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Carrera: Licenciatura en Biotecnologia

Asignatura: Recuperacion y Purificacion de Proteinas

Nucleo al que pertenece: Obligatoria (Ciclo Superior)?!
Profesores/as: Mariano Grasselli; Maria Laura Carbajal; Silvia Soto

Correlatividades previas: Bioquimica | (y condiciones de acceso al Ciclo
Superior)

Objetivo:

El objetivo es que el/la estudiante comprenda las diferentes etapas de
recuperacion y purificacion que involucran la obtencion de un producto
biotecnoldgico (downstream). El andlisis y la comparacion de las diferentes
tecnologias para cada operacién unitaria, para introducir en la problemética de
la escala piloto-industrial.

Propésitos:
Se propone que los/las estudiantes puedan:

* Lograr la integracion de los conceptos teoricos adquiridos
aplicandolos en los seminarios y trabajos practicos.

» Captar la complejidad particular de cada sistema en estudio, para
poder establecer el mejor disefio para la recuperacion y purificacion del producto
deseado.

» Desarrollar destreza en el manejo y lectura de la bibliografia, y
habilidad en la confeccion de graficos, matrices y modelos

* Desarrollar sus capacidades analiticas y de juicio critico.

* Tomar contacto con diferentes fuentes de informacion y de
documentacion y adquirir familiaridad en su manipulacion.

L En plan vigente, Res CS N° 125/19. Para el plan Res CS N° 277/11, pertenece al Nucleo de Orientacion.



* Lograr una actitud positiva hacia el conocimiento, la investigacion
y sus técnicas.

Se tiene especial interés en que la/os alumna/os adquieran: integracion entre
teoria y practica, poder de analisis y juicio critico, manejo de la bibliografia,
habilidad en la confeccion e interpretacion de informacion estadistica y gréfica,
criterio y destreza manual en la practica experimental, asi como los minimos
elementos de higiene y seguridad en el laboratorio.

Contenidos minimos:

Introduccion a la separacion industrial de proteinas (downstream processing).
Técnicas de disrupcion celular. Separacidon sodlido-liquido: centrifugacion y
filtracion; filtracion tangencial; ultrafiltracion. Precipitacion de proteinas.
Extraccion liquido-liquido en fases acuosas. Cromatografias adsortivas de
proteinas: i6nica, hidrofobica, de pseudoafinidad y afinidad. Cromatografia no
adsortiva: exclusion molecular. Escalado y analisis de rendimiento de los
procesos.

Carga horaria semanal: 6 hs por semana

Programa analitico:

UNIDAD 1: Introduccién al downstream processing: Importancia de la
recuperacion y purificacion del producto (downstream processing). Tipos de
producto segun sus caracteristicas quimicas y su ubicacién en el ente productor.
Operaciones unitarias utilizadas en la recuperacion y purificacion de productos.
Productos recombinantes. Importancia y mercado actual.

UNIDAD 2: Ruptura celular: Métodos utilizados. Escala de los mismos.
Mecanismo. Descripcion de los equipos usados. Ventajas e inconvenientes de
cada uno. Eleccion del método segun el microorganismo Yy la localizacion del
producto en el mismo.

UNIDAD 3: Separaciones solido-liquido: Centrifugas industriales. Filtracion,
microfiltracion, ultrafiltracion y ésmosis reversa. Equipos industriales. Estudio
comparativo de la centrifugacion y la filtracion para su uso en distintos procesos
biotecnoldgicos.

UNIDAD 4: Precipitacion: Clasificacion de los meétodos aplicables en
biotecnologia segun el agente precipitante. Fundamento tedrico y utilizacion
practica. Ventajas e inconvenientes de cada uno.



UNIDAD 5: Particion en dos fases acuosas: Concepto tedrico. Aplicacion a los
procesos biotecnoldgicos para la purificacion de proteinas de interés comercial.
Factores que influyen en la particion de proteinas. Ventajas e inconvenientes.
Particion por afinidad.

UNIDAD 6: Cromatografia de exclusion molecular: Concepto tedérico. Distintos
modos de cromatografia de exclusion molecular. "Scale-up”. Equipos utilizados
industrialmente. Caracteristicas de las matrices utilizadas.

UNIDAD 7: Cromatografia de intercambio idnico: Concepto teérico. Distintos
modos de cromatografia de intercambio i6nico. Eleccion de la matriz
cromatografica. Procesos de union y de elucion. "Scale-up". Equipos utilizados
industrialmente. Caracteristicas de las matrices utilizadas.

UNIDAD 8: Cromatografia de afinidad: Concepto tedrico. Tipos de cromatografia
de afinidad segun su especificidad. Matrices comerciales y de preparacion
propia. Procesos de union y elucidn. "Scale-up”. Ventajas e inconvenientes de
su aplicacion a la purificacion de biomoléculas en biotecnologia.

UNIDAD 9: Cromatografia de interaccién hidrofébica: Concepto teorico.
Comparacion con la cromatografia liquida de fase reversa. Matrices y solventes
utilizados. "Scale-up". Equipos utilizados industrialmente.

UNIDAD 10: Cromatografia preparativa: Concepto teoérico. Isotermas de
adsorcién en el equilibrio. Interacciones soluto-matriz cromatografica y soluto-
soluto en cromatografia preparativa. Estudios en condiciones de sobrecarga

UNIDAD 11: Disefio y optimizacion de procesos de purificacion: Esquemas
racionales segun las caracteristicas de las operaciones unitarias. Influencia del
namero de y del rendimiento de las etapas. Optimizacién del proceso de
purificacion: resolucién, carga de muestra y velocidad del proceso.

UNIDAD 12: Cromatografia convectiva: Soportes difusivos y convectivos.
Diferencias en relacién a la transferencia de masa. Usos industriales

Clases de trabajo experimental - Fundamentacién para su eleccion:
1- Determinacion de parametros de seguimiento de un proceso de purificacion

Este tema se ha elegido con el objetivo de introducir en las dimensiones
analiticas que intervienen en todo proceso de purificacién de proteinas. Como,
por ejemplo, la determinacion de actividad especifica, rendimiento y factor de
purificacion que se resumen en un cuadro de purificacion. Familiarizar al alumno
con las técnicas de determinacion de actividad enzimatica y proteinas totales,



manejo de diluciones y andlisis del error. Incluye ademas un trabajo practico
computacional enfocado en el analisis de datos.

2- Ruptura Celular de microorganismos

Uno de los métodos mas ampliamente utilizados para la ruptura celular es el de
homogenizacién por alta presion. Se aplica en las industrias quimica,
farmacéutica, biotecnolégica, cosmética, alimenticia y lactea para el
procesamiento de gran variedad de productos. El objetivo es estudiar el método
de ruptura celular mediante homogeneizador de alta presion sobre un cultivo
bacteriano. Establecer el numero Optimo de pasajes para maximizar el
rendimiento. Otra alternativa es estudiar el método de ruptura celular enzimatico
sobre un cultivo bacteriano por medio de cinéticas de liberacion de proteinas.
Evaluar el efecto de la combinacién de este método con métodos quimicos
(agentes gquelantes y detergentes). Comparacion con método de disrupcion
mecénica.

3- Particion en dos fases acuosas

La purificacion de enzimas mediante particion en sistemas de dos fases acuosas
resulta interesante desde un punto de vista tecnolégico debido a los siguientes
factores: a) las operaciones de extraccion liquido-liquido son comunes en la
industria, b) buena recuperacion del producto, y c) facil escalado. El objetivo es
extraer y purificar peroxidasa (Px) de tegumento de raiz de Raphanus sativus en
dos pasos que permita eliminar el colorante y los desechos vegetales presentes
en el extracto original. En una primera etapa, se busca el mejor sistema de
particion para la Px para lo cual se analiza el comportamiento de la enzima en
sistemas conteniendo PEG de distintos PM. Calculo de la composicion global en
% P/P de PEG y fosfatos para cada sistema.

4- Particion en dos fases acuosas y ultrafiltracion: proceso y escalado

En esta segunda etapa, se realiza una Extraccion a mediana escala de la enzima
con el sistema PEG/sales escogido en la primera, y luego se llevara a cabo la
Recuperacion de la peroxidasa de la fase PEG por ultrafiltracion. Estudio del
proceso en funcién del numero de ciclos de diafiltracién y del porcentaje de
recuperacion obtenido. Determinacion de los parametros del proceso de
purificacion (rendimiento, pureza, factor de purificacién) y obtencion del cuadro
de purificacion (en cada etapa y el global).

5- Cromatografia: Isoterma de adsorcion

Ajustar los datos experimentales, por regresion no lineal, a la isoterma de
Langmuir para obtener los pardmetros capacidad maxima (gm) y constante de
disociacion (Kd) ambos con un significado fisico real y practico. Kd permite
estimar la minima concentracion de la proteina de interés en la muestra y gm
permite hacer estimaciones de la cantidad de matriz a utilizar en un proceso



cromatografico donde se pretenda optimizar el tamafio de la columna. También
usar la ecuacion linearizada y ajustar los datos por regresion lineal (doble
reciprocos). Comparar los resultados obtenidos por ambos procesamientos.
Estudiar el efecto de las sales sobre la adsorcidn de la proteina de interés sobre
la matriz cromatografica escogida mediante el comportamiento de estos
parametros.

6- Cromatografia: Cromatografia de proteinas en columna empacada

Cambiar la composicion del buffer de una solucién de proteina utilizando una
cromatografia de exclusion molecular (CEM). Cromatografia CEM a escala
preparativa. Separar dos proteinas de una mezcla por cromatografia de
intercambio ionico (ClI). Estudiar la separacion de una proteina con carga en
columnas rellenas con intercambiador de iones, en un caso un intercambiador
débil (CM-Sepharose) y en otro con uno fuerte (SP- Sepharose FF).
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Bibliografia de consulta:



1 Biochemical Engineering Journal

(1 Brazilian Journal of Chemical Engineering
1 Current Opinion in Biotechnology

1 Bioprocess and Biosystems Engineering
(1 Biotechnology Progress

P&ginas web para ser consultadas:

[ http:// www.sciencedirect.com

[ http://lwww.springerlink.com/

0 http://pubs.acs.org

La bibliografia que no se encuentra en la Biblioteca de la UNQ es suministrada
por los docentes, ya sea porque se dispone de las versiones electrénicas y/o se
dispone del ejemplar en el grupo de investigacion asociado.

Organizacion de las clases:

En la primera parte del cuatrimestre lectivo se trataran los ejes teméticos o las
unidades 1 a 7, incluyendo los trabajos practicos (4) y seminarios
correspondientes (4). Se propone entonces la realizacién de una instancia de
evaluacion parcial de estos contenidos. En la segunda parte del cuatrimestre, se
desarrollaran las teméticas 8 a 12 incluyendo trabajos practicos (2) y seminarios
correspondientes (4). Al término de esta etapa, se propone una segunda
instancia de evaluacién parcial de estos contenidos. Las ultimas semanas del
cuatrimestre se destinardn a las instancias de recuperacibn en caso de
desaprobacion de alguna de las instancias parciales de evaluacién, de
integracion de conceptos adquiridos y al cierre de la asignatura.

ENCUADRE METODOLOGICO

Los contenidos conceptuales se abordaran con el desarrollo de pasos
metodoldgicos:

[0 Revision de técnicas de estudio (redes conceptuales, mapas conceptuales,
ideas principales, cuadros sindpticos, diagramas, etc.)

[1 Resolucion de problemas planteados en clase a través de la lectura
comprensiva de bibliografia indicada, tanto en trabajo individual como grupal.

[1 Espacio para el debate y presentaciones orales de trabajos cientificos
relacionados con los contenidos


http://pubs.acs.org/

1 Exposiciones grupales e individuales
[1 Realizacién de trabajos practicos

[ Presentacion de informes de las actividades précticas con lineamientos
generales y especificos.

[1 Exploracion bibliografica en centros de informacién concretos (visitas a
bibliotecas, archivos, etc.) y virtuales (via Internet)

[ Relevamiento y seleccion de fuentes de informacion adecuadas al tema

RECURSOS

[0 Guias de lecturas, de ejercicios practicos y de laboratorio.

[1 Cuestionarios

] Consulta virtual a centros de documentacion y de informacion
[ Herramientas multimedia

[0 Elementos informéaticos de andlisis

Modalidad de evaluacion:
Se proponen diferentes instancias de evaluacion:

1. Una evaluacién diagnéstica, relevando expectativas, saberes previos y
supuestos de la/os alumna/os en relacién con los temas de la materia.

2. Una instancia de evaluacién de proceso, que se realizara en base a:

a) participacion en los debates que se generan en relacién con el analisis
conceptual de publicaciones cientificas especificas (papers)

b) exposicion sintética de las hipotesis e interpretaciones de la/os autores
analizados

c) discusion y formulacion colectiva de estrategias didacticas para el
tratamiento de los contenidos desarrollados.

d) realizacién correcta de los trabajos practicos en tiempo y forma.
e) informes de laboratorio, individuales y grupales

f) seguimiento y monitoreo, mediante lista de cotejo, de las tareas
realizadas.



3. Un instrumento de evaluacion final que deberd reflejar el recorrido formativo
que realiza los/las alumnos/as; tendrd como objetivo indagar y analizar en qué
grado las acciones realizadas y los resultados obtenidos responden a lo
planificado y posibilitan realizar las rectificaciones necesarias en la practica
cotidiana.

La nota final, surgiré del promedio de los informes parciales, de los informes de
laboratorio y de la nota conceptual. Un coloquio final individual, que consistira en
la presentacion escrita y oral de un trabajo de investigacion sobre un tema tedrico
0 practico relacionado al temario del curso, se realizard en el antelltimo
encuentro de manera tal que se pueda realizar una instancia de devolucion y/o
recuperacion en caso de desaprobacion.

- Notas en exdmenes parciales (pondera un 60 % de la nota final)

- El 25% de la nota final correspondera a informes, trabajo en el laboratorio y
seminarios, evolucion y concepto.

- ElI 15 % a la defensa oral, tanto de la promociéon como de la instancia de
integrador.

Aprobacién de la asignatura segun Régimen de Estudios vigente de la
Universidad Nacional de Quilmes:

La aprobacion de la materia bajo el régimen de regularidad requerird: Una
asistencia no inferior al 75 % en las clases presenciales previstas, y cumplir con
al menos una de las siguientes posibilidades:

(a) la obtencion de un promedio minimo de 7 puntos en las instancias
parciales de evaluacion y de un minimo de 6 puntos en cada una de ellas.
(b) la obtencion de un minimo de 4 puntos en cada instancia parcial de
evaluacion y en el examen integrador, el que sera obligatorio en estos
casos. Este examen se tomaréa dentro de los plazos del curso.
Los/as alumnos/as que obtuvieron un minimo de 4 puntos en cada una de las
instancias parciales de evaluacién y no hubieran aprobado el examen integrador
mencionado en el Inc. b), deberan rendir un examen integrador, o en su
reemplazo la estrategia de evaluacioén integradora final que el programa del curso
establezca, que el cuerpo docente administrara en los lapsos estipulados por la
UNQ.

Modalidad de evaluacién examenes libres:

En la modalidad de libre, se evaluaran los contenidos de la asignatura con un
examen escrito, un examen oral e instancias de evaluacion similares a las
realizadas en la modalidad presencial. Los contenidos a evaluar seran los



especificados anteriormente incluyendo demostraciones tedricas, laboratorios y
problemas de aplicacion.



CRONOGRAMA TENTATIVO

Anexo Il

Actividad*
Tedrico Practico
Clase Tema/unidad Res Lab. Otros Evaluacion
Prob. Especific
ar
ly2 Presentacion - Introduccion a la Purificacién Industrial de Proteinas (U1) T1 Sem | TP1+ | Actividad
1 TPC1 | seminari
o]
discusién
3y4 Separacion solido-liquido (U3) T2, T3 Sem TP2
2
4 Precipitacién-Concentracion (U4) T4
5y6 Ruptura celular (U2) T5 Sem TP3
3
6y7 Particion en dos fases acuosas (U5) T6 Sem TP4 | Exposicio
4 n
trabajos
8 Consulta y Evaluacion Parcial X
9,10y 11 | Adsorcién y Cromatografia de Intercambio I6nico (U7, U10, U11) T7, T8 Sem | TP5y | Actividad
5y6 TP6 seminari
o}
discusién
11 Cromatografia de fase reversa y HIC (U9, U11) T9 Sem
7
12y 13 Cromatografia de afinidad y Pseudo-afinidad (U8, U11) T10yT11 | Sem




13y 14 Cromatografia de Exclusién Molecular (U6) T12 Sem
9
14y 15 Cromatografia convectiva (U12) T13 Exposicié
n
trabajos
e
integraci
on
15y 16 Consultas, Evaluacién Parcial X
16y 17 Consultas, Recuperatorios X
17y 18 Evaluacion final (Promocion/Integrador + defensa Oral) X

*indique con una cruz la modalidad




