Suave Caro
Suave Barato
Suave Moderada-
mente Caro
Modera Barato
do
Fuerte Barato

Ejemplos

Tratamiento de
M. lysodeikticus
con lisozima.

Ruptura de
Células de

Glébulos Rojos.
Rompimiento
de bacterias con
SDS.

Rompimiento
de levaduras
con tolueno.



Tratamiento enzimatico

Teoria

Existen enzimas que pueden hidrolizar la membrana celular de
microorganismos. Cuando la membrana ha sido suficientemente
permeabilizada, algunos compuestos intracelulares pueden ser
liberados al medio. Una comparacién entre un proceso de
rompimiento y otro de permeabilizacion.
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Metodologia
El modo de accidon es muy simple basta con agregdrselo a una
suspension y se produce una reaccion muy rdpida la cual deteriora la
pared celular. La reacciéon es selectiva y ataca a determinadas
estructuras de la pared celular como son las glucanasa, mananasas.

Ventajas: Método suave y selectivo escalable

Desventajas: Costo de la enzima lo hace dificil de utilizar a gran
escala.

Microorganismo Enzima Efecto

Bacterias Lisozima Ruptura de los enlaces B-1,4
entre N-acetil muramico y N-

acetil glucosamida

Levaduras Complejo glucanasa- | Rompe la capa de glucanoy
Mananasa de manano
Células de plantas Celulosas y Rompen capa de celulosa 'y

peptinasas peptino



La pared celular de levadura

ibiidisTant
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Constituyentes de la pared celular
de Saccharomyces cerevisiae
segiin Schereuder (1996):

» Manoproteinas

B-1,6-glucano

Yy v v V%

B-1,3-glucano

Quitina

cadena N-glicosidica
cadena O-glicosidica
Enzimas periplasmaticas

Y

Membrana plasmatica




Shock Osmoético

Teoria
Resulta ser uno de los métodos mas simple:

1. Las células se colocan en una volumen de agua 2 veces
mayor que el volumen de células.

2. Bajo estas condiciones las células se hinchan, debido a un
simple flujo osmético que se produce debido a que las
células contienen solutos (los causantes del flujo osmético
de agua al interior de la célula).

3. Las células se hinchan y algunas llegan a reventarse.

La susceptibilidad de las células es relativa y depende
fuertemente de su tipo.






Los globulos rojos son faciles de lisar.

Las células vegetales son muchos mds dificiles, dado que sus
paredes contienen compuestos que son impermeables al flujo
osmatico.

Se puede calcular la presion necesaria para romper células a partir
de la ley van't Hoof. La cual se deduce desde la condicion de
equilibrio :

DP = - R*T*c,

Donde

cl : Concentracion de solutos en el interior de la célula.

En el caso de una célula que contiene una concentracion de solutos
del orden de 0.2 M, calculando la diferencia de presidon alcanzara
valores del orden de -5 atm (dentro mayor presién que afuera).



Solubilizacién

Teoria

Es uno de los método no-mecdnico mds utilizado para el
rompimiento de células.

Los detergentes tienen una zona hidrofilica y otra hidrofébica,
por esta razon pueden interactuar tanto con el agua como con los
lipidos.

Su habilidad se basa en la solubilizacion de los lipidos de la
pared celular.

Los detergentes mds utilizados son de tres tipos:

Detergente anidnico
Detergente catidnico
Detergente no-idnico y polidispersante



Detergentes anidnicos

Ejemplos
*Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) CH,(CH,),; SO, Na*
*Sulfonato de Sodio CH,(CH,), -Phenyl-SO, Na*

eTauroclorato de Sodio

El SDS es uno de los detergentes anidnicos mds ampliamente estudiados.

Entre los materiales anidnicos se encuentran los jabones (sales de dcidos
grasos), estos jabones dependen del grupo de dcido carboxilico que tengan
y resultan efectivos a altos pH donde el grupo se encuentra ionizado. A su
vez resultan ineficientes en aguas duras que contengan iones calcio que

pueden reaccionar con ellos y formar compuestos insolubles.

Las desventajas de los detergentes tradicionales se puede superar si se
reemplazan los grupos carboxilos por grupos sulfatos.

Los sulfatos que contienen grupos fenilos son mds efectivos que los
compuestos que contienen grupos alquilos, debido principalmente que no
son fdciles de degradar microbianamente, como son los detergente

utilizados para lavado.



Detergentes cationicos

Ejemplos
*Bromuro de Catiltrimetil Amonio (CTAB) CH,(CH,),. N* (CH,), Br

Son detergentes mds suaves (tipo shampoo), por lo cual se produce
un rompimiento mas suave de las células.

Detergente no-idnicos

Ejemplos
*Triton X-100  CgH,,-Phenyl-(OCH,CH,), -OH

Son generalmente polimeros solubles en agua, se utilizan en los
detergente para lavar vajilla.

Estos detergente también tienen una parte hidrofébica y una
hidrofilica, pero la parte hidrofilica no es ni un sulfato ni un
tetraalquilamonio sino un alcohol. .



A bajas concentraciones de detergente no se produce degradacion
de los lipidos, pero a alta concentracion se produce una
degradacién que resulta lineal a la concentracion de detergente,
junto a esta variable fambién se altera la tension superficial de la
solucién.

La relacién que se produce entre la solubilizacién y otros fendmenos
es que el deftergente forma micelas, en cuyo interior se encapsulan
los lipidos digeridos (Cabezas hidrofilicas y colas hidrofdbicas que
estdn en contacto con la sopa de lipidos).



Procedimiento

1.

wn

Se coloca un determinado volumen de detergente concentrado
por un volumen de células. Generalmente la mitad de volumen
de detergente que de volumen de células.

El detergente rompe la membrana celular.

La suspension resultante se centrifuga para remover los
fragmentos de células y luego se pasa a través de una columna
de adsorcion o por etapas de extraccién para aislar el
producto.



Tratamiento con solvente (disolucion de lipidos)

Es una técnica la cual no ha sido muy documentada, sélo se
requiere de informacion experimental.

Una buena forma de seleccionar el solvente es analizar la
volatilidad (desde manuales), este pardmetro puede relacionarse
con las interacciones lipido solvente, poniendo atencién en el
calor de mezcla.

Solventes con similar solubilidad atacardn los lipidos de forma
similar.

Procedimiento

1. El método consiste en adicionar la suspensién de biomasa
un volumen de tolueno del orden de un 10% de biomasa.

2. El tolueno es absorbido por las células, las cuales se
hinchan y luego explotan.

3. El contenido de las células se libera al medio y luego puede
ser separado.



Existen otros solventes que puede ser utilizados como :

- Benceno ( que es cancerigeno y de una alta volatilidad, el
tolueno también es cancerigeno pero de mads baja volatilidad).

» Cumeno

- Clorobenceno

- Xileno

*  Octanol (Altos alcoholes)



Tratamiento alcalino

Es un tratamiento bastante fuerte, no selectivo y barato.

Algln dlcalis es agregado a un suspension de células, el dlcalis
reacciona con la pared celular en diversas formas, produciendo la
saponificacion de lipidos.

Desventajas : Una alta concentracion de dlcalis puede hasta
producir la denaturalizaciéon de las proteinas (destruyendo el
producto).

Resulta la opcion menos utilizada.
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METODOS MECANICOS

Los métodos mecanicos se pueden dividir en dos tipos :

Méetodos a pequena escala son :
-Ultrasonificacion
*Molina con abrasivos
*Homogenizadores

Meétodos a gran escala
‘Homogenizadores a alta presion
Molinos de bolas

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



METODOS MECANICOS

Pequenia Escala




Desintegracion completa de una célula

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

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

Se adiciona 1 volumen de las células a

desintegrar (en forma de pasta, previamente
separadas del caldo)

5'“”‘! of cells in buffer
Glass beads
Se adiciona 0.5 volumen de buffer, se 100 - 150 m

- - Vs d'
puede adicionar algin detergente (SDS, il
Triton X-100)

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

2\
—
% Centrifuge

Se repite el punto 4 hasta asegurarse que no
se rompen mas las células.

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

100% Rompimiento

Homogenate



Ultrasonificacion

Se utilizan frecuencias de 20 Khz esto produce vibraciones que provocan el
fenomeno de cavitacion.
* Se producen zonas de baja presion en el liquido
« El liquido se transforma en gas formandose pequefias burbujas
» Las burbujas colapsan debido a los cambios de presion.
« Se producen fuertes esfuerzos de corte en el liquido que rompen las
celulas.

Ultrasonicador



Molienda con abrasivos

Procedimiento:
1. Se utilizan un recipiente donde se agrega algun agente abrasivo, como
bolas de vidrio.
2. El sistema se hace vibrar lo que produce:
* Colisiones de las bolas con la biomasa
»  Fuertes esfuerzos de cortes
e  Se produce la ruptura de las células.

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

e el

P

s o
—_—— ey T l

§\\\\§



Homogenizadores

La idea es generar altos esfuerzos de corte que produzcan la ruptura de
las células. Los altos esfuerzos de corte se pueden obtener por:

1. Embolos
2. Cuchillas
3. Pistones

IS EEIT LTI ik,

.

(b) Waring blender

M

(a) Hand-operated (e) Manton-Gaulin homogenizer

or motar-driven

émbolos Cuchillas Pistones



METODOS MECANICOS

Gran Escala




Homogenizadores a alta presion

Son los equipos mds ampliamente usado en el rompimiento
celular.

Resulta ser un método no selectivo
Se componen de:
* Pistén a alta presidn
Laboratorio 1-2
*Industria
-Valvulas

La suspension que se procesa se hace pasar varias veces hasta
lograr el nivel de liberacion deseado.



Presion Descripcion
Alimentacion

0.1-0.5 MPA

discharge

back pumt\
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I
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Alimentacion 3 /% | ' F |
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/ < _4?// % $ Maxima
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-' /ﬁ N Compresion
Ak seal valve S ; 60 MPA

Figure .4 . Homogeniser discharge valve.



Mecanismo

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

Turbulencia
Cavitacion
Fuertes esfuerzos de corte

Alimentacion

Parametros de Disefo

Presidn de operacion
Diseno de la valvula
Localizacidon del Producto
Temperatura de operacidn
Numero de Pasadas

ok wn =



Ln (Proteina Liberada/Proteina Total)

1.- Presidn de operacion

10

20 0 40

Tiempo de Recirculacion [min]

. 535MPa
J-"
#*"J
g 30 MPa
_-"’
I‘Iﬁ
'J'
e
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'_.-"
15 MPa
e 40
L )

Condiciones:

.-A mayor presion mayor

liberacion de proteinas.

-Siempre se frabaja P >30
Mpa

-La presion mds usada es
55 MPa



Cuchillas

ey
s et
b

S 77 7=

Ln (Proteina LiberadasFroteina Total)

) Mi.iltiples
Cuchillas

]
'ln - / ‘
r
' 0 L
/ p -
) -
0.8 Cuchillas 0 2"
-
" -~
0.6. s

2.— Tipo de Valvula

30 W0 5 8

Tiempo de Recirculacion [min]

Las valvulas en forma de Cuchillas provocan mayor

turbulencia, lo que implica mayor Rompimiento




3.- Localizacion del Producto

Dependiendo donde se encuentre localizado el producto se
deberan aplicar diferentes condiciones para romper la célula,
por ejemplo:
« SlI el producto se encuentra en la membrana, se
debe aplicar un menor _esfuerzo.
« SI se encuentra dentro de un organelo, debe ser
mayor esfuerzo.

4.- Temperatura

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

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

SE DEBE BUSCAR UNA TEMPERATURA OPTIMA




5.- Numero de Pasadas

1.0 : 800 bar
c e
O 0.8 |- L
8 | ’f” SOObar
Q "
O = os
- % J/
S o /-
e 0.4 of
Q -
+ 7
®]
- 0.2
Q.
0.0 ) 1 T S R O

Numero de Pasadas, N

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



DISENO DE UN HOMOGENIZADOR A ALTA PRESION

La cinética de desintegracion de las células es de 12 orden

respecto al numero de pasos
1.0 : 80O bar
r -
& 08— "’ﬂ_‘__..-—-""
; //f’ 500 bar
dR
dN — k(RM — R) 2 = ,’;
0.0 / e I T L1 £ g

— | I
2 R 6 8 10

Nidmero de Pasadas, N

R: Producto liberado luego de N pasos.
Ry: Producto maximo que se podria liberar.
N: NUumero de pasos
k: Constante cinetica f(T,P, tipo de valvula)
Generalmente

k = k™ Pa a=

9 Levaduras
a= 2.2

2.
2.2 E.coli



Integrando

La ecuacion de Disefio queda de la forma:

Proteina Liberada, R/Ry,

In

1—-R

RM

In

Ru

M

=k"-P*.N

1.0

0.8

0.6

04

o2/

0.0

==

]
2

i O Y
L T R

Ndmero de Pasadas, N

10

SE DETERMINA EL NUMERO DE PASADAS PARA UN

NIVEL DE ROMPIMIENTO DADO



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

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

Paso % Recuperacion

RN R
©
o
o

0] 99.9

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



N % R 1/(1-(R/IRM)
1 63 2.7
2 79 4.8
5 96 25.0
10 99.9 1000.0
Titulo del grafico
g y=0.6868x
. R?=0.9917
6 -
5 _
4 -
3 -
2 _
1- °
0
0 2 4 6 8 10 12
1
In = 0.6868 - N

ParaR=93% =» N=3

0.994
1.561
3.219
6.908



ESCALAMIENTO

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

_ Porcentaje de Proteina liberada
Potencia Consumida

®

La Potencia consumida se determina como:
Potencia =F -P=N:V - P

F: Caudal a tratar
V: Volumen a tratar por pasada
P: Presion



El porcentaje de proteina liberada se calcula como:

Porcentaje de Proteina Liberada = I5*100 = (1— e )*100

M

Luego
[L—e """ p100
F P

Se puede encontrar la presion de operacion oOptima que
maximiza Q, para un numero de pasadas dada:

d@_o d2e




EJEMPLO 2

Ceélulas de Micrococcus son
homogenizador Manton-Gaulin que opera a presiones entre 200
y 550 kgf/cm?. Se han realizado experimentos en el equipo
obteniendo los diversos porcentajes de liberacion de proteinas
en funcion del nimero de pasadas.

Tabla N°92: Porcentaje de Rompimiento de Células

rotas,

a b°e

C,

N° Pasadas Presion
200 300 550
1 5 13.5 42
14 33.5 83
22 47.5 94.5

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

¢ Que condiciones de Operacion son mas convenientes: trabajar

a una presion de 230 6 430 (kgf/cm?)? .




Calentamiento

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

Donde
p: Densidad F: Caudal a tratar
Cp: calor especifico P: Presion

AT: Aumento de temperatura




Ejemplo 3

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




Molinos de Bolas

Los molinos de bolas a gran escala constan de:

* una cdmara de molienda
 con perlas de vidrio (elemento activo de la
molienda)

‘un eje giratorio que posee:
- discos
* barras
* anillos
que provocan el movimiento del contenido del
molino.
El tipo de agitador esta directamente relacionado
con el transporte optimo de la energia
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Figura l- Molino de perla horizontal




Los discos, barras o anillos permiten solo el paso de las
células a través de la camara, no asi el de las bolas.

Los molinos de perlas tienen una relacién longitud a
didmetro de las camara de molienda de

1: 25a1:3.5

Los volimenes de las camaras van entre:
- Laboratorio 50 ml
* Industrial 250 Its para flujos de 20001/h



Mecanismo

1. Se produce un transporte de energia cinética desde
el agitador a las bolas de vidrio.

2. Se forman diferentes perfiles de velocidad en el
interior de la cdmara.

3. Se generan fuertes esfuerzos de corte, junto con el
hecho de aumentar la frecuencia y fuerza de las
colisiones entre las bolitas y las células lo que
provoca la desintegracion de éstas.



Parametros operacionales

Velocidad del agitador
Disefo del agitador
. Velocidad de alimentacidn de la suspension

. Tamaho de bolas de vidrio

. Concentracion celular

1.

2

3

4

5. Carga de bolas
6

/. Temperatura
8

. Tiempo de residencia



1.- Velocidad del agitador (@)

_La velocidad promedio se define como:

- D -7 -n
60000

Donde
D,,. Didmetro promedio de los anillos
n: Velocidad de agitacion

A medida que: aumenta de la velocidad del agitador:
‘Aumenta la fuerza de corte y la frecuencia de colisiones

-Aumenta la femperatura
-Aumenta la erosion de las bolitas
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2.- Diseno del agitador

El tipo de agitador promueve una mezcla del tipo flujo
piston, pero con una distribucion de ftiempos de
residencia, lo cual afecta el nivel de ruptura de las
células.

Ejemplo
Anillos Excéntricos Anillos Concéntricos

D, =2 ¢ +d°, —

@) H=
. <)
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3.- Velocidad de alimentacidn de la suspension

La potencia consumida es funcion de la velocidad de
agitacion y levemente de la velocidad de alimentacion,
por lo cual considerando este punto se recomienda
operar a los flujos mds altos posible.

4 - Tamano de bolitas de vidrio

Dependiendo la escala, el ftipo de célula y la
localizacion del producto de interes se recomiendas
diferentes tamanos de bolitas.



Escala
Laboratorio ®: 0.2-1.5 mm
Industrial ®: 0.4-1.5 mm

Tipo de célula
Levadura ® > 0.5 mm
Bacterias ® < 0.5 mm

Localizacidn
Espacio periplasmadtico (mads facil) Mayor Tamafiio

Protopldsmatico (mds dificil)  Mds pequefias



Eficiencia

Volumen Molino
Volumen Bolitas

Razon =

Cuando hay un mayor ndmero de bolitas aumenta el
ndmero de colisiones y aumenta la eficiencia, para
poder mantener la "Razon” se debe trabajar con
bolitas mds pequefias.

Al disminuir el diametro de las bolitas, éstas tienden
a flotar

EXISTE UN DIAMETRO OPTIMO DE BOLITAS QUE
SE DETERMINA EXPERIMENTALEMENTE



5.- Carga de bolitas

La carga déptima de bolitas dependera del tipo de
células y del didmetro de éstas.

Nivel de la carga
Baja provoca baja eficiencia

Alta provoca un alto consumo de piiotencia y alta
liberacion de calor.

CARGA OPTIMA ENTRE 80-90%
Si®=05mm 85%
Si®=10mm 80%



6.- Concentracion de la suspensidn celular

El peso himedo de células éptimo es entre 40-50%.

/.- Efecto de la temperatura

La temperatura facilita el rompimiento pero puede
afectar el producto.

Temperatura optima entre 5-15°C, para ello se
requiere de sistemas de enfriamiento



8.- Tiempo de Residencia

A mayor tiempo de residencia mayor rompimiento

1.0~

0.8 —

o
o

o
n

o
n

Porcentaje de Proteina Liberada
[%0]

Tiempo de residencia [min]



DISENO DE UN MOLINO DE BOLAS

Este tipo de equipos puede operar en forma batch o continua.

Operacion Batch

El grado de rompimiento se mide en forma:

Directa: Contando células rotas
Indirecta: Midiendo componentes liberados durante el
rompimiento, por ejemplo

Proteinas

Actividad de enzima



Ecuacion de DISENO

Al igual que los homogenizadores de alta presion los molinos
de bolas presenta una cinética de rompimiento de 1° orden
respecto al tiempo.

Del balance de masa para la proteina liberada:

1.or
. dR :k(RM _R)Vm 0.8

V

m

0.6

0.4

Porcentaje de Proteina Liberada [%)]

0.2

Vu: Volumen libre del molino
R: Producto liberado. ool
Ry Producto maximo que se podria liberar.
t: Tiempo de operacidn o residencia
k: Constante cinética [t71]

f(T tipo y concentracién de células, carga, velocidad
de agitacidn, didmetro de las bolitas)

Tiempo de residencia [min]



Integrando entre t =0 R =0

R

In " _=k-t

R —R

En el caso de trabajar evaluando actividad :
Integrando entre =0 A =0 |

AM Tiempo de residencia [min]
In A - A =k -t

A. Actividad de la enzima liberada
Ap: Actividad mdxima que se podria liberar.
t: Tiempo de operacidn o residencia
k: Constante cinética [t1]
f(T,tipo y concentracion de células, carga, velocidad
de agitacion, diametro de las bolitas)



Ejemplo 1.

En un estudio de liberacion de proteinas intracelulares en funcion de la velocidad
de agitacion empleando un molino de bolas, con bolas de entre 0,55 y 0,85 mm
de diametro, utilizando una suspension celular de una concentracion 50% (peso /
volumen), un flujo de alimentacion igual a 50 L/h y una carga de alimentacion de
85%. Bajo estas condiciones se obtuvieron los siguientes datos:

Velocidad de Agitacion Proteina liberada (mg/mL)
(rpm)
1200 15,88
1500 22,35
1750 22,90
2000 22,94
2250 23,00

a) Determine la velocidad de agitacion optima para este agitador.



Ejemplo 2:

Seleccionada la velocidad de agitacion se vario el diametro del agitador,
obteniéndose los siguientes datos:

Tiempo de residencia Agitador 1 Agitador 2
(min) log(Rm/(Rm-R)) log(Rm/(Rm-R))
3 0,037 0,060
5 0,090 0,150
10 0,160 0,225
15 0,225 0,325
20 0,300 0,425

1. Estimar las constantes cinéticas de desintegracion para cada tipo de agitador.

2. Calcular el tiempo requerido para obtener un 80% de rompimiento para cada
agitador.



Escalamiento

Transferencia de calor

El principal problema es remover la energia , que debe ser disipada.

Toda la energia entregada por los agitadores es transferida al interior del molino
como calor.

Este calor debe ser removido por las paredes.
Asi se definio:
o Area de transferencia de calor
Volumen de molino

Donde T: Diametro del Molino
L: Largo del Molino

Esta razon disminuye cuando se aumenta el diametro



Escalamiento

Potencia

La potencia entregada se determina como:

Potencia=c-p-N°-D°

Donde p: Densidad de la suspension
N: Velocidad de rotacion de los impeler
D: Diametro del impeler
C: constante

Si se aumenta el diametro del impeler se aumenta la energia o potencia entregada.

Si el diametro del molino se duplica el area de transferencia se reduce y no se disipa
toda la energia.

SE DEBEN EVALUAR LAS DIMENSIONES PARA OPTIMIZAR NIVEL DE
ENFRIAMIENTO Y MINIMIZAR EL CONSUMO DE POTENCIA



