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1°PARTE - BIOTECNOLOGIE:

DEFINIZIONE: insieme di tecniche che permettono di produrre beni (sostanze, microrganismi,
...) e servizi (depurazione, analisi,...) mediante I’impiego di organismi viventi, loro enzimi e loro
costituenti. In alcune applicazioni vengono utilizzati, anziché i microrganismi, gli enzimi da essi
estratti, in modo da catalizzare la reazione biologica desiderata senza la necessita di mantenere le
condizioni ottimali per le funzioni vitali dei microrganismi viventi stessi.

1 - CLASSIFICAZIONE e PRODOTTI:

» BIOTECNOLOGIE INDUSTRIALI (tradizionali) - produzione di:

m BIOMASSA:

produzione di microrganismi usati tal quali, in processi fermentativi diretti (pane vino birra formaggi
yogurt..), per fornire proteine per 1’alimentazione del bestiame, per produrre ceppi selezionati
geneticamente stabili (privi di altre specie, conservabili, riproducibili), e produrre enzimi.

m METABOLITI: produzione di sostanze da parte dei microrganismi:

- metaboliti primari, composti essenziali alla vita dei microrganismi, prodotti durante il normale
processo di crescita, (es.: amminoacidi, nucleotidi, acidi organici, vitamine, proteine alcoli).

- metaboliti secondari, composti non essenziali alla vita microbica, prodotti nella fase stazionaria
guando la crescita microbica é terminata (antitumorali, antibiotici, enzimi, insetticidi, ac.citrico, fitormoni, fattorl di crescita).

m DEPURAZIONE BIOLOGICA e BIOSENSORI:

-processi depurativi utilizzati per le acque di scarico che contengono sostanze organiche biodegradabili. | microrganismi
impiegati sono un insieme eterogeneo di molte specie (batteri, funghi, protozoi mono e pluricellulari); processi di tipo aerobico e
anaerobico. Es.: produzione di fanghi di depurazione e biogas.[vedi depurazione acque parte 4].
-biosensori: particolari trasduttori costituiti da un elemento sensibile biologicamente attivo (enzimi,
cellule, anticorpi ecc.) e da una parte elettronica; principio di funzionamento: I'elemento biologico
interagisce con il substrato da analizzare e un sistema di trasduzione (sensore) converte la risposta
biochimica in un segnale elettrico.[Es.: glucometro per diabetici per analizzare la concentraz. zucchero
nel sangue, secondo la quantita di glucosio trasformata in acido gluconico tramite un enzima].

» BIOTECNOLOGIE AVANZATE:

grazie alle tecniche dell’ingegneria genetica ¢ oggi possibile, utilizzando particolari enzimi detti di

restrizione, tagliare il DNA di una cellula in punti particolari per inserirvi nuovi geni che consentano

alla cellula stessa si svolgere determinate funzioni (tecnica del DNA ricombinante). Applicazioni:

produzione di speciali microrganismi per la bioindustria; piante e animali transgenici piu resistenti

alle malattie, all’ambiente e piu produttivi o in grado di produrre, nel caso degli animali transgenici,

sostanze utili all’'uvomo (insulina vaccini interferone steroidi proteine, enzimi, ecc.).

m USI: industria alimentare, farmaceutica, cosmetica, tinture e stampa, depurazione; le principali

biotecnologie impiegano reazioni catalizzate da microrganismi, reazioni che utilizzano enzimi

immobilizzati e fermentazioni, e il settore dell’ingegneria genetica.

m CARATTERISTICHE GENERALI di processi BIO-INDUSTRIALI:

»  competitivita coi processi dell’ind. Chimica: reazioni altamente specifiche e prodotti a elevata purezza, buona
concentrazione; reazioni effettuate a bassa T e p, bassa richiesta di energia, basse emissioni;

»  materie prime provenienti da altre lavorazioni, materie prime e finali con minimo impatto ambientale, scarti riciclabili,
pochi coprodotti,

»  criticita: necessita di accurati controlli (pH, T, p, quantita O,,...) e ambienti sterili; [INIZIO]

m SCHEMA GENERALE E FASI DEL PROCESSO:
|COLTURA di lab.» INOCULO—> [FEIVIENIFNIe> [SEPARAZIONEP PURIFICAZIONE— METABOLITA

[MATERIE PRIMEP> LAVORAZ—> STERILIZZAZA Ls» BIOMASSA—» SMALTIMENTO/UTILIZZAZ.

2 - COMPONENTI DEL PROCESSO BIOTECNOLOGICO: [vedi anche appendice].
processo: MICRORGANISMI + SUBSTRATO —[condiz.opportune]— PRODOTTI + NUOVE CELLULE

» MICRORGANISMI— INOCULO - [ enzimi]:

MICRORG. 03 H— batteri —->3pu protozoi_ lp | 3p - Ii_evit_i — 10 H 1(_) H— muffg - 1_50 [T
procarioti unicellulari eterotr.autotr. | eucar. unicell. | eucarioti unicellulari eucarioti eterotrofi pluricellulari
aerobici anaerob. facoltativi aerob. anaerob.facolt. aerob.obbligate
.| amminoacidi (lisina treonina..) insulina ac.acetico etanolo proteine penicillina ac.citrico cefalosporine
PRODOTTI: . . .
glutammico yogurt SCP ... lattasi ... formaggi...

CARATTERISTICHE: microrganismi del tipo aerobici, anaerobici obbligati (per i quali 1’ossigeno ha funzione tossica) 0
facoltativi (si possono adattare sia a presenza che a assenza di ossigeno). Azioni metaboliche nella cellula: catabolismo
aerobico/anaerobico (—maolecole semplici ATP En.) e anabolismo (—biosintesi: ADP cellule molecole complesse).


http://www.andytonini.com/
http://it.wikipedia.org/wiki/Trasduttore
http://it.wikipedia.org/wiki/Glucometro
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http://it.wikipedia.org/wiki/Acido_gluconico
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FASI DI PRODUZIONE DELL’INOCULOQ: N T LATENZA

1- fase di laboratorio: si parte da ceppi selezionati, conservati liofilizzati; germinazione ZACCELLERAZIONE
sporificazione dei ceppi selezionati; 5 4 RALLENTAMENTO
2- fase vegetazione: preparazione dell’inoculo, in beute agitate, a stadi, a volume 4 6| ®Siaronaria
crescente: — inoculo: sospensione densa, 1-10%vol. reattore; passaggio poi a © DECADIMENTO
fermentatori a volume crescente per la produzione di quantita opportuna di biomassa. 3 ¢

[vedi biochimica: cinetica di accrescimento in reattore batch - variazione

Neindividui nel tempo; eq.Monod — vedi anche appendice]. REFRIGERAZIONE

Alcuni processi funzionano con utilizzo di ENZINM (sostanze proteiche), -38°C

catalizzatori biologici attivi anche in condizioni piu drastiche rispetto ai ﬁ é ek -
microrganismi viventi [“immobilizzati” per particolari processi produttivi e — g :fjj
continui elevata potenzialita- Viedi Bppendice e biochimica]. seyre’ Pne-crescrra |G

FERMENTATORI
AGITATE PRES

FERMENTATORI

» TERRENO DI COLTURA-SUBSTRATO-MATERIE PRIME:

brodo o substrato: —nutrimento, dipendente dal tipo di microrganismo;spesso fatto con materiali di scarto di origine vegetale:
granturco, grano, orzo, bietole, fogliame, farine, semi, crusca, melasse, residui agrumari: materiale di partenza che deve essere
opportunamente preparato per essere utilizzato come substrato dai microrganismi.

Tipo naturale (uso ind.le), semisintetico sintetico (composti chimici puri, uso lab.), complesso;
materie prime: glucosio, saccarosio e amidi, farine melassi oli vegetali corn step liquor (acque macerazione di mais) caseina,
materiali di scarto ind.agroalimentare e sottoprodotti, biomassa, vitamine, acqua deionizzata,.. -
additivi: precursori, detergenti, antischiuma...

—>MACROELEMENTI: C//N//P: [la dieta dei microrganismi]

fonte di C: carboidrati alcoli ac.carbossilici grassi idrocarburi;

fonte di N: urea amminoacidi nitriti nitrati ammoniaca...;

fonte di P: sali ausiliari (fosfati)...;

—MICROELEMENTI: K//Ca//Mg//...: sali utili alla crescita dei microrganismi.
Tutti i substrati, una volta preparati, sono sottoposti a sterilizzazione per eliminare tutti i microrganismi eventualmente presenti,

che potrebbero entrare in competizione con quelli principali; vengono inviati nel reattore attraverso tubazioni, se sono liquidi, o
immessi direttamente dalla bocca di carico, se sono solidi; i componenti solubili vengono sciolti preventivamente in acqua.

» ARIA,
fornisce ossigeno; per processi aerobici; e per anaerobici solo per sintesi ac.grassi insaturi e crescita membrana cellulare.

» TEMPERATURA E PRESSIONE:

condizioni molto blande, compatibili con la sopravvivenza delle cellule e/o evitare la denaturazione degli enzimi; i sistemi
biologici sono molto sensibili alle variazioni di pH e di temperatura, da qui la necessita di impiegare adeguati strumenti di
controllo.

» STERILIZZAZIONE:

I processi biotecnologici necessitano di condizioni di assoluta sterilita (99%) per evitare che microrganismi estranei al processo
possano entrare in competizione con quelli principali o, eventualmente, con I’attivita degli stessi enzimi, compromettendo il
buon esito del processo produttivo; sterilita non in senso assoluto, ma in senso statistico, ovvero si vuole non tanto 1’assoluta
assenza di organismi estranei, ma che questi siano ridotti a concentrazioni tali da non svilupparsi e costituire un problema per il
ciclo lavorativo (minori costi).

Questa operazione puo essere effettuata direttamente nel reattore solo nei processi discontinui.

Azione di sterilizzazione: in uno qualunque degli stadi che precedono la fermentazione; nello stadio di preparazione
dell’inoculo; nello stadio di preparazione del substrato; durante I’immissione dell’aria; nella preparazione delle apparecchiature.

METODI:
1 - Sterilizzazione per filtrazione:

usata per la sterilizzazione dell’- (trascinamento di muffe o batteri), nel caso in cui la sterilizzazione termica non puo essere
economica se non per portate molto ridotte. La filtrazione consente di eliminare anche tracce di particolato, umidita, metalli
pesanti, ecc.

Filtrazione: 1’aria passa prima attraverso un prefiltro a porosita 0,45 pm, che elimina tutte le particelle che potrebbero
intasare rapidamente la successiva sterilizzazione, poi attraverso un ultrafiltro, con uno strato filtrante p.es. di membrane
filtranti in fluorocarburi con una dimensione media dei pori di 0,2 — 0,3 um. Sul materiale filtrante si accumulano le particelle ed
i microrganismi, quindi esso deve essere a sua volta sottoposto periodicamente a sterilizzazione con vapore o rimosso
interamente.

2- Sterilizzazione termica:
2.1- sterilizzazione delle APpPaKCCCMIGIUEE prima del ciclo di lavorazione:
-diretta: per iniezione, nel reattore e in tutte le attrezzature impiegate, di vapore a 135°C per 3-5 minuti,
-indiretta: con vapore in scambiatori di calore e camicie termiche a 20°C per 20 minuti.
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2.2- sterilizzazione del [JF888 di fermentazione- si possono utilizzare due tecniche: VAPORE J1
a) sterilizzazione tramite iniezione diretta di vapore; il liquido da sterilizzare viene aspirato
tramite un eiettore J1 e mescolato allo stesso vapore di riscaldamento; quindi sulla miscela

SERVIZIO

liquido/vapore che passa in un serpentino E1 si ha azione sterilizzante per il tempo sufficiente  pa- _ E Voo
a ridurre la carica microbica; poi si riduce la pressione tramite una valvola di espansione V1 STERILIZZARE
LQUIDO DA (con contemporanea parziale vaporizzazione) che raffredda il v
95“"'“22’“‘5 TLF brodo prima di utilizzo nel fermentatore. VALVOLA
: !

*/

z1 E1 b) sterilizzazione per riscaldamento indiretto (fig.2) con LIQUIDO
‘ scambiatori di calore: il liquido entra nel primo scambiatore E1, STERILE
L1

B dove viene preriscaldato a spese del liquido uscente dal secondo scambiatore; quindi entra nel
= } secondo scambiatore E2 dove viene portato alla temperatura di sterilizzazione grazie ad una

E2 corrente di vapore. Dopo un tempo di permanenza a tale temperatura (Z1) viene inviato al
preriscaldatore E1 e, infine, refrigerato in E3 fino alla temperatura di immissione nel fermentatore.
E3 Con questa tecnica é possibile recuperare parte del calore e ridurre la portata di vapore necessaria.

L

1 P e p— -
@ uauivo | I INIZIO MATERIE [ coLTure ‘I
STERILIZZATO qf [ ] | PRIME L DI LAB.
! i

FIG.2

3 -PROCESSI BIOTECNOLOGICI: \WGWIONE |_\L INOCULO STERILIZZAZION
PROC. CONTINUO - DISCONTINUO -  vedi diagramma a blocchi —» 1 RESIDUI
STERILIZZAZION .

» produzione a lotti — discontinuo: per produzioni su piccola e

media scala, come ¢ il caso di molti prodotti farmaceutici e di
qualunque produzione in cui si realizzano piccole quantita di prodotto %TERIL!RM!ON

SMALTIMENTO
GAS

di elevato valore commerciale. | reattori utilizzati nella produzione i_ SEPARAZIONE‘—bST&'ETJ;'EER%m
discontinua (reattori batch) vengono sterilizzati prima dell’avviamento M"MENTgRODO nmbhta BIQMASSA

del processo, che puo avere una durata variabile da uno-due giorni ad | \L ' 1

una settimana. In questo modo & necessario ripetere frequentemente CONCERTRAZ ESTRAZIONE con sofvente |DISTILLAZIONE
I’operazione di pulizia e sterilizzazione del reattore, ma cosi facendo |CRISTALLIZZAZ| pISTILLAZIONE solvente  |[RETTIFICA E‘
sono assicurate, d’altra parte, le condizioni di asetticita del processo PURIFICAZIONE|| CRISTALLIZZAZIONE URIFICAZION

per tutto il ciclo di lavorazione. J

» processo continuo: il ciclo di lavorazione puo durare parecchi /

giorni, ma puo essere piu difficile mantenere le condizioni di asetticita Y  PRODOTTO

e la stabilitd delle colture ed & necessario assicurare la sterilitd dei

materiali introdotti.

Molto interessante risulta la produzione di gas combustibile a partire da biomasse di scarico (biogas, un gas ricco di metano): la
natura dei materiali di partenza (fanghi di supero degli impianti di depurazione delle acque civili) consente di conseguire un
risparmio energetico notevole, inoltre il biogas pud essere utilizzato per la produzione di altri interessanti prodotti chimici di
base.

3.1 STADI DEL PROCESSO:

@ stadi che precedono la fermentazione: preparazione del substrato, dell’inoculo e, per i processi aerobici, dell’aria;(vedi in
precedenza i componenti del processo).

@ stadi di fermentazione (reattori in scala);

@ stadi che seguono la fermentazione: stadi di separazione dei prodotti di reazione dal mezzo liquido e dalle cellule, nel caso in
cui non venga utilizzata alcuna tecnica di immobilizzazione.

Oltre ai tre stadi sopra indicati ci sono gli impianti di supporto necessari, quali i magazzini, i laboratori di analisi, il depuratore,
il generatore di vapore, ecc. Prima della realizzazione di un processo biotecnologico industriale & sempre necessario uno studio
completo del processo stesso.

INOC ‘,_4 N L P2 GAS
3.2 - FERMENTAZIONE- REATTORI: [vep: ancHe APPENDICE] srooy ~ 7€ 1 {HZRRWORE
| reattori utilizzati nei processi biotecnologici sono chiamati bioreattori o A L
fermentatori. Sono costruiti in acciaio al carbonio con un rivestimento interno AUSIS}F-U’ gw
resistente alla corrosione e, in particolare, nelle produzioni farmaceutiche sono
fabbricati in acciaio inossidabile. Per evitare effetti tossici sui microrganismi, @,«} .- Y
non é possibile utilizzare materiali come rame e le sue leghe per la costruzione @_ I AC)
dei fermentatori. — =<
Nei processi di tipo discontinuo (in modo, tra I’altro, da consentire il @v :
mantenimento delle condizioni di sterilita per tutta la durata del processo), il J = @
fermentatore piu utilizzato € il reattore BATCH. ¢ :
Nei processi continui tra gli altri & molto usato il reattore CSTR (vedi (ACH#~+ D
appendice); possono sostenere elevate concentrazioni dei microrganismi e, di pRooc'ﬁ

conseguenza, grandi capacita produttive; es.: imp.depurazione — digestore - ...
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FUNZIONI E DISPOSITIVI:

= miscelazione del sistema (con agitatore e deflettori interni; per processi aerobici anche agitati dall’aria immessa);

= controllo T: smaltimento del calore prodotto con camicia di raffreddamento a circolazione di acqua sino ad un’altezza
superiore al livello del substrato; sistema di controllo automatico che agisce sulla portata dell’acqua di raffreddamento.

= distribuzione e diffusione dell’0ssigeno (per i processi aerobici);

= reagenti additivi (antischiuma) e nutrienti aggiunti durante il processo;

= controllo del pH: i microrganismi sono molto sensibili alle variazioni di pH (che si verificano durante la reazione); per portare
il pH ai valori desiderati, si aggiunge nel fermentatore una soluzione di bicarbonato di sodio o una corrente di CO,, entrambe
accuratamente sterilizzate;

= monitoraggio concentrazioni di reagenti, prodotti, microrganismi.

= pressione di lavorazione leggermente superiore a quella atmosferica per mantenere condizioni di sterilita, e evitare la
contaminazione da parte dell’aria esterna.

- reattori BISIIGHISHR — DISCONTINUI — [Stirred Tank R.] o g el s el bres

sono fermentatori in cui viene realizzata tra tutti i componenti del o ;

processo fermentativo una ottimale miscelazione; sono costituiti

da un recipiente che pud avere capacita che vanno da 1 m* sino a

centinaia di m°.

CICLO PRODUTTIVO:

- operazioni di pulizia e di sterilizzazione del reattore:

indicatore
di pressione

Registratore
controllore pH

Filtro sterilizzazione

controllore

introduzione attraverso apposite aperture di detergenti e vapore : L }Z ell'aria
(che viene fatto passare anche attraverso le camicie di campionamente || I e
raffreddamento). ot PR T’

- carica di substrato e inoculo; femperatura__|I== ‘

- inizio della reazione e avanzamento con diminuzione della g [|-Reapimors
concentrazione di substrato e aumento della concentrazione di ce dalara
cellule e di prodotti. roffreddamento

- il reattore lavora nelle condizioni di reazione, coi controlli di e

processo previsti. (v. preced.). o

- scarico e processi di separazione brodo-biomassa. prodoito

RESA di fermentazione= g prodotto secco/dm3 coltura %
RESA di conversione = g prod.secco/g substrato puro %

3.3 - SEPARAZIONE E PURIFICAZIONE.

SEP.1 - Se il prodotto da separare € un metabolita esterno ai microrganismi che lo hanno prodotto, si opera con:

- CENTRIFUGAZIONE o FILTRAZIONE; uso di centrifughe decanter, filtropresse, filtri Oliver; per separare il liquido
contenente il metabolita dalle cellule viventi (biomassa, usata per 1’alimentazione animale) e residui solidi della fermentazione;

- ESTRAZIONE o PRECIPITAZIONE o ADSORBIMENTO: il metabolita viene isolato dal liquido che lo contiene con
metodi che dipendono dalle sue dimensioni e dalle sue proprieta chimico-fisiche;

SEP.2 - Se il prodotto da separare &€ un metabolita interno alla cellula che lo ha prodotto & necessario prevedere uno stadio di
distruzione delle cellule, in cui possono essere utilizzate anche tecniche chimiche o chimico-fisiche meccaniche (triturazione a
bassa T, modificazione del pH, trattamento con solventi particolari, shock termici, uso di ultrasuoni, impiego di enzimi,
frantumazione per centrifugazione), al quale deve seguirne uno di rimozione dei detriti; i prodotti cosi separati passano alle
successive operazioni di recupero e purificazione (essiccamento, concentrazione, cristallizzazione, distillazione, ecc.).

SEP.3 - Se il prodotto & biomassa cellulare, si separano dal brodo liquido le cellule, quindi si fanno operazioni di compressione
e essiccamento (—lieviti da pane, da mangimi,...)

P.1 - PURIFICAZIONE: per la purificazione possono essere utilizzate varie 3 :_"_#—L-
tecniche per rimuovere le impurezze ed aumentare ulteriormente la SV @ﬂ 1
concentrazione del prodotto- es.: adsorbimento, operaz.cromatografiche, AC
precipitazione frazionata, distillazione. D2 4

Con I'ultimo stadio, I’isolamento finale, il prodotto ¢ ottenuto nella forma
commerciale, con operazioni quali essiccamento, cristallizzazione,
liofilizzazione e la rimozione di eventuali solventi.

SCHEMA DI PROCESSO SEPARAZIONE ESTRAZIONE
PURIFICAZIONE [ind.biopenicillina - fig. a lato]

ESEMPI di processi di SEPARAZIONE-PURIFICAZIONE:

IND.BIOETANOLO: dal brodo fermentativo viene separata per centrifugazione/filtrazione la biomassa (smaltimento) e la soluzione
zuccherina-alcolica, che viene sottoposta a distillazione in colonne a piatti per incrementarne la concentrazione in etanolo.
IND.BIOPENICILLINA: per filtrazione si separa la biomassa (smaltimento) dal brodo di coltura, contenente il prodotto; segue
raffreddamento a T=4°c per evitare degradazioni enzimatiche, quindi acidificazione a pH4 (ac.solforico) per migliore estrazione con solventi;
segue estrazione liquido/liquido continua controcorrente [immiscibilita totale] con solvente acetato di amile; quindi filtrazione su carbone
attivo (eliminare impurezze), poi precipitazione della penicillina sale sodico con acetato di sodio, cristallizzazione lavaggio essiccamento.
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APPENDICI: ------======mme e e e e e e e e e e ——————

Al- METABOLISMO CELLULARE:

MOLECOLE METABOLISMO:
ORGANICHE CATABOLISMO + ANABOLISMO
ingresso | nella cellula CELLULA 4
v 1’80% dell’E wvieye nlasciato sottoforma di calore \
Catapolisro equilibrio
& cresci sintesi di nuove
Prima fase del pro- ~_—®| molecole orgap.
cesso nel citoplasma tappe e
ﬁ tippe [ANABOZISMO
scissione in zuccheri a.mﬁ%
seraplici, aminoacidi {}’ aerchiche altre funzioni richiedenty
agidi grassi energia
r\. ATP - raovimento
ultirea fase de bt - contrazione
processo nel mito- - trasporto attivo
\ condri - - mitosi /

A2- Altre definizioni di biochimica:

MICRORGAN.AUTOTROFI: organismi che si nutrono di sostanze inorganiche semplici (H,0,CO,, ioni inorganici). Partendo da
sostanze inorganiche sintetizzano ogni tipo di molecola organica (glucidi, lipidi, proteine). Utilizzano fonti di energia luminosa
o chimica. Organicazione del carbonio. —Piante verdi; Alghe; *Batteri autotrofi,...

MICRORGAN.ETEROTROFI: organismi che si nutrono di sostanze organiche complesse (glucidi, lipidi, proteine). Dipendono
strettamente dagli autotrofi per nutrirsi. —Animali, Funghi, Batteri,...

METABOLITI PRIMARI: sono essenziali alla vita (carboidrati, lipidi, proteine,ac.nucleici,...)

METABOLITI SECONDARI: non sono essenziali alla vita, sono deputati a meccanismi biochimici propri della cellula o
dell’organismo, legati a processi secondari e/o “di relazione” (es. antiossidanti, difesa....)

A3 - SCHEMA DI PROCESSO GENERICO DI BIOFERMENTAZIONE:

SCHEMA DI PROCESSO DI
BIOFERMENTAZIONE AEROBICA
E RECUPERO METABOLITA CON
ESTRAZIONE LIQ_LIQ IMMISCIBILI
LEGENDA:

BRODO DI COLTURA

ARIA

INOCULO

AUSILIARI DI FERMENTAZIONE
REAGENT! ACIDO/BASICO

SCARICO GAS

BIOMASSA

SOLVENTE ESTRATTIVO

ESTRATTO (SOLVENTE+METABOLITA)
10 RAFFINATO (BRODO ESAUSTO)

G1-4 POMPE DOSATRICI

G5 POMPA ROTATIVA

G6-8 POMPE CENTRIFUGHE

R1 REATTORE DI FERMENTAZIONE

P1 COMPRESSORE ARIA

F1 FILTRO

F2 ULTRAFILTRO STERILIZZANTE

F3 FILTROPRESSA

. .| D1 SERBATOIO POLMONE
Prof.A.Tonini | c1 COLONNA DI ESTRAZIONE CONTINUA A
PIATTI

N.B.: La sterilizzazione si compie diretta per ’apparecchiatura (Vap.) e indiretta (per il brodo) attraverso la camicia;
durante il funzionamento discontinuo agiscono i controlli TC (acqua raffreddamento) PC (gas uscenti) PC (alimentazione filtropressa) AC
[pH acido/base)] FC (portate entranti) FFC (brodo/solvente in rapporto, nell’estrazione)

OCoO~NOOUEWNRE
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A4 - ENZIMI E TECNICHE DI IMMOBILIZZAZIONE sussTRATO  p2IONE_ = PRODOTTI
m CARATTERISTICHE:

ENZIM: sostanze proteiche, catalizzatori biologici (accellerano velocita D+ - 2 - {-&-
ree_az.blo) molt_o s:pecn‘_lu, attivi anche m co.ndlz'lqnl piu drggtlche r'lspetto ai SITOATTIVO  compLesso

microrganismi viventl; possono essere impiegati in reattori industriali . ENZIMA ENZIMA-SUBSTRATO  ENZIMA

USI: ind.alimentare — bevande — detergenti — nell’ind.tessile cartaria - ...

possono essere presenti in soluzione o fissati su substrato; nel primo caso I'E. si ritrovera nel prodotto o, se necessario, il
prodotto deve essere purificato, nel secondo si potra riutilizzare I'E. in un secondo ciclo di produzione dopo aver estratto il
prodotto e/o si potranno programmare diversi stadi dilavorazione con enzimi differenti sequenziali.

m TECNICHE DI ESTRAZIONE degli ENZIMI:

PROCESSO:

PRODUZIONE CELLULE — DISTRUZIONE CELLULE [ con sistemi meccanici,chimici,bio] — SEPARAZIONE S/L [filtraz..centrifugaz.] — RIMOZIONE
AC.NUCLEICI [bioprecipitazione] — PURIFICAZIONE [precipitaz, cromatografia] > ENZIMA
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m TECNICHE DI IMPIEGO degli ENZIMI: )

— . METODI FISICI &
» PRESENTI LIBERI nel brodo di fermentazione; &
» CON SISTEMI DI IMMOBILIZZAZIONE: [R.catalitico eterogeneo] 1] Ger INsoLUBILE B
[scelta in base a costo operazione, efficienza, possibilita rigenerazione]: '{g}| g L% _

L ; . I o \ ooo J

¢ USO SUPPORTI SOLIDI INSOLUBILI: MATRICE cellulosa —poliacrilammide- ceramica, l: o i A %
vetro, carbone, sabbia,... IN FIBRE. MICRO
E. legato con legami covalenti, ionici, o adsorbito; non sono sistemi molto stabili ma CAVE POROSE INCAPSULAMENTO
di facile attuazione; I'E in eccesso viene lavato via prima dell’impiego;
[ind.penicilline,aminoacidi, diagnostica,...]; METODI CHIMICI ,
¢ INTRAPPOLAMENTO - INCAPSULAMENTO: in gel o polimero, che sono scaldati LEGAME COVAL. - .
includendo I'E in un reticolo spugnoso; separazione dal substrato; la membrana & TRA ENZIMI E E}

: ) SU MATRICE O
permeabile a substrato e prodotto ma non all’E stesso; ;;33..@-{?}
[VEDI PIU” AVANTI PER ENZIMI IMMOBILIZZATI] : Tk

T M . M LEGAME COVAL.
Enzimi per l'industria alimentare - LEGAME COVAL. TRA ENZIMI
limiti delle tecniche di immobilizzazione degli enzimi e alcune applicazioni SU MATRICE
industriali degli enzimi
immobilizzati: Metodo Vantaggi Svantaggi e

Legame covalente Non & Influenzato dal pH, dal- Il sito attivo pud subire modifi-
la forza ionica del mezza o dal-  cazioni; processo ad alto costo Y ¢
la concentrazione del substrato
I Cross-linked
Legami covalenti crociati  Legame forte, poco probabile  Perdita di aftivita enzimatica i
la sua rottura durante la preparazione; ineffi- a
cace con substrati macromole-
colari; impossibile la rigenera- -] J
zione del carrier ¢ )
Adsorbimento Semplice, senza modificazione  Cambiamenti di forza ionica Carriar-bound
dell'enzima; possibile |a rigene-  possono provocare il deassorbi- e
razione del carrier; tecnica a mento; enzima soggetto all'at-
basso costo tacco di enzimi proteolitici o . ]
microbici )
Intrappolamento Nessuna modificazione chimic Diffusione del substrato verso, e
dellenzima . del prodotto da, il sito attivo; dif-
ficile la preparazione, che spes- e ‘
s0 inaftiva I'enzima; continua
perdita di enzima attraverso | & 3
pori; inefficace con substrati
macromolecolari; enzima non
soggetto all'azione microbica o Enzyme Inclusion in
protealitica fibrous polymers
Settore Enzima Metodo Processo
industriale di immobilizzazione
Alimentare Glucosio isomerasi DEAE-cellulosa Conversione del gluco- /M
Omogenali cellule  sio in fruttosio O H
uniti da legami crociati Celosdy” ¢ oM
mediante la glutaral- or W W
deide S
'\ Diethylaminoethyl
Amminoacilasi DEAE-sefadex Risoluzione di n,L-ammi- il r 8
noacidi alla forma L
Caseario Lattasi Fibre di acetato di cel- Idrolisi del lattosio a glu-
lulosa cosio e galattosio
Farmaceutico Penicillin acilasi BrCN-attivato Produzione di 6-APA dal-
Sefadex la penicilina G
Fibre di triacetato di cel-
lulosa; poliacrilammide
Chimico Nitrilasi Poliacrilammide Produzione di acrilammi-
de da acrilonitrile
A5 - SCHEMA DI ALCUNI PROCESSI FERMENTATIVI:
PROCESSI
N.B.: FERMENTATIVI .g
. . . . .« . 'd
nella fermentazione industriale non si ha completa demolizione del z
composto di partenza, ma la fermentazione parziale che porta a > Butyric acid
rodotti finali (organici) con parte di contenuto energetico; la resa Smac Homolactic @}  Butyric-butylic, | 28800,
p g p g ’ acid fermentation Pyruvic fermentation alcoh%l gtyhyl
- & s

energetica della fermentazione & inferiore a quella dei processi
respiratori, e I’ATP e generato solo attraverso la fosforilazione a

livello del substrato.[vedi biochimica e fermentazioni].

Per es.:

F.alcolica/lattica -2 ATP; F.butirrica - 3 ATP; Respirazione - 32

ATP.

acid

alcohol, and CO;

Ethyl alcohol B;}y’e"o',"
and CO, and CO,
Acetic acid, e :
succinic acid, Praogggugc?gld.
ethyl alcohol, and CO, 2

CO,, and H,0
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A6 — APPROFONDIMENTI - TIPI DI BIO-REATTORI:

BIOREATTORE: ambiente confinato e controllato in cui avviene una reazione biochimica;

Prof. A.Tonini

Scala di laboratorio:1-10 dm3
Scala pilota: 50-1000 dm3
Scala industriale:100 -300 m3;

FERMENTATORE: ambiente confinato e controllato in cui avviene una reazione di fermentazione;

TIPI PRINCIPALI:

uoa_oj bioreattore STR: i Bioreattori AIR LIFT-
Steam —+ = <=, | PH |~ pH controller mescolato e . elevatori ad aria
{Sterilg] ()———— Acid-base reservoir : : . .
;seal\ 7\ and pump meccanicamente Bicensanemant brodo di coltura agitato e
Siowing: . isengagermen S
Viewng . [ )\ buona omogeneits; zany covs . :  aereato per gorgoglio di
= | elevata ossigenazione; R *  aria sterile, con tubo per
A - Exhaust ihility- H & BT o .
Rn flessibilita;costi per Airriser || migliore ricircolo;
impelier —H ;53 W agitazione;aggiunta di - Downcomer  semplicita ed economia di
o Co, ool |- o
- | Cooling antischiuma (glicoli,...); esercizio;
water out B . .
Cooling C& ﬁ:} problemi per tenute su ' buona ossigenazione;
jacket ; albero rotante; i i
. ceeas B e both O€r nte; AR ol minor formazione
Sgia"rn.% & migliore agitazione con [ | . omaawe  schiume;
e Sparger aggiunta di setti laterali ki = costo energetico alto;
T (air bubbles) Fi \ D F
£ u
Steam —e-==] ~— Sterile air air }
l Harvest
bioreattori a LETTO FISSO-
brod . . .
_.nuz'r‘l’ef_«e L. > 'Fu discontinuo/continuo Disengagement
et 'lv& \ . rone
A t € presente una fase solida (supporto " ¢ & 80 =" Effluent
| per cellule/ERZiMI immobilizzati) ed o
. o
P un eluente o brodo nutriente; per B Small particles
supporti aerobici il liquido cola giu ; +—  containing
AR pp C|. 8 G@"'WC“PT’S ﬂnd immobilized cells
attraverso la colonna incontrando rising particles or enzymes
lefti o to fall 3 ¥
N - una corrente d’aria che va verso 3
; ) . G
i I'alto; spesso si opera un riciclo, con d
i raffreddamento esterno. | | )
Fi \J/ Semplicita ed economia di esercizio; Feed Alr
per svolgimento di reazioni Energy from feed and air
fi= CAuSes pal‘lltlﬁs 1o rise

& 1\ enzimatiche e trattamento
e
|Fu \H)u depurazione acque; svantaggi:

formazione di aggregati o di percorsi preferenziali.

Nei reattori a enzimi immobilizzati I'alimentazione, continua, & costituita dal

brodo nutriente; con il processo di immobilizzazione 1’enzima diventa
insolubile nella miscela di reazione.

[INIZIO]

Bioreattori a LETTO FLUIDIFICATO

particelle mantenute in sospensione dal flusso
dell’eluente e/o dal gas in entrata; semplici ed
economici; uso in trattamento depurazione
acque; abrasioni; anche per- immobilizzati.
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2°PARTE - PRINCIPI DI BIOREATTORI -

CARATTERISTICHE GENERALI:

- reazioni biotecnologiche: o 106 Nc Fae oo -
enzimi ? _Rallentamente . 1 s cdimanio

Substrato  + cellule --------- — prodotti + nuove cellule - ) P

- velocita di reazione = generazione di nuove cellule: .

rc =dCc/dt = variazione concentraz. delle cellule/tempo che porta a generazione di ‘

nuovo prodotto o scomparsa di substrato.

- studio della cinetica: individuazione delle condizioni in cui il processo puod essere

condotto con elevata velocita; la velocita di sviluppo dipende da:

\' Crestita
ESRONENZin e
- illimitata

. Acealerazicne

tipo di microrganismo; T° ; pH; tipo di terreno di coltura; ..... A ;-.~t
- accrescimento batterico = variazione del numero di cellule N°c nel tempo 08

descritto dal grafico in figura ‘

- REATTORE [FIBOIBATGH (chiuso) -

diagr. a lato: logNc/t e p/t; zone: latenza - accellerazione — crescita esponenziale —
rallentamento — fase stazionaria — decadimento —
—variazione vel.accrescimento specifica: p =1/N°cell X dN°c/dt = 1/Cc x dCc/dt
con Cc= concentrazione cellule = N°c/Vol,
L’equazione della velocita, relazione tra velocita di sviluppo e variare della concentrazione del
substrato, ¢ data dalla equazione di Monod:
batteri generati/tempo: p=pmax X Cs/(Ks + Cs) ;

p = [tempo™],variazione del numero di individui nel tempo,vel.crescita specifica;
pmax = velocita di accrescimento massima, int™ ;

Cs =[g/dm3], concentrazione del substrato, variabile nel tempo; Cs/(Ks + Cs) = velocita
specifica lorda;

Ks = [ppm], costante di affinita substrato/microrganismi, caratteristici dei batteri e del
substrato.
- fase di crescita esponenz. illimitata: -grande disponibilita di substrato- Cs >>Ks, e sara Cs /(Ks + Cs) = 1
da cui: — p=pmax; da p= 1/N dN/dt sara = N = No e "™ con No= n°batteri per t=0; vale eq. Monod;
- fase rallentamento: disponibilita substrato= fattore limitante la crescita; per basso Cs, circa = Ks
siha Cs/(Ks + Cs) << 1; vale I’equazione di Monod pu = pmax X Cs/(Ks + Cs);
- fase stazionaria: si ha pmax x Cs/(Ks + Cs) @ Kd; —p =0 , con n® cellule che rimane costante. F
- fase decadimento: p=pmax X Cs/(Ks + Cs) — kd < 0; Kd: costante di decadimento; S

F
REATTORE CONTINUO — CHENIOSTATOMESTR (continuus stirred tank reactor): s

in fase stazionaria- alimentazione continua con portata di uscita uguale a quella di ingresso - N
i microrganismi presenti usano il substrato della portata di alimentazione F per la crescita; il Cc v —&°
substrato non si accumula all’interno del reattore e la biomassa prodotta & uguale a quella allontanata CHEMOSTATO
nell’unita di tempo.

1-BILANCIO DI MATERIA DEI MICRORGANISMI-BATTERI
Accumulo di BATTERI = batteri entranti nell’unita di tempo + batteri generati nell’u.di t. — batteri uscenti nell’u.di t.
con:

i

a) accumulo di batteri = dC/(dt) x Vol Cc = concentrazione attuale di batteri (biomassa)

b) batteri entranti nell’unita di tempo =0 F = portata volumetrica (m3/h)

c) batteri uscenti nell’unita di tempo = F x Cc; Kd = costante di deca(_jlfnento_ i

d) batteri generati nell’unita di tempo = rc X Vol; i batteri generati Cs/( Ks + Cs) = velocita specifica lorda
nell’unita di tempo saranno (Monod)= pmax x Cs/(Ks + Cs)x Cc x Vol Cs = conc. del substrato nel reattore

dCe/dt xVol = 0+ [umaxx Cs/(Ks+Cs) x Cc x V] - [F x Cc] \Ijs_z C(I)st. di afznlta sugstratol microrganismo
ACCUMULO =B.Entr. + BATTERI GENERATI — B.uscenti = Volume reattore, m
In condiz.stazionarie, accumulo =0, Cc=cost., costante n°batteri, da cui avremo 1 oo (14

C i T

[crescita=uscita]:

0= [umax x Cs/(Ks+Cs) x V] - F;

quindi—>V= F(Ks+Cs)/(umax x Cs), volume del reattore;

con V/F= (Ks+Cs)/(Ks Cs) = VEL.SPAZIALE o t medio permanenza (t tempo di

. . K.
ritenzione) del substrato nel Reattore. o= i
Questa equazione si utilizza sia per il dimensionamento di reattori continui che perla | &
determinazione delle costanti cinetiche umax e Ks. Sviluppando ancora si ha t = det. COSTANTI CINETICHE - R.CONTINUO

Ks/umax x 1/Cs x 1/umax che rappresenta una retta conl1/Cs variabile indipendente e t var. dipendente.

Riportando su grafico si possono determinare le costanti cinetiche in un reattore continuo: con tga = Ks/ pmax e intercetta 1/
pmax . Si misura la concentrazione del substrato per ogni valore di portata F e quindi il 7, ottenendo una serie di coppie di
valori 1/Cse t, darappresentare su diagr.


http://it.wikipedia.org/wiki/Microrganismi
http://it.wikipedia.org/wiki/Substrato_%28biologia%29
http://it.wikipedia.org/wiki/Biomassa
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2 -BILANCIO DI MATERIA DEL SUBSTRATO:
Accumulo di substrato = substrato entrante/unita di t. — sub.uscente/unita di t. — sub. scomparso/unita di t.
- accumulo = dCs/dt x V;
-substato entrante nell’u. dit. = F * Cso; Cs0 € la conc. del substrato in ingresso.
-substato uscente nell’u. dit. =F * Cs
- substrato scomparso = rc/Yes X V = pmax X Cs/(Ks+Cs) x Ce x V x 1/ Y ¢ss;

da cui: 0 = FXCS0 — FxCs — [umax X Cs/(Ks+Cs) x €¢ X V x 1/Y ¢sq]
con Yg¢ss = resa in cellule rispetto al substrato scomparso,= kg cellule generate/kg substrato scomparso;

La concentrazione dei microrganismi sara:
—Cc =F x (Cso0—Cs) X [Y¢ss X (Ks+Cs)] / [V x umax x Cs];

2 -BILANCIO DI MATERIA DEL PRODOTTO:

Accumulo di prodotto = Prod.Entrante/unita dit. — Prod. Generato/unita di t. — prod. Uscente
0 = 0 — [ pmax X CS/(KS+CS) X CcxV X YP/S/YC/S] -Fx Cp

con ¥pis = Kg di prod. generato/ kg substr.scomparso = resa in prodotto rispetto al substrato consumato.

N.B.: per i processi aerobici il tasso di consumo di ossigeno &: Yoy = Kg di Ossig. Consumato/ Kg di cellule prodotte, e anche
OUR = (Kg di Ossig. Consumato/h) / Kg di cellule prodotte.

11174 [ ————————

Ay Ao pARETeTe][[14)7: - REATTORE CONTINUO CSTR-

ES.1 - Un reattore continuo & alimentato con una portata di F = 50 m3/h di substrato in cui la concentrazione del fattore
limitante & Cso = 2000 ppm (conc.substr.ingresso). Si determini il volume del reattore e la concentrazione cellulare sapendo
che:

1. concentrazione di regime del fattore limitante Cs =1200 ppm;

2. costante di affinita Ks = 400 ppm; F
3. velocita specifica massima pmax = 0,35 h-1 ; S
4. resa cellule /substrato Y¢s = 0,1.

F
s
Soluzione: N

Cso = 2000 ppm =2 kg//m3 =2g /dr/n3 Cc v -'_gria
Cs=1200 ppm =1,2 kg/m3=1,2g/dm3
Ks =400 ppm =0,4 kg/m3 =0,4 g /dm3 CHEMOSTATO
Calcolo del Volume Reattore:
Bilancio di materia relativo ai microrganismi (batteri):
dCc/dt x Vol = [umax x Cs/(Ks+Cs) x Cc x V] — [F x Cc]
accumulo= generazione micr. - portata dei microrg.uscenti ; (Kd trascurabile)
In condizioni stazionarie si considera conc. di microrganismi Cc costante e accumulo nullo.
Si ha semplificando:
0= [umax x Cs/(Ks+Cs) x V] — F; da cui & possibile calcolare il volume del reattore:
—V =F/ pmax x (Ks + Cs)/ Cs=50/0,35 x (0,4+1,2)/1,2= 80/0,42 =190,5 m3
Calcolo della concentrazione cellulare - La concentrazione dei microrganismi sara (dal bilancio substrato):
0 = FXCSO — FxCs — [umax x Cs/(Ks+Cs) x Ce x V x 1/Ycs];
—Cc = F x (Cso = Cs) x [Y¢/s x (Ks+Cs)] / [V x umax x Cs] =

n

=50 (2-1,2)x [0,1 (0,4 +1,2)]/[190,5x0,35x1,2]=6,4/79,8 = 0,08 g/dm3 F

%
ES.2 - Un reattore continuo € alimentato con una portata di F = 10 m3/h di substrato in cui la S
concentrazione del fattore limitante & Cso = 150000 ppm (conc.substr.ingresso). Si ha consumo di rl';
substrato = 50%. Si determini il volume del reattore e la concentrazione cellulare sapendo che:
concentrazione di regime del fattore limitante Cs =1200 ppm; costante di affinita Ks = 200 ppm; N .
velocita specifica massima pmax = 0,51 h-1 ; resa cellule /substrato Y¢/s = 0,08 kg cell/kg substr. Cc Vv '—éﬂa
Soluzione: CHEMOSTATO

Cso = 150000 ppm = 150 kg/m3 =150 g /dm3

Cs=0,50 Cso =75 kg/m3 =75 g /dm3, conc. a regime di fattore limitante;
Ks =400 ppm =0,2 kg/m3 =0,2 g /dm3;

—V =F/ pmax x (Ks + Cs)/ Cs= 10x(0,2+75)/(0,51x75)=19,7 m3;

—Cc = Fx(Cso — Cs)x[Y¢s x(Ks+Cs)]/[Vxumax x Cs] = 10x(150-75)x[0,08x(0,2+75)1/(19,7x0,51x75)= 6 g/dm3.



ANNOTAZIONI E APPROFONDIMENTI:

N1. Biotecnologie e inquinamento

Per risolvere il problema dell’inquinamento le biotecnologie sono utilizzate sia attraverso I'impiego di metodi biologici per eseguire
preparazioni e lavorazioni, sia attaccando gli inquinanti dopo la loro formazione.

Il problema & sempre piu complesso perché vi € un numero sempre maggiore di sostanze che hanno tendenza a non degradarsi, come
idrocarburi, pesticidi, detergenti, ecc. Per questo motivo le varie tecniche biotecnologiche sono rivolte all’impiego di mescolanze di
microrganismi ed enzimi e rispettive sostanze nutritive o alla creazione di supermicrorganismi i quali, contenendo in ciascuna cellula vari tipi
di geni, sono capaci di digerire diversi tipi di sostanze inquinanti. Contro gli inquinamenti da petrolio, anche quelli che causano disastri
ecologici in mare, si impiegano batteri Super pseudomonas putida; contro i metalli in acque di scarico si impiegano batteri Pseudomonas
aeruginosa ed i batteri del genere Thiobacillus. Questi ultimi sono utilizzati per la loro particolarita di non nutrirsi di sostanze organiche, ma
di sostanze minerali, infatti sono abbondantemente presenti nel sottosuolo, soprattutto piu in profondita. Anche la desolforazione dei
combustibili, necessaria contro 1’inquinamento da piogge acide, si puo realizzare con metodi biologici poiché vi sono batteri che hanno
grande avidita per i composti dello zolfo, dei quali si nutrono.

N2. Il biogas

La produzione di biogas ha origine remota; la natura ne produce da sempre ma ha impiegato milioni di anni per trasformare, grazie all’azione
di microrganismi di vario genere, le cellule morte vegetali e animali in biogas per formare i giacimenti di biogas.

La produzione biologica del metano pud essere effettuata grazie a batteri chiamati metanigeni (che si trovano, tra I’altro, nello stomaco dei
bovini); le materie prime impiegate sono piuttosto abbondanti e poco costose: scoli industriali, acque di fogna urbane, liquami, rifiuti
domestici, scarti agricoli e delle industrie alimentari. Un altro metodo sfrutta 1’azione di alghe, che vengono fatte crescere in appositi maceri
contenenti liquami di fogna e poi raccolte in grandi ammassi per essere digerite dai batteri metanogeni.

L’utilizzazione di biocombustibili (tra cui il biogas e il bioetanolo derivati da sostanze vegetali) consente di limitare I’effetto serra; infatti
’anidride carbonica immessa nell’atmosfera per combustione di biocombustibili equivale a quella fissata per sintesi clorofilliana dalle nuove
colture, trasformandosi nuovamente in biomasse.

Invece I’anidride carbonica prodotta dall’utilizzazione di combustibili fossili non si trasforma, in tempi brevi, nuovamente in petrolio o
carbone. [vedi altro documento — bioalcool]

Produzioni biotecnologiche su larga scala:
- produzione di bioetanolo (vedi altro documento);
- produzione di antibiotici (penicilline,...) (vedi altro documento)
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N3. LA STORIA DELLE BIOTECNOLOGIE-

Si pud dividere in due fasi di diversa durata: una prima fase
contraddistinta da un uso inconsapevole delle biotecnologie che va
dall’antichita fino a circa 2 secoli fa e una seconda fase scientifica, che  Asgiuniz nutiens
continua anche oggi e che vede le biotecnologie in piena crescita. Gia i ==
Sumeri e i Babilonesi, prima del 6000 a.C., erano capaci di produrre la
birra mediante il lievito; piu tardi, intorno al 4000 a.C., gli Egiziani Vagort ) |
scoprirono che 1’anidride carbonica prodotta dall’azione del lievito di V
birra, poteva far lievitare il pane. I " St pdd g

Nel X1V secolo d.C. era ormai diffusa in tutto il mondo la pratica della ]

produzione di bevande alcoliche per mezzo di granaglie fermentate e ii'-'.;mm
distillate (anche se si pensa che abbia avuto origine precedentemente in aria

Cina o nel Medio Oriente) e di fermentati del latte (yogurt e formaggi). Peesa campions

Ma fu solo nel XIX secolo che, in seguito all’invenzione del primo
rudimentale microscopio (risalente al secolo XVII), si scopri il legame
esistente tra i processi fermentativi e particolari microrganismi. Aequd
Solo a partire dal 1857 Louis Pasteur evidenzid come i processi di eefrigerazions et

fermentazione fossero il risultato dell’azione di specifici microrganismi e raffreddamento

nel 1897 Eduard Buchner scopri che la fermentazione poteva anche
avvenire con estratti di lievito assolutamente privi di cellule viventi,
chiarendo che questi microrganismi agiscono per mezzo di enzimi che producono essi stessi.

Una tappa importante dell’evoluzione delle biotecnologie ¢ stata segnata proprio da Louis Pasteur, che nel 1885 riusci ad ottenere un
vaccino contro la rabbia facendo passare un virus nel cervello di un coniglio. Il vaccino cosi prodotto, se somministrato all’'uomo, portava il
virus a perdere la propria virulenza nei suoi confronti: questo era proprio un prodotto biotecnologico.

Lo sfruttamento industriale delle fermentazioni ha inizio nei primi decenni del XX secolo con i primi tentativi di produzione industriale di
etanolo, acetone, glicerina, butanolo ed acido citrico (1923), ma dopo la Seconda Guerra Mondiale, con ’accresciuta disponibilita di petrolio,
molti processi furono abbandonati perché antieconomici rispetto a quelli di sintesi.

Al declino dei processi di produzione di sostanze chimiche si contrappose pero, a partire dagli anni *40, la rapida ascesa dei processi di
produzione di antibiotici, tra cui la penicillina (ottenuta dalla muffa Penicillium notatum), la cui efficacia sugli stafilococchi era stata
sperimentata da Alexander Fleming nel 1928. La penicillina segno 1’inizio dell’era degli antibiotici: ricerche successive portarono alla
scoperta di numerosi nuovi tipi.

Da allora si e avuta una vera e propria proliferazione di processi di fermentazione industriale e di prodotti economicamente attuabili: la via
biotecnologica si riveld piu vantaggiosa rispetto alla sintesi chimica per un gran numero di prodotti.

Nuovi formidabili impulsi vennero dalle scoperte dell’ingegneria genetica, ovvero dal complesso delle tecniche utilizzate per modificare il
codice ereditario delle cellule viventi, in maniera da impartire nuove e particolari capacita.
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Prof.A.Tonini
Grazie a queste tecniche, sperimentate per la prima volta nel 1973, € possibile, tramite particolari enzimi detti di restrizione (o forbici
molecolari), tagliare il DNA in punti particolari per inserirvi dei nuovi geni che consentono alle cellule di svolgere funzioni ben precise
(tecnica del DNA ricombinante).
Questa tecnica ha moltiplicato enormemente le applicazioni commerciali, soprattutto nel campo dei prodotti farmaceutici (si ricorda ad
esempio la produzione dell’insulina umana, sperimentata per la prima volta nel 1982) ed agroalimentari.
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