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1. INTRODUCCIÓN

El espectacularavance que han experimentadola ingeniería genéticay la ingeniería

bioquímicaen lasdos últimasdécadasha permitido el desarrolloy la apariciónde un grannúmerode

productos y procesosbiotecnológicosde nuevacreaciónasí como la sustituciónde otros, que se

realizanen la actualidadpor procesosconvencionales.Estasituaciónde rápidocrecimientocontinúa

en la actualidadgracias,en parte, al sinergismoproducido por el acoplamientode las diferentes

disciplinas de la ciencia, básicay aplicada,y la técnicaque se van sumandoal desarrollode la

biotecnología.

Esta parte de la ciencia se está desarrollandoen base a tres panes ltndamentales:la

producción,el control debioprocesosy la recuperacióny purificacióndel productofinal. A cadauna

deellas,queestáen procesode evolucióny ramificación,se le estdnañadiendonuevasdisciplinasde

la cienciay la técnicay otrasya establecidasque se han adaptadoalas característicasparticularesde

los procesosy los productosbiotecnológicos.

La separacióny purificacióna escalaindustrial de una proteínaprocedentede un caldo de

fermentaciónes unaetapabásicaen la biotecnologíadeprocesosactual,yaque,en general,representa

el mayor coste de producción. La viabilidad económica y la competitividad de un proceso
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biotecnológicodependeno solo de las innovacionesllevadas a cabo en la produccióngracias al

avancede la biología molecular,inmunología.microbiología,etc., sino tambiénde la innovacióny

optimación de los procesos de purificación (Wbeelwright, 1987). En algunos procesos

bioteenológicos,las etapasde separacióny purificaciónpuedenllegar a suponerentreun 50 y un 80%

delos costesdeoperación.

El diseñode bioprocesos,económicamenterentables,a escalaindustrial paralapurificación

de proteínassuponelaobtenciónde rendimientoselevados,altosnivelesde purezay ininimizaciónde

costes,paralo cual es necesariorealizarlas siguientesacciones(Asenjo, 1990): (a) definición de las

especificacionesdel productofinal, (b) caracterizaciónde las propiedadesfisicoquímicasde la mezcla

y (c) definiciónde las etapasde purificacióny de las restriccionesdel sistema.

La definición del productofinal suponeel conocimientoprevio de la aplicaciónala quese va

adestinar.En estaetapaesnecesarioestablecerla purezay concentraciónrequeridade laproteínaque

se va aobtener,así comolos nivelespermitidosparacadaunade las impurezasque lo acompañan.

Las especificacionescomercialesde purezapara las proteínasutilizadas en medicina suelen ser

mucho más estrictas que las correspondientesa las proteínasindustriales.Esta situación se hace

especialmentecrítica en el casode la producciónde vacunas,de las que es imprescindibleeliminar

trazasde determinadasimpurezasa fin deevitarposiblesreaccionesinmunogénicasindeseadas.

El conocimientode las propiedadesfisicoquímicas del caldo de fermentación y de los

componentesque lo integranes ttndamentalparael diseñodel procesode purificación.Es necesario

determinar la cantidad y tipo de impurezas presentes,concentracióndel producto, lugar de

localización (citoplasmática,periplásmica, extracelular, cuernos de inclusión), características

tisicoquimicas(puntoisoeléctrico,masamolecular,carga,hidrofobicidad ) y estabilidaddel mismo.

Este último aspectopuede influir y determinarel tipo de operaciónunitaria adecuadapara la

purificación o discriminar las que no son viables parael mantenimientode la actividad catalítica

propiade la proteínaquese persiguepurificar.

Una vez realizadaslas dos primerasetapas(a) y (b), es necesariodefinir las operacionesde

separaciónquese incluiránen el proceso.Comoprimeraaproximaciónse puedenaplicarunaseriede

reglasheurísticasparalaseleccióndeestasetapas(Wheelwright, 1987: Asenjo y Patrick,1990):

(1) Seleccionaretapasde separaciónque se basen en diferentespropiedadesfísicas.

químicaso bioquímicas.

Un procesode purificación suele ser más efectivo si cadauna de las etapasque lo

forman se basaen unapropiedaddiferentede los componentesque se deseanseparar

Por ejemplo, unaoperaciónde ultrafiltración seguidade cromatografíade intercambio

iónico o deafinidad.
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(u) Elegir procesosde purificaciónquemaximicenlas diferenciasentrelas propiedades

del productoy las impurezas.

Es convenienteconocer las propiedadesfisicoquímicasde los componentesde la

mezclaconobjeto de establecerencual de ellos difierenmásel productoy el restode

sustanciasno deseadasque lo acompañan.

(iii) Separarlas principalesimpurezaslo antesposible.

Estogeneraimentesuponeuna reducciónde la cantidadtotal de material que se va a

procesar,elevandola concentracióndel producto.Estasituaciónimplica variasventajas

de formaconjunta; en primer lugar la reducciónde la corrienteque se alimentea las

posterioresetapasdisminuyeel tiempo de procesadoasícomolos costesde operación

asociadosa las mismas;en segundolugar, en el procesodeeliminaciónde la impureza

mayoritariasesueleneliminartambiénotrasconpropiedadessimilares.

(iv) Realizarlaetapamáscarao complejaal final.

A lo largo de un proceso de purificación, el volumen o la masade material para

procesardisminuyea medidaquesedesarrollacadaunade las etapasque lo componen.

Los costesde producciónaumentanproporcionalmentea la cantidadprocesadapor lo

que es aconsejableutilizar operaciones de alto coste, como la cromatografíade

atiidad,cuandoestacantidadeslo menorposible.Desdeel puntode vistatécnico,hay

operacionesde separaciónmás adecuadaspara tratar los elevadosvolúmenesque

existenal inicio delproceso.

(vi) Utilizar unaetapadealtaresoluciónlo antesposible.

Estareglaimplica el diseñode procesosdepurificaciónconel menor númerodeetapas

posibley, por tanto,unaimportantereducciónde costes.Por ejemplo,en un proceso

constituidopor diez etapasen serie,en la quecadaunade ellas tengaun rendimiento

del 90%, el rendimiento final en el productode interés serámenor del 35% (como

muestrala figura 1.1).

Dentro de las etapasde altaresolucióndestacan,por su versatilidady facilidad de escalado,

las técnicascromatográficas.Existen diversostipos diferentes de cromatografíadependiendodel

mecanismode interaccióny retencióndel adsorbatopor parte de la fase estacionaria(como se

describeen el apartado1.2), comoson la cromatografíade interacciónhidrofóbicay en fasereversa.

de intercambioiónico, de afinidad,flítración engel, etc.

Parautilizar de una formaeficazlos métodosde purificacióna escalaindustrial esnecesario

un profundo conocimiento del comportamientodinámico del proceso. Una forma adecuadade

expresardicho comportamientoes medianteel uso de modelosmatemáticosfenomenológicos~.Estos
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expresan la evolución temporal de las variables dependientesdel proceso de purificación

(concentraciónde salida,pureza, ...) en ffinción de las propiedadesfisicoquímicasy condicionesde

operacióndel mismo.Los modelosmatemáticosse proponenapartirde unaseriedehipótesisbasadas

en la observaciónexperimentaldel sistemaobjetode estudioy encuentransuutilidaden el desan-ollo

(leí diseño del procesode purificación así como en la simulacióny optimación de sus diferentes

etapas.Esto último es de gran importanciadebido a la considerablecontribución de las etapasde

separación-purificaciónen el costeglobal de producción,pudiendoalcanzarhastael 80 % del mismo

parael casode determinadasproteínasterapéuticas(Kenney,1990). La optimaciónde aquellas,de la

forma másrigurosaposible,es fundamentalparala rentabilizacióny viabilidad de cualquierproceso

biotecnológicointegrado.

loo
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Figura 1.1: Rendimientoobtenido en un procesode separación-
purificaciónen funciónde la eficaciadecadaetapa.

1.1.-ct-AMILASA

La a-amilasa(1,4-a-D-glicanglicanohidrolasa;EC 3.2.1.1) es una enzimaque cataliza la

hidrólisis de los enlaces~-í.4-glicosidicos del almidón, quedandocomoproductosde reacciónpoli- y

oligosacáridosdediferentelongitud,a-dextrinasy el disacáridomaltosa.

La a-amilasaes unaenzimapresenteenprácticamentetodoslos organismosvivos (Raimbaud

el al., 1989; Vihinen y Mantsála,1989). Se han identificado y estudiadoa-amilasasdesdecélulas

procariotasde Los géneros<Bacillus, Streptomvces, Acromonas, Escherichia, Saccharomycopsvs,

Strep¿ococcus, ...) y encamotas(Aspergillus, Succharomyces, Mucor, Candida, Rhizopus ) hasta

plantassuperiores(maíz, trigo, cebada, ...). artrópodos (Drosophila) y mamíferos(cerdos, ratones.

ratas,humanos),posiblementepor ser un mecanismoquímico generalparala obtenciónde glucosa

parael metabolismoenergéticode estosorganismos.

0 1 2 3 4 5 6 7 5

Número de Etapas



PURIFICACIóN DE a-AMWASA DEAspergillusoryzaePORADSORCIÓN 5

1.1.1.-Estructuray actividadeatal<tica

La a-amilasa de Aspergillus oryzae es una metaloproteinaformada por una cadena

polipeptídicaque consta de 478 residuos. La estructuraprimaria se ha determinadomediante

secuenciacióndirectade la cadenapolipeptídica(Todaetal., 1982)y tambiénpor deduccióna partir

dela secuenciade nucleotídicadel genquecodificaparalaproteína(Tadaet al., 1989). La molécula

puedecontenerhasta10 iones Ca2~, aunquesólamenteuno de ellosno es disociable,siendoesencial

paramantenerla actividad catalíticay paraestabilizarla estructuratridimensionalde la proteína

(Vallee etal., 1959).

Tabla 1.1: Aminoácidosqueforman laa-amilasadeA. oryzae.

Amino ácido

Alanina
Arginina
Asparragina
Ácido Aspártico
Cisteina
Glutamina
Ácido glutámico
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina

Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serma
Treonina
Triptófano
Tirosina
Valina

Total

Composición(AP’ Composición(B)* Diferencia
basadoenla secuenciade basadoen la secuenciade (A-fi)

aminoácidos nucledtidos

37
lo
26

44
lo

18

12
41
6

27
34
20
9
14

21
37
40
9

34

29

478

37
lo
26

41

9
19

12

41
.7

29
34
20
9
14
20
36
40
10
34
30

478

o
0
o
3

—l
o
o
—l
-2

o
o
o
o

o
—1

o
—1

Las diferencias encontradasentre las secuencias

métodos(unaadición,unasupresióny diez sustituciones)no

centroactivo, pudiendodebersea variaciónentrelas cepas

de aminoácidosobtenidas por ambos

afectan a ningún residuo perteneciente al

utilizadasparacadauno de los estudios

Todaeta1., 1982.

ladaeral., 1989.
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(Tadaeta!., 1989).

La estructurasecundariay terciaria de la a-amilasade A. oryzae se ha estudiadoen

profundidadmediantedifracciónde rayosX (Matsuuraet al., 1979; Matsuuraet al., 1980; Matsuura

etal., 1984; Boel el al., 1990; Swift etal., 1991). La moléculaes un elipsoidecuyasdimensionesse

hancalculadoen 80 x 45 x 35 A. La estructurase pliegaformandodos dominiosprincipales,amino

terminal(residuos1 al 380) y carboxiloterminal(residuos384 al478).

El primerode ellosestáconstituidoa suvez por dossubdominios,denominadosA y B. El A

(residuos1 al 121 y 177 al 380) constade unaestructurasupersecundariade barril (a/(3)8 en la que

existenocho a-hélicesrodeandoa ocholáminas[3,en sumayoríaparalelas,queforman elbarril. Este

tipo de estructurase ha identificadoen otros 16 tipos de proteínas,todasellas con funcióncatalítica

(Farbery Petsko,1990). Asimismo,pareceser unaestructurabásicaen la mayoríade las cz-antilasas

de diferentesorígenes,incluso en aquellascon bajahomologíaen estructuraprimaria. De estudios

indirectos(MacOregory Svensson.1989; Raimbaudet al., 1989)se desprendela conservaciónde este

dominio que es también observadoen otras «-amilasas cuya estructuratridimensional se ha

determinadoenespeciestan alejadascomoAspergillus niger y cerdo(Brady etal., 1991; Qian et al.,

1993).

c

Figura 1.2: Esquemade la disposiciónde las estructurasde a-hélice(O) y
láminasg (O) queformanlos dominiosA, 3 y C. Los extremosaminoterminal
y carboxilo terminal vienen señaladospor N y C respectivamente(Fuente:

Matsuurael al., 1984).

El pequeñosubdomiioB (residuos122 al 176) se localiza a partir del bucle siguientea La

terceralámina~ hastala terceraa-hélicedel subdominioA. Constadetres hojas I~ antipaxalelas,así

comode unaregiónde estructuramásirregularformadapor buclesdc interconexión.

Dominio C

Dominio A

Dominio B

El dominiocarboxiloterminal, C, (residuos384 al 478) pliegaochoestructurasde láminaj~
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2TAA) y se han representadográficamentemedianteel programa RasMac Molecular Graphics,

Machintoshversion2.5 (© R. Sayle,1994).

La a-amilasaes unaexoenzimaque catalizala escisión,al azar, de los enlacesa-D-1,4

internosde las largascadenasdepolisacáridosde quese componeel almidón. El almidón, la forma

principal de almacenamientode hidratosde carbonoen las plantas,es un polímerode a-D-glucosa

que existe como mezcla de dos formas: amilosa y amilopectina.La primera es un polímero

prácticamentelineal en el que las subunidadesde glucosase encuentranunidaspor enlacea-D-l,4,

llegandoa alcanzartamañoscuya masamolecularse encuentraalrededorde 300000.La amilopectina

es un poiímeroramificadocuya masamolecularpuedeoscilar entre 1.5 - 3.0 lOt consistiendoen

cadenaslineales formadas por subunidadesde glucosa unidas entre si por enlace a-D-l,4 y

ramificacionesdc 20 a 30 subunidadesunidasa la cadenalineal por enlacesa-D-1,6. El almidón

procedentede loscerealesconsiste,aproximadamente,en un 20 - 30%de amilosay un 80 - 70% de

amilopectina.

Asp2fl\—.<

1,74
VaI2í ‘3.....

•0’

Figura 1.5: Representacióndel modelode unión al sustratoy catálisisde la
cz-amilasadeA. oryzaemostrandolosresiduosde aminoácidosimplicadosen
dicho mecanismo.Las líneas discontinuasrepresentanposibles puentesde
hidrógenoentrelaenzimay el sustrato(Fuente:Matsuuraetal., 1984).

El modelode uniónal sustrato(Matsuuraetal., 1984)suponeunaconformacióncurvadade la

amilosa en la que intervienensiete subunidadescontiguas de glucosaque se acoplan al centro

catalíticode laenzimamedianteenlacecon 19 de sus aminoácidos,dosdelos cuales(Asp-297y Glu-

23(J) son losqueintervienendirectamenteen la roturade un único enlaceglícosídicoque existeentre

Lys209 H¡s 210

Ilisiz?
Tr¡83

jiij

G~u35

A> p
340

.4sp

297jt

-9
H~s 296

Arg344
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las subunidadesdeglucosaen posicióa4 y 5.

La mayoría, sino todas, las proteínassecretadaspor hongos filamentososse encuentran

glicosiladas.Enparticular,la a-amiíasadeA. o,zaecontieneunasolacadenade oligosacáridounida

a un residuode asparragina(Asn-197). Se han propuestodiferentesestructuras(Yamaguclúet al.,

1971; Minobe et al., 1979) constandotodas ellas de varias subunidadesde manosaunidas a la

proteínaatravésde dos restosde N-acetil glucosamina.

Man

~Man

CDMan Man — GlcNAc — GtcNAe —

Man~

Figura1.6: Esquemade la estructuradel oligosacáridodelaa-amilasade A.
oryzae, dondeMan y GIcNAc representan,respectivamente,subunidadesde
D-manosay deN-acetilglucosamina(Minobeetal., 1979).

1.1.2.-Producción

La a-amilasaprocedente de A. oryzae fue la primeraenzima microbianaproducidaa escala

industrialy comercializada(Takamine,1894). El productoobtenidose denominé“Takadiastasa”y su

producciónse realizabamediantecultivo ensuperficie(denominadosemisólido).

Las ventajasde los cultivos sumergidosradicanen la mayor facilidadde medir, controlar y

modificar los factoresy parámetrosque influyen en el proceso(pH, temperatura,transferenciade

oxígeno,composicióndel substrato,...) (Frosty Moss, 1987).

Debido a la gran importanciaeconómicae industrial de los procesosde fermentaciónen los

que se produce a-amilasa,hay una casi total falta de información acerca de las condicionesde

crecimientoy producciónde los microorganismosdesarrolladaspor las compañíasproductoras.Sin

embargoexistenbastantesestudiosa escalade laboratorioy planta piloto sobrela influenciade las

condicionesde operaciónen las que se desarrollala fermentaciónde los diversosmicroorganismos

productoresde a-amilasa.

En la actualidadelA. oryzaees el microorganismomás ampliamenteutilizado como fuente

productorade a-amilasade origen fúngico. En la literaturase encuentrannumerososestudiosen los

quese investigala influenciade las condicionesexperimentalesenel crecimientodel microorganismo

y en la producción de a-amilasa,así como de los diferentes tipos de operación en los que se
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desarrollanlasfermentaciones.

Encondicionessimilaresde operacióny paramediosde cultivo condiferentecomposición,la

producciónde a-anilasaporA. oryzaese ve favorecidaen fermentacionesrealizadasmediantecultivo

sumergidoagitadofrente a aquellasdesarrolladasen cultivos líquidos sin agitación(Kundu y Das,

1970). Diferentesautores,por otra parte,obtienenmenoresnivelesde producciónutilizandocultivos

sumergidosque los alcanzadoscon cultivos sobresubstratosólido en salvadode trigo o granosde

arroz (Meyrath y Bayer, 1980; Nakadaiy Nasuno, 1988). Este último tipo de fermentaciónse ha

usadotradicionalmenteenJapónparaproducirel preparadoenzimáticokoji.

Respectoa la influenciade la fuentede carbono,se ha encontradoque paracultivos de A.

oryzaeen operacióncontinua,la maltosainducea la producciónde a-amilasaentreun 50 y un 70%

máseficazmenteque la glucosa(Carísen, 1994). Otrosestudiosseñalan,tras la maltosay en orden

decrecientede eficacia,el a-metil-D-glicósidoy el almidón como inductoresde la síntesisde a-

amilasa(Yakubi et al., 1977). Sin embargo,el almidón producemayoresniveles de la enzimaque la

maltosa,dextrinas y otros azúcaressimples cuando se utiliza como fuente de carbonopara el

crecimientodel microorganismo(Malik y Chaudhary,1977).

Experimentosllevadosa caboen sistemascontinuosy semicontinuos(Carísen,1994) indican

que. en el caso del A. oryzae, el crecimientocelular está relacionado,casi linealmente,con la

producciónde a-amilasa.De estaforma, la actividadenzimáticaproducidadisminuye al hacerlo la

velocidadespecíficade crecimiento.Por otro lado, la operaciónen continuoconducea producciones

dea-aniilasamayoresquela operaciónmediantefermentacionesensemicontinuo.

Junto a los estudioscorrespondientesa la producciónde a-amilasapor A. oryzae, existen

otros relativos a otras a-ainilasasIiingicas. Jarniewiczy Wlodarczyk(1978)seleccionaronunacepa

de A. niger y desarrollaronun medio de cultivo basado en destiladosprocedentesde patata

suplementadocon almidón, obteniendoniveles altos de producción de a-amilasa durante la

fermentación.Tambiénse hanestudiadolos parámetrosde escaladoen fermentadoresagitadosy

aireadospara este mismo microorganismo(Ghildyal et al., 1980). El hongo comestibleCalvatia

gigantea producetambién elevadascantidadesde a-amilasaen cultivos discontinuos(Kekos y

Macris, 1983) a una temperaturade 25 0C, teniendo la enzima obtenidade este organismo

característicasy propiedadesmuy similaresalaprocedentedeA. niger.

Debido a la mayor termoestabilidadque las procedentesde hongosfilamentosos,las a-

amilasasde origenbacterianoocupanun lugar importanteen la industria,siendomásadecuadasque

aquellas para determinadasaplicaciones. El Bacillus subtilis fue la primera especie bacteriana

utilizadaparaproducir a-amilasa.El cultivo líquido en superficie,utilizadoenun principio, dio paso,
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postenormente,a la generalizacióndel cultivo sumergidoaireadode este y otros microorganismos

productoresdeenzimasamilolíticas.

Las diferentesa-amilasasprocedentesde distintasespeciesgeneranuna amplia variedadde

distribucionesde oligosac&idoscomo productosfinales de la hidrólisis del almidón.La a-anilasa

procedentede Bacillus amyloliquefaciensproduce maltohexosacomo componentemayoritario

mientrasel Bacillus licheniformisda, principalmente,maltopentosay maltosa.La glucosaes obtenida

solamentecomoproductominoritario (Norman, 1981).

Se ha observadoque la fermentaciónde 8. amyloliquefaciensen operaciónsemicontinua

produceun 60% másde actividad amilolítica que en operacióndiscontinuacuandose trabajaa altas

concentracionesde substratoque actúancomo inhibidor del crecimientoo cuandose generancepas

mutantesmenoseficacesduranteel procesofermentativo(Yoo et al., 1988). La selecciónde cepas

mutantes de baja productividad de a-amilasa también se ha demostrado en fermentaciones en

continuo de 5 subtilis (Fencí y Pazíarova,1982). En el citadoestudio se compruebaque el uso de

mediosde cultivo en condicionesde limitación de nutrientesse favorecela selecciónde mutantesde

bajaproductividad.Sin embargo,cuandose cultivaen mediosmáscomplejosy ricos en nutrientes,la

producciónde enzimas extracelularesno es una desventajay se promuevela selecciónde cepas

superproductoras.

En fermentacionessumergidasy aireadasde B. licheniformisen régimendiscontinuose ha

demostradoque lautilización de glucosacomosustratoenlugar de almidón,aumentala producción

de a-amilasa.Paralelamente,la viscosidaddel caldode cultivo se reducey desapareceel problemade

la esterilización del almidón, causa frecuentede contaminacióndel medio durantelas primerashoras

del proceso(Tonkovaet al., 1993).

Análogamenteal comportamientode la fermentacióndeA. oryzaeparaproducira-amilasa,la

síntesisde la enzimaaumentaproporcionalmentecon la velocidadespecíficade crecimientoen el

caso de cultivos continuos de 8. licheniformis (Frost y Moss, 1987). Mediante fermentaciones

realizadasen operaciónsemicontinuase alcanzansimilares niveles de actividad enzimáticaque

aquellosobtenidosen continuo,sin embargo,en el primer caso, la concentraciónde a-amilasaen el

medioes maselevada(Pazíarovaeta!.. 1984).

La producción de a-amilasa se encuentra reprimida por glucosa e inducida por los fragmentos

procedentes de la degradación del almidón. En la fermentación de II. lichen~formis. los mayores

rendimientos en a-amilasa se obtienen utilizando glucógeno y maltotetraosa, mostrándose también

eficaz con maltotriosa y maltopentosa. Sin embargo, con disacáridos como la maltosa el rendimiento

se reduce al 20% dcl obtenido con glucógeno, no siendo significativa la producción de a-amilasa
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mediantela utilizaciónde diversosmonosacáridos(Saltoy Yamamoto,1975).

Gracias al avancede la ingenieríagenética,se han logrado desarrollarmicroorganismos

mediantemutacióngenéticay selecciónfenotípicaañadidoa procesosdetransferenciade genesentre

diferentes especies.De este modo se logran obtener altos niveles de expresión de proteínas

recombinantes.En general, la producción de este tipo de proteínasse encuentrapromovidaen

condicionesde fermentaciónque perjudicanla velocidadde crecimientodel microorganismo,para

alcanzarrelacionesmás favorablesentrela proteínade interésy el restode proteínasdel organismo

productor.

En la fermentacióndel B. subtilis, al que se le ha introducido el gen que expresadicha

proteínaen la bacteriatermófilaBacillus stearothermophilus,la sustituciónde glucosapor almidón

comofuentedecarbonohacedisminuir la velocidadde crecimientode las célulasrecombinantesa la

vez que favorecela producciónde cz-amilasapor unidadde masacelular y aumentael períodode

tiempo en el que seestáproduciendodichaenzima(Leey Parulekar,1993).Unaestrategiaadecuada

parala obtenciónde a-amilasamedianteestemicroorganismoes la de realizarunaprimeraetapade

fermentación en discontinuo, en la que se favorezca el crecimiento celular, seguida de una

fermentación en semicontinuo con las condiciones apropiadaspara obtener mayor actividad

enzimática.De estemodo,se obtienenaumentosde producciónenzimáticade hastael 54% respecto

al cultivo desarrolladoen unasolaetapaen discontinuo.En fermentacionescontinuasllevadasa cabo

con 8. suhtilis recombinante(Wei et al., 1989),seha comprobadoque la actividadespecíficade a-

amilasa disminuye al aumentarla velocidad de dilución así como la velocidad específicade

crecimientodelas célulasrecombinantes.

El A. o’yzae se ha utilizado también como microorganismohuéspedparaexpresargenesque

codifican parala a-amilasacorrespondientesa cepasmutantessuperproductoras(Christensenet al.,

1988). Así, se ha conseguidoelevarla concentraciónde a-amilasaen el sobrenadantedel medio de

fermentacióndesde1.0 mg/mI, enel casodela cepaoriginal deA. oíyzae,hasta12.0 mg/mlenel caso

de la cepa recombinante.

En la actualidad,no sólo se encuentranpatentadosprocesosde producciónen los que se

utiliza a-amilasa,recombinanteo no, comocatalizadorde determinadasreaccionesquímicassino que

tambiénestánsujetosa patentelos procedimientosde donaciónasí comolos vectoresde expresión

utilizadosparaproducirenzimasrecombinantes(Levin y Joyet, 1986).

Más recientemente,seha estudiadola producciónde enzimasextracelularesmedianteel uso

de células inmovilizadas. Se ha observado que el crecimiento de células a partir de esporas

inmovilizada de A. niger, Peniciliumfuniculosum y Phanerochaete chrysosporium por atrapamiento

en gel de alginato cálcico produce distribucionesdel microorganismomis homogéneasque la
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obtenidapor inmovilización del micelio ya crecido(Linko et al., 1988). Los valoresde temperaturay

pH óptimosparala producciónde a-amilasapor célulasde A. nigerinmovilizadassonsimilaresa las

obtenidas para la fermentación utilizando el micelio libre, pero la estabilidadtérmicade la enzima

obtenida es mayor. La fermentación de 8. subtilisinmovilizadoen gel de carrageenanen bioreactores

continuos aireadosaumentala producciónde a-amilasaen un 20% respectoal cultivo en iguales

condicionescon las bacteriasensuspensión(Guoet al., 1990).

Tambiénse haninmovilizadodiversasbacteriastermófilasanaerobiasen gel de alginatopara

la producciónde a-amilasay pululanasamediantefermentaciónen régimensemicontinuoa 60 0C

utilizandoalmidóncomosubstrato(Klingeberget al., 1990).Los nivelesdeproducciónde a-amilasa

aumentancon la inmovilización,hastadoceveces,enel casodel Clostridiumthermosaccharolyticum

y alrededorde dos vecesparauna cepade C. thermohydrosulfuricum y paraThermoanaerobacter

jinnii. Las fermentacionesllevadasa caboconotra cepamutantede C. thermohydrosulfuricumy con

Clostridiumthermosulfurogenesno hanmejoradolos resultadosobtenidosmedianteel cultivo de esas

especiesensuspensión.

Sin embargo,otros autoresponenen duda la eficacia y utilidad de las fermentacionesde

microorganismosinmovilizados. Se han descrito una serie de problemas relacionadoscon la

producciónde a-amilasapor célulasde A. amyloliquefaciensinmovilizadasen gel dealginatocálcico

(Argirakos et al.. 1992). En estos estudios se han descrito rendimientos inferiores a los alcanzados en

fermentaciones tradicionales de dicha bacteria para tiempos altos de operación. Problemas de

transferenciadc materia,especialmentede oxígeno,degradacióne inactivacióncelular por intibición

debidaa la acumulaciónde material orgánicoe inorgánicoen el interior de las partículasasí comoel

crecimiento en el medio líquido de las bacteriasdesorbidasson posibles causasde la falta de

efectividaddescrita.

1.1.3.-Propiedadesfisicoquímicas

Las propiedadesfisicoquímicasde las diferentesa-amilasasvarian en un amplio intervalo

dependiendodel organismo productor, indicando una importante adaptaciónevolutiva a las

condicionesmedioambientales.

El pH óptimo parala actividadde las distintasa-amilasasoscilaentre,aproximadamente,2 y

10.5. Parala mayoríade las a-amilasasproducidaspor microorganismosde la especieAspergillus,

este intervalo se limita a 4.5 - 6.6 (Vihinen y Mántsálá, 1989). Algunas procedentesde Bacillus,

fuertemente acidólilos, pueden encontrar su pH óptimo a valores alrededordc 2 y de otros alcalótilos

a valoresde pH igualeso superioresa 10, aunqueparala mayor partede las a-amilasasprocedentes
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debacteriasel intervaloóptimo seencuentraentre4.5 y 6.5.
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Figura 1.7: Efecto del pH sobrela actividadde a-a’nilasade A.
oryzae a 37 ‘c (Fuente: Ficha Técnica de Fungamyl® HO, Novo
NordiskA/S, Bagsv~rd, Dinamarca).

La temperaturade actividadóptima de la a-amilasaproducidapor el hongo filamentosoA.

otyzaevaria entre35 y 55 0C, en función de la cepaquelo produce.La actividadhidrolíticade laa-

amilasaprocedentede bacteriasdel géneroBacillus es óptima,generalmente,a valoresmásaltos de

temperatura,llegandohastalos 1000C enalgunascepasde B. lichenWormis(Piggottet al., 1984).
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Figura 1.8: Efecto de la temperatura sobre la actividad de a-
amilasa de A. oryzae a un pH de 4.7 (Fuente: Ficha Técnica de
Fungamyl® HO, Novo Nordisk A/S, Bagswrrd, Dinamarca).

En general,la mayoríade las a-amilasassonestablesen los intervalosfisiológicoshabituales

de temperaturay pH. La estabilidadde las enzimas no solo dependede las condicionesde pH y

temperatura sino, también,de la composicióndel medioen el quese encuentren.El intervalo de pH

enel que lasenzimassonestables,se modificaen funciónde latemperaturay el tiempo de incubación

3 4 5 6 7 8

pH
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en unas condiciones determinadas. En general,puedehablarsede una mayor termoestabilidadde las

a-amilasaprocedentesde Bucillas. Algunas cepas de 8. stearothermophilusmantienenel 100%de la

actividad tras una incubación a 70 0C durante24 horas(Manningy Campbell, 1961; Manning etal.,

1961).

La a-amilasade A. oryzaees unaenzimaextremadamenteestableen el intervalode pH 5 - 8,

no detectándosedesactivación,de forma significativa, tras largos períodosde tiempo en estas

condiciones(Carísen,1994). En la figura 1.9 se muestrala estabilidadde la a-ainilasaen función del

pH a dos diferentestiemposdeincubación.
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Figura 1.9: Estabilidadde la a-amilasade A. oryzae en
Función del pH del medio. Incubada a 30 0C durante 30
minutos(O) y durante14 horas(A) (Fuente:Carísenci al.,
1996).

En condiciones más extremas, ~icidasy básicas, la enzima se desactiva en gran medida en un

intervalo muy estrechode pH. Bajo incubacióna pH ácido, la inactivaciónde la a-amilasade A.

oryzae sigue una cinética de primer orden, cuya constanteaumentaparabólicamentecon la

disminución de la concentraciónde protonesen el medio (Cansenel al., 1996). Estos mismos

estudiosindicanqueel procesode reactivaciónde a-amilasadesactivadapor ácidosiguetambiénuna

cinética de primer orden,aunquela recuperaciónde actividadno es,en ningúncaso,total. En la figura

1.10 se muestra el proceso de reactivación a diferentes valores de pH. Este mecanismo de inactivación

propuestosupone la existencia de dos formas inactivas de a-amilasa,una de las cuales está en

equilibrio reversible con la forma original activacuandose aumentael pH hastavalores neutros.La

otra formacorrespondea unaa-amilasairreversiblementeinactiva(Cansen.1994).

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

pH
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Figura 1.10: Reactivación de a-amilasa de A. oryzae
inactivada por ácido a diferentes valores de pH. Tras
incubación a pH 3.5 durante 120 minutos (desactivación),
se aumentó a: pH 7.5 (+), pH 6.0 (0) y pH 5.0 (X),
respectivamente (reactivación) (Fuente: Cansen et al.,
1996).

Respecto a la inactivación térmica de la a-amilasa,cuandola temperaturaaumentapor

encimadeun cierto nivel, las enzimasen disoluciónacuosasufrenun desplegamientoparcial causado

por la ruptura, inducida térmicamente, del equilibrio de interacciones no covalentes que mantienen la

estructura nativa de la molécula (Tomazic y Klibanov, 198&b). Esta desactivación, que supone la

pérdida estructural del centro activo, es completamente reversible si la temperatura se disminuye

rápidamentehastavaloresde estabilidad.Paratiemposde incubaciónmásprolongados,el gradode

recuperación de la actividad enzimática no es total, lo que pone de manifiesto la existencia de un

procesoirreversiblede desactivación.La causade esteprocesose debe,probablemente,a un proceso

monomolecularconformacionalde formación de estructurasterciariasincorrectasacompañado,en

función del pH, de oxidación de los residuos de cisteina o de deanúdación de los residuosque

contienengruposamido. La termoinactivaciónirreversiblepuedeevitarse,parcialmente,por adición

de substrato(Tomaziey Klibanov, 1988b).Esteprocesose ha estudiadoen a-amilasaprocedentede

unabacteriamesótila,8. amyloliquefaciens,y de otra termófila, 8. stearothermophilus,siendoesta

última muchomásestabledebidoa la existenciade puentessalinosextraentredoso tresresiduosde

lisina (Tomazic y Klibanov. 1988a).

En el caso de la a-amilasa de A. oryzae,se ha estudiadola inactivacióntérmicacuandose

encuentrainmovilizadasobresoportesde diferentenaturaleza(Ulbrichetal., 1986).Paraestecaso,se

propone un mecanismocualitativamentesimilar al mencionadoanteriormentede la desactivación

ácida de esta misma enzima. En él, la enzimaactivasepuedeconvertir aunaformainactivafinal y en
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un intermedioinactivo que, en función de la evolución de la temperatura,puederevertir tanto a la

formainactivafmal comoa lamoléculade enzimaactiva.

Otros muchosfactorespuedenafectara la estabilidadde la enzima,incluyendola purezadel

preparado(Hanzawaeta!., 1986), lapresenciade calciou otros iones(Vallee et al., 1959),la adición

de substrato y otras sustanciasestabilizantes(Janeceky Balaz, 1992; De Cordt et al., 1994), la

concentraciónde la disolución (Grabery Combes,1990). La presenciade otras proteínas,como la

seroalbúminabovina, actúacomomoléculaestabilizadora,probablementedebidoaqueel aumentode

la concentraciónde proteínasesventajosocuandoexisten proteasascontaminantesde la preparación

(Carísen,1994).

La estabilizaciónestructuraly mantenimientode la actividadcatalíticade la ct-amilasapor

efecto de iones Ca2~ ha sido parcialmente comentada en la descripción de la estructura de dicha

proteína. La de A. o?yzae es,de todaslas a-amilasaestudias,laque presentaunaunión más fuerte al

Ca2~principal (Ka = 1012 - iú’~ M1) (Valee et al., 1959).Mientras que la actividadhidrolítica de las

a-amilasasde otros orígenesse ve inhibida por la presenciade un agentequelantecomo el etilén

diamino tetraacetato(EDTA). la procedentede A. o¡yzaemantieneprácticamenteintacta la suya

debidoa quela uniónes tan fuertequeno es capazde eliminarel Ca2~principalde laenzima.Porotro

lado, se ha comprobadoquela existenciadel ion calcioprotegealaa-amilasade laacciónde enzimas

proteoliticas(Steiny Fiseher,1958), indicandola formación de unaestructuramáscompacta.

La existenciade otros iones puedentenertambiénefectosobrelaestabilidady actividadde la

a-amilasa.Así, la función del Ca2 puedesustituirse,aunquecon menor efectividad, con otros

cationesdivalentescomoSr2~, Mg2~, Ha2’ o Zn2~ e inclusoalgúncationmonovalente,Na (Vihinen y

Mántsála, 1989). La presenciade CF induce a un leve cambio conformacionalen a-antilasade

páncreasporcino quehaceaumentar30 vecesla magnitudde la constantecinéticay la constantede

unión al Ca2’ principal en 240 (Levitzki y Steer, 1974). Otros anionesmonovalentesproduceneste

efectoaunqueen menormedidasegúnaumentansusradiosiónicos.El Zn2’ parecejugar un papelde

centrodeunión en ladimerizaciónde laa-amilasaprocedentedeS.subtilis (Valee et al.. 1959).

1.1.4.-Aplicaciones

Se ha estimadoqueel mercadomundialde enzimasindustriales,en el año 1994, fue de unos

1.200 millones de dólares y seencuentraactualmentecreciendoa un ritmo del 10% anual (Krauczyk.

1997).A nivel mundial la industriade los detergenteses laque mayorusohacede las enzimas,conun

39% del total del mercado.A continuaciónse encuentrala industria textil (14%) y la industria de

procesadode almidón(12%)(Novo Nordisk, 1995).
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dereacciónentre6 y 42 horasa pH 4.5-6.0.

Producciónde etanol

En la bibliografíasehandescritonumerososmaterialesquecontienenalmidóncomomateria

primaparala producciónde etanol,comosonel maíz (Wilke a al., 1981),patatasy trigo (Maiorella

etal., 1981),raízde mandioca(Lindemany Rocchiccioli,1979),etc.

En general, los carbohidratosprocedentesde las plantas que contienenalmidón no son

directamentefermentablespor la mayoríade las levaduras,debiendoserpreviamentehidrolizadosa

azúcaresmás simples.Por ello, en primer lugar, el almidón, es hidratado y gelificado mediante

molienday calentamientoparaposteriormentedegradarloa azúcaresfermentablesmedianteel usode

enzimasamiloliticas(a-amilasa,[3-amilasa,glucoamilasa,...).

Se handescritoprocesoseconómicamenterentablesa escalaindustrialparalaproducciónde

etanola partir de almidón de mandiocamediantefermentaciónno convencionaltras la adiciónde

enzimasamilolíticasprocedentesde hongos(Uedaet al., 1981). También se utiliza la a-amilasa,

junto con otrasenzimasamilolíticas,comosustitutoparcial dela maltaenla producciónde diferentes

bebidasalcohólicas(whisky, ron, bourbon,saké,etc.). Estemismoprincipio se ha venido utilizando

desde1945 paraproduciretanolcomocombustible.

Producciónde cerveza

De maneraanálogaque en la producciónde licores, la industriacervecerahaceuso de la a-

amilasaconel fin deaumentarla cantidadde azúcaresfermentablesparaproduciralcohol, reduciendo

a su vez la cantidadde carbohidratosen la composiciónfinal de la cerveza.Tambiénse añadea-

amilasaen determinadosmomentosdelprocesoconel objetodedisminuir la altaviscosidad,debidoa

la existenciade almidón gelificado, a valores razonablementebajos (Peppler y Reed, 1987). Los

procesostradicionales utilizan malta como fuente de almidón y proteínas, así como diferentes

enzimas,entrelas que se encuentranlas arniloliticas.La sustituciónde estamalta por cerealesno

malteadosjunto con enzimasamilolíticas y proteolíticas,reducecostesde produccióny facilita la

uniformidaden la calidaddelproductofinal.

Una aplicaciónmás recientede la a-ainilasaen la industria cerveceraes La producciónde

cervezasconbajocontenidocalórico. En condicionesnormalesde elaboración,las enzimaspresentes

en la malta no hidrolizan por completo el almidón a azúcares fermentables, quedando

aproximadamenteun tercio del almidóntransformadoendextrmnasno fermentablesperoqueaportan

energíaal ser metabolizadaspor el organismo.La adición de amilasassuplementariaspermite la
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degradaciónde todo el almidón a azúcaresfermentablesque se convertiránen alcohol y dióxido de

carbono.

Produccióndejarabesazucaradosy edulcorantes

Una de las aplicacionesde la ct-amilasaconmayor importanciaeconómicaesparala industria

de bebidas.Entre ellasdestacala produccióndejarabesazucaradosy edulcorantesde alto contenido

englucosay fructosaprocedentesdel maíz.Estosproductosseutilizan comosustitutosde los jarabes

desacarosaenla industriade alimentacióny bebidas.

En 1940 sepatentóel usode enzimascomercialesy almidónhidrolizadoen la fabricaciónde

jarabesdemaíz (Langoisy Dale, 1940).La primeraaplicaciónindustrial de unaenzimainmovilizada

fue la producciónen continuodejarabesde alto contenidoen fructosamediantela accióncombinada

variasenzimasamiloliticas (Venkatasubramanian,1978), dandopasoal estudiode la inmovilización

de amilasassobre numerosossoportes(Wykes et al., 1971; Linko e! al., 1975; Babu y Venkatram,

1989; Sisoci al., 1990)en procesosde transformacióndel almidón(licuefaccióny sacarificación).La

utilización de enzimas inmovilizadas en los procesosde hidrólisis del almidón frente al uso de

enzimasen disolucióntieneunaseriede ventajaseconómicasy técnicas.Porun lado reducelos costes

de operaciónpor la posibilidadde reutilizar la enzimay por otro se consigueun mayor control de la

reacciónasícomounamayorestabilidadde La enzima,

Panificación

La producciónde panrequierela utilización de sustanciasemulsionantesque se añadena la

mezcladeharina,agua,levaduray otros componentesy cuyafunción es lade acondicionarla masay

suavizar la textura del pan (miga) una vez cocido. Un adecuadoacondicionamientode la masa

produceun incrementoen la facilidad de mezclay procesamientode la misma, mayorcapacidadde

retenciónde gases,mayorvolumeny mejor texturadel productoacabado.

La ct-amilasapuedeserutilizadacomosustitutode los emulsionanteshabitualmenteutilizados

por la industria panadera (ésteres del ácido diacetil tartárico, estearoil lactilato sódico,

inonoglicéridos, ...). Para una serie de estos,un aumentoen el efectosuavizadorde la masava

acompañadopor unadisminuciónen el efectosuavizadorde la miga. El uso de u-ainilasafavoreceel

aumentodel volumendel panuna vez cocido debido a la producciónde azúcares susceptibles de

servir de sustrato a la levadura,prolongandola fermentación y produciendomayor cantidad de

alcohol y dióxido de carbono.Por otro lado, reducela fuerzade la miga debidoa la hidrólisis parcial

del almidón presente en la harina que gelifica durante el proceso de cocción por lo que también se

logra un retardo en el endurecimiento del pan (Hille, 1990).
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Producciónde azúcar

El almidón es un componentenatural de la cañade azúcar que se encuentraen cantidades

variables en función de la variedad y condicionesde crecimiento de la planta. Su presenciaen

cantidadesaltas puede crear dificultades en el proceso de reúno del azúcar, causandobajas

velocidadesde filtración, bajos índicesde cristalizaciónasí como turbidez en algunasdisoluciones

preparadasconlosazúcaresproducidos(Namereta!., 1987).La adición de wamilasapermite reducir

el contenidode almidónen el procesode producciónde azucar,aumentandoel rendimientoy evitando

la apariciónde los problemascitadosderivadosdela presenciade almidón.

Detergentes

La a-amilasa(junto con otras enzimas amilolíticas, proteasas,celuiasas,lipasas, etc.) se

encuentrapresenteen la composiciónde muchos de los detergentesque se comercializan,con la

funciónde actuarsobrelas manchasprocedentesdealimentosy sustanciasricasen almidón.En 1903,

Otto Réhm patentóel uso de unaproteasa,la tripsina pancreática,aunquesuefectividadse reducía

debido a la inactivación producida por la alcalinidad del detergente en disolución. La introducción

generalizada de las amilasas en la formulación de los detergentes para ropa se realizó a partir de 1980

(Krauczyk, 1997). Posteriormente,la composiciónenzimáticade los detergentesse ha completado

con la adiciónde lipasasy celulasas.Las industriasfabricandetergentescondiferentecomposiciónen

enzimasparacadapaíso áreageográficaen funciónde la dietahabitualdesushabitantese inclusode

las costumbresy medios de lavado. En Hispanoamérica,las amilasasse han utilizado en grandes

cantidadesdebidoaquesudietaesrica en alimentosquecontienenalmidón.

Industria textil

Durante el proceso de tejeduría a partir de algodón o de mezclas de algodón y fibras

sintéticas,los hilos se exponenaunaconsiderabletensiónmecánica.Con el fin deevitar su rotura,se

recubrencon unasustanciaadhesivay gelatinosa.Estasustancia,denominadaagentede encolado,

suele estar compuesta de almidón o de derivados de este a los que se les pueden añadir otros

polímeroscomoel alcoholde polivinilo, ácidopoliacrílico,o carboximetilcelulosa.Unavez tejido es

necesarioeliminarpor completoel recubrimientoparalo que se puedenutilizar productosquímicos

fuertescomoácidos,baseso agentesoxidantes.Sin embargo,desdehaceañosseha preferidoel uso

de amilasasque hidrolizan el almidón totalmentesin dañarla tela evitando, paralelamente,el alto

nivel de contaminación de las aguas residuales del proceso (Novo Nordisk, 1992).
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Producciónde acetonay butanol

El procesoWeizmannproduceacetonay butanolmediantela fermentaciónde azúcarespor el

Chlostridium acetobutylicuni. Dichos azúcaresse obtienentras los procesosde licuefacción y

sacarificaciónpor vía enzimáticadel almidón procedentede maíz, trigo, centenou otros cereales

generandoglucosay maltosacomoproductosfinales(Beech,1953).

Producciónde ácido láctico

La maltosay glucosaprocedentede la hidrólisis enzimáticadel almidón de maíz se utiliza

como sustrato en la producción de ácido láctico por fermentación mediante Lactobacillus

thermophiluso Lactobacillus amylophilus (Mashelí,1959;Nakamuray Crowell, 1979).

Biomasamicrobiana

El almidón y los residuosde la industria del almidón sirve como fuente de materiaprima

renovable para la producción de biomasa microbiana. A pesar de que algunas bacterias son capaces de

utilizar almidón,en la mayoríade los casoses necesariaunahidrólisispreviadel mismoparapermitir

sumetabolización(Bustaet al., 1977).

1.1.5.-Métodosde purificación

Muchos de los trabajospublicadossobrepurificación de a-amilasaestánorientadosa la

preparaciónde pequeñascantidadesde enzima para su posterior caracterizacióny estudio. Esta

circunstanciahaceque los procedimientosutilizadosse centrenen la obtenciónde la máximapurezaa

expensas de conseguir muy bajos rendimientosy costesunitariosmuy elevados.La cristalizaciónde

a-amilasaprocedentesde diferentes organismos para realizar estudios estructuralesmediante

difracción de rayosX esun ejemplosignificativo de estasituación (Qian et al., 1993; Brady et al.,

1991;Swift eral., 1991; Ramasubbueral., 1991; Boel et al., 1990;Buissonet al., 1987; Matsuuraer

al., 1979;Campbell,1954; Akabori eral., 1954).

El almidónentrecruzadoha sidoutilizado comosoportede afinidadyaqueestepolímero esel

sustratonaturalde la a-amilasa(Somerset a!., 1995: Zhangeta!., 1994: Rozieeta!., 1991; Somersy

Van’t Riet, 1990).

La extracción en sistemas de dos lases acuosas utilizando polietilén glicol/sulfato muestra

buenosresultadosparala purificación de a-amilasaprocedentedel caldo de la fermentaciónde B.

subrilis (Schmidt a al., 1994). Procedimientos basados en estos sistemas se encuentranpatentados

(Ananthapadmanabhan,1988). En ellos se utilizan polietilén glicol, polipropilén glicol, alcohol
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polivinílico, dextrano,poliéteresdesilicona,etc. Relacionadosconlos últimos seencuentranestudios

realizadossobrela concentraciónde cx-amilasamediantela extraccióncon micelasreversas(Dekker

et al., 1991).

La cromatografíade intercambio iónico y de interacción hidrofóbica se han utilizado

eficazmente también como método de purificaciónde la enzima(Gengetal., 1990; Szepesyet al.,

1990; Yamamotoet al., 1992). Todos estos estudiosestánencaminadosa la investigacióndel

mecanismode retenciónimplicado o al desarrollode métodospreparativosparala obtenciónde la

enzimapurificada.La informaciónsobreaspectoscinéticosy termodinánúcosasí comola aplicación

de modelosmatemáticosquedescribanel comportamientode la operaciónde adsorciónde cr-amilasa

en este tipo de sistemas es muyescasa y se encuentra muy dispersa.

1.2.-PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS

El desarrolloy comercializaciónde nuevosproductosa través de la biotecnología requiere

unaadecuadacoordinacióny disposiciónde las operacionesunitariasconel fin de diseñarprocesos

eficacesque permitanalcanzarlos objetivosespecíficosplanteados.De formageneral,los objetivos

de un proceso son los de obtener productosde alto valor añadido a partir de materiasprimas

relativamente baratas.

Producto

Figura 1.14: Esquema de un proceso bioquímico típico

La operacióncentral de un procesobiotecnológicoes la ocupadapor el biorreactor, lugar

dondese transformanlas materiaprimasen productosmediantebiocatátisis,fennentacióno cultivo

celular (ver figura 1.14).Sin embargo, esta etapa no tendría utilidad práctica si se encontrase alsíada.

Es necesario realizar una preparación y un pretratamiento adecuado a las materiasprimas y una

posterior separación y purificación del producto o productos de valor generados en el biorreactor.

Servicios Calor Residuos Residuos
(aire)
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Las operaciones unitarias de separación basan su eficacia de trabajo en la explotación de una

propiedad característica 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 número de

sustancias con características similares. Esto hace necesario utilizar diferentesprocedimientosen

serie para lograr la purificación final del producto de interés. En la tabla 1.2 se muestran las

operaciones unitarias de separación habituales en procesos biotecnológicos, indicando la propiedad

diferencialen la quesebasacadaunode ellos.

Tabla1.2: Operacionesdeseparación.

Operación Propiedad fisicoquímica

Centrifugación

Filtración, Microfiltración

Homogeneización

Extracción en 2 fases

Precipitación

Adsorción física

Intercambio iónico

Afinidad

Interacción hidrofóbica

Ultrafiltración

Filtración en gel

Fase reversa

Electroforésis

Velocidad de sedimentación

Tamaño de partícula

Naturaleza intracelular

Coeficiente de reparto

Solubilidad (interacción electrostática e
hidrofóbica)

Fuerzas de Van der Waals, enlaces de
hidrógeno, momento dipolar.

Carga eléctrica

Afinidad biológica, ffinción

1-lidrofobicidad superficial

Tamaño molecular

Tamaño molecular

Interacciones hidrofílicas e hidrofóbicas

Punto isoeléctrico, carga eléctrica, tamaño
molecular, conformación

1.2.1.-Etapasprimarias

Una ver realizada la reacción, en el efluente del biorreactor se encuentra el producto para el

que se ha diseñado el proceso. La misión de las etapas primarias de purificación o etapasde

recuperación es la de concentrar el componente de interés, eliminar la mayor cantidad de

subproductos y, en la medida de lo posible, reducir el volumen del efluente que será tratado en las

etapas posteriores.

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

la primera operación será la separación de las células productoras del caldo de fermentación.Esta
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puederealizarsemediantecentrifugacióno filtración. Estaúltimapeseala mayorsencillezdel equipo

utilizado, presenta la desventaja de que la compresibilidad de las células o del micelio depositado

sobreel filtro disminuyela permeabilidad,dificultandola operación(Belter, 1985).La aplicaciónde

la filtración tangencial aumenta el caudal de filtrado, respectoa la filtración tradicional en

condicionesequivalentes,en un factor de 100 a 1000 (Gabler, 1985). Otra alternativaatractivala

constituye la separaciónmedianteel usodemembranasde fibras huecas(Tutunjian, 1985).

Previamentea la separaciónde las célulasdel fermentador,si el productode interésquedaen

el citoplasma, es necesaria la liberacióndel mismopor rupturadela paredcelularmediantemétodos

mecánicos,lisis químicao enzimática,cboqueosmótico,calentamiento,congelación-descongelación,

usode célulasmutantesconparedcelulardeficiente,etc. (Engler,1985).

Una vez clariticado el medio a purificar, puedenaplicarsegrannúmerodeprocesosque sirven

para concentrar el producto de interés, generalmente bastante diluido, e ir eliminando contaminantes

principales.Entreestasetapaspuedendestacarselas correspondientesa los procesosde membrana:

ultrafiltración, ósmosis inversa, microfiltración de flujo cruzado y diálisis (Fane y Radovich, 1990),

que permiten la separación en base a la diferenciaenel tamañomolecularde los componentes.

Las separaciones llevadas a cabo en sistemas de dos fases inmiscibles permite una elevada

afinidad en condiciones suaves no desnaturalizantes para las proteínas (Albertsson er al., 1990). Su

aplicación a la recuperación de proteínas y ácidos nucleicos es relativamente reciente, pese a ser esta

una técnica conocida y aplicada a otras sustancias desde hace tiempo. La razón es que hay pocas

proteínas solubles en disolventes orgánicos comunmente utilizados en la industria química y la

mayoríade ellosproduceun elevadogrado dedesnaturalizaciónen las proteínas.La sustituciónde la

extraccióntradicional en dos fases,acuosa/orgánica,por dos fasesacuosasinmisciblesrealizadasa

partir de polímeros solubles (polipropilén glicol - alcohol polivinflico, metilcelulosa- dextrano,etc.)

permite la formación de un entorno favorable paralas moléculasbiológicamenteactivasevitando,así,

su desnaturalización (Kula, 1985).

La precipitaciónsuele utilizarseen las etapasiniciales del diagramade flujo, produciendo

tanto purificación como concentración,aunquees estaúltima acción la que realizade forma más

efectiva. Es una operacióntécnicamentesencilla y económica,ya que es posible el uso de gran

número de agentes precipitantes, muchos de ellos de muy bajo coste y que no producen la

desnaturalización de los productos biológicos (Glatz, 1990).

1.2.2.- Etapas de purificación de alto valor añadido

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

por la industriafarmacéutica,cosméticao de alimentación,seránecesariorecurrir a la aplicaciónde
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etapas de punficación más eficaces y selectivas. Las especificaciones mencionadas pueden referirse al

gradode purezadel producto,a los nivelesmáximosde determinadoscontaminanteso a ambos.

Pesea la alta efectividadde separacióny purificaciónque tienenlos métodoselectroforéticos,

su aplicación a nivel industrial no se halla generalizada, aunque se han descrito algunos trabajos sobre

el escalado de la purificación de a-amilasa de 8. subrilis mediante autoenfoque (Dobránsky et al.,

1987).

La cromatografía, es. posiblemente, la técnica más ampliamente difundida como etapa de alta

eticacia en los procesos de purificación utilizados en biotecnología. La denominación de

cromatografía es muy general y engloba a todos los sistemas basados en la interacción entre

moléculas disueltas en un liquido (o en un gas) con la superficie de un sólido o con ligandos unidos a

un sólido inerte. Dentro de ella, dependiendodel mecanismoresponsablede la interacción,pueden

diferenciarse numerosas técnicas:

- Filtración en gel.

- Afinidad.

- Interacción hidrofóbica y fase reversa

- Intercambio iónico.

Los sistemas cromatográficos de filtración en gel se basan en la diferente diflisividad que

sufren las moléculas de distinto tamaño al atravesar una columna rellena de una matriz de porosidad

determinadi En operación normal, las moléculas de mayor tamaño, al no entrar en el interior de los

poros del políínero de la fase estacionaria, atraviesan la columna más rápidamente que las moléculas

pequeñas. Esto se debe a que el paso de estas últimas por la columna se retarda al introducirse y

diliindirse por el interior de la matriz porosa de la fase estacionaria. Esta característica hace que esta

operación sea adecuada y muy utilizada como procedimiento para desalar disoluciones de

biopolímeros. Las fases estacionariahabitualesestán basadasen polimeros como son dextrano

entrecruzado, poliacrilamida o agarosa. La porosidad se produce al gelificar estas sustancias en

contacto con el agua. La naturaleza de estos polimeros. hace que no sean excesivamente rígidos por lo

que no permiten la utilización de elevados caudales de funcionamiento. Actualmente están

apareciendo nuevos soportes que palían en cierta medida este efecto negativo. Estos soportes rígidos

son de vidrio modificado, sílice flincionalizada o polímeros como el poli(2-hidroxi-etil metacrilato)

(Yarmusli ca al.. 1985). Su utilización de tbrma más generalizada a nivel industrial está condicionada

por el limitado desarrollo que presenta en operación en régimen continuo.

El término cromatografía de afinidad (Cuatrecasas ca al, 1968) se refiere a la interacción

bloespecífica entre dos sustancias, una en solución y otra unida a un soporte sólido. Es una

herramienta muy valiosa en la purificación de sustancias biológicamente activas. La biomolécula se
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une,generalmentede formacovalente,a un ligando unido a un soportesólido inerte. Debido a la alta

bioespecificidad,mediantela cromatografíade afinidad sepuedenobtenerrendimientoselevadospor

el ahorro de etapas previas que supone. Los soportes de afinidad suelen ser caros debido a que no son

muy versátilesen cuantoa númerode diferentesaplicacionesposibles.Debendiseñarseparacada

adsorbatoque se quiera purificar ya que una mayor versatilidadllevará acompañadauna menor

bioespecificidad.Las matricesdeberánser fácilmente derivatizablescon el fin de poder unir el

ligando adecuadoparala aplicación deseada,Las matricesutilizadasson geles de agarosa,vidrio

poroso, sílice. poliacrilamida, celulosa y diversoshidroxialquil metacrilatos(Yannushy Colton,

1985).Los últimos desarrollosencromatografíade afinidadestánenfocadosal desarrollodeprocesos

de inmunoadsorción.Estosuponenla unión de un antígenoaun anticuerpoinmovilizadoa la matriz o

viceversa, logrando así una especificidad en la adsorción no conseguidapor ningún otro

procedimiento.La técnica se hace todavía más efectiva si se utilizan anticuerposmonoclonales

(l-Iorstmann,1989).

En el presentetrabajo se realizaráel estudio de la adsorción de a-amilasamediante

interacción hidrofóbica e intercambio jónico. A continuaciónse revisaráncon mayor detalle los

aspectos teóricos y experimentales correspondientes a ambos mecanismos.

Interacciónhidrofóbica

A principios de los años 70 se comenzarona utilizar fasesestacionariascompuestaspor

ligandos ligeramente hidrofóbicos, alquilaminas de diferente longitud de cadena, unidos

covalentemente a matrices inertes de gel de agarosa(Er-EI eral., 1972;Shaltiely Er-El, 1973) con el

fin de separary purificar proteínas.El término Cromatografía de Interacción Hidrofóbica, HIC, fue

introducido por Hjertén (1973) para referirse a la separación de proteínas mediante las interacciones

ínediadas por sales que se producen entre las zonas hidrofóbicas de la superficie de las mismas con

[os ligandos hidrofóbicos de la fase estacionaria.Las primeras fases estacionariasdiseñadas

especialmenteparasu aplicaciónen HJC se desarrollaronparapaliar la relativa bajaeficaciade las

anterioresdebidoa su pocaresistenciatísicaqueno lashacíanadecuadasparasu usoen columnasde

altapresión.Consistíanen matricessiliceasconun recubrimientopoliméricode carácterhidrofílico y

ligandos n-butilo y fenilo (Kato el al., 1983). Más recientementese han desarrolladofases

estacionarias con matrices poliméricas hidrofílicas proporcionando, junto con una elevada resistencia

física,unagranestabilidadquímicaquepermitesu utilización a valoresextremosdepH (Cookeer al.,

1990). Esta circunstanciaes. sobre todo, adecuadapara la regeneracióndel soporte ya que la

separacióno purificaciónde proteínasa pH altamenteácido o alcalino produce,generalmente,La

desnamrafización de Las mismas.
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A altas concentracionessalinas, los biopolimeros se unena la fase estacionariamediante

interaccioneshidrofóbicasque se atentianal disminuir la concentraciónde sal en la fase móvil.

eluyéndose,de esta manera,en orden crecientede su carácterhidrofóbico. Esta relación se ha

comprobadotambiénparaaminoácidosfuncionalizados(Gehasy Wetlaufer, 1990). Entrelos ligandos

habitualmenteutilizados,los de tipo alquilico son los que producenadsorbentesmás hidrofóbicos.

seguidosde los de tipo fenólico, poliéteresy glicoles, siendo necesariasfasesmóviles de mayor

concentraciónsalinaparaquedaradsorbidosenestosúltimos.

La cromatografíaen fasereversaes una técnica,fundamentalmenteanalítica,que comparte

con la HIC el usode la diferentehidrofobicidadde las moléculascomopropiedadque proporciona

diferente selectividady afinidad por un determinadosoporte.La diferenciaentreambos tipos de

adsorciónreside en el grado de interacciónproteína-ligando.En el caso de cromatografíaen fase

reversa, la densidadsuperficial de los ligandos unidos a la matriz es muy elevada,por lo que la

interacciónconel adsorbatoes tan fuertequees necesarioañadirdisolventesorgánicosa la fasemóvil

para disminuir la tensiónsuperficial de la misma y permitir, así, la elución de las biomoléculas

retenidas. En estas condiciones se produce la pérdidade la estructura nativa de las proteínas,

quedandoexpuestoslos residuoshidrofóbicos del interior de la molécula, lo cual conducea un

incrementoadicionalen la intensidadde la interacción.La interacciónque producenlos ligandosen

HIC es más suavedebidoa la mayor dispersiónde los mismos,pudiéndosevariar la fortalezade la

interacciónhidrofóbicamodificandola densidadsuperficialde los ligandosen el soporte(Fausnaugh

eral., 1984). Debidoa la menorhidrofobicidadde la faseestacionariaen HIC, en la etapade elución

se puedenutilizar fasesmóvilesque no desnaturalizanapreciablementelas proteínas.Tambiénse ha

estudiadoel uso de tensioactivosde carganeta nula que, por su naturaleza,no producenefectos

desnaturalizantesen la estructurade las proteínasa la vez que disminuyensuretenciónen columnas

con adsorbentes hidrofóbicos debido a un efecto competitivoentrelaproteínay el agentetensioactivo

por los Jigandoscorrespondientes(Bucldey y Wetlaufer, 1989; Bucldeyy Wetlaufer, 1990). Por ello,

estassubstanciaspuedenserutilizadascomoagentesmoduladoresde la eluciónen HIC.

Los fenómenos fisicoquímicos subyacentes en el mecanismo de la HIC de proteínas son

análogos a los correspondientes al efecto salino por el cual la solubilidad de las proteínas se reduce en

presenciade concentracionescrecientesde salesneutras.Sin embargo,a pesarde dichaanalogía,este

efectoes consecuenciade las interaccioneshidrofóbicasproteína-proteínaa diferenciadel mecanismo

de retención en el proceso de HIC que es el resultado de las interacciones inducidas por sales entre las

proteínas y los centros de unión, ligeramente hidrofóbicos, de la fase estacionaria.
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La fuerza impulsora que dirige la adsorción mediante interacciones hidrofóbicas es la

ganancia de entropía del sistema (Hjertén, 1973; Fausnaugil er al., 1984). Una moléculade proteína

en disolución mantieneuna o varias capas de moléculasde agua estructuradasalrededorde su

superficie. Esta situación es termodinámicamenteinestable ya que supone una disminución

importantede la entropíaen comparacióncon la de la proteínasin solvatarmásla correspondientea

las moléculaslibres de agua(Scopes,1987). Paraque se produzcala interacciónentrelas zonasno

iónicasde la superficieexternade la proteínay de un ligando hidrofóbico del adsorbente,estacapa

deberáeliminarse(figura 1.15). En el procesode interacción,debidoal aumentodel desordendela

fasemóvil, aumentarálaentropíadel sistema(AS0> 0). En estosprocesosel cambio entálpicosuele

ser pequeñopor lo que la variación de energíalibre, dadapor la expresión [1.1] es negativa,

ocurriendoel procesode tbrmaespontánea.

AGa- =AH0 -TAS0

La teoría solvofóbica (Sinanoglu y Abdulnur, 1965; Halicioglu y Sinanoglu, 1969) describe el

efecto del disolvente en la agregaciónde las zonas no iónicas entre diferentes moléculas de

biopolimerosa partir de los cambiostermodinámicoscorrespondientesal equilibrio de asociaciónde

macromoléculas en disolución. La solubilización de cada molécula de biopolimero supone la creación

de una cavidad entre las moléculas de disolvente. En base a ello, se ha desarrollado un modelo teórico

que trata de explicar y predecir la retenciónde los adsorbatosen HIC (Melandery Horváth, 1977;

Horvátli er al., 1977). En él se propone que la magnitud de la interacción hidrofóbica y, por tanto, de

[1.1]

31
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la retenciónde las moléculasde adsorbato,vienedeterminadapor un balancede energíasde Van der

Waals, electrostáticase hidrofóbicas implicadas en la unión del adsorbatosobre los grupos

funcionalesde la faseestacionaria.En cromatografía,unaforma adecuadade expresarla retenciónde

un solutoes medianteel factorde capacidad,k’, quevienedefinido de la formasiguiente:

k’= tR ~10 [1.2]tedondetR y t0 son, respectivamente,los tiemposde retención correspondientesal adsorbatoy a un

solutoqueno se adsorba,enigualescondicionesde operación.

La relaciónentreel factorde capacidady los cambiostermodinámicosocurridos en HIC, de

acuerdo con el modelo citado puede expresarse como:

1 ¡ ~ (RT Á
lnk’= ——--— IAG~ +AG% +AG7.,~~ +AG

0 + AG0 1+ lni — ¡ ~ [13]
RT’~ aaoc. red.~ y PV)

Los tresprimerostérminos,AGtv, A00ee y AC0vdw, representanlavariaciónde energíalibre

neta entre la fase móvil y la estacionaria asociada con la formación de cavidades, con los efectos

electrostáticosy las interaccionesde Van der Waals respectivamente.Acta,, correspondeal cambio

de energía libre para la asociación ligando-adsorbato en ausencia de disolvente que lo rodee (es decir,

el que corresponderíaa una fasegaseosa)y AGt

1. es la reducciónen energíalibre debida a las

interaccionesdisolvente-ligandoy disolvente-adsorbatono tenidas en cuentaen los tres primeros

términos.Los valoresy y P son,respectivamente,el volumenmolarmedio del disolventey la presión

de operación.El parámetro~ es constanteparacadacolumnay estárelacionadoconlaconcentración

de ligandosaccesiblesde lamisma.

Únicamentelos tresprimerostérminosson dependientesde la concentraciónde sal en la fase

móvil (Melander er al., 1984) por lo que la ecuación anterior, paraun sistemacromatográfico

determinado,puedesimplificarsede la siguienteforma:

1/e
lnk’= y~— RTk ~ +AG~~ +AOvdw) [1.4]

dondey’ esun valor constantequeenglobaa los términosno dependientesde la concentraciónsalina.

De acuerdocon la teoríasolvofóbica,AG0cav dependelinealmentede la concentraciónsalina

en el disolvente

A00 =—AAjTm+y” [1.5]
cay,

siendo AA~ la diferencia en el área superficial del ligando y la molécula de adsorbato expuestos a la

fasemóvil entrelos estadosadsorbidoy en solución,correspondiendoal áreamolecularde contacto
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en la unión ligando-adsorbato.El parámetroees el incrementomolal de tensiónsuperficialde la sal,

m esla concentraciónmolal de sal enel disolventey y”’ un parámetroconstante.

La contribuciónenergéticadebidaa interaccioneselectrostáticasse determinaa partir de la

aplicacióndela teoríade Debye-Húckelmediantela siguienteexpresión:

B

donde ja es el momento dipolar de la proteínay A, 8, C y D son valores constantesparacada

adsorbato,siendoA y 8 proporcionalesa la carganetade la proteínay C y D estánrelacionadoscon

el tamañomoleculardela misma.

La contribución de las fuerzas de Van der Waals, aunque de menor magnitud que las

anteriores,dependelinealmentede la concentraciónde sal:

AG2,~dw =vm+’y [1.7]

representando y y y”’ un valor constante para cada pareja sal-macromolécula y fase estacionaria.

De esta forma, la ecuación 1.3 puede reescribirse como:

B (mié)
lnk= — ______ — DI.tm+ am+vm+y [1.8]

1 + c (mí!) AA,

En el limite, paravaloresde la fuerzaiónicasuficientementeelevados,el logaritmodel factor

de capacidaddependelinealmentede la molalidadde la sal, por lo que,definiendoel parámerro de

interacciónhidrofóbica, X, seobtienela siguienteexpresión:

ln(k/k0) = Xm [1.9]

dondek’0 es el factorde capacidaden ausenciade sal y el parámetrode interacciónhidrofóbicaviene

definidopor X = AA,c + y - Dji.

Comopuedeobservarse,el parámetrode interacciónhidrofóbicaestáen relacióndirectacon

el área de contacto entre proteína y ligando. Se ha estudiado y confirmado esta relación para una serie

de proteínas (Katti el al., 1987),observándosetambiénque dicho áreade contactoes directamente

proporcionalal áreasuperficial correspondientea las zonashidrofóbicasaccesiblesde la superficie

exterior de la molécula de proteína, considerando propiedades superficiales y cargas netas constantes

para cada una de ellas.

De acuerdo con el desarrollo termodinámico anterior, la retención del adsorbato aumentará
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con la temperatura.Sin embargo, su influencia no ha sido completamentegeneralizada.Se han

descritosistemasen los que la temperaturano tiene un claro y determinanteefectopositivo sobrela

intensidadde la adsorción(Hjertén, 1973). En otros casos,la dependenciade la retenciónconla

temperatura,aunqueglobalmenteaumentaen un amplio margen(0-500C), existenintervalosen los

que la iniluenciasobrela retenciónes prácticamentenula(Lu er al., 1986; Wu er al., 1986),debido,

posiblemente,acambiosconformacionalesde laproteínaadiferentestemperaturas.

Como ya se ha indicado, la adsorciónpor interacción hidrofóbica está inducida por la

presenciade salesdisueltas. Sin embargo, no todos los iones tienen el mismo efecto sobre la

intensidadde La adsorcióndelas moléculasde proteínasobrelos ligandoshidrofóbicos.La capacidad

de un ion para estructurar las moléculas de agua en torno a él (efecto anticaotrópico) está en relación

directa con la fortaleza de la interacción. Al solvatarse, los iones hacen disminuir el número de

moléculasde disolvente(agua) disponiblesen el medio, por lo cual disminuye la solubilidad de la

proteína y aumentala tensiónsuperficial de la disolución aumentando,por tanto, la retencióndel

adsorbato.El efectode los iones descritosigueel ordenpropuestopor Hofmeister(figura 1.16) para

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

Esta propiedad se ha utilizado para optimar la separación de mezclas de proteínas con

diferentecomportamientoácido-base,amplio intervalo de masasmolecularesy carácterhidrofóbico

(El Rassi er al., 1990). La inclusión de varias sales con diferente efecto sobre la interacción

hidrofóbicaen laeluciónde la mezclade proteínaspermitemodular,conmayor eficacia,la retención

de cada una de ellas en sistemas de HJC.

<— Aumentoefectodeinteracciónhidrofóbica

so.¿,CH
3COOÁ CF, Bf , NO, CíO; , 1, SCN

NI-Q, Rb
t, K~, Na~, Cs~, Lié, Mg2~, Cat Ba2~

Aumentoefectocantrópico —5

Figura1.16: Seriesde Hofmeister

En determinadoscasos,se ha observadoque algunassales de magnesiono producenlos

resultados predichos por la teoría Melander-Horvátli (Arakawa y Timasheff, 1982; Arakawa y

Timasheff, 1984a;Arakaway Timashefí, 1984b).La adiciónde MgSO
4en HTC produceretenciones

menores,aunqueregulares,que las que les corresponderíapor su efecto en la tensiónsuperficial

mientras que el uso de MgGI2 produce resultados irregulares, difíciles de correlacionar (Szepesy y

Horváth, 1988). Como causa de esta desviación se ha propuestola existenciade interacciones
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preferencialesentre los iones salinosy la proteínaen disolución (Arakawa, 1986), aunquetambién

podríaestarrelacionadoconun cambioestructuralde dichaproteína(Fausnaughy Regnier,1986).

Otro factorquepuedetenerimportanciaen la1-lIC, por su efectosobrelas cargaseléctricasde

la proteínay el adsorbente,es el pH. La hidrofobicidadde unaproteínaes máximacuandosu carga

neta es nula, es decir, cuandoel pH del medio coincidecon su punto isoeléctrico.En general, la

disminucióndel pH haceaumentarla interacciónentrela moléculadeproteínay los gruposno iónicos

de los Ligandos hidrofóbicos, especialmentelos aromáticos y otras estructurascon orbitales

electrónicosit. En estecasoseha propuesto(Scopes,1987) que la nubede electronesse asociaa las

proteínasen áreascargadaspositivamentequeseencuentranadyacentesa las cadenaslateralesde los

residuos hidrofóbicos de la cadena polipeptídica. Como al disminuir el pH aumentan las cargas

positivas y disminuyen las cargasrepulsivasde signo negativo, la fuerza de la interacciónse

intensifica.Cuandose utilizan adsorbentesalifáticosmássimples,especialmentesi seunen mediante

un enlacequecree unacargapositiva comoen el casodel bromurode cianógeno,el efecto de la

disminucióndel pH sobrelaretenciónpuededarseen sentidoopuestodebidoa mecanismosparalelos

de intercambioiónico. En el marco de la teoríasolvofóbica,se hadescritoque,paraun determinado

sistemacromatográfico,la variacióndel pH no afectasignificativamenteal parámetrodeinteracción

hidrofóbica (pendienteen la ecuación1.9) aunquesi lo hacesobreel valor de k0 (Fausnaughy

Regnier,1986). Esto indica que la ionización, a pesarde que no alterala superficiehidrofóbicade

contacto,sí modifica la intensidadde la adsorción.

Las característicasfisicoquímicasdel adsorbentetambién son de gran importanciaen el

comportamientode la adsorciónpor interacciónhidrofóbica.La longitud del ligando es un factorque

afecta a la selectividad y la retención de proteínasen HIC. Para experimentosrealizadoscon

adsorbentes producidos por unión de ligandos alquflicos de diferente longitud de cadena y, por tanto,

de diferente hidrofobicidad, los de mayor longitud mostrabanunamayor retención,a igualdaddel

resto de lascondicionesde operación(Fausnaugheral., 1984; Goodingeral., 1986). Sinembargo,la

hidrofobicidad relativa de diferentes columnaspuedeser modificada mediantela utilización de

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

Intercambio jónico

La purificaciónmedianteadsorciónpor intercambiojónico sebasaen la retenciónselectiva,

por partedel sólidointercambiadorde iones,de las especiesquímicasimplicadasdebidaa ladiferente

distribuciónde cargaeléctricaexpuestaen lasuperficieexternalas mismas.

Los aminoácidosque componenlasproteínascontienengruposionizablesque, en función de

las condicionesdel medio, puedenencontrarsecargadoso no. Las cargaspositivasse debena los
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gruposfuncionalespertenecientesa las cadenaslateralesdelos residuosdearginina,usinae bisfidina

y, en menormedida,a los gruposamino terminales.Porotro lado, las cargasnegativasqueportanlas

cadenaspolipeptídicasson debidasa los gruposcarboxilo de los ácidosaspárticoy glutámico, a los

grupos carboxilo terminales y, más débilmente, a los gmpos tiol de tos residuos de cisteina. En la

tabla 1.3 se muestran los valores de pK correspondientes a los grupos susceptibles de ionización que

seencuentranen los aminoácidosquecomponenunaproteína.

Tabla ¡.3: Valores intrínsecos de pK de los diferentes

grupos ionizables de las proteínas (Creighton, 1993).

Grupo lonizable pK

a-Amino 6.8 - 8.0

a-Carboxilo 3.5 - 4.3

3-Carboxilo (Asp) 3.9 - 4.0

y-Carboxilo (Glu) 4.3 - 4.5

6-Guanidino (Arg) 12.0

e-Amino (Lys) 10.4 - 11.1

Imidazol (1-lis) 6.0 - 7.0

Tiol (Cys) 9.0 - 9.5

Fenoxi (Tyr) 10.0 - 10.3

Las interaccioneselectrostáticasproducidasentre los grupos con cargaopuestajueganun

papel importanteen la estructuraterciariay cuaternariade las proteínas.Dependiendode la cantidad

relativa de aminoácidos básicos y ácidos y en Ñnción, principalmente, de las condiciones de pH así

comode la temperatura,fuerzaiónica o presenciade otros compuestos,las proteínasmuestranuna

carganetaquepuedevariardesdevalorespositivoshastanegativos.El pH al cualla carganetaes nula

se denomina punto isoeléctrico, pI. Debido a que la variación del pH del medio modifica la carga neta

de la proteína, la capacidad del intercambiador de iones se ve también afectada.

Las proteínastienenestructurastridimensionalesy distribucionessuperficialesde cargaque

soncaracterísticas,por lo que supurificación o separacióndel medioen quese encuentranmediante

adsorciónpor intercambioiónico puedeserunaoperaciónmuy selectivay eficaz. Comoilustraciónde

la alta sensibilidad y selectividad que presenta este mecanismo, se han realizado estudios en los que se

compruebaque la sustituciónde 2 residuosde aminoácidoscargadosen una~-lactoglobulinahace

cambiar sustancialmente su tiempo de retención en sistemas de cromatografía líquida (Yamamoto a

al., 1987). Junto a la altaselectividadcomentada.Ja cromatografíadeintercambioiónico presentala

ventaja de no necesitar,en general, la utilización de fases móviles de naturaleza tóxica o
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superficialde cargay la orientacióncon que interaccionanadsorbatoy adsorbente.Debido a estos

efectos, la capacidad de adsorción de una resma de intercambio iónico disminuye, de una forma casi

lineal, al aumentarel logaritmode la masamoleculardela proteína(Seopes,1981).

Las resinasde intercambioanióídcoo catiónicoconsistenen unamatriz inerte, generalmente

porosa, a la que se encuentran unidos ligandos que contienen grupos ioítizables con carga positiva o

negativa, respectivamente. Estos grupos funcionales se encuentran neutralizados por el

correspondienteión de signoopuesto,denominadocontrajón.Medianteel mecanismode intercambio

iónico, una proteína con carga neta de igual signo que el contraión desplaza a uno o varios de estos,

quedandounida al ligando. Las proteínasen disolucióntambiéntienensus cargasneutralizadaspor

sus correspondientes contraiones. En la figura 1.17 se muestra, esquemáticamente, el mecanismo

descrito.

Existe un conocimiento rdativamente escaso del mecanismo de intercambio iónico en su

aplicaciónapéptidosy proteínas(Wang, 1990) debidoa unaseriede factorescaracterísticosde este

tipo de sistemas que a continuación se señalan:

- EJ valor de pK de los grupos básicos o ácidos débiles de los residuos de aminoácidos

puede variar en función de los residuos de su entorno.

- La estructura terciaria de las cadenas polipeptídicas puede modiuicarse al variar las

condiciones de pH. concentración salina, temperatura o por la presencia de

determinadas sustancias en el medio.

- En los intercambiadores iónicos de carácter débil la densidad de carga y la capacidad

total de retenciónpuedemodificarsepor cambiosde pH, afectandodc estaforma al

equilibrio de adsorción.

- En ocasiones,la unión de una biomoléculaal sólido adsorbentese debe a un

mecanismo mixto de intercambio iónico y de interacción hidrofóbica (Heinitz el al.,

1988) por lo que la afinidad adsorbeníe-adsorbato tiene una dependencia compleja con

la concentración salina.

- Una proteínapuede cambiar su conformación tridimensional tras la unión con la

tesinade intercambioiónico u otras superficies.En estoscasoslas isotermaspueden

variar con el tiempo de contacto, mostrandouna dependenciacon la historia de la

concentración en la fase adsorbida.

Los tratamientostermodinámicosmás simplestienenen cuentala carganeta de la proteína

como faclor principal por el cual se produce el intercambio. Sin embargo, se ha comprobado

experimentalmenteque, en determinadossistemas,no hay una buena correlaciónentredicha carga
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netay la retencióndel adsorbato(Kopaciewiczel al., 1983).Así, seha observadoque existeretención

de proteínasque se encuentranen su punto isoeléctricoo incluso a valores de pH inferiores en

columnasde intercambio aniónico.Estaadsorciónno estácausadapor fuerzashidrofóbicas,sino por

la existenciade asimetríaen la distribución superficial de cargas que presentanlas proteínasa

cualquiervalor de pH (Drager y Regnier,1986). De estaforma, las proteínas,aunquela carganeta

que soportenseanula, puedenpresentaren algunaszonas de su superficie una concentraciónde

grupos cargadosque le comierenuna densidadde cargalocal no nula que le permiten unirse a

intercambiadoresde iones adoptandola orientaciónadecuada.La biomolécula,a medidaque fluye a

travésdel adsorbentey debidoal movimientotérmico, tiendea situarseen unao variasorientaciones

queminimicenla energíalibre enel estadoadsorbido.

Con objeto de comprender y describir de una forma más completa el mecanismode

intercambioiónico de macromoléculaspoliiónicas,se introdujo el conceptode carga caracterísrica

(Velayudhany Horváth, 1986). Estedesignaal ndmerode cargaso residuosde aminoácidos(para

cadenaspolipeptídicas)cargadosde la biomoléculaque intervienenen la unión, por interacción

electrostática, a la superficie del adsorbente. Este valor depende de las condiciones del medio (pH,

ifierza iónica, temperatura,etc.) así como de las característicasdel adsorbente(Velayudhany

Horváth, 1994).

Existendiferentesmétodosparadeterminarel valor delacargacaracterística.En primer lugar

se puedendestacarlos cálculos a priori basadosen la mecánicaestadística.Estos requierenun

tratamientomatemáticomuy complejoa lavez queun conocimientomuy completodel sistemaquese

estáestudiando.Estasituaciónno esconla secuentahabitualmentedebidoa la dificultad dedescribir

adecuadamenteel comportamientoy característicasde las estructurasproteicas. Por ello, se han

desarrollado procedimientos basados en datosobtenidosexperimentalmenteen sistemasrelativamente

sencillos. Entre ellos se encuentranlos basadosen datos obtenidos a partir de experimentosen

impulsoen equiposde HPLC por elución isocrática(Dragery Regnier,1986; Velayudhany Horváth,

1986) y los que hacenusode los valoresobtenidosa partir de la isotermade Langmuirdel sistema

(Velayudhan y Horváth, 1986).

De los tratamientosexperimentalesanteriores,podemosgeneralizarunarelaciónlineal entre

el logaritmo del factor de capacidady el logaritmo dela concentraciónsalina(o fuerzaiónica) de la

fase móvil de la siguiente manera:

log(k’) = logA — .~- log[S] [1.10]4;

basado en el siguiente equilibrio, no mecanístico:
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z p+z Y—*z — 11.1115 1’ <—

donde Zs y Zp son las cargas netas del contraión y la carga característicade la proteína

respectivamente.Py 5 hacenreferenciaa la proteínay al contraiónsalino. La barrasobrealgunode

ellos representaque la especiecorrespondienteseencuentraunidaal ligandode la faseestacionaria.

1.3.-OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

La implantaciónde un procesobiotecnológico a escalaindustrial requiereun profundo

conocimientodesus mecanismosy delos factoresqueen él influyen. Además,paradiseñary optimar

procesosde purificaciónde forma no empírica,es necesariala utilización de modelosmatemáticos

generalesquepermitandescribiry predecirel comportamientodel sistema.Por ello y por todo lo

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

- Desarrollaruna metodologíaque permitael diseñode procesosde purificación de

bioproductosmedianteadsorción.

- Determinary cuantificarlos factoresque influyen en la adsorciónde ct-amilasade

Aspergillusoryzaesobresoportesde intercambioiónico e interacciónhidrofóbica.

- Aplicar modelos matemáticos fenomenológicosque permitan diseñar, simular y

optimarla operaciónde adsorciónde a-amilasasobrelos soportesestudiados.

- Determinarlos parámetroscinéticosy termodinúmicosque caracterizanal modelo

teórico desarrolladopara utilizar este en la operación de diseño, simulación y

escaladodel procesode adsorcióndea-amilasa.

A continuaciónse describeLa metodologíay el plande trabajopropuestoparala realización

de los objetivos planteados:

- Elecciónde los adsorbentesmásadecuadosy de las condicionesde operaciónen las

queseva a desarrollarel estudioposteriorde la adsorcióndea-amilasa.

- Caracterizaciónfisico-quimicadel adsorbatoy delos adsorbentesutilizados.

- Estudio experimental, en forma secuencial, de la adsorciónde a-amilasasobrelos

adsorbentes seleccionados mediante los siguientes procesos: (1) cromatografía de

impulso en columnas de HPLC. (2) adsorciónen tanqueagitadodiscontinuoy (3)
adsorción en lecho fijo.

- Determinaciónde los parámetros cinéticos y termodinámicos del proceso (le
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adsorción de ct-amilasamedianteel ajuste de los resultadosexperimentalesal

modelomatemáticodesarrollado.
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2. TRANSFERENCIA DE MATERIA Y

EQUILIBRIO QUÍMICO EN LOS
4-

PROCESOSDE ADSORCION

2.1.- INTRODUCCIÓN

La cantidadde proteínao cualquierotro adsorbatoque un adsorbentepuederetener,viene

determinadapor el equilibrio químico existenteentre ambos. Este último también establecela

separaciónentrelos diferentescomponentesde unamezclaque unacolumnacromatográficaes capaz

de resolver. Aun siendo un factor de gran importancia en la elección de un adsorbente, la capacidad

del mismo no es el único a tener en cuenta. Para el diseño de procesos de adsorción es fundamental el

conocimientode la velocidadconla quese alcanzael equilibrio entrelas fasesasí comolavelocidad

de transporte de las moléculas de adsorbato desde el seno del finido, en el que se encuentra, hasta los

sitios deadsorciónenla superficiedel adsorbente.

~1



54 TRANSFERENcIA DE MATERIA Y EQUILIBRIO QulsuCo EN LOS PRocEsos DE ADSORCIÓN

La adsorciónde un soluto sobrela superficie internade unapartículaporosade adsorbente

consta de varias etapas de transferencia de materia en serie. La velocidad relativa de cada una de ellas

frente al resto determinará la etapa o etapas controlantes de la velocidad global del proceso. Dichas

etapaspuedenagruparseentresprocesosprincipales:

- Difusión externa: la molécula de adsorbatodebe difundirse desde el seno de la

disoluciónhastala superficieexternade la partículade adsorbentea travésde la capa

límite externaquela rodea.

- Difusión interna:el adsorbatose difunde desdela superficieexternade la panículaa

través del interior de los poros hasta los puntos de adsorción mediante uno o varios

mecanismos difusionales que se describirán a continuación.

- Adsorción:se produceel equilibriode adsorciónpropiamentedicho entreel adsorbato

y los sitios de adsorción de la superficie interna de la partícula de adsorbente.

Junto a todo ello, en el caso de trabajar en sistemas en los que el adsorbente se encuentre

dispuesto como fase estacionaria en el interior de una columna, habrá que tener en cuenta los posibles

efectos que la dispersión axial y radial tienen sobre la velocidad de transferencia de materia.

2.2.-PROCESOSDE TRANSFERENCIA DE MATERIA

En esteapartadoserevisanlos mecanismosde transportequesepresentanenlos procesosde

adsorción en sólidos porosos. Cada uno de ellos viene determinadopor las características

fisicoquímicasdel adsorbatoy del adsorbenteasí como por las condicionesdel medio en el que se

encuentran. La fuerza impulsora de cada uno de los mecanismos define la expresión de la velocidad

con la que dicho transporte se realiza. El análisis cinético de un sistema concreto permitirá conocer la

etapao etapascontrolantesde lavelocidadglobaldel proceso.

2.2.t.-Transferencia de materia en la capa límite externa

El flujo de un soluto a través de la capalímite externaque rodea a una partículasólida se

considera linealmente dependiente de la diferencia entre la concentración de dicho soluto en el seno

de la disolución y en la superficie exterior de la partícula, lo cual puede expresarse mediante la

relación matemática descrita por la ecuación 2.1.

-h =kf(C—CKR) [2.lj

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

transferencia de materia externo, ~. Furusaway Smith (1973) describenun procedimientopara
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determinarexperimentalmenteel valor dek1 a partir dela pendienteatiempo cerode la curvacinética

de adsorción.Existen diversasecuacionesempíricasparala estimaciónde dicho parámetro,muchas

de ellas (Wakaoy Funazkri, 1978; Wilson y Geankoplis,1966)correlacionanel númerode Sherwood

con otros númerosadimendionales,como son el de Reynoldsy Schmit.Estas,sin embargo,son de

difícil aplicacióna sistemasde tanque agitado debido a la.dificultad de determinarla velocidad

superficial de las partículassuspendidas(Fritz el al., 1980). Parala estimacióndel coeficientede

transferenciade materiaexternoen sistemasde tanqueagitadoen faselíquida, se puedeutilizar la

siguientecorrelación(Geankoplis,1983):

9

2 DAB hP DAR )t (A;iÉ~} [mis]
kf = +0.31 ¡ [2.2]

d 3

donded~ es el diámetrode partículaen m, g esla viscosidadde la soluciónen Pas,p esla densidad

de la disolución en kg/mt Ap es la diferenciade densidadentrelas partículasy la fase fluida en

kg/m
3, g 9.81 m/s2 es la constantede aceleraciónde la gravedady D»,~ la difusividad molecular del

solutoen la fasefluida enm2/s.

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

El transportede materiaa travésdel interior de los porosdeunapartículade adsorbentepuede

debersea variosmecanismosdifusionales,quepuedendarsedeformaindividual o conjunta.

Difusión molecular

A pesarde que el mecanismode difusión moleculares, fundamentalmente,similar en fase

gaseosay en fase líquida, la teoríaque soportaestaúltima estámucho menosdesarrollada.Dicho

mecanismose caracterizaporquela resistenciaal flujo se producedebidoa las colisionesentrelas

moléculasde soluto quese difunden.Parala determinacióndel coeficientede difusión molecularen

fase líquida existenun gran número de correlacionesempíricasy semiempíricasbasadasen las

ecuacionesde Nernst-Einsteiny Stokes-EinsteinGMvarezeta,!., 1982).

Paraadsorbatosno electrolitoscuyamasamolecularseainferior, aproximadamente,a 1000,la

ecuaciónde Wilke y Chang(1955)esunade las máshabitualmenteutilizadas:

1.17 1016 (VB M
5) T r, 1

D AB = [m / sj [2.3]
~‘AB v4

6

donde VB es el parámetrode asociacióndel disolvente (parael aguatiene un valor de 2.6, aunque

otros autoresrecomiendanun valor de 2.26 (Álvarez eí al., 1982)), MB es la masa niolecular del
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disolvente,T es la temperaturaen kelvin; I
1B es la viscosidad del líquido en ¡‘as y VA es el volumen

molar del solutoasutemperaturanormaldeebullición en m3 /molkg.

Para solutos de mayor masamolecular,como es el casode la a-amilasa,se ha usadola

correlación de Polson (1950), basada en la ecuación de Stokes-Einstein:

D AB =9A1W15 (MV’3 [m~ ,¡ s] [2.4]

dondeMAes la masa molecular del soluto que se difunde.

DifusividaddeKnudsen

En sistemasgaseosos,cuandoel diámetrode poroespequeñoo la presiónes suficientemente

baja, puede ocurrir que las colisiones entre moléculas de adsorbato y las paredes internas de los poros

sean más frecuentes que ias 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

inmediatamenteen unadirecciónaleatoria.Estemecanismodetransferenciade materiaen el interior

del poro se denomina difusión de Knudsen y el coeficiente de difusión que lo caracteriza puede ser

estimadomediantela siguientecorrelación(Ruthven,1984):

DK = 97.0R~ ¿1) [m2 /s] [2.5]

Debido a que en fase líquida el recorridolibre medio de las moléculasde soluto es muy

pequeño,se consideraqueestemecanismono es significativoy, portanto,no controlalavelocidadde

transportede materia.

Dífusividaden macroporos

Dependiendodel sistemaadsorbato-adsorbenteasí como de las condicionesde operación.

pueden darse situaciones de transición entre los diferentes mecanismos difusionales. En el caso de

gases,en la región en la que tanto la difusión molecular como la difusión de Knudsen son

significativas, la difusividad en la fase líquida puede definirse mediante la siguiente expresión

(Ruthven, 1984):

1 1 1

D — D 12.6]DK

La magnitudde la difusividadde un soluto en la fase líquida del interior de los porosde un

sólido es menor que la que corresponde a la ditXisividad molecular de dicho soluto en disolución. Esto
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se debe a que junto a los mecanismosdifusionalesque se dan en el interior del poro, el flujo de

materiase reducedebido a la propia estmcturay geometríaporosa. Esta situación haceque la

estimaciónteóricadel coeficientede difusiónenlos porosno seaunatareasiempreposiblepor lo que

sesuelerecurrira la experimentaciónparaunadeterminaciónexacta.

El factorde tortuosidad,‘r, es el paránetroque relacionalos coeficientesde difusión en los

poros y molecularde la siguientemanera:

D
~ [2.7]

t

El factorde tortuosidadvariainversamentecon la porosidadde la partículay su valor suele

estaren el intervalo2-6. Su estimaciónteóricarequiereunacaracterizaciónmuy profunday compleja

de la estructura porosa por lo que habitualmente se determina experimentalmente para cada

adsorbente.

El flujo a través del líquido que llena los marroporosde una partículaesféricase puede

expresar,considerandoconstantela diflisividad, de acuerdocon unaexpresiónde similar forma a la

ley de Fick:

1 aF Dcl
J =D Ir2 ¼ [2.8]

“r2dr [ dr J

DiJi¡sividadsuperficial

El flujo de adsorbatoa través de la capade moléculasadsorbidasa la superficie del

adsorbenteseconocecomodifusividadsuperficial.

La determinacióndel valor de la difusividad superficial no puede hacersepor medidas

directasya queal serun procesoenparaleloal flujo de adsorbatoa travésdel poroen la fasefluida,

seríanecesarioeliminar la contribucióncorrespondientea esteúltimo (Schneidery Smith, 1968).

Estudios realizados en fase gaseosa indican que la difusividad superficial es significativa

cuandoel espesorde la capaadsorbidaes grandey el tamañode poroes relativamentepequeño.En

general, en estos casos, el flujo a través de la fase fluida es fundamentalmente debido al mecanismo

dedifusión deK.nudsen.

Parala difusión superficial,laexpresióndel flujo másicodebidoa dicho mecanismotieneuna

forma similar. En estecasola fuerzaimpulsoraes el gradienteradial de concentraciónsuperficial

adsorbidaen el interior de la partícula(ecuación2.9):

———.— ..—
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desorciónrespectivamente.

Tanto la velocidadde adsorcióncomo la de desorciónsuelenconsiderarsemuy elevadasen

comparacióncon las etapasde difusión que se dan en los procesosde adsorción,por lo que puede

considerarseque, entodo momento,la concentraciónde adsorbatoen el liquido del interior del poro

se encontrará en equilibrio local con la concentración adsorbida en la superficie interna del

adsorbente. De esta forma la velocidad global del proceso de adsorción en sólidos porosos viene

determinadapor las etapasdifusionalesen el interiorde las partículas.

2.3.-EQUILIBRIO DE ADSORCIÓN. ISOTERMAS

En el presente apartado se examinará el equilibrio entre adsorbato y adsorbente así como las

tbrmas de expresar el mismo, centrándose principalmente en los sistemas de adsorción en [aselíquida.

2.3.1.- Introducción

Las isotermascorrespondientesal equilibrio de adsorción,comosu nombreindica,describen

la distribución del adsorbatoentrela faseestacionariay la fasefluida a temperaturaconstante.Esta

última condiciónsecorrespondecon la suposiciónde que,en la mayoríadelos procesosde adsorción

en fase líquida,ni la transiciónde fasesni la impulsióndela fasemóvil generaefectossignificativos

de transferenciadecalorqueinvalidenlahipótesisplanteada.

La prácticatotalidaddelos desarrollosteóricosrelacionadosconlaadsorciónsehanllevadoa

caboen fasegaseosapor la posibilidadde conocerconmayor detalley profundidadlas interacciones

y característicasde las dos fasespresentes.La adsorciónen faselíquida ha aplicado,adaptadoy, en su

caso, discriminadolos modelosya existentespara poder explicar y predecir el comportamiento

observadoendichossistemas.

La formagráficade la isotermade adsorcióndifiereen funcióndel mecanismode interacción

entreel adsorbatoy el adsorbente,de las característicasfisicoquímicasde ambosy de las propiedades

porosasdel adsorbente.Unaclasificaciónclásicade los diferentestipos de isotermas,atendiendoa su

forma, fue dada por Brunauer(Brunauer eta,!., 193S:Bninauerel ci.. 1940).

La isotermatipo 1, identificadapreviamente(Langmuir, 1916; Langmuir, 1918),presentauna

tbrmahiperbólicay suponeun mecanismorestringidoa la adsorciónde unamonocapade moléculas

sobre la superficie del sólido. Además, no considera iínpedimentos ni interacciones entre moléculas

adyacentes adsorbidas. El tipo II tiene un similar comportamiento que el tipo ¡ a concentraciones de

adsorbatobajas,peroal aumentarestaseproducela adsorciónenmulticapas,produciendounaforma

convexa a altas concentraciones. El tipo 111 adopta esta última configuración debido a una distribución
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de tamaños de poro muy amplia, lo que provoca un continuo llenado de los poros según aumenta la

concentración.Lasisotermastipo IV, semejantesa las tipo II, presentanun valor asintóticodebidoal

mecanismode condensacióncapilar. El tipo y se relacionaconlas isotermastipo III, presentandoun

límite superiorcomoen el casode la isotermatipo IV porsimilaresrazones.No todosestostipos de

isoterma,observadosen adsorcióngas-sólido,se handescritoen sistemasliquido-sólido.

Otra clasificaciónqueagrupalos tipos anterioresen trescategorías(figura 2.3) esla siguiente:

- Isotermascóncavas:adsorciónfavorable.

- Isotermasconvexas:adsorcióndesfavorable.

- Isotermasquepresentanpuntode inflexión.

o
z

‘o -

1—

o

Figura 2.3: Clasificación de las isotermas de adsorción atendiendoa la forma de
la curvatura.

Aunque la forma de las isotermasnos da información sobreel procesode adsorción,es

conveniente,a efectos prácticos, disponerde datos de equilibrio o, mejor aun, de unaexpresión

matemáticaque nos relacione la concentraciónde adsorbatoa cadatemperaturaen ambasfases.

Existen en la literatura numerosasecuacionespara tal fin, pudiéndoseclasificar en dos grupos

principales:las isotermaslinealesy las no lineales.A continuaciónse describenlas condicionesenlas

quese presentanambas,juntoconlas expresionesmatemáticasquelas describen.

Concentraciónen la fasefluida

Favorable
Pto. Inflexión
Dcsfavorable

- 1



62 TRANSFERENCIA DE MATERIA Y EQUILIBRIO QUIMICO EN LOS PROCEsOs DE ADSORCIÓN

2.3.2.-Isotermalineal

La forma más simple de expresarel equilibrio entrelas moléculasde adsorbatoen la fase

fluida y en la faseadsorbidaes medianteunarelaciónlineal, denominadaley de Henry. Estasupone

que la adsorciónse lleva a cabosobre superficieshomogéneasa concentracionessuficientemente

bajascomoparaconsiderarquecadamoléculase encuentraaisladade lasmoléculasvecinas.En estas

condiciones,la isotermapuedeexpresarsede lasiguienteforma:

q = KA Qq [2.12]

dondeq y Qq son la concentración de adsorbato en el adsorbente y en la fase líquida respectivamente

y KA es la constante de adsorción o de Henry.

2.3.3.-Isoterma no lineal

En determinadossistemas,o cuando la concentraciónde adsorbatoes suticientemente

elevada,la tendencialineal de la isotermadesaparecey es necesariodisponerde expresionesque

reproduzcan adecuadamenteel comportamiento del equilibrio. Los modelos no lineales más

frecuentementeutilizados en sistemaslíquidos son los basadosen las isotermasde Langmuir y

Freundlich.

Isotermade Langmuir

El modelo teórico en que se basa (Langmuir, ¡916: Langmuir, 1918) fue desarroiJado a partir

de argumentoscinéticossimplescorrespondientesa la adsorciónde gases.Lassuposicionessobrelas

quese asientasonlas siguientes:

- Las moléculasse adsorbensobreun número determinadode sitios localizadosen

posicionesfijas.

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

monocapa.

- Todoslos sitios son energéticamente equivalentes

- No existen interacciones laterales entre moléculas adsorbidas.

La velocidad de adsorción es proporcional a la concentración libre y a la fracción desocupada

delos sitios de adsorción.La velocidadde desorciónes proporcionala la fracciónocupadade dichos

sitios. Ambasvelocidades,en el equilibrio, soniguales.

A partir de lo anterior, se puede expresar la relación de equilibrio como:
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bC eq [2.13]

q~1 1+bC~

siendoe la fracción de superficiecubierta por moléculasde adsorbato,q~ la máximacantidadde

adsorbatosobre la superficie del adsorbentey b representala constantede equilibrio a baja

concentración(pendientede la isotermacuandoCeq 4 0).

Isotermade Freundlich

La desviación 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 cumpliéndose una de las suposiciones de la teoría de Langmuir.

Realizandola hipótesisde la existenciade unadistribuciónlogarítmica,quetiendea un valor

asintótico, de la energía de adsorción correspondiente a los sitios de unión de la superficie del

adsorbente,se llegaa la siguienteexpresiónsemiempírica:

q = K~ Ó~ [2.14]eq

dondeKf y ¡3 (¡3 < 1) sonparámetrosconstantesparacadatemperatura.

Estemodelopresentala desventajade que no predicela saturación,de forma asintótica,del

adsorbente a alta concentración de soluto ni se reduce al comportamiento lineal a baja concentración

del mismo. Por esta razón, la utilización de la isoterma de Freundlich se encuentra limitada a

superficiesheterogéneasy aun intervalodeterminadodeconcentración.

Otras isotermas

Para poder describir adecuadamenteel comportamientode sistemas que se apartan del

predichopor las isotermasdescritasanteriormente,se hanpropuestonumerosasexpresiones,algunas

de las cuales se indican a continuación.

La suposición de una heterogeneidad superficial debida a dos tipos de sitios de adsorción

independientesno cooperativospuedeexpresarsemediantela isotermabi-Langmuir (Katti et al.,

1990; Dose eta,!., 1991):

a1C,, + [2.15]

l+b1C l+b2Q

Otros tratamientos más empíricos son los correspondientes a la isoterma de Langmuir-

Freundlich(Belloty Condoret,1993):
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aC11
[2.16]

1 + b U’

o a la de Redlich-Peterson (McKay y Al Duri, 1989):

aC

q = 1 + b U’
[2.17]

La elecciónde cualquierade las isotermasexpuestas,o de otras muchasdescritasen la

bibliografíadependerá,principalmente,del sistemaestudiadoy delaprofundidadconquese conozca,

delos datosexperimentalesde quese dispongay del gradode exactitudquese quieraalcanzar.
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3. MODELO MATEMÁTICO DEL

PROCESO DE ADSORCIÓN

3.1.- INTRODUCCIÓN

Losprocesosde separaciónbasadosenlacromatografíalíquida o, de formamásgeneral,en el

equilibrio líquido/sólido son muy utilizadascomo etapasfinales de la purificación de productos

obtenidosmediantebiotecnología.Hasta hacepocas décadas,los procesosbiotecnológicos,salvo

determinados procesos clásicos de fermentación (por ejemplo, producción de cerveza y de otras

bebidas), estaban reducidos a la obtención de productos de muy alto valor añadido con producciones

muy bajas.En la actualidad,estánapareciendonuevosprocesosbioteenológicosala vez queotros ya

establecidos, que se realizan mediante procedimientos dósicos de la química, pasana realizarse

utilizando la biotecnología. En este campo, actualmente, gran parte del trabajo desarrollado para pasar

de la investigación en el laboratorio a la producción industrial se realiza mediante escalado intermedio

en planta piloto con procedimientos empíricos o semiempíricos.

El asentamiento de los principios generales de los procesos biotecnológicos, acompañado de

—l - -
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la consolidaciónde la técmca necesariapara su desarrollo,hace necesarioel establecimientode

modelosmatemáticosque permitanel diseño y simulaciónde cadauna de las operacionesque lo

componen. De esta forma, el desarrollo de procesos biotecnológicos se situaría en una posición

similar a la que tienenlos procesosquímicosconvenciona,!es,cuyos representantes más destacados

son los pertenecientesa la industriapetroquímica.

La proposiciónde modelosmatemáticosquedescribanel comportamientodel sistemaa partir

de parámetrosconocidoso de fácil obtención requiere un profundo conocimientodel proceso,

determinandolas variablesque influyen en el mismo así como la cuantificaciónde la mencionada

influencia. En el caso de la adsorción, además de la extensión del equilibrio entre el adsorbato y el

adsorbente, es necesario conocer la velocidad de transporte del atisorbato hasta los sitios de adsorción

sobre la superficie del sólido.Esto último vienedeterminadopor los mecanismosde transferenciade

materia que se encuentran presentes en el proceso.

DL

Figura 3.1: Parámetros cinéticos y termodinámicos que se obtienen a partir de los tratamientos matemáticos
aplicados a cada uno de los sistemas experimentales estudiados.

En el presente trabajo se estudiará la adsorción de wamilasa sobre adsorbentes con

mecanismos de adsorción diferentes, interacción hidrofóbica e intercambio iórúco. El estudio se

realizará utilizando una metodología secuencial desarrollada en anteriores trabajos por nuestro grupo

de investigación (Aracil y Martínez, 1993) mediante los siguientes sistemas experimentales:

cromatografíade impulsoen HPLC, adsorciónentanqueagitadodiscontinuoy adsorciónen lechofijo

(Aracil et al., 1992). Los modelos matemáticos propuestos, de complejidad creciente, permitirán

caracterizar el proceso de adsorción mediante los parámetros cinéticos y termodinámicos del sistema.

KA KA

np

Factorde Capacidad

Entalpia de Adsorcion

Entropia de Adaercion

np KA KA

Fado! de Capacidad np
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Factor de Capacidad
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3.2.-CROMATOGRAFÍA DE IMPULSO. ANÁLISIS DE MOMENTOS

La aplicaciónmás conocida,difundida y establecidade la cromatografía líquida de alta

eficacia, HPLC, es como técnicaanalítica,encontrándosemuy desarrolladay bien establecidapara

unagrandiversidadde sustanciasquímicas.Sin embargo,otra aplicaciónde importanciacreciente,es

como método de purificación para determinadosproductos de alto valor añadido en la industria

farmacéuticao de alimentación,debidoa la facilidad de escalarel procesoy a los altos gradosde

purezaquesealcanzan.

3.2.1.- Introducción

El estudiodel procesode adsorciónmedianteHPLC permite obtener una valiosainformación

del sistemade unaforma rápida,repetitiva,conequiposcomercialesrelativamentesencillosy a partir

de muy pequeñas cantidades de adsorbente y, sobre todo, de atisorbatos (Aracil y Martínez, 1993).

Estas circunstancias hacen que sea una técnica especialmente adecuada para productos de gran valor

añadidocomosonantibióticos,péptidos,proteínas,hormonas,anticuemosmonoclonales,etc.

Tras la aplicacióndel impulso de adsorbatoen la fasemóvil a la entradade la columna,la

información de que se dispondrá será la de la curva de respuesta a la salida de la misma, es decir, la

concentración de adsorbaío a la salida en función del tiempo. Estos datos, junto con los

correspondientes a las condiciones de operación y características del sistema (caudal, temperatura,

tamaño y porosidadde las partículasy de la columna)permitiránla aplicación del método de los

momentos, como se describe en el siguiente apañado, con el fin de obtener los parámetros cinéticos y

de equilibrio que caracterizan al sistema.

3.2.2.-Modelo

El análisis de la respuesta de un sistema cromatogr’Mico ante la introducción de una

perturbaciónen impulso o en escalónha sido ampliamenteutilizaday estudiadacon el fin de extraer

información acerca de los factores que afectan al proceso de adsorción así como para conocer y

discriminarlos diferentesmecanismosde transferenciade materiaquetienenlugar.

Los desarrollosinicialesrelacionaban[osparámetrosestadísticoscaracterísticosde las curvas

de respuesta o las curvas de distribución del efluente en las columnas cromatográlicas con las

variables de operación y los parámetros cinéticos del sistema estudiado.

Las primeras contribuciones teóricas consideraron la dispersión axial como el mecanismo

cinético principal responsable de la transferencia de materia (Lapidus y Amundson, 1952;

Klinkenberg y Sjenitzer, 1956). La inclusión de otro parámetro causante del comportamiento no ideal,
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el coeficiente de transferencia de materia externo (Van Deemter el a,!., 1956), permitió una

explicación y unapredicción másexacta del comportamientocromatográfico.Levenspiel y Smith

(1957) determinaronel coeficiente de dispersiónaxial a partir de la caracterizaciónde la curva

normalizadade respuestaa un impulso medianteel usodel númeroadimensionajde Peclet.Parala

resoluciónde las ecuacionescorrespondientesal balancede materiaen lacolumnase hanutilizado,

entre otras técnicas, la transformación al dominio de Laplace. La inversión de la solución para obtener

una expresión analítica en el dominio del tiempo es complicadao, en la mayorúa de Los casos,

inviable. Es factible, sin embargo, la obtención de expresiones para los momentos cromatográficos a

partir de la solución en el dominio de Laplace. Estas expresiones relacionanlos parámetroscinéticos

y termodinámicospropuestosen el modeloresuelto(Van derLaan,1957)conla definiciónestadística

de los momentosde unacurvade distribución.A continuaciónse muestranlas expresionesa partir de

las cualesse calculanel primer momento(pi) y el segundomomentocentral(&):

JtC(t) dt

II 13.1]

JC(t) dt

J (t — gV C(t) dt

a- = 3.2]

J C(t) dt

dondeC(t) es la concentraciónala salidade lacolumna.

A partir de la metodología anterior y en base al establecimientode los balancesde materiaen

la columna y en una partícula. Kubin (1695a; 1965b) y Kucera (1965) desarrollaron el ínétodo de los

momentosparaun modelo en el que las resistenciasa la transferenciade materiason la dispersión

axial a lo largo del ejede la columna,la difusión a travésde la capalimite querodeaa las partículas

de adsorbentey la difusión de las moléculasde adsorbatoen el interior de las mismashastaunirsea

los sitios de adsorción. Los parámetroscinéticos que caracterizanlos citados mecanismosde

transporteson,respectivamente,los coeficientesde dispersiónaxial, DL, de transferencia de materia

externa. k1, y de difusión en los poros, D~. Un modelo más general,que incluye la difusión del

adsorbatoa través de sólidos con estructurasporosasbidispersas,fue desarrolladopor Haynesy

Sarma(1973). De estaforma se obtienenexpresionesparalos momentosde las curvasde respuesta

que explican adecuadamentela mayoría de los sistemascromatográficos.-Previamentese habfan

propuestomodelosque incluían difusión en macro- y microporosaunquesólo considerabanque la
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adsorciónse producíaen los microporos(Hashimotoy Smith, 1973).

Shahy Ruthven(1977)modificaronligeramenteel modelo de Haynesy Sarmarefiriendolas

difusividadesen micro- y macroporosen base al volumen del cristal y al área superficial libre

respectivamente.De esta forma, el análisis de momentosse realiza a partir de las siguientes

expresiones:

[3.3]

donde L es la longitud de la columna, y la velocidad intersticial de la fase móvil y k es una constante

de equilibrio aparentequepuedeexpresarsea partir de la constantedel equilibrio de adsorción,KA,

comose indicaa continuación:

k s~ + (1 — E~, ) KA [3.4]

La porosidad externa del lecho (referida al espaciointerparticular)y la interna de las

partículas (referida al volumen total ocupado por los poros) vienen representadaspor E y ~,

respectivamente.

La relaciónentreel segundomomentoy los parámetroscinéticosque caracterizanel sistema

puedeexpresarsemediantelaecuación3.5:

d+9C.~i[í+CÑíY~ +Cl—fl(í
KAI +

~M~iiC
2

15

cP)KAI2 +

EDPP

L

y

iR 1—E

E j[ 5p

+ (í — ~ KAj

) ( 1 ~j(1)K

siendo R el radio de las partículas,r, el radio de los cristalesque forman cadapartículay 0. el

coetkientede difusión intracrisualino. Relacionandolas expresionescorrespondientesal primer y

segundo momento central, se obtiene:

j 15s~D~

+
R

3kf 15 kD
0

El término que tiene en cuentala resistenciaa la transferenciade materiaen el interior del

+

[3.5]

2 112

O

vL Etc E

1—E jC 1 +

E

(1—s)k T -

13.6]

1 — ——...--..-———
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cristal adquiereimportanciaen el caso de adsorbenteso catalizadoresformadospor agregadoso

compactaciónde cristales, situación habitual cuando se trabaja, por ejemplo, con zeolitas. Sin

embargo,puedeeliminarsecuandoel sólidoutilizado carecede microporos.Por otra parte,los otros

dostérminos,correspondientesal transportede materiaa travésde la capalimite externaquerodeaa

las partículasy el producidoen el interior de los macroporosttienenórdenesde magnituddiferentes

(Wakao y Funazkri, 1978). Mientras que el coeficiente de difusión externa tiene valores de,

aproximadamente,106 m/s,el de difusión enlos porosse encuentraalrededorde 10íí m2/s,delo cual

se deduce:

R
[3.7]

15% D~ 3k~

Con estas consideraciones, la ecuación 3.6 puede simplificarse para dar la siguiente

expresión:

& — 2É+L~)LiEj15~2Dpj1t1iEkj [3.8]

2112

Por otro lado, a partir de la teoría de platos (Martin y Synge, 1941) se puede obteneruna

relaciónentre la altura equivalentede un plato teórico, AEPT, y el resultadodel desarrollodel

análisisde momentos,basadoen las teoríasde velocidada partir de las ecuacionesde balancesde

materia:

&
AETP = —

7L [3.91
11

por lo quecomparandoconlaecuación3.8, se tiene:

AEPT=
2DL +2v~ ÍEjI5EDj IiEkj [3.10]

A partir de esta última expresión se deduce que para especies que no se adsorban (k -4 0) o

que se difundan hacia los sitios de adsorciónmuy rápidamente(D~ -4 ~), la AEPT viene dada,

simplemente.por (2Djv), siendo un valor constante para cada sistema, esencialmente independiente

de la temperatura o de la velocidad del fluido, especialmente a bajos valores del número de Reynolds

(Bischoft 1960).

La posibleexistenciade asimetríaen lospicosy lapresenciade colasen los mismosasícomo

En estecaso,el término maeroporoenglobatambiéna los mesoporosque, segúnla recomendación de la IUPAC (Sing el

cd., 1985). comprendenlos poroscuyo tamañoseencuentraenel intervalo2 - 50 nm.
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de mido presenteen la señal,haceinviable la utilización de momentosde ordenmayora dos. Incluso

en estos últimos, los problemas descritos pueden afectar significativamente a su determinación. Se

handescritoalgunasmodificacionesy correccionesal métodode los momentosparapoderdisminuir

el efecto mencionado. Sin duda, el más utilizado de ellos es el método de los momentos con peso

(Ostergaardy Michelsen,1969;Andersseny White, 1971; Ramachandrany Smith, 1978;Wolf etal.,

1979). Este método hace uso de la relación entre los momentos ordinarios y la transformada de

Laplace.El primer y segundomomentocentralconpeso,g~ y o%, sedefinencomo:

S t est C(t) dt

— r=O [3.11]

Je~ C(t) dt
t=0

J(t — &sL C@) dt
&(s) = t~O [3.12]

p

Jest C(t) dt

r=O

siendos un parámetroarbitrariode la transformaciónconunidadesde inversadel tiempo.Paras = 0,

los momentos con peso coinciden con los ordinarios. Para s > 0 el término (est) actúa como un factor

de peso que hace disminuir la contribución al valor de ¡i o & de los datos de concentración a tiempos

elevados, esto es, situados en la zona de caída del pico donde la asimetría es grande. El valor de s se

determina como aquél que minimiza la varianza de la curva de distribución (Anderssen y White,

1971).

Tambiénsehandescritoprocedimientosparaaplicarel métodode los momentosordinariosa

picos con asimetría mediante el truncamiento de los datos, es decir, la elección 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, además, la frecuencia de recogida de datos y el espaciado, regular o no, entre

ellos influye en la determinación del punto de truncaniento.

El métodode los momentospermiteun análisismatemáticosencilloy rápidodelas respuestas

obtenidas experimentalmente a partir de una perturbación en impulso introducida a un sistema

cromatográfico. Este análisis permite estimar la constante del equilibrio de adsorción correspondiente

a la ley de Henry, es decir, suponiendo la isoterma de tipo lineal, lo cual, debido a las bajas

concentraciones que implican los impulsos de adsorbato, suele ser una aproximación inicial oportuna.
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Una vez se hayan determinadolos valores de la constantede equilibrio para cada temperatura

ensayada, mediante la aplicación de la ecuación de Van’t Hoff puede obtenerse la variación de

entalpíaocurridaen el procesode adsorción,suponiendoaquellaconstante:

K0exp( AH
0

A y RT ) [3.13]

y la entropfa correspondiente, por la siguiente expresión:

AH0
AS0 =RInKA T [3.141

Además, a partir del segundo momento central puede obtenerse el valor del coeficiente de

difusión en los poros.Es necesarioestudiarlos resultadosque se obtenganmedianteestatécnicacon

visión especialmente crítica, analizando hasta que punto las simplificaciones llevadas a cabo tienen un

fundamentorazonable.En cualquiercaso, los parámetroscinéticosy termodinámicos,así calculados,

servirán de punto de partida para los análisis más rigurosos desarrolladospara los procesosde

adsorción en tanque agitado y lecho fijo que se describirán en los apartados siguientes.

3.3.- ADSORCIÓN EN TANQUE AGITADO DISCONTINUO

Pararealizarel diseñode procesosde purificaciónpor adsorciónen sólidosporosos,mediante

cualquiera de los mecanismos existentes, es necesario conocer las etapas de transferencia de materia

que determinan la velocidad de dicho proceso. Esto implica la determinación de los parámetros

cinéticos y terínodinánúcos relacionados con los procesos de transporte de materia externo hacia las

partículas 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

determinación de dichos parámetros de forma sencilla ya que en ellos es posible eliminar el control de

la transferencia de materia externa. Además, en estos sistemas no existen otros mecanismos no ideales

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

3.3.1.-Introducción

Los modelosmatemáticosdesarrolladospararepresentarel comportamientode los sistemas

de adsorción en tanque agitado. buscan la obtención, numérica o analítica, de la disminución de la

concentración del adsorbato o adsorbatos con el tiempo en función de una serie de parámetros

empíricos o no empíricos.

Los modelos más sencillos suelen considerar isoterma de tipo lineal y una sóla resistencia a la



PURIFICACIÓNDE rx-AMILAsA DEAspergillusoryzaePORADSORCIÓN 75

transferenciademateria,bienseala difusión interna(Huangy Li, 1973) o la externa(Crank, 1975).

Komiyamay Smith (1974a)y Furusaway Smith(1974)dancuentadeunadifusividadinternaefectiva

muchomayordela esperadaparadisolucionesde benzaldehído,atribuyéndolaa la existenciade una

difusión superticial en paralelo a la difusividad molecular en el interior de los poros. La

determinaciónde la difusividad superficial se pudo haceren términos del calor de adsorcióny la

aplicaciónde la isotermade Freundlich(Komiyama y Smith, 1974b). Este último mecanismoes

significativo si la interacciónentreadsorbatoy adsorbentees muy fuerte (Krishna y Wesselingh,

1997) o existe control a la transferencia de materia en los microporos (Ruthven, 1984), siendo la

contribuciónal flujo del mismo ordende magnitudque la debidaal mecanismode Knudsen(Doongy

Yang, 1986).Tambiénsehandescritomodelosenlos quesediferenciala difusiónenmicroporosy en

macroporos correspondiente a sólidos con distribución bimodal de tamaños de poro (Ruckenstein et

al., 1971).

Otros acercamientos al problema, pese a incluir la isoterma no lineal, no contemplaban la

acumulaciónde adsorbatoen la fase líquida en el interior del poro (Suzuki y Kawazoe. 1974;

Hasbimotocí a,!., 1975). Neretnieks (1976) incluye la utilización de isoterma no lineal y la resistencia

a la transferencia de materia externa e interna, diferenciando la difusión superficial y la difusión

molecularefectiva. La resoluciónnuméricase haceen basea diferentescasoslímite en los que se

pueden realizar determinadas simplificaciones, por lo que es necesario conocer, a priori, si las

condiciones experimentales las cumplen o no.

Con el fin de abordar de forma más sencilla el problema matemático se han propuesto

ecuaciones empíricas que describen, en determinadas condiciones, el perfil de concentración de

adsorbato en la fase líquida del interior de los poros. La aproximación más sencilla corresponde a la

consideración de la fuerza impulsora lineal (Glueckauf y Coates, 1947), por la que el transporte de

materiaa travésdel interiorde la partículaes proporcionalala diferenciaentrelaconcentraciónen el

borde exterior y la concentración media en toda la partícula. Otros tratamientos posteriores consideran

un perfil parabólico(ifice, 1982),existiendootrasexpresionescomopolinomios decuartogrado (Do

y Rice, 1986) o funciones exponenciales (Do y Mayfield, 1987) que describen la distribución del

adsorbatoen funcióndel radiode lapartícula.

La aplicación de modelos no empíricos a la adsorción de biomoléculas en sistemas de tanque

agitado es reciente. Despreciando la contribución de la difusión interna y aplicando la isoterma de

Langmuir, se realizó el estudiode la adsorciónde fibrinógeno y albúmina(Aptel el a,!.. 1988). Por

otro lado, eliminandola transferenciade materiaexterna,se ha aplicadoun modelo ala adsorciónde

seroalbúmina bovina mediante intercambio iónico con isoterma no lineal (Yoshidael al., 1994). Los

modelos que incluyen las dos resistencia a la transferencia de materia se han resuelto, en algún caso,

— ~1 -
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restringiendosu uso a la zonade la isotermadondeel comportamientoes lineal (Membrezet a,!.,

1996), resolviendo por transformadas de Laplace las ecuaciones del balance de materia. Modelos

completos, que cuenten con la difusión externa e interna y un comportamiento no lineal de la

isoterma,se han aplicadoa aminoácidosy penicilina O (Grzegorcyky Carta, 1996) o a la adsorción

de cefalosporina C (Casillas eta,!., 1993).

3.3.2.- Modelo

El procesode adsorciónde ct-amilasasobresólidos porososmedianteinteracciónhidrofóbica

e intercambio iónico en un tanque agitado en operación discontinna ha sido modelado

matemáticamente de acuerdo al planteamiento que a continuación se describe. En dicho modelo se

han tenido en cuenta las etapas de difusión externa, difusión interna y adsorción superficial como

responsables de la velocidad global de transferencia de materia. Pese a ello, la eliminación del control

de la etapa de difusión externa y la suposición de una velocidad de adsorción suficientemente elevada,

permitirá obtener valores más exactosdel coeficiente de difusión en los poros a partir de los

experimentos realizados. Esta situación se consigue aumentando, por agitación, la velocidad relativa

entre las partículas de adsorbente y la disolución de adsorción en el tanque. Para obtener unos mejores

resultados, es aconsejable que la densidad del sólido no sea demasiado diferente a la del fluido en el

que Se encuentra.

Establecimientode hipótesis

Parael planteamientoy posteriorresolucióndel modelomatemáticoquedescribeel proceso

de adsorción en tanque agitado discontinuo se han establecido las siguientes hipótesis:

i) Las partículas de adsorbente son esféricas, de igual diámetro y densidad. Los sitios -

de adsorción son iguales y se encuentran homogéneamente distribuidos por la

superficie de la partícula.

it) La velocidad de transporte de materia viene determinada por la existencia de dos

procesos en serie. Una etapa de difusión externa en la que las moléculas de

adsorbatoatraviesanla capalímite que rodea a las partículasy otra de difusión

internaque correspondea la difusión del adsorbatopor el interior de los poros. La

velocidad de cada uno de estos procesos viene caracterizada por el coeticiente de

transferencia de materia externo, k1. y el coeficiente de difusión en los poros, D0,

respectivamente.

iii) El proceso es isotermo.
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iv) La adsorcióndel adsorbatosobrelos sitios de adsorciónesinstantáneay reversibley

la velocidadcon que se realizaes muchomayorque la correspondientea las etapas

de difusión previas.

y) El equilibrio de adsorciónseestableceentrela concentraciónde adsorbatoen la fase

líquida del interior de los poros, e, y la concentración de arisorbato adsorbida en la

superficie interna, q. Dicho equilibrio viene descrito mediantela isoterma de

adsorción:

q= f(c)

vi) El coeficientededifusión enlos porosesindependientede la concentración.

Balancedemateriaen la faselíquida

La disminucióndela concentraciónde adsorbatoenla faselíquidavienedadapor el flujo que

se difunde a travésde la capalimite que rodea a las partículasesféricasde adsorbente,pudiendo

expresarse como:

dC — cl~H~2iEP kC [3.15]
dt

dondey es el volumen de disoluciónen el tanque,v~ el volumen de porospor unidadde masade

adsorbente,C la concentraciónde adsorbatoen el senodel liquido del tanquey c la concentraciónen

la fase líquida del interior de los poros..

Balancede materiaen una secciónradial de la partícula

Suponiendoqueel mecanismode transporteenel interior del poroesmediantedifusiónen la

fase líquida y que el coeficiente de difusión efectivo no varía con la concentración, para una partícula

esférica,setiene:

at +(1—E0)
E0— [3.16]

dondeq = f(c) esla isotermade adsorción.

Así, puede escribirse:

Dq — dq Dc
Dt dcDt

[3.17]
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Condicionesdecontorno e iniciales

El flujo de adsorbatoque atraviesala superficieexterior de la partículadeberáser igual al

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

En ) = k~ (c — cl) [3.18]

En el centrode la partícula.

Dc [3.19J

dr r~O

Las condicionesinicialesseleccionadasson:

c=0 t=0 0=r=R

q=0 t=0 0=r=R [3.20]

t=0

siendo C~ la concentración inicial de adsorbato en la disolución.

3.4.- ADSORCIÓN EN LECHO FIJO

Los procesos de purificación a escala industrial operan, en la práctica totalidad de los casos,

en lechofijo. Por ello, es fundamentalcontarcon un modelomatemáticoquedescribadichaoperación

para poder diseñar y posteriormenteoptimar el funcionamientodel proceso. Tras el modelado

matemáticode la adsorciónen tanqueagitadodiscontinuo,el modelode lechoincluye el flujo de fase

fluida en la dirección axial de la columna. Esto haceque, a los modelos planteadospara la

transferenciade materiaen las partículasde adsorbente,sea necesarioacoplarmodelosparael flujo

mencionado. A continuación se revisarán los avances más significativos que se han llevado a cabo el

desarrollo de modelos para la adsorción en lecho fijo.

3.4.1.- Introducción

El desarrollo y planteamiento de los modelos matemáticos que se encuentran descritos en la

bibliografía 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 dc contorno e iniciales que se planteen para su resolución.

La aparición de una ecuación correspondiente al balance de materia en la columna, junto con
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la procedentedel balancede materiaen la partícula,complicael tratamientomatemáticodelproblema

en relación 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

diferenteshipótesis para los sistemas de adsorción en lecho fijo. Los más sencillos consideranuna

sóla resistenciay no contemplan la dispersión axial del flujo (Rosen,1952; Rosen, 1954; Tien y

Todos, 1960;Masamuney Smith, 1964),en ellos,la aplicacióndeunaisotermade tipo lineal permite

la resoluciónanalíticadel sistemade ecuaciones.La inclusióndel coeficientededispersiónaxial hace

más realista el modelo a la vez que hace más complejo el tratamiento matemático necesario para su

resolución(Deisler y Wilhem, 1953; Vermeulen, 1953; Rasmusony Neretnieks, 1980; Rasmuson,

1981).

Las aproximacionesde perfil parabólico(Liau eta,!., 1979; Rice, 1982)o defuerza impulsora

lineal (Cooney,1983; Carta,1983; Shengy Costa,1997)comentadasenel apartado3.3.1 tambiénse

han aplicadoa la resoluciónde sistemasen lecho fijo. A ellas se une la de considerarel perfil de

concentraciónen la partículacomo una distribuciónpseudologarítmico-normal(Xiu et a,!., 1997).

Tambiénsehanincluido, en ocasiones,la separaciónde las contribucionesen micro- y macroporos a

la difusión internaen sólidos porososbimodales(Carg y Ruthven, 1973) o la difusión superficial

(Rasmusony Neretnieks.1980; Do y Rice, 1987).Tambiénse hanllevadoa cabosimplificacionesdel

problemarelacionadasconla isotermade adsorción,considerandoun valor medio de la cantidadde

soluto adsorbidaen lapartícula(Hasanainetal., 1983)o aproximandola isotermano lineal a unade

forma rectangular(Yoshida el al., 1984). Otrasrevisionesdetalladasacercadel desarrollode los

modelos para la adsorciónen lecho fijo se encuentranen la bibliografía (Mansouret al., 1982;

McKay, 1984).

La mayoríade los modeloscomentadoshanservidoparala explicacióndel comportamiento

de la adsorción en lecho fijo para sistemas sólido-gas o sólido-líquido en condiciones de

concentraciónmuy baja).El desarrolloy aplicaciónde modeloscinéticos a sistemaslíquidos en los

que intervenganbiomoléculaso biopolímeroses poco abundante.Paracromatografíade afinidadse

handescritomodelosde diferentecomplejidad,desdemodelossencillosusadoscomo aproximaciónal

problema(Arnold eta,!., 1985; Chase,1984)a modelosmáscompletos(Arve y Liapis, 1988; Sridhar.

1996: Niemeyerel al., 1996). Pesea ello, la mayoríade los trabajosenestecampohansidoteóricosy

su verificación frente a resultadosexperimentaleses muy escasa.Modelossimilaresse hanutilizado

para la adsorciónde proteínassobre resinas de intercambioiónico (Skidmore el al., 1990) con

resultadosno muy satisfactorios.En el presentetrabajose aplicaráun modelomatemático(Aracil el

a,!., 1993) que se ha utilizadocon éxito en el casode la adsorciónde cefalosporinaC sobreresinas

hidrofóbicas.
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3.4.2.-Modelo

En el planteamientodel presentemodeloquedescribela operacióndeadsorciónde a-amilasa

en un lecho lijo se ha tenido en consideración la difusión en la capa límite que rodea a las partículas,

la difusión en el interior de los poros y el proceso de adsorción de la proteína sobre los sitios de

adsorción. Para tener en cuenta la existencia de un flujo no ideal, se ha introducido el coeficiente de

dispersión axial para explicar la desviación del flujo pistón ideal. El modelo, además, se basa en las

siguientes suposiciones:

Establecimientodehipótesis

El planteamiento y formulación del modelo matemático de adsorción en un lecho fijo se

realiza en base a las siguientes hipótesis:

i) El sistema opera en condiciones isotermas.

u) El equilibrio de adsorción se establece entre la concentración de atisorbato en la fase

líquida del interior de los poros, c, y la concentración de adsorbato adsorbida en la

superficie interna, q. Dicho equilibrio viene descrito mediante la isoterma de

adsorción:

q = f(c)

iii) Se consideran dos resistencias en serie al transporte de materia. Una etapa de

difusión externa en la que las moléculas de adsorbato atraviesan la capa límite que

rodea a las partículas y otra de difusión interna que corresponde a la difusión del

adsorbato por el interior de los poros. La velocidad de cada uno de estos procesos

viene caracterizada por el coeficiente de transferencia de materia externo, kf, y el -

coeficiente de difusión en los poros, D0, respectivamente.

iv) La velocidad de la fase líquida en la columna y los parámetros de transferencia de

materia son independientes de la concentración en la fase líquida.

y) El flujo de la fase líquida a lo largo de la columna se considera no ideal,

incorporando un término de dispersión axial.

vi) Las partículas de adsorbente son esféricas y de tamaño y densidad uniforme.

Balancedemateria en una panícula

En basea La suposicióndela forma esféricade las partículasy de la existenciade un proceso

de difusión interna, el balance diferencial en una sección radial de la partículas, puede escribirse
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dc ______ dq
—E~ j — = D

dt dt
[3.21]

Se obtiene una ecuación diferencial en derivadas parciales de tipo parabólica. Asumiendo que

seproduceun equilibrio instantáneoentreel solutode la faselíquida y el queseencuentraadsorbido,

se puede escribir la siguiente relación:

dq — dc dq

dc dt dc
[3.221

Introduciendola expresión3.22 enla ecuación3.21,estaquedarádela siguienteforma:

1
13.231( 1—E ~ldq

1+ ~ ¡
E0 3 dc

Balancedemateria la columna

Suponiendoun flujo no ideal, con dispersiónaxial, el balancede adsorbatoen una sección

diferencial del lechose expresade la siguientemanera:

--DL
dz

2

DC DC (1—E Á3k

,

dz dt e ) R

dq =0
dt

[3.24]

La velocidadde adsorciónpuedeexpresarsemedianteunarelacióndel tipo:

= f(q,c) [3.25]

Por tratarsede un modelode transferenciade materiahomogéneoen el quese considerandos

resistencias al transporte, la ecuación 3.24 puede reescribirse como:

d2C
di

dc
Ej

dz d

Condicionesde contorno

Por simetría,enel centrode lapartícula:

dc

dr r=0

como:

3 kf

R
( C r=R) = o [3.26]

—0 [3.27]

1 —
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En la superficie de la partícula, el flujo de adsorbato que se difunde a través de los poros es

igual al queentraatravésde lacapalímite externa:

D dc ¡—=k IC“dr c r=R) [3.28]

La ecuacióndiferencial 3.26 requierelas siguientescondicionesde contornoa la entraday a

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

dz __
= <Co cl)

dC
dz z=L

Condicionesiniciales

C = O

C =

c=O

q = (1
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4. CARACTERIZACIÓN Y MÉTODOS

DE ANÁLISIS

4.1.-CARACTERIZACIÓN DEL ADSORBATO

En este apartado se describenlos métodosutilizadosparacaracterizarlas diferentesfuentesde

cx-amilasautilizadas asícomolos resultadosobtenidoscon las mismas.

Debido a que la <x-amilasa es una enzima industrial de gran consumo, se procedió a la

comparaciónentrelas fabricadaspor las compañíasproductorasmásimportantes.A partir detodoslos

datosde quesedisponíapreviamente(bibliográficosy delos fabricantes)y delos obtenidosa partir de

los ensayosde caracterizaciónllevadosa cabo,se seleccionarálaenzimacomercialconla que se va a

desaaollarel estudioenel presentetrabajode investigación.

En la tabla 4.1 se muestran las diferentes a-amilasasde Aspergillus oryzae comerciales

analizadasen el presentetrabajo y donadasdirectamentepor cadauna de las compañíasque las

producen.
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La ct-amilasadeA. oiyzaeseleccionadaparael estudiode sucomportamientocromatográficoha

sido laprocedentede Fungamyl1600HG typeWF (Novo Nordisk PUS,Bagsv~erd,Dinamarca).

Tabla4.1: a-aniilasasdeA. orvzaeutilizadas.

Denominación Fabricantet Actividad~

Brewers Fermex Gist-brocades

Rapidase [‘EF 45 000 SKBU/g

Rapidase PS 25 000 SKBU/g

Amylase [‘500 113 500 SKBU/g

Grindamyt ASOGO Grindsted 50 000 SKBU/g

Grindamyl 5100 <‘ 2000 SKBU/g

Qrindamyl S250 500 SKBU/g

Fungarnyl 1600 Novo Nordisk 1 600 FAU/g

cx-Amylase type X-A Sigma 27 000 BU/g

SanzymeSF6300 S¿mkyo 93 600 SKHU/g

S¿wzynie SP 3500 “ 51500 SKBU/g

SanzymeA 7000 8 543 SKBU/g

4.1.1.-Determinación de la cantidad de proteína total:

Los preparadoscomercialesde a-aniilasacontienenunaseriede sustanciasque acompañanala

enzima(sales.nutrientesy otros productosdel caldode fermentación,estabilizantes,otras proteínas,

etc.). La información sobre la composiciónde estosproductos,habitualmente,no estádisponiblepor

partedelas empresasproductoras.Los ensayosgeneralesparaladeterminaciónde laconcentraciónde

La referenciacompletadecadafabricantees:

- Gist-brocadesNy. Delft. Holanda.

- GrindstedProducts.Brabrand,Dinamarca.

- Novo NordiskA/S. Bagsvard,Dinamarca.

- SigmaChemicalCo. St. Louis. MO, EEUU

- SankyoCo.. Lid. Tokyo, Japón.

Lasdiferentesunidadessetiefinen:

- FAU (unidadde amilasafúngica>: 1 FAU correspondeala cantidaddeenzimaquedescompone526 g de almidón
por horaa37 0C y pH 4.7 (Novo Nordisk. Analytical MethodAF 216).

-SKBU: I0SKBU~tFAU

- BU: 1 BU libera It) mg demaltosaa partir dealmidónen 3 minutos a pH 6.9 y 20 oc (Bemfeld. 1955).
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proteínaen una disolución suelen estarinterferidos, en mayor o menor grado, por las diferentes

sustancias que acompañen a las proteínas.Por estarazóny conobjetode conocerlaconcentraciónde

proteínaen cadauno de los preparadoscomercialesde ct-ainilasaconlos que se ha trabajado,se ha

medido a través de dos procedimientosbasadosen principios diferentes para poder realizar

comparacionesy obtenermejoresconclusiones.

Métodode absorbanciaen ultravioleta

Existendiferentesmétodosde determinaciónde la concentraciónde proteínaen unadisolución

quehacenusode la absorbanciade lamismaen diferentesbandasdela regiónultravioleta.El método

de Warburg y Christian (1941) requiere la medición de la absorbanciaa 260 y a 280 mu. La

concentracióntotal de proteínaen el medio analizadopuede determinarsemediantela siguiente

fórmula:

Concentraciónde Proteína[mg/mí]= 1.55 . A
280 - 0.76 . A260

Estacorrelaciónhasido estimadaenbasea la absorbanciade unaproteínautilizadacomopatrón

de calibración(enolasade levaduracristalizada).Sin embargo,aunquela mayoríade las proteínas

tienenunaabsorbanciaa280 nm en el intervalo0.5 - 2.0 paraunaconcentraciónde 1.0 mg/mí, existen

algunasque se encuentranhieradel mismo(Dawsoneta,!., 1993).

MétododeBradford

Este método(Bradford, 1976) se basaen el cambio diferencial de color de un coloranteen

presencia de concentraciones variables de proteína. El reactivo de tinción, Coomassie® Brilliant Blue

G-250, es capazde unirsea las proteínasformandoun complejodecoordinación.El ensayosebasaen

que dicho reactivo,en disoluciónácida,desplazasu máximo de absorbanciadesde465 mn hasta595

mn cuandopasaa encontrarseunido a unaproteína(pordesplazamientode supKa). Se ha observado

(Spector, 1978) que el coeficientede extinciónmolar del complejocolorante-albúminaes constante

sobre un amplio intervalo de concentración,por lo que se puedeaplicar la ley de Beer para la

determinaciónde laconcentracióntotal deproteínaenunadisolución.La concentraciónse determina

por comparaciónconel resultadoobtenidoparaunaproteínade concentraciónconocidamedianteuna

rectadecalibradoadecuada.

Este ensayopresentauna seriede ventajasrespectoa otros métodosclásicosde como son el

método de Eiuret o el de Lowry (Seopes,1987). En primer lugar, necesitaunamenor cantidadde

muestra,siendomásrápido y sensibleque los citadosy, al menos,tan exactocomo el métodode

Lowry. En segundolugar, ante la presencia de determinadassustancias,se producen menos

interferencias que con los otros métodos citados.
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En el presentetrabajo,el procedimientooperativoutilizado para la realizaciónde esteensayo

estábasadoen el descritopor Bradford (1976). El calibradodel presenteensayoseha realizadocon

seroalbúminabovina cristalizaday liofilizada. La disolución del reactivode tinción y la proteína

patrón, Bio-Rad Protein Assay Kit II, Ñeron suministradas por Bio-Rad Laboratories (Munich,

Alemania).

4.1.2.- Cristalización de a-arnilasa

Los resultadosobtenidos a partir de los análisis de cantidad de proteína y electroforesis

realizadossobrela (1-amilasacomercialhicieron necesariala obtenciónde muestracon alta purezaa

fin de eliminar las posibles influenciasque las impurezaspudiesenprovocarduranteel procesode

adsorciónde ct-amilasa.

Con objeto de obtenerlas cantidadesnecesariasde ct-antilasaconla purezarequeridaparael

desarrollodel presentetrabajode investigación,se decidió llevar acabola purificacióndel preparado

comercial Eungamyl1600 BO type WF. El procedimientoseguido (Akabori et al.. 1954) comprende

unasetapasde extracciónde la enzima, consistentesen la precipitaciónde la misma mediantela

adiciónde (NH4)2504seguido de unaetapade precipitaciónselectivacon lactato de 6,9-diamino-2-

etoxiacridina monohidrato (rivanol) y posterior cristalizacióncon acetona.Los cristalesde a-amilasa

se disuelveny se recristalizan3 vecesen acetonay, por último, se liofilizan. Todo el procesose ha

realizadoen cámaratermostatizadaa 4
0C. Las etapasde filtración descritasen la metodología

(Akabori elal., 1954)hansidosustituidaspor centrifugaciónrefrigeradaa 12000x g.

A continuaciónse detallanlos materialesutilizadosparala cristalizaciónde a-amilasa:acetato

sódico, acetatocálcico y rivanol (SigmaChemical Co., St. Louis, MO, EE.UU.), hidróxido sódico

(Merck. Darmstadt,Alemania) ácidoacético(PanreacQuímica.Barcelona.España),caolín,acetonay

sulfato amónico (Fluka Chemie. Neu-U]m, Alemania). Las bolsas de diálisis, Dialysis Tubing -

Visking n0 5 (Medicelí InternationalLtd. Londres,Gran Bretaña),tienenun corte de masamolecular

entre 12000y 14000.Se ha usadounacentrífugarefrigeradaSorvalíSuperspeedRC2-B con rotor SS-

34 (DuPontdeNemours,Herts, GranBretaña).

4.1.3.-Electroforesisen gel de poliacrilamida en condicionesdesnaturalizantes

La electrotbresis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sódico, SDS, es uno de

los métodos electroforéticos más comúnmente utilizados con fines analíticos y de caracterización de

polipéptidos.Estatécnicapermite la separacióndelas proteínasde unamezclaen funciónde su masa

molecular.Las moléculasdel detergentedodecil sulfato sódicose unen fuertementea las de proteína

de tal forma que sólo un 0.1% de aqueles suticienteparasaturarla cadenapolipeptídica,quedando
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aproximadamenteunamoléculadedetergentepor cada2 residuosde aminoácido(1.4gramosde SOS

por gramo de proteína). Cadamolécula de SOS tiene unacarganegativapor lo que unaproteína

saturadapor ellas soportaráun gran excesode carganetanegativa.En la práctica,debidoa dicho

exceso,se puedeconsiderarque todaslas proteínasadquierenunarelacióncarga/tamañovirtualmente

idéntica, independientementede la carganetaque tuvieseen condicionesnativas,muy pequeñaen

comparaciónconlasprocedentesdesuuniónal dodecilsulfatosódico.

Por otro lado la placa de gel presentaun gradiente de concentraciónde poliacrilamida, siendo

mayoren la parteinferior (cercanaal ánodo)y menorenla superior(cercanaal cátodo).Bajo la acción

del campoeléctrico,las proteínascargadasnegativamentese muevenhaciael ánodo.Lasmoléculasde

menor tamaño y mayor movilidad avanzarán- a través del gel, alcanzandolas zonas de mayor

concentración,dondela porosidades menory la difusión de las molécuiasde mayor tamañose ve

impedida.Al cesarla aplicacióndel campoeléctricosobreel gel, se habrálogradola separaciónde las

diferentes proteínasque componíanla muestray que se habíanaplicado en un punto de la zona

cercanaal cátodo,habiendoavanzadomáslas de menortamañomolecular.Enestascondicionesexiste

unarelaciónlineal entreel factorderetencióny el logaritmode la masamolecularde la proteína.Esta

se determinapor comparacióncon una recta de calibradorealizadaconunamezclade proteínasde

masamolecularconocida.

El procedimientooperativo(PharmaciaBiotech[a]) consisteen laadiciónde un tampón(15 ~l)

con SDS y ~-mercaptoetanola la disoluciónde proteínas(5 pl) que se deseaanalizar.Posteriormente

se hierve la mezclaparadesnaturalizarla proteínay que el SDS se unaa la cadenapolipeptídica.A

continuaciónse aplican 10 pi de la muestraen un extremo del gel de poliacrilanida,se añadeel

tampón y se aplica el campo eléctrico durante un tiempo determinado.Para detectarlas bandas

correspondientesa cadaproteínaseparada,es necesariorealizarla tinción de las mismasmedianteun

procedimiento(PhannaciaBiotechlib]) enel queseutiliza Coomassie.

En el presentetrabajo, seha utilizadoun PhastSystemMR(PharmaciaBiotech, Uppsala,Suecia)

como equipo experimental compacto, con unidad de desarrollo y fuente de alimentación y unidad de

tinción y lavado. Las placasde gel, PhastGel®Gradient8-25 (PhannaciaBiotech, Uppsala,Suecia)

contemanun gradientede poliacrilamidadel 8 al 25%. Se utilizó un sistemade tampóndiscontinuo

PhastGel®SDS Buffer Strips a pH 8.1 (PharmaciaBiotech,Uppsala,Suecia).Las proteínasutilizadas

como marcadores para el calibrado del sistema y su masa molecular han sido: fosforilasa E (94000),

seroalbúminabovina (67000).ovoalbúínina(43000), anlxidrasacarbónica(30000), inhibidor de la

tripsina de soja (20100) y lactoalbúmina(14400),todas ellas suministradaspor PharmaciaBiotech

(Uppsala, Suecia). Coomassie Brilliant Blue R-250,fi-mercaptoetanol,glicerol, ácido acéticoy dodecil

sulfato sódico fueron suministrados por SigmaChemicalCo. (St. Louis, MO, EE.UU.).
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4.1.4.-Espectroscopiade absorción ultravioleta

Las cadenas laterales aromáticas de los aminoácidos fenilalanina, tirosina y triptófano, son las

principales responsables de la absorbancia de las proteínas en la región ultravioleta. Las propiedades

espectrales de estas cadenas laterales son muy sensibles al entorno que las rodea,desplazándoseel

máximo de absorbanciaen función del medio en que se encuentren.El restode aminoácidoscon

absorciónenestaregióndel espectrono presentanunasensibilidadtanacusada.Debidoal alto número

de residuos, los aminoácidos aromáticos de una proteína se encuentranrodeadosde una multitud de

microentornos diferentes, por ello, el valor obtenido para la absorbanciaen ultravioletade unacadena

polipeptídicarefleja un valor medio del comportamientoespectralde cadauno de dichos grupos

aromáticos.

Tabla 4.2: Propiedades espectroscópicas de los aminoácidos
aromáticos a pH neutro (Creighton, 1993).

Fenilalanina

Xm=

(nm)

Absorbancía

molar (M~’~cm~)

257.4 197

Tirosina 274.6 1420

Triptófano 279.8 5600

Ademáseste método puedeser de gran utilidad parael seguimientoy determinaciónde la

concentración de proteína en los diferentes procesos de adsorción que se van a llevar a cabo ya que,

realizando el calibrado adecuado, la concentración de proteína en disolución está relacionada

proporcionalmente con la absorbancia a determinada longitud de onda.

1 i r.qr.,(.tr~r,7qr4An mpriinnta 1 ‘. nhtAnúiAn ApI pcnp,’trn iiltrO’,inlpt~ cg h<i rp’~li’,’~rln cnt ‘un

espectrofotómetrodematriz dediodosmodelo 8452A (Hewlett-Packard.Avondale,PE,EE.UU.).

4.2.- CARACTERIZACIÓN DE LOS ADSORBENTES

El conocimientode las característicastisicoquimicasde los sólidos porososutilizados como

adsorbenteses fundamentalparacoínprendery. en su caso, explicar la interacciónde este con el

adsorbatoen los diferentesprocesosde adsorción. Por otro lado, los modelos fenomenológicos

desarrolladosincluyenalgunosparámetrosfísicos de las resinas,comosonla porosidady la densidad

de las mismas,por lo quees necesariasucaracterización.

En la tabla4.3 se muestrala información,suministradapor el fabricante,sobrelas propiedades

tisicoquimicas de ambos adsorbentes.Debido a que esos datos no son suficientes o no están

94
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suficientemente definidos de acuerdo con las necesidades planteadas anteriormente, se ha completado

lacaracterizaciónmediantelos ensayosquese describena continuación.

Tabla 4.M Propiedades fisicoquímicas comerciales de los adsorbentesde 1-lIC e IEC.

Duolite XAD-761

(HIC)

Matriz

Grupo funcional

Densidad aparente [mg/mí]

Retención de humedad [%]

Radio de poro [nm]

Hinchamiento reversible [%]

Capacidad de intercambio

Duolite A-568

(IEC)

Copolímero de fenol-formaldehído entrecruzado policondensado

Hidroxilo fenólico (principal) Amina terciaria

Metilo

1.11

60 - 65

20 - 30

7

1.12 (forma básica)

57 - 65

15-25

7

1.2 eq/l (base húmeda)
5 eqlkg(base seca)

En el presentetrabajode investigaciónse ha estudiadola adsorciónde una proteína,la a-

amilasa de A. orvzae, mediante dos mecanismosdiferentes: interacción hidrofóbica (HIC) e

intercambioiónico (IEC). Los adsorbentesutilizadoshansido, respectivamenteparacadauno 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, diferenciándosefundamentalmenteen los ligandos

de que estánrecubiertos,confiriéndolesun carácterhidrofóbicoo de intercambiadorde aniones.Así,

sepodránestudiarde formamásindependienteel comportamientoen el procesode adsorcióndebidoa

cada uno de los mecanismos mencionados.

4.2.1.-Adsorción en fasegaseosa

La adsorciónde gasesesunatécnicaampliamenteempleadaparala caracterizaciónde unagran

variedadde tipos de sólidosporosos.En particular,la aplicaciónde estudiosde fisisorción(adsorción

física)es adecuadaparadeterminarel áreasuperficial,el volumende poroy la distribuciónde tamaños

de poro de catalizadores, adsorbentes, pigmentos, áridos y otros materiales. Para el presente trabajo se

ha utilizado la adsorción de nitrógeno como técnica de caracterización de los adsorbentes porosos.

El equipo empleado para la caracterización de las resinas porosas por adsorción de nitrógeno ha

sido un ASAP 2000 (MicromeriticsInstrumentCorp.,Nortcross, GA, EE.UU.).
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Área superficial (Área¡JET)

La determinacióndel áreasuperficialmedianteestatécnicase basaen el conocimientode La

cantidaddegasnecesarioparaformarunamonocapacompletade moléculasdel mismoadsorbidasala

superficie del sólido. A continuación se expone, de forma resumida, el procedimiento experimental:

Una cantidad conocida del sólido poroso que se desea analizar se desgasitica sometiéndola a

calentamientoy vacíoen una buretade gases.La isotermade adsorciónse construyepunto a punto

registrandola presiónde equilibrio que se alcanzatras la introducción en la buretade cantidades

conocidasde nitrógeno.Paralelamente,se deberealizarun ensayoen blancoparacorregirla cantidad

de gas que se adsorbe a las paredes del sistema.

La determinacióndel áreasuperficialselleva a cabomedianteel métodoestándarde Brunauer-

Emmett-Teller (BET) a partir de los datos de la isotermade fisisorción (Sing eta,!., 1985):

p 1 C—lp
+ _

na (~o — ~) n~ C nl, C PO [4.1]

donde na es la cantidad de gas adsorbida a la presión relativa p/p0, nam representala capacidadde la

monocapa y C es una constante que depende exponencialmente de las entalpias de adsorción y

licuefacción. De la pendiente de la representación lineal de pI(na.(po~p)) frente a p/p0 (representación

EET) se obtiene el valor de ná
0,. El intervalo de linealidad está restringido a una zona limitada de la

isoterma, normalmente para valores de presión relativa inferiores a 0.3. Así, el área superficial (área

BET) puede calcularse a partir de la siguiente ecuación:

ABEr = na,1. L am [4.2]

siendoa,,1 el áreamediaocupadaporcadamoléculaadsorbidaen lamonocapacompleta(su valorpara

N2 a 77 K es0.162nm
2) y L esla constantede Avogadro.

Distribución detamañodeporo

A valores altos de presiónrelativa(p/p0), la formade la isotermade adsorciónse curva hacia

arriba debido al progresivo llenado los mesoporos del sólido medianteel procesode condensación

capilar. Cuandolos ínesoporosse llenan por completo,la isotermase estabilizaalcanzandounalínea

horizontal. El volumen total de mesoporos puede derivarse de la cantidad de vapor adsorbido cuando

la isoterma se encuentra en la zona estabilizada mencionada (esdecir,cuandopip0 tiende a la unidad)

y, por tanto, los poros se han llenado con el adsorbato condensado en estado liquido.

En base a la ecuaciónde Kelvin para la variación de la presión de vapor con la curvatura

superticialdel meniscode un liquido en un cilindro capilarcerradopor un extremo(Rouquérolet a,!.,

1994) y con los datos de fisisorción de nitrógeno en el adsorbente poroso se puede determinar el
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volumende poro asociadoacadavalor del radio del mismo,rp:

2 a V~1 cos6 -

= RT ín(p ¡ ~,o) [4.3]

donde a y y11, son la tensión superficial y el volumen molar del líquido condensado respectivamente

(parael nitrógenoliquido a 77.4K, a 8.72•10~N/m, ‘Vm= 34.68cm
3/moly e= 0~). El parámetrot es

un factor de correcciónque representael espesorde la capaya adsorbidaen las paredesdel poro

(espesor de la multicapa).

El tamaño de los poros de mayor tamaño que puedenmedirse medianteeste método esta

limitado por la gran variacióndel radio del meniscodel líquido con la presióncuandola presión

reducidase acercaa la unidad(Satterfield,1980).Por lo tanto, el métodopuedeaplicarsea porosde

hasta60 nm de diámetro,produciendoerroressignificativosdel volumen de poro en la zonade la

distribucióncercanaa eselímite superior.Paradeterminarla distribucióndetamañoscorrespondiente

a porosdel ordende 60 nm y mayores,sedeberárecurrira laporosimetríade mercuno.

4.2.2.-Porosimetríade mercurio

La porosimetría de mercurio es una técnica muy empleadapara la determinaciónde la

distribucióndel tamañode poroasícomodela porosidady densidadde sólidosporosos.

En el presentetrabajo se han caracterizadoambos adsorbentesporososmedianteestatécnica

utilizando un equipoMicromeriticsPoreSizer9310 (Micromeritics InstrumentCorp., Norcross,GA,

EE.UU.).

Distribución detamañodeporo

Este método de caracterización se base en el comportamiento, en el interior de tubos capilares,

de líquidos queno mojan. Cuandoel ángulode contacto,O, entreel líquido y la superficiedel sólido

tieneun valor comprendidoentre900 y 1800,la tensiónsuperficialdel líquido, a, seoponea la entrada

del mismo en el interior del capilar. Para forzar su intrusión, es necesario aplicar suficiente presión

hidrostáticaexterna.En situaciónde equilibrio y paraporos cilíndricos, la fuerzaque se opone a la

entrada del líquido y la fuerza debida a la presión externa aplicada se igualan, obteniéndose la

siguiente relación (Smith, 1981) entre el radio de poro, r
0 y la presión ejercida, P:

2 a cosO
—— [4.4]

De acuerdocon la bibliografía(Rootarey Prenzlow, 1967),el valor másexactoparala tensión

superficial del mercurio es de 0.485 N m’. El ángulo de contacto varía en función dcl material y su

•1 -
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valor oscila entre 120 y 1500.Enel presentetrabajosehautilizadoun valor de 1300 (Alíen, 1990).

La aplicaciónde esteprincipio fue desarrolladaexperimentaly técnicamentepor Ritter y Drake

(1945). Pararealizar experimentalmenteesteensayo,se introduceuna cantidadconocidadel sólido

porosoen un recipientecerradoy se sometea vacío para eliminar el aire ocluido en los poros.

Entonces,seañadeun volumenconocidode mercuriode forma quecubrala muestrapor compLeto.A

continuación el sistema se somete a presiones progresivamente crecientes, midiendo, para cada valor

de presión, la disminución del nivel de mercurio en la celda calibrada, correspondiente al volumen de

mercurio que ha penetradoen los poros de La muestra.De acuerdo con la ecuación anterior, se

determinael radio de poro paracadavalor de presiónexterna.La distribuciónde tamañosde poro,

AV/Ar0 frente a r0, se obtieneteniendoen cuentaqueel volumende mercuriointroducidoen los poros,

AY, en el intervalo de presiones P y (P+AP) coincide con el volumen de los poros cuyo radio está

comprendidoentrer0 y (r0-Ar0). El volumentotal ocupadopor los porosvienedadopor el valor final

del volumende mercurioquese haintroducidoenlos poros.

El tamañomínimo de porosque puedemedirsemediantela técnicade intrusión de mercurio

viene impuestopor la presiónmáximaa la que el porosímetroes capazde trabajar.Estevalor es de,

aproximadamente,de 350 MPaquese correspondeconun tamañodeporo de alrededorde 4 nm.

La densidad aparente, Pa, es aquella que tiene en cuenta el volumen ocupado por los poros y se

determina midiendo la diferencia, previa a la aplicación de presión, entre el volumen ocupado por el

mercurio en presencia y ausencia del sólido poroso. La densidad real, Pr, solo tiene en cuenta el

materialsólidodel queestánhechaslas partículas:

1 1 [4.5]
— —v

Pr Pa

siendo v~, el volumen de poro por unidad de masa de adsorbente

La porosidadinternade las partículassólidaspuedeahoracalcularse,a partir de su definición,

mediantelos datosexperimentalesobtenidos:

y
[4.61

1’ 1
y

Pa

Area superficial

Existen tratamientos matemáticos para estimar el área superficial del sólido poroso a partir de

los datos obtenidos mediante porosimetría de mercurio basados en modelos que suponen geonietrías

específicas para describir los poros. El más sencillo de ellos es el que supone una distribución de poros
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cilíndricos (Míen, 1990>, aunquese ha descritoalgunaen la que no es necesarioconsiderarninguna

geometríadeterminadaparala forma de los poros (Rootarey Prenslow.1967). Se consideraque el

trabajonecesarioparaforzar la introduccióndel mercurio,por la acciónde la presión,esproporcional

a la superficiecubierta,de la siguientemanera:

dW = a cosedS = —P dV [4.7]

dondeW esel trabajorealizadoy 5 el áreacubiertatras la aplicacióndel trabajo. Integrandoentodoel

intervalodepresionesseobtiene:

y

j JPdV [4.8]

yo

o bien:

[4.9]

macosO yo

siendoS~ el áreasuperficialespecíficay m la masadel sólido utilizadaenel análisis.

4.2.3.-Absorciónde líquido

Uno de los procedimientosmássimplesparaladeterminacióndel volumende porosconsisteen

poneren contactoal sólido poroso con un liquido que lo moje, de tal maneraque llene el espacio

interno de la partículaformadopor los poros (Andersony Pta11, 1985). El procedimientooperativo

seguido en el presente trabajo para cada uno de los adsorbentes utilizados se describe a continuación.

Se pesan, exactamente,alrededor de 5 gramos de sólido y, en un recipienteadecuado,se

recubrencon aguadestiladaen excesodurante15 minutos.Posteriormentese centrifugaa 2i00 rpm

durante40 minutos,seseparael aguaen excesoy se pesael sólido mojado.El volumende fluido que

seha introducidoenlos porossecalculamediantediferenciade pesoentreel sólidohúmedoy el seco,

conocidaladensidaddel liquido.

4.2.4.-Distribución del tamaño de partícula por dispersiónde luz

Unade las técnicasdedeterminaciónde la distribuciónde tamañosde partículasmásimportante

y habitualmente utilizada es aquella que implica los diferentes métodos basados en la dispersión de

luz.

Cuando un haz de radiación se ve interrumpido por la presencia de una partícula, sufre una

dispersión que proporcionainformación acercade dicha partícula. La distribución radial de la

~~1
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intensidadde la radiacióndispersadaesfuncióndel tamaño,la forma y el índice de refracciónde la

partícula,de la longitudde ondade la radiaciónincidentey del índicede refracciónrelativo entrela

partícula y el medio que la rodea (Alíen, 1990). En base a estos principios existendos tipos de

analizadoresque difieren en cuanto a la disposiciónde sus componentesprincipales;unos con el

detectorsituadoen ángulorectorespectoa la direccióndel hazde luz incidentey otros conel detector

enfrentadoal mismo en la misma dirección. El primerode ellos es muy sensiblea cambiosen el

tamaño de partículapero la dispersión,detectadaa 90~, dependemuy acusadamentedel índice de

refracciónde la misma. En el segundotipo de equipos,esteúltimo efecto es muy débil, aunqueel

tamañomínimo de las partículasque puededetectares algo máselevadoque en el primercaso. Otras

ventajasquepresentael sistemade detecciónsituadoen la mismadirecciónque el hazincidenteson

las que a continuación se indican (Alíen, 1990):

- el tamañomedio puededeterminarsesin necesidaddediagramasteóricosde dispersión.

- es independiente de la concentración en un amplio intervalo.

- no es demasiado sensible a la formade laspartículas.

- se puedehacerusode las teoríasestablecidassobreel efecto(Rayleigh-Gans,Fraunhofer).

- puede determinarse la dispersión de la distribución.

La cantidadde luz dispersadapor partículasde menor tamañoque la longitud de onda de la

radiación incidente es directaínente proporcional a su volumen y para partículas mayores dicha

cantidad está relacionada con el área transversal de la partícula proyectada en el haz de luz. Si la

fuentede emisiónesun láser,en lugarde una lámparade luz blanca,el aumentode la intensidadhace

que la determinaciónseamucho másprecisay permita medirdistribucionesde partículas de mucho

menortamaño(hastade 0.05 pm dependiendodel sistemade detección).

La distribucióndetamañosde partículasmediantedispersióndelásersehallevado a caboen un

equipo MasterSizer X® 6023 (Malvern InstrumentsLtd. Worcestershire,GranBretaña).

4.3.-METODOS DE ANÁLISIS

A continuación se describen los métodos utilizados para el seguimiento de la a-amilasa en los

procesos de adsorción llevados a cabo en el presente trabajo. El principal de ellos ha sido el

seguimiento y determinación de la concentración de a-amilasamedianteabsorciónultravioletaa 280

nm. La razón de esta elección ha sido la sencillez, rapidez, exactitud y bajo coste del procedimiento.

Además,estatécnicaha mostradoser altamentereproducibley repetitiva.La medidade la actividad

bidrolítica de la u-amilasa se ha utilizado para comprobar la variación de la función enzimática

durante el desarrollo de los procesos de adsorción y determinar la influencia del proceso en la

desnaturalización, si esta se produjese, de la proteína.
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4.3.1.-Absorbanciaen ultravioleta

La relación entre la absorbancia,A, y la concentraciónmolar, c, viene dada por la ley de

Lambert-Beer:

A
E =— [4.10]

cd

siendod el espesorde muestraquetienequeatravesarla luz y eel coeficientede extinciónmolar, el

cuales un valor característicodela sustanciaquetambiéndependede la longitud de onda(Perkampus,

1992). Los espectrofotómetrossuelenproducir gráficos que relacionan la longitud de onda frente a la

absorbancia,la cual sedefinemediantela siguienterelación:

A = log [4.11]

1

dondeh e 1 sonla intensidadde la luz monocromáticaincidentey transmitidarespectivamente.

Según lo descrito en el apartado4.1.3. las disoluciones de proteínaabsorbenen la región

ultravioleta debido, principalmente, a la existenciade grupos aromáticos en los residuos de

fenilaanina, tirosina y triptófano que forman la cadenapolipeptídica. En concreto, la a-amilasa

presenta un máximo de absorbancia a 280 nm por lo que se ha utilizado este valor para realizar el

seguimiento y medida de la concentración de a-amilasa en cada uno de los experimentos que así lo

requerían en el presente trabajo de investigación. En la figura 4.3 se muestra la relación existente entre

la concentración de a-amilasa y la absorbancia correspondiente a 280 nm.

4.3.2.- Actividad de a-amilasa

La ct-anilasaes una enzimaaruilolíticaque catalizala hidrólisis de los enlaces a-1,4 entre las

subunidadesde cx-D-glucosaque formanel almidón, siendomaltosay dextrinaslos productosfinales

de la reacción.

Cuando se planifica y realiza un proceso de purificación de una proteína con actividad

enzimática,un objetivo prioritario junto con la eficaciadel procesoy el gradode purezadefinidopor

las especificaciones del producto final, es el de mantener la actividad catalítica que presenta para una o

varias reacciones determinadas.

Los métodosde medida de la actividad enzimáticade una proteínasuponenla puestaen

contacto de la misma con el sustrato en unas condiciones de pH, temperatura,fuerza iónica y

composición del medio de reacción durante un tiempo determinado. Para cada enzima o tipo de

enzimaspuedendescribirsediferentesdefiniciones de actividadcon distintos procedimientospara

determinaría.Las diferencias entre cadauno de los métodos de determinaciónde la actividad
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consisten, principalmente, en:

- Condicionesy composicióndel medioreacción

- Tiempode reacción

- Referencia al sustrato consumido o al producto formado

- Método de análisisparala deteccióny cuantificacióndel sustratoo del producto

Dependiendode la definición de actividad, el ensayocorrespondientepara su determinación

varía. Las equivalencias entre las diferentes unidades de actividad son difíciles de establecer o incluso

pueden no llegar a deducirseo establecerse.Por otro lado, este tipo de ensayosson de difícil

estandarizacióndebido a la baja reproducibilidadque existe al realizarla con medios y equipos

diferentes. Por ello, los análisis de actividad deberán servir como herramienta comparativa de la

pérdidao no de la actividadcatalíticade la enzimaobjeto de ensayo.

De los numerosos ensayos de actividad descritos para la a-ainilasa, en el presente trabajo se ha

utilizado un métodosimple. exacto y rápido (Bernfeld, 1955) en el que la actividad se define de la

siguiente manera: “Una unidad libera 1.0 mg de maltosa a partir de almidón en 3 minutos a pH 6.9 y

200C”. El procedimiento consiste en añadir un volumen determinado de disolución de enzima sobre

unadisolución de almidónde concentraciónconocida.La mezclase incubadurante3 minutosa 200C,

transcurridos los cuales se detiene la reacción mediante inmersión en agua hirviendo. A continuación

se añade un reactivo que colorea la muestra en función de la maltosa producida en el medio y tras

enfriamiento del conjunto, se diluye con agua. Para cada ensayo se deberá realizar el correspondiente

análisis en blanco (sin enzima), determinando la cantidad de maltosa producida. y por tanto la

actividad, por comparación 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 DISCUSIÓN

A continuaciónse muestranlos resultadosexperimentalesobtenidosa partir de los ensayosde

caracterización del adsorbato. a-amilasa, y los adsorbentes de interacción hidrofóbica e intercambio

iónico. Duolite XAD-761 y Duolite A-568 respectivamente, mediante las técnicas descritas a lo largo

de los apartados precedentes.

4.4.1.-Caracterización del adsorbato

Canadaddeproteína

Se ha llevado a cabo la medida de la concentración de proteína total mediante absorción
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ultravioleta a 260 y 280 nm y por el métodode Bradford. Se observadisparidaden los resultados

obtenidos por ambos métodos para cada una de las proteínas ensayadas. Las enzimas comerciales

suelen contener sustancias que pueden interferir en ambos métodos. La pureza de la a-amilasa

purificadaapartir deFungainyl 1600BG medianteel métodode cristalizacióndescritoenel apartado

4.1.2 es con los dos métodos descritos, 2.8 y 2.6 veces la obtenida para el preparado comercial de

partida,obteniéndosevalores superioresal 100%.Estacircunstanciapuedeser debidaa que el valor

del coeficiente de extinción molar de la ct-amilasa no tiene necesariamente que ser similar al de las

proteínasutilizadasen las correlacionesde absorbanciasen la regiónultravioletani su respuestaen el

métodode Bradford igual a la de la seroalbilininabovina del calibradocorrespondiente.Sin embargo, -

eL factor de concentración, definido como el cociente entre la concentración de la enzima purificada y

la de la cx-amilasade partida,son muy próximos paraambosmétodos.Esto puedeindicar que, en el

proceso de cristalización, la concentración de a-ainilasa se ha multiplicado por un factor de,

aproximadamente,2.7.

Espectroscopiaultravioleta

La caracterizaciónde la ~-atnilasamedianteespectroscopía de absorciónultravioleta puede

observarse en la figura 4.2. El espectro de absorción de la a-amilasa en la región ultravioleta presenta

un máximo de absorbanciaa 280 nm que, prácticamente,no se desplazaen un amplio intervalo de

concentración. La otra región de alta absorbancia sitúa su máximo a una longitud de onda alrededor de

210 nm, desplazándose hacia valores mayores según aumenta la concentración de la muestra. La

absorción de luz ultravioleta en esta banda del espectro se debe a la presencia del enlace peptídico de

las proteínas.

1~
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Figura 4.2: Espectro de absorción UV de la ~-amilasaa diferentes
concentraciones en tampón Tris/HCI 0.05M, pH 7.0 y fuerza iónica 0.60.
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Figura 4.3: Relación entre la absorbancia a 280 nm y la
concentración de u-amilasa en disolución de tampón Tris/HCI
0.05M, pH 7.0 y fuerza iónica 0.60.

200 250 300 350

% ¡nial

+0 0.5 ‘.0 1.5 2.0 2.5

Concentración ln~Úml 1

A partir de los resultadosobtenidospara el espectrode a-amilasase procedió a realizarun
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calibradode la absorbanciaa 280 mn frente a la concentraciónde enzimaen disolución(figura 4.3).

Con el fin de determinarla concentraciónde ct-amilasa,puedeconsiderarseque sus disoluciones

siguen la ley de Lambert-Beer hasta una concentración de, aproximadamente, 1 mg/ml. Por esta razón,

en el presentetrabajo, la medidade concentracionessupenoresa esevalor se ha realizadomediante

dilución de la muestraoriginal o medianteel uso de la curva de calibrado de la figura 4.3. La

utilización del primer procedimientose encuentralimitada a casosen los que no seanecesariala

recuperaciónde la fracciónde disoluciónmediday la del segundono estaríaaconsejada,en cualquier

caso,a concentracionessuperioresa2.2 mg/ml debidoal enorque se generaríaya que a partir de ese

valor lavariacióndelaabsorbanciaa280 nrn es excesivamentepequeña.

Electroforesisen geldepoliacrilamida

~4

~ e
..v-

2+:tfl*~ ____

44«:&

~

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 ASOGO, (AS) Grindamyl 5100, (A6)
Grindamyl 5250,(A7) Marcadores de masa molecular; (B1) Fimgamyl 1600 BO, (B2)
a-amylase type X-A, (B3) SanzymeSPÓ300, (B4) SanzymeSP3500,(BS) Sanzyme
A7000, (Bó) Marcadores de masa molecular.

Mediante análisispor electroforesisen gel de poliacrilamidaen condicionesdesnaturalizantes,

se ha observadoque no hay presenciasignificativa de otras proteínasen Fungamyl 1600 BU (figura

4.4), lo cual tambiénha sido confirmado medianteelectroforesisen gel de poliacrilamidaen estado

nativo.

Paradeterminarla presenciao no de salesacompañandoala enzimaliofilizada, procedentesde

la formulación de Fungamyl 1600 BU o del propio procesode purificación, se procedióa medir la

conductividad de una disolución de a-amilasa cristalizada. El resultado IXie una variación
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prácticamentenulade la conductividad,en cualquiercasocorrespondientea unadisoluciónde fuerza

iónica menorde 0.001. Estoindicaríaque la cantidadde salesque acompañana la cx-amilasaen la

muestracristalizadaesun pequeñoporcentajede la masatotal.

4.4.2.-Caracterizacióndelos adsorbentes

Adsorciónenfasegaseosa

Tras los datoscorrespondientesa las isotermasde adsorción(figuras4.5A y 4.5B) y mediante

las ecuaciones4.1 y 4.2 se obtuvoel áreaI3ET de los dos adsorbentesestudiados.Los análisisde las

resinasmedianteestatécnicahandadocomoresultadoun áreaBET considerablementemayorparala

resmade intercambioiónico frenteal determinadoparala hidrofóbica.Los valoresobtenidoshansido,

respectivamente,de 27.2 m2/gparala Duolite XAD-761 y 92.8 m~/g parala Duolite A-568.

A partir delos datosdeadsorciónde nitrógenosedeterminóla distribuciónde tamañode poro,

obteniendovalorescercanosy superioresa 60 nm por lo quedicha distribuciónsedaráa partir de los

resultadosobtenidosmedianteporosimetríademercurio.

Comopuedeobservarse,ambasisotermaspuedenclasificarsedentrodel tipo II (Brunauera a,!.,

1940) que se correspondecon isotermastípicas de sólidos meso- y macroporosos,presentando

adsorción en multicapa sin restricciones sobre un sustrato heterogéneo, completándose la monocapa de

nitrógeno al alcanzar el punto de inflexión (p/p0 = 0.25) (Emmety Bmnauer,1937). Las isotermasde

los dosadsorbentesmuestranhistéresisdel tipo ¡-II. correspondientea Jaexistenciadeporostubulares

abiertoscon seccionestransversalesdediferentesformas(Andersony Pratt, 1985).
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Figura 4.5: Duolite XAD-76 1: (A) Isotermadeadsorción-desorcióndeN
2, (B) gráficaBET.
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Figura 4.6: Duolite A-568: (A) Isotermade adsorción-desorcióndeN2, (B) gráficaBEl.

En la siguiente tabla se resumenlos valores obtenidostras la caracterizaciónde los sólidos

adsorbentes por adsorción de nitrógeno.

Tabla 4.4: Resultadosde la adsorción de nitrógeno.

Área BET [m
2/gj

Duolite XAD-761 Duolite A-568

27.2 92.8

C (ecuación4.1) 79.3 62.7

Porosimetría demercurio

Los resultadosexperimentalesde distribución de tamañosde poro obtenidos(ecuación4.4),

paralos dosadsorbentes,medianteporosimetríademercuriosemuestrangráficamenteenla figura 4.7.

El volumende intrusiónde mercuriocorrespondientea porosde tamañosuperiora 1000 nmse

ha consideradoque perteneceal espaciointerparticular de la muestraanalizada.Los resultados

muestranunadistribuciónde tamañosde poro másestrechaen el casode la resmaDuolite A-568. Una

fracción importantedel volumeninternode estaresma(69%)es debidoa la existenciade porosquese

encuentranen la región de los mesoporos(tamaño entre 2 y 50 nln), correspondiendoel resto a la

región de los macroporos.De hecho,el 75% del volumen de porosparaesteadsorbentepertenecea

porosde tamañoentre 20 y 80 mn. La distribución parala resmahidrofóbica,Duolite XAD-761, es

más abierta, conteniendoporos en un intervalo de tamaños mayor. La fracción de volumen

correspondientea los mesoporosesdel 41%,conteniendounacantidadsignificativa de macroporosde

tamañosuperiora 20()nm y mesoporosinferioresa 20 nm.
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Figura 4.7: Distribución volumétrica acumulada de tamafio de poro mediante porosimetría de mercurio:
(A) Duolite XAD-761, (E) Duolite A-568.

Los valoresde porosidady densidadesse calcularonde acuerdoa las expresionesmostradasen

las ecuaciones4.4 y 4.5 a partir de los datosexperimentalesobtenidospor porosimetríade mercurio.

En la tabla 4.5. se resumenlos parámetrosfísicos obtenidos para cada uno de los adsorbentes

analizados por este método.

Tabla 4.5: Resultadosde laporosimetríademercurio.

Volumendeporo [cm3/g]

Duolite XÁD-761 - Duolite A-568

0.42 0.53

Densidadaparente[glcm3] 1.08 0.94

Densidadreal [g/cm3] 1.97 1.89

Porosidad 0.45 0.50

Tamailomedio deporo (nm)i 23.0 28.5

Obtenido apartir de: ~ = (4vp)/Sg
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Absorciónde líquido

La técnicade absorcióndelíquido (agua)no seha mostradoadecuadaparala determinacióndel

volumen de poros para la resma Duolite XAD-761 ya que una fracción de la muestraflotaba

parcialmentey se obtuvo un valor excesivamentebajo. Para el otro adsorbente,Duolite A-568, el

ensayose pudorealizarcon-ectamente,estimándoseun valor del volumende poroespecíficode 0.59

cm3/g, próximoal determinadomedianteporosimetriade mercuno.

Tamañodepartículapor dispersióndeluz

Se ha determinadola curva de distribución de tamañosde partícula para las ambasresinas

correspondientesa lasfraccionesutilizadacomorellenode las columnasde HPLC. Parapartículasde

tamaño menorde 100 gm el tamizadomecánicopuedeversedificultado por factorestalescomo la

electricidadestáticaqueacumulael sólido.Enestoscasos,la fraccióndepartículasrecogidaentredos

tamicespuedeque tengaun tamañode corteinferior que no coincidacon el nominal del tamiz de

menor tamaño de luz de malla. Porotro lado, la existenciade partículasque no se asemejena una

esfera,es decirque tenganunadimensióndiferentea las otrasdos, puedeproducirque en la fracción

recogidapor tamizadoexistanpartículasmayoresque las que le corresponderíaal tamiz de mayor

tamaño.
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Figura 4.8: Distribución de tamafio de partícula
(A) Duolite XAD-761, (B) A-568.

de la faseestacionariade las columnasde HPLC:
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Ambos efectosno son tan significativosa medidaque se aumentael tamañode las partículas

con las quese trabaja.Porello, en los experimentosde adsorciónentanqueagitadoy lechofijo, en los

que seutilizan partículasde mayortamaño,setomaráel valor medio de la luz de malla de los tamices

utilizadosparacadafraccióncomotamañomediode las partículas.

La distribuciónde tamañosde panículaparalas resinasindicadassemuestranen la figura 4.8.

En ambos casosel máximo de la distribución se sitúa en un valor de 36 m. Sin embargo,la

distribucióncorrespondientea la resmade HTC (Duolite XAD-761) esmás abierta,contandocon una

fracciónsignificativade partículasinferioresa 10 ~m, lo cual dará un empaquetamientomás compacto

que la columnadeintercambioiónico.
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5. EXPERIMENTAL

En el presentecapítulo se detallanlos materialesy se describenlos equiposexperimentales

utilizados durantela realizacióndel trabajo de investigaciónparacadauno de los procedimientos

estudiados:impulsos de adsorbatoen columnasde cromatografíalíquida de alta eficacia (HPLC),

adsorciónen tanqueagitadodiscontinuoy adsorciónenlecho fijo. Tambiénse describenlos métodos

utilizados paradesarrollarcadauno de los experimentosque se han llevado a cabo.Por último se

justifica la elecciónde las variablesy condicionesde operaciónen basea los objetivosquese desean

alcanzar y el conocimientoprevio de los sistemasque se ha obtenido a partir de los experimentos

diseñadosparatal fin.

5.1.-PREPARACIÓNDE LOS ADSORBENTES

Previamente a la utilización de ambos adsorbenteses necesario someterles a un

pretratamientocon el fin de eliminar las impurezasy restosdel monómerodel que estánque están

formadosy quehubiesequedadoocluido duranteel procesode síntesis,mejorandoasíel rendimiento

de la adsorción.

A la tesinade intercambio iónico se la sometió, de forma secuencialy en discontinuo, a
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tratamientocon 5 volúmenesde NaOH l.5M, 20 de aguadestilada.5 de 1-ICI 2CM y de nuevo agua

destilada hastaalcanzarun pL! neutro. Pararealizarel pretratamientoa la resmahidrofóbicase repitió

dos vecesla secuenciadescritaanteriormente,trasla cuai se lavó con metanoly, finalmente,conagua

destilada. A continuacióncadaresmafue sometidaa vacío(2 mmHg) en un desecadorcon objetode

eliminartodo el aguareteniday adsorbidapor ella.

A lo largo de toda la experimentaciónrealizadaen el presentetrabajo, se han utilizado

diferentes tantalios de panícula, para lo que, en cada caso, se tamizó para obtenerla fracción

correspondienteal tamañodeseado.

5.2.- CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA EFICACIA (HPLC)

La cromatografíalíquidade altaeficacia es una técnicaampliamenteutilizada comométodo

analítico dc una multitud de compuestosquímicos de muy diversa naturaleza.Se ha descritosu

capacidadcomo método preparativo (Felinger y Cuiochon, 1994; Comptony Kreilgaard, 1994,

Kenney el al.. 1989; Velayudhany l-forváth, 1988; Goodingci aL, 1986) o incluso comométodode

purificaciónaescalaindustrialparala industriafarmacéutica(Kato ¿tel., 1985; Clonisel al., 1986).

Debido a su exactitud, sensibilidad, repetibilidad, facilidad de uso y necesidadde muy

pequeñascantidadesde muestra,tambiénpuedeser utilizadacomo herramientade la investigación

paraconocerlas propiedadesy característicasde adsorbatosy adsorbentesasí como paraestudiarla

interacciónquese produceentreambos.

En el presentetrabajo de investigación, las curvas de respuesta(picos cromatográticos)

obtenidas tras la introducciónde un impulso de wamilasaen las columnasde ¡LIC e ffiC se han

obtenidomedianteun equipo de HPLC. Los datos experimentales,así obtenidos,se utilizaránpara

realizarel análisismedianteel métodode los momentos.La experimentaciónllevadaa caboconeste

sistema,cuyadescripciónse detalla másadelante,produceunadobleinformación: en primer lugar,

nos permitiráestudiarla influenciade las variablesenbasea un análisisde los parámetrosclásicosde

la cromatografía(tiempos de retención, factor de retención,parámetrode interacciónhidrofóbica,

cargacaracterísticadel adsorbato,etc.); en segundolugar, el análisis medianteel método de Los

momentos(ver apartado3.2) nos dará estimacionesde la capacidadde los adsorbentes,de los

parámetroscinéticos(coeficientede difusión en los porosy de dispersiónaxial) y termodinámicos

(isotermalineal, entalpíay entropíade adsorción).

A continuaciónse describeel equipo experimentalde cromatografíalíquida junto con los

procedimientosutilizadosparael desarrollode cadauno de los experimentosy los ensayosprevios

llevadosacabopara[a definición x’ conocimientodel sistema.
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5.2.1.Materiales

Como fuente de cx-ainilasa de Aspergillus oyzae se utilizó la procedentedel producto

comercial Fungamyl 1600 BO type WF, lote AF12614, donadapor Novo Nordisk (Bagswerd,

Dinamarca).La enzimase extrajo, cristalizó y liofilizó segdn se indica en el apartado4.1.2 del

presentetrabajo.

Los adsorbentesutilizados fueron,paralos estudiosde adsorciónpor interacciónhidrofóbica

(HIC), Duolite XAD-761 y, para los correspondientesa adsorciónpor intercambio aniónico (IEC),

Duolite A-568. Ambos hansido donadospor Rohmand HaasCo. (Filadelfia, PA, EE.UU.). Tras ser

sometidosal pretratamientocorrespondiente(ver apanado5.1), fueron tamizadospara obtenerla

fraccióndetamañoseleccionada.

Las disolucionesreguladorasutilizadascomo fasemóvil fueron Tris/HCl 0.05M y fosfato

0.OSM en función del valor de pH requeridopara cada experimento.La fuerza jónica se ajustó

mediantela adiciónde NaCí. Paraestabilizarla estructuray actividadde la a-amilasaes necesariala

presenciade Ca2~ en el medio (Vallee et al., 1959; Janeceky Baláz, 1992), por lo que a cada

disolución utilizada se le han añadido 40 ppm de CaCl
2. Los trazadoresutilizados para los

experimentosen impulso fueron,NaCí 2M y NaNO3 0.25M en el tampóncorrespondienteparalas

columnasde intercambioiónico e interacciónhidrofóbicarespectivamente.Todas las disoluciones

fueron filtradasa travésde membranade 0.22 gm Millipore 05WP04700(Millipore Corp. Bedford,

MA, EEUU.).

Los reactivostris(hidroximetiflaminometano(Tris), NaCí, NaH1PO4,Na2HPO4 y CaCI2 han

sidosuministradospor SigmaChemicalCo. (St. Louis, MO, EE.UU.), el ácidoclorhídricopor Merck

(Darmstadt,Alemania) y el NaNO3 por PanreacQuímica (Barcelona,España).El aguautilizadaha

sido destiladay desionizada(< 5 MQcm).

5.2.2.-Equipoexperimental

El equipo de cromatografíalíquida utilizado fue un SmartMR System (PharrnaciaBiotech,

Uppsala,Suecia).En la figura 5.1 se muestraun esquemadel mismo. Constade un sistemade dos

bombasde pistón y unacámaratermostatizadadondese aloja la columna,la válvulade inyección,el

colectorde fraccionesy los detectoresde ultravioleta y de conductividad.La válvula de inyección

incluye un lazo de 5 jil parala introducciónde lamuestra.El sistemarefrigeraciónse completaconun

bañotermostáticoHaakelI}8-L (Haake.Karlsruhe,Alemania).

Las bombasde impulsión, de 1<) ml de capacidad,tienenun intervalode funcionamientode

10-2000gí/min a unapresiónmáximade 25 MPa. El detectorultravioletajunto con unalámparade
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xenónpermite medir la absorbancia,de forma simultánea,a tres valoresde longitud de onda en el

intervalo 190-600nm. El volumen muertodel sistemaes muy pequeñoy se debe,principalmente,al

correspondientea los tubospor los quecircula la fasemóvil (80 pi) y al mezcladora la salidade las

bombas (60 pi) ya que la contribución de la célula de detecciónde ultravioleta (2 III) y de

conductividad(1.5 pi) es,encomparación,despreciable.

(1) Eluyentes
(2) Válvulasde entraday

Bombasde pistón
(3) Mezclador

‘(4) Válvuladc inyección
(5) Columna
(6) CébilaUY/Vis
(7) Célulade Conductividad
(8> Colectorde fracciones
(9> Ordenador

(9)

Figura 5.1: Esquemadel equipode HPLC(SmartSystem).

Las columnas de HPLC utilizadas están realizadasen acero inoxidable y tienen unas

dimensionesde 2. 1 mm de diámetrointernoy 200 mmde longitud.

Un programa(Smart Manager), del mismo fabricante, implementadoen un ordenador

personal (CompaqDeskproXE 466. CompaqComputerCorp., Houston, TX, EE.UU.) gestionay

controlacadauno de los sistemasmencionadosa través de unatarjetade adquisiciónde datos,así

como programa y registra los datos de presión, temperatura,caudal, posición de la válvula,

absorbanciaen ultravioleta y conductividad del efluente que proporcionanlos correspondientes

sensoresy detectores.

5.2.3.- Rellenoy preparaciónde lascolumnasdeHPLC

Las columnasde HPLC se empacaronen el laboratorio de la siguiente manera. Una vez

realizadoel pretratamiento(ver apartado5.1) a cadauno de los adsorbentes,se tamizarony se recogió

(3)

(5)

(6)

(7)

UNWMI»E
- CO~4TR&
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la fracción seleccionadapara los experimentos(25-38 gm). Posteriormentese suspendieronen una

disoluciónde ácidoacéticoque fue bombeadaa travésdelacolumnade HPLC aplicandounapresión

aproximadade 45 MPa. Lacolumnase mantuvoalacitadapresiónhastaque2 litros delasuspensión

pasarona travésde ella. Paraterminarla preparación,se procedióal lavadode la columna,haciendo

pasaraguadestiladaa un caudalde 1.0 ml/mÍa durante24 horas.Una vez realizadoesteproceso,se

conectalacolumnaal equipoparael desarrollode laexperimentación.

La masade adsorbenteen el interior de la columnase determinépor diferenciade pesada

entrela cantidadinicial utilizada y la resmasobrantedel procesode empacadotras el secadode la

misma.

5.2.4.- Desarrollode un experimento

Antes de realizarcualquierexperimentoen impulsoo grupo de ellos enunascondicionesde

temperatura,pH y fuerzaiónicadeterminada,es necesarioquela columnase acondicioneadquiriendo

los parámetrosmencionados.Para el acondicionamientode la columna, con el tampón de

concentración,pH y fuerzaiónicaseleccionado,se bombea,aun caudalde 0.50mí/mm, la fasemóvil

adecuadadurante12 horasaproximadamente.Previamentelas disolucioneshandebidoser filtradas y

desgasificadasa vacío (60 mmflg aproximadamente)inmediatamenteantesde la experimentación

para evitar el ensuciamientoy posible taponamientode la partesuperior de la columnay obtener

cromatogramassin ruido ni derivaen lalíneabase

Unavez acondicionadalacolumna,se fija el caudaldela fasemóvil y se realizael llenadodel

lazo de la válvula de inyección con la disolución de a-amilasao del trazador correspondiente.

Posteriormentey medianteel programade control, se inyectala muestraen la fasemóvil que fluye a

travésdela columna.

El seguimientode [aconcentraciónde«-amilasaalasalidadela columnase realizómediante

los datosde absorbanciaa 280 nm del detectorde ultravioleta.El trazadorutilizado en la columnade

¡FC fue NaCí 2M, realizándosela medida de la respuestamedianteel detectorde conductividad.

Comotrazadoren la columnade 1-LIC se utilizó NaNO3 0.25M, detectándosemedianteabsorbanciaen

ultravioleta a 280 nm. Estos datos se almacenanen el ordenadorpara su posterior tratamiento

medianteel métodode los momentoscomoseindicaen el apartado3.2.

5.2.5.-Experimentosprevios

Antesdecomenzarla experimentaciónparael posterioranálisismatemáticode los momentos

cromatográficosobtenidosen los experimentosen impulso, es necesariodeterminarlos valoreso, en
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sucaso,los intervalosde operaciónde las variablesqueinfluyen enla respuestadel sistema.

Adsorbentes

Como yase hacomentadoanteriormente,se vaa estudiarla adsorciónde a-amilasasobredos

sistemasconmecanismosde retencióndiferente,intercambioiónicoe interacciónhidrofóbica.Sehan

seleccionadodos adsorbentesque tienenla mismamatriz, diferenciándosefundamentalmenteen los

ligandos de que están recubiertos. Así, se podrán estudiar de forma más independienteel

comportamientoen el procesode adsorcióndebidoacadaunodelos mecanismosmencionados.

ph’

La wamilasamuestraunaestabilidadextremadamentealta en el intervalode pH entre6 y 8.

reduciéndosecon el tiempo la actividad enzimáticafuera del mismo (Carísen, 1994), por ello se

decidió estudiar la influencia del pH en el procesode adsorciónentre dichos valores. El punto

isoeléctricodela u-amilasadeA. oiyzaees 4.2 (Fischery deMontmollin, 1951)por lo que laproteína

presentará,en dicho intervalo, unacarganeta negativa, lo que justifica la elecciónde una resma

intercambiadorade anionesparael estudiode la adsorciónensistemasde intercambioiónico.

Paralos experimentosde cromatografíade interacciónhidrofóbica,alos valoresde pH 6, 7 y

8. se utilizó tampón fosfato C.05M. El tampónutilizado en los experimentoscon la columnade

intercambioaniónico,parapH 7 y 8, fue Tris/HCI 0.05M y fosfato0.05M parapH 6.

Fuerza jónica

La fuerza iónicaes un parámetroque tiene gran iniluencia en el mecanismode adsorción

tanto por interacciónhidrofóbicacomo por intercambioiónico (ver apartados1.2.2.1 y 1.2.2.2). La

adsorciónen sistemashidrofóbicos se ve favorecidapor un aumentoen la fuerzaiónica de la fase

móvil y el efectocontrarioocurre en la adsorciónpor intercambioiónico. Por estarazón, existe un

intervalode fuerzaiónicaenel quese produceunavariacióngradualen la intensidadde la adsorción.

Fueradel mismo,la retencióndel adsorbato,o bienno es significativa,o bienes total y quedaretenida

en el interiorde la columna.

Se hanrealizadoexperimentosen un amplio intervalode fuerza iónica paraambossistemas

estudiadosy se ha comprobadoque los valoresentrelos cualespuede estudiarseadecuadamentela

respuestacromatouráficaante un impulsode adsorbatoson 0.5 - 1.1 paraIEC yO.! - 0.4paraHIC.
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Concentraciónde adsorbato

Serealizaronexperimentoscon impulsosde ct-amnilasaadiferentesconcentraciones(0.5, 1.0 y

2.0 gIl) paradeterminarel valor más adecuadode estavariable.No se encontrarondiferenciasentre

los tiempos de retencióncorrespondientesa cadaunadelas concentracionesensayadasy adiferentes

caudales(figura 5.2).

1300
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Figura 5.2: Representacióndel tiempo de retención en
ifinción del caudal de eluyenteparadiferentesimpulsos de
concentración variable de a-amilasa. Colunma de HIC
(Duolite XAD-76l): pH 7.0, 20 0C y voLumendeinyección 5
pi.

Las respuestascromatográficasobtenidasparala concentraciónde 2.0 gIl presentabanmayor

asimetríaque las otras dos y las correspondientesa 0.5 gIl erandemasiadodébilespor lo que, en

condicionesdealta adsorción,la exactitudde la medidapodríaversecomprometida.

Porello, la concentraciónde wamilasaseleccionadaparala realizaciónde los experimentos

de impulsoencolumnasde HPLC fue de 1.0 gIl.

Tamañodepartícula

Cuanto menor sea el tamaño de las partículas de adsorbenteque rellenanuna columna

cromatográfica,mayor será la resolución de la misma y mayor simetría presentaránlos picos

obtenidos.Por otro lado,el menortamañodepartículatieneasociadounamayorpérdidade cargaa lo

largo de la columna. Tras diferentes experimentoscon columnasempacadascon adsorbentesde

tamaño medio diferente,se determinóque el tamañode partículacon el que se obteníaun mejor

compromisoentrelos efectos mencionadosera el de la fracción tamizadacorrespondienteal corte

0.25 - 0.38 gm.

h [~~rg¡ml
lo ¡.0 mg/ml ¡

a
a
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Caudal

El intervalo de caudal de elución de la fase móvil seleccionadopara llevar a cabo la

experimentaciónha sido 0.40 - 1.00 mí/mm. Paravaloresinferiores,[a anchuradel pico obtenidoes

considerabley paravaloressuperiores,lapérdidade presiónes elevadaparael tamañode partícula

seleccionado.

Temperatura

El valor máximo de temperaturaa la quese puedenrealizarlos experimentosviene dadopor

la estabilidadtérmicade lapropiaenzima.De los datosobtenidosdela bibliografíay debidoaque los

procesosde adsorcióna nivel industrial puedendurarmuchashoras, se ha considerado30 0C como

temperaturamáximade experimentación

Volumen deinyección

El volumenóptimo del impulsocromatográficoinyectadoen la fase móvil a la entradade la

columnaestárelacionadocon la concentraciónde adsorbatoen la muestra.Es necesarioevitar que la

cantidadde wamilasaintroducidaal sistemallegue a saturarla cabezade la columnay se esté en

condicionesde no equilibrio. Por otra parte. un volumen elevado de inyección, aun estandoen

condiciones de equilibrio, da lugar a respuestascromatográficasasimétricas que dificultan el

tratamientode los resultadosobtenidos.En basea la experimentaciónprevia, se ha establecidoun

volumende inyecciónde 5 pi de disolución de a-antlasaparael estudiode la adsorciónmediante

cromatografíade impulsoenHPLC.

Reversibilidad

Con objeto de comprobarque, tras la inyección de una disolución de wamflasa,no queda

proteínaretenidairreversiblementeen la columna,se realizaronuna seriede experimentos.Como la

respuestadel detectorultravioletaa 280 nm es lineal parael intervalode concentraciónde a-amilasa

utilizado, podemossuponerque el áreade los picos obtenidoses proporcionala la cantidadde

proteínaque se detecta.Para comprobarel grado de reversibilidadse llevaron a cabodos tipos de

experimentos.Por un lado se determinóel áreade los picos obtenidosala salidade lacolumnatrasla

inyecciónde pulsos dc ct-amilasade volumeny concentraciónfija paradiferentescaudales.Por otro

lado, se inyectaronpulsosde a-amilasaen iuualescondicionesde concentración,volumeny caudal,

perose sustituyóla columnacromatográficapor un tubo capilar.De estamanera,se determinael área

que le corresponderíaal pulso de entradaen las condicionesindicadasya que toda la a-amilasa

introducidaal sistemaes detectada.La diferenciaentre e] áreadel pulso de entraday el del pico



PURIFICACIÓNDE ~-AMIA5ADEASPERGILLUSORY7AEPORADSORCIÓN 121

cromatografico registradoen iguales condicionesnos indicará la cantidadde a-amilasaque ha

quedadoretenidaenla columna.

Se comprobóque en los intervalosexperimentalesestudiados,laadsorciónes completamente

reversible,no existiendodiferenciassignificativas entre ambasáreassalvo a caudalesbajos (=0.2

mí/mm) debido, fundamentalmentea que a este caudal, el pico cromatográficoes muy ancho y

achatado,existiendomayor error en la integracióndel mismo. Esto justifica tambiénla elecciónde

caudalessuperiorespara la experimentaciónsegúnse ha comentadoen el apartadocorrespondiente.

En la figura5.3 se muestraun ejemplode testdereversibilidad.
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Figura 5.3: Test de reversibilidad de la adsorción en
experimentosde impulso en HPLC. Columna HIC (Duolite
XAD-761): pH 7.0, 20 “C, concentraciÓn 1.0 mg/ml y
volumendeinyección5 pi.

SU.- Condicionesde operación

De acuerdocon los experimentosprevios realizadosy con los objetivos del presentetrabajo

de investigación,en la tabla5.1 se resumenlos valorese intervalosutilizados en los experimentos

realizadosparael análisisde momentosde las respuestasobtenidasantelos impulsosde cx-amilasaen

cromatografíade interacciónhidrofóbicay de intercambioiónico.

O [E~iearada

o [~orespuesj

o

go .9.
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Tabla 5.1: Condicionesde operaciónpara[osexperimentosdeHPLC.

HIC (Duolite XAD-761) WC (Duolite A-568)

Fasemóvil Fosfato 0.OSM (pH 6, 7, 8) Tris¡HCI 0.05M (pH 7, 8)
Fosfato (pH 6)

pH 6.0, 7.0, 8.0 6.0, 7.0, 8.0

Fuerza iónica 0.10, 0.20,0.30, 0.35, 0.40 0.50, 0.60,0.70, 0.80, 0.90,
1.00, 1.10

Concentración(mg/mí) 1.0 1.0

Volumen inyección Qil) 5.0 5.0

‘rainaño partícula (¡.Lm) 25 - 38 25 - 38

Caudal (ml/mm) 0.40,0.60, OSO, 1.00 0.40, 0.60, 0.80, 1.00

Temperatura (0C) 15, 17,20,23,25 15, 17, 20, 23~ 25

5.3.- ADSORCION EN TANQUE AGITADO DISCONTINUO

Este tipo de instalacionesse caracterizapor su versatilidad, facilidad de uso y gran

simplicidadde las mismas.Permitende manerasencillala variaciónde las condicionesde operación

de cada uno de los experimentos para poder establecer la influencia que tienen sobre el

comportamientodel sistemaen losprocesosde adsorción.

Uno de los parámetroscinéticos que caracterizanla adsorción de un soluto sobre las

partículasde un adsorbentees el coeficientede transferenciade materiaexterna.Una vez que se ha

llegado a establecerun régimen de mezcla perfecta, puede considerarseque la resistenciaa la

transferenciade materiaque ejerce la capa límite que rodealas partículasdel adsorbenteha sido

eliminada.Estasituaciónseconsiguemediantela selecciónadecuadade la velocidadde agitación,del

tamañode las partículassólidasy del diseñodel equipoexperimental.De estaforma, el seguimiento

deladisminuciónde laconcentraciónde u-amilasaen la faselíquida en un experimentode adsorción

entanqueagitado,proporcionarálas curvascinéticasde lasquese obtendráel valordel coeficientede

difusión en los porostras el correspondienteajustede los datosexperimentalesal modelopropuesto

paraeste tipo desistemas.

Por otro lado, la realizaciónde los expcrimentosde adsorciónen un sistemade tanqueagitado

discontinuoproporcionarála informacióncorrespondientea las isotermasde adsorciónmediantela

obtenciónde datosde equilibrio.
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5.3.1.-Materiales

Como adsorbato se ha utilizado a-amilasa de A. rnyzae cristalizada y liofilizada. Los

adsorbentes,Duolite XAD-761 y Duolite A-568 para adsorción por interacciónhidrofóbica e

intercambioiónico respectivamente,fueronsometidosal pretratanfientodescritoen el apartado5.1.

Las disolucionesde adsorciónutilizadaspara¡LIC e ffiC hansido: tampónfosfato 0.05M de

pH 6.0 y Tris/HCI 0.05 de pH 7.0, conunafuerzaiónica de 0.35 y 0.60 respectivamente(ver apartado

5.2.1.). Todas las disoluciones fueron filtradas a través de membranade 0.80 iim Millipore

05WP04700(Millipore Corp. Bedford,MA, EE.UU.).

5.3.2.-Equipoexperimental

Los experimentoscinéticosy de equilibrio de adsorciónentanqueagitadodiscontinuosehan

llevado a caboen la instalacióncuyo esquemase muestraen la figura 1, pudiéndosediferenciarlas

siguientespartes:

Sistemade adsorción

La adsorciónse realizaenun matrazesféricode vidrio Pyrexde 50 mm de diámetrocontres

bocascuyasfuncionessonlas siguientes:

- Introduccióndel agitador.

- Introduccióndel tubo de tomade muestrasconfiltro incorporado.

- Introduccióndel tubo derecirculación.

Sistematermostótico

La temperaturadel procesosecontrola medianteun bañotermostáticode enfriamientoHeto

DTI CB-8-30e(Heto-Holten,Aller0d, Dinamarca).El fluido utilizado fue aguao disoluciónde etilén

glicol paralos experimentosrealizadosa 4 0C, siendola precisiónnominal del controladorde ±0.01

0C. El tanqueconladisoluciónde adsorcióny el adsorbenteadecuadosesumergíaparcialmenteen el

liquido del baño(ver figura5.4).

Sistemade agitación

La agitaciónse lleva a cabomedianteun agitadorde hélice detres palasrealizadoen vidrio.

Estese encuentraimpulsadopor un motorcon selectory reguladorde velocidad IKA RW-20 (Janke

& Kunkel, Staufen,Alemania).
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Sistemade recirculación

Una bombaperistálticaHewlett-Packard89052B (Hewlett-Pakard,Avondale, PE, EE.UU.)

hace circular continuamentela disolución de adsorción a través de la célula de flujo del

espectrofotómetroUy/Vis y de medidade pH. En el extremodel tubo de tomade muestra,sumergido

en la disoluciónde adsorción,se encuentraun filtro deteflón de 0.8 im paraevitar quelas partículas

de adsorbentesalgandel medio.El tiempomuertodel sistemaes de 15 segundosy el volumenmuerto

de 2.3 ml.

Figura 5.4: Esquemade la instalación para los experimentosde adsorciónen tanque agitado
discontinuo.

EspectroJbtómetroultravioleta

El espectrofotómetroUy/Vis de matriz de diodos Hewlett-Packard8452A (Hewlett-Pakard.

Avondale,PE, EE.UU.)tiene un intervalode medidaentre190 y 820 nm. Estádotadoconunacélula

de flujo de cuarzo de 50 pi. La concentraciónde a-amilasaen el tanquese determinamediante

absorbanciaa 280 nm y se monitoriza y almacenaen el ordenador (Hewlett-PackardVectra

486/33VL) mediantelos programasde control Ql IOOA (GeneralScaning)y Ql lOIA (Quantitication)

del propio fabricante.

Medidor deph’

El seguimientode la variaciónde pH serealizamedianteun electrodosituadoen una célula

de flujo de 30 pi que se encuentraconectadoa un monitor digital, pH Monitor (PharmaciaBiotech,

Uppsala,Suecia).De estamanerasedeterminanlas posiblesvariacionesde pH quepuedanproducirse

Monitor de pH

-1
Espectrofotómnetro11V/Vis Bomba peristáltica Baño termostático
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a lo largodel experimentoenla disolucióndeadsorción.

5.3.3.-Desarrollode un experimento

Los experimentoscinéticosy aquellosrealizadosparadeterminarlas isotermasdel equilibrio

de adsorciónse llevaron a caboen el mismo equipoexperimentalpero el procedimientooperativo

difiere ligeramenteencuantoa la tomademuestrasy medidadela concentraciónde a-antlasa.

El procedimientooperativoparala realizaciónde los experimentoscinéticosde adsorciónen

tanqueagitado discontinuocomienzacon el acondicionamientodel adsorbente.Una vez pesadaen

secola cantidadseleccionadade este, se le suspendeen la disolución tampón correspondienteal

experimentode adsorción(25 ml aproximadamente)y se mantieneen esascondicionesdurante24

horas.La disolucióndeadsorciónconla concentraciónadecuadade wanilasase filtra y, tras medirel

volumencorrespondienteal experimento,se echaenel matrazde vidrio. Estese introduceenel baño

termostáticoa la temperaturade experimentacióny se conectala agitación, la recirculacióny el

espectrofotómetro.Se mantieneasíduranteunahora,tiemponecesarioparaconsiderarque el sistema

se encuentratermostatizadoy estabilizado.A continuación,la suspensiónde adsorbentese filtra a

vacío,recogiendola totalidaddel mismo.

El experimentocomienzacuandose añadeel adsorbenteal matraz,enesemomentocomienza

la medida continua de la absorbanciaa 280 nm mediante el espectrofotómetro.El final del

experimentose determinacuandola medidade la absorbanciaa 280nm daun valorconstante.

El retrasodel sistemavienedeterminadopor el tiempoque tardala disoluciónde adsorciónen

llegar hastala célulade medidadesdeel interior del matraz.Esteseha determinado,obteniéndoseun

valorde lO segundos.

Los experimentosrealizadosen tanqueagitado discontinuo para la determinaciónde las

isotermasdel equilibrio de adsorciónse ha llevado a cabode maneraanáloga,a diferenciaque la

medidade la concentraciónde ct-amilasamedianteabsorbanciaa 280 nm serealizó solamenteparael

valor correspondienteal equilibrio. Paraello se tomarontres muestrasdel sobrenadante(1.0 mí) y se

midió su concentraciónsin necesidadde hacercircular la disolución por la célula de flujo con la

bombaperistáltica.Paraconcentracionesmayoresde 1.0 mg/mí, debidoa que la ley de Beer no se

cumplesatisfactoriamente,sediluyó previamentela muestraobtenida.

5.3.4.-Experimentosprevios

Para determinarlos valores e intervalos de operaciónde las variablesdel sistema,se han

llevadoa cabounaseriede experimentospreviosqueproporcionaránla informaciónnecesariaparatal
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fin.

plly fuerzaiónica

A partir de los resultadosobtenidos en los experimentosde adsorciónen HPLC, se han

seleccionadolas condicionesde pH y fuerzaiónica a las que se van a desarrollarel estudiode la

adsorciónentanqueagitadodiscontinuoy en lechofijo. Estosvaloresson:

- Adsorciónporinteracciónhidrofóbicaen Duolite XAD-761: pH 6.0, fuerzajónica0.35,

- Adsorciónpor intercambioiónicoen Duolite A-568: pH 7.0, fuerzaiónica0.60.

En estascondicionesel factorde capacidades elevadopero la adsorciónesaunreversible.Si

trabajásemosen condicionesextremasque favoreciesenla adsorción,no sólo se unirían fuertemente

las moléculasde a-arnilasasino tambiénotros componentesdela mezclaquese deseasepararyaque

en esa situación la adsorción no es muy específica.En el caso de la cromatografía,operar en

condicionesde adsorciónreversiblessuponela existenciade unavelocidaddemigracióndetenninada

para la a-amilasay, si se optiman los resultados,diferente de las del resto de sustanciasque la

acompañan.

Velocidadde agitación

Es necesariodeterminarla velocidadde agitaciónmínima, a partir de la cual el control de la

transferenciade materiaexternapuedeconsiderarseque no es significativo. Paraello, se realizaron

una seriede experimentosen igualescondicionesde operaciónpero con diferentesvelocidadesde

agitación.

Paravelocidadesmayoresde 600 rpm, no se apreciandiferenciasen las curvascinéticasde

adsorción. A partir de agitacionessuperioresa 1200 rpm la aparición de espumasproduce

inestabilidadesen La medida de la absorbanciaa 280 nm, así como una nueva resistenciaa la

transferenciade materia.Porello sehaelegidounavelocidadde agitaciónde 800rpm.

concentracióninicial

Se ha elegidoun intervalode concentracióninicial de a-amilasaen la disoluciónde adsorción

de 0.10 a 1.00 s/l. A concentracionesmayores,la absorbanciaa 280 nm no cumple la ley de Beer,

llegandoa saturarseel detectorultravio[eta a partir de concentracionesde 2.5 mg/ml.
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Tamañodepartícula

A la velocidadde agitaciónelegida,sehanrealizadoexperimentoscon diferentestamañosde

partículaen el intervalo 0.20-0.80mm. No se han detectadoinfluencias significativasdebidasa un

control de la transferenciade materiaexterna por lo que se ha elegido un tamañode partícula

correspondientea la fracción intermediatamizadaentre0.32-0.50mm.

Volumen dedisolución

El volumende la disolución de ct-amilasano iiffluye en el comportamientocinéticoni de

equilibrio en el procesode adsorción.Paravolúmenesexcesivamentepequeños(menoresde diez

vecesel volumenmuertodel sistemade recirculación),aparecenproblemastécnicosy de retrasode

las curvascinéticasde adsorción.Si el volumenes demasiadogrande,el problemaque apareceesel

de la correctamezcla y homogeneizaciónde la suspensión,haciendonecesariala utilización de

sistemasde agitación más complejos con la inclusión de tabiquesdeflectores en el tanque de

adsorción.Tras diversosexperimentos,se seleccionóun volumende disolución de 50 mL suficiente

paraevitar los problemasmencionados,permitiendoasíunabuenahomogeneizaciónde la suspensión

medianteagitaciónsimple.

Masade adsorbente

La selecciónde la masade adsorbenteutilizado en cadaexperimentoestárelacionadacon el

volumen de disolución y con la capacidad de adsorción de la resma en las condiciones

experimentales,queviene dadapor la isotermade equilibrio. Si la concentraciónde adsorbenteen la

suspensiónes elevada,apareceránproblemasde transponede materia, y si es demasiadobaja, la

disminuciónde la concentraciónde enzimaen la disoluciónpuedellegar a ser tanpequeñaque su

seguimientoestésujetoaunerror experimentalintolerable.

A partir de estasconsideracionesy de los experimentosprevios realizados,seha decidido

llevar a cabo los experimentoscinéticos con una cantidad de 0.50 g de adsorbente.Para los

experimentosde equilibrio en los que la concentraciónde a-amilasafue superior a 1.0 mg/ml se

utilizaroncantidadesentre0.75 y 1.75 g, enfunciónde laconcentracióninicial de enzima.

5.3.5.-Condicionesde operación

En la siguientetablase resumenlas condicionesexperimentalese intervalosde las variables

de operaciónestudiadas:
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Tabla 5.2: Condicionesde operación para los experimentoscinéticos en tanqueagitado
discontinuo.

HIC (Duolite XAD-761) WC (Duolite A-568)

Tampón Fosfato0.05M Tris/IICí 0.05M

pH 6.0 7.0

Fuerzaiónica 0.35 0.60

Concentración (mg/mi) 0,1 - 0.5 0.1 - 1.0

Masa adsorbente(g) 0.50 0.50

Agitación (rpm) 800 800

Volumen (mi) 50 50

Tamaño partícula Qtm) 0.32 - 0.50 0.32 - 0.50

Temperatura (0C) 4, 20, 30 20, 25, 30

5.4.-ADSORCIÓN LECHO FIJO

La disposiciónmásfrecuentementeutilizadaa nivel industrialen los procesosde purificación

por adsorciónes aquellaque utiliza uno o varios lechos fijos. Respectoa la adsorciónen tanque

agitado.la llevadaa caboen lecho fijo es más fácilmenteescalabley el control de las variablesdel

sistemaes más sencillo. Sin embargoen el flujo de un fluido a través de un lecho fijo, apareceel

efecto de mezclaa lo largo del eje longitudinal de la columna, denominadodispersiónaxial, que

produceunadisminuciónde la eficacia de los procesosde adsorción.La experimentaciónen lecho

fijo deberáminimizaresteefectoparamejorarel rendimientoobtenidoenel sistema.

Con el fin de disminuir la resistenciaa la transferenciade materiaexternaes necesario

seleccionarpanículasde adsorbentesuficientementepequeñas.Por otro lado,seríadeseableel usode

caudaleselevadosyaque el caudalde operaciónestádirectamenterelacionadocon la produccióndel

proceso. Sin embargo,el aumentodel caudal y la disminución del tamaño de partículaconducen

ambos a un incrementode la pérdidade cargaa lo largo de la columna por lo que será necesario

alcanzarunasoluciónde compromisoentreambosfactores.

Estasvariables(caudal y tamañode partícula),junto con otras característicasdel proceso

(concentración,temperatura,tamaño de lecho, etc.) tendránque ser optimadaspara conseguirlos

nivelesde purezadel productorequeridospor las especificacionesestablecidasparasuuso, así como

los valoresde produccióny rendimientoespecificadosen el diseñodel proceso.
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la inclusióndeun eluyenteadicional.Sirvenparaimpulsarladisoluciónde adsorcióny las declución

necesariasparacadauno de losexperimentosplanificados.

Columna

Durante la experimentacióncorrespondientea este estudio sc hanutilizado dos tipos de

columnacon dimensionesdiferentes.Ambas columnas,marcaAmicon, modelo Moduline (Amicon

Corp. Danvers,MA. EE.UU.), estánfabricadasen vidrio. Se encuentranprovistasde una camisa

externa que permite la termost=atizaciónde la misma mediante la circulación de un líquido

refrigerante.Constande cierresmóvilesen losextremos,haciendoposiblelavariaciónde la alturadel

lecho,ajustándolaala cantidaddeadsorbenteintroducidoenlacolumna.

Lasdimensionesde losdos modelosdecolumnadc adsorciónson las siguientes:

Tabla 5.3: Dimensionesde las columnas.

I)iámetro interno

(mm)

Altura máxima

(mm)

10 150

16 250

Módulo de análisis

Como se ha determinadopreviamente,el seguimientode la concentraciónde wamilasase

lleva a cabo niediantemedidade la absorbanciaa 280 nm. El sistemaexperimentalconstade una

célula de flujo de 2 ml con una lámparade mercurioconectadaal monitor UV-M-II que mide y

registralos datosde absorbanciaala longitud de ondamencionada.

Módulo depH

Otro de los detectoresdel sistemaconsisteen un medidorde pH en continuoque constade

unacélulade flujo y un electrodoconectadoalaunidaddemedida,pH Monitor.

Colectordefracciones

Con objeto de recuperardeterminadasfraccionesdel efluente, o de realizar otro tipo dc

análisisparalelos al de absorbanciaen ultravioleta para el seguimientodel procesode adsorción

(medidade la actividad, etc.), se disponede un colector de fraccionesprogramable,Frac-200,a la

130
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salidadel sistema.

Módulo decontrol

Estácompuestoporun controladorLCC-500CI y un ordenadorpersonalIBM 330 P100(IBM

Corp. Armonk, NY, EE.UU.) con el programade control FPLC Director (PharmaciaBiotech.

Uppsala,Suecia).Estemódulocontrola,programay registratodaslas actividadesde cadauno de los

diferentes dispositivos de que consta el equipo experimental.Además, medianteel programa de

control,se registranlos valores,en continuo,de caudal,pH absorbanciaa 280 tun, etc, quepermitirán

posteriormentesu tratamientonumérico en la etapade modeladomatemáticode los experimentos

realizados.

El equipo dispone también de una serie de válvulas motorizadas(PSV-50, MV-7) que

permitendirigir el flujo de cadaunade las bombasa travésde la columnaen la etapade adsorcióny

desorción,asícomorealizarun cortocircuitoalacolumna.

5.4.3.-Desarrollo de un experimento

Se deberántenerpreparadaslas disolucionesde elución,de adsorcióny de lavado filtradasy

desgasificadas.La disoluciónde eluciónes la mismaqueel tampónen queestádisueltala a-amilasa

en la disoluciónde adsorción.La de lavado es unadisoluciónque facilita la desorciónde todaslas

sustanciasque hayanpodidoquedarretenidasencadauno de los sistemasestudiado:paraHIC deberá

serunadisoluciónde muy bajafuerzaiónica y paraIIEC de mayorfuerzaiónicaque la disoluciónde

adsorcióncorrespondiente(ver tabla5.4).

Una vez rellenadala columna cromatográfica,debe acondicionarsepara estabilizarsey

adquirir los valoresde pH, fuerza iónicay temperaturacorrespondientesal experimentoque se va a

realizar. Paraello, se hacepasarun volumendeterminadode disoluciónde elución a travésde la

columnay seconectael sistemadetermostatizacióna la camisaquerodeaa la misma. Paraconocerla

señalde absorbanciaa280nm correspondientealadisolucióndeelucióny deadsorción,se realiza un

cortocircuito ala columnaconcadaunadelas disolucionesmencionadas.

El experimentocomienzacuandose cambiala fasemóvil quese alimentaalsistema,pasando

de la disolución de elución a la de adsorcióncon la concentraciónde a-amilasay el caudal

correspondientealexperimento.La evolucióndel pH y de laconcentraciónde adsorbatoala salidade

la columna se determinamedianteel monitor de pH y la absorbanciaen ultravioleta a 280 nm

respectivamente.Los datosse registrany almacenanen el ordenadorparasu posterior tratamiento

matemático.El experimentode adsorciónterminacuandola señalde absorbanciaen ultravioletadel
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efluente alcanzael valor obtenido para la disolución de adsorción (saturacióncompleta de la

columna)o unafraccióndeterminadadel mismo(saturaciónparcial).

Tabla 5.4: Composición de las disolucionesde elución y lavadocon las cantidadesutilizadas en
las etapasde acondicionamientoy lavadorespectivamente.

mc WC

Tampónfosfato0.05M

pH 6.0

fuerzaiónica 0.60

40 volúmenesde lecho(90mm)

TampónTrisfHCl 0.05M

pH 7.0

ffierzaiónica 0.35

50 volúmenesde lecho(120 mm)

Disoluciónde lavado

Lavado

Aguadestilada TampónTris/UCI 0.05M

pH 7.0

Fuerzaiónica2.50

30 volúmenesde lecho(60 mm) 20 volúmenesdelecho(60 mm)

A continuación se procede a llevar a cabo el experimento de desorción medianteun

procedimientoexperimentalanálogopero, en este caso,la disolución que se alimentaa la columna

saturadade adsorbatoes la de elución. La desorciónacabacuandola absorbanciaa 280 nm del

efluentede lacolumnaes igual a la quelecorrespondealadisolucióndeelución.

Posteriormentese realizael lavadode la columnaparaeliminarcualquiertrazadeadsorbatos

quehubiesenpodido quedarretenidosal adsorbente.Paraello se hacepasarun volumenadecuado

(ver tabla 5.4) de disolución de lavado, dejandola columnapreparadapara volver a realizar el

acondicionamientoparael siguienteexperimento.

5.4.4.-Experimentos previos

Los experimentosde adsorciónenlechofijo se han llevadoacaboen las mismascondiciones

de pH y fuerza jónica que los desarrolladosen tanqueagitadodiscontinuopara cadauno de los

mecanismosde adsorciónestudiados,intercambioiónicoe interacciónhidrofóbica.

caudal

Con objeto de estudiarla influencia de la velocidadde la fasemóvil en el comportamiento

cinéticodel procesode adsorción,se ha seleccionadoun amplio intervalode valoresde caudal.Para

Disolución de elución

Acondicionamiento
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los experimentosrealizadosen la columnade 10 mm de diámetro,los valoreshansido 0.10 - 1.00

mí/mm y parala columnamayor,de 16 mm dediámetro,hasta5.00 ml/mm.

Concentracióninicial

Por motivosdecomparaciónderesultados,los valoresde concentraciónde adsorciónen lecho

lijo, se hanelegidoen un intervalo similar al correspondientea los experimentosde adsorciónen

tanque agitado, 0.10 - 1.00 mg/mi. Para los experimentos,realizadoscon fines de escaladodel

proceso,llevados a caboen la columnade mayor tamaño,la concentraciónde wamilasaen la fase

mávil fue de 2.50 mg/mI,de similarordenque laquese puedeencontrarenel caldode fermentación

del cualse obtieneanivel industrial.

Tamañodepartícula

Se ha usadola misma fracción de tamañosde partículaque en los experimentosen tanque

agitado,0.32 - 0.50 mm. A diferenciade estesistema,y debidoaunamenor velocidadsuperficial del

fluido, en el procesode adsorciónen lecho fijo no se ha eliminado el control a la transferenciade

materiaexternaque ejercela capalímite que rodeaa las partículasde adsorbente.Por estarazón,se

pretendeestudiarel efecto del tamaño de partículaen el coeficientede transferenciade materia

externo,realizandoexperimentosconotrasdos fraccionesdiferentes,0.20 - 0.32y 0.50 - 0.80 mm.

Dimensionesdellecho

Para un estudio de cambio de escala,es necesariorealizar experimentosen Lechos de

diferentesdimensiones.Esta variable está directamenterelacionadacon la masa de adsorbente

utilizadaen cadauno de los experimentos.En el presentetrabajose hanutilizadocolumnasconuna

cargade resmade 0.50, 1.00 y 13.00g. Las dimensionesde cadaunade ellas vienen fijadaspor la

densidaddel adsorbentesólido asícomopor la distribuciónde tamañosde partículaquedeterminael

empaquetamientodel lecho.

Temperatura

Los valoresde temperaturaensayadoshansido los mismosy por las mismasrazonesque los

llevadosa caboen los experimentosde adsorciónen tanqueagitado,es decir, parala adsorciónpor

interacciónhidrofóbicasobreDuolite XAD-761, a 4, 20 y 300C y parala adsorciónpor intercambio

iónico enDuolite A-568, a 20, 25 y 300C.
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5.4.5.-Condicionesde operac¡ón

A continuaciónse resumenlas condicionesexperimentalesutilizadas en el estudio de la

adsorcióndewamilasaen lechofijo:

Tabla5.5: Condicionesdeoperaciónparalos experimentosdeadsorciónen lechofijo.

HIC WC

Fasemóvil

pH

Fuerza iónica

Tampónfosfato0.05M

6.0

0.35

TampónTris/HCI 0.05M

7.0

0.60

Concentraciónde entrada (mg/mí)

Caudal (mí/mm)

0.25. 0.50, 1.00, 2.5

0.25, 0.50,1.00,5.00

0.25, 0.50, 1.00, 2.50

0.25, 0.50, 1.00, 5.00

Temperatura (0C)

Tamaño medio de partícula (mm) 0.26,0.41, 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 DISCUSIÓN

6.1.-CROMATOGRAFÍA DE IMPULSO

En esteapartadose muestranlos resultadosobtenidosmediantecromatografíade impulsode

cx-amilasaen columnasde interacciónhidrofóbica (HIC) y de intercambioiónico (IEC). A partir de

ellos se estudiarála influencia de las variablesde operaciónen los dos sistemasutilizados y se

determinaránlos parámetroscinéticos y termodin’áxnicosde la adsorciónen base a la teoríade

momentos.

6.1.1.- Planificación de experimentos

Para la consecuciónde los objetivos generalesdel presentetrabajo de investigación, se

realizaráexperimentaciónmediantecromatografíade impulso sobre los sistemasde IEC y mc
seleccionados.En esta etapa experimental se plantearon varios objetivos específicos que a
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continuaciónse detallan.

En primer lugar se pretendedeterminarla influenciaquetienenlas variablesde operaciónpH,

temperatura,fuerzaiónica y caudalsobrela retenciónde a-amilasaen Duolite A-568 y Duolite XAD-

761. Paraello, se realizaránexperimentosen un determinadointervalode cadaunade las variables

mencionadasde acuerdocon los resultadosobtenidosen la experimentaciónprevia llevada a cabo

(verapartado5.2.5).

En segundolugar, se procederáaestimarlos parámetroscinéticosy termodinánúcosmediante

el análisis de los momentoscromatográficosen cadaunade las condicionesensayadas.Parala

aplicacióndeestatécnica,es necesariocontarconexperimentosrealizadosa diferentescaudalespara

cadavalorde pl-!, fuerza jónicay temperatura(veranexoA, apanadoA. 1).

Tabla 6.1: Condiciones experimentales para cromatografía de impulso de a-
amilasasobreDuoliteXAD-761.

Temperatura
[0C1

pH Fuerza Lóníca Caudal
[ml/mm]

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 1140, 0.60, 0.80, 1.00

0.01 0.40, 0.60,0.80, 1.00

0.10 0.40, 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

0.40 040,0.60,0.80, 1.00

0.20 0.40, 0.60, 0.80, 1.00

¿3.0 0.30 0.40, 0.60, 0.80, 1.00

GAG 0.40, 0.60, 0.80, 1.00

15

17

23

25

6.0 0.35

0.40,0.60, 0.80, 1.00

0.40, 0.60. 0.80. 1.00

0.40, 0.60, 0.80, 1.00

0.40,0.60, 0.80, 1.00

Por último, parael estudiode lahidrofobicidaddel sistemade HIC y de la cargacaracterística

del sistemade IEC se deberádisponerdeexperimentosllevadosacaboenigualescondicionesdepH,
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temperaturay caudalparadiferentesvaloresdela fuerzaiónicade la fasemóvil

Paracadauno de los experimentoscorrespondientesa impulsosde a-amilasase ha realizado

otro en igualescondicionesde operaciónpero utilizando trazadorcomo soluto. El trazadorparala

columnade intercambioiónico ha sido disoluciónde NaCí 2M y parala de interacciónhidrofóbica,

disolución de NaNO3 0.25M. En las tablas6.1 y 6.2 se muestrala planificaciónde los experimentos

mencionados.

Tabla 6.2: Condicionesexperimentalesparacromatografíade impulso de a-
amilasasobreDuolite A-568.

Temperatura
[
0C]

pH Fuerza lónica Caudal
[ml/mm]

0.90 GAG, 0.60, 0.80, 1.00

6.0 1.00 0.40,0.60,0.80, 1.00

1.10 GAG, 0.60, 0.80, 1.00

0.60 0.40, 0.60, 0.80, 1.00

20 7.0 0.70 0.40, 0.60, 0.80, 1.00

0.80 0.40, 0.60, 0.80, 1.00

0.90 0.40,0.60,0.80,1.00

0.50 0.40, 0.60, 0.80, 1.00

8.0 0.60 0.40, 0.60, 0.80, 1.00

0.70 GAG, 0.60, 0.80, 1.00

0.80 0.40, 0.60, 0.80, 1.00

15

17

23

25

7.0 0.60

GAG, 0.60, 0.80, 1.00

0.40, 0.60, 0.80, 1.00

0.40, 0.60, 0.80, 1.00

0.40, 0.60, 0.80, 1.00

6.1.2.-Influencia de lasvariables de operación

Los resultados de la cromatografía de impulso se han obtenido en forma de pico

cromatográficoquecorrespondea la respuestadetectadaa la salidade la columnatrasun impulsode

a-amilasaa la entradade la misma. En las figuras 6.1 y 6.2 se muestranalgunospicos obtenidosen

diferentescondicionesdeoperaciónparacadauno de los adsorbentesutilizados.
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Los picosexperimentalesobtenidospresentanasimetría,siendomásacusadaparacondiciones

de operación en las que la adsorciónes más fuerte, apreciándoseesta tendenciaen todos los

experimentosrealizadosconimpulsosde a-amilasa.La asimetríadelos picosencromatografíapuede

debersea laexistenciade grandesvolúmenesmuertosentreel inyector y el detectordel cromatógrafo

(Johns, 1989), incluyendo la columna (huecos,empaquetamientodeficiente, etc.). Si esta fuese la

causa,deberíaproducirseparatodos los solutosinyectados,independientementede su naturaleza.Sin

embargoel efectomencionadono se presentaen losexperimentosrealizadoscontrazador,los cuales

producenpicossimétricos,asemejándosecon granprecisióna unadistribucióngaussiana.La posible

causade la forma de los picos obtenidosparalos experimentosde a-amilasa(bruscasubidahastael

máximo del pico y unabajadacon una tendencialenta hastaalcanzarde nuevola línea de base),

puedeser debidaa un equilibrio no lineal de adsorcióntanto parala resmade 1-LIC como parala de

IEC.

A

Figura 6.1: Picos cromatográficos.(1) Impulsosde a-amilasasobreDuolite XAD-761 a20 “C, pH 6.0 y 0.60
mí/mm a tres valoresde fuerzaiónica: (A) 0.10, (B) 0.20 y (C) 0.35. (11) Impulsosdea-ainilasasobreDuolite A-
568 a pH 6.0, fuerzaiónica0.60 y 0.60 ml/mm a trestemperaturas:(A) 15 0C, (B) 20 0C y (C) 25 “C.

Cálculo dela porosUSadde la columna

tina vez determinadala porosidad interna de las partículas de ad,sorbentemediante

porosimetríade mercurio, la porosidadde la columnase hadeterminadoapartir de las ecuaciones3.3

y 3.4, que relacionanel primer momentocon la constantedel equilibrio de adsorción.Si se realizan

experimentosen impulsoconun trazadorque no se retengasobreel adsorbente(esdecir,KA —4 (1) la

ecuación3.3 quedaráde la siguienteforma:

500 •2000
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[6.1]

sabiendoque la relaciónentrela velocidadlineal, y, y lavelocidadintersticial, y, vienedeterminada

por y = V/e.
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Figura 6.2: Representacióngráfica del
XAD-761 (A} y DuotiteA-568 (B).
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primer momento frente a LP! correspondienteal trazadoren: Duolite

De estaforma, de lapendientede la gráticag frentea L/V figura 6.2 se ha calculadoel valor

de la porosidadexternade cadauna de las dos columnas utilizadas,con lo que ambascolumnas

quedancaracterizadas(tabla 6.3).

Tabla6.3: Característicasde lascolumnasdeHPLC

Duolite XAD-761

(HIC)

Duolite A-568

(WC)

0.57 0.56
0.45 0.50

L [mi 0.20 0.20

Diámetro interno [m] 2.1 ío-~ 2.1

flidrojóbicidad de la resmaDuolite XÁD- 761

Para caracterizarla hidrofobicidad que presentala resma Duolite XAD-761 frente a la

adsorciónde a-amilasade A. oryzaeen base a la teoríasolvofóbica(Melander a nI., 1984) es

(B)

-v
-y

Determinadaporporosimetríademercurio(apartado4.4.2).
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necesarioconocerlavariacióndel tactorde retención,k’, en función dela concentraciónsalinade la

fase móvil. En la figura 6.3 se representanlos resultados obtenidos para dicha variación

correspondientea los tres valoresde pH estudiados.IDe acuerdocon la ecuación1.9, lapendientede

cada una de las rectas representael parámetrode interacciónhidrofóbica (?~) y la ordenadaen el

origen (ln k’~) correspondeal factor de retenciónextrapoladoa concentraciónsalina nula. Los

resultadosse muestranenla figura 6.4 y enla tabla6.4.

1

o

4
-2

-.4

-6-
0.1 0.2 ((.3 0.4

ni [¡aol kg~’]

Figura 6.3: Variación del factor de retención en Ñnción de la
concentraciónsalinade [a fasemóvil paratresvaloresde pH en el sistema
u-arnilasa/DuoliteXAD-76 1.

Como puede observarse,al aumentar el pH la ordenada en el origen - no varía

sianificativamente,disminuyendola pendientede férma considerable.Ella bibliografía hay muy

pocos datosexperimentalesrelacionadoscon la variaciónde estos dos parámetroscon el pH, sin

embargo,paraestudiosrealizadoscon lisozimase haobservadoque el pH afectaa la ordenadaen el

origenperono a lapendiente(Fausnaughy Regnier.1986).El primerparámetro,ln(k’~), determinala

retenciónen ausenciade sal, teniendoen cuentala interacciónneta debidaa fuerzaselectrostáticasy

de Van derWaals (Kaui etaL, 1987). Esteparámetrotieneun valor muy bajoa los tres valoresdepH

utilizados,correspondiendoaunaretenciónprácticamentenulaenausenciade sal.Estasituaciónen la

quela retenciónno es significativase extiendehastavaloresde fuerzaiónicade 0.1.

Por otra parte.Los valoresobtenidosde X indican que la adsorciónde wamilasaen Duolite

XAD-76 1 dependefuertementede la concentraciónsalinadel medio. El parámetrode interacción

hidrotk5bicaes proporcionala la superticiehidrofóbicade contactoentrela proteínay el adsorbente

(El Rassi y Horváth. 1986) y, en el sistemaestudiado,aumentaal disminuir el pH en el intervaLo

3-

a

--

4---

----A
1---~~
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experimental. La disminución del área hidrofóbica accesible podría deberse a algún cambio

conformacionalsufrido por la cz-amilasaal aumentarel pH. Paracomprobary explicar la causade

esta circunstancia, sería necesario realizar estudios adicionales relativos a la estructura y

conformaciónde la a-amilasaen diferentesmedios.

Tabla 6.4: Parámetros característicos de la
interacciónhidrofóbicacalculadospor regresióna
partir de la figura 6.3.

—.‘ ‘o.

‘e -

Z 5 -s

~ lo

e
-u

~ 5 1
6 7 8

pH

Figura 6.4: Variación del parámetro de
interacción hidrofóbica con el pH para la
adsorcióndea-amilasaen Duolite XAD-761.

pH 6.0

ln(k’w> A

-5.9 18.1 0.994

pH 7.0 -5.7 14.8 0.972

pH 8.0 -5.6 7.9 0.984

Carga característicade la cx-amilasaen la resmaDuolite £568

Mediantela ecuación1.10 se ha calculadola cargacaracterísticade la a-amilasaparacada

valor de pH apartir de la pendientede la rectaobtenidaal representarel logaritmo del factor de

retención frente al logaritmo de la concentraciónmolar de la sal (figura 6.5). Debido a que el

contraiónsujetoa intercambioes el Cf, sehatomadocomovalor de lacarga,Z3, igual a 1.

En el intervaloexperimentalde pH (6 - 8), el estadode ionizaciónde los aminoácidosvaría

poco, sólo el grupo imidazol de la histidina puede encontrarseionizado o no a valores de pH

correspondientesadicho intervalo(pK 6.0 - 7.0). Debido aqueel punto isoeléctricode laa-amilasa

es 4.2, presentarácarga neta negativa a valores de pH superioresa ese valor. En el intervalo

experimental,a medidaque el pH de la fasemóvil aumenta,la carganetatambiénlo hará,siendola

progresivaionizaciónde la histidinala principal contribucióna eseaumentode carganegativa.Como

puede observarse,los resultadosexperimentalesmuestran(tabla 6.5 y en la figura 6.6) un ligero

incrementode la cargacaracterísticade unión de la a-amilasaen la resmaDuolite A-568 que iría

asociado,posiblemente,al incrementode carganeta experimentadopor la proteína a ínedidaque

aumentael pH del medio.



Figura 6.5: Influencia de la concentraciónmolal de sal en
el factor de retencióna tresvaloresde pH en el sistemaw
amílasa’DuoliteA-568.

N

2.6

2.2
«8 7.8

pl
1

Figura 6.6: Variación de la cargacaracterística
de la rt-amilasade A. oryzae con el pH en la
resmade intercambiojónico Duolite A-568.

Tabla 6.5: Valores de la ordenadaen el origen,
In(A), y cargacaracterísticade la a-amitasa, 4,
calculadospor regresiónlineal a partir de los datos
de la figura 6.5 de acuerdocon laecuación1.10.

pH 6.0

In(A) 4,

1.48 2.6 0.999

pH 7.0 0.19 2.8 0.982

rl-! 8.0 -1.14 3.2 0.988

Influencia de las variables

La retenciónde la «-amilasasobrecadauno de los adsorbentesensayados,dependede una

seriede factoresqueacontinuaciónse describen.

Se ha representadoel factorderetenciónen funciónde la fuerzaiónicaparadiferentesvalores

de pH (figura 6.7). Se observaque la fuerzajónicatiene unainfluenciapositivasobrela retenciónen

el casode [a adsorciónsobrela resmahidrofóbicaDuolite XAD-761 (figura 6.7A). El aumentode la

fuerzaiónicahaceaumentark’, enel intervaloutilizado, de forma muy rápidaapH 6, moderadaa pH

144
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7 y muy baja a pH 8. En todos los casos,la retenciónexperimentadapor la proteína a valores de

fuerzaiónicacercanosaceroes prácticamentenula.El aumentode la concentraciónsalinaen la fase

ínóvil, produceinteraccioneshidrofóbicasde intensidadcrecienteentrela ct-anilasay el adsorbente.

Estehechoestáde acuerdocon la teoríade retenciónde adsorbatosmoduladapor la concentraciónde

sal (Horváth el al., 1976; Melander y Horváth, 1977; Melanderet al., 1989) basadaen la teoría

solvofóbica(Sinanogluy Abdulnur, 1965; Sinanoglu,1982).De acuerdoconestateoría,amedidaque

aumentaJa concentraciónsalina, los ionesse solvatan,dejandomenosmoléculasde aguadisponibles

para hidratar las moléculasde proteína,por lo que se favorecenlas interaccionesentre las zonas

apolaresde estacon los lígandoshidrofóbicosdel soporte.Estasituaciónno ocurre en presenciade

determinadassales que favorecen la hidratación de las proteínas como son las que contienen

determinadoscationesbivalentescomoel Mg2~, Ba2~ o Ca2~ (Arakaway Timasheff, 1982; Szepesyy

Horváth,1988).

4.0-

3.0

2.1.) - —

1.0

1 •

00 0.1 0.2 0.3

Fuerza jónica

¡0

8

6-

4-

2-

O
0.4 0.5 0.7 0.9

Fuerza jónica

Figura 6.7: Variacióndel factor deretencióncon la fuerzaiónica paradiferentesvaloresde pH en la resma
de HIC (A) y deWC (B). Experimentosrealizadosaun caudalde0.60ml/mm y 20 0C.

Se observaque la influencia de la fuerzaiónicasobreel intercambioiónico de a-amilasaen

Duolite A-568 es opuesto al comentadoparala interacciónhidrofóbica(figura 6.7B). Los iones,

anionesCf en el presentecaso,actuaríancomocompetidoresde la proteína,cargadanegativamente,

por los sitios de unión de la fase estacionaria.De acuerdocon el intercambio estequiométrico

(A)EJ
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planteadopor la ecuaciÓn1. 11, la constantedel equilibrio del equilibrio vendrádadapor:

¡ [] >jí 6<

[s] [6.2]TWuL~v] 3
por lo queun aumentode la concentraciónde sal en la disolución,5, conduciráa unacantidadmenor

de proteínaadsorbidaa los ligandosiónicos de la matriz, lo queexplicaría los resultadosobtenidos

parala influenciade la fuerzaiónicaenel sistemade IEC.

El efectodel pH sobrela~ ~adsorciónde ct-amilasaen 1-lIC ha sido parcialmentecomentadopara

valoresbajos de fuerzaiónica (figura 6.7A). El incrementodel pH produceunadiferenciacreciente

entreéstey el punto isoeléctricode laa-amilasa(pl = 4.2), aumentandola magnituddesu carganeta

negativa.En estascondiciones,las interaccioneselectrostáticasentrela enzimay la fase móvil serán

mayoresque las interaccioneshidrofóbicasentre la a-amilasay el adsorbente,disminuyendo,por

tanto,lacapacidadde retencióndela faseestacionaria.

Como se ha determinadoanteriormenteparael sistemade intercambio iónico, la carga

característicade unión dela u-amilasaaumentaal hacerloel pH. Esteefectono se correspondeconel

aumentodel factor de retenciónal disminuir el valor del pH (figura 6.7B) ni con los modelosque

predicenunadependenciaexponencialmentecrecientede k’ con el pH (Kopaciewiczci al., 1983;

Velayudhany Horváth, 1988). Este efecto puedeser debido a que la resmaDuolite A-568 es un

intercambiadoraniónico débil por lo que la disminución del pH puede resultaren un proaresivo

incrementodel númerode gruposaminoionizados,aumentandolacapacidadde adsorción(Bautistaet

al., 1997).

La temperaturatiene una iniluenciapositiva importantesobrela adsorciónde wamilasaen

IEC. El aumentode la temperaturafavorecela retenciónde la proteínadebidoa la mayormovilidad

de las especieslónicas presentes.En el casode la adsorciónde a-amilasaen la resmahidrofóbica

Duolite XAD-761, la influencia de la temperaturaes muy pequeñaen el intervalo experimental

existiendounaligera tendenciaa disminuir el factor de retenciónal aumentarla temperatura.En la

figura 6.8 se representala influenciade la temperaturaenla adsorciónde u-amilasasobrecadaunade

las dos resinasestudiadas.
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5.

4.

3.

2—

15 17 19 21 23 25

Temperatura [‘C]

Figura 6.8: Efecto de la temperaturaen la
adsorción de a-ainilasa sobre el factor d
retenciónen los dos adsorbentesutilizados.
Condiciones de operación: pH 6.0, fuerza
iónica 0.35 (HIC) y pH 7.0, fuerza iónica
0.60(IEC), todosaun caudalde0.60 ml/mm.

6.1.3.-Análisis demomentos

El análisis y discusiónde resultadosmedianteel métodode momentosse realizaráen dos

etapas.En la primera se determinaránlos parámetrosde equilibrio (KA y factor de capacidad)y

termodinámicos(AH0 y AS0). En la segundaetapa,con los datosdel segundomomentocentraly los

del primer momentocalculadopreviamente,se estimaránlos parámetroscinéticos del modelo de

adsorción,coeficientededispersiónaxial (0L) y coeficientede difusiónen losporos(ID).

Datostermodinámicosy de equilibrio

A continuaciónse representanlos resultadosobtenidoscorrespondientesal primer momento

paracada unade las resinas en las condicionesde operaciónen las que se ha trabajadoel los

experimentosde cromatografíadeimpulso.
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Figura 6.9: Representacióndel primer momento frente a L/v a pH 6.0 y 20 “C a
diferentesvaloresde fuerzaiónicaparalaresma Duolite XAD-761 (HIC).
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Figura 6.10: Representacióndel primer momento frente a L/v a pH 7.0 y 20 “C a
diferentesvaloresde tuerzajónica parala resmaDuolite XAD-761 (HIC).
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Figura 6.11: Representacióndel primer momentofrente a Liv a pH 8.0 y 20 0C a
diferentesvaloresde fuerzaiónicaparalaresmaDuolite XAD-761 (HIC).
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Figura6.12: Representacióndel primer momentofrente aL/v apH 6.0 y fuerzajónica
0.35 adiferentestemperaturascorrespondientesala resmaDuoliteXAD-761 (HIC).
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Figura 6.13: Representacióndel primer momento frente a L/v a pH 6.0 y 20 0C a
diferentesvaloresde fuerza iónicaparala resmaDuolite A-568 (WC).
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Figura 6.14: Representacióndel primer momento frente a L/v a pH 7.0 y 20 “C a
diferentesvaloresde fuerzaiónicaparala resmaDuolite A-568 (IEC).
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Figura 6.15: Representación del primer momento frente a L/v a pl-l 8.0 y 20 0C a
diferentesvaloresde fuerzaiónica parala resmaDuotite A-568 (WC).
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Figura6.16: Representacióndel primer momentofrente a L/v a pH 7.0 y fuerzaiónica
0.60 a diferentestemperaturascorrespondientesa la mesinaDuolite A-568 (WC).
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A partir de la pendientede las gráficas anteriores,segúnel procedimientodescrito en el

apartadoAl del anexoA, se determinael valor de la constantede adsorción,KA, en las condiciones

experimentalescorrespondientesacadauno delosdos adsorbentes.Tambiénse determinael factor de

capacidadde los adsorbentesa partirde la siguientedefinición:

Factorde capacidad 1’

—

traz.

[6.3]

Los resultadosse muestranen las tablas 6.6 y 6.7. Ambos parámetrosse ven influidos,

cualitativamente,por las condicionesde operaciónen el mismo sentidoque se haobservadoparael

factor de retenciónanteriormentecomentado.En este caso,el cálculo de la constantede adsorción

permitecuantificarla magnitudde dichasinfluencias.

Tabla 6.6: Constantedeadsorcióny factorde capacidadobtenidosmedianteel
método de momentospara la adsorciónde a--amilasaen Duolite XAD-761
(HIC) paralasdiferentescondicionesdeoperación.

[
“U]

pH Fuerza
Jónica

KA Factor de
Capacidadt

0.10 0.83 0.2

6.0 0.20 3.54 0.9

0.30 8.90 2.6

0.35 8,86 2.5

0.02 0.15 0.0

0.10 0.30 0.0

20.0 7.0 0.20 1.39 0.3

0.30 3.09 0.8

0.40 5.42 1.4

0.20 0.61 0.1

8.0 030 0.86 0.2

0.40 1.10 0.2

15.0 6.0 0.35 6.22 12

25.0 6.0 0.35 7.52 1.8

Comopuedeobservarse,enel casodel sistemade HIC, la fuerza

de adsorciónpara los tres valores de pH utilizados, Por otro lado, a

iónicafavoreceel equilibrio

valores de pH creciente, la

Calculadocomo el valor medio de los obtenidospara los diferentescaudalesensayadosen iguales condicionesde• pH.

temperaturay tuerzajónica.

152
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capacidadde adsorciónde la resmadisminuye,siendoapH 6.0 cuandolaresmapresentael valor más

alto. La influencia de la temperaturaes pequeñay no presentaunatendenciaregular en el intervalo

experimental(15 - 25 0C).

Tabla6.7: Constantede adsorcióny factor de capacidadobtenidosmedianteel
método de momentosparalaadsorciónde a-ainilasaen Duolite A-568 (WC)
paralas diferentescondicionesdeoperación.

[
“C]

pH Fuerza
lónica

KA Factor de
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 5.4

20.0 7.0 0.70 12.55 3.5

0.80 9.05 2.6

0.90 6.61 1.9

0.50 11.61 3.3

8.0 0.60 6.24 1.8

0.70 4.38 1.3

0.80 4.77 1.4

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

Comoen el casoanterior,el análisisdemomentosparala resmadeIEC da unosvaloresde la

constantedeadsorciónque varíande acuerdoconlo previstoa raíz del estudiodela influenciade las

variables.Los valores del factor de capacidadaumentana medidaque la concentraciónsalinade la

fasemóvil disminuye,siendomayorsegúndisminuyeel pH. La temperaturahaceaumentarmuchola

constantede adsorciónapartirde valoressuperioresa 20 0C.

En general,los mayoresvaloresdel factor de capacidady de la constantede adsorciónse

obtienenparala adsorciónde u-amilasaen la resmade intercambioiónico Duolite A-568. A partir de

los resultadosobtenidosen estaetapa, se ha decidido realizarel estudio de la purificación de o.-

amilasaen tanque agitado discontinuoy en lecho fijo. paracada uno de los adsorbentes,en las

Calculadocomoel valor medio de los obtenidospara los difereníescaudalesensayadosen igualescondicionesde pH,
temperaturay fuerzalon,ca.
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condicionesexperimentalesquese indicanen la tabla6.8. El criterio utilizadoparalaelecciónde esas

condicionesde operaciónha sido el de contarconun valor elevadode laconstantede adsorciónpero

sin llegar a trabajaren condicionesde adsorciónirreversibk?’. Si estoocurriese,la retenciónde a-

amilasasobreel adsorbenteseríamayorperose haríamenosespecífica.En estascondiciones,no sería

posiblemodularla adsorciónni la velocidadde migración del adsorbatoen el caso de realizar la

purificaciónde laa-amilasaapartirde un caldode fermentacióncomplejo.

Tabla 6.8: Condicionesde operación para la purificación de o.-amilasaen
tanqueagitadoy lecho fijo.

Tampón

Duolite XAD-761
(HIC)

Duolite A-568
(WC)

0.OSM Fosfato 0.05M Tris/HCI

pH 6.0 7.0

Fuerzaiónica 035 0.60

Los valoresde la entalpíay entropíasde adsorciónse hancalculadoparalas condicionesde

pH y fuerza jónica seleccionados(ver tabla 6.8) tanto para WC como para IEC. Mediante la

aplicaciónde la ecuaciónde Van’t Hoff (ecuación3.13) a los valoresde constantede adsorciónen

función de la temperatura,se obtienenAH0 y AS0. El primerode ellos representala energíanecesaria

paraquese produzcala adsorciónde la a-amilasaa losligandosunidosala matriz de la resma.

Tabla 6.9: Variación de entaipíay entropíaparalaadsorciónde a-amilasaen
HIC e [ECen las condicionesexperimentaleslistadasen la tabla6.8.

Duolite XAD-761

AH0
[kI/molJ

AS0
[J/mohK]

-25.2 103

Duolite A-568 196 700

Los resultados(tabla 6.9) muestran,parala adsorciónde a-amilasa,un comportamiento

exotérmicoen la resmahidrofóbicay endotérmicoen la de intercambioaniónico. Ambas producen

aumentosen laentropíaglobal delproceso.

Comopuedecomprobarsemediantela aplicacióndel segundoprincipio de la termodinámica,

El términoirreversibleno hacereferenciaa su sentido estrictamentetermodinárnico.Se refiere a la escalatemporalen la
queserealizael experimentoy el adsorhatoseeluye completay rápidamenteal modificar lascondicionescíe la fasemóvil en
el sentidoadecuado.
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en el intervalo de temperaturaexperimentado,la variaciónde energíalibre, AG0, es negativa.Esto se

traduceen que,en amboscasos,el procesode adsorciónse producedeformaespontánea.

Datoscinéticos

En primer lugar se ha determinadoel valor del coeficientede dispersiónaxial, D~, apartir de

los resultadosde La altura equivalentede un plato teórico, AEPT, paralos experimentosrealizados

con trazador.Los trazadoreselegidos(NaCí paraWC y NaNO
3 para HIC) no se adsorbensobrela

resmacorrespondientey, debidoasupequeñotamaño,tampocoexperimentanresistenciasignificativa

por difusión a su pasoa través de los poros de las partículasde adsorbente.Por ello, el segundo

términode laecuación3.10 tendráun valormuypequeño,simpliticándosedichaexpresióna:

2D
AEPT~ L [6.4]

y

De esta forma, la contribuciónfundamentalal valor de la AEPT vendrádada por término

correspondientea la dispersiónaxial, teniendoun valor aproximadamenteconstanteparacadavalor

dela velocidadintersticialde la fasemóvil. En la figura 6.17 se representanlos valoresde AEPT para

cadaunade las resinas.Se ha determinado,por tanto,el valor del coeficientede dispersiónaxial en

función de la velocidadde la fase móvil, obteniendolas siguientesexpresiones:

ColumnadeHlC:
0L~80 104v

Columnade IEC: DL = 9.0 í04 y

dondeDL y y vienenexpresadosenmis.

A continuaciónse procedióal cálculodel segundomomentocentralde formanuméricasegún

la ecuación3.2. Debidoa la asimetríade los picosy a la excesivaanchurade los mismos,el cálculo

de & estásujetoa un error considerable,yaqueel desarrollodel métodode momentossuponequelos

picos son simétricosy en forma de distribucióngaussiana.Se aplicó entoncesla correcciónque

suponenel métodode los momentosconpesoy el de los momentostruncados(ver apartado3.2.2).

Ambos,aunquemejoraronlos resultadoscalculadospresentantodavíaun elevadogrado de error en el

cálculodel segundomomento,no ajustándosecorrectamenteal modelodescrito.

Hay que decir que la aplicación de los dos métodoscorrectoresmencionados,no varía los

resultadosderivadosdel cálculo del primer momento,ya que estosdependen¡inicamentedel tiempo

de retención.
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Figura 6.17: Valores deAEPT frente ala velocidadintersticial para la resmahidrofóbica(A) y de intercambio
iónico (B) usandocomo trazadorNaNO

3 y NaCí respectivamente.
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Figura 6.18: Representaciónde la AFFT frente ala velocidadintersticial para
laadsorciónde a-amilasaen Duojite A-568 a 20 “C: (1) pI-! 7.0, fuerzaiónica
0.60y (II) pH 8.0. fuerzaiónica0.80.

A modo de ejemplose han presentado(figura 6.18)los resultadosobtenidosde la AEPT por

el método de los momentos truncados para la adsorciónen la resma de intercambio iónico

correspondiernesa dos condicionesde operación.La primera (1) en la que la adsorciónes elevaday

otra (11) en la que la constantede adsorcióntiene el menor valorde los obtenidosexperimentalmente.

Se hancalculado los valores del coeficiente de difusión en los poros mediante la ecuaciónA.3,

determinando,por regresiónlineal, la pendientecíe los puntos que representanla variaciónde la
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AEPT con la velocidad. Los coeficientesde correlación, r, han sido 0.87 y 0.73 paralos casos1 y II

respectivamentey los valoresde D0 estimadosparaamboscasosfueron9.9~ io’~ y 1.2. íW m
2/s.

Comoresumen,puededecirseque el estudiode la adsorciónmediantecromatografíalíquida

de altaeficacia,HPLC, es unatécnicasencilla, rápiday sensible,adecuadaparaconocerla iniluencia

de las variables de operacióny la caracterizaciónde determinadosaspectosde la interacción

adsorbato-adsorbente.La aplicación del métodode los momentospermite cuantificar el valor de la

constantedel equilibrio y conocerasísu variacióncon factoresdel mediocomoel pH, temperaturay

fuerza iónica. Esto facilita la elecciónde las condicionesde operaciónparaposterioresestudiosde

adsorciónde ct-amilasaen los adsorbentesestudiados.El cálculodel coeficientede difusión en los

porosa travésde ladeterminacióndel segundomomentocentralno es adecuadoparaexperimentosen

los quelos picospresentenaltaasimetría,aunqueda unaideadel ordende magnitudquepuedetener

esteparámetro.

6.2.-ISOTERMAS DE ADSORCIÓN

En esteapartadose expondránlos resultadosexperimentalesobtenidosparala determinación

de las isotermasde adsorciónadiferentestemperaturasparalosadsorbentesde HIC e IEC estudiados.

Posteriormente,los datosexperimentalesse ajustarána las ecuacionescorrespondientesa diversos

tipos de ¡sotermasquereproduzcanlos resultadosadecuadamente.

6.2.1.-Resultadosexperimentales

Se handeterminadolas isotermasde adsorciónmedianteexperimentosen tanqueagitadode

acuerdo con el procedimientoexperimental descrito en el apartado5.3.2. En las gráficas se

representanlas concentracionesen el equilibrio correspondientesa la a-amilasaadsorbidaen la

superficiede la resma(q [mg/g]) frentea la de a-amilasaen la disolución(Qq [mg/mí]). Estaúltima

se determinamedianteel análisisde la absorbanciaen ultravioleta a 280 tun a partir de la curvade

calibrado.La concentraciónsuperticialse calcula a través del balancede adsorbatoen el sistema

(ecuación6.5) y estáreferidaala masade resma.

q= (C0 ~Ca)VL [6.5]

w

siendoC
0 la concentracióninicial de la disoluciónde adsorción,VL el volumende la mismay W la

¡nasaderesmautilizada.

Las isotermasde equilibrioparael sistemaa-amilasaIHICdehandeterminadoa4. 20 y 30
0C
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y las del sistemao.-amilasa/IECa 20, 25 y 30 0C. El volumende disoluciónutilizado, en todoslos

casos,ha sido de50 mí, variandola masade resmaentre0.50 y 1.75 genlos diferentesexperimentos

realizados.La concentraciónde cx-amilasase midió tras 12 horas, asegurándoseasí que se había

alcanzadoel equilibrio. Lascondicionesde pH y fuerzaiónica.paralos experimentosrealizadoscon

la resmade HIC hansido 6.0 y 0.35 respectivamentey enlos llevadosa caboconla de WC se utilizó

un pH de 7.0 y unafuerzaiónicade 0.60, de acuerdocon lo expuestoenel apartado5.3.1.

¡ncrementarsela temperatura.

25

20 —

‘5

E lo

5

o
o .3 3

£ [mgmF’!
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Figura 6.19:
temperaturas.

lsotermasde adsorciónde a-amilasasobreDuolite XAD-761 a tres

Los resultadosexperimentalesse muestranen las figuras 6.19 y 6.20 paraJa adsorciónsobre

La resmade interacciónbidrofóbicay de intercambioiónico respectivamente.En todoslos casosse

observaun comportamientono lineal del equilibrio de adsorciónparacadauna de las temperaturas

ensayadasen ambasresinas.La curvasresultantespresentanunapendientedecrecienteal aumentarla

concentraciónen la fase líquida siendo, por tanto, cóncavas y clasiticándosecomo isotermas

favorablesparala adsorción(figura 2.3).

Comose ha observadomediantelaexperimentaciónenHPLC, se compruebaquelacapacidad

de adsorciónauníeníaal disminuir la temperaturaparala adsorciónde o.-amilasasobreDuolite XAD-

76 1 (resmade 1-lIC), es decir, la curva correspondientea unatemperaturamenor se encuentrapor

encimade otracuyatemperaturaseamenor.En elcasodela adsorciónen la resmade IEC, Duolite A-

remperalur.
O 4.0C
a 20.0 ~C

W 3
o

o A
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568, la influenciade la temperaturaactúaen sentidoopuesto,aumentandolacantidadadsorbidaal

35 —
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o
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Figura 6.20:
temperaturas.

Isotermas de adsorciónde a-amilasa sobre Duolite A-568 a tres

Comparandolas isotermasobtenidasparaambasresinas(figura 6.21) en las condicionesde

temperaturaenlas queJa adsorciónse ve másfavorecida,se observaquelaresmade WC tienemayor

capacidadde adsorciónque la de HJC en el intervalo de temperaturasestudiado ya que la

concentracionde a-amilasaen la faseadsorbidaen el equilibrio es siempremásaltaparalaprimera

resma.

Temperatura
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• 25.0”C
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Figura6.21: Isotermasde adsorciónde a-amilasasobreDuolite XAD-
761 a 4 0C y sobreDuolite A-568 a 30 “C.

6.2.2.- Ajustede los resultados a modelosde isotermas

Una vez obtenidoslos datosexperimentalesdel equilibrio de adsorciónde a-amilasaen cada

unode los adsorbentesparacadatemperatura,se haprocedidoa ajustarlosa algunasde las ecuaciones

de isotermascomentadasen el apartado2.3.3.

Las isotermasde Langmuir y Freundlich (ecuaciones2.13 y 2.14 respectivamente)son

habitualínenteutilizadasparadescribirel comportamientono lineal del equilibrio de adsorciónde un

sólocomponente.El ajustede los datos experimentalesa cadaunade las expresionesse ha llevado a

cabomedianteregresiónno lineal utilizandoel algoritmodeMarquardt.

A continuaciónse muestranlos resultadosobtenidosdel análisis de regresión,con los

parámetrosestadísticoscaracterísticos,paratodas las isotermasdeterminadas.Los ajustesse han

realizadotornandoun intervalode confianzadel 95%. Se incluyencomoindicadoresde la bondaddel

ajuste, el error medio de los parámetrosestimados,el coeficientede correlación. r, y el test chi-

cuadrado,x2 En las tablas6.10 a 6.15 se resumendichosparámetrosy en las figuras 6.22 a 6.27 se

representangráficamentelas curvas correspondientesal ajuste a las isotermasde Freundlich y

Langmuirconlos parámetrosobtenidos.En el anexoB se muestraun estudiomásdetalladodel ajuste,

incluyendoel análisisde residuos.
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Tabla 6.10: Parámetrosdeajustedela isotermadeequilibrio dea-amilasaen Duolite XAD-761 a4 “C.

Isoterma Parámetros Error r xl

Langmuir = 28.78 ±1.98 0.9962 0.5064

b = 0.544 ±0.085

Freundlich = 9.68 ±0.46 0.9941 0.7993

= 0.530 ±0.799

25

20

E

15

lo

5

o

Figura 6.22: Ajuste de los datos experimentalesa las isotermas de Langmuir y
Freundlicbpara la adsorciónderí-amilasaen DuoliteXA.D-76 1 a 4 0C.
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Tabla 6.11: Parámetros de ajustedc la isotermade equilibrio de a-amilasaen Duolite XAD-76 1 a20 0C.

Isoterma Parámetros Error r

Langmuir = 26.35q~, ±1.00 0.9979 0.1563

b = 0.554 + 0.045

Freundlich Kf = 9.28 ±0.46 0.9895 0.7764

= 0.513 + 0.038
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Figura 6.23: Ajuste de los datos experimentalesa las isotermas de Langmuir y
Freundlichparalaadsorciónde u-amilasaen Duolite XAD-761 a 20 0C.
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Tabla6.12: Parámetrosde ajustede la isotermade equilibrio dea-amilasaen Duolite XAD-761 a 30 0C.

Isoterma Parámetros Error r 2

Langmuir = 24.09

b = 0.398

Freundlich = 6.51

¡3 0.602

25

20

SL

eL
E

15

lo

5

o

±1.35 0.9987

+ 0.045

±0.45 0.9927

±0.056

Figura 6.24: Ajuste de los datos experimentalesa las isotermasde Langmuir y
Freundlichparala adsorciónde a-amilasaen Duolite XAD-761 a30 “C.
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Tabla 6.13: Parámetros de ajustede la isotermadeequilibrio de u-amilasaenDuolite A-568 a 20 0C.

Isoterma Parámetros Error r

±2.64

±0.084

±0.28

±0.019

C [mgmL’]
ec¡

Figura 6.25: Ajuste de los datos experimentalesa las isotermas de Langmuir y

Freundlicbparalaadsorciónde u-amilasaen Duolite A-568 a 20 0C.

Langmuir = 45.46

b = 0.696

Preundlicb Kf= 17.89

0.9923

¡3 = 0.532

1.4690

0.9953 0.9096
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Tabla 6.14: Parámetrosde ajustede la isotermade equilibrio dea-amilasaen Duolite A-568 a25 0C.

Isoterma Parámetros Error . r

= 45.40

b = 0.840

Kf= 19.19

¡3 = 0.539

±1.49 0.9988 0.3710

+ 0.064

±0.56 0.9935

+ 0.035

6.26: Ajuste de los datos experimentalesa las isotermasde Langmuir y

Langmuir

Freundlich 1.9702
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Figura
Freundlichparala adsorcióndea-amilasaen Duolite A-568 a25 0C.
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Tabla 6.15: Parámetros de ajustede la isotermade equilibrio de a-amilasaen Duolite A-568 a30 “C.

Isoterma Parámetros Error r

q
01 =47.17

b = 0.867

Freundlich

40

30

SL20
eL
E

LO

O

Kf= 20.21

¡3 = 0.530

±1.96 0,9988

±0.080

±0.49

±0.028

0,9947

Ajuste de los datos experimentalesa las isotermasde Langmuir yFigura 6.27:
Freundlichparala adsorcióndeo.-amilasaen Duolite A-568 a 30

0C.

Langmuir 0.7153

1.5928
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C ¡jugmnI1l
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En basea los resultadosdel análisisde regresiónrealizado,se observaque los valoresde r y

son mejoresparael ajuste de los datosexperimentalesa la ecuaciónde Langmuir exceptoen el

casode la isotermade adsorciónde a-amilasasobrela resmade WC realizadaa 20 0C parael queel

ajuste a la ecuación de Freundlich es ligeramentemejor considerandoel intervalo completode

experimentación.

A partir del análisis de residuos(ver anexo B) de los ajustesse han confirmadoerrores

elevados(>10%) de forma sistemáticapara los valores de q calculadosmediantela isotermade

Langmuir correspondientesa concentracionesmenores de 0.20 mg/mi en el caso de ambos

adsorbentes.Paraconcentracionesde ct-amilasainferiores ala comentada,la isotermade Langmuir

predice resultadosconsiderablementeinferiores a los obtenidosexperimentalmente,situándosela

mayoríade los puntoscorrespondientesa estosvaloresen el intervalode errorde -15 a -30%, debido

a que paraconcentracionesbajas, el comportamientode la isotennapuede considerarselineal. Para

valoresde concentraciónsuperioresal indicado,los residuosse distribuyensin apreciarsetendencia

algunay se sitúanen el entornodeerrorde±5%.

En todos los casos,en el ajustede los datosexperimentalesa la isotermade Freundlich, se

observacierta tendenciaen el análisis de los residuos(ve anexo B). Paravaloresde concentración

baja, la utilización de la ecuaciónde ajustede Freundlichproduceerrores,por exceso,muy elevados

(hastadel 40%)por la tendencialineal que presentala isotermaa valoresbajosde concentración.En

el intervalo de concentracionesde 1 a 3 mg/mi, aproximadamente,los, residuoscorrespondientesa

esteajustese sitúanen valoresnegativos,parapasara magnitudespositivasy en rápidoaumentopara

concentracionessuperiores.Estoúltimo se debea que la expresiónde la isotermade Freundlichno

predicela saturacióndel adsorbente,comportándosede formamonótonamentecreciente.

Comoresumen,puedenrealizarselos siguientescomentarios:

Se hanobtenidoexperimentalmentelas isotermasde adsorciónde a-ainilasasobrelasresinas

de HIC e IEC a diferentestemperaturas.Se observaun comportamientono lineal en todoslos casos

estudiadosy que,en el intervaloexperimentalde temperatura,la resmadeintercambioiónico, Duolite

A-568. tieneunacapacidadde adsorciónmayor quela de interacciónhidrofóbica,Duolite XAD-761.

Estacircunstanciano invalida ni reduce,enabsoluto,lautilidad de estaúltima yaqueal operarambas

en condicionesdiferentesde fuerza iónica y temperatura,podrán ser adecuadasen determinadas

etapasdel procesode purificación, en función de la composicióny característicasdel medio. Por

ejemplo,el usode unaetapade purificaciónpor HIC podríaseraconsejadaen situacionesen las que

la proteínaestéen un mediode altaconcentraciónsalinay estaquierareducirse,yaque la adsorción

enHIC se ve favorecidaa alta fuerza iónicay la elucióndel adsorbatose produceconmediosen los

quelaconcentraciónsalinaes pequeña.
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Por otro lado se hanajustadolos datos experimentalesde las isotermasde adsorcióna las

ecuacionesde Langmuir y Freundlich determinandolos parámetrosde regresiónno lineal. Se ha

comprobadoque el uso de la ecuaciónde Langmuir reproduce,con erroresinferiores al 5%, los

resultadosexperimentalesparavaloresde concentraciónen la faselíquidamayoresde 0.2 mg/ml. El

ajustea la ecuaciónde Freundiichgeneraerroressistemáticosque no la hacen apropiadaparael

sistemaexperimentalestudiado.

Como solución a este último problema se propone realizar un ajuste lineal a bajas

concentracionesparaserutilizadoen los casosen los quese necesitepredecirlacantidadadsorbidaen

el equilibrio con concentracionesinferiores a 0.2 mg/ml. Los valoresde la constantede adsorción

parala isotermalineal convalidezenel intervalode concentracionessepresentanenel anexoB.

6.3.- ADSORCIÓN EN TANQUE AGITADO DISCONTINUO

En el presenteapartadose exponenlos resultadosobtenidosenlos experimentoscinéticosde

adsorciónde o.-arnilasasobrelas resmade HIC y de WC en un sistemade tanqueagitadodiscontinuo.

Estos resultadosse utilizaránposteriormenteparaobtenerlos valoresdel coeficientede difusión en

los porosparacadauno delos experimentos,medianteel ajustede los datosexperimentalesal modelo

matemáticopropuestoparadicho sistema.

6.3.1.- Planificación de experimentos

Mediante la realizaciónde experimentosde adsorciónen un sistemade tanqueagitado en

operacióndiscontinuase pretendeobtenerel valor del coeficientede difusión efectivo en los poros,

D13. paracadauna de las condicionesde operaciónensayadascon los adsorbentesde HIC e IEC

estudiadosen el presentetrabajo.Dicho parámetrose determinarámedianteel ajustey optimaciónde

los datos cinéticosexperimentalesal modelo de adsorciónpropuestoparaestesistema(ver apartado

3.3.2).

De estamanera,se estudiarála influenciade las variablesde operaciónsobreel valor de D~.

Las condicionesgeneralesde experimentación(pH, fuerza iónica, masade resma, volumen de

disolución. tamaño de partículay velocidad de agitación) son las mostradasen la tabla 5.2. A

continuación(tablas 6.16 y 6.17) se expone la planificación de experimentosparacadaresmaen

función de las variablescuya influencia se va a estudiar:temperaturay concentracióninicial de la

disoluciónde adsorción,C~.
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Tabla 6.16: Experimentosde adsorciónde a-amilasa
sobre resma de HIC realizados en tanque agitado
discontinuo.

Temperatura [0C] C~ [mg/mi]

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: Experimentosde adsorciónde o.-amilasa
sobre resma de IEC realizados en tanque agitado
discontinuo.

Temperatura [OCI C
0 [mg/mi]

0.10

20.0 0.25

1.00

0.10

25.0 0.25

1.00

0.10

30.0 0.25

1.00

6.3.2.-Resultados

Se ha medido, de forma continua, la evo[ción de la concentraciónde a-amilasaen la

disoluciónde adsorciónencadauno de losexperimentos.Losresultadosse muestranenforma gráfica

representandolaconcentraciónadimensional,C/C0, frenteal tiempo.

Como se ha verificado anteriormente,el efectode la temperaturasobrela adsorciónde a-
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amilasaen las resinasde HIC e WC estudiadasesopuesto.Como se observaen la figura 6.28 y en la

tabla 6.18, la disminuciónde la temperaturaaumentala cantidadde a-arnilasaadsorbidasobre la

resmade HIC, ya que la curvaexperimentalcorrespondientea 4 0C estápor debajode la de 20 0C,

quedandopor encimade estasla curvade mayor temperatura,30 0C (estoes asídebidoaque el resto

de las variablesdeoperaciónsoncomunesalos tresexperimentos).

1.00

0.95

u
u

0.90

0.85
250

F¡gura 6.28: Comparación de la cinética de adsorción de a-amilasa en Duolite XAD-
761 a diferentestemperaturasparaunaconcentracióninicial de0.50mg/ml.

Para la resmade WC, la adsorciónde la enzimaestá favorecida por el aumentode la

temperatura(figura 6.29 y tabla 6.20),mostrándosede estamaneraen todo el intervaloexperimental

de concentraciones.En cl apartadoCl (anexo C) se representanel resto de los resultados

experimentalesen los que se comparael efecto de la temperaturaen la cinética de adsorción

correspondientesa otras concentracionesinicialesparala resmade HIC (figurasC.l y £2) y parala

de WC (figuras C.3 y C.4). El tiempoal quese alcanzael equilibrio es menorparalos experimentos

realizadosa lemperaturasmáselevadas,debidoa una mayor velocidad de transferenciade materia,

lavorecida por temperaturascrecientes.Este efecto es común a los dos adsorbentesen todo el

intervaloexperimental.

0 50 100 150 200

Tiempo [mini
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Figura 6.29: Comparacióndelacinéticade adsorciónde a-amilasaen Duolite A-568 a
diferentestemperaturasparaunaconcentracióninicial de 1.00mg/ml.

La concentracióninicial de adsorbatotambién intluye significativamente en las curvas

cinéticasde adsorción.En este caso, el comportamientode las dos resinases, cualitativamente,

análono(figuras 6.30 y 6.31). Al disminuir la concentracióninicial de la disoluciónde adsorción,el

nivel de desapariciónde adsorbatoen el seno de dichadisoluciónes mayor (tablas 6.19 y 6.21), es

decir, el valor final quealcanzala concentraciónadimensionalesmenor.Sin embargo,la capacidad

de la resmapor unidadde masaaumentaparaconcentracionesinicialescrecientes,de acuerdocon lo

predichopor la isotermade equilibrio. Las figuras C.5 a C.8 (anexoC) muestranel restode los

resultadosexperimentalesen los quese comparael efectode la concentracióninicial en laadsorción

de u-amilasasobrelas dos resinasestudiadas.La utilización del procesode adsorciónencondiciones

de alta dilución, a pesarde aprovecharsólamenteunapequeñafracción de la capacidadtotal de la

resma,podría tenerinterés en la eliminaciónde determinadoscontaminantesque se encuentrenen

concentracionesmuy bajas.De estamanera,se podríareducirel nivel de dichoscontaminanteshasta

los márgenestoleradospor las especificacioneslegales,técnicaso comerciales.
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Figura 6.31: Comparación de la cinética dc adsorción de i-amilasa en Duolite A-568
paradiferentesconcentracionesiniciales deadsorbatollevadasa caboa 30 0C.
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Figura 6.30: Comparación de la cinética de adsorciónde ~-amilasaen Duolite XAD-
761 paradiferentesconcentracionesinicialesdeadsorbatollevadasacaboa 4 “C.

0 100 200 300 400 500 600

o

Tiempo [mini



PURIFICACIÓN DE a-AMILASA DEAspergillusoryzaePORADSORCIÓN 173

Tambiénpuedeobservarsequeel equilibrio se alcanzaantesen los experimentosen los quela

concentracióninicial de a-amilasaes máselevada.El flujo que atraviesala capalímite externaque

rodeaa las partículases directamenteproporcionalaladiferenciadeconcentraciónde a-amilasaentre

los extremosde dichapelícula (ecuación2.1), aunquelos experimentosrealizadosen el presente

trabajose handiseñadode forma que la velocidadde transferenciade materiaexternano controle la

velocidadglobal del proceso.Sin embargo,el flujo por difusión en el interior de los poros viene

descritopor unaexpresiónbasadaen la ley de Fick, siendoel gradienteradial de concentraciónla

fuerza impulsoraquerige el flujo (ecuación2.8), el cual es mayoren el casode que laconcentración

tambiénlo sea.

A modo comparativo,en las tablas 6.18 y 6.19 se muestranlos resultadosparala resmade

1-LIC de la cantidad de ct-amilasa adsorbidapor unidad de masa de adsorbente y de la fracciónde a-

amilasa eliminado de la disolución, C4Co, respectivamentey en las tablas 6.20 y 6.21 las

correspondientesparala resmade WC.

Tabla 6.18: Cantidadde a-amilasaadsorbidapor
onidaddemasadeadsorbentecon la resmadeHIC.

4.0 0C

0.10

Co [mg/mi]

0.25 0.50

2.87 3.81 5.81

20.0’C 2fl9 3.28 5.11

30.00C 1.70 3.01 3.15

‘Fabla 6.20: Cntidadde a-aruilasaadsorbidapor
unidadde masade adsorbenteconla resmade IEC.

20.0 0C

0.10

Co [mg/mi]

0.25 1.00

3.82 6.56 9.76

25.0 0C 4.35 6.99 10.06

30.0 OC 4.62 7.24 14.63

Tabla 6.19: Fracción de a-amilasaeliminadade la
disolucióndeadsorcióncon la resmadeHIC.

4.00C

0.10

Co [mg/mi]

0.25 0.50

0.71 0.84 0.88

20.0 ~C 0.79 0.86 0.89

30.0OC 0.83 0.87 0.93

Tabla 6.21: Fracción de a-amilasaeliminadade la
disolución deadsorcióncon la resmade IIEC.

20.00C

0.10

C
0 [mg/mi]

0.25 1.00

0.61 0.73 0.90

25.0
0C 0.56 0.72 0.89

30.00c 0.53 0.71 0.85
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6.4.-ADSORCIÓN EN LECHOFIJO

En esteapartadose exponenlosresultadosobtenidosen el procesode adsorciónde a-anúlasa

en lechofijo utilizando los adsorbentesde interacciónhidrofóbicae intercambioaniónicoestudiados

en el presentetrabajode investigación.

Se ha realizadounaplanificaciónde los experimentosnecesariosparaalcanzarlos objetivos

fijadosen el apartado1.3.

6.4.1.-Planificaciónde experimentos

Tabla 6.22: Experimentosde adsorciónde a-amilasasobreDuolite XAD-761 en lechofijo (diámetrointerno de
la columna:10.0mm).

T [tI C~ [¡ng/mí] Caudal [ml/mini R [mm] W [g] L [mml

0.25

0.50 0.50

1.00

0.25

20.0 1.00 0.50

1.00 41.0 1.00 25.5

0.25

2.50 0.50

1.00

0.25

0.50

1.00

4.0

30.0

20.0

1.00

1.00

1.00

20.0

20.0

1.00

1.00

0.50

0.50

0.50

(>50

0.50

26.0

65.0

26.0

1.00

1.00

0.50

32.0

25.0

[3.0

Uno de los objetivosdel presentetrabajode investigaciónes ladeterminaciónde la iníluencia

de las diferentes variables de operación (temperatura,concentraciónde entrada y caudal) y
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característicasfísicas de cadasistemaexperimental(radio medio de partícula,masade adsorbentey

longitud de lecho) en el procesode adsorciónasícomo, posteriormente,en los parámetroscinéticos

de transferenciade materiaque caracterizanla adsorciónde la a-amilasaen un lecho fijo. Con este

fin, se hanrealizadolos experimentosque se muestranen las tablas 6.22 y 6.23 paralas resinasde

HIC e IEC respectivamente.

Tabla 6.23: Experimentosde adsorciónde ui-amilasasobreDuolite A-568 en lecho fijo (diámetrointerno de la
columna:10.0mm).

T [OC] C0 [mg/mí] Caudal [ml/mm] R [mm] W [g] L [mmj

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

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

Además,se ha estudiado[a estabilidadde los dos adsorbentesparaconocerla pérdidade

capacidadde cadauno de ellos debidaa la reutilizaciónde la columna.Paraello se realizaronciclos

de adsorción-desorciónen las condicionesde operaciónquese detallanenla tabla6.24.
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Tabla 6.24: Condiciones de operación de los ciclos de adsorción-desorción.

Duolite XAD-761

[
OC]

C~
[mg/mi]

Caudal
[ml/mm]

[
mm]

[
g]

[
mm]

20.0 1.00 0.50 41.0 1.00 25.5

DnoliteA-568 25.0 1.00 0.50 41.0 1.00 31.0

6.4.2.-Resultadosexperimentales

Los resultadosexperimentalesse muestranen forma de gráficasquerepresentanlas curvasde

ruptura de cada uno de los experimentos. En ellas se representala concentración,en forma

adimensional(C/C0) a lasalidade la columnafrente al númerode volúmenesde lecho (Ny) quehan

pasadoa travésde la columna.En algunoscasos,por motivos de claridad, la abscisacorrespondeal

tiempodeoperación(t).

El númerode volúmenesde lecho se determinaa partir del caudal(Q) y del volumende la

columnadeadsorción(Y1) mediantela siguienteexpresión:

N ~tQ [6.6]VV

Los experimentosmuestranunas curvas de ruptura cori la forma sigmoidal típica de los

procesosde adsorción,enlos que transcurridoun tiempodeterminado,sucedela ruptura,aumentando

la concentraciónde u-amilasaen el elluentede la columna.A tiempossuficientementeelevados,la

columnaalcanzala saturacióny laconcentracióna la salidadela mismase igualaala concentración

de alimentacióna la entradadel lecho. La forma de dichas curvas esta determinadapor una

combinacióncomplejade mecanismoscorrespondientesa procesosde equilibrio y de no equilibrio

(Johnstonetal., 1991).

Una vez alcanzadala saturación,la cantidadde a-amilasaadsorbidaen la superficieinterna

de la resmavienedadapor el siguientebalancede materia:

q.WQ.Cí}.J[1—(C/CO)].dt—CO.VL.[E+E0.(l—E)] [6.7]

o

dondeel valor de la integral correspondeal áreaque hay por encima de la curva de ruptura y

correspondea la definición del momentocero (go) de la misma (Martínez et al., 1991). Así, la

capacidadde la resmaes proporcionalal productodel momentocero,el caudaly la concentraciónde

entrada.Por ello definimosel factordecapacidadcomo:

1.76
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F.C. = ~.t0. Q . [6.8]

Los valoresdel factor de capacidadcalculadosparalos experimentosde adsorciónen las

resinas de interacción hidrofóbica e intercambioióitco se muestranen las tablas 6.25 y 6.26

respectivamente.

Tabla 6.25: Factoresdecapacidadparalos experimentosen lechofijo con la resmadeHIC.

C0 [mg/mi]

0.5

0.5

0.5

1.0

1.0

1.0

2.5

2.5

2.5

1.0

1.0

Q [ml/mm]

0.25

0.50

1.00

0.25

0.50

1.0

0.25

0.50

1.00

T [OC]

20

20

20

20

20

20

20

20

20

L [mm]

25.5

25.5

25.5

25.5

25.5

25.5

25.5

25.5

25.5

dp [mm]

0.41

0.41

0.41

0.41

0.41

0.41

0.41

0.41

0.41

0.41

0.41

F.C. [mg]

1.05

1.01

0.97

1.92

1.73

1.87

4.15

3.95

3.70

0.50

0.50

3

30

25.5

25.5

1.73

2.00

1.0 0.50 20 25.0 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: Factoresde capacidadpara los experimentosen lecho fijo con la resma de IEC,

C0 [mg/inI] Q [¡nl/minI T [
0C1 L [mm] dp [mm] F.C. [mg]

0.5 0.25 25 31.0 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

0.5 0.50 30 31.0 0.41 3.02

1.0 0.50 25 32.0 0.65 6.77

1.0 0.50 25 32.0 0.26 10.22

0.5 0.50 20 15.5 0.41 1.22

Efectodelcaudal

De acuerdoconlos resultadosexperimentalesobtenidos(figuras 6.32 y 6.33), se observaque

la pendientede las curvasexperimentales,trasla rupturadel lecho, es mayor amedidaque aumentael

caudalde alimentaciónala columna.En el casode laadsorciónde a-antilasasobrela resmade WC,

estasituaciónse presentamásacusadaque en elcasode la adsorciónsobrela resmade HIC. Debidoa

-r r...-. ..~x.,: 1 ~ -. ~ nr ir flor’, ¡tic tU fnr~nt,ic rinAolnt.

que el vuiu’iwu tic ia~e íuuvu llcUcMuta ¡fía oaíu’m U’ IULIItJ n1nní~ a

utilizados,a igualdaddel restodelas condicionesde operación,el tiempode saturaciónde la columna

disminuyeal aumentarel caudal.

De esta forma, para cada valor de la concentraciónde entrada,el factor de capacidad

disminuye segúnaumentacl caudal (tablas 6.25 y 6.26). Este fenómenopuede debersea que la

cinéticade adsorciónestácontroladapor los procesosde difusión de la a-amilasadesdeel senode la

fase móvil hastael interior de las partículas.En estasituación, lautilización de caudalescrecientes

puedeconducira que, enunaseccióntransversalde la coluínna.no todas las moléculasde adsorbato

tenganel tiempo de residenciasuficiente comoparapermitir que se difundan haciael interior de las

iC (ti ir 1cnrh~n1 ti ji ini,v~ncin 1 a trw a y la ca nac-idad del nrr3c’esn de. adsorción.
fJWL1Ltutac~ t~UtttO’flI)’~.~ItU wu,± ~ ~
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3.0 7.0 8.0

Figura 6.32: Efecto del caudalsobrelas curvas de rupturacorrespondientesa la
columnade HIC paraunaconcentraciónde entradade 1.00mg/ml a 20.0“C.

10 24 26

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
0.0 1.0 2.0

Volúmenesde lecho

1.0

0.8

0.6
o

Q

0.4

0.2

0.0
0 2 4 6 8

Volúmenes de lecho

Figura 6.33: Efecto del caudal sobre las curvas de ruptura correspondientes a la
columnade IEC paraunaconcentraciónde entradade 1.00mg/ml a25.00C.
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Los dos comportamientoscomentados(mayor capacidada caudalesbajos y menor tiempo

necesarioparala adsorcióna caudalesaltos)deberántenerseen cuentaa la horade la optimacióndel

procesocon el fin de elegir el caudalmásadecuadopara el sistemautilizado. Paraello se deberán

considerarlos costesde operaciónderivadosdel tiempo consumido por el proceso,el valor del

productopurificado así como la estabilidaden función del tiempo que presentela enzima en las

condicionesen las que se lleve acabola purificación

Efectode la concentración

Comopuede observarseen las figuras 6.34 y 6.35, el aumentode la concentraciónde a-

amilasaen la disolución de alimentacióna la columnaafectaa la forma de las curvas de ruptura

experimentales.Para ambos adsorbentes,se compruebaque las curvas correspondientesa los

experimentosde mayorconcentracióntienenunapendientemásacusada,alcanzandola saturacióndel

lechoatiemposinferiores quelos correspondientesa experimentosde concentracióninterior.

t,0

0.8

0.6

u
u

0.4

0.2

0.0
0-o 3.0 9.0 10.0

Figura 6.34: Efecto de la concentraciónde alimentaciónsobrelas curvasde ruptura
correspondientesalacolumnade fflC paraun caudalde0.50 mí/mm a 20.0“C.

Estosefectos,relacionadosentresi se debena quela diferenciaentrela concentraciónde a-

amilasaen la fasemóvil y la concentraciÓnde dichaenzimaen el interior de los porosno saturadoses

mayor cuantomayorseala primera.Estoproduceun aumentoen el flujo de a-amilasaen direcciónal

interior de los porosde las partículasde adsorbentehastams sitios de adsorción,alcanzándosemás

1.0 2.0

Volúmenesde ¡echo
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rápidamenteel equilibrioentreambasfases.

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
8.0 24.0 26.0

Figura6.35: Efecto de la concentraciónde alimentaciónsobre las curvasde ruptura
correspondientesalacolumindeWC paraun caudalde 0.50mi/mm a25.00C.

Se ha determinadoque, paracadauno de los adsorbentes,el factor de capacidadaumenta

(tablas6.25 y 6.26)a medidaquelo hace la concentracióna la entradade lacolumna.De acuerdocon

la isotermade adsorción,en el equilibrio, la cantidadde «-amilasaretenidaen la resmaaumenta

(hastaalcanzarel valor de saturación)con la concentracióndela enzimaen la fasefluida del interior

de los poros.

Efectode la temperatura

La influenciade la temperaturaen el equilibrio de adsorciónde cz-amilasaen las resinasde

HIC e IEC se ha establecidomediantela determinaciónde las isotermasde adsorción.Segúnestas,

para la resmade intercambioiónico, la cantidad de a-ainilasaadsorbidaen equilibrio con una

determinadaconcentraciónde lamismaen la fasefluida aumentaconla temperatura.Estasituaciónse

correspondecon los resultadosexperimentalesobtenidosa diferentestemperaturasparala resmade

IEC (figura 6.36) donde el factor de capacidad(tabla 6.26)aumentacon la temperatura.

0.0 2.0 4.0 6.0

Volúmenesde lecho
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Figura 6.36: Efecto de la temperaturasobre las curvas de rupturacorrespondientesa la
columnade WC paraun caudalde 0.50mí/mm y unaconcentraciónde0.50 mg/ml a 25.00C.
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Figura 6.37: Efecto de la temperaturasohre las curvas de ruptura correspondientesa la
columnadc HIC paraun caudalde0.50 ¡nl/mm y una concentración de 1.00 mg/ml a 20.0 “C.
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En el caso del equilibrio de adsorciónde ct-amilasasobre la resmade HIC, la temperatura

tiene el efecto contrario, es decir, la cantidad de enzima adsorbida aumenta al disminuir la

temperatura. A partir de los experimentoscorrespondientesa diferentestemperaturas(figura 6.37),se

determina el factor de capacidad (tabla 6.25) para cada uno de ellos,observandoqueel mayor valor se

obtieneparael experimentodesarrolladoa una temperaturamayor. Esto se debea la existenciade

efectosnegativosparala cinéticade adsorcióna medidaquela temperaturadisminuye.Al reducir la

temperatura, la viscosidadde la fasemóvil aumenta,por lo que el coeficientede transferenciade

materiaexternodisminuye(Wilson y Ceankoplis,1966),reduciéndoseel flujo de cí-amilasaquepasa

al interior de las partículasde adsorbentea travésde la capalímite externaque rodeaa las mismas.

Por otro lado, el coeficientede difusividadmolecular,definido por la ecuaciónde Polson(ecuación

2.4), es directamenteproporcionala la temperaturae inversamenteproporcionala la viscosidadde la

fase fluida, lo cual conduce a valores decrecientes de D,~ al disminuir la temperatura.

E.téctodeltamañodepartícula

La variación del coeficiente de materia externo con el diámetro de partícula viene

determinadapor la correlaciónde Wilsony Geankoplis(1966), la cualprediceque,paraun lecho fijo

y aunadeterminadavelocidaddel fluido, el valor de kf es proporcionaladp213,por lo queal disminuir

este,el valor de aquelaumenta.Debidoa ello, a igualdaddel restode las variablesde operación.las

curvas de ruptura correspondientesa lechos empacadoscon partículasde menor tamaño tendrán

pendientesmayorestraselpunto de ruptura,alcanzandomás rápidamente la saturación.

Comopuedeobservarse(figuras 6.38 y 6.39), paraambasresinas,el comportamientode las

curvasde rupturaobtenidasexperimentalmentedifiere del descritoanteriormente.La porosidaddel

lechono se mantieneconstanteparalos trestamañosdepartícula,yaqueparaunamismacantidadde

resma,cadauno alcanzadiferenteslongitudesen columnasde igual diámetro.Por estarazónno se da

lacondicióndel mantenimientodel restode los parámetrosconstante.

Por otro lado, el factorde capacidadaumentaal disminuir el tamañomedio de las partículas

de adsorbenteen el casode ambasresinas.Al reducirel diámetrodelas partículas,la variacióndel

áreasuperficialde la resmano varíasignificativamente(Smith, 1981), sin embargo,el caminoquelas

moléculas de cz-amilasa tienen que recorrer por el interior de los porosdisminuye.Como ya se ha

descrito (ver apartado 1.1.1), la molécula de wamilasapuede considerarsecomo un elipsoide de

dimensiones 80 x 45 x 35 A. Así, se ha determinado la relación entre su tamaño y el diámetro medio

de poro para la ambas resinas, obteniendo los valores que se muestran en la tabla6.27.
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Figura6.38: Efecto del tamañode partículasobrelas curvasde rupturacorrespondientesa la
columnade HIC paraun caudalde 0.50 mí/mm y unaconcentraciónde 1.00 mg/ml a 20.0“C.
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Figura 6.39: Efecto del tamaflo de partícula sobrelas curvasderuptura correspondientesa la
columnadeIEC paraun caudalde0.10 mí/mm y unaconcentraciónde 1.00 mg/mla25.0’C.
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Estosvalores,relativamenteelevados,aumentanengranmedidaparala fracciónsignificativa

deporoscuyo diámetroes inferior al tamañomediodeterminado(ver apartado4.4.2)paracadauno de

los adsorbentes. Por ello, las moléculas de cí-amilasa que queden adsorbidas en las zonas de un poro

máscercanasal exterior, podránbloquearel paso, de forma que en el caso de utilizar tamaños de

partículamayor,el volumende poro inaccesibleserátambiénmayordebidoa quela longitudde los

porostambiénlo es.

Tabla 6.27: Relación entre el tamaño de la a-amilasa
~ y el tamañomedio deporo (~).

fflC

4~ [nml tN.aI4~ptt

23.0 0.15 - 0.35

WC 28.5 0.12 - 0.28

Efectode la altura delecho

En los dos sistemasde adsorciónestudiados,a medidaquela longitud de lechodisminuye,la

pendiente de la curva de ruptura aumenta ligeramente, saturándose antes el lecho. En la figura 6.40 se

muestrala influencia de la altura de lecho en la adsorciónde wamilasaen resmade intercambio

iónieo paracolumnasdeigual diámetrointerno y tamañode partícula.

Este efecto está causado porque las pequeñas irregularidades existentes en el

empaquetamiento de ambas resinas, suman una mayor cantidad en la columna de mayor longitud,

aumentando el efecto de mezcla y desviándose más del flujo pistón ideal. Por ello, la curva de ruptura

correspondienteal lechode mayor longitud se ensancha,aumentandoel tiempo total de saturacióny

disminuyendola capacidadde la resmaenel punto deruptura(Johnstoneta!., 1991).

Sin embargo,el factor de capacidadpor unidadde masade resmaen el equilibrio es similar

paraambascolumnas(tablas6.25 y 6.26), no alterándoseel equilibrio por la variaciónde la longitud

de lacolumna.

Calculadosparalasdimensionesmenory mayor,respectivamente,delamoléculade«-amilasa.
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Figura 6.40: Efecto de la longitud de lecho sobre las curvas de ruptura correspondientesa la
columnadeIEC paraun caudalde 0.50 mí/mm y unaconcentraciónde 0.50mg/ml a20.0“C.

6.4.3.-Estahilidady reutilizacién de la columna

Generalmente,en los procesosde purificación a escalaindustrial se cuentacon dos o más

columnasoperandoen paralelo. De estamanera,unade las columnasse encontraráen operaciónde

adsorciónhastaqueel adsorbentehayaalcanzadoel nivel de saturaciónfijado como óptimo. En ese

momento,la corrientede entradapasaa alimentara la otra columna,comenzandoen la primera la

operación de desorciónpara recoger la proteína purificada. Con el objetivo de conocer el

comportamientoa largo plazo de cadauno de los adsorbentes,se han realizadociclos de adsorción-

desorciónsimulandoel comportamientoreal de una operacióncontinuada.Posteriormente,se ha

evaluadoel factor decapacidadparacadauno de los ciclosconel fin de cuantificarlavariaciónde la

cantidadadsorbidaen cadauno de ellos.Las condicionesde operaciónde los experimentosrealizados

se muestranen la tabla6.23.

En las figuras 6.41 y 6.42 se representanlas curvas de adsorcióny desorciónpara las

columnasde 1-lIC e IEC respectivamente.En la etapade desorciónse ha utilizado como eluyenteel

tampónusadoen ladisoluciónde adsorcióncorrespondiente.

0 10 20 30 40

Tiempo [mm]
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Figura 6.41: Ciclos de adsorción-desorciónrealizadoscon la resmade HIC en las
siguientescondicionesde operación:C0 = 1.0 mg/mI, Q = 0.50ml/mm,T = 20
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Figura 6.42: Ciclos de adsorción-desorción realizados con la resmade WC en las
siguientescondicionesde operación:C

0 = 1.0mg/mi, Q = 0.50 mí/mm,T = 25
0C.

o

Ciclo

En ambos casos,la cantidad retenida en el primer ciclo es mayor que en los sucesivosciclos
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debido a que se parte de una columna estabilizada y con ausencia de wamilasaadsorbidaa su

superficie.La operaciónde adsorción-desorciónse ha programadode forma que los ciclos tenganla

misma duración, alcanzandoniveles de saturaciónde u-amilasadel 90-95% en la adsorcióny

disminuyendoal 3-5%en ladesorción.

A partir del segundociclo se observa que las curvas obtenidascoinciden con bastante

fidelidad. Paracuantificar la semejanzay el comportamientode ambascolumnasse ha calculadoel

factor de capacidadparacadauna de las etapasde adsorción.Los valorescalculadosno muestran

tendenciaa disminuir (o aumentar)con el tiempo de operacióny el uso, variandoentorno al valor

medioconunadesviaciónestándarrelativamentebaja(tabla6.28).

La utilización de las mismas condiciones de pH y fuerza iónica en las etapas de adsorción y

desorciónha mostradoun comportamientoreversibledel proceso.La eficacia de la desorción,sin

embargo,aumentacuandose modifican las condicionesde operación(por ejemplo, aumentode la

fuerzaiónicaen IEC o disminuciónenHIC) comose hademostradoenel presentetrabajo.

Tabla 6.28: Valor medio del factor de capacidady
desviación estándar para los ciclos de adsorción-
desorción.

¡lIC

F.C. a

0.98 0.08

WC 1.82 0.14

A partir de estos resultados puede concluirse que ambosadsorbentesson adecuadospara ser

utilizados a escalaindustrialpor laestabilidadquepresentany por la reversibilidadmostradatras la

aplicación de numerososciclos de operación sin que las columnaspresentensíntomasde pérdida

parcial de capacidadparala adsorciónde wamilasaen las condicionesdeoperaciónestudiadas.
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7. MODELADO MATEMÁTICO

7.1.- ADSORCIÓN EN TANQUE AGITADO DISCONTINUO

Una vez que se han obtenido experimentalmentelas curvas cinéticas de adsorción,

correspondientesa los sistemaswanilasa/HICy a-amilasa/IEC,los datosde aquellaÑse ajustanal

modelomatemáticopropuestoen elapartado3.3.2.

Los resultadosdel ajusteparacadauno de los experimentosse muestranen las tablas7.1 y

7.2, en las que se incluyen, junto con las variablesde operación, los valores del coeficiente de

difusión en los poros (De), del factor de tortuosidad(t) calculadomediantela ecuación2.7 y de la

función objetivo utilizada en la optimación del ajuste (Q) y descritaen laecuaciónA. 16 del anexoA.

A la vista de los resultados, se observa que la temperatura influye en el valor de D0,

aumentando para valores crecientes de aquella, para el caso de ambos adsorbentes, de acuerdo con lo

previstopor la teoríade Stokes.Einsteinparala difusión molecular(Álvarez etal., 1982).

Por otra parte,se observaque existevariabilidaden los valoresde D0 calculadosparacada

concentracióninicial aunatemperaturadeterminada.Estaesmayorenel casode la adsorciónsobrela



192 MODELADO MATEMÁTICO

resma de IEC. Los valores del coeficiente de difusión en los poros correspondientesa la

concentracióninferior (0.10 ¡ng/mí) se alejan de los obtenidosparalas otras dos concentraciones.

Estopuedeserdebidoal error en la estimaciónde la isotermade adsorcióna bajasconcentraciones,

segúnse hacomentadoenel apartado6.3.2.

Tabla 7.1: Resultadosdel modelado matemático de la adsorción de a-amilasa en la resma de HIC (Duolite

XAD-761) en tanqueagitadodiscontinuo.

T [0C] C
0 [mg/mí] Dp [m

2/s] t

0.10 2.32~10”’ 1.9 2.72 io-3

4 0.25 1.50 . 10.11 3.0 1.29 itt

0.5<) 1.32 10”’ 3.4 1.29

0.10 3.72 10<’ 2.0 l.22~ í0<~

20 0,25 1.76 10<’ 4.2 315 . l0~

0.50 1.52 10<’ 4.8 3.85 jo’5

30 0.25 2.15 10”’ 4.4 1.21 í04

0.50 2.11 [0<’ 4.5 [.24 ít

‘labIa 7.2: Resultadosdel modeladomatemático de la adsorciónde ~-amilasaen la resmade ¡FC (Duolite A-
568) en tanqueagitadodiscontinuo.

-r [0C] Co [mg/mí] Dp [m2/s] t <íD

0.10 5.20 10”’ 1.4 2.08 . ío<

20 0.25 2.21 . 10<’ 3.3 7.04~ íD4

1.00 2.08 10<’ 2.6 2.29 ío’5

0.10 6.02 10”’ 1.4 1.86 íO<

25 0.25 2.41 10<’ 3.5 3.71 .

1.00 2.55 10”’ 3.3 1.60 ío’5

0.10 7.41 10” 1.3 6.01 - ío’3

30 0.25 2.8010<’ 3.4 4,15 10~

1.00 2.75 - 10.11 3.5 2.78 . íO-5

Paratodaslas temperaturasestudiadas,la diftsividad de la cx-amilasaen la resmade IEC es

níayor que en la resmahidrotbbica.Estehecho podríaexplicarseen términosde las características

porosas de ambos adsorbentes. El tamaño medio de poro en las partículasde la resmade intercambio
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iónico (28.5 nm) es mayor que el de la hidrofóbica(23.0 nní), facilitando así el transportede las

moléculas de a-amilasa a través de los poros. Además, la mayor resistenciaa la transferenciade

materia(de u-amilasa)en el interior de la resmade HIC puedeestar de acuerdocon una mayor

complejidadde la estructuraporosade la misma,caracterizadapor el factor de tortuosidad,t, según

se índicaen las tablas 7.1 y 7.2. Lo anteriormentecomentado,se ve apoyadopor los datos de la

caracterizaciónde ambasresinasmedianteporosimetríade mercurio(ver apartado4.4.2), en los que

se detectauna fracción significativa del volumende poro de la resmade HIC que correspondea

tamañosinferioresa 20 nm.

En las tablas 7.3 y 7.4 se resumen los valores mediost del coeficiente de difusión en los poros

y del factor detortuosidad.Estosseránlos utilizadosenla simulaciónde los procesosdeadsorciónde

ct-amilasa en las resinas de 1-nC e IEC y se usaráncomo valoresiniciales en la estimaciónde los

parámetroscinéticosdurantelaetapade modeladoen lechofijo.

Tabla 7.3: Valoresmediosresultadodel modeladomatemáticoparala
adsorciónde~-amilasaen laresmadeHIC en tanqueagitado.

T [0C] D~ [m2/s] t

4 1.4 lO<~ 3.2

20 1.6 10”’ 4.6

30 2.1 . 10<’ 4.5

Tabla7.4: Valoresmediosresultadodel modeladomatemáticoparala
adsorciónde a-amilasaen la resmade ffiC en tanqueagitado.

T [0C] D~ [m2/s]

20 2.1 10”’ 3.5

25 2.5 io-’~ 3.4

30 2.8 10”’ 3.4

Estos valores del coeficiente de difusión en los poros son del mismo orden que los obtenidos

paraladifusión de proteínasen resinasmacroporosas,pesealaescasezde datosexperimentalessobre

la materia.Se ha descritounos valoresde la diñisividadefectivade la insulinaen el interior de los

porosde resinassintéticashidrofóbicasdc 2.6 - 3.4 . íO”1 m2/s (Firouztaleet al., 1992)y. parael caso

de seroalbúmina bovina en resinas de intercambio iónico. de 1.0 - 2.7 . j~-íí mWs (Yoshida et al..

1994)

No se han utilizado los valorescorrespondientesa los experimentosdeconcentracióninicial másbaja.0.10 mg/ml.
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Figura 7.1: Curvas, experimental y teórica (D~ = 1.50 10.11 m2/s),de laadsorciónde
u-amilasaenDuolite XAD-76 1 a 4 “C y unaconcentracióninicial de 0.25 mg/ml.
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La bondaddel ajustepuedecomprobarseen las figuras 7.1 y 7.2, en las que se muestranla

curva predichapor el modelojunto con la correspondienteal experimentorealizadoen las mismas

condicionesde operaciónparalas resinasde HIC e IEC respectivamente.El resto de las curvas de

ajusteal modelocinéticose encuentranen el anexoC (figurasC.9 a C.24).En la figuraC.33 (Anexo

A) se muestra,comoejemplo,la representacióngráficade laoptimación(miimización) dela función

objetivorespectoal valor de D~ utilizado.

7.2.- ADSORCIÓN EN LECHO FIJO

Cadauna de las curvasde rupturaobtenidasen los experimentosde adsorciónde a-amilasa

sobre las resinas de 1-lIC e IEC en lecho fijo se han ajustado al modelo matemático, para esta

operación,propuestoen el apartado3.3.3. Los valores del coefieciente de difusión enlos poros (D1) y

de transferenciade materia externo (lcD se han determinadomediante optimación de dichos

parámetrosapartirde la metodologíadescritaenel apartadoA.3 del anexoA.

TabLa 7.5: Parámetroscinéticos y condicionesexperimentalespara la adsorciónde ~-

amilasaen un lechotito sobreresmadeWC.

C0 [‘ng/mi] Q [¡nl/mi»] T [TI »~,[m
2/s] k

1[mis] Error
[
tk]

0.5 0.25 20 1.3 10”’ 5.4~ 10.6 5.6

0.5 0.50 20 1.8~ 10”’ 8.9 ítt 5.8

0.5 1.00 20 1.8 10<’ 1.3 ío-~ 9.8

1.0 0.25 20 1.8 10<’ 2.7 ¡0.6 4.4

1.0 0.50 20 2.0~ 10~” 9.0 itt 3.6

1.0 1.00 20 1.9 10”’ 1.7 ío-~ 5.3

2.5 0.25 20 2.0 10<’ 2.8 106 1.7

2.5 0.50 20 2.0~ 10<’ 8.1 . 10.6 -1.7

2.5 1.00 20 2.8 10<’ 1.8 ío-~ -2.7

1.0 0.50 4 1.5 10”’ 7.1 1& 2.4

1.0 0.50 30 2.4~ 10~” 9.2 10.6 ~í.s

En las tablas 7.5 y 7.6 se muestran los resultados obtenidos de D~ y k
1 correspondientesacada

uno de los experimentosdesarrolladosen las condicionesde operaciónque figuranen dichas tablas,

con un tamaño medio de partícula de 0.41 mmpara ambos adsorbentes.

Los resultados mostrados en las tablas 7.5 y. 7.6 señalan, para ambos adsorbentes, una
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tendenciaenla queel coeficientedetransferenciade materiaexternoaumentaconel caudalde la fase

móvil. La resistenciaal transportede materiaa travésde la películaexternaquerodeaa las partícula

estácaracterizadapor el númeroadimensiona.ldeSherwood,pudiendocorrelacionarseesteen función

de los númerosde Reynoldsy Schmit(Wilsony Geankoplis,1966; Wakaoy Funazkri,1978>.A partir

de estascorrelacionesse deduceun aumentodel númerode Sherwoodcon la velocidadde la fase

móvil en un lecho fijo y por tanto, unadisminuciónde la resistenciaa la transferenciade materia

externa,lo cual se observaenlos resultadosexperimentalesobtenidos(vertabla7.7).

Tabla 7.6: Parámetroscinéticos y condicionesexperimentalespara la adsorciónde a-
amilasaen un lecho mo sobreresmadeIEC.

Co lmg/ml] Q [ml/minJ T [0C] D~ [m2/sJ k< [m/s] Error

[%]

0.5 0.25 25 [.6 . 10<’ 9.9. jo’7 5.2

0.5 0.50 25 2.0 10”’ 3.1 - l0~ 8.4

<5.5 1.00 25 1.8 10<’ 5.1 . ítt 5.2

1.0 0.25 25 2.5 10<’ 1.5 itt 3.4

1.0 0.50 25 2.6 10”’ 2.3 10.6 -0.9

1.0 1.00 25 3.1 . 10<’ 2.5 1tT6 -3.0

2.5 0.25 25 1.6 ío~’ 6.3 í0~2 5.6

2.5 0.50 25 1.9 10<’ 1.7 ío~ 8.5

2.5 1.00 25 1.8 10”’ 4.1 . -2.2

0.5 0.50 20 1.7 10<’ 1.3 .ítt 3.1

0.5 0.50 30 2.5 . 10”’ 4.5 .10.6 2.5

mediosde kf en función de la velocidad intersticial del fluido
resinasutilizadas.

y [mis] IIIC
kr[m/sl

9.83 . ítt 3.6 10.6

1.97- itt 8.7 10.6

3.93 . itt 1.6- í0~5

y [mA]
WC

kr[m/sl

9.50. 1W 1.0 10.6

1.90~ íD’4 2.4 10<

3.78 10< 3.9 10<

El valor del coeficientede difusión en los poros aumentacon [a temperaturade acuerdocon

los modeloshasadosen la teoría de Stokes-Einsteinque predicenun incrementodel coeficientede

diltsividad molecularcon la temperatura.En las tablas 7.8 y 7.9 se muestranlos valores del

coeficiente de difusión en los poros y del factor de tortuosidad correspondientes a las temperaturas

Tabla 7.7: Valores
paracadaunade las
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estudiadas.El valor mediodel factor de tortuosidadparala resmade HIC es 3.6 y parala resmade

IEC, 4.0. Los valoresde 1$ calculadosson del mismoorden que los obtenidosparala difusión de

otras proteínas(Firouztale et al., 1992; Sridhar el al., 1994; Yoshida el aL, 1994) en resinas

macroporosastanto deintercambioiónico comohidrofóbicas.

Tabla7.8: Valoresmediosresultadodel modeladomatemáticoparala
adsorciónde a-amilasaen la resmadelIC en lechofijo.

T [0C] D~ [m2/s] t

4 1.5 10<’ 3.0

20 1.9 . l0<~~ 3.9

30 2.4 10~” 4.0

Tabla 7.9: Valoresmedios resultado del modeladomatemático para la

adsorciónde a-amilasaen la resmadeIEC en lechofijo.

TIYC] D~[m2/s] t

20 l.7~ 10<’ 4.3

25 2.1 . l0’~~í 4.0

30 2.5~ 10<’ 3.8

Con el objetivo de cuantificar la desviaciónde la curvaque prediceel modelo respectoa la

obtenida experimentalmente se hacalculadoelerror apartirde los factoresdecapacidadparala curva

de rupturaexperimental(F.C.eXP) y teóricaobtenidamedianteel modelo (F.C.oeo),de acuerdocon la

siguienteexpresión:

Error[%]= loo.
EC~exp—F~C.,~

0

FC.exp

Los valoresde esteparámetrose muestranen la tabla7.5 parala adsorciónde ct-amilasaen la

tesinade lIC y en la tabla 7.6 parala resmade IEC. Se compruebaque los erroresson siempre

inferiores al 10%, teniendoun valor absolutomediode 4.1% parael modeladode la adsorciónsobre

la resmahidrofóbicay del4.4%paraelcorrespondientealade intercambioiónico.

Valor medio delosexperimentosrealizadosa20
0C

Valor medio delos experimentosrealizadosa25 0C

[7.1]
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Figura 7.3: Comparación de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el
modelo paz-a la resmade WC en las siguientescondiciones:C0 = 1.00 mg/mI; Q 0.50
mí/mm; T = 20 <‘C.
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Figura 7.4: Comparaciónde la corva dc ruptura experimentaly calculadamedianteel
modelo para la rcsinadc IEC en las siguientescondiciones:C0 = 2.50 mg/mí; Q 0.25
ml/mi ii: T = 25 ‘C.
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matemático,a continuaciónse muestrandos de las gráficas(figuras7.3 y 7.4) en las quese comparan

los datosobtenidosexperimentalementecon la curvateóricapredichapor el modeloa partir de los

valoresde 114 y k~ queproducenun mejorajuste.El ajustese ha realizadomediantela optimaciónde

la función objetivo (4)) respectode los dos coeficientescinéticos mencionadosde acuerdoal

procedimientoexpuestoen el anexo A. El resto de las gráficas comparativasse muestranen el

apartadoC4 del anexoC (figurasC.34a C.51).

Los resultadosdel modeladomatemáticode la adsorciónde ct-amilasasobrelas resinasde

HIC e WC paralos sistemasde tanqueagitadodiscontinuoy de lechofijo (tablas7.3, 7.4, 7.8 y 7.9)

muestranun acuerdosatisfactorio.Lasdiferenciasobtenidas,paracadatemperatura,son ligeramente

máselevadasparael casode la adsorciónsobrela resmade intercambioiónico, siendodel 16% la

diferenciamayorentrelosvaloresobtenidospor ambastécnicasy del6% lamenor.
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8. ESCALADO Y SIMULACIÓN DEL

PROCESODE ADSORCIÓN EN

LECHO FIJO

8.1.- ESCALADO DEL PROCESODE ADSORCIÓNEN LECHO FIJO

En el capítuloanterior se ha realizadoel modeladomatemáticode la adsorciónde c&ainilasa

en lecho fijo, estoes, la obtenciónde los parámetroscinéticoscaracterísticosdel modelo propuesto

medianteel ajustey optimaciónde las curvasteóricasa los resultadosexperimentales.A partir de

ellos se han obtenido unos ajustescuyabondadse hacomprobadoy se haconsideradoadecuada.

A continuación,con el propósitode verificarque los parámetrosobtenidos(Dr, lc<, isoterma)

reproducen el comportamiento de otros sistemas experimentalesde dimensionesdistintas y

funcionandoen condicionesde operacióndiferentes, se ha procedido a simular un procesode

adsorciónen una columnacuyo tamañoes másde diez vecesmayor que los utilizadosen la etapade
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modeladoy compararlos resultadoscon los obtenidosen un experimentorealizadoen las mismas

condiciones.

La concentraciónelegidaha sido de 2.5 mg/mí, mayor que en los experimentosutilizadosen

el modeladocon el fin de comprobarla validez del modelo fuera del intervalo en el que se han

obtenidolos parámetros.Ademásestevalorde laconcentraciónes del ordenen el quelaa-ainilasase

produceen los fermentadoresa escalaindustrialy de plantapiloto por lo queel funcionamientode la

columnaseencontraráen unascondicionesmáscercanasalas utilizadasindustrialmente.

Las condiciones de operación y característicasfísicas del sistemautilizado se recogenen la

tabla 8.1. y los parámetroscinéticosy termodinámicosusadosenlasimulaciónfiguranen la tabla8.2,

los cualescorrespondena los obtenidosen el apartado6.2 (parámetrosde la isotermade Langmuir) y

7.2 (coeficientesdedifusión externay enel interiorde losporos).

Tabla 8.1: condicionesde operacióny características
del sistema.

Adsorbato ct-Amilasa (A. oryzae)

Adsorbente Duolite A-568 (IEC)

Fasemóvil Tampón Tris/HCI 0.05M
pH 7.0, fuerzajónica0.60

U [cm] 16.3

Wg
7[CIfl] 1.60

R[mm] 0.41

E 0.58

C0[mg/ml] 2.50

Q [ml/minJ 5.00

‘r [
0C1 25.0

Tabla 8.2: Parámetros de lasiínulación.

Parámetro Valor

D~ [m2/sJ 2.10 10”’

k<í [mIsI 8.2 íW

q~, [mg/gl 45.40

b 0.84

En la figura 8. 1 se muestrael resultadode la comparaciónentrela simulaciónrealizaday el

experimentodesarrolladoenlas misínascondiciones.

202
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F¡gnra 8.1: Comparaciónde la curva de ruptura experimentalcon la obtenidapor
simulación.

La concordanciaentreambascurvases buena,por lo que paracuantificarel grado de ajuste,

se ha procedido a calcular el factor de capacidadcorrespondientetanto a la curva de ruptura

experimentalcomoa laobtenidapor simulación.Comopuedeobservarse,el error es inferior al 10%

sí se considerael procesode adsorciónhastala saturacióncompletade la columna.Sin embargo,en

operaciónindustrial no se alcanzaese grado de saturación,ya que esto supondríauna importante

pérdidade arisorbatoen el elluente, lo que haría disminuir la rentabilidadeconómicadel proceso

hastahacerloinviable. Si se calculael errorentrelaa-amilasaadsorbidaexperimentalmentey la que

prediceel modeloal 95% de la saturación,el error se reducedrásticamentehastaun valor de 0.08%,

siendoauninferior paranivelesinferioresde saturación.

La diferenciaentreambascurvasse localizaenla zonacercanaala asintotacorrespondientea

la saturaciónde la capacidadde adsorciónde la resma.Paravaloresde concentraciónadimensional

(C/C)) superioresa <).97, la curva experimentalse acercamuy lentamentea 1.0 mientras que la

correspondientea la simulación alcanzaese valor másrápidamente.Esto podría estarcausadopor la

lenta velocidadde transportede materiapor difusión en el interior de los poros cuandoestos se

encuentranprácticamentecubiertosde adsorbatosobresusuperficie.

De acuerdocon estosresultados,puedeconcluirsequeel modelomatemáticopropuestopara

describir cl comportamientode los procesosde adsorciónde a-amilasaen lecho fijo es adecuadoy

O 10 20 30 40 50 450 500

Tiempo [mm]
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reproduce los resultadosexperimentalescon un grado de aproximación elevado, pudiendo ser

utilizado comoherramientaparael diseñoy escaladode estasoperacionesanivel industrial.

Tabla 8.3: Factoresdecapacidady errordela simulación.

F.C. F.C. Errort
(experimental) (simulación) L %]

al 99.9%de la saturación 190.7 173,1 9.2

al 95.<)% de la saturación 164.1 164.3 -0.08

8.2.- SIMULACIÓN TEÓRICA DEL PROCESODE ADSORCIÓNEN LECHO FIJO

Comose ha comprobadoy expuestopreviamenteenel presentetrabajo,el modelomatemático

que describeel procesode adsorciónde u-amilasaen un lecho fijo mediante los mecanismosde

interacciónhidrofóbicae intercambioiónico, describeadecuadamentelos resultadosexperimentales

obtenidos.

En el modelo matemáticose han incluido las etapasde transportede materiapor difusión

externae interna así como la existenciade flujo no ideal debida a efectos de dispersión axial,

encontrándose,cadauno de los procesosanteriores,caracterizadopor un parámetrocinético(k<í, D~ y

Dj. La experimentaciónllevada a caboha permitido la obtenciónde los mismos asícomo de los

parámetros termodinámícos correspondientes a la isoterma de equilibrio, que en el caso de la

adsorcióndewamilasaenlas resinasestudiadasha mostradoun comportamientono ideal.

Paradesarrollarla simulación y diseño de procesosde adsorciónen lecho fijo a partir del

modelo matemáticopropuesto, es necesarioconocer las característicasfísicas del adsorbente

(porosidad,densidad,tamañode poro y de partícula>, del adsorbato(difusividad molecular) y del

sistemaexperimental(dimensionesy porosidaddel lecho) así como las condicionesde operación

definidas para la realización de los experimentos (caudal, temperatura y concentraciónde

alimentación).Los ensayosde caracterizacióndel adsorbenteson los comúnmenteutilizadosparatal

fin (ver capítulo 4), mientrasque la difusividad moleculardel adsorbaiopúed&obténersea partir de

diversascorrelaciones(Álvarez el al., 1982).

Los mecanismosde adsorciónestudiados,interacciónhidrofóbicae intercambiojónico, son

de aplicación general y no suponen unión bioespecíticaentre la u-amilasa y el adsorbente

Calculadorncdiantela ecuación7.1
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correspondiente.Todaslas proteínascontienenzonashidrofóbicasy residuoscongruposfuncionales

cargadoseléctricamenteen susuperficiequepermiten,en función de las condicionesde operación,la

adsorcióna los ligandos unidos a la matriz de la faseestacionaria.Por ello, es de esperarque el

modelo propuesto pueda aplicarse a la adsorción de otrasproteínasaresinasde ¡LIC e IEC.

Traslaetapademodelado,lasimulaciónde un procesopermitedeterminarque variablesy de

que forma influyen en el mismo, conduciendo, de esta fonna, a un mejor y más completo

conocimientodel procesode adsorciónde un solutoen un lechofijo. La simulaciónmatemática,por

otro lado,permitiráel diseñodenuevosprocesosasícomolaoptimaciónde otrosya existentes.En el

presenteapartadose realiza un estudioteórico de la influenciade las variablesqueintervienenen el

procesoen baseal modelomatemáticodesarrolladoy cuyavalidezsehacomprobado.

En la tabla 8.3 se

realizado.En cadacaso,se

se estéestudiando.

indican los valores utilizados para la simulaciónen el estudio teórico

mantendrán constantes todos los parámetros excepto aquélcuya influencia

Tabla 8.4: Parámetrosdela simulación.

Parámetro Valor

L [cm»] 10.0

<Pc[cm] 2.0

E 0.60

p [kg/m31 1890

sI
3 0.50

q,., [mng/g] 45.40

C0 [¡ng/cm
3] 2.50

D~ 1m2/s] 2.1 10<’

kr [m2/s] 2.0~ 10”

En la figura8.2 se muestrala variacióndelas curvasde rupturaconel valor del coeficientede

difusión en los poros.A medidaqueesteaumenta,elpuntoderupturase retrasa,obteniéndosecurvas

másestilizadascuyapendientees mayor. a[canzando la saturaciónde la columnamásrápidamente.

Paravalorespequeñosde Dp, la forma sigmoidalde la curvade rupturase hacemásancha,perdiendo

la simetríaque presenta,respectodel punto de inflexión, a valoressuperiores.Para adsorbatosde

elevada masa molecular (MA). como es el caso de las proteínas, la difusividad molecular es

proporcionala MA<¡J (ecuación2.4), por lo quesuvalor se encuentra,a temperaturaambiente,dentro

del orden de 10<’ m2/s para proteínasde pequeñotamaño,hasta3 . 10.12 m2/s para las mayores
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proteínas.Por estarazón,las curvasde rupturade la wamilasaen las resinasde HIC e IEC obtenidas

en el presentetrabajo, presentaneste comportamientocaracterizadopor la baja simetría de las

mismas.Las moléculasde proteína,tras atravesarla capalímite externaque rodeaa las partículas,

sufrenuna lenta difusión en el interior de los poroshastalos sitios de adsorcióndebidoasu gran

tamanoy, por tanto,al pequeñovalor de D~.

La variación del coeficiente de transferenciade materia externa (figura 8.3) modifica el

comportamientodel sistemade maneraqueparavaloresbajos del mismo, las moléculasde solutono

tienenel tiempo de residenciasuficientecomoparaatravesarla capalímite y entraren el interior de

los poros de las partículas.Así, se produceun aumentorápidode laconcentraciónde salidadebidoa

las moléculasque no se handifundidohacialos poros. disminuyendola eficaciade la operación.A

medidaque aumentael valor de kf, la rupturase retrasa,permitiendoun mayor flujo de adsorbatoa

travésde Ja capalimite.

La capacidadde adsorciónde la resmaviene dadapor el valor de qm correspondientea la

ecuaciónde la isotermade Langmuir (ecuación2.13). Como puede observarseen la figura 8.4. un

mayornúmerode sitiosde adsorciónaccesiblesrequieremayortiempoparaque el adsorbatolleguea

saturarlos centrosde adsorcióndel adsorbente.

En la figura 8.5 se examinael efecto de la porosidaddel lecho. En ella se advierteque un

aumentode edesplazala curvade rupturahaciala izquierda,reduciendolautilización de lacapacidad

de la resma,la cual estárelacionadaconel áreapor encimade la curvade ruptura(segúnfigura en el

apanado 6.5.2). Manteniendo constanteel valor de la densidaddel adsorbentey la distribuciónde

tamaños de partícula, un aumento de la porosidad de la columna estará causado por un

empaquetamientodefectuoso,lo cual generaun aumentode las zonasde mezclaen el interior de la

columna,disminuyendolaeficaciadela operaciónde adsorción.

La porosidad de las partículastiene un efecto importante en el comportamientode la

adsorcióny. portanto,enla formade lascurvasde ruptura.El factor de tortuosidad,t, caracteriza,en

parte,la estructuraporosade las partículasde adsorbente,dependiendode la porosidadinternade las

mismas.Además,el coeficientede diflisividad efectivo es directamenteproporcionalal valor de ‘r

<ecuación2.7). Por otro lado, manteniendoconstantesel resto de las característicasde la resma,el

aumentode e~ conducea unamenormasade resmaenla columnay de capacidad.El efectoglobal de

estas iniluencias se representaen la figura 8.6, observándoseun aumentode la eficacia de la

adsorciónconladisminuciónde la porosidadinterna.

En la ligura 8.7 se muestrael efectodel caudalde alimentaciónen las curvasde ruptura.Para

unaínismacolumna,el caudal es directamenteproporcionala La velocidaddel fluido por lo que. al

aumentaraquel. tambiénlo hace el coeficientede transferenciade materiaexterno(l-lidajat u al..



PURIFICACIÓN DEa-AMILASA DE AspergillusoryzaePOR ADsoRCtÓN 207
‘/3

1987) ya que este es proporcional a y . La ruptura se produce antes para caudalesmayores,

aumentandola anchurade la curvay la eficaciade laadsorcióna medidaquedisminuyeel caudal,ya

que,deestamanera,se aumentael tiempode contactoentrelas fasespermitiendoquese alcanceuna

situaciónmáscercanaalequilibrio local.

Respectoa laconcentraciónde adsorbatoen la fasemóvil, se observa(figura 8.8) que afecta

considerablemente a la forma y posiciónde las curvasde ruptura.A medidaque aumentael valor de

C0, se alcanzaantesla saturacióndel lecho. El cálculo de los factoresde capacidad(ecuación6.8)

paracada una de las curvas obtenidaspor simulaciónindica que, al aumentarla concentración,el

factordecapacidadtambiénaumenta.

La influenciade Las dimensionesdel lecho en el procesode adsorciónen lecho fijo puede

observarseen las figuras8.9 y 8.10. En laprimerade ellasse observael comportamientode las curvas

de rupturaen función de la altura de lecho. Según se aumentaL, la pendientede la curva, tras la

ruptura, va disminuyendohastaalcanzarun valor constante.A partir de ese valor, la forma de las

curvas de ruptura no varía, desplazándoseestas progresivamente hacia la derecha. Este

desplazamientoestá causadoúnicamentepor la mayor cantidad de adsorbenteque habrá en la

columna de mayor tamaño por lo que la cantidadde adsorbatoque se une será proporcionalal

aumentode longitud ya que el resto de los parámetrosdel procesopermanecenconstantes.Para

columnasde menor tamaño,la curvade rupturase muestraasimétrica,debidoa que las resistencias

difusionales del sistema permiten que existanmoléculasde adsorbatoque atraviesenla columnasin

habersedifundidohastael interior de las partículas.Esteefectollega a serpoco significativo a partir

de determinadaalturade columna,en la quelas moléculastienenel suficientetiempode residenciaen

el interior del lechocomoparaterminardifundiéndosehastalossitios de adsorciónde la resma.

La variacióndel diámetrode la columna,4)~, a caudalconstante(figura 8.10), produceuna

variaciónde la velocidadintersticialdel fluido en sentidocontrarioque es proporcionala (ccV o, lo

que es lo mismo, al área transversalde la columna. Como se ha comentadoanteriormente,la

velocidaddela fasemóvil afectapositivamenteelvalor dek~ y un aumentodel diámetro,manteniendo

constanteel caudal, hará disminuir la velocidad, permitiendo un mayor tiempo de contacto del

adsorbatocon la faseestacionariay. por ello, unaínayor eficaciadel procesode adsorción,aunqueel

tiempodeoperaciónaumentaconsiderablemente.

La variacióndel tamañode las partículasdel adsorbente(figura 8.11) tambiénafectaal valor

de k1, siendoesteproporcionala R~’
4~ (Hidajat et al., 1995). La disminucióndel tamañodepartícula

- aumentala eficacia del procesoy retrasael punto de ruptura,haciendolas curvasmásestilizadas.

Junto a esto, parael escaladode esteprocesose deberáteneren cuentaque tamañosde partículas

decrecientesharánaumentarla pérdidade cargaa lo l~rgo del lecho, de acuerdoa la ecuaciónde
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Carman-Kozeny, proporcionalmente a R2.
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F¡gura8.2: Influencia del coeficiente de difusión en los poros.
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Figura 8.3: lntluencia del coeficientede transferenciade materia externa.
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Figura 8.4: Influencia de la capacidad del adsorbente.
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Figura 8.5: Influencia de ta porosidad dcl lecho.
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Figura 8.6: Influenciadelaporosidaddepartícula.
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Figura 8.7: Influenciadel caudal.
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Figura 8.8: Influenciade la concentraciónde alimentacion.
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Figura 8.9: Influencia de la longitud de columna.
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Figura8.10: Influenciadel diámetrode lacolumna.
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Figura 8.11: Influencia del diámetro de partícula.
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8.3.- PREDICCIÓNTEÓRICA DEL CAMBIO DE ESCALA

En los apartadosanterioresse hacomprobadoqueeJ modelomatemáticoplanteadoreproduce

los resultadosexperimentalesdentro y fueradel intervalode condicionesde operaciónen el cual se

determinaronlos parámetroscaracterísticosdel mismo; posteriormentese ha estudiadola influencia

de las condicionesde operación(concentración,temperatura,caudal), característicastísicas del

sistema(dimensionesde la columna,porosidaddel lecho y del adsorbente)y parámetroscinéticos

(coeficiente de transferenciade materiaexterna y de difusión en los poros) y termodinámicos

<isoterma)enel comportamientodel procesode adsorciónenun lechofijo.

Tabla 8.5: Parámetrosde la simulación.

Parámetro Valor

L [ml 5.0- 10.0

2.0

£ 0.60

p 1 kg/m3] 1890

gp 0.50

Una vez completadaslas etapasdel presenteestudio,descritasanteriormente,se ha realizado

la simulación de unacolumnade adsorciónconla resmade intercambioiónico (Duolite A-568), a

escalaindustrial,conlascaracterísticasquese indicanen la tabla8.5.

Las condiciones de operación elegidas han sido las que se indican en la tabla 8.6. Los

parámetrosdel modelo (vertabla 8.7) hansido los determinadosen la etapade modeladomatemático

apartirde los resultadosexperimentales.

Tabla 8.6: Condiciones de operaciónpara a ‘rabIa 8.7: Parámetros dcl modelo para la
smmulación a escala industrial, simulación a escala industrial.

Parámetro Valor Parámetro Valor

C
0 [mg/cm

3] 5.00 q,, [mg/g] 45.40

Caudal [m3/sj 1.0 - 10< D~ [mn2/s] 2.1 10<’

T Id 25.0 k<lm/s] 2.0 10”

En la figura 8.12 se muestrael resultadode la simulación. Se observaque las curvas de

ruptura correspondientesa las dos columnas de diferente longitud presentanuna forma y una

pendientesimilar, aunque desplazadasen el tiempo ya que al contener diferente cantidad de
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adsorbente,el tiemponecesarioparala rupturatambién,varia. Estosresultadosse correspondencon

los estudios teóricos llevados a caboenel apartadoanterior.

Q
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0.4

0.2
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1500

Figura 8.12: Simulación del comportamientode dos columnas de adsorción de
diferentealtura,a escalaindustrial,parael sistemawamilasa/DuoliteA-568.

En operacióna escalaindustrial no se llega a alcanzarla saturacióncompletade la capacidad

del adsorbente(C/C0 = 1) ya que estosupondríaunaimportantepérdidade productoen la corriente

del efluentequesalede lacolumna.En función de laoptimacióntécnica(estabilidaddel productode

interés,rendimientos,etc.) y económica(costesde producción,costesdemateriasprimasy productos,

etc.) se deberádeterminarel tiempode operacióny el porcentajede saturaciónadecuadopararealizar

lapurificaciónde cadaproducto.

A partir de las simulacionesrealizadas,se hancalculadoel tiempode operacióny la cantidad

de a-amilasaadsorbidapor cadaunade las columnascorrespondientesa lasaturacióncompletay al

20% de la misma(C/C0 = 0.2).

Los resultadosobtenidosse muestranen la tabla 8.8. Como puede comprobarse,para la

columnade 5 metros,con un aumento del tiempo de operación del 30% (desde el 20% al 100% de la

capacidad máxima), se consigue un incremento de la cantidad de wamilasaadsorbidade sóloel 7.6%.

• Parala columnade 10 metrosde altura, el aumento del 20% en el tiempo de operaciónsuponeun

5.2%de aumentode lacantidadde a-amilasaadsorbida.

0 250 500 750 1000 1250

Tiempo [mm]



ESCALADOY SIMULACIÓN DEL PROCESODE ADSORCIÓNEN LECHO FIJO

Tabla 8.8: Resultadosde la simulación del procesode adsorción
Duolite A-568 aescalaindustrial.

de ~-amilasasobre

tiempodeoperación[bI

Saturación
[%]

Columna
de 3m

Columna
delOm

20 8.8 18.0

a-amilasa adsorbida 1kg] 158 322.3

tiempo de operación Lh] 12.7 22.5

a-amnilasa adsorbida [kg] 171 340

Por lo anteriormentecomentado,junto al hecho de que el aumentodel nivel de

saturaciónal final de la operaciónde adsorciónsuponeun aumentode las pérdidasde producto,sería

aconsejable,en operación real, detener el proceso de adsorción(comenzandola operaciónde

desorción) a valores reducidos de la concentración del adsorbatoenel efluentedelacolumna.
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9. RESUMEN, CONCLUSIONES Y

FUTUROS TRABAJOS

A continuaciónse resumela investigacióndesarrolladay expuestaen la presentememoria

junto conlas conclusionesquede ellase hanextraído:

- Se ha desarrolladouna metodologíaque permite un acercamientoy conocimiento

progresivode los mecanismosy parámetrosqueintervienenen el procesode purificación

por adsorciónde a-amilasasobre resinas de interacción hidrofóbica e intercambio

mediante experimentaciónenHPLC, tanqueagitadodiscontinuoy lechofijo.

- Medianteexperimentaciónen HPLC, se hanidentificadoy cuantificadolos factoresque

influyenenel procesode adsorciónde waniilasasobrela resmade interacciónhidrofóbica

Duolite XAD-761 y la de intercambioiónico Duolite A-568. Se ha determinadoquedichos

parámetrosson pH, temperaturafterza iónica y los propios de las condiciones de

operaciónde cadauno de los sistemasexperimentalesutilizados (concentración,caudal,

diámetrode partículadel adsorbente,dimensionesdel lecho).
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- Se ha aplicadoel métodode momentosal estudiode la adsorciónmediantecromatografía

de impuiso en un sistemade H¿PLC. Se hanobtenidolos parámetroscinéticos (coeficiente

de difusión en los poros) y termodinámicos(constantede adsorción,factor de capacidad,

alturaequivalentede un plato teórico,entalpiasy entropíasde adsorción).

- Se han determinadolas isotermas de adsorción de a-amilasa sobre ambas resinas,

observandoun comportamientono lineal. Los resultadosexperimentalesse hanajustadoa

laecuacióndeLangmuir,obteniendolosparámetroscaracterísticosporoptimación.

- Se ha propuestoun modelo matemáticoque describede forma adecuadael procesode

adsorciónen tanqueagitado discontinuo, teniendo como parámetro el coeficientede

difusiónen los poros,determinándosesuvalorenfunción de la temperatura.

- Se ha propuestoun modelo matemáticoque describede forma adecuadael procesode

adsorciónen lechofijo, teniendocomoparámetrosel coeficientede difusión enlos porosy

el de transferenciade materia externa. Ambos se han determinadopara el sistema

experimentalestudiado.

- El modelo de adsorciónen lecho fijo ha demostradosu capacidadpara predecir el

comportamientode la adsorciónde a-amilasa,por lo que puede ser utilizado como

herramienta en el diseño y escalado de la operación de adsorción en lecho fijo.

- Se ha realizado un estudio teórico utilizando el modelo anterior para conocer en

profundidad la influencia de las variablesde operación, las característicasfísicas del

sistemay losparámetroscinéticosy termodináinicosqueintervienenenel proceso.

.

• . •

El número de productosobtenidosa través de procesosbiotecnológicosse encuentraen

constante aumento. Además, las especificaciones de pureza a las que se encuentran sujetos dichos

productos son, cada vez, más exigentes. Por ello y a partir de los resultadosobtenidosen el presente

trabajo, se propone la continuación de la investigación a través de las siguientes lineas:

- Estudiar y modelar la adsorción de otras proteínas y sustancias que, típicamente,

acompañana la u-auulasu cli ¡us t4’ut’s ue ¡eíuie,’Lduju,’ UUI3UQ Q~ta pi~UU~. L~OLa ~.tapa

deberá comprender el estudio de la adsorción de cada uno de ellos, tanto de forma

individual comoconjunta.

- A partir de la etapa anterior, desarrollar un modelo matemático que describa el

comportamiento de cada uno de los adsorbatos en los procesos de adsorción

tnulticomponente.
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- Con objeto de generalizarel uso de los modelosmatemáticospropuestosparael diseñode

procesos de purificación en biotecnología, se deberá verificar que describen,

satisfactoriamente,los procesos de adsorción en los que intervienen proteínas y

biomoléculascondiferentescaracterísticasy adsorbentesdediversanaturaleza.

- La purificaciónpor adsorciónmediantelaoperaciónen lecho expandidopermiteeliminar

etapasprimarias de separacióncon el consiguienteaumentode la eficacia global y

reducciónde costesde proceso.Estaoperación,de recienteaplicacióna labiotecnología,

se encuentra en un estado de desarrollo empírico por lo que sería de gran interés

desarrollar modelos matemáticosque describandicha operación, en base al modelo

propuestoen el presentetrabajode investigaciónparalaadsorciónen lechofijo.
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ANEXO A. RESOLUCIÓN

NUMÉRICA DE LOS MODELOS DE
A

ADSORCION

A.1.- ANÁLISIS DE MOMENTOS

A continuaciónse muestrala secuenciade cálculoparala determinación,medianteel análisis

de momentos,de losparámetroscinéticosy termodinámicoscaracterísticosdelmodelo.

En primer lugar, a partir de las curvas de respuesta experimentales, se calcula el primer y

segundomomentocentral mediantelas ecuaciones3.1 y 3.2 La integraciónse realiza numéricamente

utilizandoel métododeGilí y Miller (1972).

A continuación se ajustan linealmente, por mínimos cuadrados, los datos del primer momento

frente a L/v para los experimentosrealizados en iguales condiciones de pH, fuerza jónica y

temperatura.A partirde la ecuación3.3. lapendientede dicharegresiónvendrádadapor:
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pendiente= 1 + kE) [A.]]

calculandodirectamentela constantede equilibrio aparente,k, y con la ecuación3.4, la constantede

equilibrio, KA.

Estimandolaalturaequivalentede un plato teóricomediantela ecuación3.9 y de acuerdocon

la expresión3.10, la regresiónlineal de los valoresde AEPT frente a la velocidad intersticial, y,

generaráunarectacuyaordenadaen elorigen y pendientecorresponderánalas siguientesrelaciones:

[A.2]ordenadaen origen 2DL
y

pendiente= 2
E

1—E
4

15% D
1

jC 1

E
+

(1 — E) k
[A.3]

apartir de las cualespuededeterminarseel valor del coeficientede dispersiónaxial,
0L y de difusión

en losporos,D,,, respectivamente.

4.2.-MODELO DE ADSORCIÓN EN TANQUE AGITADO DISCONTINUO

Con objeto de simplificar la resolución del modelo, en primer lugar, las variables de

operación correspondientesal modelo planteado se transforman en las siguientes variables

adimensionales:

te
(0=—

C
[A.4]

Así, el balancede materiaenunasecciónradial de lapartícula,quedade la siguientemanera:

aú
¿it

Lí+Cí~Eoj~1] C-~~

La velocidadde desapariciónde adsorbatoenla faselíquidavienedadapor:

dU _ ___

Wc JE
0

(u ct~) = Sh Li~&jsr (u —

[AS]

[MS]

Lascondicionesde contornopuedenescribirsedela~siguienteforma:
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z=O [A.7]

__ = Sh [A.8]

Lascondicionesiniciales,de estaforma, son:

10=0 t=0 0<z=1

q=0 t=0 0=z=l [A.9]

U=1 t=0

La solucióndel modelo matemáticoplanteadopara la adsorciónen tanqueagitado no es

posiblede forma analítica,salvoparael casode queel equilibrio cumplala ley deHenry y, por tanto,

la isotermasealineal. Por ello, se procedea resolvernuméricamentelas ecuacionesde balancesde

materiamediantelaaplicaciónde incrementosfinitos.

De estaforma, el sistemade ecuacionesdiferencialesparabólicasse convierteen un sistema

de ecuacionesordinariasmuediantela aplicación de los incrementosfinitos. A continuación,este

sistema se resuelvemediante integraciónnuméricallevada a cabo a través de un programade

ordenadorrealizadoen lenguajeFortran,utilizandoel paquetede subrutinasde análisis matemático

NAG FortranLibrary (NumericalAlgorithms Group Inc., DownersGrove,IL, EE.UU.).

La obtencióndel valor del coeficientede difusión en los poros D1 se realizó mediante

optimaciónuniparamétricade unafunción objetivo utilizando el algoritmo de Coggins(Kuestery

Mize, 1973).La función objetivo mencionadaquehayqueminimizares la siguiente:

= i~N — C1) [A.l0]

I~I

siendo N el número de puntos experimentales,C~ y C son la concentraciónmedida

experimentalmentey lapredichapor el modelocorrespondientesparacadainstante,i.

A.3.- MODELO DE ADSORCIÓNEN LECHOFIJO

De igual forma que en el casoanterior,es necesariala resoluciónpor métodosnuméricosdel

sistemade ecuacionesdiferencialesqueformanla descripcióndel modelomatemáticode la’ ~adsorción

en un lecho fijo.

Transformandoenadimensionaleslas variablesdel modelo,se obtiene:
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C

C0=—

q

e

r

R

Dt

1’
[Ah]

z

L

Sustituyendoestasvariablesenlas ecuacionesdel balancede materiaen unasecciónradial de

la partícula.se tiene:

¿ico
¿it =

[A.12]

Las condicionesde contorno para el balancede materiaanterior, quedande la siguiente

forma:

En el centro de la partícula:

Dc’

)

Dx ,=~

=0 [A.13]

En la superficieexteriorde lapartícula:

Dú}

¿ix

k1R1
- (u

p p~

[A.14]

La transformaciónde la ecuaciónde] balancede materiaen una seccióntransversa]en el

lechoy suscon-espondientescondicionesde contorno,conlas variablesadimensionales,produce:
½ _ DR

2

L p

¿it L2D~

¿i2(0

¿iz2

uR’

p

LD

¿iu
~e) D~

(u-o~~)

A la entradade la columna:

¿iu
2= e

A la salidade lacolumna:

[Ab]

(1
uL

DL
- uI~~) [A 16]

DU

‘~Z Z=L
= o [A.17]

Lascondicionesinicialesquedanahoracomo:
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[3=0 0=Z=1 -t=0

U=1 0=Z t>0 [A.18]

(O~0 0=Z=1 t=0

Q=0 0=Z=l t=0

Al igual queen el casode la adsorciónentanqueagitado,la resolucióndel modeloplanteado

para lecho fijo deberá realizarse de forma numérica para el caso de que la isoterma de equilibrio no

sea lineal. El sistemade ecuacionesdiferencialesplanteadose resuelvemediante el método de

colocaciónortogonal(Careyy Finlayson,1975;Villadseny Stewart, 1967).

En estecaso,tambiénse procedea la determinaciónde los valoresóptimosdel coeficientede

transferenciademateriaexterna,k1 y del coeficientede difusiónen los poros,D~. Se utiliza el método

del simplexcon3 puntos(2N+l, siendoN=2, el númerode variablesindependientes,en estecasok~ y

D1). La funciónobjetivo elegidaes la A.16 y los valoresóptimosde los parámetroscorrespondena la

situación en la que se cumple la siguiente condición:

< 10rn [A.251

siendo, para cada tanteo, ~ cada uno de los valores de la función objetivo en los vértices del simplex

y ~Dmel valor mediode los mismos.

La resoluciónnuméricade los modelos,así como el ajustede los datosexperimentalesy la

optiniación de los parámetros de cada uno de los modelos se ha realizado a través de un programa de

ordenador escrito enlenguajeFortran,utilizandoel paquetede subrutinasNAG FortranLibrary.
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ANEXO B. AJUSTE DE LAS

ISOTERMAS DE ADSORCIÓN.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

A continuaciónse presentael analisisestadisticocorrespondienteal ajustea las isotermasde

Langmuir y Freundlichde los datosexperimentalesde lasisotermasdeadsorciónde cx-amilasasobre

Duolite XAD-76 1 y Duolite A-568 adiferentestemperaturas.

Los residuosrepresentadosse hancalculadode acuerdoconlasiguienteexpresión:

qap

—

ER — [Bí]
q erp

dondeqexp es el valor, determinadoexperimentalmente,de la concentraciónde «-amilasaadsorbidaen

la resmay qie, es el valor calculadomediantela ecuacióndela isotermacorrespondiente.

En las tablas B.l a 8.6 se indican, en porcentaje,los valores del residuo medio y de la

desviaciónestándarde los residuospara cadauno de los ajustes.Los númerosentre paréntesis
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correspondena los errorescalculadosparalos puntosde concentraciónde equilibrio mayorde 0.20

mg/ml.

Como se ha indicado en el apartado6.3.1, para valores de concentracióninferiores a la

anterior, se utilizará un ajuste lineal de la isoterma utilizando sólamentelos valores de baja

concentración,que tienen una tendencial lineal. Los resultadosde la constantede adsorción

(constantede Henry),asíobtenidos,se muestranen las tablaB.7 y B.8.
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Tabla 8.1: Errores de cada uno de los ajustes de las isotermas de adsorción en
Duolite XAD-761 a 4 0C.

Isoterma bR medio[%] e [%]

Langmuir -3.5 (0.6) 11.3 (5.8)

Freundlich 2.3 6.6

25

0.3 (8)
20

0.2

.~ mS o.m

..~ 0.0~

1~ -o.m

~ -0.2

e

-0.3

-0.4
u 0 5 10 15 20 25

Concentraeiónadsorbida[n,~/gl

Figura 11.1: Ajuste a la isoterma de Langmuir para la resma de HIC a 4 0C: (A) Valores de q predichos por el

aiuste frente a los obtenidos experimentalmente y (B) análisis deresiduos.

0.4

0,3 (8)

02
Q
~ 0.1
O A

~ 0.0
A

A
-0.1

02

-0.3

-0.4
25 0 5 mO 20 25

Concentraeiónadsorbidalmg/g]

Figura 11.2: Ajuste a la isoterma de Freundlich para la resma de HLC a 4 0C: (A) Valores de q predichos por el

ajuste frente a los obtenidos experimentalmente y (B) análisis de residuos.

q (experimentam)

¡0 15

q (experimental)
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Tabla 11.2: Erroresdecadauno de los ajustesdelas isotermasde adsorciónen
Duolite XAD-761 a20 “C.

Isoterma bR medio [%]

Langmuir -1.0 (0.6) 5.7 (2.9)

Freundlich

e

3.7 11.2

(3)

0.3

e

a

ee

ci-

0,0

-0.

-0.2-

-0.3-

-0.4

Figura 11.3: Ajuste a la isotermade Lax3gmuirparala resmade HIC a20
ajusteirente a los obtenidosexperimentalmentey (B) análisisde residuos.
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Figura 11.4: Ajuste a la isoterma de Freundlichparala resmade HIC a 20 0C: (A) Valoresdeq predichospor cl
ajustefrentealos obtenidosexperimentalmentey (E) análisis de residuos.
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TablaB.3: Erroresde cadauno delos ajustesdelas isotermasdeadsorciónen
Duolite XAD-761 a 30 0C.

Isoterma bR mnedio [%] e [%]

Langmuir 2.2 (2.2) 7.0 (7.0)

Freundlich 8.6 19.4

0.4
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Figura 11.5: Ajuste a la isoterma de Langmuir parala resmadeHIC a
ajustefrente a los obtenidosexperimentalmentey (B) análisisde residuos.
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Figura11.6: Ajuste a la isotermadeFreundlichparala resmade HIC a 30
ajuste frente a los obtenidos experimentalmentey (B) análisisde residuos.
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‘rabIa B.4: Erroresde cadauno delos ajustesdelas isotermasdeadsorciónen
Duolite A-568 a 20 “C.

Isoterma tR medio[%] e [%]

Langmuir 68 (2.0) 17.7(4.0)

Freundlich 1.1 6.1

osa
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o s
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Figura 11.7: Ajuste a la isoterma de L-ngmuir para la resma de WC a 20 0C: (A) Valores de q
ajuste frente a los obtenidos cxperimentalmente y (E) análisis de residuos.
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Figura 11.8: Ajuste a la isotermade Freundlich
ajustefrentealos obtenidosexperimentalmente

parataresifladeIEC a 20 “C: (A) Valoresde q predichospor el
y (B) análisisde residuos.
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Tabla 11.5: Erroresde cadaunode los ajustesde las isotermasde adsorciónen
Duolite A-568 a 25 0C.

Isoterma ~it medio [%] o [%]

Langmuir -3.6 (-1.1) 9.0 (5.1)

Freundlich 6.4 14.1

35 0.4

30 0.3 (B)
0.2

25 a-

a- 0.1~2o- os tu

os 0.0 u u
15 ...- u

.4 ~ -0.1 u
e

o- ¡o ‘O
~ -0.2
‘5 u

-0.3

—0.4
II 0 5 10 ¡5 20 25 30 35

Concentración adsorbida lníg/gI

Figura11.9: Ajuste a la isotermadeLangmuir parala resmade WC a25 “C: (A) Valores de q predichospor el
Qiustefrente a los obtenidosexperimentalmentey (B) análisisde residuos.

35 0.4

0.2 (B)
0,2

~ 0.¡ u
O-~ 20

‘O ____________________________________~ 0.0 u ue u¡5 u

-0,1e
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-0.3

-0.4
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Concentración de equilibrio lmg/mlI

Figura 11.10: Ajuste a la isoterma de Freundlich para la resma de WC a 25 “C: (A) Valoresde q predichospor el
ajustefrentea los obtenidosexperimentalmentey (E) análisisde residuos.
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Tabla 11.6: Errores de cada uno de los ajustesde las isotermasde adsorciónen
Duolite A-568 a30 “C.

Isoterma £Rmediol%] e[%1

Langmuir -44(1.8) 9.6 (3.1)

Freundlich 4.9 12.6

E
os
ee.4

‘O

O...,

0.3 -

0.2 -

0.0

~02-

-0.3 -

-O..,
O

q <experimental)

Figura 11.11: Ajuste a la isoterma de Langmuir parala resmade WC a30 0C:
4iuste Irctnte alos t)btenidosexperimentalmentey (B) análisisderesiduos.
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Tabla B.7: Constantesde equilibrio de Henry válidas
parabajaconcentraciónenel sistemaa-antilasa/HIC

Temperatura [C] KA

4.0 17.8±0.4

20.0 14.1 ±0.6

30.0 8.4±0.1

Tabla 11.8: Constantesde equilibrio de Henry válidas

parabajaconcentraciónen el sistemaa-amilasa/LEC.

Temperatura [0C] KA

20.0 35.2±3.2

25.0 36.2±1.8

30.0 42.8±0.8

235
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ANEXO C. FIGURAS

CA.- EXPERIMENTOS DE ADSORCION EN TANQUE AGITADO

A continuaciónse representanlos resultadosexperimentalesde la adsorciónde wamilasaen

las resinasde HIC e WC (figuras C.1 a C.8). En las figurasC.9 a C.24 se muestranlos ajustesde los

datosexperimentalesal modelo matemáticopropuesto.Por último, en la figura C.25 se representa

gráficamenteun ejemplo de la optimaciónllevadaa caboparala determinacióndel coeficientede

difusión en los porosen la quese minimiza el valor de la funciónobjetivo, F, decritaen laecuación

A.16 del anexoA.
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FiguraC.1: Comparaciónde la cinéticade adsorciónde a-amilas-aen Duolite XAD-
761 a diferentestemperaturasparaunaconcentracióninicial de 0.10mg/ml.
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Figura C.2: Comp-oración de la dnética de adsorcióndc ~-amilasaen Duolite XAD-
761 a diferentes temperaturas para una concentracióninicial de0.25 mg/ml.
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FiguraC.3: Comparaciónde la cinéticade adsorciónde a-amilasaen Duolite A-568 a
diferentestemperaturasparaunaconcentracióninicial de0.10 mg/ml.
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F¡gura C.4: Comparaciónde la cinéticade adsorciónde a-amilasaen Duolite A-568 a
diferentestemperaturasparaunaconcentracióninicial de0.25 mg/mi.
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Figura C.5: Comparaciónde la cinéticade adsorciónde a-amilasaen Duolite XAD-
761 paradiferentesconcentracionesinicialesde adsorbatollevadasa caboa20 0C.

Figura C.6: Comparación de la cinética de adsorción de a-amilasaen Duolite XAD-
761 paradiferentesconcentracionesiniciales de adsorhatollevadasa caboa 30 “C.
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Figura C.7: Comparaciónde la cinética de adsorciónde a-amilasaen Duolite A-568
paradiferentesconcentracionesinicialesde adsorbatollevadasacaboa20 tt.
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Figura C.8: Comparación de la cinética de adsorción de a-amilasaen Duolite A-568
paradiferentesconcentracionesiniciales de adsorbatollevadasacaboa25 “C.
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C.2.-EXPERIMENTOS DE ADSORCIÓN EN LECHO FIJO

En el presenteapartadose muestranlas gráficascorrespondientesa las curvas de ruptura

experimentalesparacadauno de las dos adsorbentesen las condicionesde operaciónestudiadas.Se

comparala influencia del caudal, la temperatura,la concentracióna la entradade la columna,el

tamañode partícula y la altura del lecho. La explicación y comentario de las gráficas que a

continuaciónse muestranse encuentraen el apartado6.4.
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0.6

Ql
Ql 0.4

0.2

O-O
O-O i,O 2.0 3.0 [1.0 12.0

Volúmenesde Lecho

Figura C.9: Efecto del caudal sobre las curvas de ruptura correspondientesa la columna
de HIC paraunaconcentracióndeentradade 0.50mg/ml a 20.00C.
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Figura CAO: Efecto del caudal sobre las curvas de rupturacorrespondientesa la
columnade HIC paraunaconcentracióndeentradade2.50mg/ml a 20.00C.
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Figura C.l1: Efecto del caudal sobre las curvas de rupturacorrespondientesa la
columnade WC paraunaconcentraciónde entradade0.50 mg/ml a 25.00C.
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Figura C.12: Efecto del caudal sobre las curvas de ruptura correspondientes
columnadc WC paraunaconcentracióndeentradade2.50mg/ml a 25.00C.
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Figura C.13: Efecto de la concentraciónde alimentaciónsobrelas curvasde ruptura
ct3rrespondientesalacolumnade HIC paraun caudalde 0.25 mí/mm a 20.0“C.
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3.0 11.0 12.0

Figura C.14: Efecto de la concentraciónde alimentaciónsobretas curvasde ruptura
correspondientesalacolumnade HIC paraun caudalde 1.00rril/min a20.00C.
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Figura C.15: Efecto de la concentración de alimentación sobre las curvas de ruptura
correspondientesalacolumnade IEC para un caudal de 0.25 mI/mm a 25.0“C.
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4.0 16.0 18.0

Figura C.16: Efecto de la concentración de alimentación sobre las curvas de ruptura
correspondientesala columnade IEC paraun caudalde 1(X) ml/mm a 25.0 “C.

C.3.- MODELADO DE LA ADSORCIÓN EN TANQUE AGITADO DISCONTINUO

A continuaciónse presentanlas gráficas en las que se comparan las curvas obtenidas

experimentalmentecon las correspondientespredichaspor el modelo matemáticocon el valor del
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coeficientede difusiónenlos porosobtenidomedianteoptimación.
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Figura C.17: Curvas, experimental y teórica (D~ = 2.32 lOí¡ m2/s), de la adsorción
dea-antilasaen DuoliteXAD-761 a4 ~Cy una concentracióninicial de0.10 mg/ml.
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Figura C.18: Curvas, experimental y teórica (D~ = 1.32 10’’ m2/s),de la adsorción
dea-amnilasaen Duolite XAD-761 a4 0C y unaconcentracióninicial de0.50 mg/ml.
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FiguraC.19: Curvas,experimentaly teórica(D~ = 3.72 . l0~íí m/s), de laadsorciónde
ci-amilasaen Duolite XAD-761 a20 0C y unaconcentracióninicial de 0.10mg/ml.
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FiguraC.20: Curvas,cxperiment-aly teórica(D
0 = 1.76 iW’ m

2/s),de la adsorciónde
u-amilasaen Duolite XAD-761 a 20 “C y unaconcentracióninicial de 0.25 mg/ml.
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Figura (2.21: Curvas, experimental y teórica (D~ = 1.52 10.11 m2/s), de la adsorciónde
a-amilasaenDuolite XAD-761 a 20 “C y unaconcentracióninicial de 0.50mg/ml.
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Figura(2.22:Curvas,experimentaly teórica(D
0 = 1.10 10¡í m

2/s), de la adsorción de
rpamil-asaen Duolite XAD-761 a 30 0C y unaconcentracióninicial de0.10 mg/ml.
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Figura(2.23:Curvas,experimentaly teórica(D0 = 2.15 10” ín/s), dela adsorciónde
u-amílasaenDuoliteXAD-761 a 30 t y unaconcentracióninicial de0.25 mg/ml.
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Figura(2.24:Curvas,experimentaly teórica(D~ = 2.11 10.í¡ m
2/s), dela adsorciónde

ry-amilasaen Duolite XAD-761 a 30 0C y unaconcentracióninicial de0.50 mg/ml.
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Figura (2.25: Curvas,experimentaly teórica(D~ = 5.20 . 1041 m2/s),de la adsorción
de a-amilasaen Duolite A-568 a 20 0C y unaconcentracióninicial de0.10mg/ml.
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Figura (2.26: Curvas, experimental y teórica (D
2 2.21 . 10” m

2/s),de la adsorción
de a-amilasaen Duolite A-568 a20 “C y unaconcentracióninicial de 0.25 mg/ml.
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Figura (2.27: Curvas, experimental y teórica (D~ = 2.08 . íú~’ m2/s), de la adsorción
de a-arnilasaen Duolite A-568 a 20 “C y unaconcentracióninicial de 1.00 mg/ml.
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Figura (2.28: Curvas, experimental y teórica (D~ = 6.02 - 10”’ m2/s),de la adsorción
de cx-amilasaenDuolite A-568 a25 0C y unaconcentracióninicial de 0.10 mg/ml.
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Figura C.29: Curvas, experimental y teórica (D~ = 2.41 lo”’ m2/s),de la adsorción
dea-amilasaen Duolite A-568 a25 0C y unaconcentracióninicial de0.25 mg/ml.
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Figura (2.36: Curvas,experimentaly teórica (D~ = 2.55 10.11 m2/s), de la adsorción
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de ~-amilasaen Duolite A-568 a 25 “C y unaconcentracióninicial de 1.00mg/ml.
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Figura(2.31: Curvas,experimentaly teórica(D~ = 7.41 l0~’~ m2/s),de laadsorción
de cx-amilasaenDuolite A-568 a300Cy unaconcentracióninicial de 0.10 mg/ml.
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Figura (2.32: Curvas,experimentaly teórica(D
0 = 2.75 -‘‘ &/s), de la adsorción

dc ctamilasaen Duolite A-568 a 30 “C y unaconcentracióninicial de 1.00 mg/ml.
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Figura (2.33: Optimación del valor de D~, por minimizaciónde la función objetivo
para un experimentode adsorción de a-amilasa en tanque agitado a 25 0C y
concentracióninicial 0.25 mg/ml sobrela resmadeintercambioiónico.

C.4.- MODELADO DE LA ADSORCION EN LECHO FIJO

En el presente apartado se comparan las curvas de ruptura experimentales con las teóricas

derivadasdel modelomatemático.Los parámetroscinéticosutilizadosparael modeladofiguranen el

apartado7.2 y se hanobtenidomedianteoptimacióndel ajustede ambascurvas. -
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Figura (2.34: Comparación de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el modelo
para la resma de HIC en las siguientescondiciones:C0 = 0.50 mg/mí; Q = 0.25 mí/mm; 1 = 20
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Figura (2.35: Comparación de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el modelo
parala resmadeHIC en las siguientescondiciones:~ = 0.50 mg/mí; Q = 0.50 mí/mm; T = 20 “U.
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Figura (2.36: Comparaciónde la curvade ruptura experimentaly calculadamedianteel modelo
parala resmadefflC en las siguientescondiciones:C0 = 0.50 mg/mí; Q= 1.00ml/mln; T = 20 ~C.
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Figura C.37: Comparaciónde la curva de ruptura experimentaly calculadamedianteel modelo
parala resmadeHIC en las siguientescondiciones:C~ 1.00mg/mí; Q= 0.25 ml/mm; T = 20

0C.
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Figura (2.38: Comparaciónde la curvade rupturaexperimentaly calculadamedianteel modelo
parala resmade HIC en las siguientescondiciones:C0 = 1.00 mg/mí; Q = 1.00 mí/mm; T = 20”(2.

Figura (2.39: Comparación de la curva de rupturaexperimentaly calculadamedianteel modelo
para la resmadc HIC en las siguientescondicioncs: (2, 2.50 mg/mí; Q = 0.25 mí/mm; T = 200(2,
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Figura (2.40: Comparación de la curva de rupturaexperimentaly calculadamedianteel modelo
parala resmadeHIC enlas siguientescondiciones:Co = 2.50 mg/mí; Q = 0.50mí/mm; T = 20 “C.
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Figura (2.41: Comparación de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el modelo
parala resmadeHIC en las siguientescondiciones:~ = 2.50mg/mí; Q = 1.00 ml/mm; T = 20 O(2•
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Figura (2.42: Comparación de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el modelo
par-a la resmade IEC en las siguientescondiciones:Cf = 0.50mg/mI; Q = 0.25 mí/mm; T = 25”(2.
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Figura (2.43: Comparaciónde la curvade rupturaexperimentaly calculada
para1-a resmade IEC en las siguientescondiciones:C~ 0.50 mg/mi; Q = 0.50

medianteel modelo
ml/ruin; T = 250(2
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Figura (2.44: Comparación de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el modelo
para la resma de WC en las siguientescondiciones:C~ = 0.50 mg/mí; Q = 1.00mí/mm; T = 25 O(2~
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Figura (2.45: Comparaciónde la curvade ruptura experimentaly calculadamedianteel modelo
parala resmade [ECen las siguientescondiciones:C0 = 1.00mg/ml; Q = 0.25 mí/mm;T = 25 “C.
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Figura (2.46: Comparaciónde la curvade rupturaexperimentaly calculadamedianteel modelo
parala resmadeIEC en las siguientescondiciones:C0 = 1.00 mg/mI; Q = 0.50mí/mm; T = 25 ~(2.
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Figura (2.47: Comparación de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el modelo
parala resmade WC eo las siguientescondiciones:~ = 1.00 mg/mI; Q= 1.00ml/mio; T = 25 “C.
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Figura (2.48: Comparaciónde la curva de rupturaexperimentaly calculadamedianteel modelo
parala resmade WC en las siguientescondiciones:(2~ = 2.50 mg/mi;Q = 0.50mí/mm; T = 25”(2
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Figura (2.49: Comparacióí’de la curva de rupturaexperimentaly calculadamedianteel modelo
parala resmade IEC en las siguientescondiciones:~ = 2.50mg/mI;Q = 1.00 mí/mm;T = 25 fl(2~
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Figura (2.50: Comparaciónde la curva de rupturaexperimentaly calculadamedianteel modelo
parala resmadeWC en las siguientescondiciones:C0 = 0.50mg/mi; Q = 0.50 mí/mm; T = 20 “C.
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Figura (2.51: Comparación de la curva de ruptura experimental y calculada mediante el modelo
parala resmade WC en las siguientescondiciones:C0 = 0.50 mg/ml; Q= 0.50ml/mm; T = 30 “C.
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NOMENCLATURA

A,80: Absorbanciaa 280 nm.

ABEl-: Area BET.

AA5: Area molecular de contacto ligando-adsorbatoen HIC.

b: Parámetrode la isotermadeLangmuir.

Concentraciónde adsorbatoenla fasefluida en el interior delos poros.

C: Concentraciónde adsorbato en el senode la fasefluida fuera de las partículas.

D~: Difusividad molecular del adsorbato A enla disoluciónB.

O~: Coeficientede difusión intracristalino.

DL: Coeficientede dispersiónaxial.

OK: Coeficientede difusividadde Knudsen.

dp: Diámetrode partícula.

Dp: Coeficientededifusiónen los poros.

Aceleraciónde lagravedad.

A0
0: Variación de la energíalibre de adsorción.

AH0: Variación de la entropía de adsorción.

J~. Flujo de adsorbatoque atraviesala capalímite externa.
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Constanteaparentede adsorción(Ec. 3.4)

k’: Factorde capacidad.

KA: Constantede adsorción(constantede Henry).

k1: Coeficientede difusiónexterna.

K~: Parámetrodela isotermade Freundlich

k’0: Factorde capacidaden ausenciadc sal.

L: Longitud de lecho.

m: concentraciónmolal.

MA: Masa molecular del adsorbato.

MB: Masamoleculardel disolvente.

- Presión--

Concentracióndeadsorbatoadsorbidapor unidadde masadeadsorbente.

Q: Caudal.

<-ln< Capacidadmáximadel adsorbente.

Constante delos gases.

Radio de partícula.

AS
0: Variaciónde la entropíade adsorción.

Tiempo

1R~ Tiempoderetencióndel adsorbato.

Tiempoderetencióndel trazador.

Temperatura.

Velocidad intersticial de un fluido.

V: Volumenmolar mediodel disolvente.

Volumen dedisolución.

VA: Volumenmolarmediodel soluto asu temperaturadeebullición.

y,,. Volumendeporo.

W: Masa de resma.

Z
1>: Car2a característicade la proteína.

Z5: Carganetadel contraiónen IEC.

Letrasgriegas

Parámetrodela isotermade Freundlich.

e: Porosidaddecolumna.

El,: Porosidad de partícula.

CF: Función objetivo (Fc. A.l0).

CFC. Diámetro internodel lecho.
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Parámetrode interacciónhidrofóbica.

ji: Momento dipolar de unaproteína.

Viscosidaddeunadisolución.

Primermomento(Ec. 3.1).

Densidaddeun fluido.

p’ Densidad aparente de un sólido poroso.

Pr Densidadreal de un sólidoporoso.

e: Incremento molal de tensiónsuperficial de una sal.

e2: Segundomomentocentral(Ec. 3.2).

Factorde tortuosidad.

e: Fracción dela superficiedeun adsorbentecubiertapor moléculasde adsorbato.

Acrónimos

HPLC: Cromatografíalíquida dealtaeficacia.

HIC: Cromatografíade interacciónhidrofóbica.

IEC: Cromatografíade intercambioiónico.

GH: Gradode hidrólisiso equivalentededextrosa.

GP: Gradodepolimerización.
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