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ESTRATEGIAS DE BIOINGENIERIA PARA LA RECUPERACION PRIMARIA DE
PRODUCTOS BIOLOGICOS

BIOENGINEERING STRATEGIES FOR THE PRIMARY RECOVERY OF
BIOLOGICAL PRODUCTS

M. Cisneros-Ruiz y M. Rito-Palomares*

Centro de Biotecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Instituto Tecnologico y de
Estudios Superiores de Monterrey (ITESM), Av. Eugenio Garza Sada 2501-Sur, Monterrey, NL
64849, Meéxico.
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Resumen

El creciente interés de las empresas farmacéuticas de desarrollar procesos eficientes y escalables que les permitan
sacar rapidamente al mercado nuevos productos las ha obligado a desarrollar nuevas estrategias de bioingenieria.
Una de las tendencias actuales es utilizar los enfoques de integracion e intensificacion de bioprocesos para el
desarrollo de sistemas de recuperacion y purificacion de productos bioldgicos, particularmente proteinas. En el
presente articulo se discuten algunos casos de la aplicacion practica de estos enfoques empleando las técnicas de
sistemas de dos fases acuosas y adsorcion de cama expandible. Los casos experimentales involucran: la recuperacion
de proteinas intracelulares de levaduras, la recuperacion in situ de 6-pentil-a-pirona (aroma de coco) producida por
Trichoderma harzianum, el desarrollo de un proceso prototipo para la recuperacion de c-ficocianina a partir de
Sprirulina maxima y un enfoque nuevo que facilita la recuperacion y procesamiento de proteinas expresadas como
cuerpos de inclusion. Se anticipa que la aplicacion de estas estrategias facilite el desarrollo de sistemas de
recuperacion para productos de alto valor comercial o la optimizacion de los procesos ya existentes, atrayendo la
atencion de la industria para aplicaciones comerciales.

Palabras clave: estrategias de bioingenieria, recuperacion, integracion de procesos, intensificacion de procesos.

Abstract

The increasing interest of the pharmaceutical companies to develop efficient and scale-up processes, that allow them
to rapidly bring new products to the market, has forced them to develop new bioengineering strategies. One of the
current trend is to exploit bioprocess integration and intensification approaches for the development of recovery and
purification processes for biological products, particularly proteins. This article presents some cases of the results of
the practical application of these approaches, using the techniques of aqueous two phase system and expanded bed
adsorption. The experimental cases involve recovery of intracellular protein from baker’s yeast, in situ recovery of 6-
pentyl-a-pyrone (coconut-like aroma compound) produced by Trichoderma harzianum, the development of a
prototype process for the recovery of c-phycocyanin from Spirulina maxima and a new approach for the processing
and recovery of inclusion bodies. It is expected that in the future the application of these strategies will facilitate the
development of recovery systems for products of high commercial value and the optimization of already existing
processes, attracting the attention of the industry for commercial applications.

Keywords: bioengineering strategies, recovery, process integration, process intensification.

1. Introduccion de transferencia de tecnologia para facilitar la
implementacion industrial de los nuevos
bioprocesos es evidente. La industria
farmacéutica demanda procesos
biotecnologicos que le permitan la
recuperacion y purificacion de proteinas
mediante el uso de tecnologias escalables y

La competencia entre las empresas por
sacar al mercado nuevos productos
farmacéuticos, las ha obligado a buscar
nuevas estrategias para el desarrollo de
bioprocesos. La necesidad de estrategias que
ayuden a reducir el tiempo de escalamiento y
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eficientes. A fin de cubrir las necesidades
actuales de la industria, la tendencia en
bioingenieria es explotar los enfoques de
integracion e intensificacion de bioprocesos
en el desarrollo de sistemas de recuperacion
(Bierau y col., 1999; Rito-Palomares y
Lyddiatt, 2002; Choe y col., 2002; Rito-
Palomares y Middelberg, 2002). La
integracion de bioprocesos consiste en la
combinacion de dos operaciones unitarias
para realizar los objetivos especificos que son
alcanzados de manera ineficiente en procesos
discretos. Esta estrategia ofrece considerables
beneficios potenciales para la recuperacion de
proteinas. Por su parte, la intensificacion de
bioprocesos comprende el desarrollo de
procesos de recuperacion orientados a
incrementar el flujo de suspensiones
biologicas a procesar para obtener productos
industriales (Choe y col., 2002). La tendencia
predominante es el uso simultaneo de ambas
estrategias, resultando en procesos que
permiten procesar una mayor cantidad de
producto en un menor numero de etapas.

Estas estrategias han recibido especial
atencion desde el punto de vista practico y
comercial en los ultimos afios. Sin embargo,
existen  pocas evidencias de la
implementaciéon de las mismas en el
desarrollo de procesos biotecnologicos para
la recuperacion de productos biologicos
(Thommes y col., 2001). Dos tecnologias que
cuentan con las caracteristicas de proceso que
permiten la implementacion de las estrategias
de integracion e intensificacion de
bioprocesos son los sistemas de dos fases
acuosas (Aqueous two-phase system, ATPS)
y la adsorcion de cama expandible (Expanded
bed adsorption, EBA).

Los sistemas de dos fases acuosas se
forman debido a la combinacién de solutos
hidrofébicos que presentan incompatibilidad
en soluciones acuosas a concentraciones
superiores a un punto critico.
Tradicionalmente se han empleado tres tipos
de sistemas: polimero - sal, polimero -
polimero y otros. El sistema mas utilizado es

polimero sal utilizando polietilenglicol (PEG)
- fosfatos, debido a diversas ventajas tales
como bajo costo, aplicacion amplia en el
pasado y actual, y el rango de pH (6 - 9) bajo
el cual los sistemas son estables. En estos
sistemas el producto de interés es
concentrado en wuna fase que contiene
predominantemente agua y alguno de los
compuestos que forman las fases, el cual en
la mayoria de los casos es PEG. En general,
esta técnica ha sido empleada para Ila
recuperacion de  productos  bioldgicos
provenientes de diferentes fuentes (Rito-
Palomares, 2004).

La técnica de adsorcion en cama
expandible es el proceso de capturar el
producto de interés en un adsorbente
selectivo de un didmetro de particula y
densidad seleccionada, tal que permite la
fluidizacion del adsorbente formando un
gradiente de concentracion estable. El
incremento en los espacios huecos de la cama
permite el paso con mayor facilidad de
particulas bioldgicas que en una columna de
cama empacada, por lo que se elimina la
necesidad de pre-clarificar la muestra. En
principio, todos los adsorbentes desarrollados
para el proceso de cromatografia ya sean de
intercambio i6nico, hidrofobicos, de afinidad
entre otros, pueden ser empleados en el
proceso de EBA (Lyddiatt, 2002).

El presente articulo muestra algunos
de los casos experimentales en los que se
presenta la implementacion de las estrategias
de integracion e intensificacion de
bioprocesos empleando las técnicas de ATPS
y/o EBA. Dichos casos involucran: (i) la
recuperacion de proteinas intracelulares de
levaduras y del aroma de coco producido por
Trichoderma harzianum, (ii) el desarrollo de
un proceso simplificado para la recuperacion
de c-ficocianina a partir de Sprirulina
maxima y (iii) un enfoque novedoso para la
recuperacion de cuerpos de inclusion.



M. Cisneros-Ruiz y M Rito-Palomares / Revista Mexicana de Ingenieria Quimica Vol.4 (2005) 131-139

2. Estrategias de integracion de procesos
para la recuperacion de productos
biologicos

Los procesos de recuperacion de
proteinas intracelulares  tradicionalmente
involucran una etapa de ruptura celular
mecanica o quimica para la liberacion del
producto, seguida por una etapa de filtracion
o centrifugacion a alta velocidad para
remover los fragmentos celulares y algunos
contaminantes. Sin embargo, la
implementacion en gran escala de la
eliminacion de fragmentos celulares con
filtracion y/o centrifugacion puede ser dificil.

a)

Adicionalmente, lo complejo de la naturaleza
de los productos y contaminantes presentes
en el interior de la célula puede causar un
impacto negativo sobre el proceso de
recuperacion y la estabilidad del producto de
interés. Estas dificultades pueden ser
minimizadas y en algunos casos eliminadas si
se emplea la extraccion con ATPS y EBA.
Conjuntamente, el uso de la estrategia de
integracion de procesos en las operaciones
unitarias de ruptura celular y recuperacion
primaria puede mejorar el rendimiento y la
calidad de los productos (Fig. 1) (Bierau y
col. 1999; Rito-Palomares y Lyddiatt, 2002).

Integracion de procesos
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Fig. 1. Representacion simplificada de la recuperacion de proteinas intracelulares empleando la ruta
convencional y la estrategia de integracion de procesos utilizando las técnicas de adsorcion en

cama expandible (a) y sistemas de dos fases acuosas (b).
El diagrama muestran la ruta convencional mediante la cual los restos celulares necesitan ser removidos antes de emplear las técnicas de
adsorcion en cama expandible o sistemas de dos fases acuosas, asi como la potencial aplicacion de la estrategia de integracion de procesos para

cada una de las técnicas.

La integracion de la ruptura celular y
la extraccion con EBA ha permitido Ia
captura directa de la proteina intracelular
gliceraldehido  3-fosfato  deshidrogenasa
(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase,
G3PDH) y otras proteinas de levadura de pan
(Bierau y col, 1999; Rito-Palomares y

Lyddiatt, 2002). Sin embargo, el uso de altas
concentraciones de biomasa en la ruptura
celular (> 20% peso humedo/volumen)
incrementa fuertemente la expansion de la
cama para un fluyjo dado, provocando
dificultades en el proceso de extraccioén. Por
su parte, el uso de la extraccion por ATPS



M. Cisneros-Ruiz y M Rito-Palomares / Revista Mexicana de Ingenieria Quimica Vol.4 (2005) 131-139

representa una atractiva alternativa para
realizar la integracion de bioprocesos en tres
grandes areas: (i) bioconversion extractiva
(Zijlstra y col., 1998), (ii) fermentacion
extractiva (Rito-Palomares y col. 2001; Rito-
Palomares, 2002) e (iii) integracion de la
ruptura celular y la etapa de recuperacion
primaria. Esta ultima alternativa, involucra
realizar la ruptura celular en presencia de los
componentes de ATPS para alcanzar el
objetivo de integrar los procesos de
recuperacion  primaria de  proteinas
intracelulares (Fig. 1). La aplicacion genérica
de esta estrategia ha sido reportada
empleando como modelo experimental la
recuperacion de G3PDH de levadura de pan
para comparar el desarrollo del proceso
discreto tradicional y una operacion
completamente integrada (Rito-Palomares y
Lyddiatt, 2002). El esquema de proceso
propuesto ademas de permitir integrar las
etapas de ruptura celular y extraccion con
ATPS, permiti6 determinar condiciones de
operacion que facilitan la liberacion y
recuperacion de enzimas intracelulares de
levaduras en una sola operacion (Fig. 1). Es
claro que la disminucion en el niimero de
operaciones unitarias provoca beneficios
econdmicos al proceso.

La alternativa de  fermentacion
extractiva empleando ATPS permite superar
el problema de inhibicion del crecimiento del
microorganismo durante la fermentacion,
causado por el aumento de concentracion del
producto de interés en el caldo de
fermentacion. Durante la fermentacion
extractiva, el producto de interés es removido
del caldo de fermentacion conforme éste es
formado, evitando asi los problemas toxicos.
Adicionalmente, la integracion de estas
etapas reduce el numero de operaciones
unitarias del proceso, beneficiando el aspecto
econdémico y de recuperacion del proceso. En
este contexto se ha reportado la recuperacion
in situ de 6-pentil-a-pirona (aroma de coco,
6PP) producido por Trichoderma harzianum
en sistemas de dos fases acuosas (Rito-

Palomares y col., 2001). En este caso se
demuestra la aplicacion practica de la
estrategia de fermentacion extractiva con
ATPS para compuestos aromaticos no
protéicos en general.

Los estudios antes mencionados
demuestran la integracion potencial de estas
dos etapas de proceso (ruptura celular, y
ATPS o EBA) para la recuperacion de
productos biologicos. En general, se prefiere
la estrategia de integrar los sistemas de fases
acuosas y ruptura celular cuando se trabaja
con cultivos de alta densidad celular,
mientras que se prefiere utilizar como etapa
de proceso la técnica de EBA para trabajar
con cultivos de densidad moderada. Sin
embargo, es evidente que se requieren
estudios adicionales para manejar
eficientemente el uso de EBA y ATPS para la
integracion de procesos.

3. Intensificacion de bioprocesos: un nuevo
proceso para la recuperacion de productos
proteicos de alto valor comercial

El interés actual de las empresas por
desarrollar procesos biotecnologicos
escalables y eficientes, que les permitan traer
rapidamente al mercado nuevos productos
economicos, ofrece una atractiva alternativa
para  explotar  ciertos  procesos  de
fermentacion mediante los cuales se generan
productos de considerable interés econdmico;
a fin de proponer un proceso de recuperacion
y purificacion alterno que sea mas rentable.
La produccién de c-ficocianina (una proteina
pigmentada azul) a partir de Spirulina
maxima representa un caso muy interesante,
debido a que tanto su valor industrial como
comercial son considerables. EI valor
comercial de c-ficocianina grado alimentario
(pureza 0.7, definida como la relacion de
absorbancias de 620 nm/280 nm) es
aproximadamente $0.13 USD/mg, mientras
que la c-ficocianina grado reactivo (pureza
3.9) varia entre $1 a 5 USD/mg. En contraste,
el valor comercial de c-ficocianina grado
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analitico (pureza mayor que 4.0) puede ser
superior a $15 USD/mg (Herrera y col.,
1989). Se han reportado con anterioridad
protocolos para la recuperacion de c-
ficocianina a partir de Spirulina maxima
(Herrera y col., 1989). Sin embargo, estos no
han sido capaces de alcanzar la pureza
maxima del producto (mayor a 4.0), y estan
caracterizados por un excesivo numero de
operaciones unitarias; lo que afecta el
rendimiento del proceso (Tabla 1).
Adicionalmente, la naturaleza de las etapas
empleadas ha dificultado el escalamiento de
estos procedimientos (por ejemplo, el uso de
molienda manual y el uso de cromatografia).
Recientemente, se publico un reporte sobre la
purificacion de c-ficocianina a partir de
cultivos de Spirulina maxima empleando
ATPS (Rito-Palomares y col., 2001), el cual
representa el desarrollo de un proceso
fuertemente simplificado para la purificacion
de c-ficocianina (Tabla 1). El uso de la
estrategia de intensificacion de procesos y la
integracion de las etapas de ruptura celular y
recuperacion primaria con ATPS en una sola

operacion unitaria resultd en el desarrollo de
un bioproceso que permite obtener c-
ficocianina altamente purificada (pureza
mayor 4.0) en solamente 5 operaciones
unitarias. La reduccion significativa del
nimero de operaciones unitarias y la
eliminacién de etapas cromatograficas,
resulta en grandes beneficios econéomicos al
proceso. Asi mismo, la naturaleza de las
operaciones unitarias del prototipo resultante
junto con los aspectos de control y monitoreo
facilitaran su escalamiento y
comercializacion.

Este y otros ejemplos del uso de ATPS
para recuperacion de productos proteicos del
caldo de fermentacion han sido reportados
(para informacion adicional ver Rito-
Palomares, 2002). Sin embargo, aunque el
uso de esta estrategia simplifica fuertemente
el camino para el desarrollo de procesos de
recuperacion y purificacion de proteinas, se
requieren casos adicionales en el uso de
ATPS para la integracion de procesos para
llamar la atencién hacia esta estrategia de
bioingenieria.

Tabla 1. Comparacion de protocolos para la recuperacion y purificacion de c-ficocianina.

Etapa Protocolo tradicional® Proceso simplificado®
1 Fermentacion Fermentacion
Ruptura celular y primera
2 Recuperacion de biomasa
extraccion con ATPS
3 Secado Segunda extraccion con ATPS
4 Ruptura celular Ultrafiltracion
5 Extraccion con CaCl, Precipitacion
6 Centrifugacion
7 Adsorcion
8 Precipitacion
9 Dialisis
10 Filtracion en gel

a El proceso reportado por Herrera y col. (1989) que sigue la ruta tradicional, en la cual se remueven los restos celulares antes de realizar
cualquier etapa de recuperacion primaria. Se obtiene c-ficocianina grado reactivo (pureza 3.9).

b El proceso reportado por Rito-Palomares y col. (2001), integra directamente la ruptura celular y la primer etapa de extraccion con
sistemas de dos fases acuosas. Se obtiene c-ficocianina grado analitico (pureza superior a 4).



M. Cisneros-Ruiz y M Rito-Palomares / Revista Mexicana de Ingenieria Quimica Vol.4 (2005) 131-139

4. Nuevas estrategias en el desarrollo de
procesos para recuperacion de proteinas
expresadas como cuerpos de inclusion

La ruta tipica para la recuperacion de
proteinas como cuerpos de inclusion
involucra la liberacion de los cuerpos de
inclusion mediante ruptura celular mecanica
(por ejemplo homogenizaciéon por alta
presion) 'y su recoleccion  mediante
centrifugacion. Los cuerpos de inclusion son
entonces solubilizados mediante el uso de un
desnaturalizante fuerte antes de la etapa de
reempaquetamiento mediante la remocion de
dicho desnaturalizante. El proceso entero es
complejo, pues requiere de multiples pasos
en la ruptura celular para reducir el tamafio
de los restos celulares (Wong y col., 1997), al
igual que de repetidos pasos de
centrifugracion para eliminarlos (Ling y col.,
1997), posiblemente con el wuso de
detergentes y otros agentes quimicos (Fig. 2).
La complejidad de separar s6lidos de tamafio
similar junto con la naturaleza multi pasos
del método convencional, resultan en un
proceso con bajo rendimiento y alto costo.
Adicionalmente, el uso de una gran cantidad
de tanques de acero proporciona una vision
negativa del proceso. Consecuentemente, a
pesar de que la formacion de cuerpos de
inclusion es usualmente asociada con la sobre
expresion, con la proteccion de la proteina de
la proteolisis in vivo y la prevencion de los
efectos toxicos hacia el hospedero, los
cuerpos de inclusion son percibidos como
una forma de expresion indeseable.

Con la finalidad de superar algunas de
las desventajas atribuidas al procesamiento
de cuerpos se han propuesto diferentes
estrategias (Forman y col., 1990; Meagher y
col., 1994; Bailey y col., 1995), sin embargo
¢éstas han sido desventajosas por problemas
asociados a la eficiencia en gran escala y
complicaciones subsecuentes de
procesamiento (Choe y col, 2002).
Adicionalmente, se ha reportado una

estrategia  diferente  involucrando la
disolucion in situ de los cuerpos de inclusion
periplasmicos con la subsecuente
recuperacion de la proteina soluble por ATPS
(Hart y col., 1994; Hart y col., 1995). Esta
estrategia ha sido extendida para realizar la
disolucion in situ de cuerpos de inclusion
citoplasmaticos usando urea y EDTA,
obteniendo rendimientos similares a los
obtenidos mediante ruptura mecénica
(Falconer y col., 1997; Falconer y col., 1998;
Falconer y col., 1999).

Esta nueva estrategia de bioingenieria,
que explota el uso del método de extraccion
quimica, elimina muchas de las limitantes
asociadas con el método convencional para
procesar cuerpos de inclusion.
Adicionalmente, se ha demostrado el
acoplamiento potencial de la extraccion
quimica con la adsorcion en cama fluidizada
y fases acuosas (Fig. 2) para la proteina de la
capside mayor (L1) del virus papiloma
(HPV) tipo 16 expresada como cuerpos de
inclusion en E. coli (Choe y col., 2002; Rito-
Palomares y Middelberg, 2002). Una
comparacion directa entre la nueva estrategia
propuesta con el proceso  existente
involucrando homogenizaciéon repetida y
centrifugacion (Fig. 2), resalta la superioridad
de la primera.

El  proceso propuesto simplifica
grandemente el camino tradicional mediante
el cual proteinas expresadas como cuerpos de
inclusion pueden ser recuperadas, con una
vision practica de implementacion comercial.
Es necesario considerar algunos aspectos
operacionales asociados a la integracion de la
extraccion quimica - ATPS, y el uso de altas
concentraciones de urea, que pueden limitar
la formacion de las fases. Sin embargo, es
claro que para ciertos productos, esta
estrategia de bioingenieria abre el camino
para la futura intensificacion de bioprocesos,
particularmente para aquellas proteinas que
su  produccion usando el  proceso
convencional no es economicamente factible.
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Fig. 2. Comparacion directa del proceso tradicional y el propuesto involucrando nuevas estrategias
de bioingenieria para el procesamiento de proteinas expresadas como cuerpos de inclusion.
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Conclusiones

Es evidente que las estrategias de
bioingenieria  tradicionales  para la
recuperacion de proteinas exhibe una serie
de limitaciones para el emergente tipo de
productos biotecnoldgicos. Resulta claro que
continuar con el uso de las estrategias
convencionales en el desarrollo de procesos
biotecnologicos para la recuperacion de
proteinas  recombinantes, darda como
resultado procesos con un numero excesivo
de operaciones unitarias. Asi mismo, estos
procesos seran caracterizados probablemente
por el uso de etapas cromatograficas que
eventualmente dificultaran la factibilidad
econdomica del proceso en escala comercial.
La tendencia en el desarrollo de sistemas de
recuperacion demanda el uso de las nuevas
estrategias de integracion e intensificacion
de procesos para la purificacion de los
productos de alto valor o la optimizacion de
los procesos convencionales. Los nuevos
procesos biotecnologicos producidos usando
las nuevas estrategias de integracion e
intensificacion son caracterizados por un
reducido nimero de etapas mejorando asi la
percepcion  economica, facilitando su
implementacion comercial. Estas estrategias
facilitaran el  escalamiento 'y  los
requerimientos comerciales establecidos por
las empresas para sacar al mercado nuevos
productos. Es claro que la implementacion
genérica de estas estrategias para desarrollar
procesos de Dbioseparacion identificara
oportunidades para la emergente industria
biotecnologica y la comercializacion de sus
productos.
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