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DESCRIPCION

Meétodo para eliminar oxo-aniones y cationes metalicos de un liquido.

La presente invencion se refiere a un método para eliminar, como minimo, uno de los oxo-aniones y cationes
metalicos de un liquido.

Eliminar oxo-aniones y cationes metalicos de un liquido es conocido en la técnica. Por ejemplo, se conocen diver-
sos sistemas de filtracién que hacen uso, entre otros, de alimina activada, hidréxido férrico granular, arena recubierta
con diéxido de manganeso o arena recubierta con hierro, ultrafiltracién mejorada con polietileno y nanoparticulas de
oxido de metal de transicion. Estos sistemas son ineficientes a baja concentracién de contaminantes o afiaden nuevos
contaminantes, microbios, etc. De hecho, estos sistemas conocidos requieren muchas horas para eliminar las mencio-
nadas impurezas del liquido. Ademads, estos sistemas conocidos son capaces de eliminar cationes metdlicos u oxo-
aniones del liquido.

P M Matias y otros: “Crystallization and preliminary X-ray characterization of a ferritin from the hyperthermop-
hoilic archaeon and anaerobe Pyrococcus furiosus” (“Cristalizacién y caracterizacion preliminar mediante rayos X
de una ferritina de archaeon hipertermofilica y Pyrococcus furiosus anaerébico”) ACTA CRYSTALLOGRAPHICA
SECTION F, vol. 61, no. 5, se refiere a la cristalizacion y caracterizacion preliminar mediante rayos X de una ferritina
de archaeon hipertermofilica y Pyrococcus furiosus anaerébico.

Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica de un material que pueda eliminar oxo-aniones y metales catidénicos
de un liquido.

Por lo tanto, la presente invencién tiene como objetivo dar a conocer un material para eliminar oxo-aniones y
cationes metdlicos de un liquido que comprende un material que es capaz de eliminar, como minimo, uno de estos
contaminantes.

Ademds, la presente invencion tiene como objetivo dar a conocer un material que es capaz de realizar la filtracién
de un liquido en un tiempo mucho menor que los materiales conocidos.

Ademds, la presente invencion tiene como objetivo dar a conocer un material que es capaz de eliminar contami-
nantes a muy bajas concentraciones, preferentemente a concentraciones mucho mas bajas que las posibles con los
materiales conocidos.

A fin de lograr, como minimo, uno de los objetivos antes mencionados, la invencion da a conocer un método que
se caracteriza porque utiliza ferritina hipertermofilica.

El material segtin la presente invencion es capaz de filtrar contaminantes a muy bajas concentraciones de sustrato.
Ademas, es mucho mads rdpido que los materiales conocidos, requiriendo segundos en lugar de minutos u horas.
Ademds, es capaz de eliminar tanto cationes metdlicos como oxo-aniones en una etapa unica.

De hecho, el material, segin la presente invencidn, es regenerable y biodegradable.

Segtin la presente invencidn, se da a conocer un método para eliminar, como minimo, uno de los oxo-aniones y
cationes metdlicos de un liquido, cuyo método se caracteriza porque el material que comprende ferritina hipertermo-
filica se utiliza como material filtrante. Este método, segtin la presente invencidn, proporciona ventajas tal como se
indic6 anteriormente con respecto al material.

Es especialmente preferente que el método se lleve a cabo para filtrar agua. Segtin este método, pueden obtenerse
concentraciones de contaminantes de cationes metélicos y oxo-aniones que corresponden, o son menores, que el actual
Nivel Maximo de Contaminantes (MCL) de solutos en el agua potable, sugerido por la Organizacién Mundial de la
Salud, y otros.

Segtin una realizacién preferente adicional, el método se caracteriza porque dichos oxo-aniones y cationes metali-
cos se escogen entre cualquiera de los iones de hierro, iones fosfato, arsenato, vanadato, tungstato y molibdato. Estos
iones pueden eliminarse de manera eficaz con el método de la presente invencion.

Es preferente, ademds, que el método segtin la presente invencién comprenda la etapa de realizar una conversion
de hierro ferroso a hierro férrico con la ferritina hipertermofilica. A continuacion, el ion hierro se hace insoluble, y de
hecho precipitard en la capa proteica de la proteina ferritina.

Ademds, es preferente que dicho método comprenda la etapa de realizar una absorcién de un oxo-anién en la capa
proteica del material de ferritina. Es especialmente preferente si se realiza una coprecipitacion del hierro férrico y de
los oxo-aniones en la capa proteica.

Segin un aspecto adicional de la presente invencion, ésta se refiere a la utilizacion de una ferritina hipertermofilica
para eliminar cationes metélicos y oxo-aniones de un liquido. Es especialmente preferente si esta utilizacion se refiere
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a la eliminacién de cationes metélicos y oxo-aniones de agua, a fin de obtener agua potable que cumple los requisitos
de la Organizacién Mundial de la Salud, las Naciones Unidas y otros.

El método conocido para producir ferritina hipertermofilica comprende las etapas de:
(a) Construccién de una cepa recombinante de E. Coli que contiene el gen estructural de ferritina,
(b) sobreproduccién de la proteina recombinante, y
(c) purificacién en etapa inica mediante tratamiento por calor.

Una ventaja especifica del material segtin la presente invencion es la capacidad de eliminar oxo-aniones a muy
bajas concentraciones, de menos de 10 ppb. La concentraciéon que se puede obtener con el material de la presente
invencién va mucho mads alld de la capacidad de las técnicas disponibles en la actualidad.

Ademads, la capacidad para ser esterilizado de manera repetida es una importante ventaja de la presente inven-
cién. Por ejemplo, si el material segiin la presente invencidn estuviera contaminado con microbios, etc., puede ser
esterilizado, a fin de obtener un material filtrante limpio y seguro.

La esterilizacidn puede llevarse a cabo en una autoclave a 120°C durante 20 minutos. Mediante este método no se
produce pérdida de actividad.

El material segtin la presente invencion es biodegradable. La biodegradacién se puede obtener mediante enzimas
peptidasas.

La ferritina hipertermofilica que se utiliza, segtin la presente invencion, es estable en un amplio intervalo de tem-
peratura. Es especialmente capaz de ser utilizada a una temperatura desde 0°C hasta 100°C.

A diferencia de los materiales conocidos en la técnica, y que son utilizados para eliminar cationes metalicos u oxo-
aniones de un liquido, el presente material es capaz de eliminar ambos de estos iones. Esto es completamente nuevo
en la técnica.

La ferritina hipertermofilica puede producirse como sigue:
Construccion de la cepa de E. coli recombinante

El supuesto gen de la ferritina de células de Pyrococcus furiosus se amplificé mediante el método PCR utilizando
oligonucleétidos 5’-CCATATGTTGAGCGAAAGAATGC-3’como el iniciador hacia delante (“forward”) y 5’-GTC
GACT-TACTCCTCCCTG-3’ como el iniciador reverso (‘“reverse”). A continuacién, el gen se cloné en un vector
lanzadera pCR 2.1-TOPO (Invitrogen) y se transformé en células de E. coli competentes DH5« para posterior am-
plificacién. A continuacion, el vector quimérico se aislé de las células y fue secuenciado para verificar la fidelidad
del clon. A continuacién, el gen de ferritina se separé mediante la digestién de restriccién con Ndel y Sa/l (Roche)
y se reclond en el vector de expresion pET24a (+)(Novagen). A continuacion, el clon resultante se transformé en las
células competentes BL21-CodonPlus (DE3)-RIL (Stratagene).

Sobreexpresion de la proteina recombinante

Una colonia unica de la cepa de E. coli recombinante se inoculé en medio LB (Sambrook y otros, 1989) que
contiene cloranfenicol 50 mg ml™" y kanamicina 20 mg ml™' y se cultivé durante toda la noche de manera aerébica a
310 Ky 200 rev min~'. Este precultivo se transformé en medio TB (Sambrook y otros, 1989) en una proporcién 1:20
y se creci6 durante 2 horas (hasta que alcanz6 el valor de O.Dgy, de 0,5 o superior) y se indujo con IPTG 1 mM. A
continuacidn, las células fueron recogidas mediante centrifugacién después de 5 horas adicionales de crecimiento.

Purificacion de Ferritina

El precipitado celular se lavd y se redisolvié en tampén Tris-HCI 20 mM, pH 8. Se afiadieron ADNasa y ARNasa
a la solucién para degradar los elementos genéticos y se afiadi6 PMSF 0,5 mM para proteger cualquier degradacién
proteica por la actividad interna de proteasas. A continuacidn, la suspension celular se aplicé a un Disruptor Celular
(Constant Systems) para romper las células. El extracto libre de células se someti6 a tratamiento de calor (373 K, 30
min) y se clarific6 mediante centrifugacién. El sobrenadante resultante se concentré mediante Amicon, YM-100, para
obtener la preparacién final de la proteina.

La presente invencion no estd limitada a la descripcién anterior. S6lo estd limitada por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Método para eliminar, como minimo, uno de los oxo-aniones y cationes metalicos de un liquido, caracterizado
porque un material que comprende ferritina hipertermofilica se utiliza como material filtrante.

2. Método, segtn la reivindicacion 1, caracterizado porque dicho liquido es agua.

3. Método, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque dichos oxo-aniones y metales catiénicos se escogen
entre cualquiera de los iones de hierro, fosfato, arsenato, vanadato, tungstato y molibdato.

4. Método, segtin la reivindicacién 1, caracterizado porque dicho método comprende la etapa de realizar una
conversion de hierro ferroso a hierro férrico con la ferritina hipertermofilica.

5. Método, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque dicho método comprende la etapa de realizar una
adsorcion de un oxo-anién en la capa de proteina del material de ferritina.

6. Uso de una ferritina hipertermofilica para eliminar cationes metalicos y oxo-aniones de un liquido.

7. Uso, segun la reivindicacion 6, para eliminar cationes metalicos y oxo-aniones del agua.
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