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A mi Familia

ya Foa.

... En este proceso adaptativo nada es initil: los primeros groseros errores, asi como
las falsas rutas por donde 3 imaginacion se aventurg, son necesarips, pues acaban
por conducirnos al verdadero camino, y entran, por tanto, en el éxito final, como
entran en el acabado cuadro del artista los primeros informes bocetos.

..., 13 conguista de la nueva verdad constituye, sin disputa, la ventura mds grande a
que puede aspirar el ombre. Los halagos de la vanidad, las efusiones del instinto,
las caricias de fa fortuna, palidecen ante el soberano placer de sentir como brotan y
crecen las alas del espiritn y como, al compds del esfuerzo, superamos la dificultad y
dominamos y rendimos a (g esquiva naturaleza.

Santiggo Ramon y Cajal, Los tonicos de la voluntad (1898).
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1. INTRODUCCION

El espectacular avance que han experimentade la ingenieria genética y la ingenierfa
bioquimica en las dos tltimas décadas ha permitido el desarrollo y la aparicion de un gran nimero de
productos y procesos biotecnolégicos de nueva creacion asi como la sustitucion de otros, que se
realizan en la actualidad por procesos convencionales. Esta situacion de rapido crecimiento continda
en la actualidad gracias, en parte, al sinergismo producido por el acoplamiento de las diferentes
disciplinas de la ciencia, bdsica y aplicada, y la técnica que se van sumando al desarrolio de la

bictecnologia.

Esta parte de la ciencia se estd desarrollando en base a tres partes fundamentales: la
produccion, el control de bioprocesos y la recuperacién y purificacion del producto final. A cada una
de ellas, que estd en proceso de evolucién y ramificacién, se le estdn afiadiendo nuevas disciplinas de
la ciencia y 1a técnica y otras ya establecidas que se han adaptado a las caracteristicas particulares de

los procesos y los productos biotecnologicos.
La separacion y purificacion a escala industrial de una proteina procedente de un caldo de

fermentacion es una ctapa bdsica en la biotecnologia de procesos actual, ya que, en general, representa

el mayor coste de produccién. La viabilidad econdmica y la competitividad de un proceso



2 {INTRODUCCION

biotecnoldgico depende no solo de las innovaciones llevadas a cabo en la produccién gracias al
avance de la biologia molecular, inmunologia, microbiologia, etc., sino también de la innovacién y
optimacion de los procesos de purificacion (Wheelwright, 1987). En aigunos procesos
biotecnoldgicos, las etapas de separacion y purificacion pueden llegar a suponer entre un 50 y un 80%

de los costes de operacion.

El disefio de bioprocesos, econémicamente rentables, a escala industrial para la purificacién
de proteinas supone la obtencion de rendimientos elevados, altos niveles de pureza y minimizacién de
costes, para {0 cual es necesario realizar [as siguientes acciones (Asenjo, 1990): (a) definicidn de las
especiticaciones del producto final, (b} caracterizacion de las propiedades tisicoquimicas de 1a mezcla

y (¢) definici6n de las etapas de purificacion y de las restricciones del sistema.

La definicién del producto tinal supone el conocimiento previo de la aplicacion a la que se va
a destinar. En esta etapa es necesario establecer la pureza y concentracion requerida de 1a proteina que
se va a obtener, asi como los niveles permitidos para cada una de las impurezas que lo acompafian.
Las especificaciones comerciales de pureza para las proteinas utilizadas en medicina suelen ser
mucho mds estrictas que las correspondientes a las protefnas industriales. Esta situacién se hace
especialmente critica en el caso de la produccion de vacunas, de las que es imprescindible eliminar

trazas de determinadas impurezas a fin de evitar posibles reacciones inmunogénicas indeseadas.

El conocimiento de las propiedades tisicoquimicas del caldo de fermentacién y de los
componentes que 1o integran es fundamental para el disefio del proceso de purificacién. Es necesario
determinar la cantidad y tipo de impurezas presentes, concentracién del producto, Iugar de
localizacién {citoplasmdtica, peripldsmica, extracelular, cuerpos de inclusitn), caracteristicas
tisicoguimicas {punto isoeléctrico, masa molecular, carga, hidrofobicidad, ...) y estabilidad del mismo.
Este dltimo aspecto puede influir y determinar el tipo de operacion unitaria adecuada para la
purificacién o discriminar las que no son viables para el mantenimiento de la actividad catalitica

propia de ia proteina que se persigue puriticar.

Una vez realizadas las dos primeras etapas (a) y (b), es necesario definir las operaciones de
separacion que se incluirdn en el proceso. Como primera aproximacion se pueden aplicar una serie de

reglas heuristicas para la seleccion de estas elapas (Wheelwright, 1987; Asenjo y Patrick, 1990):

(i) Seleccionar etapas de separacién que se basen en diferentes propiedades fisicas,
quimicas o bioquimicas.

Un proceso de purificacion suele ser mds efectivo si cada una de las etapas que lo
torman se basa en una propiedad diferente de los componentes que se desean separar.
Por ejemplo, una operacién de ulirafiliracion seguida de cromatograﬁ"a de intercambio

10nico o de alinidad.
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(ii) Elegir procesos de purificacidn que maximicen las diferencias entre Ias propiedades
del producto y las impurezas.

Es conveniente conocer las propiedades fisicoquimicas de {os componentes de Ia
mezcla con objeto de establecer en cual de ellos difieren mds el producto y el resto de

sustancias no deseadas que 1o acompaiian.

(iii) Separar las principales impurezas 1o antes posible.

Esto generalmente supone una reduccidn de la cantidad total de material que se va a
procesar, elevando la concentracion del producto. Esta situacion implica varias ventajas
de forma conjunta; en primer lugar 1a reduccién de la corriente que se alimente a las
posteriores etapas disminuye el tiempo de procesado asi como los costes de operacién
asociados a las mismas; en segundo lugar, en el proceso de eliminacion de 1a impureza

mayoritaria se suelen eliminar también otras con propiedades similares.

(iv) Realizar la etapa mds cara o compleja al final.

A lo largo de un proceso de purificacion, el volumen o la masa de material para
procesar disminuye a medida que se desarrclla cada una de 1as etapas que lo componen.
Los costes de produccion aumentan proporcionalmente a la cantidad procesada por lo
que es aconsejable utilizar operaciones de alto coste, como la cromatogratia de
atinidad, cuando esta cantidad es 10 menor posible. Desde el punto de vista técnico, hay
operaciones de separacion mds adecuadas para tratar los elevados volimenes que

cxisten al inicio del proceso.

(vi) Utilizar una etapa de alta resolucién lo antes posible.

Esta regla implica el disefio de procesos de purificacién con el menor niimero de etapas
posible y, por tanto, una importante reduccién de costes. Por e¢jemplo, en un proceso
constituido por diez etapas en serie, en la que cada una de ellas tenga un rendimiento
del 90%, el rendimiento final en el producto de interés serd menor del 35% (como

muestra la figura 1.1).

Dentro de las etapas de alta resolucidén destacan, por su versatilidad y facilidad de escalado,
las técnicas cromatogrdficas. Existen diversos tipos diferentes de cromatografia dependiendo del
mecanismo de interaccién y retencién del adsorbato por parte de la fase estacionaria (como se
describe en el apartado 1.2), como son la cromatograffa de interaccion hidrofébica y en fase reversa,

de intercambio i6nico, de afinidad, filtracién en gel, etc.

Para utilizar de una forma eficaz los métodos de purificacion a escala industrial es necesario
un protundo conocimiento del comportamiento dindmico del proceso. Una forma adecuada de

expresar dicho comportamiento es mediante el uso de modelos matemiticos fenomenoldgicos. Estos
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expresan la evolucion temporal de las variables dependientes del proceso de purificacién
(concentraci6n de salida, pureza, ...) en funcién de las propiedades fisicoquimicas y condiciones de
operacton del mismo. Los modelos matemdticos se proponen a partir de una serie de hipétesis basadas
cn la observacion experimental del sistema objeto de estudio y encuentran su utilidad en el desarrollo
del disefio del proceso de purificaci6n asi como en la simulacién y optimacién de sus diferentes
etapas. Esto dltimo es de gran importancia debido a la considerable contribucién de las etapas de
separacion-purificacién en el coste global de produccién, pudiendo alcanzar hasta el 80 % del mismo
para el caso de determinadas proteinas terapéuticas (Kenney, 1990). La optimaci6n de aquellas, de la
forma mds rigurosa posible, es fundamental para la rentabilizaci6n y viabilidad de cualquier proceso

biotecnoldgico integrado.

100

-~ 804 Rendimiento
& por etapa
K]

2 601 95%
g

§ 40 -

E 90%

T

E 20 4+ 85%

0 1 2 3 4 3 6 7 8 9 w1 12
Numero de Etapas

Figura 1.1: Rendimiento obtenido en un proceso de separacién-
purificacion en funcidn de la eficacia de cada etapa.

1.1.- c-AMILASA

La o-amilasa (1,4-o-D-glican glicanohidrofasa; EC 3.2.1.1) es una enzima que cataliza la
hidrélisis de los enlaces o-1.4-glicosidicos del almidén, quedando como productos de reaccidn poli- y

oligosacdridos de diferente longitud, o-dextrinas y el disacdrido maltosa.

La o-amilasa es una enzima presente en practicamente todos los organismos vivos (Raimbaud
et al., 1989; Vihinen y Mintsdla, 1989). Se han identificado y estudiado o-amilasas desde células
procariotas de los géneros (Bacillus, Streptomyces, Aeromonas, Escherichia, Saccharomycopsys,
Streptococcus, ...) y eucariotas (Aspergillus, Saccharomyces, Mucor, Candida, Rhizopus, ...) hasta
plantas superiores (maiz, trigo, cebada, ...), artrépodos (Drosophila) y mamiteros (cerdos, ratones.
ratas, humanos), posiblemente por ser un mecanismo quimico general para la obtencion de glucosa

para el metabolismo energético de estos organismos.
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1.1.1.- Estructura y actividad catalitica

La o-amilasa de Aspergillus oryzae es una metaloproteina formada por una cadena
polipeptidica que consta de 478 residuos. La estructura primaria s¢ ha determinado mediante
secuenciacion directa de la cadena polipeptidica (Toda et al., 1982) y también por deduccién a partir
de 1a secuencia de nucleotidica del gen que codifica para la proteina (Tada et al., 1989). La molécula
puede contener hasta 10 iones Ca*, aunque sélamente uno de ellos no es disociable, siendo esencial
para mantener la actividad catalftica y para estabilizar la estructura tridimensional de la proteina

(Vallee et al., 1959).

Tabla 1.1: Aminodcidos que forman la o-amilasa de A. oryzae.

Composicién (A)" Composicién (B)*¥ Diferencia
Amino icido

basado en la secuencia de  basado en la secuencia de (A-B)
aminodcidos nuciedtidos

Alanina 37 37 0
Arginina 10 10 0
Asparragina 26 26 0
Acido Aspirtico 44 41 3
Cisteina 10 9 1
Glutamina 18 19 -1
Acido glutimico 12 12 0
Glicina 41 41 0
Histidina 6 7 -1
Iscleucina 27 29 -2
Leucina 34 34 0
Lisina 20 20 0
Metionina 9 9 0
Fenilalanina 14 14 0
Prolina 21 20 !
Serina 37 36 1
Treoning 40 40 0
Triptdfano 9 10 -1
Tirosina 34 34 0
Valina 29 30 -1
Total 478 478

Las diferencias encontradas entre las secuencias de aminodcidos obtenidas por ambos
métodos (una adicién, una supresion y diez sustituciones) no afectan a ningin residuo perteneciente al

. centro activo, pudiendo deberse a variaciOn entre las cepas utilizadas para cada uno de los estudios

" Toda et al., 1982,
¥ Tadaeral., 1989.
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(Tada er ¢l., 1989),

La estructura secundaria y terciaria de la o-amilasa de A. oryzae se ha estudiado en
profundidad mediante difraccién de rayos X (Matsuura et al., 1979; Matsuura er al., 1980; Matsuura
et al., 1984; Boel et al., 1990; Swift et al., 1991). La molécula es un elipsoide cuyas dimensiones se
han calculado en 80 x 45 x 35 A. La estructura se pliega formando dos dominios principales, amino

terminal (residuos 1 al 380) y carboxilo terminal (residuos 384 al 478).

El primero de ellos estd constituido a su vez por dos subdominios, denominados A y B. El A
(residuos 1 al 121 y 177 al 380) consta de una estructura supersecundaria de barril (0/B)s en la que
existen ocho o-hélices rodeando a ocho ldminas 3, en su mayoria paralelas, que forman el barril. Este
tipo de estructura se¢ ha identificado en otros 16 tipos de proteinas, todas ellas con funcién catalitica
(Farber y Petsko, 1990). Asimismo, parece ser una estructura bdsica en la mayoria de las o-amilasas
de diferentes origenes, incluso en aquellas con baja homologia en estructura primaria. De estudios
indirectos (MacGregor y Svensson, 1989; Raimbaud et al., 1989) se desprende 1a conservacion de este
dominio que e¢s también observado en otras o-amilasas cuya estructura tridimensional se ha
determinado en especies tan alejadas como Aspergillus niger y cerdo (Brady et al., 1991; Qian et al.,

1993).

Dominio A

Dominio C

Dominie B

Figura 1.2; Esquema de la disposicién de las estructuras de a-hélice (Q) y
1aminas P {(03) que forman los dominios A, B y C. Los eXiremos amino terminal
y carboxilo terminal vienen sefialados por N y C respectivamente (Fuente:
Matsuura et al., 1984).

El pequefio subdominio B (residuos 122 al 176) se localiza a partir del bucle siguiente 2 la
tercera ldmina B hasta la tercera a-hélice del subdominio A. Consta de tres hojas B antiparalelas, asi

como de una regién de estructura més irregular formada por bucles de interconexion.

El dominio carboxilo terminal, C, (residuos 384 al 478) pliega ocho estructuras de limina §
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en sandwich antiparalelo v estd unide al dominio Nterminal por una cadena peptidica compuesta

principalmente por aminodcidos drofGbicos.

Kigura 1.3 Kepresentacion de la estructura de la geunlasa de A
arvzae; La flechs sefials la hendidura en la que se encucnira ¢l
centro active. Las dosesieras representan los dos wnes calety, ¢
principal en la parte supertor ¥ ¢ seenmlario en la pare infenor
des 1 iendidara, También se sefialy ol residuo de asparraging al
e ses e el oligosacdrido.

En el doutinio mayor. A, existe una hendidura hacia el extremo carboxilico del barril (ce/[3e.
donde se localiza el sitio de unién del ion Ca no discciable (entre los subdominins A v B,
posiblemente cumpliendo yna fancidn estabilizadora de la cstruciura rridimensional de la misma. Fl
cenlro aclivo se sitda en la parte inferior de la hendidura en la gue s¢ ha identificado un ion cat
secundario en cuva coordinacion estd implicada la carga negativa del deido glutdmico cn posicion
230}, perteneciente 4l centro activo, lo que justitica que un exceso de Ca™* produzea una reduceion de

Ta actividad catalftica de la e-amilasa por blogueo del mismo (Boel et all, 1990),

Finalmente. 1a cstotura tridimensional se encucentra estabilizada por cuatro enlaces disulfuro

que han sido idemiticados entre los residuns de cisteing 038, 150-164, 240-283 v 439474
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i Watsuura ef qf | 1964,

En buse 4 1a caracterizacion esmmactural de 1o g-amilasa de A ervzae, s2 la ha clasificado como
perteneciente o la clase “todo beta™ vy al plegamiento, superfamilia v familia “r-amilasas, dominio
imina  B”  {scop:  Structural  Classification  of  Profeins, release 135, hitpeffseopanre-

e cann ac ukdseop),

Figura 1.4: Represefiaciin de la esirectura de la g-amilasa ded
arvede: La flecha sefala la posicion del Interior del barril formado
pof ikho Jdmings B

Enlas fguras 1.3 v 1.4 semwestran dos provecciones de Ta estroctura ridimensional de la o-
amilasa de A, arvzaee cn las que se distnguen las c-bidlices o las Maoinas [, los dos iones calcio y el
residua en el que se une el oligosacdrido (Asn-197) la figura 1.4 representa una rotacidn de Ia
moléculy en o gue se observa claramenie I3 estructura del barril deserita anteriormente, en [a gue
cichr lmimas 3, rodeadas de ocho e-hiéhices, se disponen paralelaments de [orms gue dejan un hueco
o s interior. Lay coordenaday atomicas de o molgculs de c-amilasa se han oblenido de la bagse Je

datas Preatern Detee Bk del Brocoklvven Netioaed Laboratory (hitpefisesey pdbn bl gov!; seceso;
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2TAA) y s¢ han representado graficamente mediante el programa RasMac Molecular Graphics,

Machintosh version 2.5 {© R. Sayle, 1994),

La o-amilasa es una exoenzima gue cataliza la escisién, al azar, de los enlaces o-D-1,4
internos de las largas cadenas de polisacaridos de gue se compone el almidén. El almidoén, la forma
principal de almacenamiento de hidratos de carbono en las plantas, es un polimero de o-D-glucosa
que existe como mezcla de dos formas: amilosa y amilopectina. La primera es un polimero
pricticamente lineal en el que las subunidades de glucosa se encuentran unidas por endace a-D-1,4,
llegando a alcanzar tamafios cuya masa molecular se encuentra alrededor de 300000. La amilopectina
es un polimero ramificado cuya masa molecular puede oscilar entre 1.5 - 3.0 - 10°, consistiendo en
cadenas lineales tormadas por subunidades de glucosa unidas entre si por enlace o-D-14 y
ramificaciones de 20 a 30 subunidades unidas a la cadena lineal por enlaces o-D-1,6. El almidén
procedente de los cereales consiste, aproximadamente, en un 20 - 30% de amilosa y un 80 - 70% de

amilopectina.

-
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Figura 1.5: Representacidn del modelo de unién al sustrato y catdlisis de Ia
o-amilasa de A. oryzee mostrando los residuos de aminodcidos implicados en
dicho mecanismo. Las lineas discontinmas representan posibles puentes de
hidrégeno entre la enzima y el sustrato (Fuente: Matsuura et al., 1984).

El modelo de unién al sustrato (Matsuura et al., 1984} supone una conformacién curvada de 1a
amilosa en la que intervienen siete subunidades contiguas de glucosa que se acoplan al centro
catalitico de la enzima mediante enlace con 19 de sus aminodcidos, dos de'los cuales (Asp-297 y Glu-

230) son los que intervienen directamente en la rotura de un dnico enlace glicosidico que existe entre
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las subunidades de glucosa en posicién 4 y 5.

La mayorfa, sino todas, las proteinas secretadas por hongos tilamentosos se encuentran
glicosiladas. En particular, la a-amilasa de A. oryzae contiene una sola cadena de oligosacdrido unida
a un residuo de asparragina (Asn-197). Se han propuesto diferentes estructuras (Yamaguchi er ai.,
1971; Minobe et al., 1979) constando todas ellas de varias subunidades de manosa unidas a la

proteina a través de dos restos de N-acetil glucosamina.

Man

\

/N
Man / Man —— GlcNAc GleNAc

Man

Figura 1.6: Esquema de la estructura del oligosacdrido de la c-amilasa de A.
oryzae, donde Man y GlcNAc¢ representan, respectivamente, subunidades de
D-manosa y de N-acetilglucosamina (Minobe er al., 1979),

1.1.2.- Produccion

La o-amilasa procedente de A. orvzae fue la primera enzima microbiana producida a escala
industrial y comercializada (Takamine, 1854). El producto obtenido se denominé “Takadiastasa™ y su

produccion se realizaba mediante cultive en supertficie (denominado semisélido).

Las ventajas de los cultivos sumergidos radican en la mayor facilidad de medir, controlar y
modificar los factores y pardmetros que influyen en ¢l proceso (pH, temperatura, transferencia de

oxigeno, composicién del substrato, ...) (Frost y Moss, 1987).

Debido a Ia gran importancia econémica ¢ industrial de los procesos de fermentacidn en los
que se produce o-amilasa, hay una casi total falta de informacidn acerca de las condiciones de
crecimiento y produccién de los microorganismos desarrolladas por las compafifas productoras. Sin
embargo existen bastantes estudios 4 escala de laboratorio y planta piloto sobre la influencia de las
condiciones de operacién en las que se desarrolla [a fermentacion de los diversos microorganismos

productores de ¢-amilasa.

En la actualidad el A. orvzae es el microorganismo mds ampliamente utilizado como fuente
productora de o-amilasa de origen fingico. En la literatura se encuentran numerosos estudios en los
que sc investiga la influencia de las condiciones experimentales en el crecimiento del microorganismo

y en la produccion de o-amilasa, asi como de los diferentes tipos de operacion en los que se
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desarrollan las fermentaciones.

En condiciones similares de operacion y para medios de cultivo con diferente composicion, la
produccién de o-amilasa por A. oryzae se ve favorecida en fermentaciones realizadas mediante cultivo
sumergido agitado frente a aquelias desarrolladas en cultivos liquidos sin agitacién (Kundu y Das,
1970). Diferentes autores, por otra parte, obtienen menores niveles de produccién utilizando cultivos
sumergidos que los alcanzados con cultivos sobre substrato sélido en salvado de trigo o granos de
arroz (Meyrath v Bayer, 1980; Nakadai y Nasuno, 1988). Este uiltimo tipo de fermentacién se ha

usado tradicionalmente en Japon para producir el preparado enzimdtico koji.

Respecto a la influencia de la fuente de carbono, se ha encontrado que para cultivos de A.
oryzae en operacién continua, la maltosa induce a la produccion de o-amilasa entre un 50 y un 70%
més eticazmente que la glucosa (Carlsen, 1994). Otros estudios sefialan, tras la maltosa y en orden
decreciente de eficacia, el o-metil-D-glicdsido vy el almid6én como inductores de [a sintesis de o-
amilasa (Yakubi er al., 1977). Sin embargo, el almidén produce mayores niveles de la enzima que la
maltosa, dextrinas y otros azicares simples cuando se utiliza como fuente de carbono para el

crecimiento del microorganismo (Malik y Chaudhary, 1977).

Experimentos llevados a cabo en sistemas continuos y semicontinuos (Carlsen, 1994) indican
que, en el caso del A. oryzae, el crecimiento celular estd relacionado, casi linealmente, con la
produccién de o-amilasa. De esta torma, la actividad enzimdtica producida disminuye al hacerlo la
velocidad especifica de crecimiento. Por otro lado, la operacidn en continuo conduce a producciones

de o-amilasa mayores que la operacion mediante fermentaciones en semicontinuo.

Junto a los estudios correspondientes a la produccién de o-amilasa por A. oryzae, existen
otros relativos a otras o-amilasas fungicas. Jarniewicz y Wlodarczyk (1978) seleccionaron una cepa
de A. niger y desarrollaron un medio de cultivo basado en destilados procedentes de patata
suplementado con almid6n, obteniendo niveles altos de produccion de o-amilasa durante la
fermentacion. También se han estudiado los pardmetros de escalado en fermentadores agitados y
aireados para este mismo microorganismo (Ghildyal et al., 1980). El hongo comestible Calvatia
gigantea produce también elevadas cantidades de ¢-amilasa en cultivos discontinuos (Kekos y
Macris, 1983) a una temperatura de 25 °C, teniendo la enzima obtenida de este organismo

caracteristicas y propiedades muy similares a la procedente de A. niger.

Debido a la mayor termoestabilidad que las procedentes de hongos filamentosos, las o-
amilasas de origen bacteriano ocupan un ugar importante en la industria, siendo mds adecuadas que
aquellas para determinadas aplicaciones. El Bacillus subtilis fue la primera especie bacteriana

utilizada para producir c-amilasa. El cultivo liquido en superticie, utilizado en un principio, dio paso,
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posteriormente, a la generalizacién del cultivo sumergido aireado de este ¥ OIros microorganismaos

productores de enzimas amiloliticas.

Las diferentes o-amilasas procedentes de distintas especies generan una amplia variedad de
distribuciones de oligosacdridos como productos finales de la hidrélisis del almidén. La o-amilasa
procedente de Bacillus amyloliquefaciens produce maltohexosa como componente mayoritario
mientras el Bacillus licheniformis da, principalmente, maltopentosa y maltosa. La glucosa es obtenida

solamente como producto minoritario (Norman, 1981).

Se ha observado que la fermentacidn de B. amyloliquefaciens en operacién semicontinua
produce un 60% mds de actividad amilolitica que en operacién discontinua cuando se trabaja a altas
concentraciones de substrato que actian como inhibidor del crecimiento o cuando se generan cepas
mutantes menos eficaces durante el proceso fermentativo (Yoo et al., 1988). La seleccién de cepas
mutantes de baja productividad de a-amilasa también se ha demostrado en fermentaciones en
continuo de B. subtilis (Fencl y Pazlarova, 1982). En el citado estudio se comprueba que el uso de
medios de cultivo en condiciones de limitacién de nutrientes se favorece la seleccién de mutantes de
baja productividad. Sin embargo, cuando se cultiva en medios mds complejos y ricos en nutrientes, la
produccion de enzimas extracelulares no es una desventaja y se promueve la seleccioén de cepas

superproductoras.

En fermentaciones sumergidas y aireadas de B. licheniformis cn régimen discontinuo se ha
demostrado que la utilizacion de glucosa como sustrato en lugar de almidén, aumenta la produccion
de o-amilasa. Paralelamente, la viscosidad del caldo de cultivo se reduce y desaparece el problema de
Ia esterilizacion del almidon, causa frecuente de contaminacion del medio durante las primeras horas

del proceso (Tonkova et al., 1993),

Andlogamente al comportamiento de la fermentacion de A. oryzae para producir o-amilasa, la
sintesis de la enzima aumenta proporcionalmente con la velocidad especifica de crecimiento en ¢l
caso de cultvos continuos de B. licheniformis (Frost y Moss, 1987). Mediante fermentaciones
realizadas en operacién semicontinua se alcanzan similares niveles de actividad enzimdtica que
aquellos obtenidos en continuo, sin embargo, en el primer caso, la concentracion de o-amilasa en el

medio es mas elevada (Pazlarova et al., 1984).

La produccién de a-amilasa se encuenira reprimida por glucosa ¢ inducida por los fragmentos
procedentes de la degradacién del almidon. En la fermentacidon de B. licheniformis, l0s mayores
rendimientos en o-amilasa se obtienen utilizando glucdgeno y maltotetraosa, mostrindose también
et’iéaz con maltotriosa y maltopentosa. Sin embargo, con disacdridos como la maltosa el rendimiento

se reduce al 20% del obtenido con glucdgeno, no siendo signitficativa la produccion de o-amilasa
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mediante la utilizacién de diversos monosacdridos (Saito y Yamamoto, 1975).

Gracias al avance de la ingenieria genética, se han logrado desarrollar microorganismos
mediante mutacién genética y seleccién fenotipica afiadido a procesos de transferencia de genes entre
diferentes especies. De este modo se logran obtener altos niveles de expresién de proteinas
recombinantes. En general, la produccién de este tipo de proteinas se encuentra promovida en
condiciones de fermentacion que perjudican la velocidad de crecimiento del microorganismo, para
alcanzar relaciones mds favorables entre la proteina de interés y el resto de proteinas del organismo

productor.

En la fermentacién del B. subrilis, al que se le ha introducido el gen que expresa dicha
proteina en la bacteria termofila Bacillus stearothermophilus, la sustitucion de glucosa por almidén
como fuente de carbono hace disminuir la velocidad de crecimiento de las células recombinantes a la
vez que favorece la produccién de c-amilasa por unidad de masa celular y aumenta el periodo de
tiempo en el que se estd produciendo dicha enzima (Lee y Parulekar, 1993). Una estrategia adecuada
para {a obtencion de o-amilasa mediante este microorganismo es la de realizar una primera etapa de
fermentacidén en discontinuo, en la que se favorezca el crecimiento cehular, seguida de una
fermentacion en semicontinuo con las condiciones apropiadas para obtener mayor actividad
enzimdtica. De este modo, se obtienen aumentos de produccion enzimadtica de hasta el 54% respecto
al cultivo desarrollado en una sola etapa en discontinuo. En fermmentaciones continuas llevadas a cabo
con B. subtilis recombinante (Wei et al., 1989), se ha comprobado que la actividad especifica de o~
amilasa disminuye al aumentar la velocidad de dilucién asf como la velocidad especifica de

crecimiento de las céluias recombinantes.

El A, oryzae se ha utilizado también como microorganismo huésped para expresar genes que
codifican para la ¢-amilasa correspondientes a cepas mutantes superproductoras (Christensen et al.,
1988). Asi, se ha conseguido elevar la concentracion de o-amilasa en el sobrenadante del medio de
fermentacién desde 1.0 mg/ml, en ef caso de la cepa original de A. oryzae, hasta 12.0 mg/ml en el caso

de la cepa recombinante.

En la actualidad, no sélo se encuentran patentados procesos de produccién en los que se
utiliza a-amilasa. recombinante o no, como catalizador de determinadas reacciones quimicas sino que
también estdn sujetos a patente los procedimientos de clonacidn asi como los vectores de expresién

utilizados para producir enzimas recombinantes (Levin y Joyet, 1986).

Mis recientemente, se ha estudiado la produccién de enzimas extracelulares mediante el uso
de células inmovilizadas. Se ha observado que el crecimiento de células a partir de esporas
inmovilizada de A. niger, Penicilium funiculosum y Phanerochaete chrysosporium por atrapamiento

en gel de alginato cdlcico produce distribuciones del microorganismo més homogéneas que la



14 INTRODUCCION

obtenida por inmovilizacién del micelio ya crecido (Linko et al., 1988). Los valores de temperatura y
pH optimos para la produccion de o-amilasa por células de A. riger inmovilizadas son similares a las
obtenidas para la fermentacién utilizando el micelio libre, pero la estabilidad térmica de la enzima
obtenida es mayor. La fermentacién de B. subtilis inmovilizado en gel de carrageenan en bioreactores
continuos aireados aumenta la produccién de o-amilasa en un 20% respecto al cultivo en iguales

condiciones con las bacterias en suspension (Guo et al., 1990).

También se han inmovilizado diversas bacterias termofilas anaerobias en gel de alginato para
la produccion de o-amilasa y pululanasa mediante fermentacién en régimen semicontinuo a 60 °C
utilizando almidén como substrato (Klingeberg ef al., 1990). Los niveles de produccion de a-amilasa
aumentan ¢on la inmovilizacion, hasta doce veces, en el caso del Clostridium thermosaccharolyticum
y alrededor de dos veces para una cepa de C. thermohydrosulfuricum y para Thermoanaerobacter
finnii. Las fermentaciones llevadas a cabo con otra cepa mutante de C. thermohydrosulfuricum y con
Clostridium thermosulfurogenes no han mejorado los resultados obtenidos mediante el cultivo de esas

especies en suspension.

Sin embargo, otros autores ponen ¢n duda la eficacia y utilidad de las fermentaciones de
microorganismos inmovilizados. Se han descrito una serie de problemas relacionados con la
produccién de o-amilasa por células de B. amyloliquefaciens inmovilizadas en gel de alginato cilcico
(Argirakos ef al., 1992). En estos estudios se han descrito rendimientos inferiores a los alcanzados en
fermentaciones tradicionales de dicha bacteria para tiempos altos de operacion. Problemas de
transterencia de materia, especialmente de oxigeno, degradacion e inactivacién celular por inhibicién
debida a la acumulacién de material orgdnico e inorgdnico en el interior de las particulas asi como el
crecimiento en el medio liquido de las bacterias desorbidas son posibles causas de la falta de

efectividad descrita.

1.1.3.- Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas de las diferentes o-amilasas varian en un amplio intervalo
dependiendo del organismo productor, indicando una importante adaptacion evolutiva a las

condiciones medicambientales.

El pH 6ptimo para la actividad de fas distintas o-amilasas oscila entre, aproximadamente, 2y
10.5. Para la mayoria de las o-amilasas producidas por microorganismos de la especie Aspergillus,
este intervalo se limita a 4.5 - 6.6 (Vihinen y Miintsiilid, 1989). Algunas procedentes de Bacillus,
fuertemente acidéiilos, pueden encontrar su pH 6ptimo a valores alrededor de 2 y de otros alcalotilos

a valores de pH iguales o superiores a 10, aunque para la mayor parte de las a-amilasas procedentes
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de bacterias el intervalo 6ptimo se encuentra entre 4.5 y 6.5,
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Figura 1.7: Efecto del pH sobre la actividad de ¢-amilasa de A.
oryzae a 37 °C (Fuente: Ficha Técnica de Fungamyl® BG, Novo
Nordisk A/S, Bagsvard, Dinamarca).

La temperatura de actividad 6ptima de la a-amilasa producida por el hongo filamentoso A.
oryzae varia entre 35 y 55 °C, en funcién de la cepa que lo produce. La actividad hidrolitica de la «-
amilasa procedente de bacterias del género Bacillus es Gptima, generalmente, a valores mds altos de

temperatura, llegando hasta los 100 °C en algunas cepas de B. licheniformis (Piggott et al., 1984).
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Figura 1.8: Efecto de la temperatura sobre la actividad de o-

amilasa de A. oryzae a un pH de 4.7 (Fuente: Ficha Técnica de
Fungamyl® BG, Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Dinamarca).

En general, la mayorfa de las ¢-amilasas son estables en los intervalos fisioldgicos habituales
de temperatura y pH. La estabilidad de las enzimas no solo depende de las condiciones de pH vy
temperatura sino, también, de la composicién del medio en el que se encuentren. El intervalo de pH

en el que las enzimas son estables, se modifica en funcién de la temperatura y el tiempo de incubacion
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en unas condiciones determinadas. En general, puede hablarse de una mayor termoestabilidad de las
o-amilasa procedentes de Bucillus. Algunas cepas de B. stearothermophilus mantienen el 100% de la
actividad tras una incubacién a 70 °C durante 24 horas (Manning y Campbell, 1961: Manning ef al.,
1961).

La a-amilasa de A. oryzae es una enzima extremadamente estable en el intervalo de pHS - 8§,
no detectindose desactivacion, de forma significativa, tras largos perfodos de tiempo en estas
condiciones (Carlsen, 1994). En la figura 1.9 se muestra la estabilidad de la o-amilasa en funcién del

pH a dos diferentes tiempos de incubacién.

120 % Actividad residual

100

80

60

40 1

20
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Figura 1.9: Estabilidad de la o-amilasa de A. oryzae en
funcién del pH del medio. Incubada a 30 °C durante 30
minutos {3) y durante 14 horas (A) (Fuente: Carlsen et al.,
1996).

En condiciones mds extremas, dcidas y bdsicas, la enzima se desactiva en gran medida en un
intervalo muy estrecho de pH. Bajo incubacion a pH 4cido, la inactivacién de la o-amilasa de A
oryzae sigue una cinética de primer orden, cuya constante aumenta parabdlicamente con la
disminucién de la concentracidn de protones en el medio (Cuarisen et al., 1996). Estos mismos
estudios indican que ¢l proceso de reactivacion de c-amilasa desactivada por 4cido sigue también una
cinética de primer orden, aunque Ia recuperacién de actividad no es, en ningiin caso, total. En la figura
[.10 se muestra el proceso de reactivacion a diterentes valores de pH. Este mecanismo de inactivacion
propuesto supone la existencia de dos formas inactivas de o-amilasa, una de las cuales estd en
equilibrio reversible con la forma original activa cuando se aumenta el pH hasta valores neutros. La

otra forma corresponde 4 una o-amilasa irreversiblemente inactiva (Carlsen, 1994).
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Figura 1.10: Reactivacién de o-amilasa de A. oryzae
inactivada por 4cido a diferentes valores de pH. Tras
tncubacién a pH 3.5 durante 120 minutos (desactivacion),
se aumentd a: pH 7.5 (+), pH 6.0 (3) v pH 5.0 (X},
respectivamente (reactivacién) (Fuente: Carlsen et al.,
1996).

Respecto a la inactivacién térmica de la o-amilasa, cuando la temperatura aumenta por
encima de un cierto nivel, las enzimas en disolucién acuosa sufren un desplegamiento parcial causado
por la ruptura, inducida térmicamente, del equilibrio de interacciones no covalentes que mantienen la
estructura nativa de la molécula (Tomazic y Klibanov, 1988b). Esta desactivacion, que supone la
pérdida estructural del centro activo, es completamente reversible si la temperatura se disminuye
rdpidamente hasta valores de estabilidad. Para tiempos de incubacion mds prolongados, el grado de
recuperacion de la actividad enzimdtica no es total, lo que pone de manifiesto la existencia de un
proceso irreversible de desactivacion. La causa de este proceso se debe, probablemente, a un proceso
monomolecular conformacional de formacién de estructuras terciarias incorrectas acompafiado, en
funcién del pH, de oxidacion de los residuos de cisteina o de deamidacién de los residuos que
contienen grupos amido. La termoinactivacidn irreversible puede evitarse, parcialmente, por adicidn
de substrato (Tomazic y Klibanov, 1988b). Este proceso se ha estudiado en ¢-amilasa procedente de
una bacteria mesé6fila, B. amyloliquefaciens, y de otra termdfila, B. stearothermophilus, siendo esta
ultima mucho mis estable debido a la existencia de puentes salinos extra entre dos o tres residuos de

lisina (Tomazic y Klibanov, 1988a).

En ¢l caso de la o-amilasa de A. oryzae, se ha estudiado la inactivacion térmica cuando se
. encuentra inmovilizada sobre soportes de diferente naturaleza (Ulbrich et al., 1986). Para este caso, se
propone un mecanismo cualitativamente similar al mencionado anteriormente de la desactivacion

dcida de esta misma enzima. En €I, Ia enzima activa se puede convertir a una forma inactiva final y en
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un intermedio inactivo que, en funcién de la evolucién de la temperatura, puede revertir tanto a la

forma inactiva final como a la molécula de enzima activa.

Otros muchos factores pueden afectar a la estabilidad de la enzima, incluyendo la pureza del
preparado (Hanzawa et al., 1986), 1a presencia de calcio u otros iones (Vallee er ¢l., 1959), 1a adicién
de substrato y otras sustancias estabilizantes (Janecek y Balaz, 1992; De Cordt ef al., 1994), la
concentracién de la disolucion (Graber y Combes, 1990). La presencia de otras protefnas, como la
seroalbiimina bovina, actiia como molécula estabilizadora, probablemente debido a que el aumento de
la concentracion de proteinas es ventajoso cuando existen proteasas contaminantes de la preparacién

(Carlsen, 1994),

La estabilizacion estructural y mantenimiento de la actividad catalitica de la o-amilasa por
efecto de iones Ca®* ha sido parcialmente comentada en la descripcién de la estructura de dicha
proteina. La de A. oryzae es, de todas Ias o-amilasa estudias, la que presenta una unién mds fuerte al
Ca™ principal (K, = 10" - 10" M) (Valee et al., 1959). Mientras que la actividad hidrolitica de las
c-amilasas de otros origenes se¢ ve inhibida por la presencia de un agente quelante como el etilén
diamino fetraacetato (EDTA), la procedente de A. oryzae mantiene pricticamente intacta la suya
debido a que la unién es tan fuerte que no es capaz de eliminar el Ca™ principal de la enzima. Por otro
lado. se ha comprobado que la existencia del ion calcio protege a la a-amilasa de la accion de enzimas

proteoliticas (Stein y Fischer, 1958), indicando la formacién de una estructura mas compacta.

La existencia de otros iones pueden tener también etecto sobre 1a estabilidad y actividad de la
o-amilasa. Asf, la funcién del Ca® puede sustituirse, aunque con menor efectividad, con otros
cationes divalentes como Sr**, Mg, Ba’ o Zn** ¢ incluso algin cation monovalente, Na* (Vihinen y
Miintsild, 1989). La presencia de Cl induce a un leve cambio conformacional en o-amilasa de
pdncreas porcino que hace aumentar 30 veces la magnitud de la constante cinética y la constante de
unién al Ca** principal en 240 (Levitzki y Steer, 1974). Otros aniones monovalentes producen este
efecto aunque en menor medida seglin aumentan sus radios idnicos. El Zn** parece jugar un papel de

centro de unién en la dimerizacion de la o-amilasa procedente de B. subtilis (Valee ef al., 1959).

1.1.4.- Aplicaciones

Se ha estimado que ¢l mercado mundial de enzimas industriales, en el afio 1994, fue de unos
1.200 millones de délares y se encuentra actualmente creciendo a un ritmo del 10% anual {(Krauczyk,
1997). A nivel mundial la industria de los detergentes es la que mayor uso hace de las enzimas, con un
399, de! total del mercado. A continuacion se encuentra la industria textil (14%) y la industria de

procesado de almiddn (12%) (Novo Nordisk, 1993).
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Lo ocamilasi es una crzima de gran importancia coondmics ya que es uttliadi en nunerosas
aplicaciones industriales en campoes de ulilizacion muy diversos, A contnuaeion s¢ Rt wn repisao de

les dilzrentes usos que, de esta cnzimi, hace 14 mdustou,

Procecado ded almidon

Ol alnidén forma suspensiones en agua que medianie calentamiento adecuado, Hegan a
pelificar. Hs decir, los grinulos hidratados e hunchados de disuelven, aumentando ripida y
significativamente la viseosidad de Lo suspension. la temperatura 4 la que esle procese (oufre

depende del origen del almidon, variando entre 38 y 72°C,

Con objelo de enamiticar la extension de la lidrdlisis asi como el tmang di los prodoctos
finales de la Ridralisis, se define el grado de hidrdlisis o equivalente de dextrosa (GHY y el grdo de
polimerizacion (GP). El primero de ellos se refiere a la cantidad d2 azticares reducidus exprosados
como glucosa ¥ calculados como poreentaje (e sustancia wial seca. El grado de polimerizacidn es ol

nidmero de subunidades de elucosa que contiene una cadena de oligo- 0 polisscdrido.

El ahimidén se wtiliza en diversos procesos como fuents de azicures sencillos y oligosacdridos
e sirven. posteriormente. de mareria prima en aguellos. Para cllo es necesario hidrolizar el almidon
hasta oblenee nn producto con el GH ¥ ¢f GP adecuado para cadd proceso. Dicha hidralisis puede
lHevarse 4 cabo medianic la accion del calor v de dvides fuertes, De esta forma, sin cmbargo, o
aplicacicn a usos alimentarios se ve limitada debido a la introduceidn de sahores indeseados en cl
producto final coando se alcanzan valores de GH superiores a 15 20 (Peppler v Rood, 1987). Otro
problema adicional serfa ¢l medioambiental denvado del uso de deidos minerales fuertes. Una
allernaliva al tratamiento anteriormente descrito os ol uso de enzimas wniloliticas que evitan oy

afectos negatlivos expuestos, asi como permiten una mejora en el control del proceso,
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La [ucrzs impulsora gue dirige la adsorcion mediante interacciones hidrofabicas ex 1a
panancia de entropia del sistema (Hjerén, 1973 Fausnaugh er af, 1984), Uina molécula de proteina
en disolucion emticne una o varias cupes de wwléeplas de agua estructuradas wlrededor de so
superficic. Fsta situacidn es tenmodindmicaments  inestable yu que supone una disminucidin
importante de 1a entropia eo comparacion con la de la proteina sin solvatar mas la corresponuicnle a
las maléenlas libres de agua (Scopes, 1987). Para que se produzca lu inleraccion entre las zonas no
iGnicas de la superfivic externa de la proteina ¥ de un ligando hideofdhico del adsorbente, estt capa
deberd climinarse (figura 1.15), En el proceso de interaccion, debido al aumento del desorden de la
(asc mavil, aumentard la entropia del sistemia (AS” > U0, En estos procegsos ¢l canbio entdlpico suele
ser pequefio por lu gue la variacion de energfa libre, duda por la expresion |L1] es negutivi,

vewrricndo ¢l proceso de forma espontines.
AG" = AH® = TAS [1.1]

La teorfa solvofGbica (Sinanogly v Abdulnur, 1963; alicioglu y Sinanoghy, 1969) describe el
electo del disolvente en la agrepacion de las zonas no 6nicas entre diferentes moléoulas de
binpolimeros 4 partir de los cambios termodindmicos correspondientes al cijuillbrio de asociacion de
meromoléculas en disolucion, La solubilizaciin de cada molécula de biopolimero supune lu croaciin
de una cavidad entre las moléeulas de disolvente. En base aello. se ha desarrollada un modelo tedrico
que trata de explicar ¥ predecir la relencion de los adsorbatos en HIC (Melander y Hoevath, 1977,

Torvitl e al.. 1977). Ea ¢l se propone que la magnitud de I interaccion hidrotohica y, por tanto, de
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de reaccién entre 6 y 42 horas a pH 4.5-6.0.

Produccion de etanol

En la bibliografia se han descrito numerosos materiales que contienen almidén como materia
prima para la produccion de etanol, como son el maiz (Wilke ef al., 1981), patatas y trigo (Maiorella

et al., 1981), raiz de mandioca (Lindeman y Rocchiccioli, 1979), etc.

En general, los carbohidratos procedentes de las plantas que contienen almidén no son
directamente fermentables por Ia mayoria de las levaduras, debiendo ser previamente hidrolizados a
azicares mds simples. Por ello, en primer lugar, el almid6n, es hidratado y gelificado mediante
molienda y calentamiento para posteriormente degradarlo a azicares fermentables mediante el uso de

enzimas amiloliticas (o-amilasa, B-amilasa, glucoamilasa, ...).

Se han descrito procesos econdmicamente rentables a escala industrial para la produccién de
etanol a partir de almidén de mandioca mediante fermentacion no convencional tras la adicidn de
enzimas amiloliticas procedentes de hongos (Ueda er af., 1981). También se utiliza la o-amilasa,
junto con otras enzimas amiloliticas, como sustituto parcial de la malta en la produccion de diferentes
bebidas alcohélicas (whisky, ron, bourbon, saké, etc.). Este mismo principio se ha venido utilizando

desde 1945 para producir etanol como combustible.

Produccion de cerveza

De manera andloga que en la produccién de licores, la industria cervecera hace uso de la o-
amilasa con el fin de aumentar la cantidad de aziicares fermentables para producir alcchol, reduciendo
a su vez ia cantidad de carbohidratos en la composicién final de la cerveza. También se afiade -
amilasa en determinados momentos del proceso con el objeto de disminuir la alta viscosidad, debido a
[a existencia de almidon gelificado, a valores razonablemente bajos (Peppler y Reed, 1987). Los
procesos tradicionales utilizan malta como fuente de almidén y proteinas, asi como diferentes
enzimas, entre las que se encuentran las amiloliticas. La sustitucién de esta malta por cereales no
malteados junto con enzimas amiloliticas y proteoliticas, reduce costes de produccién y facilita la

uniformidad en la calidad del producto final,

Una aplicacion mds reciente de la «-amilasa en la industria cervecera es la produccidon de
cervezas con bajo contenido caldrico. En condiciones normales de elaboracion, las enzimas presentes
en la malta no hidrolizan por completo el almidén a azidcares fermentables, quedando
aproximadamente un tercio del almidén transtormado en dextrinas no fermentables pero que aportan

energia al ser metabolizadas por el organismo. La adicién de amilasas suplementarias permite la
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degradacion de todo el almid6n a azicares fermentables que se convertirdn en alcohol y diéxido de

carbono.

Produccion de jarabes azucarados y edulcorantes

Una de las aplicaciones de 1a o-amilasa con mayor importancia econdmica es para la industria
de bebidas. Entre ellas destaca la produccion de jarabes azucarados y edulcorantes de aito contenido
en glucosa y fructosa procedentes del maiz. Estos productos se utilizan como sustitutos de los jarabes

de sacarosa en la industria de alimentacion y bebidas.

En 1940 se patent6 el uso de enzimas comerciales y almid6n hidrolizado en la fabricacién de
jarabes de mafz (Langois y Dale, 1940). La primera aplicacidn industrial de una enzima inmovilizada
fue la produccion en continuo de jarabes de alto contenido en fructosa mediante la accién combinada
varias enzimas amiloliticas (Venkatasubramanian, 1978), dando paso al estudio de la inmovilizacion
de amilasas sobre numerosos soportes (Wykes et al., 1971; Linko et al., 1975; Babu y Venkatram,
1989; Siso et al., 1990) en procesos de transformacidn del almiddn (licuefaccién y sacarificacion). La
utilizacién de enzimas inmovilizadas en los procesos de hidrélisis del almidén frente al uso de
enzimas en disolucién tiene una serie de ventajas econémicas y técnicas. Por un lado reduce los costes
de operacion por la posibilidad de reutilizar la enzima y por otro se consigue un mayor control de la

reaccidn asi como una mayor estabilidad de {a enzima.

Panificacion

La produccién de pan requiere la utilizacién de sustancias emulsionantes que se afiaden a la
mezcla de harina, agua, levadura y otros componentes y cuya funcién es la de acondicionar la masa y
suavizar la textura del pan (miga) una vez cocido. Un adecuado acondicionamiento de la masa
produce un incremento en la facilidad de mezcla y procesamiento de la misma, mayor capacidad de

retencion de gases, mayor volumen y mejor textura del producto acabado.

La c-amilasa puede ser utilizada como sustituto de los emulsionantes habitualmente utilizados
por la industria panadera (ésteres del dcido diacetil tartdrico, estearoil lactilato sédico,
monoglicéridus, ...). Para una serie de estos, un aumento en el efecto suavizador de la masa va
acompafado por una disminucién en el efecto suavizador de la miga. El uso de o-amilasa favorece el
aumento del volumen del pan una vez cocido debido a la produccidn de azmicares susceptibles de
servir de sustrato a la levadura, prolongando la fermentacién y produciendo mayor cantidad de
alcohol y didxido de carbono. Por otro lado, reduce 1a fuerza de la miga debido a la hidrolisis parcial
del almiddn presente en la harina que gelifica durante el proceso de coccién por lo que también se

logra un retardo en el endurecimiento del pan (Hille, 1990).
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Produccion de aziicar

El almid6n es un componente natural de la cafia de azidcar que se encuentra en cantidades
variables en funcién de la variedad y condiciones de crecimiento de la planta. Su presencia en
cantidades altas puede crear dificultades en el proceso de refino del azicar, causando bajas
velocidades de filtracidn, bajos indices de cristalizacion asi como turbidez en algunas disoluciones
preparadas con los azicares producidos (Namer et al., 1987). La adicion de a-amilasa permite reducir
el contenido de almidén en el proceso de produccion de azucar, aumentando el rendimiento y evitando

la aparicién de los problemas citados derivados de la presencia de almidén.

Detergentes

La o-amilasa (junto con otras enzimas amiloliticas, proteasas, celulasas, lipasas, etc.) se
encuentra presente en la composicion de muchos de los detergentes que se comercializan, con la
funcién de actuar sobre las manchas procedentes de alimentos y sustancias ricas en aimidén. En 1903,
Otto Réhm patentd el uso de una proteasa, la tripsina pancredtica, aunque su efectividad se reducia
debido a la inactivacién producida por la alcalinidad del detergente en disolucién. La introduccion
generalizada de las amilasas en {a formulacion de los detergentes para ropa se realizé a partir de 1980
(Krauczyk, 1997). Posteriormente, la composicion enzimética de los detergentes se ha completado
con la adicién de lipasas y celulasas. Las industrias fabrican detergentes con diferente composicion en
enzimas para cada pais o drea geogrifica en funcion de la dieta habitual de sus habitantes e incluso de
las costumbres y medios de lavado. En Hispanoamérica, las amilasas se han utilizado en grandes

cantidades debido a que su dieta es rica en alimentos que contienen almidén.

Industria textil

Durante el proceso de tejedurfa a partic de algodén o de mezclas de algoddn y fibras
sintéticas, los hilos se exponen a una considerable tensién mecénica. Con el fin de evitar su rotura, se
recubren con una sustancia adhesiva y gelatinosa. Esta sustancia, denominada agente de encolado,
suele estar compuesta de almidén o de derivados de este a los que se les pueden afadir otros
polimeros como el alcohol de polivinilo, 4cido poliacrilico, 0 carboximetil celulosa. Una vez tejido es
necesario eliminar por completo el recubrimiento para lo que se pueden utilizar productos quimicos
tfuertes como 4cidos, bases o agentes oxidantes. Sin embargo, desde hace afios se ha preferido el uso
de amilasas que hidrolizan el almidén totalmente sin dafiar la tela evitando, paralelamente, ¢l alto

nivel de contaminacion de las aguas residuales del proceso (Novo Nordisk, 1992).
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Produccion de acetona y butanol

El proceso Weizmann produce acetona y butanol mediante la fermentacién de azicares por el
Chlostridium acetobutylicum. Dichos aziicares se obtienen tras los procesos de licuefaccién y
sacarificacion por via enzimdtica del almidén procedente de maiz, trigo, centeno u otros cereales

generando glucosa y maltosa como productos finales (Beech, 1953).

Produccion de dcido ldctico

La maltosa y glucosa procedente de la hidrolisis enzimdtica del almidén de maiz se utiliza
como sustrato en la produccién de dcido ldctico por fermentacién mediante Lactobacillus

thermophilus o Lactobacillus amylophilus (Mashell, 1959; Nakamura y Crowell, 1979).

Biomasa microbiana

El almidén y los residuos de Ia industria del almidén sirve como fuente de materia prima
renovable para la produccion de biomasa microbiana. A pesar de que algunas bacterias son capaces de
utilizar almidén, en la mayoria de los casos es necesaria una hidrélisis previa del mismo para permitir

su metabolizacion (Busta et al., 1977).

1.1.5.- Métodos de purificacion

Muchos de los trabajos publicados sobre purificacion de o-amilasa estdn orientados a la
preparacién de pequefias cantidades de enzima para su posterior caracterizacién y estudio. Esta
circunstancia hace que los procedimientos utilizados se centren en la obtencién de la mdxima pureza a
expensas de conseguir muy bajos rendimientos y costes unitarios muy elevados. La cristalizacién de
o-amilasa procedentes de diferentes organismos para realizar estudios estructurales mediante
difraccion de rayos X es un ejemplo signiticativo de esta situacion (Qian et al., 1993; Brady et al.,
1991, Swiit et al., 1991; Ramasubbu et al., 1991, Boel et al., 1990; Buisson et al., 1987; Matsuura et
al., 1979; Campbell, 1954; Akabori et al., 1954).

El almidén entrecruzado ha sido utilizado como soporte de afinidad ya que este polimero es el
sustrato natural de la o-amilasa (Somers et ¢l , 1995; Zhang et al., 1994, Rozie et al., 1991, Somers y

Van’t Riet, 1990).

La extraccion en sistemas de dos tases acuosas utilizando polietilén glicol/sulfato muestra
buenos resultados para la purificacién de o-amilasa procedente del caldo de la fermentacion de B.
subrilis (Schmidt et al., 1994). Procedimientos basados en estos sistemas se encuentran patentados

{Ananthapadmanabhan, 1988). En ellos se utilizan polietilén glicol, polipropilén glicol, alcohol
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polivinilico, dextrano, poliéteres de silicona, etc. Relacionados con los ltimos se encuentran estudios
realizados sobre la concentracion de o-amilasa mediante la extraccién con micelas reversas (Dekker

et al.,, 1991).

La cromatografia de intercambio iénico y de interaccién hidrofébica se han utilizado
eficazmente también como método de purificacion de la enzima (Geng et ai., 1990; Szepesy et al.,
1990; Yamamoto et al., 1992). Todos estos estudios estin encaminados a la investigacién del
mecanismo de retencién implicado o al desarrollo de métodos preparativos para la obtencion de la
enzima purificada. La informacion sobre aspectos cinéticos y termodindmicos asi como la aplicacitén
de modelos mateméticos que describan el comportamiento de la operacion de adsorcion de ¢-amilasa

en este tipo de sistemas ¢s mMuy escasa y se encuentra muy dispersa.

1.2.- PURIFICACION DE PROTEINAS

El desarrollo y comercializacién de nuevos productos a través de la biotecnologia requiere
una adecuada coordinacién y disposicion de las operaciones unitarias con el fin de disefiar procesos
eficaces que permitan alcanzar los objetivos especificos planteados. De forma general, los objetivos
de un proceso son los de obtener productos de alto valor afiadido a partir de materias primas

relativamente baratas.

Materias
Primas Energia Energia Energia
r | T [
I |
P Lo Recuperacién: Purificacién:
’ retll)’aaracl_nn ¥ BIORREACTOR Etapas Etapas de |—— Producto
retratamiento Primarias Valor Aiiadido
Servicios Calor Residuos Residuos
(aire)

Figura 1.14: Esquema de un proceso bioquimico tipico

LLa operacién central de un proceso biotecnolégico es la ocupada por el biorreactor, lugar
donde se transforman las materia primas en productos mediante biocatétisis, fermentacién o cultivo
celular (ver figura 1.14). Sin embargo, esta etapa no tendria utilidad préctica si se encontrase aislada.
Es necesario realizar una preparacién y un pretratamiento adecuado a las materias primas y una

posterior separacin y purificacion del producto o productos de valor generados en el biorreactor.
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Las operaciones unitarias de separacin basan su eficacia de trabajo en la explotacién de una
propiedad caracteristica diferenciadora entre el producto de interés y el resto de los componentes de la
mezcla. Los efluentes de los biorreactores suelen ser complejos, formados por un gran nimero de
sustancias con caracteristicas similares. Esto hace necesario utilizar diferentes procedimientos en
serie para lograr la purificacion final del producto de interés. En la tabla 1.2 se muestran las
operaciones unitarias de separacion habituales en procesos biotecnoldgicos, indicando 1a propiedad

diferencial en la que se basa cada uno de ellos.

Tabla 1.2: Operaciones de separacidn.

Operacion Propiedad fisicogquimica

Centrifugacion Velocidad de sedimentacién

Filtracién, Microfiltracién ~ Tamaiio de particula

Homogeneizacion Naturaleza intracelular

Extraccion en 2 fases Coeficiente de reparto

Precipitacion Solubilidad  (interaccién  electrostitica e
hidrofdébica)

Adsorcidn fisica Fuerzas de Van der Waals, enlaces de

hidrégeno, momento dipolar,

Intercambio i¢nico Carga eléctrica

Afinidad Atinidad biolégica, funcion

Interaceidn hidrofébica Hidrofobicidad superficial

Ultrafiltracion Tamafio molecular

Filtracidon en gel Tamafio molecular

Fase reversa Interacciones hidrofilicas e hidrotébicas
Electroforésis Punto isoeléctrico, carga eléctrica, tamafio

maolecular, conformacién

1.2.1.- Etapas primarias

Una ver realizada la reaccién, en el efluente del biorreactor se encuentra el producto para el
que se ha disefiado el proceso. La misién de las etapas primarias de purificacién o etapas de
recuperacion es la de concentrar el componente de interes. eliminar la mayor cantidad de
subproductos y, en ta medida de lo posible, reducir el volumen del efluente que serd tratado en las

etapas posteriores.

En el caso de fermentaciones para producir compuestos secretados al medio (extracelulares),

la primera operacion serd la separacion de las células productoras del caldo de fermentacion. Esta
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puede realizarse mediante centrifugacién o filtracion. Esta tltima pese a la mayor sencillez del equipo
utilizado, presenta la desventaja de que la compresibilidad de las células o del micelio depositado
sobre el filtro disminuye la permeabilidad, dificultando la operacidn (Belter, 1985). La aplicacién de
la filtraci6én tangencial aumenta el caudal de filtrado, respecto a la filtracion tradicional en
condiciones equivalentes, en un factor de 100 a 1000 (Gabler, 1985). Otra alternativa atractiva la

constituye la separacién mediante el uso de membranas de fibras huecas (Tutunjian, 1985).

Previamente 3 la separacion de las células del fermentador, si el producto de interés queda en
el citoplasma, es necesaria la liberacidn del mismo por ruptura de la pared celular mediante métodos
mecanicos, lisis quimica 0 enzimatica, chogue osmético, calentamiento, congelacién-descongelacion,

uso de células mutantes con pared celular deficiente, etc. (Engler, 1985).

Una vez clarificado el medio a purificar, pueden aplicarse gran nimero de procesos que sirven
para concentrar el producto de interés, generalmente bastante diluido, e ir eliminando contaminantes
principales. Entre estas ¢tapas pueden destacarse las correspondientes a los procesos de membrana:
ultratiltracion, 6smosis inversa, microfiltracion de flujo cruzadoe y didlisis (Fane y Radovich, 1990),

que permiten la separacidn en base a la diferencia en el tamafio molecular de los componentes.

Lus separaciones Hevadas a cabo en sistemas de dos fases inmiscibles permite una elevada
afinidad en condiciones suaves no desnaturalizantes para las proteinas (Albertsson et ¢l., 1990). Su
aplicacion a la recuperacion de protefnas y dcidos nucleicos es relativamente reciente, pese a ser esta
una técnica conocida y aplicada a otras sustancias desde hace tiempo. La razén es que hay pocas
proteinas solubles en disolventes orgdnicos comunmente utilizados en la industria quimica y la
mayorfa de ellos produce un elevado grado de desnaturalizacién en las proteinas. La sustitucién de la
extraccion tradicional en dos fases, acuosaforgdnica, por dos fases acuosas inmiscibles realizadas a
partir de poiimeros solubles (polipropilén glicol - alcohol polivinilico, metilcelulosa - dextrano, etc.)
permite la formacién de un entorno favorable para las moléculas bioldgicamente activas evitando, asi,

su desnaturalizacidn (Kula, 1985).

La precipitacién suele utilizarse en las etapas iniciales del diagrama de fiujo, produciendo
tanto puriticacion como concentracién, aunque es esta ultima accion la que realiza de forma mais
efectiva. Es una operacion técnicamente sencilla y econémica, ya que es posible el uso de gran
mimero de agentes precipitantes, muchos de ellos de muy bajo coste y que no producen la

desnaturalizacién de los productos bioldgicos (Glatz, 1990).

1.2.2.- Etapas de purificacion de aito valor afiadido

En los casos en los que sea necesario cumplir con las exigentes especificaciones impuestas

por la industria farmacéutica, cosmética o de alimentacidn, serd necesario recuirir 2 la aplicacién de
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etapas de purificacion mds eficaces y selectivas. Las especificaciones mencionadas pueden referirse al

grado de pureza del producto, a los niveles méximos de determinados contaminantes o a ambos.

Pese a la alta efectividad de separacién y purificacion que tienen los métodos electroforéticos,
su aplicacién a nivel industrial no se halla generalizada, aunque se han descrito algunos trabajos sobre
el escalado de la purificacién de o-amilasa de B. subtilis mediante autoenfoque (Dobrinsky et al.,
1987).

La cromatografia, es, posiblemente, la técnica mds ampliamente difundida como etapa de alta
eficacia en los procesos de purificacién utilizados en biotecnologia. La denominacién de
cromatografia es muy general y engloba a todos los sistemas basados en la interaccion entre
moléculas disueltas en un liquido (o en un gas) con la superficie de un s6lido o con ligandos unidos a
un sélido inerte. Dentro de elia, dependiendo del mecanismo responsable de la interaccién, pueden

diferenciarse numerosas 1écnicas:

- Filtracion en gel.
- Afinidad.
- Interaccidén hidrofébica y fase reversa

- Intercambio 16nico.

Los sistemas cromatogrificos de filtracion en gel se basan en la diferente difusividad que
sufren las moléculas de distinto tamafio al atravesar una columna rellena de una matriz de porosidad
determinada. En operacidn normal, [as moléculas de mayor tamafio, al no entrar en el interior de los
poros del polimero de la fase estacionaria, atraviesan la columna mds rapidamente que las moléculas
pequenas. Esto se debe a que el paso de estas iltimas por la columna se retarda al introducirse y
difundirse por el interior de la matriz porosa de la fase estacionaria. Esta caracteristica hace que esta
operacidn sca adecuada y muy utilizada como procedimiento para desalar disoluciones de
biopolimeros. Las fases estacionaria habituales estin basadas en polimeros como son dextrano
entrecruzado, poliacrilamida o agarosa. La porosidad se produce al gelificar estas sustancias en
contacto con ¢l agua. La naturaleza de estos polimeros, hace que no sean excesivamente rigidos por lo
que no permiten la utilizacién de elevados caudales de funcionamiento. Actualmente estdn
apareciendo nugevos soportes que palian en cierta medida este efecto negativo. Estos soportes rigidos
son de vidrio modificado, silice funcionalizada o polimeros como el poli{2-hidroxi-etil metacrilato)
(Yarmush er af., 1985). Su utilizacién de forma mds generalizada a nivel industrial estd condicionada

por el limitado desarrollo que presenta en operacién en régimen continuo.
El término cromatogralia de afinidad (Cuatrecasas er af, 1968) se refiere a la interaccion
bioespecifica entre dos sustancias, una en solucion y otra unida a un soporte solido. Es una

herramienta muy valiosa en la purificacion de sustancias bioldgicamente activas. La biomolécula se
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une, generalmente de forma covalente, a un ligando unido a un soporte s6lido inerte. Debido a la alta
bioespecificidad, mediante la cromatografia de afinidad se pueden obtener rendimientos elevados por
¢l ahorro de etapas previas que supone. Los soportes de afinidad suelen ser caros debido a que no son
muy versdtiles en cuanto a nimero de diferentes aplicaciones posibles. Deben disefiarse para cada
adsorbato que se quiera purificar ya que una mayor versatilidad llevard acompafiada una menor
bioespecificidad. Las matrices deberdn ser ficilmente derivatizables con el fin de poder unir el
ligando adecuado para la aplicacion deseada. Las matrices utilizadas son geles de agarosa, vidrio
poroso, silice. poliacrilamida, celulosa y diversos hidroxialquil metacrilatos (Yarmush y Colton,
1985). Los ultimos desarrollos en cromatogratia de afinidad estdn enfocados al desarrollo de procesos
de inmuncadsorcidn, Esto suponen la unién de un antigeno a un anticuerpo inmovilizado a la matriz o
viceversa, logrando asi una especificidad en la adsorcidén no conseguida por ningin otro
procedimiento. La técnica se hace todavia mds efectiva si se utilizan anticuerpos monoclonales

(Horstmann, 1989).

En el presente trabajo se realizard el estudio de la adsorcion de o-amilasa mediante
interaccién hidrofébica e intercambio idnico. A continnacion se revisardn con mayor detalle los

aspectos tedricos y experimentales correspondientes a ambos mecanismos.

Interaccion hidrofobica

A principtos de los afios 70 se comenzaron a ufilizar fases estacionarias compuestas por
ligandos ligeramente hidrofébicos, alquilaminas de diferente longitud de cadena, unidos
covalentemente a matrices inertes de gel de agarosa (Er-El ef ¢l., 1972; Shaltiel y Er-El, 1973) con el
fin de separar y purificar proteinas. El término Cromatografia de Interaccion Hidrofébica, HIC, fue
intreducido por Hjertén (1973) para referirse a la separacion de proteinas mediante tas interacciones
mediadas por sales que se producen entre las zonas hidrofébicas de la superticie de las mismas con
los ligandos hidrofébicos de la fase estacionaria. Las primeras fases estacionarias disefiadas
especialmente para su aplicacion en HIC se desarrollaron para paliar la relativa baja eficacia de las
anteriores debido a su poca resistencia fisica que no las hacfan adecuadas para su uso en columnas de
alta presion. Consistian en matrices siliceas con un recubrimiento polimérico de cardcter hidrotflico y
ligandos n-butilo y fenilo (Kato et «f., 1983). Mds recientemente se han desarrollado fases
estacionarias con matrices poliméricas hidrofilicas proporcionando, junto con una elevada resistencia
tisica, una gran estabilidad quimica que permite su utilizacion a valores extremos de pH (Cooke e af.,
1990). Esta circunstancia es, sobre todo, adecuada para la regeneracion del soporte ya que la

‘separacién o purificacién de proteinas a pH altamente #cido o alcalino produce, generalmente, la

desnaturalizacion de {as mismas.
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A altas concentraciones salinas, 10s biopolimeros se unen a la fase estacionaria mediante
interacciones hidrofébicas que se atentan al disminuir la concentracion de sal en la fase movil,
eluyéndose, de esta manera, en orden creciente de su cardcter hidrofébico. Esta relacién se ha
comprobado también para aminodcidos tuncionalizados (Gehas y Wetlaufer, 1990). Entre ios ligandos
habitualmente utilizados, los de tipo alquilico son los que producen adsorbentes mds hidrotébicos,
seguidos de los de tipo fendlico, poliéteres y glicoles, siendo necesarias fases mdéviles de mayor

concentracion salina para quedar adsorbidos en estos dltimos,

La cromatografia en fase reversa es una técnica, fundamentaimente analitica, que comparte
con la HIC el uso de la diferente hidrofobicidad de las moléculas como propiedad que proporciona
diferente selectividad y afinidad por un determinado soporte. La diferencia entre ambos tipos de
adsorcion reside en el grado de interaccion proteina-ligando. En el caso de cromatografia en fase
reversa, la densidad superficial de los ligandos unidos a la matriz es muy elevada, por lo que la
interaccidn con el adsorbato cs tan tuerte que es necesario afiadir disolventes orgdnicos a la fase mavil
para disminuir la tension superficial de la misma y permitir, asi, la elucién de las biomoléculas
retenidas. En estas condiciones se produce la pérdida de la estructura nativa de las proteinas,
guedando expuestos los residuos hidrotobicos del interior de la molécula, lo cual conduce a un
incremento adicional en la intensidad de la interaccion. La interaccion que producen los ligandos en
HIC es mds suave debido a la mayor dispersion de los mismos, pudiéndose variar la fortaleza de fa
interaccion hidrofébica modificando la densidad supertficial de los ligandos en el soporte (Fausnaugh
et al., 1984). Debido a la menor hidrofobicidad de 1a fase estacionaria en HIC, en la etapa de elucién
se pueden utilizar fases moviles que no desnaturalizan apreciablemente las proteinas. También se ha
estudiado el uso de tensioactivos de carga neta nula que, por su naturaleza, no producen efectos
desnaturalizantes en la estructura de las proteinas a la vez que disminuyen su retencién en columnas
con adsorbentes hidrofdbicos debido a un efecto competitivo entre la proteina y el agente tensioactivo
por los ligandos correspondientes {Buckley y Wetlaufer, 1989; Buckley y Wetlaufer, 1990). Por ello,

¢stas substancias pueden ser utilizadas como agentes moduladores de la elucion en HIC.

Los fendémenos fisicoquimicos subyacentes en el mecanismo de la HIC de protefnas son
andlogos a los correspondientes al efecto salino por el cual la solubilidad de las proteinas se reduce ¢n
presencia de concentraciones crecientes de sales neutras. Sin embargo, a pesar de dicha analogia, este
efecto es consecuencia de las interacciones hidrofébicas protefna-proteina a diferencia del mecanismo
de retencion en el proceso de HIC que es el resultado de las interacciones inducidas por sales entre las

proteinas y los centros de unién, ligeramente hidrofobicos, de la fase estacionaria.
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Figura 1.15.: Esquema de! mecanismo de interaccion hidrofébica. Las moléculas de
agua se estructuran alrededor de la proteina en disolucién y de cada ligando (1). Las
moléculas de agua se eliminan de las zonas de interaceidn (T1).

La fuerza impulsora que dirige la adsorcion mediante inferacciones hidrofGbicas es la
ganancia de entropia del sistema (Hjertén, 1973; Fausnaugh ef al., 1984). Una molécula de proteina
en disolucion mantiene una o varias capas de moléculas de agua estructuradas alrededor de su
superficie. Esta situacién es termodindmicamente inesiable ya que supone una disminucion
importantc de la entropia en comparacion con la de la protefna sin solvatar mds la correspondiente a
las moléculas libres de agua (Scopes, 1987). Para que se produzca la interaccion entre las zonas no
ionicas de la superficie externa de la proteina y de un ligando hidrofébico del adsorbente, esta capa
debera eliminarse (figura 1.15). En el proceso de interaccién, debido al aumento del deserden de la
fase mévil, aumentard la entropia del sistema (AS” > 0). En estos procesos el cambio entdlpico suele
ser pequefio por lo que la variacion de energfa libre, dada por la expresion [1.1] es negativa,

ocurtiendo ¢l proceso de forma espontinea.
AG® = AH" — T AS" [1.1]

La teoria solvofébica (Sinanoglu y Abdulnur, 1965; Halicioglu y Sinanoglu, 1969) describe ¢l
efecto del disolvente en la apregacidn de las zonas no idnicas entre diferentes moléculas de
biopolimeros a partir de los cambios termodindmicos correspondientes al equilibrio de asociacion de
macromoléculas en disolucion. La solubilizacion de cada molécula de biopolimero supone la creacion
de una cavidad entre las moléculas de disolvente. En base a ello, se ha desarrollado un modelo teérico
que (rata de explicar y predecir la retencion de los adsorbatos en HIC (Melander y Horvith, 1977;

Horvéth et al., 1977). En €l se propone que la magnitud de la interaccién hidrofébica y, por tanto, de
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la retencion de Jas moléculas de adsorbato, viene determinada por un balance de energias de Van der
Waals. electrostditicas ¢ hidrotGbicas implicadas en la unién del adsorbato sobre los grupos
funcionales de la fase estacionaria. En cromatograffa, una forma adecuada de cxpresar la retencién de

un soluto es mediante el factor de capacidad, k’, que viene detinido de Ia forma siguiente;

ki= ———n [1.2]

donde t; y 1y son, respectivamente, los tiempos de retencién correspondientes al adsorbato y a un

soluto que no se adsorba, en iguales condiciones de operacion.

La relacion cntre el factor de capacidad y tos cambios termodindmicos ocurridos en HIC, de
acuerdo con el modelo citado puede expresarse como:

0 0 0 0
+AG,, +AGy,, +AG,,, +AG

v asoc, red.

Ink'= ~-—1~(AG2a ) +1n RLe (1.3]
RT PV

Los tres primeros términos, AG".., AG .. y AGOVdW, representan la variacién de energia libre
nela entre la fase movil y la estacionaria asociada con la tormacion de cavidades, con los efectos
clectrostdticos y las interacciones de Van der Waals respectivamente. AGOE,SUC_, corresponde al cambio
dc energia libre para la asociacidn ligando-adsorbato en ausencia de disolvente que lo rodee (es decir,
el que corresponderia a una fase gaseosa) y AG" .4 es la reduccién en encrgia libre debida a las
interacciones disolvente-ligando y disolvente-adsorbato no tenidas en cuenta en los tres primeros
términos. Los valores V y P son, respectivamente, el volumen molar medio del disolvente y la presion
de operacién. El parimetro & es constante para cada columna y estd relacionado con la concentracion

de ligandos accesibles de 1a misma.

Unicamente los tres primeros términos son dependientes de la concentracién de sal en la fase
movil (Melander et al., 1984) por lo que la ecuacidon anterior, para un sistema cromatogralico

determinado, puede simplificarse de la siguiente forma:

T oap 1 Q a 0
Ink' = “{—ﬁ(AG +AGY, +AGYy) [14]

cav. e.e.

donde v' es un valor constante que engloba a los términos no dependientes de 1a concentracion salina.

De acuerdo con la teorfa solvofdbica, AG ... depende linealmente de la concentracién salina

en ¢} disolvente:
AGY, =~AA om+7" [1.5]

siendo AA, la diferencia en el drea superficial del ligando y la molécula de adsorbato expuestos a la

fase mévil entre los estados adsorbido y en solucién, correspondiendo al drea molecular de contacto
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en la unién ligando-adsorbato. El pardmetro ¢ es el incremento molal de tension superficial de 1a sal,

m es la concentracién molal de sal en el disolvente y ¥'’ un pardmetro constante.

La contribucién energética debida a interacciones electrostdticas se determina a partir de 1a

aplicacion de la teoria de Debye-Htickel mediante la siguiente expresion:
B (mm)

o) Ok el

AG! =A-
donde p es el momento dipolar de la proteina y A, B, C y D son valores constantes para cada
adsorbato, siendo A y B proporcionales a la carga neta de la proteina y C y D estdn relacionados con

el tamafio molecular de la misma.
La contribucién de las fuerzas de Van der Waals, aunque de menor magnitud que las
anteriores, depende linealmente de la concentracién de sal:
0 td
AGyw =Vm+y [1.7]
representando v y 77" un valor constante para cada pareja sal-macromolécula y fase estacionaria.

De esta forma, la ecuacién 1.3 puede reescribirse como:
B (muz)

T @)

-Dpum+AA om+vm+y [1.8]
En el limite, para valores de la fuerza idnica suficientemente etevados, el logaritmo del factor
de capacidad depende lincalmente de la moialidad de la sal, por lo que, definiendo el pardmetro de

interaccion hidrofdbica, A, se obtiene la siguiente expresién:
In(k'k';) = Am [1.9]

donde k', es el factor de capacidad en ausencia de sal y el pardmetro de interaccion hidrofGbica viene

detinido por A = AA;c+ v -Dp.

Como puede observarse, el pardmetro de interaccién hidrofébica estd en relacion directa con
el drea de contacto entre proteina y ligando. Se ha estudiado y confirmado esta relacion para una serie
de proteinas (Katti et al., 1987), observindose también que dicho drea de contacto es directamente
proporcional al drea superficial correspondiente a las zonas hidrof6bicas accesibles de la superficie
exterior de la molécula de proteina, considerando propiedades superficiales y cargas netas constantes

para cada una de ¢llas.

De acuerdo con el desarrollo termodindmico amterior, la retencién del adsorbato aumentara
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con la temperatura. Sin embargo, su influencia no ha sido completamente generalizada. Se han
descrito sistemas en los que la temperatura no tiene un claro y determinante efecto positivo sobre Ia
intensidad de la adsorcion (Hjertén, 1973). En otros casos, la dependencia de la retencién con la
temperatura, aunque globalmente aumenta en un amplio margen (0-30 °C), existen intervalos en los
que la influencia scbre la retencion es practicamente nula (Lu et al., 1986; Wu ef al., 1986), debido,

posiblemente, a cambios conformacionales de la proteina a diferentes temperaturas.

Como ya se ha indicado, la adsorcién por interaccidén hidrofébica estd inducida por la
presencia de sales disueltas. Sin embargo, no todos los iones tienen el mismo efecto sobre la
intensidad de la adsorcidn de las moléculas de proteina sobre los ligandos hidrofébicos. La capacidad
de un ion para estructurar las moléculas de agua en torno a €l (efecto anticaotrépico) estd en relacién
directa con la fortaleza de la interaccion. Al solvatarse, los iones hacen disminuit el mimero de
moléculas de disolvente (agua) disponibles en el medio, por lo cual disminuye la solubilidad de la
protefna y aumenta la tensién superficial de la disolucién aumentando, por tanto, la retencién del
adsorbato. El efecto de los iones descrito sigue el orden propuesto por Hofmeister (figura 1.16) para

el efecto de diferentes iones en la solubilidad de las proteinas (Roe, 1989)

Esta propiedad se ha utilizado para optimar la separacién de mezclas de proteinas con
diferente comportamiento dcido-base, amplio intervalo de masas moleculares y cardcter hidrofébico
(El Rassi er a¢l., 1990). La inclusion de varias sales con diferente efecto sobre la interaccidn
hidrofébica en la elucién de la mezcla de protefnas permite modular, con mayor eficacia, la retencion

de cada una de ellas en sistemas de HIC.

«—— Aumento efecto de interaccién hidrofébica

PO,* . SO,”, CH;COO , Cl', Br, NOy, ClO, . I, SCN’

NH,*, Rb*, K, Na*, Cs*, Li*, Mg>*, Ca®*, Ba™*

- Aumento efecto caotrépico —

Figura 1.16: Scries de Hofmeister

En determinados casos, se ha observado que algunas sales de magnesio no producen los
resultados predichos por la teorfa Melander-Horvith (Arakawa y Timasheff, 1982; Arakawa y
Timasheff, 1984a; Arakawa y Timasheff, 1984b). La adicién de MgSQ, en HIC produce retenciones
menores, aunque regulares, que las que les corresponderfa por su efecto en la tension superticial
mientras gue el uso de MgCl, produce resultados irregulares, dificiles de correlacionar (Szepesy vy

Horvith, 1988). Como causa de esta desviacién se ha propuesto la existencia de interacciones
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preferenciales entre los iones salinos y la protefna en disolucién (Arakawa, 1986), aunque también

podria estar relacionado con un cambio estructural de dicha proteina (Fausnaugh y Regnier, 1986).

Otro factor que puede tener importancia en 1a HIC, por su efecto sobre las cargas eléctricas de
Ia proteina y el adsorbente, es el pH. La hidrofobicidad de una proteina es mixima cuando su carga
neta es nula, es decir, cuando el pH del medio coincide con su punto isoeléctrico. En general, la
disminucién del pH hace aumentar la interaccion entre la molécula de proteina y los grupos no i6nicos
de los ligandos hidrofdbicos, especialmente los aromdticos y ofras estructuras con orbitales
electrénicos m. En este caso se ha propuesto (Scopes, 1987) que la nube de electrones se asocia a las
proteinas en dreas cargadas positivamente que se encuentran adyacentes a las cadenas laterales de los
residuos hidrofébicos de la cadena polipeptidica. Como al disminuir el pH aumentan las cargas
positivas y disminuyen las cargas repuisivas de signo negativo, la fuerza de la interaccion se
intensifica. Cuando se utilizan adsorbentes alifdticos mds simples, especialmente si se unen mediante
un enlace (ue cree una carga positiva como en el caso del bromuro de ciandgeno, el efecto de la
disminucién del pH sobre la retencion puede darse en sentido opuesto debido a mecanismos paralelos
de intercambio iénico. En el marco de la teoria solvofébica, se ha descrito que, para un determinado
sistema cromatografico, la variacidn del pH no afecta significativamente al parimetro de interaccién
hidrofébica (pendiente en la ecuacién 1.9) aunque si lo hace sobre el valor de k; (Fausnaugh y
Regnier, 1986). Esto indica que la ionizacion, a pesar de que no altera la superficie hidrofobica de

contacto, sf modifica la intensidad de la adsorcidn.,

Las caracteristicas fisicoquimicas del adsorbente también son de gran importancia en el
comportamiento de la adsorcion por interaccidn hidrofébica. La longitud del ligando es un factor que
afecta a la selectividad y la retencion de protefnas en HIC. Para experimentos realizados con
adsorbentes producidos por unién de ligandos alquilicos de diferente longitud de cadena y, por tanto,
de diferente hidrofobicidad, los de mayor longitud mostraban una mayor retencion, a igualdad del
resto de las condiciones de operacion (Fausnaugh et al., 1984; Gooding ef al., 1986). Sin embargo, la
hidrofobicidad relativa de diferentes columnas puede ser modificada mediante la utilizacién de

distintas sales (Szepesy y Rippel, 1992a; Szepesy y Rippel, 1992b).

Intercambio ionico

La purificacion mediante adsorcion por intercambio idnico se basa en la retencién selectiva,
por parte del solido intercambiador de iones, de las especies quimicas implicadas debida a la diferente

- distribucitn de carga eléctrica expuesta en la superticie externa las mismas.

Los aminodcidos que compenen las proteinas contienen grupos ionizables que, en funcién de

las condiciones del medio, pueden encontrarse cargados o no. Las cargas positivas se deben a los
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grupos funcionales pertenecientes a las cadenas laterales de los residuos de arginina, lisina e histidina
y. en mepor medida, a los grupos amino terminales. Por otro lado, las cargas negativas que portan las
cadenas polipeptidicas son debidas a los grupos carboxilo de los 4cidos aspdrtico y glutdmico, a los
grupos carboxilo terminales y, mds débilmente, a los grupos tiol de los residuos de cistefna. En la
tabla 1.3 se muestran los valores de pK correspondientes a los grupos susceptibles de ionizacién que

se encuentran en los aminodcidos que componen una proteina.

Tabla 1.3: Valores intrinsecos de pK de los diferentes
grupos ionizables de las proteinas (Creighton, 1993),

Grupo lonizable pK
0-Amino 6.8-8.0
o-Carboxilo 35-43
B-Carboxilo {Asp) 3.9-40
v-Carboxilo (Glu) 43-435
d-Guanidino (Arg) 12.0
e-Amino (Lys) 104 - 11.1
Imidazal {His) 6.0-70
Tiol (Cys) 9.0-95

10.0 - 10.3

Fenoxi (Tyrn)

Las interacciones electrostiticas producidas entre los grupos con carga opuesta juegan un
papel importante en la estructura terciaria y cuaternaria de las proteinas. Dependiendo de la cantidad
relativa de aminodcidos bisicos y dcidos y en funcidn, principalmente, de las condjcionesl de pH asi
como de la temperatura, fuerza idnica o presencia de otros compuestos, las proteinas muestran una
carga neta que puede variar desde valores positivos hasta negaﬁvos. El pH al cual la carga neta es nula
se denomina punto isoeléctrico, pl. Debido a que la variacion del pH del medio modifica la carga neta

de la proteina. 1a capacidad del intercambiador de iones se ve también afectada.

Las protefnas tienen estructuras tridimensionales y distribuciones superficiales de carga que
son caracteristicas, por lo que su purificacion o separacién del medio en que se encuentran mediante
adsorcidn por intercambio i6nico puede ser una operacion muy selectiva y eficaz. Como ilustracion de
la alta sensibilidad y selectividad que prescnta este mecanismo, se han realizado estudios en los que se
comprueba que la sustitucion de 2 residuos de aminodcidos cargados en una f-lactoglobulina hace
cambiar sustancialmente su tiempo de retencion en sistemas de cromatografia liquida (Yamamoto er
al., 1987). Junto a la alta selectividad comentada, la cromatografia de intercambio idnico presenta la

ventaja de no necesitar, en general, la utilizacion de fases moviles de naturaleza tdxica ©
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desnaluralizanie pary 1as proleinags presentes.

Los adsorbentes de imercambio iénico utilizados imdustialmente presentan una alta capacidid
de retencion, son duraderos ¥ fticilmente regenerables, Por otro lado, su coste es sensiblemento
inferior o los ulilicados en cromatografia de slmdad. Por wdo ello, la purilicacion medianle
cromatogratia de intercambio iGnico es una operacion empleada frecuentemente a escala industrial
para la purificacion de proteinas, aminedcidos, dcidos nocleicos, antibioticos y otrus productos de

interés en la industria de alimenacidn (Wang, 1990).

: e e [a] - Proteina
_.H,_,I,"."._.l., == e — g — ¥
i i 9‘.1
| I"I|i" : 1“ R |
__—H1—TH5-|M =t + N L T
[ I
L A : H:
nl-.- —— . - —i
I |
- |-11-—-r~|u||.n-j-' —t — b M
R - ] " I-IU
- LI
f{rﬁ
T = Y D et
L |
R T
! A
Grupa luneional —
o o
Matriz "'
lones aluidos
(1) (11}
+ Gauon de & tazs mowl [r-a, TrisH-) oF Carga positiva dt grupd wnicable
[— Anian de ta tase mavll pep S — Carga negaivd U2 grupo onizabla

Figura 1.17; Esquenn del procese de Intercambio de iones que experimentan O grupos
funcicuales de wesoporte (.ej., aming terciania) por la accldn de una proteing con carga neta
negdliva, Los ones Oy TisH™. asociades 2 los grupos ionizados del soporte ¥ 1a proteing
respectivamente implicados en la vnidn de ambos, son chidos on el seno de la Gase movil,
gpuedandn prupos fimeicnales ssiéricamene impedidos [b] ¢ impedidos no estéricamente [a].

Ll equilibrio de intercambio idnice de biomoléeulas ¢s mas complejo que ef doiones salinos o
modéenlag de peguefio tamafo en o referente a su comportamiento cromutogrifico. Debido al grun
tamano molecolar de las proteinas. la capacidad de retencidn del adsorbente representa una fraceidn
del mimers toral de grupos funcionales unidos a la mariz, generalmente menor del 153%., Esto se debe
g ocloctos estéricos por los gue una maléeuls de proteing puede bloguear determinados centros de
adsorcion o dificultar la union de etras moléculss o lgandos vecmos. La capacidad mmdximea Jeoun

adsorbente de inlercambio idnico depende del tamafio del adsorbato, su forma, la distrribucion
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superficial de carga y la orientacion con que interaccionan adsorbato y adsorbente. Debido a estos
efectos, la capacidad de adsorcion de una resina de intercambio iénico dismimuye, de una forma casi

lineal, al aumentar el logaritmo de Ia masa molecular de la proteina (Scopes, 1981).

Las resinas de intercambio anidnico o catiGnico consisten en una matriz inerte, generalmente
porosa, a la que se encuentran unidos ligandos que contienen grupos ionizables con carga positiva o
negativa, respectivamente. Estos  grupos [uncionales se encuentran neutralizados por el
correspondiente i6n de signo opuesto, denominado contraién, Mediante el mecanismo de intercambio
iGnico, una protefna con carga neta de igual signo que el contraién desplaza a uno o varios de estos,
quedando unida al ligando. Las proteinas en disolucion también ticnen sus cargas neutralizadas por
sus correspondientes contraiones. En la figura 1.17 se muestra, esquemdticamente, el mecanismo

descrito.

Existe un conocimiento relativamente escaso del mecanismo de intercambio idnico en su
aplicacion a péptidos y proteinas (Wang, 1990) debido a una serie de factores caracteristicos de este

tipo de sistemas que a continuacion se sefialan:

- El valor de pK de los grupos bdsicos o dcidos débiles de los residuos de aminodcidos

puede variar cn tuncidn de los residuos de su entorno.

- La cstructura terciaria de las cadenas polipeptidicas puede modificarse al variar las
condiciones de pH. concentracion salina, temperatura o por la presencia de

determinadas sustancias en el medio.

- En los intercambiadores idnicos de cardcter débil 1a densidad de carga y la capacidad
total de retencion puede modificarse por cambios de pH, afectando de csta forma al

equilibrio de adsorcion.

- En opcasiones, la unién de una biomolécula al sélido adsorbente se debe a un

mecanismo mixto de intercambio idnico y de interaccion hidrofébica (Heinitz e al.,

1988) por lo que la alinidad adsorbente-adsorbato tiene una dependencia compleja con

la concentracion salina.

- Una protefna puede cambiar su conformacion tridimensional tras la union con la

resing de intercambio idnico u otras superticies. En estos casos las isotermas pueden

variar con el tiempo de contacto, mostrando una dependencia con la historia de la

concentracion en la fase adsorbida.

Los tratamientos termodindmicos mds simples tiencn cn cuenta la carga neta de la proteina
como factor principal por cl cual se produce el intercambio. Sin embargo, s¢ ha comprobado

cxperimentalmente que, en determinados sisternas, no hay una buena correlacion entre dicha carga
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neta y la retencion del adsorbato (Kopaciewicz et al., 1983). Asi, se ha observado que existe retencién
de proteinas que se encuentran en su punto isoeléctrico o incluso a valores de pH inferiores en
columnas de intercambio anidnico. Esta adsorcidn no estd causada por fuerzas hidrofébicas, sino por
la existencia de asimetria en la distribucion superficial de cargas que presentan las proteinas a
cualguier valor de pH (Drager y Regnier, 1986). De esta forma, las proteinas, aunque la carga neta
que soporten sea nula, pueden presentar en algunas zonas de su superficie una concentracién de
grupos cargados que le confieren una densidad de carga local no nula que le permiten unirse a
intercambiadores de iones adoptando la orientacion adecuada. La biomolécula, a medida que tluye a
través del adsorbente y debido al movimienio térmico, tiende a situarse en una o varias orientaciones

que minimicen la energfa libre en el estado adsorbido.

Con objeto de comprender y describir de una forma mdés completa el mecanismo de
intercambio i6nico de macromoléculas poliidnicas, se introdujo el concepto de carga caracteristica
(Velayudhan y Horvith, 1986). Este designa al mimero de cargas o residuos de aminodcidos (para
cadenas polipeptidicas) cargados de la biomolécula que intervienen en la uni6n, por interaccion
electrostdtica, a la superficie del adsorbente. Este valor depende de las condiciones del medio (pH,
fuerza idnica, temperatura, etc.) asi como de las caracteristicas del adsorbente (Velayudhan y

Horvith, 1994).

Existen diferentes métodos para determinar el valor de la carga caracteristica. En primer lugar
s¢ pueden destacar los calculos a priori basados en la mecdnica estadistica. Estos requieren un
tratamiento matemdatico muy complejo a la vez que un conocimiento muy completo del sistema que se
estd estudiando. Esta situacion no es con la se cuenta habitualmente debido a la dificultad de describir
adecuadamente el comportamiento y caracteristicas de las estructuras proteicas. Por ello, se han
desarrollado procedimientos basados en datos obtenidos experimentalmente en sistemas relativamente
sencillos. Entre ellos se encuentran los basados en datos obtenidos a partir de experimentos en
impulso en equipos de HPLC por elucién isocrdtica (Drager y Regnier, 1986; Velayudhan y Horvith,
1986) y los que hacen uso de los valores obtenidos a partir de la isoterma de Langmuir del sistema

(Velayudhan y Horviéth, 1986).

De los tratamientos experimentales anteriores, podemos generalizar una relacion lineal entre
el logaritmo del tactor de capacidad y el logaritmo de la concentracion salina (0 fuerza idnica) de la

fase mévil de la siguiente manera:

log(k') = log A - % log[S] [1.10]

5

basado en el siguiente equilibrio, no mecanistico:
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Z,P+Z,S Z ZyP+2Z,S [1.11]

donde Zs y Zp son las cargas netas del contraién y la carga caracteristica de la proteina
respectivamente.P y S hacen referencia a la proteina y al contraidn salino. La barra sobre alguno de

ellos representa que la especie correspondiente se encuentra unida al ligando de la fase estacionaria.

13.- OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

La implantacién de un proceso biotecnolégico a escala industrial requiere un profundo
conocimiento de sus mecanismos y de los factores que en €1 influyen. Ademas, para disefiar y optimar
procesos de purificacién de forma no empirica, es necesaria la utilizacién de modelos mateméticos
generales que permitan describir y predecir el comportamiento del sistema. Por ello y por todo lo

anteriormente expuesto, los objetivos del presente trabajo de investigacidn son los siguientes:

- Desarrollar una metodologia que permita el disefio de procesos de purificacion de

bioproductos mediante adsorcion.

- Determinar y cuantificar los factores que influyen en la adsorcién de o-amilasa de

Aspergillus orvzae sobre soportes de intercambio iénico ¢ interaccién hidrofobica.

- Aplicar modelos matemdticos fenomenolGgicos que permitan disefiar, simular y

optimar la operacién de adsorcién de a-amilasa sobre 10s soportes estudiados.

- Determinar los pardmetros cinéticos y termodindmicos que caracterizan al modelo
tedrico desarrollado para utilizar este en la operacion de disefio, simulacion y

escalado del proceso de adsorcién de o-amilasa.

A continuacién se describe la metodologia y el plan de trabajo propuesto para la realizacion

de los objetivos planteados:

Eleccién de los adsorbentes mds adecuados y de las condiciones de operacién en las

que se va a desarrollar el estudio posterior de la adsorcién de a-amilasa.
- Caracterizacion fisico-quimica del adsorbato y de los adsorbentes utilizados.

- Estudio experimental, en forma secuencial, de la adsorcion de o-amilasa sobre los
adsorbentes seleccionados mediante los siguientes procesos: (1) cromatogratfa de
impulso en columnas d¢ HPLC, (2) adsorcién en tangue agitado discontinuc y (3)

adsorcion en lecho fijo.

- Determinacién de los pardmetros cinéticos y termodindmicos del proceso de
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adsorcién de o-amilasa mediante el ajuste de los resultados experimentales al

modelo matematico desarrollado.
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2. TRANSFERENCIA DE MATERIA Y
EQUILIBRIO QUIMICO EN LOS
PROCESOS DE ADSORCION

2.1.- INTRODUCCION

La cantidad de protefna o cualquier otro adsorbato que un adsorbente puede retener, viene
determinada por el equilibrio quimico existente entre ambos. Este idltimo también establece la
separacion entre los diferentes componentes de una mezcla que una columna cromatogratica es capaz
de resolver. Aun siendo un factor de gran importancia en ia eleccién de un adsorbente, la capacidad
del mismo no es el dinico a tener en cuenta. Para el disefio de procesos de adsorcion es fundamental el
conccimiento de la velocidad con la que se alcanza el equilibrio entre 1as fases asi como la velocidad
de transporte de las moléculas de adsorbato desde el seno del fluido. en el que se encuentra, hasta los

sitios de adsorcion en la superficie del adsorbente.
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La adsorcién de un soluto sobre la superficie interna de una particula porosa de adsorbente
consta de varias etapas de transferencia de materia en serie. La velocidad relativa de cada una de ellas
frente al resto determinard la etapa o etapas controlantes de la velocidad global del proceso. Dichas

etapas pueden agruparse en tres procesos principales:

- Difusion externa: la molécula de adsorbato debe difundirse desde el seno de Ia
disolucion hasta la superficie externa de la particula de adsorbente a través de la capa
limite externa que la rodea.

~ Difusién interna: el adsorbato se difunde desde la superficie externa de la particula a
través del interior de los poros hasta los puntos de adsorcion mediante uno o varios
mecanismos difusionales que se describirdn a continuacién.

- Adsorcién: se produce el equilibrio de adsorcién propiamente dicho entre el adsorbato

y los sitios de adsorcion de 1a superficie interna de la particula de adsorbente.

Junto a todo ello, en el caso de trabajar en sistenas cn los gue el adsorbente se encuentre
dispuesto como fase estacionaria en el interior de una columna, habrd que tener en cuenta los posibles

efectos que la dispersién axial y radial tienen sobre 1a velocidad de transferencia de materia.

2.2.- PROCESOS DE TRANSFERENCIA DE MATERIA

En este apartado se revisan los mecanismos de transporte que s¢ presentan en los procesos de
adsorcion en solidos porosos. Cada uno de ellos viene determinado por las caracteristicas
fisicoquimicas del adsorbato y del adsorbente asi como por las condiciones del medio en el que se
encuentran. La fuerza impulsora de cada uno de los mecanismos define 1a expresién de la velocidad
con la que dicho transporte se realiza. El andlisis cinético de un sistema concreto permitird conocer la

etapa o etapas controlantes de la velocidad global del proceso.

2.2.1.- Transterencia de materia en la capa limite externa

El flujo de un soluto a través de la capa limite externa que rodea a una particula s¢lida se
considera linealmente dependiente de la diferencia entre la concentracion de dicho soluto en el seno
de la disolucién y en la superficie exterior de la particula, lo cual puede expresarse mediante la

relacidon matemadtica descrita por la ecuacion 2.1,
Iy =k (C-q ) [2.1]

La resistencia a dicho flujo viene caracterizada por el denominado cocficiente de

transferencia de materia cxterno, k;. Furusawa y Smith (1973) describen un procedimiento para
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determinar experimentalmente el valor de k; a partir de la pendiente a tiempo cero de la curva cinética
de adsorcion. Existen diversas ecuaciones empiricas para la estimacion de dicho pardmetro, muchas
de ellas (Wakao y Funazkri, 1978; Wilson y Geankoplis, 1966) correlacionan el mimero de Sherwood
con otros nimeros adimendionales, como son el de Reynolds y Schmit. Estas, sin embargo, son de
dificil aplicacién a sistemas de tanque agitado debido a la.dificultad de determinar la velocidad
superticial de las particulas suspendidas (Fritz et al., 1980). Para la estimacion del coeficiente de
transferencia de materia externo en sistemas de tanque agitado en fase liquida, se puede utilizar la

siguiente correlacidn (Geankoplis, 1983):

2 !
3 3
K, =22 31| K| |4RKe [m/s] [2.2]
d PD. Y

P

donde d, es el didmetro de particula en m, [ es la viscosidad de la solucion en Pa-s, p es la densidad
de la disolucién en kg/m’, Ap es la diferencia de densidad entre las particulas y la fase fluida en
kg/m’, g = 9.81 m/s’ es la constante de aceleraci6n de la gravedad y Dap la difusividad molecular del

soluto en la fase fluida en m’/s.

2.2.2.- Transferencia de materia en el interior de los poros

El transporte de materia a través del interior de los poros de una particula de adsorbente puede

deberse a varios mecanismos difusionales, que pueden darse de forma individual o conjunta.

Difusion molecular

A pesar de que el mecanismo de difusién molecular es, fundamentalmente, similar en fase
gaseosa y en tase liquida, la teorfa que soporta esta dltima estd mucho menos desarrollada. Dicho
mecanismo se caracteriza porque la resistencia al flujo se produce debido a las colisiones entre las
moléculas de soluto que se difunden. Para la determinacidn del coeficiente de difusion molecular en
fase liquida existen un gran nimero de correlaciones empiricas y semiempiricas basadas en las

ecuaciones de Nernst-Einstein y Stokes-Einstein (Alvarez et al., 1982).

Para adsorbatos no electrolitos cuya masa molecular sea inferior, aproximadamente, a 1000, 1a

ecuacion de Wilke y Chang (1955) es una de las mds habitualmente utilizadas:

710, MY T
Hap Vi®

D,, [m2 / s] [2.3]

donde wy es el pardmetro de asociacitén del disolvente (para el agua tiene un valor de 2.6, aunque

otros autores recomiendan un valor de 2.26 (Alvarez e al., 1982)), My es la masa molecujar del



56 TRANSFERENCIA DE MATERIA Y EQUILIBRIO QUIMICO EN LOS PROCESOS DE ADSORCION

disolvente, T es la temperatura en kelvin; [y es la viscosidad del liquido en Pa-s ¥y Va €8 el volumen

molar del soluto a su temperatura normal de ebullicién en m® /molkg.

Para solutos de mayor masa molecular, como es el caso de la a-amilasa, se ha usado la

correlacion de Polson (1950}, basada en la ecuacion de Stokes-Einstein:

T

15
D, =94.10" W

[m* /5] [2.4]

donde M, es 1a masa molecular del soluto que se difunde.

Difusividad de Knudsen

En sistemas gaseosos, cuando el didmetro de poro es pequefio o la presién es suficientemente
baja, puede ocurrir que las colisiones entre moléculas de adsorbato y las paredes internas de los poros
scan mds trecuentes que las colisiones entre dos moléculas de adsorbato. En este caso, una vez que la
molécula de adsorbato ha chocado con la pared interna del poro, se adsorbe y es reemitida
inmediatamente en una direccidn aleatoria. Este mecanismo de transferencia de materia en el interior
del poro se denomina difusién de Knudsen y el coeficiente de difusion que lo caracteriza puede ser

estimado mediante la siguiente correlacién (Ruthven, 1984):

142
D, = 970R, {%} [m® /5| [2.5]

Debido a que en fase liquida el recorrido libre medio de las moléculas de soluto es muy
pequefio, se considera gue este mecanismo no es signiticativo y, por tanto, no controla la velocidad de

transporte de materia,

Difusividad en macroporos

Dependiendo del sistema adsorbato-adsorbente asi como de las condiciones de operacién,
pueden darse situaciones de transicion entre los diferentes mecanismos difusionales. En el caso de
gases, en la region en la que tanto la difusion molecular como la difusion de Knudsen son
significativas, la difusividad en la fase liquida puede definirse mediante la siguiente expresion

(Ruthven, 1984).

[2.6]

1 1 1
_— = —— + —_—
D Dm DK
La magnitud de la difusividad de un soluto en la fase liquida del interior de los poros de un

s6lido es menor que la que corresponde a !a ditusividad molecular de dicho sotuto en disolucién. Esto
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se debe a que junto a los mecanismos difusionales que se dan en el interior del poro, el flujo de
materia se reduce debido a la propia estructura y geometria porosa. Esta situacion hace que la
estimacion tedrica del coeficiente de difusién en los poros no sea una tarea siempre posible por lo que

se sugle recurrir a la experimentacion para una determinacion exacta.

El factor de tortuosidad, T, es el pardmetro que relaciona los coeficientes de difusidn en los

poros y molecular de la siguiente manera:
D =—=2 [2.71

El factor de tortuosidad varfa inversamente con la porosidad de la particula y su valor suele
estar cn el intervalo 2-6. Su estimacion tedrica requiere una caracterizacion muy profunda y compleja
de la estructura porosa por lo que habitualmente se determina experimentalmente para cada

adsorbente.

El flujo a través del liquido que llena los macroporos de una particula esférica se puede
expresar, considerando constante la difusividad, de acuerdo con una expresién de similar forma a la

ley de Fick:

J, =D, ~ g; [ﬁ aé-] 2.8]

P "r dor

Difusividad superficial

El flujo de adsorbato a través de la capa de moléculas adsorbidas a la superficie del

adsorbente se conoce como ditusividad superticial.

La determinacién del valor de ta difusividad superficial no puede hacerse por medidas
directas ya que al ser un proceso en paralelo al flujo de adsorbato a través del poro en la fase fluida,

serfa necesario eliminar la contribucion correspondiente a este ltimo {Schneider y Smith, 1968).

Estudios realizados en fase gaseosa indican que la difusividad superficial es significativa
cuando el espesor de la capa adsorbida es grande y el tamafio de poro es relativamente pequeiio. En
general, en estos casos, el flujo a través de la fase fluida es fundamentalmente debido al mecanismo

de ditusion de Knudsen.

Para la difusion superficial, 1a expresion del flujo mdsico debido a dicho mecanismo tiene una
forma similar. En este caso la fuerza impulsora es el gradiente radial de concentracién superficial

adsorbida en el interior de la particula (ecuacion 2.9):
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| o ta
L = B )t S 12.9]
A o

228 Acoplamicnto de mecanismos dilusionales

CEn el interior de una partfcula sélida porosa. pueden producirse diterentes situacipnes
dependicndo de Tainteraceion relativa entre ¢f solido v el adsorbato en Tuncion de la naturaleza de 1
particuly, del adsorbato v de los poros, En el caso de agregados formados por compactacidn o
extroido e edistales microporosos, como s L sibsacnon Upica gque se presenta en pellets de zeolitas
(Ruthyen, 19840, ademds de I difusion en el intertor de los cnstales existivd la correspondiente al
transporte: en los macroporos gque se forman en los espacios interenstalinos, Por otro lado, los
adsorbentes sintéticos macromreticulares tormados por polimeros o copalimeros entrecruzadog (fenol-
formaldehido, estiveno-divinibencenc, policilene, polipropileno, ele, ) prosentim Gmcanmente meso- y

ITLLCTOI T

(A) ° .

Figura 2.1: Esquema de los tred mecanismos dé difusion habinmales en
el baosporie de materia eo el intesior de poros: (A) difusido moelecolar
(B dhTusitn de Kuudsen (pases) v () difasién superhoial,

1

La coniribucion principal @l transporte de materia en log microporos del interior de cristales o
en el caso de sustancias fuertemente adsorbidas suele corresponder a la ditusidin supertficial (Krishna v
Wesselingh, 1997). Cuande en el proceso de adsorcidn de un soluto sobre un adsorbente poroso se
producen. en paralelo, los mecanismos de difusion en tase liquida del poro y ditusidn superficial, la
difusividad global, Dy, se expresa como (Schncider v Smith, 1968):
b

D, =D +—K, D, [2.10]
£
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dende K. es la constante de adsorcidn.

En cste case, ¢l flujo total de adsorbato en los poros a través de una seccidn radial de la

particula es la suma de las comtribuciones debidas a ambos mecanismos de transporte:

1 af Lde ) p K, [ :i[.;-}q‘
Fio =13 — | —=|+—_—D,—— | = 12.11]
& Bgot o el e Sridel o J
Capa limite externa
3 Particula

/ /

.
DBisolucion —°
g "aros

nraeinn en

=
& fase Muida

e

\- Distancia al centra

e T plrifenla

p 0

Figura 2.2: Representacién esquemdtica de uns particula de adsorbente poroso ¥ de |y
variaeivn de concentracion desde el seno de 1y disolucidn hasta el [oterior d¢ 10§ poros,
alravesando 12 capa limite gue rodea a las partfonbss (Tas formas figuran idealizadas y
las moagnimdes no se encueniran a escala para facilitar la vistalizaeitn ),

2.2.4.- Velovidad de adsorcidén
Cowdw equilibeio quimico, el proceso de adsurcidn de un adsorbato, P, sobre un ligando, L,
unido auna matriz solida, puede expresarse de forma simplificada coma:
k!
P+ L ? PL

donde PL representa el complejo adsorbido y k, v K son las constanies de la velocidad de adsorcion y
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desorcion respectivamente,

Tanto la velocidad de adsorcion como la de desorcion suelen considerarse muy elevadas en
comparacion con las ctapas de ditusién que se dan en los procesos de adsorcién, por 1o que puede
considerarse que, en todo momento, la concentracién de adsorbato en el liquido del interior del poro
se encontrard en equilibrio local con la concentracién adsorbida en la superficie interna del
adsorbente. De esta forma la velocidad global del proceso de adsorcion en sélidos porosos viene

determinada por las ctapas difusionales en el interior de las particulas.

2.3.- EQUILIBRIO DE ADSORCION. ISOTERMAS

En ¢l presente apartado se examinard el equilibrio entre adsorbato y adsorbente asi como Ias

formas de expresar ¢l mismo, centrdndose principalmente en los sistemas de adsorcién en (ase liguida.

2.3.1.- Introduccion

Las isotermas correspondientes al cquilibrio de adsorcién, como su nombre indica, describen
la distribucion del adsorbato entre la fase estacionaria v la fase fluida a temperatura constante. Esta
tltima condicion sc corresponde con la suposicion de que, en la mayorfa de los procesos de adsorcién
en fase liquida, ni la transicion dc fases ni la impulsion de la fase movil genera efectos significativos

de transferencia de calor que invaliden la hipGtesis planteada.

La practica totalidad de los desarrollos tedricos relacionados con la adsorcidn se han Hevado a
cabo en [ase gaseosa por la posibilidad de conocer con mayor detalle y profundidad las interacciones
y caracteristicas de las dos fases presentes. La adsorcion en fase liquida ha aplicado, adaptado y, en su
caso, discriminado los modelos ya existentes para poder explicar y predecir ¢l comportamiento

observado en dichos sistemas.

La forma gralica de la isoterma de adsorcidn difiere en funcion del mecanismo de interaccion
entre el adsorbato y el adsorbente, de las caracteristicas fisicoquimicas de ambos y de las propiedades
porosas del adsorbente. Una clasificacion cldsica de los dilerentes tipos de isotermas, atendiendo a su

form
T

2]
AnsEariday

tue dada por Brunauer (Rrun

e D neaaals

auer ¢f al., 1938; Brunauer et 4., 1940).

i SR & Lig i
3= — —

La isoterma tipo I, identificada previamente (Langmuir, 1916; Langmuir, 1918), presenta una
forma hiperbdlica y supone un mecanismo restringido a la adsorcion de una monocapa de moléculas
sobre Ia superficie del sélido. Ademds, no considera impedimentos ni inleracciones cntre moléculas
adyacentes adsorbidas. El tipo 1I tiene un similar comportamiento que el tipo I a concentraciones de
adsorbato bajas, pero al aumentar esta se produce la adsorcion en multicapas, produciendo una forma

convexa a altas concentraciones. El tipo il adopta csta dltima configuracion debido a una distribucion



PURIFICACION DE (-AMILASA DE Aspergillus oryzae POR ADSORCION ‘ 61

de tamafios de poro muy amplia, lo que provoca un continuo llenado de los poros segiin aumenta la
concentracion. Las isotermas tipo IV, semejantes a las tipo II, presentan un valor asint6tico debido al
mecanismo de condensacion capilar. El tipo V se relaciona con las isotermas tipo HI, presentando un
limite superior como en el caso de la isoterma tipo I'V por similares razones. No todos estos tipos de

isoterma, observados en adsorcion gas-sélido, se han descrito en sistemas liquido-sélido.
Otra clasificacion que agrupa los tipos anteriores en tres categorfas (figura 2.3) es la siguiente:;

- Isotermas concavas: adsorcion favorable.
- Isotermas convexas: adsorcién desfavorable.

- Isotermas que presentan punto de inflexidn.

"""""" Favorable
Pto. Inftexion
""""" Desfavorable

acién adsorbida

Concentr

Concentracion en la fase fluida

Figura 2.3: Clasificacién de las isotermas de adsorcidn atendiendo a la forma de
la curvatura.

Aunque la forma de las isotermas nos da informacion sobre el proceso de adsorcidn, es
conveniente, a efectos prdcticos, disponer de datos de equilibrio o, mejor aun, de una expresion
matemdtica que nos relacione la concentracion de adsorbato a cada temperatura en ambas fases.
Existen en la literatura numerosas ecuaciones para tal fin, pudiéndose clasificar en dos grupos
principales: las isotermas lineales y las no lineales. A continuacion se describen las condiciones en las

due se presentan ambas, junto con las expresiones matemdticas que las describen.
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2.3.2.- Isoterma lineal

La forma mds simple de expresar cl equilibrio entre las moléculas de adsorbato en la fase
fluida y en la fase adsorbida es mediante una relacion lineal, denominada ley de Henry. Esta supone
que la adsorcién se lleva a cabo sobre superficies homogéneas a concentraciones suficientemente.
bajas como para considerar que cada molécula se encuentra aislada de las moléculas vecinas. En estas

condiciones, la isoterma puede expresarse de la siguiente forma:
g=K,C, [2.12]

donde q y C.q son la concentracion de adsorbato en el adsorbente y en la fase liquida respectivamente

y K. es la constante de adsorcion o de Henry.

2.3.3.- Isoterma no lineal

En determinados sistemas, o cuando fa concentracidon de adsorbato es suficientemente
elevada, 1a tendencia lineal de la isoterma desaparece y es necesario disponer de expresiones que
reproduzcan adecuadamente el comportamiento del equilibrio. Los modelos no lineales mas
frecuentemente utilizados en sistemas liquidos son los basados en las isotermas de Langmuir y

Freundlich.

Isoterma de Langmuir

El modelo tedrico en que se basa (Langmuir, 1916; Langmuir, 1918) fue desarrollado a partir
de argumentos cinéticos simples correspondientes a la adsorcién de gases. Las suposiciones sobre las

(ue se asienta son las siguientes:

- Las moléculas se adsorben sobre un ndmero determinado de sitios localizados en

posiciones fijas.

- Cada sitio de adsorcion acepta solamente una molécula y se disponen en forma de

monocapa.

- Todos los sitios son energéticamente equivalentes

- No existen interacciones laterales entre moléculas adsorbidas.

La velocidad de adsorcién es proporcional a ta concentracion libre y a la fraccion desocupada
de los sitios de adsorcion. La velocidad de desorcion es proporcional a la fraccion ocupada de dichos

sitios. Ambas velocidades, en el equilibrio. son igunales.

A partir de lo anterior, se puede cxpresar la relacion de equilibrio como:
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@_q E'—’q

=—=— [2.13]
q, Ll+bC,

siendo © la fraccién de superficie cubierta por moléculas de adsorbato, g, la mdxima cantidad de
adsorbato sobre la superficie del adsorbente y b representa la constante de equilibrio a baja

concentracion (pendiente de la isoterma cuando C.q — 0).

Isoterma de Freundlich

La desviacién observada del comportamiento predicho por la isoterma de Langmuir en
diversos casos, puede ser debido a la heterogeneidad energética de la superficie del adsorbente

(Ruthven, 1984), no cumpiiéndose una de las suposiciones de la teorfa de Langmuir.

Realizando Ia hipétesis de la existencia de una distribucidn logaritmica, que tiende a un valor
asintético, de la energia de adsorcidn correspondiente a los sitios de unién de la superficie del

adsorbente, se llega a la siguiente expresion semiempirica:
q =K, C 2.14]

donde Ky B (P < 1) son parimetros constantes para cada temperatura.

Este modelo presenta la desventaja de que no predice la saturacion, de forma asintética, del
adsorbente a alta concentracion de soluto ni se reduce al comportamiento lineal a baja concentracién
del mismo. Por esta razon, la utilizacién de la isoterma de Freundlich se encuentra limitada a

superficies heterogéneas y a un intervalo determinado de concentracion.

Otras isotermas

Para poder describir adecuadamente el comportamiento de sistémas que se apartan del
predicho por las 1sotermas deseritas anteriormente, se han propuesto numerosas expresiones, algunas

de las cuales se indican a continuacion.

La suposicion de una heterogeneidad superficial debida a dos tipos de sitios de adsorcion
independientes no cooperativos puede expresarse mediante Ja isoterma bi-Langmuir (Katti e al,,
1990; Dose ef al., 1991);

o, C N a, C,
1+b,C, 1+b,C,

q [2.15]

Otros tratamientos mds empiricos son los correspondientes a la isoterma de Langmuir-

Freundlich (Bellot y Condoret, 1993);
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__aCl 5 16
4 l+bC? [2.16]

0 a la de Redlich-Peterson (McKay y Al Duri, 1989);

alC,

1T e

[2.17]

La eleccion de cualquiera de las isotermas expuestas, o de otras muchas descritas en la

bibliograffa dependerd, principalmente, del sistema estudiado y de la profundidad con que se conozca,

de los datos experimentales de que se disponga y del grado de exactitud que se quiera alcanzar.
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3. MODELO MATEMATICO DEL
PROCESO DE ADSORCION

3.1.- INTRODUCCION

Los procesos de separacion basados en la cromatografia liquida o, de forma mas general, en el
equilibrio liquido/sélido son muy utilizadas como etapas finales de la purificacion de productos
obtenidos mediante biotecnologia. Hasta hace pocas décadas, los procesos biotecnologicos, salvo
determinados procesos clasicos de fermentacion (por ejemplo, produccién de cerveza y de otras
bebidas), estaban reducidos a la obtencién de productos de muy alto valor afiadido con producciones
muy bajas. En la actualidad, estdn apareciendo nuevos procesos biotecnolégicos a {a vez que otros ya
establecidos, que se realizan mediante procedimientos cldsicos de la quimica, pasan a realizarse
utilizando la biotecnologia. En este campo, actualmente, gran parte del trabajo desarrollado para pasar
de la investigacion en el laboratorio a la produccién industrial se realiza mediante escalado intermedio

en planta piloto con procedimientos empiricos o semiempiricos.

El asentamiento de los principios generales de [os procesos biotecnoldgicos, acompanado de
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la consolidacion de la técnica necesaria para su desarrollo, hace necesario el establecimiento de
modelos matemdticos que permitan el disefio y simulacién de cada una de las operaciones que lo
componen. De esta forma, el desarrollo de procesos biotecnolégicos se situaria en una posicion
similar a la que tenen los procesos quimicos convencionales, cuyos representantes mis destacados

son los pertenecientes a la industria petroquimica.

La proposicién de modelos matemdticos que describan el comportamiento del sistema a partir
de pardmetros conocidos o de ficil obtencién requiere un profundo conocimiento del proceso,
determinando las variables que influyen en el mismo asf como la cuantificacién de la mencionada
influencia. En el caso de la adsorcion, ademds de Ia extension del equilibrio entre el adsorbato y el
adsorbente, es necesario conocer la velocidad de transporte del adsorbato hasta los sitios de adsorcién
sobre la superticie del sélido. Esto ltimo viene determinado por los mecanismos de transferencia de

materia que se encueniran presentes en el proceso.

MODBELADO DE LA
ADSORCION
1
i i ]
CROMATOGRAFIA DE ADSORCION EN ADSORCION EN
IMPULSO TANQUE AGITADO LECHO FIJO
] | _
| i [ i

ANALISIS DE ISOTERMAS DE MODELO ANALISIS DE MODELO

MOMENTOS EQUILIBRIC CINETICO MOMENTOS CINETICO
— Ka — Ka Dp - Ka — K
— Dy Factor de Capacidad == Dy — Dy
Do — DL —kr
— Factor de Capacidad — Factor de Capacidad
— Entalpia de Adsorcion
— Entropia de Adsorcion

Figura 3.1: Pardmetros cinéticos y termodindmicos que se obtienen a partir de los tratamientos matemdticos
aplicados a cada uno de los sistemas experimentales estudiados.

En el presente trabajo se estudiard la adsorcién de o-amilasa sobre adsorbentes con
mecanismos de adsorcion diferentes, interaccion hidrofébica e intercambio iénico. El estudio se
realizard utilizando una metodologia secuencial desarrollada en anteriores trabajos por nuestro grupo
de investigacion (Aracil y Martinez, 1993) mediante los siguientes sistemas experimentales:
cromatogratia de impulso en HPLC, adsorcion en tanque agitado discontinuo y adsorcidn en lecho fijo
(Aracil et al., 1992). Los modelos matemiticos propuestos, de complejidad creciente, permitirin

caracterizar el proceso de adsorcion mediante los pardmetros cinéticos y termodindmicos del sistema,
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3.2.- CROMATOGRAFIA DE IMPULSO. ANALISIS DE MOMENTOS

La aplicacién més conocida, ditundida y establecida de la cromatografia liquida de alta
eficacia, HPLC, es como técnica analitica, encontrdndose muy desarrollada y bien establecida para
una gran diversidad de sustancias quimicas. Sin embargo, otra aplicacion de importancia creciente, es
como método de purificacion para determinados productos de alto valor afiadido en la industria
farmacéutica o de alimentacién, debide a la facilidad de escalar el proceso y a los altos grados de

pureza que se alcanzan.

3.2.1.- Introduccion

El estudio del proceso de adsorcion mediante HPLC permite obtener una valiosa informacion
del sistema de una forma rdpida, repetitiva, con equipos comerciales relativamente sencitlos y a partir
de muy pequefias cantidades de adsorbente y, sobre todo, de adsorbatos (Aracil y Martinez, 1993).
Estas circunstancias hacen que sea una técnica especialmente adecuada para productos de gran valor

afiadido como son antibidticos, péptidos, proteinas, hormonas, anticuerpos monoclonales, etc.

Tras la aplicacién del impulso de adsorbato en la fase mévil a la entrada de la columna, la
informacion de que se dispondrd serd la de la curva de respuesta a la salida de la misma, es decir, la
concentraciéon de adsorbato a la salida en funcidén del tiempo. Estos datos, junto con los
correspondientes a las condiciones de operacion y caracteristicas del sistema {(caudal, temperatura,
tamafio y porosidad de las particulas y de la columna) permitirdn la aplicacion del método de los
momentos, como se describe en el siguiente apartado, con el fin de obtener los pardmetros cinéticos y

de equilibrio que caracterizan al sistema,

3.2.2.- Modelo

El andlisis de la respuesta de un sistema cromatografico ante la introduccién de una
perturbacién en impulso o en escalén ha sido ampliamente utilizada y estudiada con el fin de extraer
informacién acerca de los factores que afectan al proceso de adsorcién asi como para conocer y

discriminar los diferentes mecanismos de transferencia de materia que tienen lugar.

Los desarrollos iniciales relacionaban los pardmetros estadisticos caracteristicos de las curvas
de respuesta o las curvas de distribucion del efluente en las columnas cromatogrificas con las

variables de operacidn y los pardmetros cinéticos del sistema estudiado,

Las primeras contribuciones tedricas consideraron la dispersién axial como el mecanismo
cinético principal responsable de la transferencia de materia (Lapidus y Amundson, 1952;

Klinkenberg y Sjenitzer, 1956). La inclusién de otro pardmetro causante del comportamiento no ideal,
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el coeficiente de transferencia de materia externo (Van Deemter et al., 1956), permitié una
explicacion y una prediccion mds exacta del comportamiento cromatogrifico. Levenspiel y Smith
(1957) determinaron el coeficiente de dispersion axial a partir de la caracterizacién de la curva
normalizada de respuesia a un impulso mediante el uso del ndmero adimensional de Peclet. Para la
resolucion de las ecuaciones correspondientes al balance de materia en la columna se han utilizado,
entre otras técnicas, la transformacion al dominio de Laplace. La inversion de la solucién para obtener
una expresion analitica en el dominio del tiempo es complicada o, en la mayoria de los casos.
inviable. Es factible, sin embargo, la obtencién de expresiones para los momentos cromatogrificos a
partir de la solucion en el dominio de Laplace. Estas expresiones relacionan los pardmetros cinéticos
y termodindmicos propuestos en el modelo resuelto (Van der Laan, 1957) con la definicién estadistica
de Ios momentos de una curva de distribucién. A continuaci6n se muestran las expresiones a partir de

las cuales se calculan el primer momento (W) y el segundo momento central (07);

l=w

th(t) dt
= =0 [3.1]
C{1) dt
4]

L=

t=ro

j (t—)? C(1) dt
Gl - =0 |32]

t =02
ﬁgg dt
=0

donde C(t) es 1a concentracién a la salida de 1a columna.

A partir de la metodologia anferior y en base al establecimiento de los balances de materia en
la columna y en una particula, Kubin (1695a; 1965b) y Kucera (1965) desarrollaron el método de los
momentos para un modelo en el que las resistencias a la transferencia de materia son la dispersitn
axial a lo largo del eje de la columna, Iz difusion a través de la capa limite que rodea a las particulas
de adsorbente y la difusidén de las moléculas de adsorbato en el interior de las mismas hasta unirse a
los sitios de adsorcion. Los pardmetros cinéticos que caracterizan los citados mecanismos de
transporte son, tespectivamente, los coeficientes de dispersion axial, Dy, de transferencia de materia
externa, k;, y de difusion en los poros, D;. Un modelo mis general, que incluye la difusion del
adsorbato a través de sOlidos con estructuras porosas bidispersas, fue desarrollado por Haynes y
Sarma (1973). De esta forma se obtienen expresiones para los momentos de las curvas de respucsta
que explican adecuadamente la mayoria de los sislemas cromatogrificos. Previamente sc habian

propuesto modelos que incluian difusion en macro- y microporos aunque s6lo consideraban que la
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adsorcion se producia en los microporos (Hashimoto y Smith, 1973).

Shah y Ruthven (1977) modificaron ligeramente el modelo de Haynes y Sarma refiriendo las
difusividades en micro- y macroporos en base al volumen del cristal y al drea superficial libre
respectivamente. De esta forma, el andlisis de momentos se realiza a partir de las siguientes

expresiones:

;_j_:—-]: 1+

v

Q-_—E)-k (3.3]
E

donde L es la longitad de la columna, v Ia velocidad intersticial de la fase mévil v k es una constante
de equilibrio aparente que puede expresarse a partir de la constante del equilibrio de adsorcién, K,

como se indica a continuacion:
k=a3p+(1—ep)KA [3.4]
La porosidad externa del lecho (referida al espacio interparticular) y la interna de las

particulas (referida al volumen total ocupado por los poros) vienmen representadas por € y &

respectivamente.

La retacion entre el segundo momento v los parimetros cinéticos que caracterizan el sistema

puede expresarse mediante la ecuacion 3.5;
2L D 1 | i
o7 = (_—J(——}-]{l + (—-—_ E]E‘,p + [———_ E](I - ep) KA} +
v v £ £

[3.5]

AL o

siendo R el radio de las partfcuias, r. el radio de los cristales que forman cada particula y D. el
cocficiente de difusion intracristalino. Relacionando las expresiones correspondientes al primer vy

segundo momento central, se obtiene:

2 ' 2 2 -
i? = BL.+ Y £ R + R PR 1+ —5 [3.6]
2u vL Lj{t-¢e)|15¢, D, 3k, 15kD, (1-8)k

El término que tiene en cuenta la resistencia a la transferencia de materia en el interior del
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cristal adquiere importancia en el caso de adsorbentes o catalizadores formados por agregados o
compactacion de cristales, situacion habitual cuando se trabaja, por ejemplo, con zeolitas. Sin
embargo, puede eliminarse cuando el sélido utilizado carece de microporos. Por otra parte, los otros
dos términos, correspondientes al transporte de materia a través de la capa limite externa que rodea a
las particulas y ¢l producido en el interior de los macroporos' tienen érdenes de magnitud diferentes
(Wakao y Funazkri, 1978). Mientras que el coeficiente de difusién externa tiene valores de,
aproximadamente, 10°® my/s, el de difusion en los poros se encuentra alrededor de 10" m*/s, de lo cual
se deduce:
R’ R
>>
15¢,D, 3k,

[3.7]

Con estas consideraciones, la ecuacién 3.6 puede simplificarse para dar la siguiente
expresion:

—~2

2 D R’ £
S T A | 1+ — [3.8]
21° vL LJil-¢ 158PDp (1-g)k
Por otro lado, a partir de la teorfa de platos (Martin y Synge, 1941) se puede obtener una
relacién entre la aliura equivalente de un plato tedrico, AEPT, y el resultado del desarrollo del

anilisis de momentos. basado en las teorias de velocidad a partir de las ecuaciones de balances de

materia;
AETP = —L [3.9]

por lo que comparando con la ecuacion 3.8, se tiene:

2Dy +2v € R’ 1+—-—E—— [3.10]
v | -¢ 15EPDP (==rk

AEPT =

A partir de esta dltima expresion se deduce que para especies que no se adsorban (k — 0) o
que se difundan hacia los sitios de adsorcion muy répidamente (D, — <), fa AEPT vienc dada,
simplemente, por (2-Dy/v), siendo un valor constante para cada sistema, esencialmente independiente
de la temperatura o de la velocidad del tluido, especialmente a bajos valores del nimero de Reynolds

(Bischott, 1960).

La posible existencia de asimetria en los picos y la presencia de colas en los mismos asi como

* Fn este caso, ¢l término macroporo engloba también a jos mesoporos que, segiin la recomendacicn de la ITUPAC (Sing et
al., 1985), comprenden los poros cuyo tamafio se encuentra en el intervalo 2 - 50 nm.
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de ruido presente en la sefial, hace inviabie la utilizacién de momentos de orden mayor a dos. Incluso
en estos dltimos, los problemas descritos pueden afectar significativamente a su determinacién, Se
han descrito algunas modificaciones y correcciones al método de los momentos para poder disminuir
el efecto mencionado. Sin duda, el mds utilizado de ellos es el método de los momentos con peso
(Ostergaard y Michelsen, 1969; Anderssen y White, 1971; Ramachandran y Smith, 1978; Wolf er al.,
1979). Este método hace uso de la relacién entre los momentos ordinarios y la transformada de

Laplace. El primer y segundo momento central con peso, 4, ¥ O'ZP, se definen como:
[re™cwar
W, (8) = % [3.11]
Je‘“ C(t) dt

=0

t

i

£

2 —st
(t-u,) e™Cwa
Go(s) = =—— [3.12]

e ™ C(t) dt

7]

Ee—

I

siendo s un pardmetro arbitrario de la transformacion con unidades de inversa del tiempo. Para s = 0,
los momentos con peso coinciden con los ordinarios. Para s > 0 el término (™) actia como un factor
de peso que hace disminuir la contribucién al valor de p o o de Ios datos de concentracién a tiempos
elevados, esto es, situados en la zona de caida del pico donde la asimetria es grande. El valor de s se
determina como aquél que minimiza la varianza de la curva de distribucion (Anderssen y White,

1971).

También se han descrito procedimientos para aplicar el método de los momentos ordinarios a
picos con asimetria mediante el truncamiento de los datos, es decir, la eleccién de un punto de la
curva a partir del cual no se integra la curva de respuesta (Skopp, 1984). Este método ha dado
resultados aceptables solo en determinadas ocasiones ya que para picos muy asimétricos el error
obtenido es elevado y, ademds, la frecuencia de recogida de datos y el espaciado, regular o no, entre

ellos influye en la determinacion del punto de truncamiento.

El métedo de los momentos permite un andlisis matemdtico sencillo y rapido de las respuestas
obtenidas cxperimentalmente a partir de una perturbacién en impulso introducida a un sistema
cromatogritico. Este andlisis permite estimar la constante del equilibrio de adsorcion correspondiente
a la ley de Henry, es decir, suponiendo ia isoterma de tipo lineal, lo cual, debido a las bajas

concentraciones que implican los impulsos de adsorbato, suele ser una aproximacién inicial oportuna.
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Una vez se hayan determinado los valores de la constante de equilibrio para cada temperatura
ensayada, mediante la aplicacion de la ecuacién de Van’t Hoff puede obtenerse la variacién de

entalpia ocurrida en el proceso de adsorcion, suponiendo aquella constante:

AH’

K, =K, exp - RT {3.13]
y la entropia correspondiente, por la siguiente expresidn:
AH’

AS’ =RInK, - [3.14]

Ademds, a partir del segundo momento central puede obtenerse el valor del coeficiente de
difusion en los poros. Es necesario estudiar los resultados que se obtengan mediante esta técnica con
vision espectalmente critica, analizando hasta que punto las simplificaciones llevadas a cabo tienen un
fundamento razonable. En cualquier caso, los pardmetros cinéticos y termodindmicos, asi calculados,
servirdn de punto de partida para los andlisis mds rigurosos desarrollados para los procesos de

adsorcién en tanque agitado y lecho tijo que se describirdn en los apartados siguientes.

3.3.- ADSORCION EN TANQUE AGITADO DISCONTINUO

Para realizar el disefio de procesos de purificacidn por adsorcion en sdlidos porosos, mediante
cualquiera de los mecanismos existentes, es necesario conocer las etapas de transferencia de materia
que determinan la velocidad de dicho proceso. Esto implica [a determinacién de los pardmetros
cinéticos y termodindmicos relacionados con los procesos de transporte de materia externo hacia las
particulas adsorbentes y con los procesos difusionales y de equilibrio que ocurren en el interior de los
poros. Los dispositivos experimentales basados en tanque agitado discontinuo permiten el estudio y
determinacién de dichos pardmetros de tforma sencilia ya que en ellos es posible eliminar el control de
la transterencia de materia externa. Ademds, en estos sistemas no existen otros mecanisimos no ideales

como los de dispersion axial asociados al flujo a lo largo de columnas de relleno.

3.3.1.- Introducciéon

Los modelos matemdticos desarrollados para representar el comportamiento de los sistemas
de adsorcién cn tanque agitado. buscan la obtencion, numérica o analitica, de la disminucién de la
concentracion del adsorbato o adsorbatos con el tiempo en funcidn de una serie de pardmetros

empiricos o no empiricos.

Los modelos mds sencillos suelen considerar isoterma de tipo lineal y una sola resistencia a la
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transferencia de materia, bien sea la difusién interna (Huang y Li, 1973) o 1a externa (Crank, 1975).
Komiyama y Smith (1974a) y Furusawa y Smith (1974) dan cuenta de una difusividad interna efectiva
mucho mayor de 1a esperada para disoluciones de benzaldehido, atribuyéndola a la existencia de una
difusién superficial en paralelo a la ditusividad molecular en el interior de los poros. La
determinacién de la difusividad superficial se pudo hacer en términos del calor de adsorcion y la
aplicacion de la isoterma de Freundlich (Komiyama y Smith, 1974b). Este 1ltimo mecanismo es
significativo si la interaccion entre adsorbato y adsorbente es muy fuerte (Krishna y Wesselingh,
1997) o existe control a la transferencia de materia en los microporos (Ruthven, 1984), siendo la
contribucidn al flujo del mismo orden de magnitud que la debida al mecanismo de Knudsen (Doong y
Yang, 1986). También se han descrito modelos en los que se diferencia la difusién en microporos y en
macroporos correspondiente a sélidos con distribucién bimodal de tamafios de poro (Ruckenstein et

al., 1971).

Otros acercamientos al problema, pese a incluir la isoterma no lineal, no contemplaban la
acumulacién de adsorbato en la fase liquida en el interior del poro (Suzuki y Kawazoe. 1974,
Hashimoto et al., 1975). Neretnieks (1976) incluye la utilizacién de isoterma no lineal y la resistencia
a la transferencia de materia externa ¢ interna, diferenciando la difusién superficial y la difusién
molecular efectiva. La resolucidon numérica se hace en base a diferentes casos limite en los que se
pueden realizar determinadas simplificaciones, por lo que es necesario conocer, a priori, s1 las

condiciones experimentales las cumplen o no.

Con el fin de abordar de forma mis sencilla el problema matemdtico se han propuesto
ecuaciones empiricas que describen, en determinadas condiciones, el perfil de concentracion de
adsorbato en la fase liquida del interior de los poros. La aproximacién mds sencilla corresponde a la
consideracién de la fuerza impulsora lineal (Glueckauf y Coates, 1947), por la que el transporte de
materia a través del interior de la particula es proporcional a la diferencia entre la concentracion en el
borde exterior y la concentracién media en toda la particula. Otros tratamientos posteriores consideran
un perfil parabdlico (Rice, 1982), existiendo otras expresiones como polinomios de cuarto grado (Do
y Rice, 1986) o funciones exponenciales (Do y Mayfield, 1987) que describen la distribucion del

adsorbato en funcion del radio de la particula.

La aplicacion de modelos no empiricos a la adsorcién de biomoléculas en sistemas de tanque
agitado ¢s reciente. Despreciando la contribucion de la ditusion interna y aplicando la isoterma de
Langmuir, se realizo el estudio de la adsorcion de tibrinégeno y albimina (Aptel er al., 1988). Por
otro lado, eliminando la transferencia de materia externa, se ha aplicado un modelo a la adsorcion de
seroalbiimina bovina mediante intercambio iGnico con isoterma no lineal {Yoshida er ¢f., 1994). Los

modelos que incluyen las dos resistencia a la transferencia de materia sc han resuelto, en algiin caso,
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restringiendo su uso 4 la zona de la isoterma donde el comportamiento es lineal (Membrez, et al.,
1996), resolviendo por transformadas de Laplace las ecuaciones del balance de materia. Modelos
completos, que cuenten con la difusién externa e interna y un comportamiento no lineal de la
isoterma, se han aplicado a aminodcidos y penicilina G (Grzegorcyk y Carta, 1996) o a la adsorcién

de cetalosporina C (Casillas et al., 1993).

3.3.2.- Modelo

El proceso de adsorcién de o-amilasa sobre solidos porosos mediante interaccién hidrofébica
e intercambio i6nico en un tanque agitado en operacién discontinua ha sido modelado
matemdticamente de acuerdo al planteamiento que.a continuacion se describe. En dicho modelo se
han tenido en cuenta las etapas de difusién externa, difusién interna y adsorcién superficial como
responsables de la velocidad global de transferencia de materia. Pese a ello, la eliminacidn del control
de la etapa de difusién externa y la suposicion de una velocidad de adsorcion suticientemente elevada,
permitird obtener valores mds exactos del coeficiente de difusion en los poros a partir de los
experimentos realizados. Esta situacién se consigue aumentando, por agitacion, la velocidad relativa
entre las particulas de adsorbente y la disolucion de adsorcion en el tanque. Para obtener unos mejores
resultados, es aconsejable que la densidad del sélido no sea demasiado diferente a la del fluido en el

(Jue se encuentra.

Establecimiento de hipdotesis

Para el planteamiento y posterior resolucion del modelo matemdtico que describe el proceso

de adsorcion en tanque agitado discoatinuo se han establecido las siguientes hipétesis:

1) Las particulas de adsorbente son estféricas, de igual didmetro v densidad. Los sitios
de adsorcidén son iguales y se encuentran homogéneamente distribuidos por la
superficie de la particula.

ii) La velocidad de transporte de materia viene determinada por la existencia de dos
procesos en serie. Una etapa de difusion externa en la que las moléculas de
adsorbato atraviesan la capa limite que rodea a las particulas y otra de difusién
interna que corresponde a la ditusion del adsorbato por el interior de los poros. La
velocidad de cada uno de estos procesos viene caracterizada por el coeticiente de
transterencia de materia externo. k. v el coeficiente de difusion en los poros, b,

respectivamente.

iii) El proceso es isotermo.
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iv) La adsorcion del adsorbato sobre los sitios de adsorcion es instantinea y reversible y
la velocidad con que se realiza es mucho mayor que la correspondiente a las etapas

de difusion previas.

v) El equilibrio de adsorcion se establece entre la concentracion de adsorbato en la fase
liquida del interior de los poros, ¢, y la concentracion de adsorbato adsorbida en la
superficie interna, q. Dicho equilibrio viene descrito mediante la isoterma de

adsorcién:
q=t(c)

vi) El coeficiente de difusion en los poros es independiente de la concentracion.

Balance de materia en la fase liquida

La disminucion de la concentracién de adsorbato en la fase liquida viene dada por el flujo que
se difunde a través de la capa limite que rodea a las particulas esféricas de adsorbente, pudiendo

cxpresarse comao:

vy (3 e, (C-_,) [3.15]

donde V es el volumen de disolucion en el tanque, v, el volumen de poros por unidad de masa de
adsorbente, C 1a concentracion de adsorbato en el seno del liguido del tanque v ¢ 1a concentracion en

la fase liquida del interior de los poros..

Balance de materia en una seccién radial de la particula

Suponiendo que el mecanismo de transporte en ¢l interior del poro €s mediante difusion en la
fase liquida y que el coeficiente de difusion efectivo no varfa con la concentracion, para una particula

estérica, se tiene:

oc oq dic  2dc
£ ——+{l-¢ })—= D |=—+—— 3.16
P ot ( P) ot PP At roor 13.16]
donde g = fic) es la isoterma de adsorcidn.
Asi, puede escribirse:
d dg o

Jt dc ot
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Condiciones de contorno e iniciales

El flujo de adsorbato que atraviesa la superficie exterior de la particula deberd ser igual al

flujo de adsorbato transportado por difusién a través del interior de los poros:

dc
-D e |Z] =k (c— -
o |5 f LLR) [3.18]
En el centro de la particula,
dc
=0 3.19
3 [3.19]

Las condiciones iniciales seleccionadas son:

c=0 t=0 0<r<R
q=0 t=0 0<r<R [3.20]
CZC(_} [:0

siendo Cy la concentracion inicial de adsorbato en la disolucién.,

3.4.- ADSORCION EN LECHO F1JO

Los procesos de purificacion a escala industrial operan, en la préctica totalidad de los casos,
en lecho fijo. Por ello, es fundamental contar con un modelo matemdtico que describa dicha operacion
para poder disefiar y posteriormente optimar el funcionamiento del proceso. Tras el modelado
matemndtico de la adsorcidn en tanque agitado discontinuo, el modelo de lecho incluye el flujo de fase
fluida en la direccién axial de la columna. Esto hace que, a los modelos planteados para la
transferencia de materia en las particulas de adsorbente, sea necesario acoplar modelos para el flujo
mencionado. A continuacion se revisardn los avances mds significativos que se han tlevado a cabo el

desarrollo de modelos para la adsorcién en lecho [ijo.

3.4.1.- Introducciéon

El desarrollo y planteamiento de los modelos matemiéticos que se encuentran descritos en la
bibliogratia ha estado condicionado, fundamentalmente, por las resistencias a la transferencia de
materia que, se consideren, controlan la velocidad del proceso, el tipo de isoterma de equilibrio y el
modelo de flujo postulado a lo largo de la columna. Otro Factor importante son las simplificaciones

realizadas o las condiciones de contorno ¢ iniciales que s¢ planteen para su resolucion.

La aparicion de una ecuacion correspondiente al balance de materia en la columna, junto con
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la procedente del balance de materia en la particula, complica el tratamiento matemdtico del problema
en relacién al modelo de tanque agitado. Desde los pioneros trabajos de Wilson (1940),
posteriormente desarrollados por DeVault (1947) y Glueckauf (1949) en los que no se consideraba
resistencia a la transferencia de materia, se han planteado numerosos modelos y soluciones en base a
diferentes hipGtesis para los sistemas de adsorcidn en lecho fijo. Los mds sencillos consideran una
séla resistencia y no contemplan la dispersidn axial del flujo (Rosen, 1952; Rosen, 1954; Tien y
Todos, 196(}; Masamune y Smith, 1964), en ellos, la aplicacién de una isoterma de tipo lineal permite
la resolucién anaiitica del sistema de ecuaciones. La inclusion del coeficiente de dispersion axial hace
mds realista el modelo a la vez que hace mds complejo el tratamiento matemdtico necesario para su
resolucion (Deisler y Withem, 1953; Vermeulen, 1953; Rasmuson y Neretnieks, 1980; Rasmuson,

1981).

Las aproximaciones de perfil parabdlico (Liau et al., 1979; Rice, 1982) o de fuerza impulsora
lineal (Cooney, 1983; Carta, 1983; Sheng y Costa, 1997) comentadas en el apartado 3.3.1 también se
han aplicado a la resolucién de sistemas en lecho fijo. A ellas se une la de considerar el perfil de
concentracion en la particula como una distribucién pseudo logaritmico-normal (Xiu et al., 1997).
También se¢ han incluido, en ocasiones, la separacion de las contribuciones en micro- y macroporos a
la difusién interna en séiidos porosos bimodales (Garg y Ruthven, 1973) o la difusion superficial
(Rasmuson y Neretnieks, 1980; Do y Rice, 1987). También se han Hevado a cabo simplificaciones del
problema relacionadas con la isoterma de adsorcion, considerando un valor medio de la cantidad de
soluto adsorbida en la particula (Hasanain et al., 1983) o aproximando la isoterma no lineal a una de
forma rectangular (Yoshida er al., 1984). Otras revisiones detalladas acerca del desarrollo de los
modelos para la adsorcién en lecho fijo se encuentran en la bibliografia (Mansour ef al., 1982;

McKay, 1984).

La mayoria de los modelos comentados han servido para la explicacién del comportamiento
de la adsorcion en lecho fijo para sistemas sélido-gas o solido-liquido en condiciones de
concentracion muy baja). El desarrollo y aplicacion de modelos cinéticos a sistemas liquidos en los
que intervengan biomoléculas o biopolimeros es poco abundante. Para cromatografia de afinidad se
han descrito modelos de diferente complejidad, desde modelos sencillos usados como aproximacion al
problema (Arnold et al., 1985; Chase, 1984) a modelos mas completos (Arve y Liapis, 1988; Sridhar,
1996; Niemeyer et al., 1996). Pese a ello, la mayoria de los trabajos en este campo han sido tedricos y
su verificacion trente a resultados experimentales es muy escasa. Modelos similares s¢ han utilizado
para la adsorcion de proteinas sobre resinas de intercambio i6nico (Skidmore et «l., 1990) con
resultados no muy satistactorios. En el presente trabajo se aplicard un modelo matemdtico (Aracil et
al., 1993) que se ha utilizado con éxito cn el caso de la adsorcion de cefalosporina C sobre resinas

hidrofébicas.
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3.4.2.- Modelo

En el planteamiento del presente modelo que describe la operacidn de adsorcion de c-amilasa
en un lecho tijo se ha tenido en consideracion la difusidn en la capa limite que rodea a las particulas,
la difusidn en el interior de los poros y el proceso de adsorcién de Ia proteina sobre los sitios de
adsorcidn, Para tener en cuenta la existencia de un flujo no ideal, se ha introducido el coeficiente de
dispersion axial para explicar la desviacion del tlujo piston ideal. El modelo, ademds, se basa en las

siguientes suposiciones:

Establecimiento de hipdtesis

El planteamiento y tormulacion del modelo matemdtico de adsorcion en un lecho fijo se

realiza en base a las siguientes hipdtesis:
i) El sistema opera en condiciones isotermas.

ii) El equilibrio de adsorcidn se establece entre la concentracion de adsorbato en la fase
liquida del interior de los poros, ¢, y la concentracion de adsorbato adsorbida cn la
superficie interna, q. Dicho equilibrio viene descrito mediante la isoterma de
adsorcion:

q=t{c)

iii)Se consideran dos resistencias en serie al transporte de materia. Una etapa de
difusion externa en [a que las moléculas de adsorbato atraviesan la capa limite que
rodea a las particulas y otra de difusion interna que corresponde a la difusién del
adsorbato por el interior de los poros. La velocidad de cada uno de estos procesos
viene caracterizada por el coeficiente de transterencia de materia externo, ki, y el
coeficiente de difusién en los poros, Dy, respectivamente.

iv) La velocidad de la fase liquida en la columna y los pardmetros de transterencia de
materia son independientes de la concentracion en la fase liquida.

v) El flujo de la fase liquida a lo largo de la columna se considera no ideal.

incorporando un término de dispersion axial.

vi) Las particulas de adsorbente son esféricas y de tamafio y densidad uniforme.

Balance de materia en una particuia

En base a la suposicion de la forma esférica de las particulas y de la existencia de un proceso

de ditusion interna, el balance diferencial en una seccion radial de las particulas, puede escribirse
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como:

ac l1-€, | dq 1 d (, dc
-l —==D - — — 3.21
at £ t "t oo (r dr 321

Se obtiene una ecuacion diferencial en derivadas parciales de tipo parabélica. Asumiendo que
se produce un equilibrio instantdneo entre el soluto de la tase liquida y el que se encuentra adsorbido,

se puede escribir la siguiente relacion:

9 _de dg

322
dc dt dc (3-241

Introduciendo la expresidn 3.22 en la ecuacién 3.21, esta quedard de la siguiente forma:

2
% - ! D, (% +2 %5} (3.23]
t - 1 —gp Eqi r r r

€, dc

Balance de materia la columna

Supouniendo un flujo no ideal, con dispersidn axial, el balance de adsorbato en una seccién

diferencial del lecho se expresa de la siguiente manera:

a* C a:. ’ | —¢ IS k.
-D 3.24
t zq R at 13241

La velocidad de adsorcion puede expresarse mediante una relacién del tipo:

ad .
a‘t] Fla.c) [3.25]

Por tratarse de un modelo de transferencia de materia homogéneo en el gue se consideran dos

resistencias al transporte, la ecuacidn 3.24 puede reescribirse como:

0°C oC _ oC (l-g) 3k,
_p 2% A Sl ke A o =0 3.26
S I PR ( e J = (O ) 13201

Condiciones de contorno

Por simeltria, en el centro de la particula:

de

=0 2
or 0271

r=0
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En la superficie de la particula, el flujo de adsorbato que se difunde a través de los poros es
igual al que entra a través de la capa limite externa:
dc

EPDP g———kf(C—C

o) [3.28]

La ecuacion diferencial 3.26 requiere las siguientes condiciones de contorno a la entrada y a

la salida de la columna respectivamente (Danckwerts, 1953):

oC
Dy = =v (C-d_,) [3.29]
z=0
aC
— = [3.30]
dz L
Condiciones iniciales
C=0 O0<z<L t<0
C=¢, 0<z t>0 13.31]
c=0 0<z<L t<(0
g=0 <z<L t<0
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4. CARACTERIZACION Y METODOS
DE ANALISIS

4.1.- CARACTERIZACION DEL ADSORBATO

En este apartado se describen los métodos utilizados para caracterizar las diferentes fuentes de

o-amilasa utilizadas asi como 1os resultados obtenidos con las mismas.

Debido a que la ¢-amilasa es una enzima industrial de gran consumo, se procedié a la
comparacion entre las fabricadas por las compaififas productoras mds importantes. A partir de todos los
datos de que se disponia previamente (bibliogrificos y de los fabricantes) y de los obtenidos a partir de
los ensayos de caracterizacion llevados a cabo, se seleccionard la enzima comercial con la que se vaa

desarrollar el estudio en el presente trabajo de investigacion,

En la tabla 4.1 se muestran las diferentes «-amilasas de Aspergillus oryzae comerciales
analizadas en el presente trabajo y donadas directamente por cada una de las compafias que las

producen.
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La o-amilasa de A. oryzae seleccionada para el estudio de su comportamiento cromatografico ha

sido la procedente de Fungamyl 1600 BG type WF (Novo Nordisk A/S, Bagsverd, Dinamarca).

Tabla 4.1: c-amifasas de A, oryzae utilizadas.

Denominacion Fabricante' Actividad?
Brewers Fermex Gist-brocades -
Rapidase PFP " 45 000 SKBU/g
Rapidase PS ! 25 000 SKBU/g
Amylase P500 " 113 500 SKBU/g
Grindamyl A5000 Grindsted 50000 SKBU/g
Grindamyl $10G0 ! 2000 SKBU/g
Grindamyl $250 " 500 SKBU/g
Fungamyl 1600 Novo Nordisk 1 600 FAU/g
o-Amylase type X-A Sigma 27 000 BU/g
Sanzyme SP 6300 Sankyo 93 600 SKBU/g

Sanzyme SP 3500
Sanzyme A 7000

"

"

51 500 SKBU/g
8 543 SKBU/g

4.1.1.- Determinacion de la cantidad de proteina total:

Los preparados comerciales de c-amilasa contienen una serie de sustancias que acompafan a la

enzima (sales, nutrientes y otros productos del caldo de fermentacion, estabilizantes, otras proteinas,
etc.). La informacion sobre la composicién de estos productos, habitualmente, no estd disponible por

parte de las empresas productoras. Los ensayos generales para la determinacion de la concentracion de

¥ La referencia completa de cada fabricante es:
- Gist-brocades NV. Delit, Holanda.
- Grindsted Products. Brabrand, Dinamarca.
- Novo Nordisk A/S, Bagsvard, Dinamarca.
- Sigma Chemical Co. St. Louis. MO, EE.UU.
- Sankye Co.. Lid. Tokyo, Japdn.

t J.as diferentes unidades se definen:

- FAU (unidad de amilasa fingica): 1 FAU corresponde a la cantidad de enzima que descompone 5.26 ¢ de almiddn
por hora a 37 °C y pH 4.7 (Novo Nordisk. Analytical Method AF 216).

-SKBU: 10 SKBU = | FAU
-BU: 1 BU libera 1.0 mg de maltosa a partir de almidén en 3 minutos a pH 6.9 y 20 °C (Bernfeld. 1955).



PURIFICACION DE 0-AMILASA DE Aspergillus oryzae POR ADSORCION 91

proteina en una disolucion suelen estar interferidos, en mayor o menor grado, por las diferentes
sustancias que acompafien a las proteinas. Por esta razén y con objeto de conocer la concentracion de
proteina en cada uno de los preparados comerciales de a-amilasa con los que se ha trabajado, se ha
medido a través de dos procedimientos basados en principios diferentes para poder realizar

comparaciones y obtener mejores conclusiones.

Método de absorbancia en ultravioleta

Existen diferentes métodos de determinacién de la concentracion de proteina en una disolucion
que hacen uso de la absorbancia de 1a misma en diferentes bandas de la regién ultravioleta. El método
de Warburg y Christian (1941) requiere la medicién de la absorbancia a 260 y a 280 nm. La
concentracion total de proteina en el medio analizado puede determinarse mediante la siguiente
térmula:

Concentracion de Proteina [mg/ml} = 1.55 - Az - 0.76 - Aggy

Esta correlacion ha sido estimada en base a la absorbancia de una proteina utilizada como patrén
de calibracién (enolasa de levadura cristalizada). Sin embargo, aunque la mayoria de las proteinas
tienen una absorbancia a 280 nm en ¢l intervalo 0.5 - 2.0 para una concentracion de 1.0 mg/ml, existen

algunas que se encuentran fuera del mismo (Dawson et af., 1993).

Método de Bradford

Este método (Bradford, 1976) se basa en el cambio diferencial de color de un colorante en
presencia de concentraciones variables de proteina. El reactivo de tincién, Coomassie® Briiliant Blue
(G-250. es capaz de unirse a las proteinas formando un complejo de coordinacion. El ensayo se basa en
que dicho reactivo, en disolucién dcida, desplaza su mdximo de absorbancia desde 465. nm hasta 595
nm cuando pasa a encontrarse unido a una proteina (por desplazamiento de su pK,). Se ha observado
(Spector, 1978) que el coeficiente de extincién molar del complejo colorante-albimina es constante
sobre un amplio intervalo de concentracién, por lo que se puede aplicar la ley de Beer para la
determinacion de la concentracion total de proteina en una disolucién. La concentracion se determina
por comparacién con el resultado obtenido para una proteina de concentracion conocida mediante una

recta de calibrado adecuada.

Este ensayo presenta una serie de ventajas respecto a otros métodos cldsicos de como son el
método de Biuret o el de Lowry (Scopes, 1987). En primer lugar, necesita una menor cantidad de
muestra, siendo mds rdpido y sensible que los citados y, al menos, tan exacto como el método de
Lowry. En segundo lugar, ante la presencia de determinadas sustancias, se producen menos

interterencias que con los otros métodos citados.



92 CARACTERIZACION Y METODOS DE ANALISTS

En el presente trabajo, el procedimiento operativo utilizado para la realizacion de este ensayo
estd basado en el descrito por Bradford (1976). El calibrado del presente ensayo se ha realizado con
seroalbdmina bovina ctistalizada y liofilizada. La disolucién del reactivo de tincién y la proteina
patrén, Bio-Rad Protein Assay Kit 1I, fueron suministradas por Bio-Rad Laboratories (Munich,

Alemania).

4.1.2.- Cristalizacién de a-amilasa

Los resultados obtenidos a partir de los andlisis de cantidad de proteina y electrotoresis
realizados sobre la a-amilasa comercial hicieron necesaria la obtencién de muestra con alta pureza a
fin de eliminar las posibles influencias que las impurezas pudiesen provocar durante el proceso de

adsorcién de ¢-amilasa.

Con objeto de obtener las cantidades necesarias de c-amilasa con la pureza requerida para el
desarrollo del presente trabajo de investigacion. se decidi6 llevar a cabo la purificacion del preparado
comercial Fungamyl 1600 BG type WF. El procedimiento seguido (Akabori et al.. 1954) comprende
unas ctapas de extraccion de la enzima, consistentes en la precipitacion de la misma mediante la
adicion de (NH.),SO, seguido de una etapa de precipitacion selectiva con lactato de 6,9-diamino-2-
etoxiacriding monohidrato (rivanol) y posterior cristalizacién con acetona. Los cristales de o-amilasa
se disuelven y se recristalizan 3 veces en degtona y, por dltimo, se liofilizan, Todo el proceso se ha
realizado en cdmara termostatizada a 4 °C. Las etapas de filtracién descritas en la metodologfa

(Akabori ef al., 1954) han sido sustituidas por centrifugacién refrigerada a 12000 x g.

A continyacion se detallan los materiales utilizados para la cristalizacion de o-amilasa: acetato
sodico, acetato cdlcico y rivanol (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU.), hidréxido sédico
(Merck. Darmstadt, Alemania) , dcido acético (Panreac Quimica. Barcelona. Espafia), caolin. acetona y
sulfato amoénico (Fluka Chemie. Neu-Ulm, Alemania). Las bolsas de didlisis, Dialysis Tubing -
Visking n® 5 (Medicell International Ltd. Londres, Gran Bretafia), tienen un corte de masa molecular
entre 12000 y 14000. Se ha usado una centrifuga refrigerada Sorvall Superspeed RC2-B con rotor SS-

34 {DuPont de Nemours, Herts, Gran Bretafia),

4.1.3.- Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

La electrotoresis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sédico, SDS, es uno de
los métodos electroforéticos mds comuinmente utilizados con fines analiticos y de caracterizacion de
polipéptidos. Esta técnica permite la separacion de las proteinas de una mezcla en funcion de su masa
molecular. Las moléculas del detergente dodecil sulfato sddico se unen fuertemente a las de proteina

de tal forma que s6lo un (0.1% de aquel es suficiente para saturar la cadena polipeptidica, quedando
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aproximadamente una molécula de detergente por cada 2 residuos de aminodcido (1.4 gramos de SDS
por gramo de proteina). Cada molécula de SDS tiene una carga negativa por lo que una proteina
saturada por ellas soportard un gran exceso de carga neta negativa. En la préctica, debido a dicho
exceso, se puede considerar que todas las proteinas adquieren una relacion carga/tamafio virtualmente
idéntica, independientemente de la carga neta que tuviese en condiciones nativas, muy pequefia en

comparacién con las procedentes de su unidn al dodecil sulfato sédico.

Por otro lado la placa de gel presenta un gradiente de concentracién de poliacrilamida, siendo
mayor en la parte inferior (cercana al dnodo) y menor en la superior (cercana al cdtodo). Bajo la accion
del campo eléctrico, las proteinas cargadas negativamente se mueven hacia el dnodo. Las moléculas de
menor tamaifio y mayor movilidad avanzardn a través del gel, alcanzando las zonas de mayor
concentracion, donde la porosidad es menor y la difusién de 1as moléculas de mayor tamaiio se ve
impedida. Al cesar la aplicacién del campo eléctrico sobre el gel, se habrd logrado la separacion de las
diferentes proteinas que componian la muestra v que se habfan aplicado en un punto de la zona
cercana al cdtodo, habiendo avanzado mds las de menor tamafio molecular. En estas condiciones existe
una relacion lineal entre el factor de retencién y el logaritmo de la masa molecular de la proteina. Esta
se determina por comparacion con una recta de calibrado realizada con una mezcla de proteinas de

masa molecular conocida.

El procedimiento operativo (Pharmacia Biotech [a]) consiste en la adicidn de un tamp6én (15 pb)
con SDS y B-mercaptoetanol a la disolucién de proteinas (5 pl) que se desea analizar. Posteriormente
se hierve la mezcla para desnaturalizar la protefna y que el SDS se una a la cadena polipeptidica. A
continuacion se aplican 10 ul de la muestra en un extremo del gel de poliacrilamida, se afiade el
tampon y se aplica el campo eléctrico durante un tiempo determinado. Para detectar las bandas
correspondientes 4 cada proteina separada, es necesario realizar la tincion de fas mismas mediante un

procedimiento (Pharmacia Biotech {b]) en el gue se utiliza Coomassie.

En el presente trabajo, se ha utilizado un thststSysternMR (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia)
como equipo experimental compacto, con unidad de desarrollo y fuente de alimentacién y unidad de
tincién y lavado. Las placas de gel, PhastGel® Gradient 8-25 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia)
contenian un gradiente de poliacrilamida del 8 al 25%. Se utiliz4 un sistema de tampdn discontinuo
PhastGel® SDS Buffer Strips a pH 8.1 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). Las proteinas utilizadas
como marcadores para el calibrado del sistema y su masa molecular han sido; fosforilasa B (94000),
seroalbimina bovina {(67000), ovoalbimina (43000), anhidrasa carbonica (30000), inhibidor de la
tripsina de soja (2010} y lactoalbimina (14400), todas ellas suministradas por Pharmacia Biotech
(Uppsala, Suecia). Coomassie Brilliant Blue R-250, B-mercaptoetanol, glicerol, dcido acético y dodecil

sulfato sddico fueron suministrados por Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE.UU.).
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4.1.4.- Espectroscopia de absorcién ultravioleta

Las cadenas laterales aromdticas de los aminodcidos fenilalanina, tirosina y triptéfano, son las
principales responsables de la absorbancia de las protefnas en la regién ultravioleta. Las propiedades
espectrales de estas cadenas laterales son muy sensibles al entorno que las rodea, desplazindose el
mdximo de absorbancia en funcién del medio en que se encuentren. El resto de aminodcidos con
absorcion en esta regién del espectro no presentan una sensibilidad tan acusada. Debido al alto mimero
de residuos, los aminodcidos aromdticos de una proteina se encuentran rodeados de una multitud de
microentornos diferentes, por ello, el valor obtenido para ta absorbancia en ultravioleta de una cadena
polipeptidica refleja un valor medio del comportamiento espectral de cada uno de dichos grupos

Aromaticos.

Tabla 4.2: Propiedades espectroscépicas de los aminodcidos
aromiticos a pH neutro (Creighton, 1993).

Amax Absorbancia

(nm) molar (M -em™)
Fenilalanina 257.4 197
Tirosina 274.6 1420
Triptofano 279.8 5600

Ademids este método puede ser de gran utilidad para el seguimiento y determinacién de la
concentracion de proteina en [os diferentes procesos de adsorcidn que se van a llevar a cabo ya que,
realizando el calibrado adecuado, la concentracién de proteina en disolucidn estd relacionada

proporcionalmente con la absorbancia a determinada longitud de onda.

espectrototémetro de matriz de diodos modelo 8452A (Hewlett-Packard. Avondale, PE, EE.UU.).

4.2.- CARACTERIZACION DE LOS ADSORBENTES

El conocimiento de las caracteristicas tisicoquimicas de los solidos perosos utilizados como
adsorbentes es fundamental para comprender y, en su caso, explicar la interaccion de este con el
adsorbato en los diterentes procesos de adsorcién. Por otro lado, los modelos fenomenoldgicos
desarrollados incluyen algunos pardmetros tisicos de las resinas, como son la porosidad y la densidad

de las mismas, por lo que es necesaria su caracterizacion.

En [a tabla 4.3 se muestra la informacién, suministrada por el fabricante, sobre las propiedades

tisicoquimicas de ambos adsorbentes. Debido a que esos datos no son suficientes o no estdn
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suficientemente definidos de acuerdo con las necesidades planteadas anteriormente, se ha completado

la caracterizacién mediante los ensayos que se describen a continuacion.

Tabla 4.3: Propiedades fisicoquimicas comerciales de los adsorbentes de HIC e IEC.

Duolite XAD-761 Duclite A-568

(HIC) (IEC)
Matriz Copolimero de fenol-formaldehifdo entrecruzado policondensado
Grupo funcional Hidroxile fendlico (principal) Amina terciaria

Metilo
Densidad aparente [mg/ml] 1.11 1.12 (forma bésica)
Retencion de humedad [%] 60 - 65 57-65
Radio de poro [nm] 20-30 15-25
Hinchamiento reversible [ %] 7 7

Capacidad de intercambio 1.2 eq/l (base hiimeda)

5 eq/kg (hase seca)

En el presente trabajo de investigacion se ha estudiado la adsorcion de una proteina, la o-
amilasa de A. orvzae, mediante dos mecanismos diferentes: interaccién hidrofébica (HIC) e
intercambio iénico (IEC). Los adsorbentes utilizados han sido, respectivamente para cada uno de ellos,
Duolite XAD-761 y Duolite A-568 (Rohm and Haas Co., Filadelfia, PA, EE.UU.). Los dos
adsorbentes seleccionados tienen la misma matriz, diferencidndose fundamentalmente en los ligandos
de que estin recubiertos, confiriéndoles un cardcter hidrofébico ¢ de intercambiador de aniones. Asi,
se podrdn estudiar de forma mds independiente el comportamiento en el proceso de adsorcién debido a

cada uno de los mecanismos mencionados.

4.2.1.- Adsorcién en fase gaseosa

La adsorcién de gases es una técnica ampliamente empleada para la caracterizacion de una gran
variedad de tipos de solidos porosos. En particular, la aplicacién de estudios de fisisorcion (adsorcién
tisica) es adecuada para determinar el drea superficial, el volumen de poro y la distribucién de tamafios
de poro de catalizadores, adsorbentes, pigmentos, dridos y otros materiales. Para el presente trabajo se

ha utilizado la adsorcion de nitrégeno como técnica de caracterizacion de los adsorbentes porosos.

El equipo empleado para la caracterizacion de las resinas porosas por adsorcién de nitrégeno ha

- sido un ASAP 2000 (Micromeritics Instrument Corp., Nortcross, GA, EE.UU.).
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Area superficial (Area BET)

La determinacion del drea superficial mediante esta técnica se basa en el conocimiento de ta
cantidad de gas necesario para formar una monocapa completa de moléculas del mismo adsorbidas a Ia

superticic del sélido. A continuacion se expone, de forma resumida, ¢l procedimiento experimental:

Una cantidad conocida del sélido poroso que se desea analizar se desgasifica sometiéndola a
calentamiento y vacio en una bureta de gases. La isoterma de adsorcién se construye punto a punto
registrando la presidn de equilibrio que se alcanza tras la introduccién en la bureta de cantidades
conocidas de nitrGgeno. Paralelamente, se debe realizar un ensayo en blanco para corregir la cantidad

de gas que se adsorbe a las paredes del sistema.

La determinacidn del drea superficial se lleva a cabo mediante el método estdndar de Brunauer-

Emmett-Teller (BET) a partir de los datos de la isoterma de fisisorcién (Sing er al., 1985}:

B 1 +C—1_p_
ot (p"-p) nnC niC p’

4.1}

donde n* es la cantidad de gas adsorbida a la presi6n relativa p/p’, n*,, representa la capacidad de la
monocapa y C es una constante que depende exponencialmente de las entalpias de adsorcién y
licuefaccién. De la pendiente de la representacién lineal de p/(n*-(p’-p)) frente a p/p° (representacion
BET) se obtiene el valor de n*,. EI intervalo de linealidad estd restringido a una zona limitada de la
isoterma, normatmente para valores de presidn relativa inferiores a (0.3. Asi, el drea superticial (drea

BET) pucde calcularse a partir de [a siguiente ecuacion:
Apgr = nam -L-ag {4.2]

siendo a,y, el drea media ocupada por cada molécula adsorbida en la monocapa completa (su valor para

Nya77Kes0.162 nmz) y L es la constante de Avogadro.

Distribucion de tamaito de poro

A valores altos de presion relativa (p/po), la forma de la isolerma de adsorcidon se curva hacia
arriba debido al progresivo llenado los mesoporos del solido mediante el proceso de condensacién
capilar. Cuando los mesoporos se llenan por completo, la isoterma se estabiliza alcanzando una linea
horizontal. El volumen total de mesoporos puede derivarse de la cantidad de vapor adsorbido cuando
la isoterma s¢ encuentra en la zona estabilizada mencionada (es decir, cuando p/p° tiende a la unidad)

¥, por tanto, los poros se han llenado con el adsorbato condensado en estado liquido.
En base a la ecuacidn de Kelvin para la variacidn de la presidn de vapor con la curvatura
superticial del menisco de un liquido en un cilindro capilar cerrado por un extremo (Rouquérol ef al.,

1994) y con los datos de fisisorcion de nitrdgeno en el adsorbente poroso se puede determinar el
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volumen de poro asociado a cada valor del radio del mismo, r,;:

o 20Y¥,cos0
RT In(p / p")

L

[4.3}

donde ¢ y V, son 1a tensién superticial y el volumen molar del liquido condensado respectivamente
(para el nitr6geno liquido a 77.4 K, ¢ = 8.72-10” N/m, V,, = 34.68 cm’/mol y 6 = 0°). El pardmetro t es
un factor de carreccién que representa el espesor de la capa ya adsorbida en las paredes del poro

(espesor de la multicapa).

El tamafio de los poros de mayor tamafio que pueden medirse mediante este método cstd
limitado por la gran variacion del radio del menisco del liquido con la presion cuando la presién
reducida se acerca a la unidad (Sattertield, 1980). Por lo tanto, el método puede aplicarse a poros de
hasta 60 nm de didmetro, produciendo errores significativos del volumen de poro en la zona de la
distribucién cercana a ese limite superior. Para determinar la distribucién de tamafios correspondiente

a poros del orden de 60 nm y mayores, se deber4 recurrir a la porosimetria de mercurio.

4.2.2.- Porosimetria de mercurio

La porosimetria de mercuric ¢s una técnica muy empleada para la determinacidén de la

distribucion del tamafio de poro asi como de la porosidad y densidad de sélidos porosos.

En el presente trabajo se han caracterizado ambos adsorbentes porosos mediante esta técnica
utilizando un equipo Micromeritics Pore Sizer 9310 (Micromeritics Instrument Corp., Norcross, GA,

EE.UU.).

Distribucion de tamafio de poro

Este método de caracterizacion se base en el comportamiento, en el interior de tubos capilares,
de liquidos que no mojan. Cuando el dngulo de contacto, 9, entre el liquido y la superficie del sélido
tiene un valor comprendido entre 90° y 180°, la tension superficial del liquido, o, se opone a la entrada
del mismo en el interior del capilar. Para forzar su intrusion, es necesaric aplicar suficiente presion
hidrostatica externa. En situacién de equilibrio y para poros cilindricos, la fuerza que se opone a la
entrada del liquido y la fuerza debida a la presion externa aplicada se igualan, obteniéndose la

siguiente relacion (Smith, 1981) entre el radio de poro, 1, y la presion ejercida, P:

; _ 20 cosB

g _?__...—.... [4.4]

De acuerdo con la bibliografia (Rootare y Prenziow, 1967), el valor mds exacto para la tension

superticial del mercurio es de 0.485 N m". El dngulo de contacto varia en funcién del material y su
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valor oscila entre 120 y 150°. En el presente trabajo se ha utilizado un valor de 130° (Allen, 1990).

La aplicacion de este principio fue desarrollada experimental y técnicamente por Ritter y Drake
(1945). Para realizar experimentalmente ¢ste ensayo, se introduce una cantidad conocida del sélido
poroso en un recipiente cerrado y se somete a vacio para eliminar el aire ocluido en los poros.
Entonces, se afiade un volumen conocido de mercurio de forma que cubra la muestra por completo, A
continuacion el sistema se somete 4 presiones progresivamente crecientes, midiendo, para cada valor
de presidn, la disminucién del nivel de mercurio en la celda calibrada, correspondiente al volumen de
mercurio que ha penetrado en los poros de la muestra. De acuerdo con la ecuacién anterior, se
determina el radio de poro para cada valor de presion externa. La distribucion de tamafios de poro,
AV/Ar, frente a 1, se obtiene teniendo en cuenta que el volumen de mercurio introducido en los poros,
AV, en ¢l intervalo de presiones P y (P+AP) coincide con el volumen de los poros cuyo radio estd
comprendido entre 1, y (r,-Ar,). El volumen total ocupado por los poros viene dado por el valor final

del volumen de mercurio que se ha introducido en los poros.

El tamafio minimo de poros que puede medirse mediante la técnica de intrusion de mercurio
viene impuesto por la presién mdxima a la que el porosimetro es capaz de trabajar. Este valor es de,

aproximadamente, de 350 MPa que se corresponde con un tamafio de poro de alrededor de 4 nm.

L.a densidad aparente, p,, ¢s aquella que tiene en cuenta el volumen ocupado por los poros y se
determina midiendo la diferencia, previa a la aplicacién de presion, entre el volumen ocupado por el
mercurio en presencia y ausencia del sélido poroso. La densidad real, p., solo tiene en cuenta el

material s6lido del que estdn hechas las particulas:

=y [4.5]

siendo v, ¢l volumen de poro por unidad de masa de adsorbente.

La porosidad interna de las particulas s6tidas puede ahora calcularse, a partir de su definicion,

mediante los datos experimentales obtenidos:

— P
£ = 7 [4.6]

Area superficial
Existen tratamientos matemdticos para estimar el drea supertficial del sélido poroso a partir de
los datos obtenidos mediante porosimetria de mercurio basados en modelos que suponen geometrias

especificas para describir los poros. El mds sencillo de ellos es el que supone una distribucion de poros
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cilindricos (Allen. 1990}, aunque se ha descrito alguna en la que no es necesario considerar ninguna
geometria determinada para la forma de los poros (Rootare y Prenslow, 1967). Se considera que el
trabajo necesario para forzar la introduccién det mercurio, por la accidn de la presion, es proporcional

a la superficie cubierta, de la siguiente manera:
dW =06 cos8dS = ~-PdV [4.7]

donde W es el trabajo realizado y S el drea cubierta tras ia aplicacién del trabajo. Integrando en todo el

intervalo de presiones se obtiene:

v
S [pav [4.8]
o cos8
Vo
o bien:

1 \'
§ = J'Pdv [4.9]

& ma cosf J

siendo S, el drea supertficial especifica y m la masa del sélido utilizada en el analisis.

4.2.3.- Absercidén de liquido

Uno de los procedimientos mds simples para la determinacion del volumen de poros consiste en
poner en contacto al sélido poroso con un liquido que lo moje, de tal manera que llene el espacio
interno de la particula formado por los poros (Anderson y Pratt, 1985). El procedimiento operativo

scguido en el presente trabajo para cada uno de los adsorbentes utilizados se describe a continuacion,

Se pesan, exactamente, alrededor de 5 gramos de sdlido y, en un recipiente adecuado, se
recubren con agua destilada en exceso durante 15 minutos. Posteriormente se centrifuga a 2100 rpm
durante 40 minutos, se separa el agua en exceso y se pesa el sélido mojado. El volumen de fluido que
se ha introducido en los poros se calcuta mediante diferencia de peso entre el s6lido hiimedo y el seco,

conocida la densidad del liguido.

4.2.4.- Distribucion del tamaiio de particula por dispersion de luz

Una de las técnicas de determinacion de fa distribucion de tamafios de particulas mds importante
y habitualmente utilizada es aquella que implica los diferentes métodos basados en la dispersion de

luz.

Cuando un haz de radiacién se ve interrumpido por la presencia de una particula, sufre una

dispersion que proporciona informacion acerca de dicha particuta. La distribucién radiai de la
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intensidad de la radiacion dispersada es funcion del tamafio, la forma y el indice de refraccién de la
particula, de {a longitud de onda de la radiacién incidente y del indice de refraccién relativo entre la
particula y el medio que la rodea (Allen, 1990). En base a estos principios existen dos tipos de
analizadores que difieren en cuanto a la disposicidn de sus componentes principales; unos con el
detector situado en dngulo recto respecto a la direccion del haz de luz incidente y otros con el detector
enfrentado al mismo en la misma direccion. El primero de ellos es muy sensible a cambios en el
tamafio de particula pero la dispersién, detectada a 90°, depende muy acusadamente del indice de
refraccién de [a misma. En el segundo tipo de equipos, este dltimo efecto es muy débil, aunque el
tamafio minimo de las particulas que puede detectar es algo mds elevado que en el primer caso. Otras
ventajas que presenta el sistema de deteccién situado en la misma direccion que el haz incidente son

las que a continuacion se indican (Allen, 1990):

- el tamafio medio puede determinarse sin necesidad de diagramas te6ricos de dispersion.

- ¢s independiente de la concentracién en un amplio intervalo.

- no s demasiado sensible a la forma de las particulas.

- se puede hacer uso de las teorias establecidas sobre el efecto (Rayleigh-Gans, Fraunhofer).

- puede determinarse la dispersion de la distribucién.

La cantidad de luz dispersada por particulas de menor tamafo que la longitud de onda de la
radiacion incidente es directamente proporcional a su volumen y para particulas mayores dicha
cantidad estd relacionada con el drea transversal de la particula proyectada en el haz de luz. Si la
fuente de emision es un ldser, en lugar de una ldmpara de luz blanca, el aumento de la intensidad hace
que la determinacidn sea mucho mds precisa y permita medir distribuciones de particutas de mucho

menor tamaifio (hasta de 0.05 pm dependiendo del sistema de deteccidn).

La distribucién de tamafios de particulas mediante dispersién de ldser se ha llevado a cabo en un

cquipo MasterSizer X® 6023 (Malvern Instruments Ltd. Worcestershire, Gran Bretafia).

4.3.- METODOS DE ANALISIS

A continuacion se describen los métodos utilizados para el seguimiento de la o-amilasa en los
procesos de adsorcion llevados a cabo en el presente trabajo. El principal de ellos ha sido el
seguimiento y determinacién de la concentracidn de ¢-amilasa mediante absorcién ultravioleta a 280
nm. La razon de esta eleccion ha sido la sencillez, rapidez. exactitud y bajo coste del procedimiento.
Ademis, esta téenica ha mostrado ser altamente reproducible y repetitiva. La medida de la actividad
hidrolitica de la o-amilasa se ha utilizado para comprobar la variacién de la funcidon enzimitica
durante el desarrollo de los procesos de adsorcion y determinar la influencia del proceso en la

desnaturalizacion, si esta se produjese, de la protefna.
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4.3.1.- Absorbancia en ultravioleta

La relacion entre la absorbancia, A, y la concentracién molar, ¢, viene dada por la ley de

Lambert-Beer:

E“é— [4.10]
cd '

siendo d el espesor de muestra que tiene que atravesar la luz y € el coeficiente de extincién molar, el
cual es un valor caracteristico de la sustancia que también depende de la longitud de onda (Perkampus,
1992). Los espectrofotdmetros suelen producir grificos que relacionan la longitud de onda frente a la

absorbancia, la cual se define mediante la siguiente relacién:

I
A= logTO [4.11]

donde 1 e I son la intensidad de la luz monocromética incidente y transmitida respectivamente.

Seglin lo descrito en el apartado 4.1.3. las disoluciones de proteina absorben en la regidn
ultravioleta debido, principalmente, a la existencia de grupos aromdticos en los residuos de
fenilalanina, tirosina y triptofano que forman la cadena polipeptidica. En concreto, la o-amilasa
presenta un maximo de absorbancia a 280 nm por lo que se ha utilizado este valor para realizar el
sepuimiento y medida de la concentracion de o-amilasa en cada uno de los experimentos que asi lo
requerian en el presente trabzjo de investigacion. En la figura 4.3 se muestra la relacidn existente entre

la concentracion de o-amilasa y la absorbancia correspondiente a 280 nm.

4.3.2.- Actividad de o-amilasa

La o-amilasa es una enzima amilolitica que cataliza la hidrodlisis de los enlaces o-1,4 entre las
subunidades de a-D-glucosa que forman el almiddn, siendo maltosa y dextrinas los productos finales

de la reaccion.

Cuando se planifica y realiza un proceso de purificaciéon de una proteina con actividad
enzimdtica, un objetivo prioritaric junto con la eficacia del proceso y el grado de pureza definido por
las especiticaciones del producto final, es el de mantener la actividad catalitica que presenta para una o
varias reacciones determinadas,

Los métodos de medida de la actividad enzimitica de una proteina suponen la puesta en
contacto de la misma con el sustrato en unas condiciones de pH, temperatura, fuerza idnica y
composicion del medio de reaccion durante un tiempo determinado. Para cada enzima o tipo de

enzimas pueden describirse diferentes definiciones de actividad con distintos procedimientos para

determinarla. Las diferencias entre cada uno de los métodos de determinacion de la actividad
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consisten, principalmente, en:

- Condiciones y composicion del medio reaccion
- Tiempo de reaccion
- Reterencia al sustrato consumido o al producto formado

- Método de andlisis para la deteccién y cuantificacién del sustrato o del producto

Dependiendo de la definicion de actividad, el ensayo correspondiente para su determinacién
varia. Las equivalencias entre las diferentes unidades de actividad son dificiles de establecer o incluso
pueden no llegar a deducirse o establecerse. Por otro lado, este tipo de ensayos son de diticil
estandarizacion debido a la baja reproducibilidad que existe al realizarla con medios y equipos
diferentes. Por cllo, los andlisis de actividad deberdn servir como herramienta comparativa de la

pérdida o no de la actividad catalitica de la enzima objeto de ensayo.

De los numerosos ensayos de actividad descritos para la ¢-amilasa, en el presente trabajo se ha
utilizado un método simple, exacto y rdpido (Bernfeld, 1955) en el que la actividad se define de la
siguiente manera: "“Una unidad libera 1.0 mg de maltosa a partir de almidén en 3 minutos a pH 6.9 y
20°C”. El procedimiento consiste en afiadir un volumen determinado de disolucién de enzima sobre
ung disolucidn de almiddn de concentracion conocida. La mezcla se incuba durante 3 minutos a 20°C,
transcurridos los cuales se detiene la reaccidn mediante inmersién en agua hirviendo. A continuacion
se aflade un reactivo que colorea la muestra en tfuncién de fa maltosa producida en el medio y tras
enfriamiento del conjunto, se diluye con agua. Para cada ensayo se deberd realizar el correspondiente
andlisis en blanco (sin enzima), determinando la cantidad de maltosa producida, y por tanto la
actividad, por comparacion de la absorbancia medida a 540 nm con los resultados obtenidos para una

recta de calibrado realizada con diferentes concentraciones de maltosa conocidas.

4.4.- RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se muestran los resultados experimentales obtenidos a partir de los ensayos de
caracterizacion del adsorbato, c-amilasa, y los adsorbentes de interaccién hidrot6bica e intercambio
i6nico. Duolite XAD-761 y Duolite A-568 respectivamente, mediante {as técnicas descritas a lo largo

de los apartados precedentes.

4.4.1.- Caracterizacion del adsorbato

Cantidad de proteina

Se ha llevado a cabo la medida de la concentracién de proteina total mediante absorcidn
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uitravioleta a 260 y 280 nm y por el método de Bradford. Se observa disparidad en los resultados
obtenidos por ambos métodos para cada una de las proteinas ensayadas. Las enzimas comerciales
suelen contener sustancias gue pueden interferir en ambos métodos. La pureza de la o-amilasa
purificada a partir de Fungamy! 1600 BG mediante el método de cristalizacién descrito en el apartado
4.1.2 es con los dos métodos descritos, 2.8 y 2.6 veces la obtenida para el preparado comercial de
partida, obteniéndose valores superiores al 100%. Esta circunstancia puede ser debida a que el valor
del coeficiente de extincién molar de la o-amilasa no tiene necesariamente que ser similar al de las
proteinas utilizadas en las correlaciones de absorbancias en la region ultravioleta ni su respuesta en el
método de Bradford igual a la de la seroalbtiimina bovina del calibrado correspondiente. Sin embargo,
el factor de concentracién, definido como el cociente entre la concentracion de la enzima purificada y
la de la c-amilasa de partida, son muy préximos para ambos métodos. Esto puede indicar que, en el
proceso de cristalizacién, la concentracion de o-amilasa se ha multiplicado por un factor de,

aproximadamente, 2.7,

Espectroscopia ultravioleta

La caracterizacién de la o-amilasa mediante espectroscopia de absorcion ultravioleta puede
observarse en la figura 4.2. El espectro de absorcién de Ia o-amilasa en la regién ultravioleta presenta
un mdximo de absorbancia a 280 nm que, pridcticamente, no se desplaza en un amplio intervalo de
concentracion. La otra region de alta absorbancia sitia su mdximo a una longitud de onda alrededor de
210 nm, desplazdndose hacia valores mayores segin aumenta la concentracion de la muestra. La
absorcion de luz uitravioleta en esta banda del espectro se debe a 1a presencia del enlace peptidico de

las proteinas.
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A partir de los resultados obtenidos para el espectro de o-amilasa se procedid a realizar un
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calibrado de la absorbancia a 280 nm frente a la concentracién de enzima en disolucién (figura 4.3).
Con el fin de determinar la concentracion de o-amilasa, puede considerarse que sus disoluciones
siguen la ley de Lambert-Beer hasta una concentracion de, aproximadamente, 1 mg/ml. Por esta razén,
en el presente trabajo, la medida de concentraciones superiores a ese valor se ha realizado mediante
dilucion de la muestra original 0 mediante el uso de la curva de calibrado de la figura 4.3. La
utilizacién del primer procedimiente se encuentra limitada a casos en los que no sea necesaria la
recuperacion de la fraccion de disolucién medida y la del segundo no estaria aconsejada, en cualquier
caso, a concentraciones superiores a 2.2 mg/ml debido al error que se generaria ya que a partir de ese

valor la variacion de la absorbancia a 280 nm es excesivamente pequefia.

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Figura 4.4: Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.
Las muestras corresponden a las siguientes enzimas: (Al) Rapidase PFP, (A2) Rapidase
PS, (A3) Amylase P500, (A4) Grindamyl AS5000, (AS5) Grindamyl S100, {A6)
Grindamyi §250, (A7) Marcadores de masa molecular; (B1) Fungamyl 1600 BG, (B2)
o-amylase type X-A, (B3) Sanzyme SP6300, (B4) Sanzyme SP3500, {B5) Sanzyme
AT000, (B6) Marcadores de masa molecular.

Mediante andlisis por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes,
se ha observado que no hay presencia significativa de otras protefnas en Fungamyl 1600 BG (figura
4.4}, 1o cual también ha sido confirmado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en estado

nativo.

Para determinar la presencia o no de sales acompafiando a la enzima liofilizada, procedentes de
la formulacién de Fungamyl 1600 BG o del propio proceso de purificacién, se procedié a medir la

conductividad de una disolucién de o-amilasa cristalizada. El resultado fue una variacion
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practicamente nula de la conductividad, en cualquier caso correspondiente a una disolucién de fuerza
ionica menor de 0.001. Esto indicarfa que la cantidad de sales que acompafian a la ¢-amilasa en la

muestra cristalizada es un pequeiio porcentaje de Ia masa total.

4.4.2.- Caracterizacion de los adsorbentes

Adsorcion en fase gaseosa

Tras los datos correspondientes a las isotermas de adsorcion (figuras 4.5A y 4.5B) y mediante
las ecuaciones 4.1 y 4.2 se obtuvo el drea BET de los dos adsorbentes estudiados. Los anilisis de las
resinas mediante esta técnica han dado como resultado un drea BET considerablemente mayor para la
resina de intercambio i6nico frente al determinado para la hidrofébica. Los valores obtenidos han sido,

respectivamente, de 27.2 m*g para la Duolite XAD-761 y 92.8 m*/g para la Duolite A-568.

A partir de los datos de adsorcién de nitrégeno se determing la distribucién de tamafio de poro,
obteniendo valores cercanos y superiores a 60 nm por lo que dicha distribucién se dard a partir de los

resultados obtenidos mediante porosimetria de mercurio.

Como puede observarse, ambas isotermas pueden clasificarse dentro de! tipo Il (Brunauer ez al.,
1940) que se corresponde con isotermas tipicas de solidos meso- v macroporosos, presentando
adsorcidn en multicapa sin restricciones sobre un sustrato heterogéneo, completindose la monocapa de
nitrégeno al alcanzar el punto de inflexion (p/pO = (),25) (Emmet y Brunauer, 1937). Las isotermas de
los dos adsorbentes muestran histéresis del tipo H1, correspondiente a la existencia de poros tubulares

abiertos con secciones transversales de diferentes formas (Anderson y Pratt, 1985).
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Figura 4.6: Duolite A-568: (A) [soterma de adsorci6n-desorcion de N3, (B) grifica BET.

adsorbentes por adsorcion de nitrégeno.

En la siguiente tabla se resumen los valores obtenidos tras la caracterizacion de los sdélidos

Tabla 4.4: Resultados de la adsorcidn de nitrégeno.

Area BET [mzlg]

C (ecuacién 4.1)

Duolite XAD-761

Duolite A-568
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Porosimetria de mercurio

Los resultados experimentales de distribucidon de tamafios de poro obtenidos (ecuacion 4.4),

para los dos adsorbentes, mediante porosimetria de mercurio se muestran grificamente en la figura 4.7,

El volumen de intrusién de mercurio correspondiente a poros de tamafio superior a 1000 nm se
ha considerado que pertenece al espacio interparticular de la muestra analizada. Los resultados
muestran una distribucidn de tamafios de poro més estrecha en el caso de la resina Duolite A-568. Una
fraccion importante del volumen interno de esta resina (69%) es debido a la existencia de poros que se
encuentran en la region de los mesoporos (tamaiio entre 2 y 50 nm), correspondiendo el resto a la
regién de los macroporos. De hecho, el 75% del volumen de poros para este adsorbente pertenece a
poros de tamafo entre 20 y 80 nm. La distribucion para la resina hidrof6bica, Duolite XAD-761, es
mds abierta, conteniendo poros en un intervalo de tamafios mayor. La fraccién de volumen
- correspondiente a los mesoporos es del 41%, conteniendo una cantidad significativa de macroporos de

tamafio superior a 200 nm y mesoporos inferiores a 20 nm.
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Figura 4.7: Distribucidn volumétrica acumulada de tamafio de poro mediante porosimetria de mercurio:
(A) Duolite XAD-761, (B) Duolite A-568.

Los valores de porosidad v densidades se calcularon de acuerdo a fas expresiones mostradas en
las ecuaciones 4.4 y 4.5 a partir de los datos experimentales cbtenidos por porosimetria de mercurio.
En {a tabla 4.5. se resumen los pardmetros fisicos obtenidos para cada uno de los adsorbentes

analizados por este método.

Tabla 4.5: Resultados de la porosimetria de mercurio,

Duolite XAD-761 . Duolite A-568

Volumen de poro [cm’/g) 042 0.53
Densidad aparente {g/cm’] 1.08 0.94
Densidad real [g/em™) 1.97 1.89
Porosidad 045 0.50
Tamafio medio de pero (nm)® 23.0 28.5

® Obrienido a partir de; ¢ = {4V VS,
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Absorcion de liquido

La técnica de absorcion de liquido (agua) no se ha mostrado adecuada para la determinacion del
volumen de poros para la resina Duolite XAD-761 ya que una fraccién de la muestra flotaba
parcialmente y se obtuvo un valor excesivamente bajo. Para el otro adsorbente, Duolite A-568, el
ensayo se pudo realizar correctamente, estimdndose un valor del volumen de poro especifico de 0.59

cm®/g, préximo al determinado mediante porosimetria de mercurio,

Tamario de particula por dispersion de luz

Se ha determinado {a curva de distribucion de tamafios de particula para las ambas resinas
correspondientes a las fracciones utilizada como relleno de las columnas de HPLC. Para particulas de
tamafio menor de 100 pm el tamizado mecdnico puede verse dificuliado por factores tales como la
electricidad estdtica que acumula el sélido. En estos casos, 1a fraccién de particulas recogida entre dos
tamices puede que tenga un tamafio de corte inferior que no coincida con el nominal del tamiz de
menor tamafio de luz de malla. Por otro lado, la existencia de particulas que no se asemejen a una
esfera, es decir que tengan una dimension diferente a las otras dos, puede producir que en la fraccion

recogida por tamizado existan particulas mayores que las que le corresponderia al tamiz de mayor

tamafio.
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Ambos efectos no son tan significativos a medida que se aumenta el tamafio de las particulas
con las que se trabaja. Por ello, en los experimentos de adsorcién en tanque agitado y lecho fijo, en los
que se utilizan particulas de mayor tamafo, se tomar el valor medio de la luz de malla de los tamices

utilizados para cada fraccién como tamafio medio de las particulas.

La distribucion de tamafios de particula para las resinas indicadas se muestran en la tigura 4.8.
En ambos casos el mdximo de la distribucién se sitia en un valor de 36 pum. Sin embargo, la
distribucion correspondiente a la resina de HIC (Duolite XAD-761) es mds abierta, contando con una
fraccion significativa de particulas inferiores a 10 wm, lo cual dard un empaquetamiento méds compacto

gue la columna de intercambio iénico.
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S. EXPERIMENTAL

En el presemte capitulo se detallan los materiales y se describen los equipos experimentales
utilizados durante la realizacion del trabajo de investigacion para cada uno de los procedimientos
estudiados: impulsos de adsorbato en columnas de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC),
adsorcién cn tanque agitado discontinuo y adsorcion en lecho fijo. También se describen los métodos
utilizados para desarrollar cada uno de los experimentos que se han ilevado a cabo. Por dltimo se
justifica la elecciOn de las variables y condiciones de operacion en base a los objetivos que se desean
alcanzar y ¢l conocimiento previo de los sistemas que se ha obtenido a partir de los experimentos

disefiados para tal fin.

5.1.- PREPARACION DE LOS ADSORBENTES

Previamente a la utilizacion de ambos adsorbentes es necesario someterles a un
pretratamiento con el fin de eliminar las impurezas y restos del mondmero del que estdn que estdn
formados y que hubiese quedado ocluido durante el proceso de sintesis, mejorando asi el rendimiento

de la adsorcion.

A la resina de intercambio iénico se la sometid, de forma secuencial y en discontinuo, a
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tratamicnto con 3 volimenes de NaOH 1.5M, 20 de agua destilada. 5 de HC1 2.0M y de nuevo agua
destilada hasta alcanzar un pH neutro. Para realizar el pretratamiento a la resina hidrofébica se repitio
dos veces la secuencia descrita anteriormente, tras la cual se lavé con metanol y, finalmente, con agua
destifada: A continuacion cada resina fue sometida a vacio (2 mmHg) en un desecador con objeto de

eliminar todo el agua retenida y adsorbida por ella.

A lo largo de toda la experimentacion realizada en el presente trabajo, se han utilizado
diferentes tamafios de particula, para lo que, en cada caso, se tamizé para obtener la fraccion

correspondiente al tamaio deseado.

5.2.- CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA (HPLC)

La cromatografia liquida de alta eficacia es una técnica ampliamente utilizada como método
analitico de una multitud de compuestos quimicos de muy diversa naturaleza. Se ha descrito su
capacidad como método preparativo (Felinger y Guiochon, 1994; Compton y Kreilgaard, 1994,
Kenney et af.. 1989; Velayudhan y Horvith, 1988; Gooding et al., 1986) o incluso como método de

purificacion a escala industrial para la industria farmacéutica (Kato et ef., 1985; Clonis ef al., 1986).

Debido a su exactitud, sensibilidad, repetibilidad, facilidad de uso y necesidad de muy
pequetias cantidades de muestra. también puede ser utilizada como herramienta de la investigacién
para conocer 1as propiedades y caracteristicas de adsorbatos y adsorbentes asi como para estudiar ta

interaccion que se produce entre ambos,

En el presente trabajo de investigacion, las curvas de respuesta (picos cromatograficos)
obtenidas tras la introduccién de un impulso de o-amilasa en las columnas de HIC e IEC se han
obtenido mediante un equipo de HPLC. Los datos experimentales, asi obtenidos, se utilizardn para
realizar el andlisis mediante el método de los momentos. La experimentacién llevada a cabo con este
sistema, cuya descripcion se detalla mds adelante, produce una doble informacién: en primer lugar,
nos permitird estudiar la influencia de las variables en base a un andlisis de los pardmetros cldsicos de
la cromatogratia (tiempos de retencién, factor de retencién, pardmetro de interaccion hidrofébica,
carga caracteristica del adsorbato, etc.); en segundo lugar, el andlisis mediante ¢l método de los
momentos (ver apartado 3.2} nos dard estimaciones de la capacidad de los adsorbentes, de los
pardmetros cinéticos (coeficiente de difusién en los poros y de dispersion axial) y termodindmicos
(isoterma lineal, entalpfa y entropia de adsorcién).

A continuacion se describe el equipo experimental de cromatogralia liquida junto con los
procedimicntos utilizados para el desarrollo de cada uno de los experimentos y los ensayos previos

tlevados a cabo para la definicién v conocimiento del sistema.
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5.2.1. Materiales

Como fuente de o-amilasa de Aspergillus oryzae se utilizé la procedente del producto
comercial Fungamyl 1600 BG type WF, lote AF12614, donada por Novo Nordisk (Bagsverd,
Dinamarca). La enzima sc extrajo, cristaliz0 y liofiliz0 segin se indica en el apartado 4.1.2 del

presente trabajo.

LLos adsorbentes utilizados fueron, para los estudios de adsorcion por interaccion hidrofébica
(HIC), Duolite XAD-761 y, para los correspondientes a adsorcion por intercambio aniénico (IEC),
Duolite A-368. Ambos han sido donados por Rohm and Haas Co. (Filadelfia, PA, EE.UU.). Tras ser
sometidos al pretratamiento correspondiente (ver apartado 5.1), fueron tamizados para obtener la

fraccion de tamafio seleccionada.

Las disoluciones reguladoras utilizadas como fase mévil fueron Tris/HCl 0.05M y fosfato
0.05M en funcién del valor de pH requerido para cada experimento. La fuerza idnica se ajustd
mediante la adicidn de NaCl. Para estabilizar la estructura y actividad de !a o-amilasa es necesaria la
presencia de Ca™ en el medio (Vallee et al., 1959; Janecek y Baldz, 1992), por lo que a cada
disolucion utilizada se le han afadido 40 ppm de CaCl,. Los trazadores utilizados para los
experimentos en impulso fueron, NaCl 2M y NaNO; 0.25M en el tampén correspondiente para las
columnas de intercambio i6nico e interaccidn hidrotobica respectivamente. Todas las disoluciones
fueron filtradas a través de membrana de 0.22 um Millipore GSWP04700 (Millipore Corp. Bedtord,
MA, EE.UU).

Los reactivos tris(hidroximetilyaminometano (Tris), NaCl, NaH,PQ., Na,HPO, y CaCl; han
sido suministrados por Sigma Chemical Co. (5t. Louis, MO, EE.UU.), el dcido clorhidrico por Merck
(Darmstadt, Alemania) y el NaNO; por Panreac Quimica (Barcelona, Espafia). El agua utilizada ha

sido destilada y desionizada (< 5 MQ-cm).

5.2.2.- Equipo experimental

El equipo de cromatogratia liquida utilizado fue un Smart*™® System (Pharmacia Biotech,
Uppsaia, Suecia). En la figura 5.1 se muestra un esquema del mismo. Consta de un sistema de dos
bombas de piston y una cdmara termostatizada donde se aloja la columna, la vilvula de inyeccion, el
colector de fracciones y los detectores de ultravioleta y de conductividad. La vilvula de inyeccion
incluye un tazo de 5 |l para la introduccion de la muestra. El sistema refrigeracion se completa con un

~ bafio termostitico Haake D8-L (Haake, Karlsruhe, Alemania).

Las bombas de impulsidn, de 10 mi de capacidad, tienen un intervalo de funcionamiento de

10-2000 pl/min 2 una presion maxima de 23 MPa. El detector ultravioleta junto con una ldmpara de
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xen6n permite medir la absorbancia, de forma simultdnea, a tres valores de longitud de onda en el
intervalo 190-600 nm. El volumen muerto del sistema es muy pequefio y se debe, principalmente, al
correspondiente a los tubos por los que circula fa fase mévil (80 pl) y al mezclador a la salida de las
bombas (60 ul) ya que [a contribucién de fa célula de deteccion de ultravioleta (2 pl) y de

conductividad (1.5 ul) es, en comparacién, despreciable.

(1) Eluyentes
(2} Vilvuias de entrada y
Bombas de pistén
) (U | 3) Mezclator |
(4} Vilvula de inyeccidn
(5} Columna
(6) Célula UV/Vis
, T (7) Célula de Conductividad
) i 2) . (8) Colector de fracciones

\(9) Ordenador j

(5)

(6)
(7)

Figura 5.1: Esquema del equipo de HPLC (Smart Systerm).

Las columnas de HPLC utilizadas estdn realizadas en acero inoxidable y tienen unas

dimensiones de 2.1 mm de didmetro interno y 200 mm de longitud.

Un programa (Smart Manager), del mismo fabricante, implementado en un ordenador
personal (Compaq Deskpro XE 466. Compag Computer Corp., Houston, TX, EE.UU.) gestiona y
controla cada uno de los sistemas mencionados a través de una tarjeta de adquisicién de datos. asi
como programa y registra los datos de presion, temperatura, caudal, posicion de la vilvula,
absorbancia en ultravioleta y conductividad del efluente que proporcionan los correspondientes

sensores y detectores.

5.2.3.- Relleno y preparacion de las celumnas de HPLC

Las columnas de HPL.C se empacaron en el laboratorio de la signiente manera. Una vez

realizado e! pretratamiento (ver apartado 5.1) a cada uno de los adsorbentes, se tamizaron y se recogié
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la fraccion seleccionada para los experimentos (25-38 um). Posteriormente se suspendieron en una
disolucion de dcido acético que fue bombeada a través de la columna de HPLC aplicando una presién
aproximada de 45 MPa. La columna se mantuvo a la citada presion hasta que 2 litros de la suspensién
pasaron a través de ella. Para terminar la preparacion, se procedio al lavado de la columna, haciendo
pasar agua destilada 4 un caudal de 1.0 ml/min durante 24 horas. Una vez realizado este proceso, se

conecta la columna al equipo para el desarroilo de la experimentacion.

La masa de adsorbente en el interior de la columna se determino por diferencia de pesada
entre 14 cantidad inicial utilizada vy la resina sobrante del proceso de empacado tras el secado de la

misma.

5.2.4.- Desarrollo de un experimento

Antes de realizar cualquier experimento en impulso 0 grupo de ellos en unas condiciones de
temperatura, pH y tuerza i6nica determinada, es necesario que la columna se acondicione adquiriendo
los pardmetros mencionados. Para el acondictonamiento de la columna, con el tamp6n de
concentracion, pH y tuerza iénica seleccionado, se bombea, 2 un caudal de 0.50 ml/min, la fase mdvil
adecuada durante 12 horas aproximadamente. Previamente las disoluciones han debido ser filtradas y
desgasiticadas a vacio (60 mmHg aproximadamente) inmediatamente antes de la experimentacién
para evitar el ensuciamiento y posible taponamiento de la parte superior de la columna y obtener

cromatogramas sin ruide ni deriva en la linea base

UUna vez acondicionada la columna, se fija el caudal de la fase mdvil y se realiza el Henado del
lazo de la vdlvula de inyeccidn con la disolucién de o-amilasa o del trazador correspondiente.
Posteriormente y mediante el programa de control, se inyecta la muestra en la fase movil que fluye a

través de la columna,

El seguimiento de la concentracién de o-amilasa a la salida de la columna se realizé mediante
los datos de absorbancia a 280 nm del detector de ultravioleta. Ei trazador utilizado en la columna de
[EC fue NaCl 2M, realizdndose la medida de la respuesta mediante el detector de conductividad.
Como trazador en 1a columna de HIC se utilizd NalNO, .25M, detectandose mediante absorbancia en
ultravioleta a 280 nm. Estos datos se almacenan en el ordenador para su posterior tratamiento

mediante el método de los momentos como se indica en el apartado 3.2.

5.2.5.- Experimentos previos

Antes de comenzar la experimentacion para el posterior andlisis matemdtico de los momentos

cromatogrificos obtenidos en los experimentos en impulso, es necesario determinar los valores o, en
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su caso, los intervalos de operacion de las variables que influyen en la respuesta del sistema.

Adsorbentes

Como ya se ha comentado anteriormente, se va a estudiar la adsorcién de o-amilasa sobre dos
sistemas con mecanismos de retencion diferente, intercambio idnico e interaccion hidrotébica. Se han
seleccionado dos adsorbentes que tienen la misma matriz, diferenciandose fundamentalmente en los
ligandos de que estdn recubiertos. Asi, se podrin estudiar de forma mds independiente el

comportamiento en el proceso de adsorcidn debido a cada uno de los mecanismos mencionados.

pH

La o-amilasa muestra una estabilidad extremadamente alta en el intervalo de pH entre 6 y 8,
reduciéndose con el tiempo la actividad enzimdtica fuera del mismo (Carlsen, 1994), por cllo se
decidi6 estudiar la influencia del pH en el proceso de adsorcion entre dichos valores. El punto
isoeléctrico de la a-amilasa de A. oryzae es 4.2 (Fischer y de Montmollin, 1951) por lo que la proteina
presentard, en dicho intervalo, una carga neta negativa, lo que justifica la eleccién de una resina

intercambiadora de aniones para el estudio de Ia adsorcion en sistemas de intercambio iénico.

Para los experimentos de cromatografia de interaccion hidrofbica, a los valores de pH 6, 7 y
&. sc utilizd tampon fostato 0.05M. El tampdn utilizado en los experimentos con la columna de

intercambio aniénico, para pH 7 y &, fue Tris/HC1 0.05M y fostato 0.05M para pH 6.

Fuerza idnica

La fuerza idnica c¢s un pardmetro que tiene gran intluencia en el mecanismo de” adsorcion
tanto por interaccién hidrotfébica como por intercambio idnico (ver apartados 1.2.2.1 y 1.2.2.2). La
adsorcién en sistemas hidrofdbicos se ve favorecida por un aumento en la fuerza idnica de la fase
movil v el efecto contrario ocurre en la adsorcidn por intercambio idnico. Por esta razdn, existe un
intervalo de fuerza idnica en el que se produce una variacién gradual en la intensidad de la adsorcion.
Fuera del mismo, la retencion del adsorbato, o bien no es significativa, o bien es total y queda retenida

en ¢l interior de fa columna.

Se han realizado experimentos en un amplio intervalo de fuerza i6Gnica para ambos sistemas
estudiados y se ha comprobado que los valores entre los cuales puede estudiarse adecuadamente la

respuesta cromatografica ante un impulso de adsorbato son 0.5 - 1.1 para [EC y 0.1 - 0.4 para HIC.
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Concentracion de adsorbato

Se realizaron experimentos con impulsos de o-amilasa a diferentes concentraciones (0.5, 1.0y
2.0 g/1) para determinar ¢l valor mds adecuado de esta variable. No se encontraron diferencias entre
los tiempos de retencion correspondientes a cada una de las concentraciones ensayadas y a diferentes

caudales (figura 5.2).

300 -
& 1 0.5 mg/mi
w250
- O 1.0 mg/ml
£ 0 A 20 mgl
2
= 150
2 a
2 100
E“ |
F 50
0- A } N : A ¢ " } 4 $ e,
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Caudal [inl/min]

Figura 5.2: Represenracion del tempo de retencién en
tuncién del caudal de eluyente para diferentes impulsos de
concentracién variable de o-amilasa. Columna de HIC
{Duolite XAD-761); pH 7.0, 20 °C y volumen de inyeccidn 5

.

Las respuestas cromatograficas obtenidas para la concentracién de 2.0 g/l presentaban mayor
asimetria que las otras dos y las correspondientes a 0.5 g/l eran demasiado débiles por lo que, en

condiciones de alta adsorcidn, la exactitud de la medida podria verse comprometida.

Por ello, la concentracion de «-amilasa seleccionada para la realizacion de los experimentos

de impulso en columnas de HPLC fue de 1.0 g/l

Tamanio de particula

Cuanto menor sea el tamafio de las particulas de adsorbente que rellenan una columna
cromatogréfica, mayor serd la resolucion de la misma y mayor simetria presentardn los picos
obtenidos. Por otro lado, el menor tamafo de particula tiene asociado una mayor pérdida de carga a 1o
largo de la columna. Tras diferentes experimentos con columnas empacadas con adsorbentes de
tamafio medio diferente, se determind que el tamafio de particula con el gue se obtenia un mejor
compromiso entre los efectos mencionados era el de la fraccion tamizada correspondiente al corte

0.25 - 0.38 wm.
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Caudal

El intervalo de caudal de elucién de la fase mévil seleccionado para Hevar a cabo la
experimentacién ha sido 0.40 - 1.00 ml/min. Para valores inferiores, la anchura del pico obtenido es
considerable y para valores superiores, la pérdida de presion es elevada para el tamaiio de particula

seleccionado.

Temperatura

El valor mdximo de temperatura a la que se pueden realizar los experimentos viene dado por
fa estabilidad térmica de la propia enzima. De los datos obtenidos de 1a bibliografia y debido a que los
procesos de adsorcion a nivel industrial pueden durar muchas horas, se ha considerado 30 °C como

temperatura maxima de experimentacion

Volumen de inyeccion

El volumen dptimo del impulso cromatogrifico inyectado en la fase movil a la entrada de la
columna estd relacionado con la concentracién de adsorbato en la muestra. Es necesario evitar que la
cantidad de o-amilasa introducida al sistema llegue a saturar la cabeza de la columna y se csté en
condiciones de no equilibrio. Por otra parte. un volumen elevado de inyeccion, aun estando cn
condiciones de equilibrio, da lugar a respuestas cromatogriticas asimétricas que dificultan el
tratamiento de los resultados obtenidos. En base a la experimentacién previa, se ha establecido un
volumen de inyeccién de 5 pl de disolucion de o-amilasa para el estudio de Ia adsorcién mediante

cromatogratia de impulso en HPLC.

Reversibilidad

Con objeto de comprobar que, tras la inyeccion de una disolucién de o-amilasa, no queda
proteina retenida irreversiblemente en la columna, se realizaron una serie de experimentos. Como la
respuesta del detector ultravioleta a 280 nm es lineal para el intervalo de concentracion de oi-amilasa
utilizado, podemos suponer gue el drea de los picos obtenidos es proporcional a Ia cantidad de
proteina que se detecta. Para comprobar ¢l grado de reversibilidad se llevaron a cabo dos tipos de
experimentos. Por un lado se determing el drea de los picos obtenidos a la salida de la columna tras a
inyeccion de pulsos de c-amilasa de volumen y concentracidn fija para diferentes caudales. Por otro
lado, se inyectaron pulsos de o-amilasa en iguales condiciones de concentracion, volumen y caudal,
pém se sustituyo la columna cromatogritica por un tubo capilar. De esta manera. se determina el drea
que le corresponderia al pulso de entrada en las condiciones indicadas ya que toda la o-amilasa

introducida al sistema es detectada. La diferencia entre el drea del pulso de entrada y el del pico
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cromatografico registrado en iguales condiciones nos indicard la cantidad de o-amilasa que ha

quedado retenida en la columna.

Se comprobd que en los intervalos experimentales estudiados, la adsorcién es completamente
reversible, no existiendo diferencias significativas entre ambas 4dreas salvo a caudales bajos (< 0.2
mi/min} debido, fundamentalmente a que a este caudal, el pico cromatogrifico es muy ancho y
achatado, existiendo mayor error en la integracion del mismo. Esto justifica también la eleccién de

caudales superiores para la experimentacion segiin se ha comentado en el apartado correspondiente.

En la figura 5.3 se muestra un ejemplo de test de reversibilidad.

35 -
] O Pulso entrada
30
—_ o © Pulso respuesta
§ 25
= 20
=
15 a
o
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] e B B e ae e
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
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Figura 5.3: Test de reversibilidad de la adsorcién en
experimentos de impulso en HPLC. Columna HIC (Duclite
XAD-761); pH 7.0, 20 °C, concentracién 1.0 mg/ml y
volumen de inyeccidn 5 Ul

5.2.6.- Condiciones de operacion

De acuerdo con los experimentos previos realizados y con los objetivos del presente trabajo
de investigacion, en la tabla 5.1 se resumen los valores e intervalos utilizados en los experimentos
realizados para el andlisis de momentos de las respuestas obtenidas ante los impulsos de o-amilasa en

cromatogratia de interaccion hidrof6bica y de intercambio idnico.
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Tabla 5.1: Condiciones de operacion para los experimentos de HPLC.

Fase mavil

pH

Fuerza ionica

Concentracién (mg/ml)
Volumen inyeccion (ul)
Tamaiio particula (Lm)
Caudal (mi/min)

Temperatura (°C)

HIC (Duolite XAD-761)

[IEC (Duolite A-568)

Fosfato 0.05M (pH 6, 7, 8)

6.0,7.0, 8.0
0.10, 0.20, 0.30, 0.35, 0.40

1.0
5.0
25-38
0.40, 0.60, 0.80, 1.00
15, 17,20, 23, 25

Tris/HCL 0.05M (pH 7, 8)
Fosfato (pH 6)
6.0,7.0,8.0
(.50, 0.60, 0.70, 0.80, 0.90,
1.00, 1.10
1.0
5.0
25 - 38
0.40, 0.60, 0.80, 1.00
15,17, 20,23, 25

5.3.- ADSORCION EN TANQUE AGITADO DISCONTINUO

Este tipo de instalaciones se caracteriza por su versatilidad, facilidad de uso y gran
simplicidad de las mismas. Permiten de manera sencilla la variacion de las condiciones de operacion
de cada uno de los experimentos para poder establecer la influencia que tienen sobre el

comportamiento del sistema en los procesos de adsorcidn,

Uno de los pardmetros cinéticos que caracterizan la adsorcidn de un soluto sobre las
particulas de un adsorbente es el coeficiente de transferencia de materia externa. Una vez que se ha
llegado a establecer un régimen de mezcla perfecta, puede considerarse que la resistencia a la
transferencia de materia que ejerce la capa limite que rodea las particulas del adsorbente ha sido
eliminada. Esta situacién se consigue mediante la seleccion adecuada de la veiocidad de agitacion, del
tamafo de las particulas sOlidas y del disefio del equipo experimental. De esta forma. el seguimiento
de la disminuci6n de la concentracion de o-amilasa cn la tase liquida en un experimento de adsorcion
en tanque agitado, proporcionard las curvas cinéticas de las que se obtendrd el valor del coeficiente de
ditusién en los poros tras el correspondiente ajuste de los datos experimentales al modelo propuesto
para este tipo de sistemas.

Por otro lado. la realizacion de los experimentos de adsorcion en un sistema de tanque agitado
discontinuo proporcionard la informacion correspondiente a las isotermas de adsorciéon mediante la

obtencién de datos de equilibrio.
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5.3.1.- Materiales

Como adsorbate se ha utilizade c-amilasa de 4. oryzae cristalizada y liofilizada, Los
adsorbentes, Duolite XAD-761 y Duolite A-568 para adsorcion por interaccién hidrofdbica e

intercambio iénico respectivamente, fueron sometidos al pretratamiento descrito en el apartado 5.1,

Las discluciones de adsorcion utilizadas para HIC e IEC han sido: tamp6n fostato 0.05M de
pH 6.0 y Tris/HCI .05 de pH 7.0, con una fuerza iénica de 0.35 y 0.60 respectivamente (ver apartado
5.2.1.). Todas las disoluciones fueron filtradas a través de membrana de 0.80 pm Millipore

GSWP04700 (Millipore Corp. Bedford, MA, EE.UTJ).

5.3.2.- Equipo experimental

Los experimentos cinéticos y de equilibrio de adsorcién en tanque agitado discontinuo se han
llevado a cabo en la instalacién cuyo esquema se muestra en la figura 1, pudiéndose diferenciar las

siguientes partes:

Sistema de adsorcion

La adsorcidn se realiza en un matraz esférico de vidrio Pyrex de 50 mm de didmetro con tres

bocas cuyas funciones son las siguientes:

- Introduccién del agitador.
- Introduccion del tubo de toma de muestras con filtro incorporado.

- Introduccion del tubo de recirculacidn.

Sistema termostdtico

La temperatura del proceso se controla mediante un bafio termostitico de enfriamiento Heto
DT1 CB-8-30¢ (Heto-Holten, Allergd, Dinamarca). El fluido utilizado fue agua ¢ disolucion de etilén
glicol para los experimentos realizados a 4 °C, siendo la precisién nominal del controlador de +0.01
°C. El tanque con la disolucion de adsorcion y el adsorbente adecuado se sumergia parcialmente en el

liquido del bafio (ver figura 5.4).

Sistema de agitacion

La agitacién se lleva a cabo mediante un agitador de hélice de tres palas realizado en vidrio.
Este se encuentra impulsado por un motor con selector y regulador de velocidad KA RW-20 (Janke

& Kunkel, Staufen, Alemania).
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Sistema de recirculacion

Una bomba peristdltica Hewlett-Packard 89052B (Hewlett-Pakard, Avondale, PE, EE.UU)
hace circular continuamente la disolucién de adsorcién a través de la célula de flujo del
espectrofotémetro UV/Vis y de medida de pH. En el extremo del tubo de toma de muestra, sumergido
en la disolucion de adsorcién, se encuentra un filtro de teflén de 0.8 pm para evitar que las particulas
de adsorbente salgan del medio. El tiempo muerto del sistema es de 15 segundos y el volumen muerto
de 2.3 ml.

de pH

Momtor de pH

: ) - Control de
s, Célnla temperatura
Ordenador A de flujo de pH
: Agltador
L

l

Espectrofotémetro UV/Vis Bomba peristiltica Baiio termostéitico

Figura 5.4: Esquema de la instalacién para los experimentos de adsorcidn en tanque agitado
discontinua.

Espectrofotometro ultravioleta

El espectrofotémetro UV/Vis de matriz de diodos Hewlett-Packard 8452A (Hewlett-Pakard,
Avondale, PE, EE.UU.) tiene un intervalo de medida entre 190 y 820 nm. Estd dotado con una célula
de flujo de cuarzo de 50 ul. La concentracion de o-amilasa en el tanque se determina mediante
absorbancia a 280 nm y se monitoriza y almacena en el ordenador (Hewlett-Packard Vectra
486/33VL) mediante los programas de control G1100A (General Scaning) y G1101A {Quantification)

del propio fabricante.

Medidor de pH

El seguimiento de la variacion de pH se realiza mediante un electrodo situado en una célula
de tlujo de 30 pl que se encuentra conectado a un monitor digital, pH Monitor (Pharmacia Biotech,

Uppsala, Suecia). De esta manera se determinan las posibles variaciones de pH que puedan producirse
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a lo largo del experimento en la disohicidn de adsorcidn.

5.3.3.- Desarrollo de un experimento

Los experimentos cinéticos y aquellos realizados para determinar las isotermas del equilibrio
de adsorcién se llevaron a cabo en el mismo equipo experimental pero el procedimiento operativo

difiere ligeramente en cuanto a la toma de muestras y medida de la concentracion de o-amilasa.

El procedimiento operativo para la realizacion de los experimentos cinéticos de adsorcion en
tanque agitado discontinuo comienza con el acondicionamiento del adsorbente. Una vez pesada en
seco la cantidad seleccionada de este, s¢ fe suspende en la disolucion tampdn correspondiente al
experimento de adsorcion (25 ml aproximadamente) y se mantiene en esas condiciones durante 24
horas. La disolucién de adsorcién con la concentracion adecuada de ot-amilasa se filtra y, tras medir el
volumen correspondiente al experimento, se echa en el matraz de vidrio. Este se introduce en el bafio
termostdtico a la temperatura de experimentacion y se conecta la agitacion, la recirculacién y el
espectrofotometro. Se mantiene asi durante una hora, tiempo necesario para considerar que el sistema
se encuentra termostatizado y estabilizado. A continuacién, la suspension de adsorbente se filtra a

vacio, recogiendo la totalidad del mismo.

El experimento comienza cuando se afiade el adsorbente al matraz, en ese momento comienza
la medida continua de la absorbancia a 280 nm mediante el espectrofotémetro. El final del

experimento se determina cuando la medida de la absorbancia a 280 nm da un valor constante.

El retraso del sistema viene determinado por el tiempo que tarda la disolucion de adsorcidn en
llegar hasta la célula de medida desde el interior del matraz. Este se ha determinado, obteniéndose un

valor de 10 segundos.

Los experimentos realizados en tanque agitado discontinuo para la determinacién de las
isotermas del equilibrio de adsorcidn se ha llevado a cabo de manera andloga, a diferencia que la
medida de la concentracién de o-amitasa mediante absorbancia a 280 nm se realiz6 soclamente para el
valor correspondiente al equilibrio, Para ello se tomaron tres muestras del sobrenadante (1.0 ml) y se
midid su concentracién sin necesidad de hacer circular la disolucion por la célula de flujo con la
bomba peristdltica. Para concentraciones mayores de 1.0 mg/ml, debido a que la ley de Beer no se

cumple satisfactoriamente, se diluyé previamente la muestra obtenida.

5.3.4.- Experimentos previos

Pura determinar los valores e intervalos de operacion de tas variables del sistema, se han

llevado a cabo vna serie de experimentos previos que proporcionardn la informacion necesaria para tal
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fin.

pH y fuerza ionica

A partir de los resultados obtenidos en los experimentos de adsorcién en HPLC, se han
seleccionado las condiciones de pH y fuerza idnica a las que se van a desarrollar el estudio de la

adsorcion en tanque agitade discontinuo y en lecho fijo. Estos valores son:
- Adsaorcion por interaceion hidrofébica en Duolite XAD-761; pH 6.0, tuerza iduica 0.35,
- Adsorcién por intercambio iénico en Duolite A-568: pH 7.0, fuerza idnica 0.60.

En estas condiciones el factor de capacidad es elevado pero la adsorcién es aun reversible. Si
trabajdsemos en condiciones extremas que favoreciesen la adsorcion, no s6lo se unirian fuertemente
las moléculas de a-amilasa sino también otros componentes de la mezcla que se desea separar ya que
en esa sitwacion la adsorcidn no es muy especitica. En el caso de la cromatografia, operar en
condiciones de adsorcion reversibles supone la existencia de una velocidad de migracién determinada
para la o-amilasa y, s1 se optiman los resultados, diferente de las del resto de sustancias que la

acompaan.

Velocidad de agitacion

Es necesario determinar la velocidad de agitacidn minima, a partir de la cual el control de la
transferencia de materia externa puede considerarse que no es significativo. Para ello, se realizaron
una serie de experimentos en iguales condiciones de operacion pero con diferentes velocidades de

agitacion.

Para velocidades mayores de 600 rpm, no se aprecian diferencias en las curvas cinéticas de
adsorcién. A partir de agitaciones superiores a 1200 rpm la aparicion de espumas produce
inestahilidades en la medida de la absorbancia a 280 nm, as{ como una nueva resistencia a la

transferencia de materia. Por ello se ha elegido una velocidad de agitacion de 800 rpm.

Concentracion inicial

Se ha elegido un intervalo de concentracién inicial de c-amilasa en la disolucién de adsorcion
de (.10 a 1.00 g/1. A concentraciones mayores, la absorbancia a 280 nm no cumple la ley de Beer.

llegando a saturarse ¢l detector ultravioleta a partir de concentraciones de 2.5 mg/ml.
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Tamario de particula

A la velocidad de agitacién elegida, se han realizado experimentos con diferentes tamafios de
particula en el intervalo 0.20-0.80 mm. No se han detectado influencias significativas debidas a un
control de la transferencia de materia externa por 1o que se ha elegido un tamafic de particula

correspondiente a la fraccién intermedia tamizada entre 0.32-0.50 mm.

Volumen de disolucion

El volumen de la disolucién de (-amilasa no influye en el comportamiento cinético ni de
equilibrio en el procesc de adsorcidn. Para volimenes eXcesivamente pequefios (menores de diez
veces el volumen muerto del sistema de recircﬁlacién), aparecen problemas técnicos y de retraso de
las curvas cinéticas de adsorcidn. Si el volumen es demasiado grande, el problema que aparece es el
de la correcta mezcla y homogeneizacidn de la suspension, haciendo necesaria la utilizacién de
sistemas de agitacién mds complejos con la inclusién de tabiques deflectores en el tanque de
adsorcion. Tras diversos experimentos, se selecciond un volumen de disolucién de 50 ml, suficiente
para evitar los problemas mencionados, permitiendo asf una buena homogeneizacion de la suspension

mediante agitacion simple.

Masa de adsorbente

La seleccion de la masa de adsorbente utilizado en cada experimento estd relacionada con el
volumen de disolucién ¥ con la capacidad de adsorcién de la resina en las condiciones
experimentales, que viene dada por la isoterma de equilibrio. Si la concentracion de adsorbente en la
suspension es clevada, aparecerdn problemas de transporte de materia, v si es demasiado baja, la
disminucion de la concentracion de enzima en la disolucién puede llegar a ser tan pequefia que su

seguimiento esté sujeto a un error experimental intolerable.

A partir de estas consideraciones y de los experimentos previos realizados, se ha decidido
llevar a cabo los experimentos cinéticos con una cantidad de 0.50 g de adsorbente. Para los
experimentos de equilibrio en los que la concentracién de o-amilasa tue superior a 1.0 mg/ml se

utilizaron cantidades entre 0.75 y 1.75 g, en funcion de 1a concentracion inicial de enzima.

5.3.5.- Condiciones de operacion

En la siguiente tabla se resumen las condiciones experimentales e intervalos de las variables

de operacidn estudiadas:
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Tabla 5.2: Condiciones de operacién para los experimentos cinéticos en tanque agitado

discontinuo.
HIC (Duolite XAD-761) IEC (Duolite A-568)

Tampén Fosfato 0.05M Tris/HCI1 0.05M
pH 6.0 7.0
Fuerza ionica 0.35 0.60
Concentracion (mg/ml) 0.1-0.5 0.1-1.0
Masa adsorbente (g) 0.50 0.50
Agitacién (rpm) 800 800
Yolumen (ml) 350 50
Tamaiio particula (Um) 0.32 - 0.50 0.32 -0.50
Temperatura (°C) 4,20, 30 20, 25, 30

5.4.- ADSORCION LECHO F1JO

La disposicién mds frecuentemente utilizada a nivel industrial en los procesos de purificacion
por adsorcion es aquella que utiliza uno o varios lechos fijos. Respecto a la adsorcién en tanque
agitado, fa llevada a cabo en lecho tijo es mas ficilmente escalable y el control de las variables del
sisterna es mds sencillo. Sin embargo en el flujo de un fluido a través de un lecho fijo, aparece el
efecto de mezcla a lo largo del eje longitudinal de la columna, denominado dispersidn axial, que
produce una disminucion de la eficacia de los procesos de adsorcién. La experimentacion en lecho

tijo deberd minimizar este efecto para mejorar ¢l rendimiento obtenido en el sistema.

Con el fin de disminuir la resistencia a la transferencia de materia externa es necesario
seleccionar particulas de adsorbente suficientemente pequefias. Por otro lado, seria deseable el uso de
caudales elevados ya que el caudal de operacion estd directamente relacionado con la produccitn del
proceso. Sin embargo, ¢l aumento del caudal y la disminucion del tamafio de particula conducen
ambos a un incremento de la pérdida de carga a lo largo de la columna por lo que serd necesario

alcanzar una solucién de compromiso entre ambos factores.

Estas variables (caudal y tamafo de particula), junto con otras caracteristicas del proceso
(concentracién, temperatura, tamafo de lecho, etc.) tendrdn que ser optimadas para conseguir 1os
niveles de pureza del producto requeridos por tas especiticaciones establecidas para su uso, asi como

los valores de produccién y rendimiento especiticados en el disefio del proceso.
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S0 Materiales

Los reactivos utilizados para log experimentos de adsorcidn en lecho fijo han sido log mismos

gue los ulilizados cn el estudio de 1a adsorcidn en tangue agitado discontinuo (ver apartado 5.5.1.).

1 adsorbate ha sido ceamilasa de A orveee cristalizada v liotihzada v los adsorhbentey

Dalite XAD-761 ¥ Duolite A-5068 para HIC ¢ [EC respectivamente.

Las disoluciones de adsorcion. elucion v lavado fueron Gliradas a teavds de mambrana de 1080
pm Millipore GSWPIMYOU (Millipore Corp, Bedford, MA, EE T v desgasificadas a vacio anres de

ser utilizadas en cada uno de los experimentos.

54.1.- Equipo experimental

El estudio cxperimental del proceso de adsorcidn de ceamilasa por mteraccion hideoldbica o
intercambin idnico en lecho f1jo se ha levado a cabo en un equipn FPLCY System (Pharmacia
Bioteeh, Uppsila, Sucvia). En la figora 5.5 se muestra un esquema de L instalacion experimental

whilizacda en b que se indican los diterentes modulos que Lo cotponen
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Figura 5.5¢ Fuijuene el cgnipe de adsorcidn en lecho fijo, FPLC Sysem.

Ml de elucion

Consta de dos bombas de piston, modelo P-500 de 10 ml de capacidud con uni precision en el

candal del 19, En caso que fuese necesurio. puede ulilizarse una bomba peristiltica, modelo P-1. para
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la inclusidn de un cluyente adicional. Sirven para impulsar ta disolucién de adsorcién y las de elucion

necesarias para cada uno de los experimentos planiticados.

Columna

Durante la experimentacién correspondiente a este estudio sc han utilizado dos tipos de
columna con dimensiones dilerentes, Ambas columnas, marca Amicon, modelo Moduline (Amicon
Corp. Danvers, MA, EE.UUL), estin fabricadas en vidrio. S¢ encuentran provistas de una camisa
cxlerna que permitc la termostatizacién de la misma mediante la circulacion de un liquido
refrigerante. Constan de cierres moviles en los extremos, haciendo posible la variacion de la altura del

fecho, ajustindola a la cantidad de adsorbente introducido en la columna.

Las dimensiones de los dos modelos de columna de adsorcion son las siguientes:

Tabla 5.3; Dimensiones de lag columnas.

Diimetro interno Altura maxima
(mm) (mm)
10 150
16 250

Maodulo de andlisis

Como se ha determinado previamente, el seguimiento de la concentracion de c-amilasa se
lleva a cabo mediante medida de la absorbancia a 280 nm. EI sistema experimental consta de una
célula de flujo de 2 ml con una ldmpara de mercurio conectada al monitor UV-M-II que mide y

registra los datos de absorbancia a la Jongitud de onda mencionada.

Madulo de pl?

Otro de los detectores del sistema consiste en un medidor de pH en continuo que consta de

una célula de flujo y un electrodo conectado a la unidad de medida, pH Moniior.

Colector de fracciones
Con objeto de recuperar determinadas fracciones del cfluente, o de realizar otro tipo dc
andlisis paralelos al de absorbancia en ulfravioleta para el seguimiento del proceso de adsorcidn

(medida de la actividad, etc.), se dispone de un colector de fracciones programable, Frac-200, a la
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salida del sisterna.

Maédulo de control

Estd compuesto por un controlador LCC-500 CI y un ordenador personal IBM 330 P100 (IBM
Corp. Armonk, NY, EE.UU.) con el programa de control FPLC Director (Pharmacia Biotech.
Uppsala, Suecia). Este médulo controla, programa y registra todas las actividades de cada uno de los
diferentes dispositivos de que consta el equipo experimental. Ademds, mediante el programa de
control, se registran 1os valores, en continuo, de caudal, pH absorbancia a 280 nm, etc. que permitirdn
posteriormente su tratamiento numérico en la etapa de modelado matemdtico de los experimentos

realizados.

El equipo dispone también de una serie de vdlvulas motorizadas (PSV-50, MV-7) que
permiten dirigir el tlujo de cada una de las bombas a través de la columna en la etapa de adsorcién y

desorcion, asf como realizar un cortocircuito a la columna.

5.4.3.- Desarrollo de un experimento

Se deberdn tener preparadas las disoluciones de elucion, de adsorcion y de lavado filtradas y
desgasiticadas. La disolucién de elucion es la misma que el tampoén en que estd disuelta la o-amilasa
en la disolucién de adsorcidn, La de lavade es una disolucién que facilita la desorcién de todas las
sustancias que hayan podido quedar retenidas en cada uno de los sistemas estudiado: para HIC deber4
ser una disolucion de muy baja fuerza ionica y para [EC de mayor fuerza iénica que la disolucion de

adsorcion correspondiente (ver tabla 5.4).

Una vez rellenada la columna cromatogrifica, debe acondicionarse para estabilizarse y
adquirir los valores de pH, tuerza idnica y temperatura correspondientes al experimento que se va a
realizar. Para ello, se hace pasar un volumen determinado de disolucién de elucion a través de la
columna y se conecta el sistema de termostatizacién a la camisa que rodea a la misma. Para conocer la
sefial de absorbancia a 280 nm correspondiente a la disolucion de elucién y de adsorcién, se realiza un

cortocircuito a la columna con cada una de las disoluciones mencionadas.

El experimento comienza cuando se cambia la fase movil que se alimenta al sistema, pasando
de la disolucion de clucién a la de adsorcién con la concentracidén de o-amilasa y el caudal
correspondiente al experimento. La evolucion del pH y de la concentracidn de adsorbato a la salida de
la columna se determina mediante el monitor de pH y la absorbancia en ultravioleta a 280 nm
respectivamente. Los datos se registran y almacenan en el ordenador para su posterior tratamiento

matemadtico. El experimento de adsorcion termina cuando Ia sefial de absorbancia en ultravioleta del
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efluente alcanza el valor obtenido para la disolucién de adsorcién (saturacidn completa de la

columna) o una fraccion determinada del mismo (saturacién parcial).

Tabla 5.4: Composicién de las disoluciones de elucién y lavado con las cantidades utilizadas en
lag etapas de acondicionamiento y lavado respectivamente.

HIC IEC
Disolucién de elucién Tampén fosfato 0.05M Tampén Tris/HC) 0.05M
pH 6.0 pH 7.0
fuerza idnica 0.60 fuerza i6nica 0.35
Acondicionamiento 40 volumenes de [echo (90 min) 50 volumenes de lecho (120 min)
Disolucién de lavado Agua destilada Tampon Tris/HCL 0.05M
pH 7.0

Fuerza i6nica 2.50

Lavado 30 voliimenes de lecho (60 min) 20 voldmenes de lecho {60 min)

A continuacidén se procede a llevar a cabo el experimento de desorcién mediante un
procedimiento ¢xperimental andlogo pero, en este caso, la disolucién que se alimenta a fa columna
saturada de adsorbato es la de elucion. La desorcidn acaba cuando la absorbancia a 280 nm del

efluente de la columna es igual a la que le corresponde a la disolucién de elucién.

Posteriormente se realiza el lavado de 1a columna para eliminar cualquier traza de adsorbatos
que hubiesen podido quedar retenidos al adsorbente. Para ello se hace pasar un volumen adecuado
(ver tabla 5.4) de disolucién de lavado, dejando la columna preparada para volver a realizar ¢l

acondicionamiento para ¢l siguiente experimento.

5.4.4.- Experimentos previos

Los experimentos de adsorcion en lecho fijo se han llevado a cabo en las mismas condiciones
de pH y fuerza idnica que los desarrollados en tanque agitado discontinuo para cada uno de los

mecanismos de adsorcion estudiados, intercambio iénico e interaccion hidrofébica.

Caudal

Con objeto de estudiar la influencia de la velocidad de la fase mévil en el comportamiento

cinético del proceso de adsorcion, se ha seleccionado un amplio intervalo de valores de caudal. Para
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los experimentos realizados en la columna de 10 mm de didmetro, los valores han sido 0.10 - 1.00

ml/min y para la columna mayor, de 16 mm de didmetro, hasta 5.00 ml/min.

Concentracion inicial

Por motivos de comparacion de resultados, los valores de concentracién de adsorcién en lecho
fijo, se han elegido en un intervalo similar al correspondiente a los experimentos de adsorcién en
tanque agitado, 0.10 - 1,00 mg/mi. Para los experimentos, realizados con fines de escalado del
proceso, llevados a cabo en la columna de mayor tamaiio, la concentracién de ¢-amilasa en la fase
movil fue de 2.50 mg/ml, de similar orden que la que se puede encontrar en el caldo de fermentacion

del cual se obtiene a nivel industrial.

Tamaiio de particula

Se ha usado la misma fraccién de tamafios de particula que en los experimentos en tangue
agitado, 0.32 - 0.50 mm. A diferencia de este sistema, y debido a una menor velocidad superticial del
fluido, en el proceso de adsorcidén en lecho fijo no se ha eliminado el control a la transferencia de
materia externa que ejerce la capa Iimite que rodea a las particulas de adsorbente. Por esta razén, s
pretende estudiar el efecto del tamafio de particula en el coeficiente de transferencia de materia

externo, realizando experimentos con otras dos fracciones diferentes, 0.20 - 0.32 y 0.50 - 0.80 mm.

Dimensiones del lecho

Para un estudic de cambio de escala, es necesario realizar experimentos en lechos de
diferentes dimensiones. Esta variable estd directamente relacionada con la masa de adsorbente
utilizada en cada uno de los experimentos. En el presente trabajo se han utilizado columnas con una
carga de resina de 0.50, 1.00 y 13.00 g. Las dimensiones de cada una de ellas vienen fijadas por la
densidad del adsorbente sélido asi como por la distribucién de tamafios de particula que determina el

empaquetamiento del iecho,

Temperatura

Los valores de temperatura ensayados han sido los mismos y por las mismas razones que los
llevados a cabo en los experimentos de adsorcidn en tanque agitado, es dectr, para la adsorcion por
interaccion hidrofébica sobre Duolite XAD-761, a 4, 20 v 30°C y para la adsorcion por intercambio

ionico en Duolite A-568, a 20, 25 y 30°C.
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5.4.5.- Condiciones de operacion

A continuacién se resumen las condiciones experimentales utilizadas en el estudio de 1a

adsorcitn de o-amilasa en lecho fijo:

Tabla 5.5: Condiciones de operacién para los experimentos de adsorcién en lecho fijo.

HIC IEC
Fase mavil Tampdn fosfato 0.05M Tampon Tris/HC1 0.05M
pH 6.0 7.0
Fuerza iénica 0.35 0.60
Concentracion de entrada (mg/ml) 0.25,0.50, 1.00, 2.5 0.25, 0.30, 1.00, 2.50
Caudal (ml/min) 0.25, 0.50, 1.00, 5.00 0.25, 0.50, 1.00, 5.00
Temperatura (“C) 4, 20, 30 20, 25, 30
Tamaio medio de particula (mm) 0.26, 041, 0.65 0.26, 0.41, 0.65
Masa adsorbente (g) 0.5, 1.0 0.5,1.0, 13.0
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6. RESULTADOS EXPERIMENTALES
Y DISCUSION

6.1.- CROMATOGRAFIA DE IMPULSO

En este apartado se muestran los resultados obtenidos mediante cromatografia de impulso de
o-amilasa en columnas de interaccion hidrofébica (HIC) y de intercambio ionico (IEC). A partir de
ellos se estudiard la influencia de las variables de operacidn en los dos sistemas utilizados y se
determinardn los pardmetros cinéticos v termodindmicos de la adsorcidn en base a la teorfa de

momentos.

6.1.1.- Planificacion de experimentos

Para la consecucion de los objetivos generales del presente trabajo de investigacion, se
realizard experimentacion mediante cromatografia de impulso sobre los sistemas de IEC y HIC

seleccionados. En esta ectapa experimental se plantearon varios objetivos especificos que a
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continuacion se detallan.

En primer lugar se pretende determinar [a influencia que tienen las variables de operacién pH,
temperatura, fuerza idénica y caudal sobre la retencién de a-amilasa en Duolite A-568 y Duolite XAD-
761. Para ello, se realizardn experimentos en un determinado intervalo de cada una de las variables
mencionadas de acuerdo con los resultados obtenidos en la experimentacién previa llevada a cabo

(ver apartado 5.2.5).

En segundo lugar, se procederd a estimar los pardmetros cinéticos y termodindmicos mediante
el andlisis de los momentos cromatogrificos en cada una de las condiciones ensayadas. Para Ja
aplicacion de esta técnica, es necesario contar con experimentos realizados a diferentes caudales para

cada valor de pH, tuerza inica y temperatura {ver anexo A, apartado A.1).

Tabla 6.1: Condiciones experimentales para cromatografia de impulso de o-
amilasa sobre Duolite XAD-761.

Temperatura pH Fuerza Idnica Caudal
[*C1 [m¥/min}
0.10 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
6.0 0.20 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
0.30 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
0.35 0.40, 0.60, 0.8, 1.00
0.01 (.40, 0,60, 0.80, 1.00
0.10 (.40, 0.60, 0.80, 1.00
20 7.0 0.20 0.40, 0,60, 0,80, 1.00
0.30 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
0.40 (.40, 0,60, 0.80, 1.00
0.20 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
8.0 0.30 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
(.40 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
15 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
17 6.0 0.35 0.40, 0.60, .80, 1.00
23 0.40, 0.60, (.80, 1.00
25 0.40, 0.60, 0.80, 1.00

Por ltimo, para el estudio de la hidrofobicidad del sistema de HIC v de la carga caracteristica

del sistema de IEC se deberi disponer de experimentos llevados a cabo en iguales condiciones de pH,
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temperatura y caudal para diferentes valores de la fuerza idnica de la fase moévil,

Para cada uno de los experimentos correspondientes a impulses de a-amilasa se ha realizado
otro en iguales condiciones de operacion pero utilizando trazador como soluto. El trazador para la
columna de intercambio idnico ha sido disolucidn de NaCl 2M y para la de interaccién hidrotébica,
disolucién de NaN(; 0.25M. En las tablas 6.1 y 6.2 se muestra la planificacién de los experimentos

mencionados.

Tabla 6.2: Condiciones experimentales para cromatografia de impulso de -
amilasa sobre Duolite A-568.

Temperatura pH Fuerza Iénica Caudal
°C] [mVmin])
0.90 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
a.0 1.00 (.40, 0.60, 0.80, 1.00
1.10 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
0.60 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
20 7.0 0.70 (.40, 0.60, 0.80, 1.00
0.80 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
0.90 (.40, 0.60, 0.80, .00
0.50 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
8.0 0.60 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
0.70 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
0.80 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
15 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
17 7.0 .60 0.40, 0.60, 0.80, 1.00
23

0.40, 0.60, 0.80, 1.00

L 0.40, 0.60, 0.80, 1.00

6.1.2.- Influencia de las variables de operacién

Los resultados de la cromatograffa de impulso se han obtenido en forma de pico
cromatogratico que corresponde a la respuesta detectada a la salida de la columna tras un impulso de
o-amilasa 2 la entrada de la misma. En las figuras 6.1 y 6.2 se muestran algunos picos obtenidos en

diferentes condiciones de operacion para cada uno de los adsorbentes utilizados.
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Los picos experimentales obtenidos presentan asimetria, siendo més acusada para condiciones
de operacion en las que la adsorcidn es mds fuerte, aprecidndose esta tendencia en todos los
experimentos realizados con impulsos de o-amilasa. La asimetria de los picos en cromatografia puede
deberse a la existencia de grandes volimenes muertos entre el inyector y el detector del cromatdgrato
{Johns, 1989), incluyendo la columna (huecos, empaquetamiento deficiente, etc.). Si esta fuese la
causa, deberfa producirse para todos los solutos inyectados, independientemente de su naturaleza. Sin
embargo el efecto mencionado no se presenta en los experimentos realizados con trazador, los cuales
producen picos simétricos, asemejindose con gran precisioén a una distribucion gaussiana. La posible
causa de la torma de los picos obtenidos para los experimentos de o-amilasa (brusca subida hasta el
mdximo del pico y una bajada con una tendencia lenta hasta alcanzar de nuevo la linea de base),
puede ser debida a un equilibrio no lineal de adsorcién tanto para la resina de HIC como para [a de

IEC.

300

Ti 1000
'empn[s,] 1500

2000

Figura 6.1: Picos cromatograficos. {I) Impulsos de -amilasa sobre Duolite XAD-761 a 20 °C, pH 6.0 y 0.60
ml/min a tres valores de fuerza idénica: (A) 0.10, (B} 0.20 y (€} 0.35, (ID) Impulsos de ¢-amilasa sobre Duolite A-
568 a pH 6.0, fuerza idnica 0.60 y 0.60 ml/min a tres temperaturas: (A) 15°C, (B) 20°Cy (C) 25°C.

Céileulo de la porosidad de la columna

Una vez determinada la porosidad interna de las particulas de adsorbente mediante
porosimetria de mercurio, la porosidad de la columna se ha determinado a partir de las ecuaciones 3.3
y 3.4, que relacionan el primer momento con la constante del equilibrio de adsorcion. Si s realizan
experimentos en impulso con un trazador que no se retenga sobre el adsorbente (es decir, Ky > () la

ecuacion 3.3 quedard de la siguiente forma:
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-k 1+l_—‘cle _Le I+ I——-E.e [6.1]
IU‘_\z £ Y £ ’ '

sabiendo que la relacién entre la velocidad lineal, V, y la velocidad intersticial, v, viene determinada

por v = V/e.
200 200-
{A) 4 (B)
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Figura 6.2: Representacidn grifica del primer momento frente a L/V comespondiente al trazador en: Duolite
XAD-761 (A) y Duolite A-568 (B).

De esta forma, de fa pendiente de la grifica | frente a L/V figura 6.2 se ha calculado el valor

de la porosidad externa de cada una de las dos columnas utilizadas, con lo que ambas columnas

quedan caracterizadas (tabla 6.3).

Tabla 6.3: Caracteristicas de 1as columnas de HPLC.

Duolite XAD-761 Duclite A-568
(HIC) {(IEC)
E 0.57 0.56
£y 0.45 0.50
L {m] 0.20 0.20
Diametro interno [m] 2.1-107 2.1-10°

Hidrofobicidad de la resina Duolite XAD-761

Para caracterizar la hidrofobicidad que presenta la resina Duolite XAD-761 frente a la

adsorcidn de o-amilasa de A. oryzae en base a la teoria solvofébica (Melander er al., 1984) ¢s

' Determinada por porosimetria de mercurio (apartado 4.4.2).
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necesario conocer la variacion del tactor de retencion, k', en funcién de la concentracién salina de 1a
fase movil. En la figura 6.3 se representan los resultados obtenidos para dicha variacion
correspondiente a los tres valores de pH estudiados. De acuerdo con la ecuacién 1.9, la pendiente de
cada una de las rectas representa el pardmetro de interaccién hidrofébica (M) y la ordenada en el
origen (In k’,) corresponde al factor de retencién extrapolado a concentraciéon salina nula. Los

resultados se muestran en la figura 6.4 y en la tabla 6.4,

.
t”
[ g
4” -
. .
. .
- L7
t’ d’
L .
/" 4”
. -
4 P ® -
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=
- 2+ T .
= -4 . -
4 e -7 ,—"’-’——
Pt A
.- -
- —— .. J"-_
! L2z LemT A
T
6 i ———t a
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
m [mol kg-1]

Figura 6.3: Variacidon del factor de retencién en funcién de la
concentracion salina de la fase movil para tres valores de pH en el sistema
o-amilasa/Duolite XAD-761.

Como puede observarse, al aumentar ¢l pH la ordenada en el origen no varfa
significativamente, disminuyendo la pendiente de forma considerable. El la bibliografia hay muy
pocos datos experimentales relacionados con la variacién de estos dos pardmetros con el pH, sin
embargo, para estudios realizados con lisozima se ha observado que el pH afecta a la ordenada en el
origen pero no a la pendiente (Fausnaugh y Regnier, 1986). El primer pardmetro, In(k’,), determina la
retencion en ausencia de sal, teniendo en cuenta la interaccion neta debida a fuerzas electrostdticas y
de Van der Waals (Katti et al., 1987). Este pardmetro tiene un valor muy bajo a 1os tres valores de pH
utilizados, correspondiendo a una retencién pricticamente nula en ausencia de sal. Esta situacion en la

que la retencidn no es significativa se extiende hasta valores de fuerza idnica de 0.1.

Por otra parte. los valores obtenidos de A indican que la adsorcion de o-amilasa en Duolite
XAD-761 depende fuertemente de la concentracion salina del medio. El pardmetro de interaccién
hidrofébica es proporcional a ja superficie hidrofébica de contacto entre ia proteina y el adsorbente

(El Rassi y Horvdth, 1986) y, en ¢l sistema estudiado, aumenta al disminuir ¢l pH en el intervalo



PURIFICACION DE (-AMILASA DE Aspergillus oryzae POR ADSORCION 143

experimental. La disminucién del drea hidrofébica accesible podria deberse a algiin cambio
conformacional sufrido por la a-amilasa al aumentar el pH. Para comprobar y explicar la causa de
esta circunstancia, serfa necesario realizar estudios adicionales relativos a la estructura vy

conformacion de la o-amilasa en diferentes medios.

g - Tabla 6.4: Pardmetros caracteristicos de la
5 h : interaccién hidrotdbica calculados por regresion a
g artir de la figura 6.3
= 151 \".. p g b
b A
g In (k') A r?
5 ot pH 6.0 -5.9 18.1 0.994
£ . pH 7.0 57 14.8 0972
o
3 sl , : pH 8.0 -5.6 7.9 0.984

5 7 8

pH

Figura 6.4: Variacién del pardmetro de
intgraccién hidrofébica con el pH para la
adsorcién de g-amilasa en Duolite XAD-761.

Carga caracteristica de la «-amilasa en la resina Duolite A-568

Mediante la ecuacién 1.10 se ha calculado la carga caracteristica de la o-amilasa para cada
vajor de pH a partir de la pendiente de la recta obtenida al representar el logaritmo del factor de
retencion frente al logaritmo de la concentracion molar de la sal (figura 6.5). Debido a que el

contraidn sujeto a intercambio es el Cl', se ha tomado como valor de la carga, Zg, igual a 1.

En el intervaio experimental de pH (6 - 8), el estado de ionizacién de los aminodcidos varia
poco, solo el grupo imidazol de la histidina puede encontrarse ionizado o no a valores de pH
correspondientes a dicho intervalo (pK = 6.0 - 7.0). Debido a que el punto isoeléctrico de la o-amilasa
es 4.2, presentard carga neta negativa a valores de pH superiores a ese valor. En el intervalo
experimental, a medida que el pH de la tase mévil aumenta, la carga neta también lo harj, siendo la
progresiva ionizacidn de la histidina la principal contribucion a ese aumento de carga negativa. Como
puede observarse, los resultados experimentales muestran (tabla 6.5 y en la figura 6.6} un ligero
incremento de la carga caracteristica de unién de la o-amilasa en la resina Duolite A-568 que irfa
asociado, posiblemente, al incremento de carga neta experimentado por la proteina a medida que

aumenta el pH del medio.
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Figura 6.5: Influencia de a concentracién molal de sal en
¢l factor de retencidn a tres valores de pH en el sistema o-
amilasa/Duoclite A-568.
i4
N Tabla 6.5: Valores de la ordenada en el ovrigen,
h - In(A), y carga caracteristica de la a-amilasa , Z,
ol L calculados por regresion lineal a partir de los datos
7 de la figura 6.5 de acuerdo con la ecuacién 1,10,
. -
N LB .

261

Figura 6.6: Variacion de la carga caracteristica
de la o-amilasa de A. oryzae con el pH en la

T
70
pH

&0

resina de intercambio id0nico Duolite A-568,

Influencia de las variables

pH 6.0
pH7.0
pH 8.0

2

In (A) 7, v
1.48 2.6 0.999
0.19 2.8 (1982
-1.14 3.2 (1988

serie de factores que a continuacidn se describen.

La retencion de la ¢-amilasa sobre cada uno de los adsorbentes ensayados, depende de una

Se ha representado el factor de retencién en tuncion de la fuerza i0nica para diferentes valores

de pH (tigura 6.7). Se observa que la tuerza idnica tiene una intluencia positiva sobre la retencion en

el caso de la adsorcidn sobre la resina hidrofébica Duolite XAD-761 (figura 6.7A). El aumento de la

fuerza idnica hace aumentar k', en el intervalo utilizado, de forma muy rdpida a pH 6, moderada a pH
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7 y muy baja a pH 3. En todos los casos, la retencién experimentada por la proteina a valores de
fuerza idnica cercanos a cero es practicamente nula. El aumento de la concentracion salina en la fase
movil, produce interacciones hidrofébicas de intensidad creciente entre la a-amilasa y el adsorbente.
Este hecho estd de acuerdo con [a teoria de retencion de adsorbatos moduiada por 1a concentracion de
sal (Horvith et al., 1976; Melander y Horvidth, 1977; Melander er al., 1989) basada en la teoria
solvofdébica (Sinanoglu y Abdulnur, 1965; Sinanoglu, 1982). De acuerdo con esta teorfa, a medida que
aumenta la concentracién salina, los iones se solvatan, dejando menos moléculas de agua disponibles
para hidratar las moléculas de proteina, por lo que se favorecen las interacciones entre las zonas
apolares de esta con los ligandos hidrof6bicos del soporte. Esta situacién no ocurre en presencia de

determinadas sales que favorecen la hidratacién de las proteinas como son las que contienen
determinados cationes bivalentes como el Mg?*, Ba™ o Ca™ (Arakawa y Timashett, 1982; Szepesy y

Horvith, 1988).
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Figura 6.7: Variacidn del factor de retencion con la fuerza idnica para diferentes valores de pH en la resina
de HIC (A} y de IEC (B). Experimentos realizados a un caudal de (1.60 mil/min y 20 °C,

Se observa que la influencia de la fuerza idnica sobre el intercambio idnico de o-amilasa en
Duolite A-568 es opuesto al comentado para la interaccién hidrofdbica (figura 6.7B). Los iones,
aniones Cl” en el presente caso, actuarian como competidores de la proteina, cargada negativamente,

por fos sitios de union de la fase estacionaria. De acuerdo con el intercambio estequiométrico
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planteado por la ecuaci6n 1.11, la constante del equilibrio del equilibrio vendrd dada por:

NGHE

Ze

[6.2]

K = = a-- —
GIRG
por o que un aumento de la concentracion de sal en la disolucton, S, conducird a una cantidad menor

de proteina adsorbida a los ligandos idnicos de la matriz, lo que explicarfa los resultados obtenidos

para la influencia de la fuerza idnica en el sistema de HEC,

El efecto del pH sobre la adsorcion de o-amilasa en HIC ha sido parcialmente comentado para
valores bajos de fuerza idnica (figura 6.7A). El incremento del pH produce una diferencia creciente
entre éste y el punto 1soeléctrico de la o-amilasa (pl = 4.2), aumentando la magnitud de su carga neta
negativa. En estas condiciones, las interacciones electrostiticas entre la enzima y la fase movil serdn
mayores que las interacciones hidrofobicas entre la o-amilasa y el adsorbente, disminuyendo, por
tanto, la capacidad de retencidn de la fase estacionaria,

Como se ha determinado anteriormente para el sistema de intercambio iGnico, la carga
caracteristica de union de la c-amilasa aumenta al hacerlo el pH. Este efecto no se corresponde con el
aumento del factor de retencion at disminuir el valor del pH (figura 6.7B) ni con los modelos que
predicen una dependencia exponencialmente creciente de k' con el pH (Kopaciewicz et al., 1983;
Velayudhan y Horvdth, 1988). Este efecto puede ser debido a que la resina Duolite A-568 es un
intercambiador anidnico débil por lo que !a disminucién del pH puede resultar en un progresivo
incremento del nmimero de grupos amino ionizados, aumentando la capactdad de adsorcion (Bautista et

al., 19973,

La temperatura tiene una influencia positiva importante sobre la adsorcion de o-amilasa en
IEC. El aumento de la temperatura favorece la retencion de la proteina debido a la mayor movilidad
de las especies idnicas presentes. En el caso de la adsorcion de ¢-amilasa en 1a resina hidrofobica
Duolite XAD-761, la inftluencia de la temperatura es muy pequefia en el intervalo experimental
existiendo una ligera tendencia a disminuir el factor de retencion al aumentar la temperatura. En la
figura 6.8 se representa la influencia de la temperatura en la adsorcion de o-amilasa sobre cada una de

las dos resinas estudiadas.
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Figura 6.8: Efecto de la temperatura en la
adsorcion de o-amilasa sobre el factor d
retencién en los dos adsorbentes utilizados.
Condiciones de operacién: pH 6.0, fuerza
i6nica 0.35 (HIC) y pH 7.0, fuerza iGnica
0.60 (IEC), todos a un caudal de 0.60 ml/min.

6.1.3.- Analisis de momentos

El andlisis y discusion de resultados mediante el método de momentos se realizard en dos
etapas. En la primera se determinardn los parimetros de equilibrio (K, y factor de capacidad) y
termodinamicos (AH® y AS®). En la segunda etapa, con los datos del segundo momento central y los
del primer momento calculado previamente, se estimardn los pardmetros cinéticos del modelo de

adsorcién, coeficiente de dispersi6n axial (Dp) y coeficiente de ditusién en los poros (D).

Datos termodindmicos y de equilibrio

A continuacién se representan los resultados obtenidos correspondientes al primer momento
para cada una de las resinas en las condiciones de operacion en las que se ha trabajado el los

experimentos de cromatogratia de impulso.
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Figura 6.9: Representacién del primer momento frente a L/v a pH 6.0 y 20 °C a
diferentes valores de fuerza idnica para fa resina Duolite XAD-761 (HIC).
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Figura 6.10: Representacion del primer momento frente a L/v a pH 7.0 y 20 °C a
diferentes valores de fuerza idnica para la resina Duolite XAD-761 (HIC).
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Figura 6.11: Representacién del primer momento frente a L/iv a pH 80 y 20°C a
diferentes valores de fuerza i6nica para la resina Duolite XAD-761 (HIC}.

60

300 -
i Temperatura A
B 15°C -
I ]
2504-| A 20°C -
& 25°C e
-
] . -
. <7l
,) I’ - -
200+ e e e
- . -
- -
,I ’I’ ’/’
- - -
- 150—F Ry . .
o A/ - ’.
i ” - 4’
' - . -
2 e
- e
100 4 ,',»’,—z
I”l //
Ry
] At |
P
sl
P
50_"' /::”
P
o
-
p ;?:’
.* 1 i 1 1 1
0- v T | I I v [
0 10 20 a0 40 50
L/v [s]

Figura 6.12; Representacion del primer momento frente a L/v a pH 6.0 y fuerza idnica
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0.35 a diferentes temperaturas correspondientes a la resina Duolite XAD-761 (HIC).
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Figura 6.13: Representacién del primer momento frente a L/v a pH 6.0 y 20 °C a

diferentes valores de fuerza idnica para la resina Duolite A-568 (IEC).
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Figura 6.14: Representacion del primer momento frente a LivapH 7.0y 20°C a

diferentes valores de fuerza idnica para la resina Duolite A-568 (IEC.
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Figura 6.15: Representacidén del primer momento frente a L/v a pH 8.0 y 20 °C a

diferentes valores de fuerza idnica para la resina Duolite A-568 (IEC).
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A partir de la pendiente de las grificas anteriores, segin el procedimiento descrito en el
apartado Al del anexo A, se determina el valor de la constante de adsorcién, Ka, en las condiciones
experimentales correspondientes a cada uno de los dos adsorbentes. También se determina el factor de

capacidad de los adsorbentes a partir de la siguiente definicidn:

Factor de capacidad = E__u}& [6.3]
traz.
Los resultados se muestran en las tablas 6.6 y 6.7, Ambos parametros se ven influidos,
cualitativamente, por las condiciones de operacion en el mismo sentido que se ha observado para el
factor de retencién anteriormente comentado. En este caso, el cdiculo de la constante de adsorcién

permite cuantificar la magnitud de dichas influencias.

Tabla 6.6: Constante de adsorcién y factor de capacidad obtenidos mediante el
métedo de momentos para la adsorcién de o-amilasa en Duolite XAD-761
(HIC) para las diterentes condiciones de operacion.

T pH Fuerza Ka Factor de
[°C] Iénica Capacidad®
0.10 0.83 02
6.0 0.20 3.54 0.9
(130 8.90 2.6
0.35 8.86 2.5
0.02 0.15 0.0
0.10 (.30 0.0
20.0 7.0 0.20 1.39 0.3
0.30 3.09 0.8
.40 542 1.4
0.20 .61 0.1
8.0 (.30 0.86 0.2
040 1.10 0.2
15.0 6.0 0.35 6.22 1.7
25.0 6.0 (.35 7.52 1.8

Como puede observarse, en el caso del sistema de HIC, la fuerza i6nica favorece el equilibrio

de adsorcién para los tres valores de pH utilizados. Por otro lado, a valores de pH creciente, la

t Cualcutade como el valor medic de los obtenidos para los diferentes caudales ensayados en iguales condiciones de pH.
temperalura y fuerza idnica.



PURIFICACION DE 0t-AMILAS A DE Aspergillus oryzae POR ADSORCION 153

capacidad de adsorcién de la resina disminuye, siendo a pH 6.0 cuando la resina presenta el valor mds
alto. La influencia de la temperatura es pequefia y no presenta una tendencia regular en el intervalo

experimental (15 - 25 °C).

Tabla 6.7: Constante de adsorcién y factor de capacidad obtenidos mediante el
métedo de momentos para la adsorcién de g-amilasa en Duolite A-568 (1EC)
para las diferentes condiciones de operacidn.

T pH Fuerza K, Factor de
[°C] I6nica Capacidad®
0.90 21.23 5.8
6.0 1.00 18.72 5.2
1.10 14.21 3.9
0.60 19.48 54
20.0 7.0 0.70 12.55 35
0.80 9.05 2.6
0.90 6.61 1.9
0.50 11.61 33
8.0 0.60 6.24 1.8
0.70 438 1.3
0.80 477 14
15.0 7.0 0.60 14.06 4.0
17.0 7.0 0.60 21.43 6.1
25.0 7.0 0.60 207.53 59.0

Como en el caso anterior, el andlisis de momentos para la resina de IEC da unos valores de la
constante de adsorcién que varfan de acuerdo con lo previsto a raiz del estudio de la influencia de las
variables. Los valores del factor de capacidad aumentan a medida que la concentracién salina de Ia
fase mévil disminuye, siendo mayor segiin disminuye el pH. La temperatura hace aumentar mucho la

constante de adsorcion a partir de valores superiores a 20 °C.

En general, los mayores valores del factor de capacidad y de la constante de adsorcion se
obtienen para la adsorcién de a-amilasa en la resina de intercambio iGnico Duolite A-568. A partir de
los resultados obtenidos en esta etapa, se ha decidido realizar el estudio de la purificacién de o-

amilasa en tanque agitado discontinuc y en lecho fijo, para cada uno de los adsorbentes, en las

§

Calculado como el valor medic de los obtenidos para los diferenfes caudales ensayados en iguales condiciones de pH,
temperatura y fuerza idnica.
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condiciones experimentales que se indican en la tabla 6.8, El criterio utilizado para la eleccién de esas
condiciones de operacion ha sido el de contar con un valor elevado de la constante de adsorcion pero
sin llegar a trabajar en condiciones de adsorcidn irreversible” . Si esto ocurriese, la retencién de o-
amilasa sobre el adsorbente seria mayor pero se haria menos especifica. En estas condiciones, no seria
posible modular la adsorcion ni la velocidad de migracién del adsorbato en el caso de realizar la

purificacion de la o-amilasa a partir de un caldo de fermentacién complejo.

Tabla 6.8: Condiciones de operacién para la purificacion de o-amilasa en
tanque agitado y lecho fijo.

Duolite XAD-761 Duolite A-568
(HIC) (IEC)
Tampon 0.05M Fosfato 0.05M Tris/HCI
pH 6.0 7.0
Fuerza iénica 0.35 0.60

Los valores de la entalpia y entropfas de adsorcidn se han calculado para las condiciones de
pH y fuerza it6nica seleccionados (ver tabla 6.8) tanto para HIC como para IEC. Mediante la
aplicacion de la ecuacidn de Van't Hotf (ecuacidn 3.13) a los valores de constante de adsorcion en
funcién de la temperatura, se obtienen AH” y AS’. El primero de ellos representa la energfa necesaria

para gue se produzca la adsorcion de la o-amilasa a los ligandos unidos a la matriz de 1a resina.

Tabla 6.9: Variacion de entalpfa y entropia para la adsorcion de ¢-amilasa en
HIC ¢ IEC en las condiciones experimentales listadas en la tabla 6.8.

AH® AS?

[kJ/mol} [J/mol-K]
Duolite XAD-7a1 -25.2 103
Duolite A-568 [96 700

Los resultados (tabla 6.9) muestran, para la adsorciéon de o-amilasa, un comportamiento
exotérmico en la resina hidrofébica y endotérmico en la de intercambio anidnico. Ambas producen

aumentos en la entropia global del proceso.

Como puede comprobarse mediante la aplicacién del segundo principio de la termodinamica.

El término irreversible no hace referencia a su sentido estrictamente termodindmico. Se refiere a la escala temporal en Ja
que se realiza el experimento y el adsorbato se eluye completa y ripidamente al modificar las condiciones de la fuse mavil en
¢l sentido adecuado.
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en el intervalo de temperatura experimentado, la variacién de energfa libre, AG®, es negativa. Esto se

traduce en que, en ambos casos, el proceso de adsorcién se produce de forma espontinea.

Datos cinéticos

En primer lugar se ha determinado el valor del coeficiente de dispersion axial, Dy, a partir de
los resultados de la altura equivalente de un plato teérico, AEPT, para los experimentos realizados
con trazador. Los trazadores elegidos (NaCl para IEC y NaNO; para HIC) no se adsorben sobre la
resina correspondiente y, debido a su pequefio tamafio, tampoco experimentan resistencia significativa
por difusioén a su paso a través de los poros de las particulas de adsorbente. Por ello, et segundo
término de la ecuacion 3.10 tendra un valor muy pequefio, simplificindose dicha expresitn a:
2D,

v -

AEPT = {6.4]

De esta forma, la contribucién fundamental al valor de ia AEPT vendrd dada por término
correspondiente a la dispersion axial, teniendo un valor aproximadamente constante para cada valor
de la velocidad intersticial de la fase mévil. En la figura 6.17 se representan los valores de AEPT para
cada una de las resinas. Se ha determinado, por tanto, el valor del coeficiente de dispersion axial en

funcién de la velocidad de la fase maévil, obteniendo las siguientes expresiones:
Columna de HIC: D =80-10%-v
Columna de IEC: DL =90 10" v

donde Dp y v vienen expresados en my/s.

A continuacion se procedio al cdlculo del segundo momento central de forma numérica segin
la ecuacion 3.2. Debido a la asimetria de los picos y a la excesiva anchara de los mismos, el cdlculo
de o estd sujeto a un error considerable, ya que el desarrollo del método de momentos supone que los
picos son simétricos y en forma de distribucion gaussiana. Se aplicd entonces la correccion gue
suponen el método de los momentos con peso y el de los momentos truncados (ver apartado 3.2.2).
Ambos, aunque mejoraron los resultados calculados presentan todavia un elevado grado de error en el

cdlculo del segundo momento, no ajustindose correctamente al modelo descrito.

Hay que decir que la aplicacién de los dos métodos correctores mencionados, no varia los
resultados derivados del cdlculo del primer momento, ya que estos dependen unicamente del tiempo

de retencion.
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Figura 6.17: Valores de AEPT Irente a la velocidad intersticial para la resina hidrofébica (A) y de intercambio
i6nico (B) usando come trazador NaNQ; y NaCl respectivamente.
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Figura 6.18: Representacion de la AEPT frente a la velocidad intersticial para
la adsorcién de o-amilasa en Duolite A-568 a 20 °C: (I} pH 7.0, fuerza idnica
0.60 y (1I) pH 8.0, fuerza idnica 0.80.

A modo de ejemplo se han presentado (figura 6.18) los resultados obtenidos de la AEPT por
el método de los momentos truncados para la adsorcion en la resina de intercambio idnico
correspondientes a dos condiciones de operacion. La primera (I) en la que 1a adsorcion es elevada y
otra (1) en la que 1a constante de adsorcién ticne el menor valor de los obtenidos experimentalmente.
Se han calculado los valores del coeficiente de difusidn en los poros mediante la ecuacion A3,

determinando. por regresion lineal, 1a pendiente de los puntos que representan la variacion de la
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AEPT con la velocidad. Los coeficientes de correlacién, r*, han sido 0.87 y 0.73 para los casos [ y II

respectivamente y los valores de D, estimados para ambos casos fueron 9.9 - 10"y 1.2 - 10° m%s.

Como resumen, puede decirse que el estudio de la adsorcion mediante cromatografia liquida
de alta eficacia, HPLC, es una técnica sencilla, rdpida y sensible, adecuada para conocer la influencia
de las variables de operacion y la caracterizacion de determinados aspectos de la inferaccién
adsorbato-adsorbente. La aplicacién del método de los momentos permite cuantificar el valor de la
constante del equilibrio y conocer asi su variacién con factores del medio como el pH, temperatura y
fuerza i6nica. Esto facilita la eleccion de las condiciones de operacidn para posteriores estudios de
adsorcion de o-amilasa en los adsorbeates estudiados. El cdlculo del coeficiente de difusion en los
poros a través de la determinacion del segundo momento central no es adecuado para experimentos en
los que los picos presenten alta asimetria, aunque da una idea del orden de magnitud que puede tener

gste parametro,

6.2.- ISOTERMAS DE ADSORCION

En este apartado se expondrin los resultados experimentales obtenidos para la determinacion
de las isotermas de adsorcidn a diferentes temperaturas para los adsorbentes de HIC e IEC estudiados.
Posteriormente, los datos experimentales se ajustardn a las ecuaciones correspondientes a diversos

tipos de isotermas que reproduzcan los resultados adecuadamente.

6.2.1.- Resultados experimentales

Se han determinado las isotermas de adsorci6én mediante experimentos en tanque agitado de
acuerdo con el procedimiento experimental descrito en el apartado 5.3.2. En las grificas se
representan las concentraciones en el equilibrio correspondientes a la o-amilasa adsorbida en la
superficie de la resina (g [mg/g]) frente a la de o-amilasa en ia disolucion (C., [mg/ml]). Esta Gltima
se determina mediante el andlisis de la absorbancia en ultravioleta a 280 nm a partir de la curva de
calibrado. La concentracion superficial se calcula a través del balance de adsorbato en el sistema
{ecuacion 6.5) y estd referida 4 la masa de resina.

(Co —Cu) ¥

= 6.5
q W (6.5]

siendo C, la concentracion inicial de la disolucion de adsorcién, Vi el volumen de la misma y W la

masa de resina utilizada.

LLas isotermas de equilibrio para el sistema o-amilasa/HIC de han determinado a 4, 20 y 30 °C
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y las del sistema o-amilasa/IEC a 20, 25 y 30 °C. El volumen de disolucién utilizado, en todos 1os
casos, ha sido de 50 ml, variando la masa de resina entre 0.50 y 1.75 ¢ en los diferentes experimentos
realizados. La concentracion de o-amilasa se midi6 tras 12 horas, asegurindose asi que se habia
alcanzado el equilibrio. Las condiciones de pH y fuerza iGnica, para los experimentos realizados con
la resina de HIC han sido 6.0 y (.35 respectivamente v en los llevados a cabo con la de TEC se utilizé

un pH de 7.0 y una fuerza i6nica de 0.60, de acuerdo con lo expuesto en el apartado 5.3.1.

incrementarse la temperatura.

Temperatura
o 4.0°C
4 200°C
*®  300°C
o
=}
'y
1 A
I IS - A 3
1 2
ke A
- A
£ : "
= 0+
o a
E A %
a]
54 .
a
A X
1 =
] i 1 1
0 - L} I L l T l T I L}
0 1 2 3 4 5

C  [mg-ml!]
eq

Figura 6.19: lsotermas de adsorcion de o-amilasa sobre Duolite XAD-761 a tres
temperaturas,

Los resultados experimentales se muestran en las tiguras 6.19 y 6.20 para la adsorcidn sobre
la resina de interaccidn hidrotdbica y de intercambio i6nico respectivamente. En todos los casos se
observa un comportamiento no lineal del equilibrio de adsorcion para cada una de las temperaturas
ensayadas en ambas resinas. La curvas resultantes presentan una pendiente decreciente al aumentar la
concentracidn en la fase liquida siendo, por tanto, cOoncavas y clasificindose como isotermas
favorables para la adsorcidn (figura 2.3).

Como se ha observado mediante la experimentacion en HPLC, se comprueba que 1a capacidad
de adsorcion aumenta al disminuir la temperatura para la adsorcion de o-amilasa sobre Duolite XAD-
761 (resina de HIC), es decir, la curva correspondiente a una temperatura menor s¢ encuentra por

encima de otra cuya temperatura sea menor. En el caso de la adsorcion en 1a resina de TEC, Duolite A-
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568, la influencia de la temperatura actia en sentido opuesto, aumentando la cantidad adsorbida al
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Figura 6.20: Isotermas de adsorcién de o-amilasa sobre Duolite A-568 a tres
temperaturas.

Comparando las isotermas obtenidas para ambas resinas (figura 6.21) en las condiciones de
temperatura en las que la adsorcion se ve mds favorecida, se observa que la resina de IEC tiene mayor
capacidad de adsorcion que la de HIC en el intervalo de temperaturas estudiado ya que la
concentracién de o-amilasa en la fase adsorbida en el equilibrio es siempre mds alta para la primera

Tesin.
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Figura 6.21: Isotermas de adsorcién de o-amilasa sobre Duolite XAD-
761 a4 °C y sobre Duolite A-568 a 30 °C.

6.2.2.- Ajuste de los resultados a modelos de isotermas

Una vez obtenidos los datos experimentales del equilibrio de adsorcion de o-amilasa en cada
uno de los adsorbentes para cada temperatura, se ha procedido a ajustarlos a algunas de las ecuaciones

de isotermas comentadas en el apartado 2.3.3.

Las isotermas de Langmuir y Freundlich (ecuaciones 2.13 y 2.14 respectivamente) son
habitualmente utilizadas para describir el comportamiento no fineal del equilibrio de adsorcién de un
salo componente, El ajuste de los datos experimentales a cada una de las expresiones se ha llevado a

cabo mediante regresion no lineal utilizando el algoritmo de Marguardt.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos del andlisis de regresidn, con los
parametros estadisticos caracteristicos, para todas las isolermas determinadas. Los ajustes se han
realizado tomando un intervalo de contianza del 95%. Se incluyen como indicadores de la bondad del
ajuste, ¢l error medio de los pardmetros estimados, el coeficiente de correlacion. r, y el test chi-
cuadrado, ¥*. En las tablas 6.10 a 6.15 se resumen dichos pardmetros y en las figuras 6.22 a 6.27 se
representan griaficamente las curvas correspondientes al ajuste a las isotermas de Freundlich y
Langmuir con los pardmetros obtenidos. En el anexo B se muestra un estudio mds detallado del ajuste,

incluyendo el andlisis de residuos.
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Tabla 6.10: Pardmetros de ajuste de la isoterma de equilibrio de o-amilasa en Duolite XAD-761 a 4 °C.

Isoterma Parimetros Error r x’
Langmuir Qm = 28.78 +1.98 0.9962 0.5064
b=0.544 + 0.085
Freundlich K;=9.68 1 0.46 (.9941 0.7993
=0.530 +0.799
25-

N experun.
- - -~ Freundlich
—— Langmuir

q[mg-gl]

C Img-m}i)]
eq

Figura 6.22: Ajuste de los datos experimentales a las isotermas de Langmuir y
Freundlich para la adsorcién de a-amilasa en Duolite XAD-761 a 4 °C,
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Tabia 6.11: Parametros de ajuste de la isoterma de equilibrio de oi-amilasa en Duolite XAD-761 a 20°C.

Isoterma Parametros Error

r ¥
Langmuir Qu = 26.35 +1.00 (0.9979 0.1563
b=0.554 +0.045
Freundlich K:=9.28 +0.46 0.9895 0.7764
F=0513 +0.038
25-

" experim.
- - - - Freundlich
— Langmuir

y |mg- gl |

C [mg-ml!]

eq

Figura 6.23: Ajuste de los datos experimentales a lfas isotermas de Langmuir y
Freundlich para la adsorcion de o-amilasa en Duolite XAD-761 a 20 °C.
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Tabla 6.12: Pardmetros de ajuste de [a isoterma de equilibrio de (t-amilasa en Duoclite XAD-761 a 30 °C.

Isoterma Parametros Error r x
Langmuir O = 24.09 +1.35 0.9987 0.1096
b=0.398 + 0.045
Freundlich K;=6.51 + .45 0.9927 0.6254
B = 0.602 +0.056
25-

B experim.
-~ == Freundlich

~—— Langmuir

20 -

qlmg-gl]

C [mg: mkl]

eq

Figura 6.24: Ajuste de los datos experimentales a las isotermas de Langmuir y
Freundlich para la adsorcidn de ¢-amilasa en Duolite XAD-761 a 30 °C.
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Tabla 6.13: Parimetros de ajuste de 1a isoterma de equilibrio de t-amilasa en Duolite A-568 4 20 °C.

lsoterma Pariametros Error r .
Langmuir (= 45.46 +2.64 0.9923 1.4690
b= 0.690 +0.084
Freundlich K= 17.89 +0.28 0.9953 0.9096
B3=0532 * 0.019
40 -
& cxperim.
|| -~~~ Freundlich
— Langmuuw
30
0 50 4
=0
B
=
104

[mg - ml! ]
q

Figura 6.25: Ajuste de los datos experimentales a las isotermas de Langmuir y
Freundlich para la adsorcién de e-amilasa en Duolite A-568 a 20 °C.
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Tabla 6.14: Parimetros de ajuste de la isoterma de equilibrio de ®-amilasa en Duolite A-568 a 25 °C.

Isoterma Parametros Error ; r xz
Langmuir Qm = 45.40 +1.49 0.9988 03710
b= 0.840 +0.064
Freundlich K¢=19.19 +0.56 0.9935 1.9702
p=0.539 +0.035
40 -

B experim.
- - - = Freundlich
—Langmuir

30

g mg- gt}
[

C . [mg - ml!]

Figura 6.26: Ajuste de los datos experimentales a las isotermas de Langmuir y
Freundlich para la adsorcitn de oi-amilasa en Duolite A-568 a 25 °C.
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Tabla 6.15: Parimetros de ajuste de la isoterma de equilibrio de o-amilasa en Duolite A-568 1 30 °C.

Isoterma

Parametros

Error r ¥
Laagmuir Qu =47.17 +1.96 0.9988 (.7153
b = 0.867 +0.080
Freundlich K;=20.21 +0.49 0.9947 1.5928
[} =0.530 +0.028
40-
®  experim.
- - - - Freundlich -
——— Langmuir
30 -4
_én 201
=1y
E
==
[0 =4
0~ " 4 } - 1
0 1 2 3

Figura 6.27: Ajuste de los datos experimentales a las isotermas de Langmuir y

C [mg-mbt!]
eq

Freundlich para la adsorcidn de o-amilasa en Duolite A-568 a 30 °C.
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En base a los resultados del andlisis de regresion realizado, se observa que los valores der y
¥® son mejores para el ajuste de los datos experimentales a la ecuacién de Langmuir excepto en el
caso de la isoterma de adsorcién de o-amilasa sobre la resina de IEC realizada a 20 °C para el que el
ajuste a la ecuacién de Freundlich es ligeramente mejor considerando el intervalo completo de

experimentacion.

A partir del andlisis de residuos (ver anexo B) de los ajustes se han confirmado errores
elevados (>10%) de forma sistemdtica para los valores de q calculados mediante la isoterma de
Langmuir correspondientes a concentraciones menores de 0.20 mg/mi en el caso de ambos
adsorbentes. Para concentraciones de «-amilasa inferiores a la comentada, la isoterma de Langmuir
predice resultados considerablemente inferiores a los obtenidos experimentalmente, situdndose la
mayorfa de los puntos correspondientes a estos valores en el intervalo de error de -15 a -30%, debido
a que para concentraciones bajas, el comportamiento de la isoterma puede considerarse lineal. Para
valores de concentracién superiores al indicado, los residuos se distribuyen sin apreciarse tendencia

alguna y se sitiian en el entorno de error de £5%.

En todos los casos, en ¢l ajuste de los datos experimentales a la isoterma de Freundlich, se
observa cierta tendencia en ¢l andlisis de los residuos (ve anexo B). Para valores de concentracion
baja, la utilizacidn de la ecuacién de ajuste de Freundlich produce errores, por exceso, muy elevados
(hasta del 40%) por la tendencia lineal que presenta la isoterma a valores bajos de concentracién. En
el intervalo de concentraciones de 1 a 3 mg/ml, aproximadamente, los, residuos correspondientes a
este ajuste se sitian en valores negativos, para pasar a magnitudes positivas y en rdpido aumento para
concentraciones superiores. Esto dltimo se debe a que la expresidn de la isoterma de Freundlich no

predice la saturacion del adsorbente, comportdndose de forma mongtonamente creciente,
Como resumen, pueden realizarse los siguientes comentarios:

Se han obtenido experimentalmente 1as isotermas de adsorcion de o-amilasa sobre las resinas
de HIC e [EC a diferentes temperaturas. Se observa un comportamiento no lineal en todos los casos
estudiados y que, en el intervalo experimental de temperatura, la resina de intercambio iénico, Duolite
A-568, tiene una capacidad de adsorcion mayor que la de interaccion hidrofébica, Duolite XAD-761.
Esta circunstancia no invalida ni reduce, en absoluto, la utilidad de esta dltima ya que al operar ambas
en condiciones diferentes de fuerza idnica y temperatura, podrin ser adecuadas en determinadas
etapas del proceso de purificacién, en funcidn de la composicion y caracterfsticas del medio. Por
ejemplo, el uso de una etapa de puriticacion por HIC podria ser aconsejada en situaciones en las que
la proteina esté en un medio de alta concentracion salina y esta quiera reducirse, ya que la adsorcion
en HIC se ve favorecida a alta fuerza idnica y la elucién del adsorbato se produce con medios en los

que la concentracion salina es pequefia.
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Por otro lado se han ajustado los datos experimentales de las isotermas de adsorcién a las
ecuaciones de Langmuir y Freundlich determinando los pardmetros de regresién no lineal. Se ha
comprobado que el uso de la ecuacién de Langmuir reproduce, con errores inferiores al 5%, los
resultados experimentales para valores de concentracion en la fase liquida mayores de 0.2 mg/mi. El
ajuste a la ecuacion de Freundlich genera errores sistemdticos que no la hacen apropiada para el

sistema experimental estudiado.

Como solucién a este dllimo problema se propone realizar un ajuste lineal a bajas
concentraciones para ser utilizado en los casos en los que se necesite predecir la cantidad adsorbida en
el equilibrio con concentraciones inferiores a 0.2 mg/ml. Los valores de la constante de adsorcién

para [a isoterma lineal con validez en el intervalo de concentraciones se presentan en el anexo B.

6.3.- ADSORCION EN TANQUE AGITADO DISCONTINUO

En el presente apartado se exponen los resultados obtenidos en los experimentos cinéticos de
adsorcion de o-amilasa sobre las resina de HIC y de IEC en un sistema de tanque agitado discontinuo.
Estos resultados se utilizardn posteriormente para obtener los valores del coeficiente de difusién en
los poros para cada uno de los experimentos. mediante el ajuste de los datos experimentales al modelo

matemdtico propuesto para dicho sistema.

6.3.1.- Planiticacion de experimentos

Mediante la realizacion de experimentos de adsorcidn en un sistema de tanque agitado en
operacion discontinua se pretende obtener el valor del coeficiente de difusién efectivo en los poros,
D,. para cada una de las condiciones de operacion ensayadas con los adsorbentes de HIC ¢ IEC
estudiados en el presente trabajo. Dicho parimetro se determinard mediante el ajuste y optimacién de
los datos cinéticos experimentales al modelo de adsorcién propuesto para este sistema (ver apartado

3.3.2),

De esta manera, se estudiard la influencia de las variables de operacion sobre el valor de D,
Las condiciones generales de experimentacién (pH, tucrza i6nica, masa de resina, volumen de
disolucion, tamafio de particula vy velocidad de agitacién) son las mostradas en la tabla 5.2. A
continuacion (tablas 6.16 y 6.17) se expone la planificacion de experimentos para cada resina en
funcion de las variables cuya influencia se va a estudiar: temperatura y concentracion inicial de la

disolucion de adsorcion, C,.



PURIFICACION DE O-AMILAS A DE Aspergillus oryzae POR ADSORCION 169

Tabla 6.16: Experimentos de adsorcién de «-amilasa
sobre resing de HIC realizados en tanque agitado
discontinuo,

Temperatura [°C] Cy [mg/ml)

0.10
4.0 0.25
0.50

0.10
20.0 0.25
0.50

0.10
30.0 0.25
0.50

Tabla 6.17: Experimentos de adsorcidn de @-amilasa
sobre resina de [EC realizados en tanque agitado
discontinuo.

Temperatura [°C] C; [mg/mil]

0.10
200 0.25

25.0 0.25

30.0 0.25

6.3.2.- Resultados

Se ha medido, de forma continua, la evol:cidén de la concentracién de o-amilasa en [a
disolucién de adsorcion en cada uno de los experimentos. Los resultados se muestran en forma grifica

representando la concentracion adimensional, C/C,, frente al tiempo.

Como se ha verificado anteriormente, el efecto de la temperatura sobre la adsorcidn de o
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amilasa en las resinas de HIC e [EC estudiadas es opuesto. Como se observa en la figura 6.28 y en la
tabla 6.18, la disminucion de la temperatura aumenta la cantidad de o-amilasa adsorbida sobre la
resina de HIC, ya que la curva experimental correspondiente a 4 °C estd por debajo de la de 20 °C,
quedando por encima de estas la curva de mayor temperatura, 30 °C (esto es asi debido a que el resto

de las variables de operacién son comunes a los tres experimentos).

1.00-

Temperalura

0.95

C/C

0.90

085 = T T T T T T
0 50 100 150 260 250

Tiempo [min]

Figura 6.28: Comparacion de la cinética de adsorcion de ¢-amilasa en Duolite XAD-
761 a diferentes temperaturas para una conceniracion inicial de 0.50 mg/ml.

Para la resina de IEC, la adsorcion de la enzima estd favorecida por el aumento de la
temperatura (figura 6,29 y tabla 6.20), mostrdndose de esta mangra en todo el intervalo experimental
de concentraciones. En cl apartado Cl (anexo C) se representan el resto de los resultados
experimentales en los que se compara el efecto de la temperatura en la cinética de adsorcién
correspondientes a otras concentraciones iniciales para la resina de HIC (figuras C.1 y C.2) y para la
de 1EC (tiguras C.3 y C.4}. El tiempo al que se alcanza ¢l equilibrio es menor para 1os experimentos
reatizados a temperaturas mds clevadas, debido a una mayor velocidad de transferencia de materia,
favorecida por temperaturas crecientes. Este efecto es comin a los dos adsorbentes en todo el

intervalo experimental.
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Figura 6.29: Comparacién de la cinética de adsorcién de a-amilasa en Duolite A-568 a
diferentes temperaturas para una concentracion inicial de 1.00 mg/ml.

La concentracion inicial de adsorbato también influye significativamente en las curvas
cinéticas de adsorcion. En este cuso, el comportamiento de las dos resinas es. cualitativamente,
andlogo (figuras 6.30 y 6.31). Al disminuir [a concentracitn inicial de la disolucién de adsorcién, el
nivel de desaparicién de adsorbato en el seno de dicha disolucién es mayor (tablas .19 y 6.21). es
decir, el valor final que alcanza 1a concentracion adimensional es menor. Sin embargo, la capacidad
de la resina por unidad de masa aumenta para concentraciones iniciales crecientes, de acuerdo con lo
predicho por la isoterma de equilibrio. Las figuras C.5 a C.8 (anexo C) muestran el resto de los
resultados experimentales en los que se compara el efecto de la concentracion inicial en la adsorcion
de o-amilasa sobre las dos resinas estudiadas. La utilizacién del proceso de adsorcién en condiciones
de alta dilucidn, a pesar de aprovechar sélamente una pequefia fraccion de la capacidad total de la
resing, podria tener interés en la eliminacidn de determinados contaminantes que se encueniren en
concentraciones muy bajas. De esta manera, se podria reducir el nivel de dichos contaminantes hasta

los mdrgenes tolerados por las especificaciones legales, téenicas o comerciales.
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Figura 6.30: Comparacién de la cinética de adsorcidn de a-amilasa en Duolite XAD-
761 para diferentes concentraciones iniciales de adsorbato llevadas a cabo a 4 °C.
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Figura 6.31: Comparacidn de la cinética de adsorcidn de or-amilasa en Duolite A-568
para diferentes coneentracicnes iniciales de adsorbato llevadas a cabo a 30 °C.
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También puede observarse que ¢l equilibrio se alcanza antes en los experimentos en los que la
concentracion inicial de o-amilasa es mds elevada. El flujo que atraviesa la capa limite externa que
rodea a las particulas es directamente proporcional a la diferencia de concentracion de o-amilasa entre
fos extremos de dicha pelicula (ecnacion 2.1), aunque los experimentos realizados en el presente
trabajo se han disefiado de torma que la velocidad de transferencia de materia externa no controle la
velocidad global del proceso. Sin embargo, ¢l flujo por difusion en el interior de los poros viene
descrito por una expresion basada en la ley de Fick, siendo el gradiente radial de concentracion la
fuerza impulsora que rige el flujo (ecuacion 2.8), el cual es mayor en el caso de que la concentracién
también [o sea.

A modo comparativo, en las tablas 6.18 y 6.19 se muestran los resultados para la resina de
HIC de la cantidad de o-amilasa adsorbida por unidad de masa de adsorbente y de la fraccién de o-
amilasa eliminado de la disolucion, C./C, respectivamente y en las tablas 6.20 y 6.21 las

correspondientes para la resina de IEC.

Tabla 6.18: Cantidad de o-amilasa adsorbida por Tabla 6.19: Fraccién de c-amilasa eliminada de la
unidad de masa de adsorbente con la resina de HIC. disolucién de adsorcidn con la resina de HIC.
Cy [myp/mi] C; (mg/ml]
0.10 0.25 0.50 0.10 0.25 0.50
4.0°C 2.87 381 581 4.0°C 0.71 (.84 0.88
200 °C 209 328 5.11 2.0 °C 0.79 0.86 0.89
0°C 1.70 3.01 3.15 30.0 °C 0.83 0.87 0.93
Tabla 6.20: Cantidad de o-amilasa adsorbida por Tabla 6.21: Fraccion de o-amilasa eliminada de la
unidad de masa de adsorbente con la resina de [EC. disolucion de adsorcion con 13 resina de [EC.
Cy (mg/ml] Co (mg/ml]
0.10 0.25 1.00 .10 0.25 1.00
20.0°C 3.82 6.56 9,76 20.0°C 0.61 0.73 0.90
25.0°C 435 6.99 10.06 25.0°C 0.56 0.72 0.89

30.0°C 4.62 7.24 14.63 30.0°C 0.53 0.71 (.85
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6.4.- ADSORCION EN LECHO FLJO

En este apartado se exponen los resultados obtenidos en el proceso de adsorcién de a-amilasa
en lecho fijo utilizando los adsorbentes de interaccion hidrofébica e intercambio aniénico estudiados

en e] presente trabajo de investigacion.

Se ha realizado una planificacion de los experimentos necesarios para alcanzar los objetivos
fijados en el apartado 1.3.

6.4.1.- Planificacién de experimentos

Tabla 6.22: Experimentos de adsorcién de o-amilasa sobre Duolite XAD-761 en lecho fijo (didmetro interno de
la colummna; 10,0 mm).

T [*C] Cy [mg/ml] Caudal [ml/min] R [mm] W [g] L [mm]

0.25

0.50 0.50

1.00

0.25

20.0 1.00 0.50
100 41.0 1.00 255

0.25

2.50 0.50

1.00

0.25

0.50

1.00

4.0 1.00 0.50

30.0 1.00 0.50
20.0 1.00 0.50 26.0 1.00 32.0
20.0 1.00 0.50 65.0 1.00 25.0
20.0 1.00 0.50 26.0 0.50 13.0

Uno de los objetivos del presente trabajo de investigacién es la determinacion de la influencia

de las diferentes variables de operacidén (temperatura, concentracion de entrada y caudal) y
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caracteristicas fisicas de cada sistema experimental (radio medio de particula, masa de adsorbente y
longitud de lecho) en el proceso de adsorcion asi como, posteriormente, en los pardmetros cinéticos
de transterencia de materia que caracterizan la adsorcion de la a-amilasa en un lecho fijo. Con este
fin, se han realizado los experimentos que se muestran en las tablas 6.22 y 6.23 para las resinas de

HIC ¢ IEC respectivamente.

Tabla 6.23: Experimentos de adsorcién de o-amilasa sobre Duolite A-568 en lecho fijo (didmetro interno de la
columna: 10,0 mm).

T [*C] Cy [mg/ml] Caudal [mV/min] R (mm] Wg] L [mm]

0.25

0.50 0.50

1.00

0.25

25.0 1.00 0.50
1.00 41.0 1.00 31.0

0.25

2.50 0.50

1.00

0.25

0.50

1.00

20.0 0.50 0.50

30.0 0.50 0.50
25.0 1.00 0.50 26.0 1.00 32.0
25.0 1.00 0.50 65.0 1.00 30.0
25.0 1.00 0.50 26.0 0.50 19.0

Ademds, se ha estudiado la estabilidad de los dos adsorbentes para conocer la pérdida de
capacidad de cada uno de ellos debida a la reutilizacion de la columna. Para ello se realizaron ciclos

de adsorcion-desorcion en las condiciones de operacion que se detallan en la tabla 6.24.
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Tabla 6.24: Condiciones de operacién de los ciclos de adsorcién-desorcion.

T Cy Caudal R W L
[°C] {mg/ml] {m)/min] {mm] {g] {mm]
Duolite XAD-761 20.0 1.00 0.50 41.0 1.00 255
Duolite A-568 25.0 1.00 0.50 41.0 1.00 31.0

6.4.2.- Resultados experimentales

Los resultados experimentales se muestran en forma de grificas que representan las curvas de
ruptura de cada uno de los experimentos. En ellas se representa la concentracion, en forma
adimensional (C/Cg) a la salida de la columna frente al nimero de vohimenes de lecho (Ny) que han
pasado a través de la columna. En algunos casos, por motivos de claridad, la abscisa corresponde al

tiempo de operacion (t).

El nimerc de volimenes de lecho se determina a partir del caudal (Q) y det volumen de la

columna de adsorcion (V) mediante la siguiente expresion:
N, =52 [6.6]
VL

Los experimentos muestran unas curvas de ruptura con la forma sigmoidal tipica de los
procesos de adsorcidn, en los que transcurrido un tiempo determinado, sucede la ruptura, aumentando
la concentracion de a-amilasa en el efluente de 1a columna. A tiempos suficientermnente elevados, la
columna alcanza la saturacidn y la concentracidn a la salida de la misma se iguala a la concentracion
de alimentacion a la entrada del lecho. La forma de dichas curvas estd determinada por una
combinacién compleja de mecanismos correspondientes a procesos de equilibrio y de no equilibrio

(Johnston et al., 1991).

Una vez alcanzada la saturacion, la cantidad de o-amilasa adsorbida en la superficie interna
de la resina viene dada por el siguiente balance de materia:

g-W=Q-C [[t-(c/c,)| di-c, v, [e+e, (1-¢)] (6.7]
0
donde ¢l valor de la integral corresponde al drea que hay por encima de la curva de ruptura y
corresponde a ta definicién del momento cero (pg) de la misma (Martinez er al., 1991). Asi, la
capacidad de la resina es proporcional al producto del momento cero, el caudal y la concentracion de

entrada. Por ello detinimos el factor de capacidad como:
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FC=yu,-Q-C, [6.8]

Los valores del factor de capacidad calculados para los experimentos de adsorcién en las
resinas de interaccion hidrofébica e intercambio iénico se muestran en las tablas 6.25 y 6.26

respectivamente.

Tabla 6.25: Factores de capacidad para los experimentos en lecho fijo con la resina de HIC.

Cy [mg/ml} Q [ml/min] T [*C) L {mm] dp [mm] F.C. [mg]
0.5 0.25 20 255 0.41 1.05
0.5 0.50 20 253 0.41 .01
0.5 1.00 20 25.5 0.41 0.97
1.0 0.25 20 255 0.41 1.92
1.0 0.50 20 25.5 041 1.73
1.0 1.0 20 25.5 0.41 1.87
2.5 0.25 20 25.5 0.41 4.15
2.5 0.50 20 25.5 041 3.95
2.5 1.00 20 255 0.41 3.70
{.0 0.50 4 255 0.41 1.73
1.0 0.50 30 255 041 2.00
1.0 0.50 20 250 0.65 1.85
1.0 0.50 20 32.0 0.26 2,79

0.5 0.50 20 1.28 0.41 1.10
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Tabla 6.26: Factores de capacidad para los experimentos en lecho fijo con la resina de IEC,

Cy [mg/ml] Q [ml/min] TI[°C] L [mm] dp [mm] F.C. [mg]
0.5 0.25 25 31.0 .41 2.94
0.5 0.50 25 31.0 0.41 2.80
0.5 1.00 25 31.0 0.41 2.01
1.0 0.25 25 31.0 0.41 7.67
1.0 0.50 25 31.0 0.41 5.89
1.0 1.0 25 31.0 0.41 3.95
2.5 0.25 25 31.0 0.41 7.78
2.5 0.50 25 31.0 0.41 8.53
2.5 1.00 25 31.0 0.41 7.23
0.5 0.50 20 31.0 0.41 2.54
(L5 0.50 30 31.0 0.41 3.02
1.0 0.50 25 32.0 (.65 6.77
1.0 0.50 25 320 0.26 10.22
0.5 0.50 20 15.5 0.41 1.22
Efecto del caudal

De acuerdo con los resultados experimentales obtenidos (figuras 6.32 y 6.33), se observa que
la pendiente de las curvas experimentales, tras la ruptura del lecho, es mayor a medida que aumenta el
caudal de alimentacion 4 la columna. En el caso de 1a adsorcién de ¢-amilasa sobre la resina de IEC,
esta situacidn se presenta mds acusada gue en ¢l caso de 1a adsorcién sobre la resina de HIC. Debido a
gue el volumen de tuse mdvil necesaria para saturar el
utilizados, a igualdad del resto de las condiciones de operacidn, el tiempo de saturacion de la columna

disminuye al aumentar el caudal.

De esta forma, para cada valor de la concentracion de entrada, el factor de capacidad
disminuye segin aumenta el caudal (tablas 6.25 y 6.26). Este fenomeno puede deberse a que ia
cinética de adsorcién estd controlada por los procesos de difusion de la o-amilasa desde el seno de la
fase mdvil hasta el interior de las particulas. En esta situacion, la utilizacién de caudales crecientes
puede conducir a que, en una seccion transversal de la columna, no todas las moléculas de adsorbato

tengan el tiempo de residencia suficiente como para permitir que se difundan hacia el interior de las
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Figura 6,32: Efecto del caudal sobre las curvas de ruptura comespondientes a la
colurnna de HIC para una concentracion de entrada de 1.00 mg/ml a 20.0 °C.
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Figura 6,33: Efecto del caudal sobre [as curvas de ruptura correspondientes a la
columna de IEC para una concentracion de entrada de 1.00 mg/ml a 25.0°C.
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Los dos comportamientos comentados (mayor capacidad a caudales bajos y menor tiempo
necesario para la adsorcion a caudales altos) deberdn tenerse en cuenta a la hora de la optimacién del
proceso con el fin de elegir el caudal mds adecuado para el sistema utilizado. Para ello se deberdn
considerar los costes de operacion derivados del tiempo consumido por el proceso, el valor del
producto purtficado asi como la estabilidad en funcién del tiempo que presente la enzima en las

condiciones en las que se lleve a cabo la purificacion

Efecto de lg concentracion

Como puede observarse en las figuras 6.34 y 6.35, el aumento de la concentracién de o-
amilasa en la disolucion de alimentacion a la columna afecta a la forma de las curvas de ruptura
experimentales, Para ambos adsorbentes, se comprueba que las curvas correspondientes a los
experimentos de mayor concentracion tienen una pendiente mas acusada, alcanzando la saturacion del

lecho a tiempos inferiores que los correspondientes a experimentos de concentracién inferior.

1O~ —f
0.8 1
(0.6 -
=
o |
(]
0.4+
024
Cu [mg/mil]
— =050
—e 2,500
0.0- ! { - H
0.0 1.0 2.0 3.0 9.0 100

Yolimenes de lecho

Figura 6.34: Efecto de la concentracién de alimentacion sobre las curvas de ruptura
correspondientes a la columna de HIC para un caudal de 0.50 ml/min & 20.0 °C.

Estos cfectos, relacionados entre si, se deben a que la diferencia entre Ja concentracitn de o-
amilasa en la fase mévil y fa concentracion de dicha enzima en el interior de los poros no saturados es
mayor cuanto mayor sea la primera. Esto produce un aumento cn el flujo de a-amilasa en direccidn al

interior de los poros de las particulas de adsorbente hasta 10s sitios de adsorcion, alcanzindose mis
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ripidamente el equilibrio entre ambas fases.
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Figura 6.35: Efecto de la concentracion de alimentacién sobre las curvas de ruptura

8.0

24.0 26.0

correspondientes a la columna de [EC para un caudal de 0.50 ml/min a _25.0 °C.

Se ha determinado que, para cada uno de los adsorbentes, el factor de capacidad aumenta
(tablas 6.25 y 6.26) a medida que lo hace la concentracién a la entrada de la columna. De acuerdo con
la isoterma de adsorcion, en el equilibrio, la cantidad de «-amiiasa retenida en la resina aumenta

(hasta alcanzar el valor de saturacidn) con la concentracion de la enzima en la fase fluida del interior

de los poros.

Efecto de la temperatura

La influencia de la temperatura en el equilibrio de adsorcién de ¢-amilasa en las resinas de
HIC e IEC se ha establecido mediante la determinacién de las isotermas de adsorci6n. Segiin estas,
para la resing de intercambio idnico, la cantidad de c-amilasa adsorbida en equilibrio con una
determinada concentracién de la misma en la fase fluida aumenta con la temperatura. Esta situacion se

corresponde con los resultados experimentales obtenidos a diferentes temperaturas para la resina de

IEC (figura 6.36) donde el factor de capacidad (tabla 6.26) aumenta con la temperatura.
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Figura 6.36: Efecto de la temperatura sobre las curvas de ruptura correspondientes d la
columna de IEC para un caudal de .50 mi/min y una concentracién de 0.50 mg/ml a 25.0°C.
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Figura 6.37: Efecte de la temperatura sobre las curvas de ruptura correspondientes a ld
columna de HIC para un caudal de 0.50 ml/min y una concentracion de 1.00 mg/mi a 20.0 °C.
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En el caso del equilibrio de adsorcién de a-amilasa sobre la resina de HIC, la temperatura
tiene el efecto contrario, es decir, la cantidad de enzima adsorbida aumenta al disminuir la
temperatura. A partir de los experimentos correspondientes a diferentes temperaturas (figura 6.37), se
determina el factor de capacidad (tabla 6.25) para cada uno de ellos, observando que el mayor valor se
obtiene para el experimento desarrollado a una temperatura mayor. Esto se debe a la existencia de
efectos negativos para la cinética de adsorcidn a medida que la temperatura disminuye. Al reducir la
temperatura, la viscosidad de la fase mévil aumenta, por lo que el coeficiente de transferencia de
materia externo disminuye (Wilson y Geankoplis, 1966), reduciéndose el flujo de a-amilasa que pasa
al interior de las particulas de adsorbente a través de la capa limite externa que rodea a las mismas.
Por otro lado, el coeficiente de difusividad molecular, definido por la ecuacion de Folson (ecuacion
2.4), es directamente proporcional a la temperatura e inversamente proporcional a la viscosidad de la

fase fluida, 10 cual conduce a valores decrecientes de Dag al disminuir la temperatura.

Efecto del tamafio de particula

La variacion del coeficiente de materia externo con el didmetro de particula viene
determinada por la correlacién de Wilson y Geankoplis (1966), la cual predice que, para un lecho fijo
y a una determinada velocidad del fluido, el valor de k¢ es proporcional a dp™®”, por lo que al disminuir
este, el valor de aquel aumenta. Debido a ello, a igualdad del resto de las variables de operacidn, las
curvas de ruptura correspondientes a lechos empacados con particulas de menor tamafio tendrdn

pendientes mayores tras ¢l punto de ruptura, alcanzando mds rapidamente la saturacion.

Como puede observarse (figuras 6.38 y 6.39), para ambas resinas, el comportamiento de las
curvas de ruptura obtenidas experimentalmente difiere del descrito anteriormente. La porosidad del
lecho no se mantiene constante para los tres tamafios de particula, ya que para una misma cantidad de
resina, cada uno alcanza diferentes longitudes en columnas de igual didmetro. Por esta razén no se da

la condicidn del mantenimiento del resto de los pardmetros constante.

Por otro fado, el factor de capacidad aumenta al disminuir el tamafio medio de las particuias
de adsorbente en el caso de ambas resinas. Al reducir el didmetro de las particulas, la variacion del
drea superticial de la resina no varfa significativamente (Smith, 1981), sin embargo, el camino que las
moléculas de o-amilasa tienen que recorrer por el interior de los poros dismimuye. Como ya se ha
descrito (ver apartado 1.1.1). la molécula de a-amilasa puede considerarse como un elipsoide de
dimensiones 80 x 45 x 35 A. Asi, se ha determinado la relaci6n entre su tamafio y el didmetro medio

~ de poro para la ambas tesinas, obteniendo los valores que se muestran en la tabla 6.27.
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Figura 6.38: Efecto del tamafio de particula sobre las curvas de ruptura correspondientes a la
columna de HIC para un caudal de 0.50 ml/min y una concentracién de 1.00 mg/ml a 20.0 °C,
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Figura 6.39: Efecto del tamafio de particula sobre las curvas de ruptura correspondientes a la
columna de IEC para un caudal de 0.30 ml/min y una concentracién de 1.00 mg/ml a 25.0°C.
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Estos valores, relativamente elevados, aumentan en gran medida para la fraccién significativa
de poros cuyo didmetro es inferior al tamafio medio determinado (ver apartado 4.4.2) para cada uno de
los adsorbentes. Por ello, las moléculas de a-amilasa que queden adsorbidas en las zonas de un poro
mds cercanas al exterior, podrin bloquear el paso, de forma que en el caso de utilizar tamafios de
particula mayor, el volumen de poro inaccesible serd también mayor debido a que la longitud de los

poros también 1o es.

Tabla 6.27: Relacion entre el tamaifio de la o-amilasa
(§as) v €l tamafio medio de poro ().

0 [nm] Onal T
HIC 23.0 0.15-0.35
IEC 285 0.12-0.28

Efecto de la altura de lecho

En los dos sistemas de adsorcion estudiados, a medida que la longitud de lecho disminuye, la
pendiente de la curva de ruptura aumenta ligeramente, saturdndose antes el lecho. En la figura 6.40 se
muestra la influencia de la altura de lecho en la adsorcion de ¢-amilasa en resina de intercambio

i0nico para columnas de igual didmetro interno y tamafio de particula.

Este efecto estd causado porque las pequefias irregularidades existentes en el
empaquetamiento de ambas resinas, suman una mayor cantidad en la columna de mayor longitud,
aumentando el efecto de mezcla y desvidndose mds del flujo piston ideal. Por ello, la curva de ruptura
correspondiente al lecho de mayor longitud se ensancha, aumentando el tiempo total de saturacién y

disminuyendo la capacidad de la resina en el punto de ruptura (Johnston ef al., 1991).

Sin embargo, el factor de capacidad por unidad de masa de resina en el equilibrio es similar
para ambads colummnas (tablas 6.25 y 6.26), no alterdndose el equilibrio por la variacion de la longitud

de la columna.

t . . - : . :
Culculados para las dumensiones menor y mayor, respeclivamente, de la molécula de «-amilasa.
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Figura 6.40: Efecto de la longitud de lecho sobre las curvas de ruptura correspondientes a la
cotumnna de IEC para un caudal de 0.50 ml/min y una concentracion de 0,50 mg/mil a 20.0 °C.

6.4.3.- Estahilidad y reutilizacién de la columina

Generalmente, en los procesos de purificacion a escala industrial se cuenta con dos o mds
columnas operando en paralelo. De esta manera, una de las columnas se encontrard en operacién de
adsorcion hasta que el adsorbente haya alcanzado el nivel de saturacion fijado como éptimo. En ese
momento, la corriente de entrada pasa a alimentar a la otra columna, comenzando en la i)rimera la
operacidn de desorcién para recoger la proteina purificada. Con el objetivo de conocer cl
comportamiento a largo plazo de cada uno de los adsorbentes, se han realizado ciclos de adsorcion-
desorcién simulando el comportamiento real de una operacion continuada. Posteriormente, se ha
cvaluado el factor de capacidad para cada uno de los ciclos con el fin de cuantificar la variacion de la
cantidad adsorbida en cada uno de ellos. Las condiciones de operacion de 1os experimentos realizados

se muestran en la tabla 6.23.
En las figuras 6.41 y 0.42 se representan las curvas de adsorcion y desorcion para las

columnas de HIC e TEC respectivamente. En la etapa de desorcion se ha utilizado como eluyente el

tampdon usado en la disolucion de adsorcion correspondiente.
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Figura 6.41: Ciclos de adsorcidn-desorcidn realizados con la resina de HIC en las
siguientes condiciones de operacidn: Cy = 1.0 mg/ml, Q = 0.50 ml/min, T =20°C.

10 1//1
08 |
0.6 H
-
&
o)
o4 it
|
\
00 i 1 L i L [ i 1 L ] P N i M ’III! P M 1 PR S N | PR B
0 i 2 3 4 5 6 7 64 65 66 67 68 69 70
Ciclo

Figura 6.42: Ciclos de adsorcion-desorci6n realizados con la resina de TEC en las
siguientes condiciones de operacion: Cy = 1.0 mg/ml, Q = 0.50 ml/min, T =25 °C.

En ambos casos, la cantidad retenida en el primer ciclo es mayor que en los sucesivos ciclos
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debido a que se parte de una columna estabilizada y con ausencia de o-amilasa adsorbida a su
superficie. La operacion de adsorcion-desorcion se ha programado de forma que los ciclos tengan la
misma duracion, alcanzando niveles de saturacion de o-amilasa del 90-95% en la adsorcién y

disminuyendo al 3-5% en la desorcién.

A partir del segundo ciclo se observa que las curvas obtenidas coinciden con bastante
fidelidad. Para cuantificar la semejanza y el comportamiento de ambas columnas se ha calculado el
factor de capacidad para cada una de las etapas de adsorcion. Los valores calculados no muestran
tendencia a disminuir (0 aumentar) con ¢l tiempo de operacion y el uso, variando entorno al valor

medio con una desviacion estdndar relativamente baja (tabla 6.28).

La utilizacidn de las mismas condiciones de pH y fuerza i6nica en las etapas de adsorcion y
desorcion ha mostrado un comportamiento reversible del proceso. La eficacia de la desorcidn, sin
embargo, aumenta cuando se modifican las condiciones de operacién (por ejempio, aumento de la

fuerza iénica en IEC o disminucion en HIC) como se ha demostrado en el presente trabajo.

Tabla 6.28: Valor medio del factor de capacidad y
desviacion estdndar para los ciclos de adsorcibn-

desorcion,
F.C. g
HIC 0.98 0.08
IEC 1.82 0.14

A partir de estos resultados puede concluirse que ambos adsorbentes son adecuados para ser
utilizados a escala industrial por Ia estabilidad que presentan y por la reversibilidad mostrada tras la
aplicacion de numerosos ciclos de operacion sin que las columnas presenten sintomas de pérdida

parcial de capacidad para la adsorcion de o-amilasa en las condiciones de operacion estudiadas.

6.5.- BIBLIOGRAFIA

- Arakawa, T. y Timasheff, S.N. (1982). “Preferential interactions of proteins with salts in
concentrated selutions”, Biochemistry, 21 (25), 6545-6552

- Bautista, L.E.; Soriano, R.; Martinez, M. y Aracil, J. (1997). "Comparative study of the adsorption
of o-amylase for HIC and IEC using the HPLC technique”, LC-GC Int.. 10:(7),431-434

- El Rassi, Z. y Horvith, C. (1986). “Hydrophobic interaction chromatography of t-RNA's and
proteins”, J. Lig. Chromatogr., 9 (15), 3245-3268



PURIFICACION DE Q-AMILAS A DE Aspergillus oryzae POR ADSORCION 189

Fausnaugh, J.L. y Regnier, F.E. (1986). “Solute and mobile phase contributions to retention in

hydrophobic interaction chromatography of proteins”, J. Chromatogr., 359, 131-146
Horvith, C.; Melander, W.R. y Molnar, 1.J. (1976). J. Chromatogr., 125, 129,

Johns, D. (1989). “Columns for HPLC separation of macromolecules”, en: HPLC of
macromolecules: a practical approach (R.A.W. Oliver Ed.), IRL Press, Oxford

Johnston, A.; Mao, Q.M. y Hearn, M.T.W. (1991). “High-performance liquid chromatography of
aminoacids, peptides and proteins. CXII. Analysis of operating parameters affecting the
breakthrough curves in fixed-bed chromatography of proteins using several mathematicals

maodels.”, J. Chromatogr., 548, 127-145

Katti, A.; Maa, Y.F. y Horvith, C. (1987). “Protein surface area and retention in hydrophobic
interaction chromatography”, Chromatographia, 24, 646-650

Kopaciewicz, M.A.R.; Fausnaugh, J. y Regnier, F.E. (1983). *Retention model for high-
performance ion-exchange chromatography”, J. Chromatogr., 266, 3-21

Martinez, M.; Casillas, J.L.; Aracil, J. y Addo-Yobo, F. (1991). “Purification of bioproducts using
modified resins. Discrimination of adsorbents evaluating breakthrough curves with the method of

moments”, en: Upstream and downstream processing in biotechnology II, Technologisch Instituut

- K VIV, Mechanical Separation & Particle technology (Eds.), vol. 16, 3.45-3.51.

Melander, W. y Horvith, C. (1977). “Effect of neutral salts on the formation and dissociation of

protein aggregates”, J. Solid Phase Biochen., 2 (2), 141-161

Melander, W.R.; Corradini, D. y Horvith, C. (1984). “Salt-mediated retention of proteins in
hydrophobic-interaction chromatography. Application of solvophobic theory”, /. Chromatogr.,
317, 67-85

Melander, W.R.; El Rassi, Z. y Horvith, C. (1989). “Interplay of hydrophobic and electrostatic
interactions in biopolymer chromatography. Effect of salts on the retention of proteins”, J

Chromatogr., 469, 3-27

Sinanoglu, O. (1968), en: Moelecular Associations in biology (B. Pullman Ed.), Academic Press,
Nueva York

Sinanoglu, O. y Abdulnur, S. (1965). “Effect of water and other solvents on the structure of

biopolymers”, Fed. Procc. Fed. Am. Soc. Exp. Biol., 24 (2, part [1I), 512-823
Smith, J.M. (1981), en: Chemical Engineering Kinetics (3 ed.), McGraw-Hill, Tokio

Szepesy, L. y Horvith, C. (1988). “Specific salt effects in hydrophobic interaction chromatography



190 RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSION

of proteins™, Chromatographia, 26, 13-18
Velayudhan, A. y Horvith, C. (1988}, “Preparative chromatography of proteins. Analysis of the
multivalent ion- exchange formalism”, J. Chromatogr., 443, 13-29

Wilson, E.J. y Geankoplis, C.J. (1966). “Liquid mass transfer at very low Reynolds numbers in
packed beds”. Ind. Eng. Chem., Fundam., 5 (1), 9-14



PURIFICACION DE (i-AMILASA DE Aspergillus oryzae POR ADSORCION 191

7. MODELADO MATEMATICO

7.1.- ADSORCION EN TANQUE AGITADO DISCONTINUOQ

Una vez que se han obtenido experimentalmente las curvas cinéticas de adsorcion,
correspondientes a los sistemas ¢-amilasa/HIC y a-amilasa/TEC, los datos de aquella$ se ajustan al

modelo matemaético propuesto en el apartado 3.3.2.

Los resultados del ajuste para cada uno de los experimenios se muestran en las tablas 7.1 y
7.2, en las que se incluyen, junto con las variables de operacién, los valores del coeficiente de
ditusion en los poros (D,), del factor de tormosidad (T) calculado mediante la ecuacién 2.7 y de la

funcién objetivo utilizada en la optimacion del ajuste () y descrita en la ecuacion A.16 del anexo A.

A la vista de los resultados, se observa que la temperatura influye en el valor de D,
aumentando para valores crecientes de aquella, para el caso de ambos adsorbentes, de acuerdo con lo

previsto por la teoria de Stokes-Einstein para la difusién molecular (Alvarez et al., 1982).

Por otra parte, se observa que existe variabilidad en los valores de D, calculados para cada

concentracion inicial a una temperatura determinada. Esta es mayor en el caso de 1a adsorcion sobre la
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resina de IEC. Los valores del coeficiente de difusion en los poros correspondientes a fa
concentracion inferior (0.10 mg/ml) s¢ alejan de los obtenidos para las otras dos concentraciones.
Esto puede ser debido al error en la estimacién de 1a isoterma de adsorcion a bajas concentraciones,

segiin se ha comentado en el apartado 6.3.2.

Tabla 7.1: Resultados del modelado matematico de la adsorcion de o-amilasa en la resina de HIC (Duolite
XAD-761) en tangue agitado discontinuo.

T [°C] Cy [mg/ml] Dp [m?/s] T @
0.10 232108 1.9 272107
4 0.25 1.50 - 10 3.0 1.29. 107
0.50 1.32 - 1o 3.4 1.29 . 107
0.10 3.72 . 1™ 2.0 1.22. 10"
20 0.25 1.76 - 107" 42 345107
0.50 15210 4.8 3.85. 107
0.10 .10 10" 8.7 9.13 - 10
30 0.25 2,15 17" 4.4 1.21- 10"
.50 211 - 10 4.5 1.24 . 10°

Tabla 7.2: Resultados del modeiado matemdtico de la adsorcidn de o-amilasa en la resina de IEC (Duoiite A-
568) en tanque agitado discontinuo.

T [°C} Cy [mg/ml] Dp [(m¥s) 1 ®
0.10 5201071 1.4 2.08 . 107
20 0.25 221101 3.3 7.04 - 107
1.00 208 - 101 2.6 2.29.10°
0.10 6.02 - 107" 1.4 1.86 - 107
25 0.25 241101 3.5 3.71- 104
1.00 2.55. 101 1.3 1.60 - 107
0.10 741-10M 1.3 6.01 - 10°
30 0.25 280 107" 34 4.15 -0
1.00 27510 3.5 2.78 - 107

Para todas las temperaturas estudiadas, la difusividad de la o-amilasa en 1a resina de IEC ¢s
mayor que en la resina hidrofobica. Este hecho podria explicarse en términos de las caracteristicas

porosas de ambos adsorbentes. El tamafio medio de poro en las particulas de la resina de intercambio
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i6nico (28.5 nm) es mayor que el de la hidrofébica (23.0 nm), facilitando asi el transporte de las
mokéculas de o-amilasa a través de los poros. Ademds, la mayor resistencia a la transterencia de
materia (de o~amilasa) en el interior de la resina de HIC puede estar de acuerdo con una mayor
complejidad de la estructura porosa de la misma, caracterizada por el factor de tortuosidad, <, segiin
s¢ indica en las tablas 7.1 y 7.2. Lo anteriormente comentado, s¢ ve apoyado por los datos de la
caracterizacion de ambas resinas mediante porosimetria de mercurio (ver apartado 4.4.2), en los que
se detecta una fraccién significativa del volumen de poro de la resina de HIC que cortesponde a

tamaiios inferiores a 20 nm.

En las tablas 7.3 y 7.4 se resumen los valores medios’ del coeficiente de difusién en los poros
y del tactor de tortuosidad. Estos serdn los utilizados en la simulacién de los procesos de adsorcion de
c-amilasa en las resinas de HIC ¢ IEC vy se usardn como valores iniciales en la estimacién de los

pardmetros cinéticos durante la etapa de modefado en lecho fijo.

Tabla 7.3: Valores medios resultado del modelade matemético para la
adsorcion de a-amilasa en la resina de HIC en tanque agitado.

T [°C] D, [m%s] T
4 1.4 - 10" 3.2
20 1.6- 10" 4.6
30 2.1. 10" 4.5

Tabla 7.4: Valores medios resultado del modelado matemdtico para la
adsorcidn de o-amilasa en la resina de IEC en tanque agitado,

T[°C] D, [m%s] T
20 2.1- 1o 3.5
25 2.5 101 1.4
30 2810 3.4

Estos valores del coeficiente de difusién en los poros son del mismo orden que los obtenidos
para la difusion de proteinas en resinas macroporosas, pese a la escasez de datos experimentales sobre
la materia. Se ha descrito unos valores de la ditusividad efectiva de la insulina en el interior de los
poros de resinas sintéticas hidrofGbicas de 2.6 - 3.4 - 10! m¥s (Firouztale ez al., 1992) y, para el caso
de seroalbiimina bovina en resinas de intercambio iénico, de 1.0 - 2.7 - 107" m¥s (Yoshida er al..
- 1994)

' No se han utilizado los valores cotrespondientes a log experimentos de concentracién inicial mds baja, 0.10 mg/ml.
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Figura 7.1: Curvas, experimental y tedrica (D, = 1.50 - 107! m’/s), de [a adsorcién de
o-amilasa en Duolite XAD-761 a4 °C y una concentracién inicial de 0.25 mg/ml.
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Figura 7.2: Curvas, experimental y tedrica (D, =2.75 - 107 miis), de la adsoreion de
cr-amilasa en Duokite A-568 a 30 °C y una concentracién inicial de 1.00 mg/ml.
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La bondad del ajuste puede comprobarse en ias figuras 7.1 y 7.2, en las que se muestran Ia
curva predicha por el modelo junio con la correspondiente al experimento realizado en las mismas
condiciones de operacién para las resinas de HIC e IEC respectivamente. El resto de las curvas de
ajuste al modelo cinético se encuentran en el anexo C (figuras C.9 a C.24). En la figura C.33 (Anexo
A) se muestra, como ejemplo, la representacién grifica de la optimacién (minimizacién) de la funcitn

objetivo respecto al valor de D, utilizado.

7.2.- ADSORCION EN LECHO FIJO

Cada una de las curvas de ruptura obtenidas en los experimentos de adsorcién de o-amilasa
sobre las resinas de HIC e [EC en lecho fijo se han ajustado al modelo matemitico, para esta
operacidn, propuesto en el apartado 3.3.3. Los valores del coefieciente de difusién en los poros (D;) y
de transferencia de materia externo (k) se han determinado mediante optimacién de dichos

pardmetros a partir de la metodologia descrita en el apartado A.3 del anexo A.

Tabla 7.5: Parimetros cinéticos y condicicnes experimentales para la adsorcidon de o-
amilasa en un lecho fijo sobre resina de HIC.

Colmg/ml)  Q [mVmin) T [°C) D, [mYs} K¢ [m/s) Error

(%]
0.5 0.25 20 13101 54-10° 5.6
0.5 0.50 20 [.8- 107" 89.10° 5.8
0.5 1.00 20 1.8 107 13-10° 9.8
1.0 0.25 20 1.8 101 2.7-10°¢ 4.4
1.0 0.50 20 20101 9.0-10° 3.6
1.0 1.00 20 1.9 10" 1.7-10° 53
2.5 0.25 20 2.0 10" 2.8-10° 1.7
2.5 0.50 20 2.0 10 8.1-10° -1.7
2.5 1.00 20 2.8 10 1.8-107° 2.7
1.0 0.50 4 1.5 107! 7.1-10° 2.4
1.0 0.50 30 2.4 10" 9.2 .10 -1.8

En las tablas 7.5 y 7.6 se muestran los resultados obtenidos de D, y k¢ correspondientes a cada
uno de los experimentos desarrollados en las condiciones de operacién que figuran en dichas tablas,

~ con un tamafio medio de particula de 0.41 mm para ambos adsorbentes.

Los resultados mostrados en las tablas 7.5 y. 7.6 sefialan, para ambos adsorbentes, una
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tendencia en la que ¢l coeficiente de transferencia de materia externo aumenta con el caudal de Ia fase
movil. La resistencia al transporte de materia a través de la pelicula externa que rodea a las particula
estd caracterizada por el mimero adimensional de Sherwood, pudiendo correlacionarse este en funcién
de los nimeros de Reynolds y Schmit (Wilson y Geankoplis, 1966; Wakao y Funazkri, 1978). A partir
de estas correlaciones se deduce un aumento del ndmero de Sherwood con la velocidad de 1a fase
moévil en un lecho fijo y por tanto, una disminucion de la resistencia a la transferencia de materia

externa, lo cual se observa en los resultados experimentales obtenidos (ver tabla 7.7).

Tabla 7.6: Parimetros cinéticos y condiciones experimentales para la adsorcién de o-
amilasa en un lecho fijo sobre resina de IEC.

Co[mg/ml] Q[mVmin] T I[°C] D, [m*/s] k¢ fm/s] Error
[%]
0.5 0.25 25 610" 9.9. 107 5.2
0.5 0.50 25 2.0 10" 3.1 10° 8.4
0.5 1.00 25 1.8 10" 51-10° 52
1.0 0.25 25 2.5 1o 1.5.10° 3.4
1.0 0.50 25 2.6- 107" 2.3.10° 0.9
1.0 1.00 25 3.0 10" 25.10° 3.0
2.5 0.25 25 1.6 10 6.3- 107 5.6
2.5 0.50 25 19107 1.7-10° 8.5
2.5 1.00 25 L8 1ot 4.1 10° 22
0.3 0.50 20 1.7 10" £.3.10° 3.1
0.5 0.50 30 2510 45-10° 2.5

Tabla 7.7: Valores medios de k; en funcidn de la velocidad intersticial del fluido
para cada una de las resinas utilizadas.

HIC IEC
v [m/s] K fms] v [m/s] ke [mys]
9.83 - 107 36-10° 9.50 - 10° 1.0-10°
1.97 -10™ 87-10° 1.90 - 10 24 .10°
393 .10% 16107 3.78 - 10 39.10°

El valor del coeficiente de difusion en los porgs aumenta con la temperatura de acuerdo con
los modelos basados en la teoria de Stokes-Einstein que predicen un incremento del coeficiente de
ditusividad molecular con la temperatura. En las tablas 7.8 y 7.9 s¢ muestran los valores del

cocticiente de difusion en los poros y del factor de tortuosidad correspondientes a las temperaturas
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estudiadas. El valor medio del factor de tortuosidad para la resina de HIC es 3.6 y para la resina de
IEC, 4.0. Los valores de D, calculados son del mismo orden que los obtenidos para la difusién de
otras proteinas (Firouztale er «al., 1992; Sridhar er al., 1994; Yoshida et al., 1994) en resinas

macroporosas tanto de intercambio ionico como hidrofébicas.

Tabla 7.8: Valores medios resultado del modelado maternético para la
adsorcién de ¢-amilasa en la resina de HIC en lecho fijo.

T [°C] D, [m%s] T
4 1.5 10 3.0
20 1.9 1071 3.9
30 24 .10 4.0

Tabla 7.9: Valores medios resultado del modelado matemdtico para la
adsorcidn de ®-amilasa en la resina de 1EC en lecho fijo.

T [°C] D, [m?/s] T
20 1.7- 10 4.3
25 2.1 1071 4.0
30 2.5 10" 3.8

Con el objetivo de cuantificar la desviacion de la curva que predice el modelo respecto a la
obtenida experimentalmente se ha calculado el error a partir de los factores de capacidad para la curva
de ruptura experimental (F.C..;) y tedrica obtenida mediante el modelo (F.C....), de acuerdo con la

siguiente cxpresion:

FC,.-FC.
Error [%] = 100 - —“‘*F c [7.1]

“exp

Los valores de este pardmetro se muestran en la tabla 7.5 para la adsorcion de a-amilasa en la
resina de HIC y en la tabla 7.6 para la resina de IEC. Se comprueba que los errores son siempre
inferiores al 10%, teniendo un valor absoluto medio de 4.1% para el modelado de la adsorcion sobre

la resina hidrotdbica y del 4.4% para el correspondiente a la de intercambio idnico.

F Vialor medio de los experimentos realizados a 20 °C
¥ Valor medic de los experimentos realizados a 25 °C
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Figura 7.3: Comparacién de 1a curva de ruptura experimeantal v calculada mediante el
madelo para 1a resina de HIC en las siguientes condiciones: Cy = 1.00 mg/ml: Q = 0.50
mi/min; T = 20°C.
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Figura 7.4: Comparacion de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el
modelo para la resina de IEC en las siguientes condiciones: Cy = 2.50 mg/ml; (@ = .25
mi/min: T =25"C,

Para comprobar la bondad de los ajustes de las curvas de ruptura experimentales al modelo
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matemditico, a continuacion se muestran dos de las grificas (figuras 7.3 y 7.4) en las que se comparan
los datos obtenidos experimentalemente con la curva tedrica predicha por el modelo a partir de los
valores de D, y k¢ que producen un mejor ajuste. El ajuste se ha realizado mediante la optimacion de
la funcién objetivo (d) respecto de los dos coeficientes cinéticos mencionados de acuerdo al
procedimiento expuesto en el anexo A. El resto de las grificas comparativas se muestran en el

apartado C4 del anexo C (figuras C.34 a C.51).

Los resultados del modelado matemdtico de la adsorcién de w-amilasa sobre las resinas de
HIC e IEC para los sistemas de tanque agitado discontinuo y de lecho fijo (tablas 7.3, 7.4, 7.8 y 7.9)
muestran un acuerdo satisfactorio. Las diferencias obtenidas, para cada temperatura, son ligeramente
mds elevadas para el caso de la adsorcién sobre la resina de intercambio i6nico, siendo del 16% la

diferencia mayor entre los valores obtenidos por ambas técnicas y del 6% la menor.
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8. ESCALADO Y SIMULACION DEL
PROCESO DE ADSORCION EN
LECHO FLJO

8.1.- ESCALADO DEL PROCESO DE ADSORCION EN LECHO FLJO

En ¢l capitulo anterior se ha realizado el modelado matemdtico de la adsorcitn de o-amilasa
en lecho fijo, esto es, la obtencion de los pardmetros cinéticos caracteristicos del modelo propuesto
mediante el ajuste y optimacion de las curvas tedricas a los resultados experimentales, A partir de

ellos se han obtenido unos ajustes cuya bondad se ha comprobado y se ha considerado adecurada.

A continuacién, con el proposito de verificar que los pardmetros obtenidos (D, k;, isoterma)
reproducen el comportamiento de otros sistemas experimentales de dimensiones distintas y
tuncionando en condiciones de operacién diferentes, se ha procedido a simular un proceso de

adsorcion en una columna cuyo tamafio es mds de diez veces mayor que los utilizados en 1a etapa de
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modelado y comparar los resultados con los obtenidos en un experimento realizado en las mismas

condiciones.

La concentracion elegida ha sido de 2.5 mg/mi, mayor que en los experimentos utilizados en
el modelado con el fin de comprobar la validez del modelo fuera det intervalo en el que se han
obtenido los pardmetros. Ademds este valor de la concentracion es del orden en el que la o-amilasa se
produce en los fermentadores a escala industrial y de planta piloto por lo que el funcionamiento de la

columna se encontrard en unas condiciones mds cercanas a las utilizadas industrialmente.

Las condiciones de operacion y caracteristicas fisicas del sistema utilizado se recogen en la
tabla 8.1. y los pardmetros cinéticos y termodinamicos usados en la simulacion figuran en la tabla 8.2,
los cuales corresponden a los obtenidos en el apartado 6.2 (pardmetros de la isoterma de Langmuir) y

7.2 (coeficientes de ditusion externa y en el interior de los poros).

Tabla 8.1: condiciones de operacién y caracteristicas
del sistema.

Adsorbato o-Amilasa (A. oryzae)

Adsorhente Duolite A-568 (IEC)

Fase movil Tampdn Tris/HCE 0.05M
oH 7.0, fuerza idnica 0.60

L {cm] 16.3

D¢ [em] 1.60

R [mm] 04t

€ 0.58

Cy Img/ml] 2.50

Q [ml/min] 5.00

T[°C] 25.0

Tabla 8.2: Pardmetros de la simulacién.

Parametro Valor
D, [m/s] 2.10- 10
k, {m/s} 8.2-10°
G [mg/g] 45.40

b 0.84

En la figura 8.1 se muestra el resultado de la comparacién entre la simulacion realizada y cl

experimento desarrollado en las mismas condiciones.
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Figura 8.1: Comparacidn de la curva de ruptura experimental con la obtenida por
sirmukacion.

La concordancia entre ambas curvas es buena, por lo que para cuantificar el grado de ajuste,
se ha procedido a calcular el factor de capacidad comrespondiente tanto a la curva de ruptura
experimental como a la obtenida por simulacién. Como puede observarse, el error es inferior al 10%
si se considera el proceso de adsorcion hasta la saturacién completa de 1a columna. Sin embargo, en
operacion industrial no se alcanza ese grado de saturacién, ya que esto supondria una importante
pérdida de adsorbato en el efluente, lo que harfa disminuir la rentabilidad econémica del proceso
hasta hacerlo inviable. Si se calcula el error entre la o-amilasa adsorbida experimentalmente y la que
predice el modelo al 95% de la saturacion, ¢l error se reduce dristicamente hasta un vator de 0.08%,

siendo aun inferior para niveles inferiores de saturacién.

La diferencia entre ambas curvas se localiza en la zona cercana a la asintota correspondiente a
ta saturacidén de la capacidad de adsorcidn de la resina. Para valores de concentracién adimensional
(C/Cy) superiores a 0.97, la curva experimental se acerca muy lentamente a 1.0 mientras que la
correspondiente a la simulacién alcanza ese valor mds rdpidamente. Esto podria estar causado por la
lenta velocidad de transporte de materia por difusién en el interior de los poros cuando estos se

encuentran practicamente cubiertos de adsorbato sobre su superticie.

De acuerdo con estos resultados, puede concluirse que el modelo matemdtico propuesto para

describir el comportamiento de los procesos de adsorcidn de o-amilasa en lecho fijo es adecuado y
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reproduce los resultados experimentales con un grado de aproximacién eclevado, pudiendo ser

utilizado como herramienta para el disefio y escalado de estas operaciones a nivel industrial.

Tabla 8.3: Factores de capacidad y error de la simulacién.

F.C. I.C. Error’
(experimental) (simulaci6n) [%]
ai 99.9% de la saturacion 190.7 173.1 9.2
al 95.0% de la saturacién 164.1 164.3 -0.08

8.2.- SIMULACION TEQRICA DEL PROCESO DE ADSORCION EN LECHO FIJO

Como se ha comprobado y expuesto previamente en el presente trabajo, el modelo matematico
que describe el proceso de adsorcidn de o-amilasa en un lecho fijo mediante los mecanismos de
interaccion hidrotébica ¢ intercambio ionico, describe adecuadamente los resultados experimentales

obtenidos.

En el modelo matemdtico se han incluido las etapas de transporte de materia por difusion
externa e interna asi como la existencia de flujo no ideal debida a efectos de dispersién axial,
encontrindose, cada uno de los procesos anteriores, caracterizado por un parimetro cinético (k;, D, y
Dy). La cxperimentacion llevada a cabo ha permitido la obtencidn de los mismos asi como de los
pardmetros termodindmicos correspondientes a fa isoterma de equilibrio, que en el caso de la

adsorcidn de o-amilasa en fas resinas estudiadas ha mostrado un comportamiento no ideal.

Para desarrollar la simulacion y disefio de procesos de adsorcion en lecho fijo a partir del
modelo matemdtico propuesto, es necesario conocer las caracteristicas fisicas del adsorbente
(porosidad, densidad, tamafio de poro y de particula), del adsorbato (difusividad molecular) y del
sistema experimental (dimensiones y porosidad del lecho) asi como las condiciones de operacion
definidas para la realizacién de los experimentos (caudal, temperatura y concentracion de
alimentacion). Los ensayos de caracterizacion del adsorbente son los cominmente utilizados para tal

diversas correlaciones (Alvarez et al., 1982).

Los mecanismos de adsorcion estudiados, interaccion hidrofébica e intercambio idnico, son

de aplicacién genmeral y no suponen unién bicespecifica entre la c-amilasa y el adsorbente

¥ Caleuiado mediante [a ecuacion 7.1
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correspondiente. Todas las proteinas contienen zonas hidrofobicas y residuos con grupos funcionales
cargados eléctricamente en su superficie que permiten, en funcién de las condiciones de operacidn, la
adsorcion a los ligandos unidos a la matriz de la fase estacionaria. Por ello, es de esperar que el

modelo propuesto pueda aplicarse a la adsorcion de otras proteinas a resinas de HIC ¢ [EC.

Tras la etapa de modelado, la simulacion de un proceso permite determinar que variables y de
que forma influyen en el mismo, conduciendo, de esta forma, a un mejor y mis completo
conocimiento del proceso de adsorcién de un soluto en un lecho fijo. La simulacién matemdtica, por
otro lado, permitird el disefio de nuevos procesos asf como la optimacién de otros ya existentes. En el
presente apartado se realiza un estudio teérico de 1a influencia de las variables que intervienen en el

proceso en base al modelo matemdtico desarrollado y cuya validez se ha comprobado.

En la tabla 8.3 se indican los valores utilizados para la simulacion en ¢l estudio tedrico
realizado. En cada caso, se mantendrin constantes todos ios pardmetros excepto aquél cuya influencia

se esté estudiando.

Tabla B.4: Pardmetros de la simulacidn.,

Parametro Yalor
L [cm] 10.0
Oe [em] 2.0

£ 0.60

p [kg/m'l 1890
g 0.50
am [Ing/g] 45.40
Co [mg/em’] 2.50
D, [m2/s] 2.1- 10
k; [m2/s] 2.0-10°

En la figura 8.2 se muestra [a variacién de las curvas de ruptura con el valor del coeficiente de
difusién en los poros. A medida que este aumenta, ¢l punto de ruptura se retrasa, obteniéndose curvas
mds estilizadas cuya pendiente es mayor, alcanzando la saturacién de la columna mds ripidamente.
Para valores pequefios de Dp, la forma sigmoidal de la curva de ruptura se hace mas ancha, perdiendo
la simetria que presenta, respecto del punto de inflexion, a valores superiores. Para adsorbatos de
elevada masa molecular (Ma). como es el caso de las proteinas, la difusividad molecular es
proporcional a M, (ecuacidn 2.4). por to que su valor se encuentra, a temperatura ambiente, dentro

del orden de 10" m%s para proteinas de pequeio tamafio, hasta 3 - 10™? m¥s para las mayores
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proteinas. Por esta razon, las curvas de ruptura de la o-amilasa en las resinas de HIC e TEC obtenidas
en el presente trabajo, presentan este comportamiento caracterizado por la baja simetria de las
mismas. Las moléculas de proteina, tras atravesar la capa limite externa que rodea a las particulas,
sufren una lenta ditusion en el interior de los poros hasta los sitios de adsorcion debido a su gran

tamafio y, por tanto, al pequefio valor de D,

La variacion del coeficiente de transferencia de materia externa (figura 8.3) modifica el
comportamiento del sistema de manera que para valores bajos del mismo, las moléculas de soluto no
tienen el tiempo de residencia suficiente como para atravesar la capa limite y entrar en el interior de
los poros de las particulas. Asi, se produce un aumento rapido de la concentracion de salida debido a
las moléculas que no se han difundido hacia los poros, disminuyendo la eficacia de la operacién, A
medida que aumenta el valor de k;, 1a ruptura se retrasa, permitiendo un mayor flujo de adsorbato a

fravés de Ia capa limite.

La capacidad de adsorcion de la resina viene dada por el valor de q,, correspondiente a la
ccuacion de la isoterma de Langmuir (ecuacion 2.13). Como puede observarse en la tigura 8.4, un
mayor ntimero de sitios de adsorcidn accesibles requiere mayor tiempo para que el adsorbato llegue a

saturar los centros de adsorcidn del adsorbente.

En la figura 8.5 se examina el efecto de la porosidad del lecho. En ella se advierte que un
aumento de € desplaza la curva de ruptura hacia la izquierda, reduciendo la utilizacion de la capacidad
de la resina, la cual estd relacionada con el drea por encima de la curva de ruptura (segin figura en el
apartado 6.5.2). Manteniendo constante el valor de la densidad del adsorbente y la distribucion de
tamafios de partfcula, un aumento de la porosidad de la columna estard causado por un
empaguetamiento defectuoso, 10 cual genera un aumento de las zonas de mezcla en el interior de la

columna, disminuyendo la eficacia de la operacion de adsorcidn.

La porosidad de las particulas tiene un efecto importante en ¢l comportamiento de la
adsorcidn y, por tanto, en la forma de las curvas de ruptura. El factor de tortuosidad, T, caracteriza, en
parte, la estructura porosa de las particulas de adsorbente, dependiendo de 1a porosidad interna de las
mismas. Ademads. el coeficiente de difusividad efectivo es directamente proporcional al valor de T
(ecuacion 2.7). Por otro lado, manteniendo constantes el resto de las caracteristicas de la resina, el
aumento de g, conduce a una menor masa de resina en ia columna y de capacidad. El efecto global de
estas influencias se representa en la figura 8.6, observindose un aumento de la eficacia de la
adsorcién con la disminucidn de la porosidad interna.

En la figura 8.7 s¢ muestra el efecto del caudal de alimentacion en las curvas de ruptura. Para
una misma columna, el caudal ¢s directamente proporcional a la velocidad del fluido por 1o que, al

aumentar aquel. también lo hace el coeficiente de transterencia de materia externo (Hidajat et al.,
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1987) ya que este es proporcional a v'”. La ruptura se produce antes para caudales mayores,
aumentando la anchura de la curva y la eficacia de la adsorcién a medida que disminuye el caudal, ya
que, de esta manera, se aumenta el tiempo de contacto entre las fases permitiendo que se alcance una

situacién mdas cercana al equilibrio local.

Respecto a la concentracion de adsorbato en la fase mdvil, se observa (figura 8.8) que afecta
considerablemente a la forma y posicién de las curvas de ruptura. A medida que aumenta el valor de
Cy, se alcanza antes la saturacion del lecho. El cdlculo de los factores de capacidad (ecuacidn 6.8)
para cada una de las curvas obtenidas por simulacién indica que, al aumentar la concentracién, el

factor de capacidad también aumenta.

La influencia de las dimensiones del lecho en el proceso de adsorcion en lecho fijo puede
observarse en las figuras 8.9 y 8.10. En la primera de ellas se observa el comportamiento de 1as curvas
de ruptura en funcién de la altura de lecho. Segin se aumenta L, la pendiente de la curva, tras la
ruptura, va disminuyendo hasta alcanzar un valor constante. A partir de ese valor, la forma de las
curvas de ruptura no varfa, desplazdndose estas progresivamente hacia la derecha. Este
desplazamiento esti causado tunicamente por la mayor cantidad de adsorbente que habrd en la
columna de mayor tamafio por lo que la cantidad de adsorbato que se une serdi proporcional al
aumento de longitud ya que el resto de los pardmetros del proceso permanecen constantes. Para
columnas de menor tamafio, [a curva de ruptura se muestra asimétrica, debido a que las resistencias
difusionales del sisterna permiten que existan moléculas de adsorbato que atraviesen la columna sin
haberse ditundido hasta el interior de las particulas. Este efecto llega a ser poco significativo a partir
de determinada altura de columna, en {a que las moléculas tienen el suficiente tiempo de residencia en

el interior del lecho como para terminar difundiéndose hasta los sitios de adsorci6n de la resina.

La variacién del didgmetro de la columna, @, a caudal constante (figura 8.10), produce una
variacion de la velocidad intersticial del fluido en sentido contrario que es proporcional a (®¢)’ o, lo
que es lo mismo, al drea transversal de la columna. Como se ha comentado anteriormente, la
velocidad de la fase mévil afecta positivamente el valor de ke y un aumento del didmetro, manteniendo
constante el caudal, hard disminuir la velocidad, permitiendo un mayor tiempo de contacto del
adsorbato con la fase estacionaria y. por ello, una mayor eficacia del proceso de adsorcién, aunque el

tiempo de operacién aumenta considerablemente.

La variacion del tamaiio de las particulas del adsorbente (figura 8.11) también afecta al valor
de ky, siendo este proporcional a R (Hidajat et al., 1995). La disminucién del tamafio de particula
aumenta la eficacia del proceso y retrasa el punto de ruptura, haciendo las curvas mids estilizadas.
Junto a esto, para el escalado de este proceso se deberd tener en cuenta que tamafios de particulas

decrecientes hardn aumentar la pérdida de carga a lo largo del lecho, de acuerdo a la ecuacién de
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Carman-Kozeny, proporcionalmente a R™,
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8.3.- PREDICCION TEORICA DEL CAMBIO DE ESCALA

En los apartados anteriores se ha comprobado que el modelo matemdtico planteado reproduce
los resultados experimentales dentro y fuera del intervalo de condiciones de operacién en el cual se
determinaron los pardmetros caracteristicos del mismo: posteriormente se ha estudiado la influencia
de las condictones de operacidn (concentracién, temperatura, caudal), caracteristicas fisicas del
sistema (dimensiones de la columna, porosidad del lecho y del adsorbente) y parimetros cinéticos
(coeticiente de transferencia de materia externa y de difusién en los poros) y termodindmicos

{isoterma) en el comportamiento del proceso de adsorcion en un lecho fijo.

Tabla 8.5: Pardmetros de la similacién.

Parimetro Valor
L {m]| 5.0-10.0
Dc (m] 2.0

£ 0.60

p tkg/m’] 1890

£ 0.50

P

Una vez completadas las ctapas del presente estudio, descritas anteriormente, se ha realizado
fa simulacion de una columna de adsorcién con la resina de intercambio idénico (Duolite A-568), a

escala industrial, con las caracteristicas que se indican en la tabla 8.5.

Las condiciones de operacion elegidas han sido las que se indican en la tabla 8.6. Los
pardmetros del modelo (ver tabla 8.7) han sido los determinados en la etapa de modelado matemético

a partir de los resultados experimentales.

Tabla 8.6: Condiciones de operacidn para la Tabla 8.7: Pardmetros del modelo para la
simulacion 2 escala indastrial. simulacion a escala industrial.

Parametro Valor Parimetro Valor

C, [mg/em’| 5.00 (m [mg/g] 45.40

Caudal [m’/s] 1.0 107 D, [m’/s] 2.1-10"

T[°Cl 25.0 ke lmn/s) 2.0-107

En la figura 8.12 se muestra el resultado de la simulacion. Se observa que las curvas de
ruptura correspondientes a las dos columnas de diferente longitud presehtan una forma y una

pendiente similar, aunque desplazadas en el tiempo ya que al contener diferente cantidad de
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adsorbente, el tiempo necesario para la ruptura también, varia, Estos resultados se corresponden con

los estudios tedricos llevados a cabo en el apartado anterior.
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Figura 8.12: Simulacién del comportamiento de dos columnas de adsorcién de
diferente altura, a escala industrial, para el sistema o-amilasa/Duolite A-368.
En operacion a escala industrial no se llega a alcanzar la saturacion completa de la capacidad

del adsorbente (C/C, = 1) ya que esto supondria una importante pérdida de producto en la corriente
del efiuente que sale de la columna. En funcion de la optimacion técnica (estabilidad del producto de

interés, rendimientos, etc.) y econdmica (costes de produccion, costes de materias primas y productos,

etc.) se deberd determinar ¢l tiempo de operacion y el porcentaje de saturacion adecuado para realizar

la puriticacion de cada producto.
A partir de las simulaciones realizadas, se¢ han calculado el tiempo de operacidn y la cantidad

de o-amilasa adsorbida por cada una de las columnas correspondientes a la saturacion completa y al

203 de la misma (C/C, = (1.2).
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 8.8, Como puede comprobarse, para la
columna de 5 metros. con un aumento del tiempo de operacion del 30% (desde el 20% al 100% de la
capacidad mdxima), se consigue un incremento de la cantidad de a-amilasa adsorbida de sélo el 7.6%.

Para la columna de [0 metros de altura, el aumento del 20% en el tiempo de operacién supone un

5.2% de aumento de la cantidad de a-amilasa adsorbida.
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Tabta 8.8: Resultados de la simulacidn del proceso de adsorcidn de o-amilasa sobre
Duolite A-568 a escala industrial.

Saturacion Columna Columna

%] de 5m de10m
tiempo de operacién [h] 20 8.8 18.0
o-amilasa adsorbida [kg] 158 322.3
tiempo de operacion [h] 100 12.7 22.5
(-amilasa adsorbida [kg] i1 340

Por lo anteriormente comentado, junto al hecho de que el aumento del nivel de
saturacion al final de la operacidn de adsorcién supone un aumento de las pérdidas de producto, seria
aconsejable, cn operacion real, detener el proceso de adsorcién (comenzando la operacion de

desorcion) a valores reducidos de la concentracion del adsorbato en el efluente de 1a columna.

8.4.- BIBLIOGRAFIA
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9. RESUMEN, CONCLUSIONES Y
FUTUROS TRABAJOS

A continuacion se resume la investigacion desarrollada y expuesta en la presente memoria

junto con las conclusiones que de ella se han extraido:

Se ha desarrollado una metodologifa que permite un acercamiento y conocimiento
progresivo de los mecanismos y pardmetros que intervienen en el proceso de purificacion
por adsorcion de o-amilasa sobre resinas de interaccién hidrofébica e intercambio

mediante experimentacién en HPLC, tanque agitado discontinuo y lecho fijo.

Mediante experimentacion en HPLC, se han identificado y cuantificado los factores que
influyen en el proceso de adsorcion de a-amilasa sobre la resina de interaccion hidrofébica
Duolite XAD-761 y la de intercambio idnico Duolite A-568. Se ha determinado que dichos
pardmetros son pH, temperatura fuerza idnica y los propios de las condiciones de
operacién de cada uno de los sistemas experimentales utilizados (concentracidn, caudal,

didmetro de particula del adsorbente, dimensiones del lecho).
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Se ha aplicado el método de momentos al estudio de la adsorcién mediante cromatografia

de impulso en un sistema de HPLC. Se han obtenido los pardmetros cinéticos (coeficiente

' de difusi6n en los poros) y termodindmicos (constante de adsorcion, factor de capacidad,

altura equivalente de un plato tedrico, entalpias y entropias de adsorcidn).

Se han determinado las isotermas de adsorcién de o-amilasa sobre ambas resinas,
observando un comportamiento no lineal. Los resultados experimentales se han ajustado a

la ecuacion de Langmuir, obteniendo los pardmetros caracter{sticos por optimacién.

Se ha propuesto un modelo matemdtico que describe de forma adecuada el proceso de
adsorcién en tangue agitado discontinuo, teniendo como pardmetro el coeficiente de

difusién en los poros, determindndose su valor en funcion de la temperatura.

Se ha propuesto un modelo matemdtico que describe de forma adecuada el proceso de
adsorcién en lecho fijo, teniendo como pardmetros el coeficiente de difusién en los poros y
el de transferencia de materia externa. Ambos se han determinado para el sistema

experimental estudiado.

El modelo de adsorcién en lecho fijo ha demostrado su capacidad para predecir el
comportamiento de la adsorcién de o-amilasa, por lo que puede ser utilizado como

herramienta en ¢l disefio y escalado de la operacion de adsorcion en lecho fijo.
Se ha realizado un estudio tedrico utilizando el modelo anterior para conocer c¢n
profundidad la influencia de las variables de operacion, las caracteristicas fisicas del

sistema y los pardmetros cinéticos y termodindmicos que intervienen en el proceso.

El nimero de productos obtenidos a través de procesos biotecnologicos se encuentra en

constante aumento. Ademds, las especificaciones de pureza a las que se encuentran sujetos dichos

productos son, cada vez, mds exigentes. Por ello y a partir de los resultados obtenidos en el presente

trabajo. se propone la continuacién de la investigacion a través de las siguientes lineas:

Estudiar y modelar la adsorcién de otras proteinas y sustancias que, tipicamente,
acompanan a la o-amilasa en los caldos de fermenta
deberd comprender el estudio de la adsorcién de cada uno de ellos, tanto de forma
individual como conjunta.

A partir de la etapa anterior, desarrollar un modelo matemdtico que describa cl

comportamiento de cada uno de los adsorbatos en los procesos de adsorcion

multicomponente.
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Con objeto de generalizar el uso de los modelos matemdticos propuestos para el disefio de
procesos de purificacién en biotecnologia, se deberd verificar que describen,
satisfactoriamente, los procesos de adsorcién en los que intervienen proteinas y

biomoléculas con diferentes caracteristicas y adsorbentes de diversa naturaleza.

La purificacién por adsorcion mediante la operacion en lecho expandido permite eliminar
etapas primarias de separacion con el consiguiente aumento de la eficacia global y
reduccidn de costes de proceso. Esta operacidn, de reciente aplicacion a la biotecnologia,
se encuentra en un estado de desarrollo empirico por lo gque setia de gran interés
desarrollar modeles matemdticos que describan dicha operacion, en base al modelo

propuesto en el presente trabajo de investigacién para la adsorcion en lecho fijo.
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ANEXO A. RESOLUCION
NUMERICA DE LOS MODELOS DE
ADSORCION

A.l1.- ANALISIS DE MOMENTOS

A continuacién se muestra la secuencia de célculo para la determinacién, mediante el andlisis

de momentos, de los pardmetros cinéticos y termodindmicos caracteristicos del modelo.

En primer lugar, a partir de las curvas de respuesta expetimentales, se calcula el primer y
segundo momento central mediante las ecuaciones 3.1 y 3.2 La integracion se realiza numéricamente

utilizando el método de Gill y Miller (1972).

A continuacion se ajustan linealmente, por minimos cuadrados, los datos del primer momento
frente a L/v para los experimentos realizados en iguales condiciones de pH, fuerza idnica y

temperatura. A partir de la ecuacion 3.3, la pendiente de dicha regresién vendrd dada por:



222 ANEXO A: RESOLUCION NUMERICA DE LOS MODELOS DE ADSORCION

| e

pendiente = 1 + (——-_E-]k (A1)
£

calculando directamente la constante de equilibrio aparente, k, y con la ecuacion 3.4, la constante de

equilibrio, K.

Estimando [a altura equivalente de un plato tedrico mediante la ecuacion 3.9 vy de acuerdo con
la expresion 3.10, la regresida lineal de los valores de AEPT frente a la velocidad intersticial, v,

generard una recta cuya ordenada en et origen y pendiente corresponderan a las siguientes relaciones;

2D
ordenada en origen = —= [A.2]
v
£ R® £ N
pendiente = 2 I+ — [A3]
l—¢ )| 15¢, D, (1-¢eYk

a partir de las cuales puede determinarse el valor det coeficiente de dispersion axial, Dy, y de difusion

en los poros, Dy, respectivamente.

A.2.- MODELO DE ADSORCION EN TANQUE AGITADO DISCONTINUO

Con objeto de simplificar la resolucién del modelo, en primer lugar, las variables de
operacion correspondicntes al modelo planteado se transtorman en las siguientes variables

adimensionales:

ML N | g [A4]

Co R, (Ri /D, ) C,
Asf, el balance de materia en una seccién radial de la particula, queda de la siguiente manera:

[A.5]

zF  zoz

do i (82(0 2am]
l1-¢, dg

€, de

La velocidad de desaparicion de adsorbato en la fase liquida viene dada por:

au kR, (3V 3V
< :ﬁ{ VP]EP (U—m|z=1)=8h[ 7 ]ep (u-d,_) [A.6]

Las condiciones de contorno pueden escribirse de la-siguiente forma:
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=0 [A7]

=Sh(U-df,_] [A8]

Las condiciones iniciales, de esta forma, son:

w=0 =0 <z<1
q=0 =0 <z<1 [A.9]
U=1 =0

La solucién del modelo matemdtico planteado para la adsorcién en tanque agitado no es
posible de forma analitica, salvo para el caso de que el equilibrio cumpla la ley de Henry y, por tanto,
la isoterma sea lineal. Por ello, se procede a resolver numéricamente las ecuaciones de balances de

materia mediante [a aplicacién de incrementos finitos.

De esta forma, el sistema de ecuacicnes diferenciales parabodlicas se convierte en un sistema
de ecuaciones ordinarias mediante la aplicacidon de los incrementos finitos. A continuacidn, este
sisterna se resuelve mediante integracién numérica llevada a cabo a través de un programa de
ordenador realizado en lenguaje Fortran, utilizando el paquete de subrutinas de andlisis matemitico

NAG Fortran Library (Numerical Algorithms Group Inc., Downers Grove, IL, EE.UU.).

La obtencion del valor del coeficiente de difusion en los poros D, se realizé mediante
optimacion uniparamétrica de una funcién objetivo utilizando el algoritmo de Coggins (Kuester y

Mize, 1973). La funcién objetivo mencionada que hay que minimizar es la siguiente:
. , .
®=) (C*-C) [A.10]

siendo N el nimero de puntos experimentales, C** y C son la concentracién medida

experimentalmente v la predicha por el modelo correspondientes para cada instante, i.

AJ3.- MODELO DE ADSORCION EN LECHO FIJO

De igual forma que en el caso anterior, es necesaria la resolucion por métodos numéricos del
sistema de ccuaciones diferenciales que forman la descripcién del modelo matemdtico de 1a adsorcién

en un lecho fijo.

Transtormando en adimensionales las variables del modelo, se obtiene:
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C c D,t
w=— ; u=— ; T=
C, C, R,
A 11}
q r z
= — s X = — s Z = —
Q C, R L

Sustituyendo estas variables en las ecuaciones del balance de materia en una seccién radial de

la particula. se tiene:

00) I (aﬂm 2 amJ
— [A.12]

at 1-¢, 120 I x Ix

1+
£, Jm

Las condiciones de contorno para el balance de materia anterior, quedan de la siguiente

forma;

En el centro de la particula:

?——9)— =0 [A.13]
ox| _,
En la superficie exterior de la particula:
duo KRy (U—ml ) [A.14]
a){ x=1 EP.DP . = e e

La transtformacion de la ecuacion del balance de maleria en una seccién transversal ¢n el
lecho y sus correspondientes condiciones de contorno, con las variables adimensionales, produce:

D R’ *gp—uR’ —e)Y3k R
2 DR Po—uR 3y (1-e)3KR (g A1s)
gt L'D, d2* LD, d7 D x=!

p

[

A la entrada de la columna;

JU ull
g =— (1-U]__ [A.16]
dZ|,., Dy ( |Z_O)
A la salida de la columna;
—a—[—j— ={) [A.17]
dZl,_,

Las condiciones iniciales quedan ahora como:
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U=0 0<zZ<1 120
U=1 0<Z >0 [A.18]
w=0 0<z2<1 <0
Q=0 0<Z<1 150

Al igual que en el caso de la adsorcin en tanque agitado, 1a resolucién del modelo planteado
para lecho fijo debera realizarse de forma numeérica para el caso de que la isoterma de equilibrio no
sea lineal. El sistema de ecuacicnes diferenciales plantcado se resuelve mediante el método de

colocacién ortogonal (Carey y Finlayson, 1975; Villadsen y Stewart, 1967).

En este caso, también se procede a 1a determinacion de los valores Gptimos del coeficiente de
transferencia de materia externa, k; y del coeficiente de difusion en los poros, D, Se utiliza el método
del simplex con 3 puntos (ZN+1, siendo N=2, el nimero de variables independientes, en este caso Ky y
D.). La funcién objetivo elegida es la A.16 y los valores Gptimos de los pardmetros corresponden a la

situacién en la que se cumple la siguiente condicion:

N+l

(@ -@,)

izl o < 1070 [A.25]

siendo, para cada tanteo, ®; cada uno de los valores de la funcién objetivo en los vértices del simplex

y @, el valor medio de los mismos.

La resolucidn numérica de los modelos, asi como el ajuste de los datos experimentales y la
optimacion de los pardmetros de cada uno de los modelos se ha realizado a través de un programa de

ordenador escrito en lenguaje Fortran, utilizando el paquete de subrutinas NAG Fortran Library.
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ANEXO B. AJUSTE DE LAS
ISOTERMAS DE ADSORCION.
ANALISIS ESTADISTICO

A continuacién se presenta el andlisis estadistico correspondiente al ajuste a las isotermas de
Langmuir y Freundlich de los datos experimentales de las isotermas de adsorcion de a-amilasa sobre

Duolite XAD-761 y Duolite A-568 a diferentes temperaturas.

Los residuos representados se han calculado de acuerdo con la siguiente expresion:

. qexp ~ Qe
qexp

Er [B.1]

donde .y, es el valor, determinado experimentalmente, de la concentracién de -amilasa adsorbida en

la resina y Q. es el valor calculado mediante 11 ecuacion de la isoterma correspondiente.

En las tablas B.1 a B.6 se indican, en porcentaje, los valores del residuo medio y de la

desviacion cstindar de los residuos para cada uno de los ajustes. Los nimeros entre paréntesis
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corresponden a los errores calculados para los puntos de concentracién de equilibrio mayor de (0.20

mg/ml.

Como se ha indicado en el apartado 6.3.1, para valores de concentracion inferiores a la
anterior, sc utilizard un ajuste lineal de la isoterma utilizando sdélamente los valores de baja
concentracion, que tienen una tendencial lineal. Los resultados de la constante de adsorcién

(constante de Henry), asf obtenidos, se muestran en las tabla B.7 y B.&.
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Tabla B.1: Errores de cada uno de los ajustes de las isotermas de adsorcién en
Duolite XAD-761 a4 °C,
Isoterma £g medio [ %] o [%]
Langmuir -3.5(0.6) 11.3 (5.8)
Freundlich 2.3 6.6
04 . . T r
03t (B) ]
. nrt 1
= g o1+ . |
:E: 5 00 . .
3 Z 014 . 1
= Ea
g 0.2 k
034 4
0.4 } t t +
o] 3 10 15 20 25

g (experimental}

Figura B.1; Ajuste a la isoterma de Langmuir para la resina de HIC 2 4 °C

Concentracionadsorbida fmg/g|

ajuste frente a los obtenidos experimentalmente y (B) analisis de residuos.

g (Freundlich)

q (experimental)

residuos (Freandlich)

RN

024

0.3

0.4

.4-

: (A) Valores de g predichos por el

0.3

01+

a0

(B)

4 i

+
5 10 15 20

Concentraciénadsorbida [mg/g]

5

Figura B.2: Ajuste a la isoterma de Freundlich para la resina de HIC a 4 °C: (A) Valotes de g predichos por el
ajuste frente a los obtenidos experimentalmente y (B} analisis de residuos.
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Tabla B.2: Errores de cada uno de los ajustes de las isotermas de adsorcidn en
Duolite XAD-761 a 20 °C.,

Isoterma ex medio [ %} o [%]
Eangmuir -1.0 (0.6) 5729
Freundlich 3.7 11.2
5 0.4- ' r T
034 (B) ]
204
02t E
B
—_ =
E 15 4 5 41T . i
= = .
En ;“j OR .l - A = "
=5 1" 2 01+ 1
= £ "
024 .
54 20
-0.34 1
i 0.4 } t +
0 0 5 10 15 0
¢ (experimental} Concentracién adsorbida [mg/g]

Figura B.3: Ajuste a la isoterma de Langmuir para la resina de HIC a 20 °C: (A) Valores de q predichos por ¢l
ajuste frente a los obtenidos experimentalmente y {B) andlisis de residuos.

25. 0.4 T ” T
03t (B) ]
' .
201
a1
z ol . 4
o ]
5 154 E N n n ']
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g E oo e -
E E 1 L ] u
= 107 2 .01+ 3
— = 4
= <
PR 4
54 & |
0.3 5
- 0.4 t + }
bl 1 5 13 15 20
q {experimental) Concentracién adsorbida fmg/g]

Figura B.4: Ajuste a la isoterma de Freundlich para la resina de HIC a 20 °C: (A} Valores de g predichos por el
ajuste frente a los obtenidos experimentaimente y (B) andlisis de residuos,
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Tabla B.3: Errores de cada uno de los ajustes de las isotermas de adsorcién en
Duolite XAD-761 a 30 °C.

Isoterma eg nedio [ %] g [%}
Langmuir 2.22.2) 7.0(7.0)
Freundlich 8.6 194

0.4 T

03 (B)

0.2 p
0.1 E

0.0 2

-0.1 -

q (Langmuir)

-0.2 E

residuos (Langmuir)

-0.3 E

-0.4 + + t

5 {1 15 20
q (experimental) Concentracién adsorbida jmg/g]

fe=l

Figura B.5: Ajuste a la isoterma de Langmuir para la resina de HIC a 30 °C: (A} Valores de g predichos por el
djuste trente a los obtenidos experimentalmente y (B) andlisis de residuos.

0.4 T

034 4

024 -

UBE o b

0.0

0l 4

q (Freundlich)

02+ 4

residnoes (Freundlich)

0.4 } t }

T

0 5 10 15 20
g (experimental) Concentracidn adsorbida [mg/g)|

Figura B.6; Ajuste a la isoterma de Freundlich para la resina de HIC a 30 °C: (A) Valores de g predichos por el
ajuste freate a los obtenidos experimentalmente y (B) andlisis de residuos.
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Tabla B.4: Errores de cada uno de los ajustes de [as isotermas de adsorcion en
Duolite A-568 a 20 °C.

{soterma ep medio [ %] G %]
Langmuir -6.8 (2.0} 17.7(4.0)
Freundlich 1.1 6.1

0.6+ Y T T T T T

N4+

0.2+

0.0 A ¥ it

029

g (Langmuir)
residuos (Langmuir)

44

-0.6- } t + u t +
5} 5 10 15 20 25 30

Concentracion adsorbida [mg/g]

q (experimental)

Figura B.7: Ajuste a la isoterma de Langmuir para la resina de [EC a 20 °C: (A) Valores de q predichos po
ajuste frente a los obtenidos experimentalmente y (B) andlisis de residuos.
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= S w24
= 3
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S n4-
¢} t } } } u 1 0.6 } t t + } }
0} b 10 15 20 25 K 35 i 5 10 15 20 25 10
g (experimental) Concentracion de equilibrio [mg/gi

35

Figura B.8: Ajuste a la isoierma de Freundlich para ta resina de IEC a 20 °C: (A) Valores de g predichos por el

ajuste frente a los obtenidos experimentalmente y (B) andlisis de residuos.
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Tabla B.5: Errores de cada uno de los ajustes de las isotermas de adsorcidn en

Duolite A-568 a 25 °C.

Isoterma £p medio [ %] G [%]
Langmuir H.6{-1.1) 9.0(5.1)
Freundlich 6.4 14.1
35 04 T Y T T T T
304 0.3+ (B)
., o2
o E 014
=2 1) 4 [ ]
% E 0.0 9 ° - -
Tl
— =
Ty = 1
g 02+
034
0.4 ; t + } t t
0] s 10 15 20 25 30

q (experimental)

Concentracién adsorbida [mg/g}

335

Figura B.9: Ajuste a la isoterma de Langmuir para la resina de IEC a 25 °C: (A) Valores de q predichos por el
ajuste frente a los obtenidos experimentalmente vy (B) andlisis de residuos.
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Concentracién de equilibrio fmg/mij

30
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Figura B.10: Ajuste a la isoterma de Freundlich para la resina de [EC a 25 °C: (A) Valores de q predichos por el
ajuste frente a los obtenidos experimentalmente y (B) andlisis de residuos.
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Tabla B.6: Errores de cada uno de los ajustes de las isotermas de adsorcién en
Puolite A-568 a 30 °C.

Isoterma £q medio { % | o[ %]
Langmuir -44(1.8) 9.6 (3.1)
Freundlich 4.9 12.6

i3 0.4 T T T T Y T
B
304 03+ (B) 1
.y = 027 ]
= g o1t .
S 204 5 .
E Ey =
Ea 3 1 ¢ [] L] -
£ 154 s
= é 01t -
T 04 :E 02 M 1]
E .
37 03+ ]
0 -0.4 t t + + t u
i ] 5 10 15 20 25 30 35
¢ (experimental} Concentracion adserbida [mg/g]

Figura B.11: Ajuste a la isoterma de Langmuir para la resina de IEC a 30 °C: (A} Valores de g predichos por el
ajuste frente 4 los ohtenidos experimentalmente y (B) andlisis de residuos.

g (Freundlich)
residuos (Freundlich)y
o
L)

I : : : : ; 04 } : } } : :

o] bl 10 15 20 25 30 i3 0 5 10 15 20 25 30 A5
g (experimental) Concentracidn adsorbida [mg/g}

Figura B.12: Ajuste a la isclerma de Freundlich para la resina de IEC a 30 °C: (A) Valores de q predichos por el
ajuse frente a los obtenidos experimentalmente y (B) andlisis de residuos.
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Tabla B.7: Constantes de equilibrio de Henry vilidas
para baja concentracién en el sistema o-amilasa/HIC .

Temperatura {°C} K,
4.0 17.8+0.4
20.0 14.1 +0.6
30.0 84+0.1

Tabla B.8: Constantes de equilibrio de Henry validas
para haja concentracidn en el sistema o-amilasa/TEC |

Temperatura [°C] K,
20.0 352+£3.2
25.0 362 1.8

30.0 428108
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ANEXO C. FIGURAS

C.l.- EXPERIMENTOS DE ADSORCION EN TANQUE AGITADO

A continuacion se representan 10s resultados experimentales de ta adsorcion de o-amilasa en
las resinas de HIC e IEC (figuras C.1 a C.8). En las figuras C.9 a C.24 se muestran los ajustes de los
datos experimentales al modelo matemdtico propuesto. Por dltimo, en la figura C.25 se representa
grificamente un cjemplo de la optimacién llevada a cabo para la determinacion del coeficiente de
difusién en los poros en la que se minimiza el valor de la funcién objetivo, ®, decrita en la ecuacion

A.16 del anexo A.
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Figura C.1: Comparacién de la cinética de adsorcidén de o-amilasa en Duolite XAD-
761 a diferentes temperaturas para una concentracidon inicial de 0.10 mg/ml.
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Figura C.2: Comparacién de la cinética de adsorcién de o-amilasa en Duolite XAD-
761 a diferentes temperaturas para una concentracion inicial de 0.25 mg/ml
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Temperatara
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Figura C.3: Comparacion de la cinética de adsorcion de o-amilasa en Duolite A-568 a
diferentes temperaturas para una concentracién inicial de 0.10 mg/ml,
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Figura C.4: Comparacién de la cinética de adsorcion de o-amilasa en Duolite A-568 a
diferentes temperaturas para una concentracion inicial de 0.25 mg/ml.
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Figura C.5: Comparacion de la cinética de adsorcién de a-amilasa en Duolite XAD-
761 para diferentes concentraciones iniciales de adsorbato llevadas a cabo a 20 °C.
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Figura C.6: Comparacién de la cinética de adsorcion de q-amilasa en Duolite XAD-
761 para diferentes concentraciones iniciales de adsorbato Hevadas a cabo a 30°C.
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Figura C.7: Comparacién de la cinética de adsorcion de ¢t-amilasa en Duolite A-568
para diferentes concentraciones iniciales de adsorbalo llevadas a cabo a 20 °C.
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Figura C.8: Comparacién de la cinética de adsorcitn de o-amilasa en Duolite A-368
para diferentes concentraciones iniciales de adsorbato llevadas a cabo a 25 °C.
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C.2.- EXPERIMENTOS DE ADSORCION EN LECHO F1JO

En el presente apartado se muestran las grificas correspondientes a las curvas de ruptura
experimentales para cada uno de las dos adsorbentes en las condiciones de operacion estudiadas, Se
compara la influencia del caudal, la temperatura, la concentracion a la entrada de la columna, el
tamafio de particula y la altura del lecho., La explicacion y comentario de las grificas que a

continuacidn se muestran se encuentra en ¢l apartado 6.4.

1.0- v
0.8 4+
0.6 -+
= b
)
o
0.4 -1~
0.2+ Caudal [mlmin]
- w025
0.0‘7 I . 1 : :I,I’ 2 :
T 0.0 ) 1.0 2.0 3.0 11.0 120

Volamenes de lecho

Figura C.9: Efecto del caudal sobre las curvas de ruptura correspondientes a la columna
de HIC para una concentracion de entrada de 0.50 mg/ml a 20.0 °C.
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0.0 1.0 2.0

Volamenes de lecho

Figura C.10: Efecto del caudal sobre las curvas de ruptura correspondientes a la
columna de HIC para una concentracidn de entrada de 2.50 mg/ml a 20.0 °C.
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0.0 -}~ 2 E i : 1 l'lll i { i
0.0 2.0 4.0 60 230 240

Volamenes de lecho

Figura C.11: Efecto del caudal sobre las curvas de ruptura correspondientes a la
columna de IEC para una concentracion de entrada de 0.50 mg/ml 4 25.0°C.
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Figura C.12: Efecto del caudal sobre las curvas de ruptura correspondienics a la
columna de TEC para una concentracidn de entrada de 2.50 mg/ml a 25.0 °C.
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Figura C.13: Efecto de la concentracion de alimentacion sobre las curvas de ruptura
correspendientes a la columna de HIC para un caudal de 0.25 ml/min a 20.0°C.
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Figura C.14: Efecto de la concentracion de alimentacidn sobre las curvas de ruptura
correspondientes 4 la columna de HIC para un caudal de 1.00 ml/min a 20.0 °C.
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Figura C.15: Efecto de la concentracidn de alimentacién sobre las curvas de ruptura

correspondientes a la columna de IEC para un caudal de 0.25 ml/min a 25.0 °C.
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Figura C.16: Efecto de la concentracién de alimentacién sobre las curvas de ruptura
cotrespondientes a la columna de IEC para un caudal de 1,00 ml/min a 25.0 °C,

C.3.- MODELADO DE LA ADSORCION EN TANQUE AGITADO DISCONTINUQO

A continuacién se presentan las grificas en las que se comparan las curvas obtenidas
experimentalmente con las correspondientes predichas por el modelo matemdtico con el valor del

cocticiente de difusidn en los poros obtenido mediante optimacidn.
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Figura C.17: Curvas, experimental y tedrica (D, =232 - 107" m¥s), de la adsorcién
de o-amilasa en Duolite XAD-761 4 4 °C y una concentracién inicial de 0.10 mg/ml.

1.00 -
= experim.
meodelo
0.95 4
=
& )
)
0.90 4
0.85 - T . , . . .

T v
100 150 200 250

o
i
<

Tiempo [min]|

Figura C.18: Curvas, experimental y tedrica {Dp = 1.32 - 10! mzls), de la adsorcién
de o-amilasa en Duolite XAD-761 4 4 °C y una concentracion inicial de 0.50 mg/ml.
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Figura C.19: Curvas, experimental y tedrica (D, =3.72 - 10™"" m%s), de la adsorcién de
a-amilasa en Duolite XAD-761 a 20 ¥C y una cencentracién inicial de 0.10 mg/ml.
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Figura C.20; Curvas, experimental y tedrica (D, = 1.76 - 107 m¥sy, de la adsorci6n de
o-amilasa en Duolite XAD-761 a 20 °C y una concentracidn inicial de 0.25 mg/ml.
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Figura C.21: Curvas, experimental y teérica (D, = 1.52 - 10™" m?%s), de 1a adsorcién de
o-amilasa en Duolite XAD-761 a 20 °C y una concentracion inicial de 0.50 mg/ml.
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Figura C.22: Curvas, experimental y teédrica (D, = 1.10 - 10! m¥s), de Ia adsorcion de
or-amilasa en Duolite XAD-761 4 30 °C y una concentracidn inicial de 0.10 mg/ml.
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Figura C.23: Curvas, experimental y tedrica (D, = 2.15 - 107" m¥s), de la adsorcion de
a-amilasa en Duolite XAD-761 a 30 "C y una concentracion inicial de (.25 mg/mk,
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Figura C.24: Curvas, experimental y teorica (D, = 2.11 - 10" m%s), de la adsorcidn de
a-amilasa en Duolite XAD-761 a 30 °C v una concentracion inicial de 0.50 mg/ml.
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Figura C.25: Curvas, experimental y teérica (D, = 5.20 - 107" m?s), de la adsorcién
de o-amilasa en Duolite A-568 a 20 °C y una concentracion inicial de 0.10 mg/ml.
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Figura C.26; Curvas, experimental y tedrica (D, = 2.21 - 107" m¥s), de la adsorcién
de a-amilasa en Duolite A-568 a 20 °C y una concentracidn inicial de 0.25 mg/ml.
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Figura C.27: Curvas, experimental y tedrica (D, = 2.08 - 107" m¥s), de la adsorcion
de gr-amilasa en Duolite A-568 a 20 °C y una concentracién inicial de 1.00 mg/ml.
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Figura C.28: Curvas, experimental y teorica (Dy = 6.02 - 1071 m¥s), de la adsorcion
de g-amilasa en Duolite A-368 1 25 °C y una concentracion iniciat de 0.10 mg/ml.
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Figura C.29: Curvas, experimental y tedrica (D, = 2.41 - 107" m%s), de la adsorcién
de g-amilasa en Duolite A-368 a 25 °C y una concentracién inicial de 0.25 mg/ml.
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Figura C.30: Curvas, experimental y tedrica (D, = 2.55 - 10 m¥s), de la adsorcién
de o-amilasa en Duolite A-568 a 25 °C y una concentracidn inicial de 1.00 mg/ml.
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Figura C.31: Curvas, experimental y teérica (D, = 741 - 10" m%s), de la adsorcion
de o-amilasa en Duolite A-568 a 30 °C y una concentracion inicial de 0.10 mg/ml.
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Figura C.32: Curvas, experimental y tedrica (D = 2.75 - 107" m’/s), de la adsorcion
de -amilasa en Duolite A-568 a 30 “C y una concentracién inicial de 1.00 mg/ml.
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Figura C.33: Optimacion del valor de Dp por minimizacion de la funcidn objetivo
para un experimento de adsorcién de (-amilasa en tanque agitado a 25 °C y
concentracion inicial 0.25 mg/ml sobre la resina de intercambio i6nico.

C.4.- MODELADO DE LA ADSORCION EN LECHO FIJO

En el presente apartado se comparan las curvas de ruptura experimentales con las tedricas
derivadas del modelo matemdtico. Los pardmetros cinéticos utilizados para el modelado figuran en el

apartado 7.2 y se han obtenido mediante optimacion del ajuste de ambas curvas.
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Figura C.34: Comparacidn de ia curva de ruptura experimental y calculada mediante el modelo
para la resina de HIC en las siguientes condiciones: Cq = 0.50 mg/ml; Q = 0.25 ml/min; T = 20°C.
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Figura C.35: Comparacion de la curva de ruptura experimental y calculada mediante ¢l modelo
para ia resina de HIC en las siguientes condiciones: Cy = 0.50 mg/ml; Q = 0.50 my/min; T =20"C.
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Figura C.36: Comparacion de la curva de ruptura experimental y calculada medianie el modelo
para la resina de HIC en las siguientes condiciones: Cp =0.50 mg/ml; Q = 1.00 ml/min; T = 20 °C.
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Figura C.37: Comparacion de ta curva de ruptura experimental y caleulada mediante el modelo
para la resing de HIC en las siguientes condicienes: Cy = 1.00 mg/mi; Q = 0.25 ml/min; T =20"C.
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Figura C.38: Comparacién de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el modelo
para la resina de HIC en las siguientes condiciones: Co = 1.00 mg/mi; Q = 1.00 ml/min; T =20 "C.
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Figora C.39: Comparacion de ta curva de ruptura experimental y calculada mediante ¢l modelo
para ta resina de HIC en las siguientes condiciones: Cy = 2.50 mg/ml; Q = 0.25 ml/min; T = 20"°C,
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Figura C.40: Comparacion de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el modelo
para la resina de HIC en las siguientes condiciones; Cy = 2.50 mg/ml; Q = 0.50 ml/min; T =20 °C.
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Figura C.41: Comparacion de la curva de ruptura experimental v calculada mediante el modelo
para la resina de HIC en las siguientes condiciones: Cp = 2.50 mg/ml; Q = 1.00 mi/min; T = 20 °C.
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Figura C.42: Comparacion de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el medelo
para la resina de [EC en las siguientes condiciones: Co = (.50 mg/mi; Q = 0.25 ml/min; T = 25 °C.
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Figura C.43: Comparacion de i curva de ruptura experimental y calculada mediante ¢l modelo
para la resina de [EC en las siguientes condiciones: Cy = 0.50 mg/ml; Q = 0.50 ml/min; T =25"C.
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Figura C.44: Comparacién de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el modelo
para la resina de IEC en las siguientes condiciones: Co = 0.50 mg/ml; Q = 1.00 ml/min; T = 25 °C.
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Figura C.45: Comparacion de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el modelo
para la resina de [EC en las sipuientes condiciones: Cy = 1.00 mg/ml; Q = 0.25 ml/min; T = 25 °C.
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Figura C.46: Comparacidn de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el modelo
para la resina de IEC cn las siguientes condiciones: Cy = 1.00 mg/ml; Q = 0.50 ml/min; T = 25 °C.
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Figura C.47: Comparacion de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el modelo
pard la resina de IEC en las siguientes condiciones: Cy = 1.00 mg/mi; Q = 1.00 ml/min; T =25°C.
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Figura C.48: Comparacién de la curva de ruptura experimental y calculada mediante €] modelo
para la resina de IEC en las siguientes condiciones: Cp = 2,50 mg/ml; Q = 0.50 ml/min; T = 25 "C.
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Figura C.49: Comparacién de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el modele
para la resina de IEC en las siguientes condiciones: Cp = 2.50 mg/ml; Q = 1.00 ml/min; T = 25 °C.
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Figura C.50: Comparacién de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el modelo
para 14 resina de [EC en las stguientes condiciones: Cy = 0.50 mg/ml; } = 0.50 ml/min; T = 20 °C.
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Figura C.5t: Comparacion de la curva de ruptura experimental y catculada mediante el modeto
para la resina de 1IEC en las siguientes condiciones: Cy = 0.50 mg/ml; Q = 0,50 mi/min; T =30 "C.
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NOMENCLATURA

Absorbancia a 280 nm.

Area BET.

Area molecular de contacto ligando-adsorbato en HIC.
Pardmetro de la isoterma de Langmuir.

Concentracion de adsorbato en la fase fluida en el interior de los poros.

Concentracion de adsorbato en el seno de la tase fluida fuera de las particulas.

Difusividad molecular del adsorbato A en la disolucion B.
Coeficiente de difusion intracristalino.

Coeficiente de dispersién axial.

Coeficiente de difusividad de Knudsen.

Didmetro de particula.

Coeficiente de difusion en los poros.

Aceleracion de la gravedad.

Variacion de la energfa libre de adsorcion.

Variacion de la entropfa de adsorcidn.

Flujo de adsorbato que atraviesa la capa limite externa.
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NOMENCLATURA

(e’

AS”:

Ir:

[::):

Constante aparente de adsorcién (Ec. 3.4)
Factor de capacidad.

Constante de adsorcion (constante de Henry).
Coeficiente de difusidn externa.

Pardmetro de la isoterma de Freundlich.
Factor de capacidad en ausencia de sal.
Longitud de lecho.

concentracién molal.

Masa molecular del adsorbato.

Masa molecular del disolvente,

PreSiGI - - mm-mm o e e

Concentracion de adsorbato adsorbida por unidad de masa de adsorbente.

Caudal.

Capacidad mixima del adsorbente.
Constante de los gases.

Radio de particula.

Variacion de la entropia de adsorcidn,
Tiempo

Tiempo de retencién del adsorbato.
Tiempo de retencion del trazador.
Temperatura.

Velocidad intersticial de un fluido.
Volumen molar medio del disolvente.

Volumen de disolucion.

Volumen molar medio del soluto a su temperatura de ebullicion.

Volumen de poro.
Masa de resina.
Carga caracteristica de la proteina.

Carga neta del contraion en IEC.

Letras griegas

Pardmetro de la isoterma de Freundlich.
Porosidad de columna.

Porosidad de particula.

Funcion ohjetivo (Ec. A10).

Dxidametro interno del lecho.
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A Pardmetro de interaccion hidrotébica.
T8 Momento dipolar de una proteina.
Viscosidad de una disolucién.

Primer momento (Ec. 3.1).

p: Densidad de un fluido.

Pa: Densidad aparente de un sélido poroso.

P Densidad real de un sélido poroso.

a: Incremento molal de tension superficial de una sal.

o Segundo momento central (Ec. 3.2).

T Factor de tortuosidad.

O: Fraccion de la superticie de un adsorbente cubierta por moléculas de adsorbato.
Acrénimos

HPLC: Cromatografia Iiquida de alta eficacia.

HIC: Cromatografia de interaccion hidrofobica.
IEC: Cromatografia de intercambio inico.

GH:  Grado de hidrélisis 0 equivalente de dextrosa.
GP:  Grado de polimerizacion.
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