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1) Abreviaturas

Abs
Alg
BDST
BSA
CAT
CCD
Cit
EDTA
Epi
GG
MTZ
LZ
ovoO
PCF
PE

Pi
Plur68
PVA
PVP
QTg
R2

RC
SS/X
SDS-PAGE

Absorbancia

Alginato de sodio

Tiempo de Servicio de la Altura de un Lecho
Albiimina Sérica Bovina

Catalasa

Dispositivo de carga acoplada

Buffer citrato de sodio

Acido etilendiaminotetraacético
Epiclorhidrina; 1-Cloro-2,3-Epoxipropano
Goma Guar

Zona de transferencia de masa
Lisozima

Ovoalbumina

Polimero de cadena flexible
Polielectrolito

Buffer fosfato de sodio

Pluronic® F68

Polivinilalcohol o Alcohol Polivinilico
Polivinilprrolidona
Quimotripsindégeno

Coeficiente de determinacion

Rojo Congo

Sumatoria de cuadrados del error

Electroforesis en gel de poliacrilamida en medio
desnaturalizante

i1) Palabras tomadas del extranjero

Batch

En lote o tanque agitado

Vil



BDST

Buffer
CCD

Delivery

Plateau

SDS-PAGE

Spray Drying
Spray Dryer

ABREVIATURAS, SIMBOLOS Y PALABRAS TOMADAS DEL EXTRANJERO

Del inglés: Bed Depth Service Time model. Tiempo de
Servicio de la Altura de un Lecho

Solucién reguladora del pH

Del inglés: charge couple device. Dispositivo de carga
acoplada

Transporte

Zona de meseta donde el valor de una variable se
mantiene constante

Del inglés: Sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel
electrophoresis. Electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecilsulfato de sodio

Secado por pulverizacion

Secador por pulverizacion



RESUMEN

Resumen

En la actualidad, existe una gran necesidad de desarrollar nuevas herramientas y
métodos en el area de la bioseparacion. Una de las principales demandas de las industrias
alimenticia, textil, papelera, cosmética y farmacéutica, es la disposicion de grandes
cantidades de enzimas y, en algunos casos, con altos grados de pureza, ya que estas
presentan ventajas tanto a nivel velocidad y costo de produccion, como asi también en el
rendimiento del proceso y el bajo impacto negativo en el medio ambiente. Asi, surge la
busqueda de nuevas técnicas bioseparativas para la obtencion de enzimas.

En los ultimos afios, los procesos de adsorcion han sido ampliamente desarrollados
para su uso en la recuperacion de macromoléculas. Esta técnica hace uso de la capacidad
de adsorcién de una fase solida para unir moléculas presentes en una solucion. La
adsorcion puede ser llevada a cabo en tanque agitado, donde el sistema llega a un
equilibrio en la concentracion de adsorbato tanto en el adsorbente como en la solucion; o
en columna donde, dependiendo del sentido del flujo de la solucion, puede clasificarse
como lecho empacado, lecho expandido o fluidizado. El principal problema de esta
técnica es que las matrices de adsorcion comerciales existentes presentan costos elevados
y una vida util corta, por lo que es deseable disefiar nuevos sistemas rentables y con alta
capacidad de adsorcion. El uso de polimeros naturales para obtener matrices con
capacidad de adsorber proteinas es una excelente opcidn, ya que son faciles de preparar,
rentables y no contaminantes.

En este trabajo se desarrollaron, en una primera parte, matrices de Alginato y Goma
Guar, dos polimeros naturales, a partir de la gelificacion de una solucion de dichos
polisacéridos cuando entra en contacto con una solucion de CaCly. Las esferas obtenidas
fueron entrecruzadas covalentemente con Epiclorohidrina, con el objetivo de aumentar

su estabilidad evitando su disolucion. Se caracterizaron morfoldgica y estructuralmente,
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verificando su tamafio promedio de 2 mm, su alta hidrofilicidad o capacidad para retener
agua y la reaccion exitosa entre los grupos OH del Alginato y los grupos epoxi de la
Epiclorohidrina a partir del analisis del espectro de Infrarrojo (FT-IR) de las matrices
tratadas quimicamente.

Se estudiaron la cinética y las isotermas de adsorcion de la Lisozima en la matriz
polimérica. La cinética de adsorcidn sigui6é un modelo de pseudo primer orden, mientras
que la isoterma de adsorcion en el equilibrio pudo representarse mediante el modelo de
Freundlich. La cantidad méaxima de Lisozima adsorbida en esta matriz fue de
aproximadamente 2,4 mg por g de matriz hidratada a pH 7,0. El mecanismo de adsorcion
se asocio a un proceso de difusion simple con una interaccion Coulombica débil entre la
proteina y la matriz. La presencia de NaCl 0,3 M indujo un desplazamiento total de la
Lisozima desde la matriz. Bajo esta condicion, el porcentaje de proteina desorbida fue del
95%. Se realizaron ciclos sucesivos de adsorcidon-desorcion por lavado y los resultados
mostraron la reversibilidad del proceso y la utilidad del método para la purificacion y
separacion de enzimas. También, se estudié la adsorcion y desorcion de Lisozima en
lecho empacado utilizando la matriz Alginato-Goma Guar. Se concluyo que los modelos
de Thomas y Tiempo de Servicio de la Altura del Lecho ajustaron correctamente a los
datos experimentales de las curvas de rupturas con altos coeficientes de correlacion. Se
llevo a cabo un ultimo paso para la purificacion de Lisozima a partir de clara de huevo
como fuente natural, obteniéndose un 75% de rendimiento y un factor de purificacion de
alrededor de 15 cuando se trabajé en columna de lecho empacado.

En una segunda parte, se abord6 la obtencion y caracterizacion de la matriz de
Alginato-Goma Guar entrecruzada con Epiclorohidrina en presencia de diferentes
polimeros de cadena flexible: alcohol polivinilico, polivinilpirrolidina y Pluronic® F68.

Las matrices obtenidas se usaron para la adsorcion de Lisozima y Quimotripsindgeno, y

Xl
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mostraron, para ambas proteinas, una captacion creciente en presencia de los polimeros
de cadena flexible en el sentido: ninguna < Pluronic® F68 < polivinilpirrolidina < alcohol
polivinilico. Se encontrd que, en todos los casos, el proceso de adsorcion sigue un modelo
de cinética de pseudo primer orden y no se encuentra influenciado por el tipo de polimero
y que el modelo de Freundlich es el mas adecuado para el ajuste de los datos
experimentales. Se confirmo que, la adicidon de alcohol polivinilico y polivinilpirrolidina
mostraron la mayor capacidad de adsorcion para ambas proteinas comparadas frente a la
matriz Alginato-Goma Guar. Esto se debe a un incremento en la rigidez del gel causada
por la formacidon de enlaces puente hidrogeno entre los polisacaridos y los polimeros
sintéticos. Finalmente, se obtuvo un recupero de 79% y un factor de purificacion de 17
veces de Lisozima desde la clara de huevo en un sistema de lecho empacado con la matriz
Alginato-Goma Guar-alcohol polivinilico. Esto verifico que la presencia de este polimero
provoca cambios estructurales en la matriz que beneficia la adsorcion de macromoléculas
desde su fuente natural.

Por ultimo, se obtuvieron microparticulas de Alginato mediante secado por
pulverizacion (Spray Drying) y se entrecruzaron quimicamente con Epiclorohidrina. Las
microparticulas se caracterizaron por su tamafio, morfologia superficial (SEM), potencial
zeta, analisis térmico (TGA/DSC) y espectroscopia Raman. Las microparticulas
resultantes presentaron tamafios promedios de 700 nm y un valor de potencial zeta de -84
mV. La capacidad de adsorcion de la matriz se estudido utilizando Lisozima y
Quimotripsindégeno como proteinas modelo. Las isotermas de equilibrio fueron descritas
por los modelos de Langmuir y Hill, respectivamente. Las capacidades maximas de
adsorcion para la Lisozima y el Quimotripsindgeno fueron 1880 y 3034 mg/g de
microparticulas de Alginato, respectivamente. Finalmente, se estudi6 la capacidad de

seleccion de las microparticulas de Alginato para ambas proteinas a partir de una mezcla

Xl
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compleja de proteinas. Luego de un ciclo de adsorcion, lavado y desorcion, se verifico,
por SDS-PAGE, la separacion de las proteinas modelos con respecto a las proteinas

totales presentes en el sistema.
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1. Introduccion

1.1. La bioseparacion

El proceso de bioseparacion de proteinas se refiere a la purificacion y concentracion
de una proteina a partir de un producto complejo de diversas procedencias como puede
ser animal, microbiana o vegetal.

Siguiendo esta definicién, las operaciones que comprenden los procesos
biotecnoldgicos a escala comercial se han dividido, tradicionalmente, en:

e Operaciones previas (upstream processing), dentro de las cuales se incluyen
los pasos de obtencion de la proteina de interés ya sea mediante utilizacién
de biorreactores, fermentadores o a partir de una fuente natural.

e Operaciones posteriores o bioseparaciones (downstream processing), que
involucran la recuperacion, purificacion y concentracion de los productos
provenientes de la etapa anterior [1].

Con los avances de la ciencia moderna, principalmente en el campo de la
biotecnologia, la obtencion de enzimas y otras proteinas de interés es materia corriente
en gran parte de los laboratorios y empresas del mundo. En general, la macromolécula de
interés se encuentra diluida en un sistema complejo junto con otras macromoléculas y, en
algunos casos, otros componentes celulares. Uno de los principales desafios con los que
se enfrenta la biotecnologia moderna es encontrar la capacidad de separar y purificar la
macromolécula de interés del resto de componentes no deseados.

En los ultimos afos, la bioseparacion ha adquirido mayor importancia debido a la
creciente necesidad de disponer de grandes cantidades de proteinas con diversos grados
de pureza dependiendo del uso final que se le vaya a dar. Sin embargo, muchos de los
métodos de separacion conocidos permiten obtener proteinas con un grado de pureza

aceptable a escala de laboratorio, pero son muy dificiles de aplicar a nivel de macroescala.
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En la actualidad, existe un creciente interés de las empresas en desarrollar procesos
escalables y eficientes que permitan llevar rapidamente al mercado productos nuevos y
economicos [2, 3]. Es importante destacar que el costo final del proceso de bioseparacion
es tan significativo como su eficiencia, ya que el mismo puede llegar a representar hasta
el 80% del costo total de obtencion del producto [4].

Durante las etapas de separacion se pueden explotar las diferencias en las
propiedades quimicas, estructurales y funcionales entre la proteina de interés y otras
proteinas en la mezcla en bruto. Estas propiedades incluyen el tamafio, forma, punto
isoeléctrico, distribucion de carga eléctrica, hidrofobicidad, solubilidad, densidad,
afinidad de unidn a ligando, metal de unidn, asociacion reversible, modificaciones post-
traduccionales y las secuencias o estructuras especificas. Mediante la explotacion de estas
variaciones en las propiedades fisicas y quimicas entre las proteinas, varias metodologias
pueden ser aplicadas para disefiar un esquema de purificacion viable [5]. Dentro de este
campo, el objetivo a lograr es el mayor grado de pureza posible con el menor nimero de
operaciones unitarias. La disminucion del numero de pasos es critica ya que en cada etapa
de purificacion aplicada se pierde parte de la proteina de interés y, ademas, para proteinas
inestables la disminucion del tiempo total del proceso es muy importante para mantener
su estructura y actividad catalitica en el caso de enzimas [6].

Otro aspecto para tener en cuenta en cualquier proceso de bioseparacion a
macroescala, es el efecto que tenga el proceso sobre el medio ambiente. Una metodologia
que utilice productos toxicos o contaminantes no podra ser aplicada aun cuando rinda
buenos resultados en cuanto a la purificacion.

En resumen, un proceso bioseparativo eficaz sera aquel que alcance un buen
rendimiento y purificacion, con el menor nimero de operaciones unitarias, que lleve el

menor tiempo posible, menor costo y que tenga minimo impacto sobre la estructura y
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actividad biologica de la proteina de interés y el medio ambiente [7]. Estas variables no
pueden ser maximizadas todas al mismo tiempo de manera que, dependiendo del objetivo

final que se le vaya a dar a la proteina, serd la variable més importante a tener en cuenta.

1.1.1. Metodologias aplicadas para la bioseparacioén

Existen diversas metodologias disponibles para realizar bioseparacion de
proteinas. Algunas de ellas, como la precipitacion con sales de amonio [8] y las técnicas
cromatograficas: de afinidad [9], filtracion en gel [8], entre otras, no pueden ser aplicadas
a gran escala debido al costo, a la gran cantidad de reactivos necesaria, al equipamiento
que se requiere y a la gran cantidad de desechos que generan. Sin embargo, existen
algunas técnicas que si permiten su aplicacion en macroescala. Entre ellas podemos
nombrar [10]: la filtracién con membranas, extraccion liquido-liquido [11], precipitacion
usando polielectrolitos [12, 13] y adsorcion [14-16]. Estas metodologias son sencillas,
requieren equipamientos simples y, en la mayoria de los casos, no utilizan grandes
cantidades de reactivos. El grado de purificacion y rendimiento alcanzado con las mismas
por separado es bajo (variando entre 40-80% para el rendimiento y entre 1-6 para el factor

de purificacion), pero en combinacion pueden dar muy buenos resultados.

1.2. Adsorcion
La adsorcion es una de las operaciones unitarias mas utilizadas para la etapa de
concentracion y purificacion de macromoléculas a partir de homogenados de tejidos

animales y vegetales o a partir de caldos de cultivo.
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En el proceso de adsorcién pueden distinguirse dos protagonistas principales: el
adsorbente y el adsorbato. Segun las caracteristicas que posean cada uno de estos
componentes se podran obtener distintas caracteristicas para el proceso de adsorcion. La

Fig. 1.1 presenta un esquema simplificado del proceso de adsorcion.
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Figura 1.1: Esquema simplificado del proceso de adsorcion.

Pueden distinguirse cuatro etapas fundamentales en el proceso de adsorcidon: una
primera etapa de contacto entre adsorbato y adsorbente seguida de la adsorcion
propiamente dicha. Luego, una etapa de lavado para eliminar impurezas y material
adsorbido inespecificamente y, por Ultimo, una etapa de eluciéon para recuperar el
adsorbato en fase liquida. Una quinta etapa, que no siempre es posible pero que tiene una
gran importancia desde el punto de vista economico y de disminucioén de desechos, es la

regeneracion de la matriz adsorbente para ser utilizada en un nuevo ciclo de adsorcion.
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La adsorcidon sobre so6lidos puede clasificarse en: adsorcion fisica (fisisorcion) y
adsorcidon quimica (quimisorcion), aunque no hay una clara division entre las mismas. El
proceso de adsorcion fisica es un fenomeno de superficie en el cual las moléculas de
soluto (adsorbato) se concentran en una superficie solida (adsorbente) debido a fuerzas
intermoleculares entre el adsorbato y el adsorbente. Las fuerzas intermoleculares
implicadas en general son del tipo de Van der Waals, electrostaticas o interacciones
hidrofobicas, debido a la naturaleza de estas fuerzas, el fendmeno de adsorcion es
facilmente reversible. En la quimisorcién se produce una reaccion quimica en la
superficie del adsorbente y, el adsorbato se mantiene unido a través de enlaces quimicos
relativamente fuertes. Otra caracteristica importante es que la adsorcion fisica no es
especifica mientras que la quimisorcion es similar a las reacciones quimicas ordinarias en
cuanto a su elevada especificidad [17].

La adsorcion de proteinas puede realizarse trabajando en tanque agitado o batch, en
lecho empacado o fijo, en lecho expandido y en lecho fluidizado. Dependiendo del tipo
de sistema con el que se trabaje seran los parametros de interés a determinar.

Los estudios de adsorcion en disolucion mediante experiencias en batch proporcionan
una medida de la eficacia de adsorcidn en la purificacion de macromoléculas, asi como
la capacidad méxima de adsorcion. Tales experimentos consisten en colocar una cantidad
determinada de adsorbente en contacto con la solucidon que contiene la macromolécula
que se quiere aislar, manteniéndola en suspension mediante agitacion el tiempo necesario
para alcanzar el equilibrio de adsorcion. En estos casos, la caracterizacion del sistema
tiene que ser abordada desde dos puntos de vista: la cinética de adsorcion y el estudio de

la adsorcion en el equilibrio, es decir, la obtencion de las isotermas de adsorcion.
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1.2.1. Cinética de adsorcion

La cinética describe la velocidad de adsorcion del adsorbato en el adsorbente y

determina el tiempo en que se alcanza el equilibrio. La velocidad a la cual la adsorcion

tiene lugar es de fundamental importancia cuando se disefian sistemas de adsorcion en

batch [18]. La transferencia de un soluto desde el seno de una solucion hasta la superficie

de una particula solida porosa puede ser descripta por los siguientes pasos, los cuales son

mostrados en la figura 1.2 [19]:

e FEtapa 1: difusion del adsorbato a través de la capa limite seguida de la
adsorcion en la superficie externa del adsorbente.

e FEtapa 2: difusién intra-particula, es decir, la difusion del adsorbato a través
del interior de los poros del adsorbente.

e Etapa 3: reaccion de superficie, que es la fijacion del adsorbato en la

superficie interna del adsorbente.
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Figura 1.2: Adsorcion de una molécula de adsorbato en la superficie interna de una matriz adsorbente
porosa. Etapa 1: difusion a través de la capa limite, y etapa 2: difusion a través de los poros.
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Existen diferentes modelos cinéticos para el ajuste de los datos experimentales,

los mismos se detallan en la tabla 1.1.

Tabla 1.I: Modelos cinéticos aplicados al proceso de adsorcién en batch.

Modelo cinético Ecuacion Parametros
qt (mg/g)=cantidad de adsorbato
adsorbida a un tiempo t

Forma no hneal' qe (mg/g): maxima capacidad

Pseudo-primer orden Qe = qe(1-e¥1%) (1) de adsorzis(;nciild?fis‘é(gbeme n

[20] Forma lineal: ki(min™")= Constante de

In (ge- q0) =Inqe - kst (2) velocidad de pseudo-primer
orden

t (min)= tiempo

qt, ge y t poseen el mismo
kyq2t significado que en el modelo de
=—22—(3) pseudo-primer orden

Forma no lineal:

5 e =
Aty Segzlindo Uil 1+k2.qet ) k2 (g.mg!.min"")= constante de
[21] Forma lineal: velocidad del modelo
t_ ( ! 2) +L @ kz.qe?= velocidad inicial de
qt k2qz de adsorcion
Kia (mg.g-1.min-0,5)=
coeficiente de difusion
qr = Kigt®®> +C  (5) interna
Weber-Morris [18] C constante relacionada con el

efecto de la capa limite, dando
una idea del espesor de la
misma

El modelo de pseudo-primer orden asume que la etapa limitante del proceso de
adsorcion sera la transferencia de masa desde el seno de la solucion hacia la superficie
del adsorbente [22]. El de pseudo-segundo orden plantea al proceso de adsorcién como
una reaccion quimica en la cual la etapa limitante de la velocidad es la interaccion del
adsorbente y el adsorbato ya sea mediante formacioén de enlaces covalentes o mediante
interaccion i6nica [23]. El modelo de Weber y Morris, por su parte, ayuda a identificar el
mecanismo de difusion, con el propdsito de conocer el mecanismo molecular involucrado

en el proceso de adsorcion. Este modelo considera que el paso limitante de la velocidad
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en los sistemas que ajustan a dicha ecuacion es la difusion intra-particula de las moléculas
de adsorbato en el adsorbente [23]. Generalmente los graficos que se obtienen
muestran multilinealidad durante todo el periodo de adsorcion y proporcionan un mejor
ajuste si no se fuerza a la grafica lineal a pasar a través del
origen. La multilinealidad indica multiples mecanismos que controlan o limitan la
velocidad del proceso de adsorcion. Cada segmento lineal representa un mecanismo de
control o varios mecanismos de control simultaneos.

Cuando se observa la linealidad de las graficas qt vs t%°

, se pueden encontrar tres
situaciones:

e La ordenada de la grafica q: vs t*° es igual a cero, es decir, la grafica lineal pasa
por el origen (C=0). Significa que la cinética de adsorcion se rige por la difusion intra-
particula o por la reaccion superficial. La influencia de otros procesos es despreciable
[24].

e La ordenada de la grafica g vs t* tiene un valor positivo (C>0). Se puede asumir
nuevamente que la difusion intra-particula o la reaccion superficial gobierna las cinéticas
de adsorcion en la region lineal. Sin embargo, uno de estos mecanismos esta precedido
por un proceso cinético muy rapido que es responsable del rapido incremento observado
en la region inicial de la isoterma cinética. Cuanto mayor sea el valor de C, mayor sera la
resistencia a la difusion a través de la pelicula de liquido.

e La ordenada de la graficaq.vs t% tiene un valor negativo (C<O0). Tal
comportamiento podria explicarse asumiendo que hay otro proceso que influye en la
cinética de adsorcion, pudiendo deberse al cambio de la concentracion de adsorbato cerca
de la superficie de adsorcion. Esto generaria un efecto combinado del control de la
velocidad por difusion a través de la capa limite y por la reaccion en la superficie del

adsorbente [25].
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1.2.2. Isotermas de adsorcion

Las isotermas de adsorcion representan graficamente la capacidad de adsorcion (Q)
en funcion de la concentracion de adsorbato en la fase liquida, en el equilibrio y a
temperatura constante [26]. La obtencion y evaluacion de las isotermas de adsorcion es
importante ya que permiten evaluar la capacidad de adsorcion de un determinado sistema,
bajo distintas condiciones. Ademas, existen diversos modelos matematicos de isotermas
que permiten ajustar los datos experimentales y obtener parametros que, dependiendo del
modelo utilizado, permiten describir el tipo de adsorcién y obtener los parametros
termodindmicos del proceso.

Existen diferentes modelos matematicos para las isotermas de adsorcion, cada uno
basado en consideraciones, supuestos y aproximaciones diferentes [27]. En la tabla 1.1I
se representan algunos de los modelos mas utilizados.

Tabla 1.I1: Modelos de isotermas mas utilizados para la adsorcion en el equilibrio.

Modelo Ecuacion Parametros
C. concentracion de equilibrio
de adsorbato (mg/L), ge
cantidad de adsorbato adsorbida
_ 9mKiCe (6) por gramo de adsorbente en el
1+K,Ce equilibrio (mg/g), gm capacidad
maxima de la monocapa (mg/g)
y Ki constante de Langmuir
(L/mg).
¢ey Ce mismo significado que
en modelo de Langmuir, Ky
Freundlich qe = KeCon (7) constante de Freundlich (mg!-
(M ng-1) y n intensidad de la
adsorcion.

Langmuir de

gm méxima capacidad de
AmCo™ adsorcion del adsorbente
Hill e = ——= (8) (mg/L), Ku constante de Hill y
Kut Ce n coeficiente de cooperatividad
de Hill para la interaccion.

Los modelos de Langmuir y Freundlich son los més frecuentemente utilizados para el

modelado de los datos experimentales debido a su simplicidad y facilidad de
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interpretacion [26]. En el corriente trabajo se llevaron a cabo dichos ajustes ademas del
modelo de Hill.

El modelo de Langmuir describe cuantitativamente la formacion de una monocapa de
adsorbato sobre la superficie externa del adsorbente.

La aplicacion de este modelo se basa en las siguientes hipotesis [28]:

e Solo se adsorbe una monocapa de adsorbato

e La adsorcién tiene lugar en sitios especificos y los mismos son
homogéneos

e Una vez que un sitio estd ocupado, no hay mas adsorcion en el mismo

e Laenergia de la adsorcion es constante y no depende del nimero de sitios
ocupados

e No hay interaccién entre las moléculas adsorbidas en sitios vecinos.

El modelo de Freundlich, por otra parte, es empirico y se utiliza para describir la
adsorcion en multicapas, con interaccion entre las moléculas adsorbidas. El modelo
supone que los sitios mas fuertes se ocupan primero y que la fuerza de la interaccion
disminuye a medida que los sitios son ocupados [26].

Finalmente, el modelo de Hill describe la adsorcion competitiva no ideal [29]. El
mismo fue desarrollado para explicar la uniéon del O; a la hemoglobina pero luego fue
aplicado a diferentes sistemas [30]. El modelo asume a la adsorcion como un fenomeno
cooperativo donde la union del ligando en un sitio del adsorbente puede influenciar a los

demas sitios de unidn en el mismo.

1.3. Adsorcién en lecho empacado o fijo
En los ultimos afios, la adsorcion en columnas de lecho empacado se ha convertido
en una técnica popular debido a su simplicidad, a la disponibilidad de una amplia gama

de adsorbentes, y porque se ha demostrado que es un proceso eficaz y atractivo para la
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recuperacion de proteinas desde diferentes tipos de biomasa [31]. La aplicacion de esta
operacion continua para la recuperacion de proteinas a gran escala permite tratar grandes
volimenes de efluente en un periodo mas corto de tiempo. Este proceso puede escalarse
facilmente de laboratorio a planta piloto, es facil de monitorear y operar, y, es efectivo
para la adsorcion/desorcion ciclica, ya que depende del gradiente de concentracion como
fuerza motriz para la adsorcion.

Los estudios de adsorcion en una columna de lecho fijo, a diferencia de los
experimentos en batch, no funcionan bajo condiciones de equilibrio debido a que
continuamente ingresa a la columna una disolucion de alimentacion, donde se establece
un proceso de transferencia de masa permanente entre una fase movil que contiene el
adsorbato y la fase solida del lecho adsorbente. En la figura 1.3 se muestra el esquema de
una columna empacada con un material adsorbente en contacto con un liquido que
contiene un soluto (adsorbato) de concentracion Cy. Inicialmente la parte inferior del
adsorbente remueve rapidamente el soluto, asi que el fluido que sale de la columna esté
practicamente libre de adsorbato. Durante el proceso, a medida que la solucion entra en
contacto con el adsorbente, cada una de sus particulas va acumulando adsorbato hasta
alcanzar la saturacion. Este tiene lugar en una zona del lecho conocida como zona de
adsorcion o de transferencia de masa (MTZ). Esta region separa la zona virgen del
adsorbente de la zona de saturacion y es donde ocurre la mayor parte del cambio de
concentracion. Cuando la MTZ sale de la columna, el lecho estd completamente saturado

y la concentracion a la salida (C) es la misma de la entrada (Co) [32].
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Co Co Co Co Zona Co Co Co
saturada
b4 b g omee |
MTZ

e

Zona virgen

Curva de ruptura real
CJCO

Curva de ruptura ideal

. e lb ts
Tiempo —— 7 5
Tiempo de ruptura real Tiempo de saturacion real

Figura 1.3: Curva de ruptura tipica mostrando el movimiento de la zona de transferencia de masa (MTZ).

La forma que presenta la curva de ruptura ayuda a identificar el mecanismo
limitante de la velocidad del proceso de adsorcion. En el caso ideal, la MTZ es
infinitamente estrecha y la curva de ruptura presenta una linea vertical entre el punto de
ruptura y el punto de saturacioén. En la practica, debido a la existencia de resistencias a
dicha transferencia de materia, la curva presenta una forma sigmoidea y la disminucioén
de la pendiente (curva sigmoidea mas “aplanada”) indica que la MTZ se extiende a través
de una gran parte de la columna y es propensa a ampliarse a medida que progresa la
operacion debido a que los mecanismos de difusion empiezan a controlar el proceso.
Antes de que la adsorcion en si tenga lugar, aparecen las siguientes etapas de transferencia
de materia:

-Transferencia de materia entre particulas: se refiere a la difusion y mezcla del
adsorbato en el fluido que ocupa los espacios entre las particulas y puede tener lugar a lo
largo de la direccion del flujo (dispersion axial) y en la direccion perpendicular

(dispersion radial). Generalmente en un lecho fijo la dispersion radial se ignora, ya que
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el diametro del lecho es lo suficientemente superior al diametro de la particula (varios
ordenes de magnitud mayor).

-Transferencia de materia en la interfase: se trata de la transferencia en la pelicula
liquida del fluido que rodea a la particula de sélido. La fuerza impulsora de esta etapa es
el gradiente de concentracion en la interfase y suele ser el paso limitante del proceso de
adsorcion en muchos casos.

-Transferencia de materia en la particula: consiste en la difusion del adsorbato en
el solido (en la superficie y en los poros del mismo).

La cantidad de soluto adsorbido por gramo de adsorbente en el punto de ruptura,
g» (mg. g') puede obtenerse a partir de la siguiente ecuacion:

ar= 21y (1 -2t ©)
Donde Cy es la concentracion inicial o de entrada a la columna (mg/mL), Qy es el flujo
volumétrico (mL/min) y m es la masa de adsorbente [33]. El tiempo de ruptura, t, (min),
en este caso, fue definido como el tiempo en el que la concentracion del efluente de la
columna alcanza cierta concentracion limite, que generalmente representa el 5% de la
concentracion del afluente. En otras palabras, #, es el tiempo en el que la relacion C/C,
vale 0,05.
El tiempo de saturacion, ts (min), es el tiempo en que la columna deja de ser eficiente.
Pueden adoptarse diferentes criterios, en este caso fue cuando la relacion C/C, es 0,95.

El criterio mas importante en el disefio de una columna de adsorcion es la
prediccion de la curva de ruptura o la forma del frente de onda de adsorcion, lo cual
determina la longitud del lecho, la vida 1til y su tiempo de regeneracion. Puede analizarse
el efecto de varias condiciones experimentales: la concentracion de alimentacion (Co), el
flujo volumétrico (Qv) y la altura del lecho (Z), sobre la capacidad de adsorcion en

columna, manteniendo la temperatura y pH constantes, y estudiarse, a partir de las
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graficas obtenidas, el comportamiento de la proteina en el sistema en cuestion. De igual
manera, los resultados obtenidos se pueden comparar con varios modelos de prediccion

del tiempo de servicio de la columna. Algunos de estos modelos se discuten a

continuacion:

Tabla 1.I1I: Modelos matematicos que permiten describir las curvas de ruptura.

Servicio de la
Altura de un
Lecho
(BDST) [40]

Forma lineal:

t=aZ+b (14)
Doénde, a=-2 (15)
CoU

1 C
Y, b=-—InE= -1 (16)

Modelo Ecuacion Parametros
krn constante de velocidad
del modelo de Thomas
Thomas [34, L _ S (10) (mL/(mg.min)), gs
35] Co 1texpCTES™_y o cot) concentr’a<':1on maxima en
oy fase solida del soluto
(mg/g), m (g) masa del
adsorbente
kyn constante de velocidad
del modelo Yoon-Nelson
Yoon-Nelson Co _ 1 (11) (1/min), #a.5 tiempo
[36, 37] € 1+(explkyn(ty5—1)) requerido para retener el
50% del adsorbato inicial
(min)
amar constante de modelo
Dosis de dosis-respuesta
Respuesta c_q 1 (12) modificado, gs
Modificado | @ | TGat/asm T concentracin mixima cn
[38, 39] (mg/g), m (g) masa del
adsorbente.
Forma no lineal: kB4 constg?te de velocidad
. c 7 de adsorcion de la columna
Tiempo de In (% — 1) = In[exp(kaaNo 2) = 1| = kpaCot (13)

(mL/min.mg), Z es la
longitud del lecho (cm), Vo
capacidad de adsorcion del

lecho (mg/mL)y U
velocidad de flujo lineal de
la alimentacion al lecho
(cm/min).

o Modelo de Thomas: es uno de los modelos de adsorcion mas general y
ampliamente utilizado para describir curvas de ruptura. Este modelo asume la cinética de
Langmuir de adsorcion-desorcion, no tiene en cuenta la dispersion axial, y se deriva de la
suposicion de que la adsorcion es la fuerza impulsora de la velocidad [39, 41].

J Modelo de Yoon-Nelson: asume que la velocidad con la que disminuye la

probabilidad de adsorcion para cada molécula de adsorbato es proporcional a la
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probabilidad de adsorcion del adsorbato y a la probabilidad de que no se adsorba sobre el
adsorbente. [39].

o Modelo Dosis Respuesta Modificado: Este modelo, que ha sido
comunmente utilizado en farmacologia para describir como reacciona un sistema ante un
determinado estimulo, es empleado en la actualidad para describir los procesos de
biosorcion en columna [42, 43].

o Modelo del tiempo de servicio de la altura de un lecho (BDST) [44]. Este
modelo supone que la difusion intra-particula y la resistencia de masa externa son
insignificantes y que la cinética de adsorcion esta controlada por la reaccion superficial
entre el soluto en la disolucién y el adsorbente que no ha sido usado [44]. La capacidad
dindmica del lecho No puede evaluarse a partir de la pendiente de la grafica (a) y la
constante de velocidad de adsorcion, K puede calcularse a partir de la ordenada al origen
(b). También se puede determinar la altura del lecho (Zo) ajustando t = 0, por lo que la

ecuacion (13) se reduce a:

U C
Zo = mln(?"— 1) (17)

1.4. Produccion de particulas de menor tamafio para su empleo en operaciones
unitarias

En los ultimos afos, el control tanto de la morfologia como del tamaiio de las
particulas ha comenzado a recibir mayor atencion entre la comunidad cientifica. El
cambio de formas ha provocado propiedades quimicas y fisicas sin precedentes [45]. Los
esfuerzos hacia la funcionalizacion, formulacion y produccion de la morfologia se han
centrado en hacerlos aplicables en la industria [46]. Se han propuesto muchos métodos
alternativos para realizar la produccion de particulas con una morfologia controlable:
molienda mecanica, precipitacion, liofilizacion, secado por congelacion, secado por

aspersion, pir6lisis, fluido supercritico, métodos basados en emulsidén y una combinacion
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simple de sintesis de procesos quimicos. El tamafio de particula controlable dentro del
rango deseado también es posible bajo condiciones especificas. Debemos tener en cuenta
las diferentes escalas determinadas respecto al tamafio de las particulas: nanoescala (10
nm), ensambles moleculares de mesoescala (100 nm), microescala (1000 nm) y
macroescala. El tamafio mas pequefio de particula determina tanto una mayor resistencia
mecanica como un area superficial mas grande, lo que lleva a un mayor numero de
moléculas en las interfaces de particulas y representa una ventaja con respeto a particulas
de mayor tamafio. Otros factores importantes que pueden influir en la eleccion del tamano
de particula y la morfologia incluyen la complejidad técnica del proceso de fabricacion,
la economia de la produccion y la escalabilidad del proceso [47]. En este sentido, ya se
han desarrollado particulas a escala micro a partir de polimeros naturales, los cuales son
economicos, biodegradables, faciles de manipular y escalar, como es el caso del Alginato
[48]. Los términos especificos utilizados para describir el tamafio de particula y la

morfologia de los hidrogeles de alginato [49] se describen en la Figura 1.4:

46
++¢ + * :+ +*+i+ : :3"; Matriz de
+++ +++ H ++ 4  Carga hidrofilica
+1 Carga hidrofébica

Esferas Capsulas Microparticulas

Tamaiio > 1000 um Tamaiio > 1000 um Tamaiio < 100 um

Microesferas Microcapsulas Nanoparticulas

(1-1000 um) (1-1000 um) (<1000 nm)

Forma: Esférica

Localizacion de
carga:

Dispersa en la
matriz de hidrogel.

Forma: Esférica

Localizacion de
carga:

Una gota de liquido
unica ubicada en el
nucleo de la capsula
que esta envuelta
por una membrana
continua de
hidrogel.

Forma: Irregular

Localizacion de carga:

Dispersa en la matriz
de hidrogel.

Figura 1.4: Disefios de particulas de hidrogeles de alginato y sus caracteristicas.
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Técnicas como la pulverizacion por aire a través de una punta vibratoria (Spray
Dryer) [50] o la gelificacion ionotropica [51] son comunmente utilizadas para la
obtencion de las nano y micro particulas de hidrogeles de Alginato. La técnica de secado
por pulverizacion se ha vuelto un método atractivo a nivel industrial debido a su alta
productividad. De acuerdo con la literatura, el principio de este método es producir
particulas de tamafo pequefio mediante atomizacion y eliminacion de solventes [52].
Generalmente, la ruptura de la gota se produce en condiciones turbulentas lo que genera
una amplia distribucion de tamafio de las particulas formadas y lo hace ttil en
aplicaciones que no requieren un control estricto sobre la distribucion de tamafos, por
ejemplo, el desarrollo de biosorbentes.

En general, el tamafio de gota generado por el atomizador es principalmente
proporcional al caudal de liquido, la tension superficial, la densidad y la viscosidad de la
solucion. La clave para el éxito de la conversion de gota a particula utilizando este método
es optimizar las condiciones del proceso, como son el caudal de aire, la presion y la
temperatura [47]. El proceso de calentamiento debe controlarse a una temperatura
especifica para asegurarse de que el solvente se elimine completamente de la gota. Debido
a que una sola gota produce una particula, el tamafio de la gota y la cantidad de disolvente
en ella son relativos al diametro final de la particula sintetizada. En resumen, es posible
controlar el diametro exterior de la particula, cambiando el tamafo de la gota [53] y
ajustando la concentracion inicial de la solucion.

Ademas, el control de menores tamafios de particula es la mejor solucion para
superar los problemas asociados con el uso de materiales caros. Un material nanométrico
puede obtener el area de superficie maxima de un material porque el valor de la porcion
interna de la particula se pierde relativamente. Sin embargo, hay que tener en cuenta que

al disminuir demasiado el tamafio pueden perderse caracteristicas importantes del
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material, como asi también pueden ser dificiles de manejar en una produccion a mayor
escala [54, 55]. Por esto, muchas veces, las microparticulas porosas tienen mas utilidad
que las nanoparticulas para aplicaciones industriales debido a sus procesos rentables de
reutilizacion y reciclaje.

Por todo esto, podemos decir que, los tipos de materiales y sus concentraciones
iniciales, la seleccion de las condiciones del proceso y la adicion de materiales de apoyo
juegan un papel importante en la produccion de particulas con diversos tamafios y
morfologias, los cuales pueden ser utilizados exitosamente en la bioseparacion por

sorcion de macromoléculas.

1.5. Polimeros de Cadena Flexible

Los polimeros son macromoléculas formadas por la repeticion de unidades
estructurales, denominadas monomeros, unidas entre ellas mediante enlaces covalentes
hasta alcanzar un peso molecular desde 5 a 500 kDa [56].

Los polimeros de cadena flexible (PCF) constituyen un grupo amplio de sustancias
que poseen diversos grupos funcionales. Su principal caracteristica, que permite
agruparlos dentro de este grupo, es la presencia de enlaces simples entre sus atomos lo
que les da la posibilidad de rotar libremente alrededor del esqueleto de la molécula y
adoptar diversas conformaciones. Esta particularidad permite que adquieran una
estructura del tipo random coil en solucion [57].

No hay una clasificacion universal de los PCF por lo que pueden clasificarse en base
a cualquiera de las siguientes categorias [58]:

e la estructura de polimero (lineal, de cadena ramificada);
e ¢l tipo de polimerizacion (suma, polimeros de condensacion);

e biodegradabilidad.
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Sin embargo, la mayoria de los autores coinciden en que los PCF se pueden agrupar

en tres grandes grupos segun la fuente de obtencion:
e Naturales;
e Semi-sintéticos:
e Sintéticos.

Los PCF provenientes de la sintesis industrial no son degradables, por lo tanto, no se
pueden descartar en el medio ambiente; algunos son toxicos y otros no lo son, como por
ejemplo los polietilenglicoles. La mayoria de los polimeros provenientes de fuentes
naturales son polisacaridos biodegradables y no toxicos. No se encuentran en la naturaleza
como se emplean, sino que derivan de un tratamiento quimico que los modifica haciendo
que sean solubles en un medio acuoso. Por lo antes expuesto, los PCF naturales han
adquirido mayor importancia biotecnologica en los ultimos tiempos.

Dentro de esta clasificacion, ademas, los PCF pueden ser divididos en dos categorias,
dependiendo del tipo de grupos funcionales presentes en la molécula: los que poseen
grupos ionizables que les dan carga eléctrica o polielectrolitos (PE) y los que poseen
sustituyentes sin carga eléctrica.

1.5.1. Los polielectrolitos

Los PE son macromoléculas que poseen un niimero relativamente grande de grupos
funcionales que se encuentran cargados eléctricamente o, en determinadas condiciones,
adquieren carga eléctrica [59]. Pueden ser tanto policationes, polianiones o polianfolitos,
ya que la carga neta de los mismos depende de los grupos funcionales que poseen, los
cuales pueden estar cargados negativa o positivamente [60].

Pueden ser sintéticos o naturales pero cuando la estructura secundaria es ausente en
los segundos, no hay diferencias de comportamiento entre ellos [61]. La importancia de

esta diferenciacion, en este caso, se debe a que el desarrollo de métodos que utilicen PE
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naturales y no contaminantes es central a esta investigacion. Ejemplos de PE sintéticos
son: acidos poliacrilicos y metaacrilicos, poliestireno, polivinilsolfunatos y las diferentes
clases de Eudragit®. Dentro de los naturales podemos nombrar el chitosan, el

carragenano (Carr), el alginato (Alg), la carboximetilcelulosa, entre otros.

1.6. Polimeros usados en este trabajo

1.6.1. Alginato

1.6.1.1. Estructura y fuentes de obtencion
Los alginatos (Alg) son polimeros de abundancia en la naturaleza y se encuentran
principalmente como componentes estructurales en las algas pardas marinas (donde
puede llegar a representar el 40% de su peso seco) y como polisacéridos en las capsulas
de las bacterias del suelo [62, 63].

Se trata de una familia de copolimeros lineales compuestos por bloques de acido [3-
D-Manuronico (M) y a-L-gulurénico unidos por enlaces (1,4). Los bloques pueden estar
compuestos de residuos G consecutivos, residuos M consecutivos o residuos M y G
alternados (Figura 1.5). Dependiendo la fuente de la cual se extrae el Alg el mismo posee

diferente contenido de M y G como asi también posee diferencias en el largo de los
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Figura 1.5: Estructura quimica del bloque G, bloque M y bloque alternado en el Alg.
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El peso molecular de los Alg varia entre 32,000 y 400,000 g/mol. Si bien su
solubilidad en agua se vera afectada por la fuerza idnica del medio, que ejercera un efecto
importante especialmente en la extension de la cadena del polimero y en su viscosidad
[65], el factor que afecta principalmente a la solubilidad del mismo es el pH del solvente,
que determinara la presencia o no de cargas en los residuos que lo componen. Las
constantes de disociacién de los mondmeros de los 4cidos manurénicos y gulurdnicos son
de 3,38 y 3,65 respectivamente. Por lo tanto, los Alg tienden a estar cargados
negativamente en un amplio rango de pH [66].

1.6.1.2. Propiedades y aplicaciones

El Alg es soluble en agua a pH mayores a 3,50, y cuando el pH disminuye por
debajo de 3,0 forma hidrogeles debido a la protonacioén de los grupos carboxilo [64].
También posee la capacidad de formar geles en presencia de cationes divalentes como el
Ca?*, que puede coordinarse con dos cadenas simultineamente en un proceso de
gelificacion ionotropica o entrecruzamiento idnico.Esta capacidad de los Alg de
hidratarse en agua dando lugar a soluciones viscosas, dispersiones o geles permite
utilizarlos como espesantes, estabilizantes, gelificantes y formadores de peliculas.
También se ha encontrado que son muy utiles para la bioseparacion de proteinas, estando
en su forma gelificada [16] o en solucion [66-68]. Ademads, tienen multiples aplicaciones
en la remocién de contaminantes del agua [69].

La industria alimentaria hace ampliamente uso de los Alg, ya que son polimeros
comestibles que practicamente carecen de sabor. Se utilizan por ejemplo para obtener
piezas de fruta para su uso en reposteria, o incluso piezas con forma definida como aros
de cebolla o guindas. También se emplean en la fabricacion de aceitunas rellenas de

anchoa o de pimiento.
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Asimismo, son utilizados en la industria farmacéutica para el delivery de drogas [70-
72]. Son bien tolerados en contacto con la piel, refrescantes y lubricantes. Ademas, se
incorporan en jabones y cremas de afeitar como suavizantes y estabilizantes de la espuma.
Otros usos de los Alg son en soldaduras, vendajes bioactivos, moldes dentales,
dispensadores de herbicidas, entre otros [73-75].

Por ultimo, este polimero posee las ventajas de estar ampliamente disponible, ser
biodegradable y no toxico.

1.6.1.3. Hidrogeles de Alginato

La propiedad mas importante que presenta el Alg es su capacidad para formar
geles por reaccion con cationes divalentes. Las esferas de Alg se pueden obtener mediante
entrecruzamiento i6nico, a partir del goteo de una solucion de Alg de sodio en una
solucion de cationes divalentes, tales como Ca®". Este método puede tener lugar en
condiciones suaves, por lo que es ideal para el atrapamiento de materiales sensibles. La
gelificacion de Alg se produce por intercambio de iones sodio de los acidos gulurénico
(G) bloqueados por los cationes multivalentes, y el apilamiento de estos bloques G para

formar una estructura caracteristica "egg-box" (Figura 1.6) [76].

Cationes Divalentes
Alginato Ca++>Mg++ > Ba++

Figura 1.6: Representacion grifica de la gelificacion de Alg.

Cada cadena puede estar vinculada con muchas otras cadenas, dando como
resultado la formacion de una red de gel tridimensional. Estos geles pueden tener un

contenido de agua superior al 95% y pueden ser tratados con calor sin ser fundidos.
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Diversos cationes muestran diferente afinidad por el Alg, donde el calcio se utiliza con
mas frecuencia para la gelificacion del mismo, pero no forma los lazos méas fuertes con
Alg. Los cationes monovalentes y los iones Mg?>* no dan lugar a la formacion de una red
de gel tridimensional. La gelificacion de soluciones de Alg con cationes puede ocurrir a
través de la gelificacion externa, la gelificacion interna y la gelificacion tras el
enfriamiento. Para la gelificacion externa, el Alg se gotea a menudo en un bafo que
contiene cationes, tales como una solucion de cloruro de calcio. Los cationes se difunden
desde la fase continua en el interior de las gotitas de Alg, y forman una matriz de Alg
gelificado, la migracion es desde el exterior hacia el centro de la gotita de Alg. Este
método también se conoce como "método de difusion". La gelificacion interna, "ajuste
interno" o "gelificacion in situ", hace uso de una sal de calcio insoluble en agua, como
CaCOs, que se mezcla con la solucion de Alg. Los iones de calcio son liberados
posteriormente desde el interior de la fase de Alg mediante la reduccién del pH del
sistema y/o aumentando la solubilidad de la fuente de calcio, resultando en la formacion
de un gel de Alg. El intervalo de pH de trabajo de la matriz es limitado y cuando el calcio
se pierde por la matriz, el complejo Alg-calcio se destruye, siendo el Alg soluble. Por
ultimo, a través de un tratamiento quimico de los polielectrolitos por unidén covalente
entre un reactivo y grupos quimicos del polisacéarido, se obtiene una matriz no soluble en
cualquier pH independientemente de la presencia de Ca*".

Una de las desventajas de trabajar con los geles detallados anteriormente es que, si se
modifican las condiciones del medio, los mismos pueden disolverse. Para sortear este
problema, puede llevarse a cabo un entrecruzamiento de los mismos con algun reactivo
quimico como glutaraldehido o epiclorhidrina (1-Cloro-2,3-epoxipropano; Epi), de forma

tal que se formen interacciones covalentes entre las moléculas de polimero (Figura 1.7)
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[77]. De esta forma la matriz serd estable en ausencia de los iones que formaron el

complejo, o frente a variaciones de pH o fuerza i6nica.

:Base -0

a) b) Alg OH — Alg-0 . Cl =~ Aig-0 cl

0 - HCI

'
cl OH 0"
/\</ Alg—0 o ng - Alg—O .

Alg—0

Figura 1.7: a) Estructura de la Epi, b) Entrecruzamiento de Alg tratado con Epi.

La matriz esférica asi obtenida es permeable a pequeiias moléculas y macromoléculas
y pueden interactuar con ella por diferencia en su carga eléctrica. Por lo tanto, esta matriz
puede actuar como un adsorbente de intercambio i6nico de diferentes moléculas. Sin
embargo, las matrices de Alg tienen una capacidad limitada, que depende en parte de su
porosidad y la distancia entre las cadenas poliméricas.

1.6.2. Goma Guar

1.6.2.1. Estructura y fuentes de obtencién
La goma guar (GG), también conocida como goma Cyamopsis, es un polimero natural
obtenido a partir del endosperma de la semilla de la planta de guar (Cyamopsis
tetragonaloba).

Esta compuesta por cadenas largas y rectas de unidades de a-D-manopiranosido
unidas mediante enlace glicosidico -D-(1-4). Unidos a lo largo de la cadena, hacia ambos
lados, se encuentran unidades de a-D-Galactopiranosa (Figura 1.8). El peso molecular de
la GG es dificil de estimar, pero se puede decir que se encuentra en el rango de 200-300

KDa. [78].



INTRODUCCION

Figura 1.8: Estructura de la GG.

1.6.2.2. Propiedades y aplicaciones

La GG es soluble en agua dando soluciones de elevada viscosidad y estabilidad.
Ademas, posee la capacidad de formar geles en presencia de borato de sodio o Ca". Los
grupos hidroxilo de los residuos de manopirandsido pueden ser modificados facilmente,
mediante esterificaciones, carboxilaciones, etc, por lo que esta goma es altamente versatil
y util en una gran variedad de aplicaciones industriales [79, 80].

Es no toxica y biodegradable. Es utilizada como estabilizante y espesante en diversos
productos alimenticios, en cosmética, en pastas dentifricas y cremas de afeitar, en la
industria de la ceramica como agente fijador y espesante, en la preparacion de matrices
para adsorcion de enzimas y en la industria farmacéutica para el delivery de drogas y
como aglutinante en la manufactura de comprimidos [78, 80-82].

1.6.3. Poli (vinil pirrolidona) PM 360,000 g/mol

La N-vinil-2-pirrolidona (N-VP) es un mondémero hidrofilico y no ibnico, cuya
polimerizacion es facilmente iniciada a través de radicales térmicos o fotoquimico. La
polivinil pirrolidona (PVP) es un polimero sintético de la vinilpirrolidinona, que actia
como un surfactante no-ionico. Es higroscopico, amorfo, suministrado como polvo

blanco de flujo libre con olor caracteristico débil en solucion acuosa. Tiene también
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potenciales aplicaciones en Biomedicina. La razon principal del éxito en la aplicacion de
PVP es su excelente biocompatibilidad con tejidos vivos y su citotoxicidad
extremadamente baja [83]. Una de las principales propiedades del PVP es formar
hidrogeles tridimensionales con la capacidad de absorber altas cantidades de agua [84].
Estos hidrogeles poliméricos biocompatibles han sido utilizados para sistemas de
liberacion controlada. Muchos trabajados han llevado a cabo reacciones de injerto de N-

VP sobre silice [85], pelicula de polipropileno [86] o de gelatina [87].

1.6.3.1. Estructura y sintesis
La PVP es un polimero vinilico que se obtiene a partir del mondémero
vinilpirrolidona, por polimerizacidon vinilica por radicales libres, como se muestra en la

Figura 1.9.

CH;ZII'}H — = —[—CHg—(le—]H
N_ .0 N_ .0

7 Lf

vinilpirrolidona polianilrrolidona

Figura 1.9: Estructura quimica del PVP obtenida a partir del monémero N-VP.

1.6.4. Poli(vinil alcohol) PM 9,000-10,000 g/mol, 80% hidrolizado

El alcohol polivinilico (PVA) es un polvo granular inodoro y sin sabor, translicido,
blanco o crema. Es utilizado como barrera contra la humedad para tabletas de
suplementos alimenticios y para alimentos secos.

El PVA es obtenido por la polimerizacion del acetato de vinilo seguido de una
hidrolisis parcial, la cual se basa en la sustitucion parcial del grupo éster en el acetato de
vinilo por el grupo hidroxilo y es completada por la adicion gradual de hidréxido de sodio
acuoso (agente saponificante). Por ultimo, se precipita, se lava y se seca. El grado de

hidrélisis es determinado por el momento en el que se detiene la reaccion de
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saponificacion [88]. La estructura del PVA (parcialmente hidrolizado) se muestra en la

figura 1.10.

CHg_ CH

OR |n

Donde R =H o COCH3

Figura 1.10: Estructura quimica del PVA parcialmente hidrolizado.

Es un polimero biocompatible soluble en agua. El PV A tiene varias propiedades utiles,
incluyendo su no toxicidad, biocompatibilidad, alta hidrofobicidad, capacidad de formar

fibras/peliculas, y la resistencia quimica y mecénica [89].
1.6.5. Poloxdmeros
Los términos poloxamero, polietileno-propileno glicol o nombres comerciales como
Supronic®, Pluronic® o Tetronic® se han introducido en 1950 para nombrar al tribloque
no-idnico representado en la figura 1.11. Desde entonces son muy famosos por ser
utilizados en diversas aplicaciones farmacéuticas.

Polioxietileno (PEO) Polioxipropileno (PPO) Polioxietileno (PEO)

(cadena hidrofilica) (cadena hidrofobica) (cadena hidrofilica)

HO~ (CH,=CH;=O), '(CHZ—CiH" O),~CH,= CH,— O);~H

CH,

Figura 1.11: Estructura general del Pluronic.

La longitud variable de los bloques x e y dan lugar a diferentes polimeros identificados
como 124, 188, 237, 338 y 407 que muestran una ligera diferencia en sus propiedades. Se

encuentran disponibles en diferentes grados, pudiendo variar de liquidos a so6lidos. Son
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incorporados en sistemas de administracion de farmacos via oral, parenteral o topica y se
utilizan como solubilizadores, emulsionantes y estabilizantes. No son toéxicos ni irritantes
y, por lo tanto, también son usados como agentes humectantes en ungiientos, bases de
supositorios y geles [90, 91].

La representacion comun del poloxdmero se indica como "P" seguido por tres digitos
donde los dos primeros digitos se multiplican por 100 para obtener la masa molecular del
oxido de propileno hidrofobico y el ultimo digito debe ser multiplicado por diez para
obtener el contenido de 6xido de etileno hidrofilico en porcentaje. El nombre comun
utilizado es Pluronic y la representacion del copolimero denota su aspecto fisico (L-
Liquid, P-Paste y F-Flake). La codificacion del nombre comercial es dada como poli para
Pluronic, seguido de una sola letra representando la forma fisica y luego por dos digitos
[91].

1.6.5.1. Pluronic F68

Es un surfactante no i6nico con frecuencia utilizado en la industria farmacéutica
debido a su compatibilidad con farmacos y excipientes. Se presenta en forma soélida,
contiene entre 75-85 unidades de PEO y 25-40 unidades de PPO y su masa molecular

promedio es de aproximadamente 7,680-9,510 g/mol.

1.7. Proteinas usadas en este trabajo
1.7.1. Lisozima
La Lisozima (LZ) es una enzima universal que posee la capacidad de lisar ciertas
bacterias por hidrdlisis de la union B entre el dcido murdmico y la N-acetilglucosamina
de mucopolisacaridos en la pared celular bacteriana. También tiene la capacidad para
inactivar ciertos virus acidicos mediante la formacion de un complejo insoluble con los

mismos.
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La LZ esta presente en la secrecion mucosa, tales como saliva y lagrimas. Sin
embargo, una de las principales fuentes de LZ para uso industrial, es la clara de huevo de
gallina, donde el 3,5% del total de las proteinas presentes corresponde a dicha enzima.

Es una cadena polipéptidica unica de 129 aminoacidos entrecruzada por cuatro
puentes disulfuro. Es una proteina pequena cuyo peso molecular es 14.307 Da y presenta

un pl de 11,35. En la figura 1.12 se representa la estructura tridimensional de la LZ.

Figura 1.12: Estructura tridimensional de la LZ

Esta enzima tiene un enorme potencial en aplicaciones clinicas, para el
tratamiento de ulceras, infecciones, heridas y como potenciador de algunos antibidticos.
También se ha sugerido su uso para disminuir las temperaturas de esterilizacion
requeridas en el envasado de alimentos y para la autoesterilizacion de enzimas
inmovilizadas en columnas por co- inmovilizacion de la LZ. También se ha demostrado
que puede tener efectos especificos sobre los polisacaridos de membranas de células de
mamifero normales y transformadas, teniendo, en consecuencia, un papel importante
tanto en la proteccion de las membranas, como siendo mediador clave de las funciones

antitumorales de los macréfagos [92].
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1.7.2. Quimotripsindgeno

El a-quimotripsindogeno A de pancreas bovino (QTg) es el precursor inactivo de
una de las principales serin proteasas de los sistemas digestivos de los mamiferos y otros
animales, la quimotripsina (QT). El peso molecular del QTg es 25,6 kDa (secuencia de
aminoacidos) y su pl es de 8,97. El zimdégeno conteniendo 5 puentes disulfuros se
transforma por un proceso de proteolisis parcial, en la proteina activa QT. El QTg debe
ser inactivo hasta llegar al tracto digestivo, para prevenir dafios en el pancreas y otros
organos. La activacion ocurre en dos pasos: en el primero de ellos la tripsina, otra serin
proteasa presente en el pancreas, corta el enlace entre los AA 15 y 16. El péptido amino
terminal permanece unido a la molécula mediante un enlace disulfuro entre los AA 1y
122. El producto asi generado se denomina n-QT. En el segundo paso de la activacién la
n -QT autocataliticamente rompe el enlace entre los residuos 145 y 146 y elimina los
residuos 14 y 15 para dar lugar a la proteina activa: a-QT, una proteina tripeptidica

interconectada por 5 puentes disulfuro intra e intercatenarios [93] (Figura 1.13).

Quimotripsinégeno
(inactivo)

-

245

§ ———. § S ——G
Tripsina
w-Quimotripsina AR5 16 245
S m———— S S — G
Quimotripsina \> Ser14 — Arg15
\> Thr147 —  Asn 148

-

d-Quimotripsina 13 16 146 149 245

S —— S $ S
Cambio conformacional

¥-Quimotripsina

Cambio conformacional

a-Quimotripsina

Figura 1.13: Activacion de la QT a partir de la protedlisis del QTg.
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En el sistema digestivo la QT facilita la hidrdlisis de los enlaces peptidicos por
reacciones hidroliticas. Los principales sustratos de la enzima son los AA aromaticos y la
metionina que son hidrolizados en el carboxilo terminal. Es importante destacar que la
reaccion catalizada por la QT es termodinamicamente favorable pero no ocurre en ausencia
de un catalizador.

Sus principales usos son en la industria agroalimentaria, formulaciones infantiles y
en el tratamiento de cueros. Ademas, es utilizada en investigacion basica como enzima

modelo y en la secuenciacion de proteinas [94].
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2. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo de Tesis es obtener matrices biodegradables que
puedan ser utilizadas en procesos de adsorcion para la recuperacion de moléculas de
interés biotecnoldgico directamente desde la biomasa y que ademas presenten baja
interaccion con esta.

El mismo se lograra a partir de los siguientes objetivos parciales:

o Obtener y caracterizar matrices insolubles empleando polimeros naturales y
sintéticos: Se estudiard la capacidad de los PE seleccionados para ser transformados en
matrices no solubles que retengan intactos y activos sus grupos prototropicos. Se evaluara
qué metodologia permite la mayor estabilidad mecanica, capacidad de adsorcion,
reutilizacion de la matriz y la menor capacidad de interaccionar con la biomasa.

e FEstudiar la Interaccion Matriz-Enzima: se caracterizard termodindamica y
cinéticamente el proceso de adsorcidon/desorcion de las proteinas propuestas sobre la
matriz polimérica a través de la construccion de isotermas de adsorcion y curvas de
adsorcion y elucion de las enzimas sobre la matriz. Se estudiara el efecto que tienen sobre
dicho proceso: composicion relativa de polimeros en la matriz, composicion de polimero
de cadena flexible, pH, fuerza ionica, tiempos de incubacion, presencia de cosolutos, etc.

Para analizar el funcionalismo de los lechos se estudiara la interaccion de una serie
de proteinas modelos, como la Lisozima y el Quimotripsindgeno, entre otras, todas
elegidas por su importancia en Biotecnologia.

o Aplicar la informacion obtenida al desarrollo de una estrategia de purificacion
de las proteinas seleccionadas: se plantea sistematizar y analizar la informacién
proveniente de los resultados obtenidos a través de la concrecion de los objetivos

especificos anteriores, con el fin de lograr un disefio racional de las condiciones 6ptimas
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para el aislamiento y la purificacion de las enzimas seleccionadas desde la biomasa donde

S€ encuentra.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Reactivos quimicos

Proteinas: Lisozima de clara de huevo (LZ), a-Quimotripsinégeno A de pancreas
bovino (QTg), Catalasa de higado bovino (CAT), Ovoalbumina (OVO) y
Albumina sérica bovina (BSA). Adquiridas en Sigma-Aldrich.

Polimeros: Alginato de sodio - Protanal CR 8133 (Alg), adquirido en FMC
BioPolymer en forma de polvo y utilizado sin purificacion previa. Goma Guar
(GG), Pluronic® F-68 (Plur68), Polivinilpirrolidona (PVP) y Polivinilalcohol
(PVA). Todos adquiridos en Sigma-Aldrich en forma de polvo y utilizados sin
purificacion previa.

Otros: Epiclorohidrina (Epi), adquirida en Sigma-Aldrich.

El resto de los reactivos utilizados fueron de calidad analitica.

3.2. Preparacion de las soluciones de trabajo

3.2.1. Proteinas

LZ: Se prepar6 por pesada directa de la droga solida (10 mg) y posterior
disolucion en 1 ml de H,O destilada. Fue almacenada a -20°C y previo a su
utilizacion se verificd que no presentara turbidez ni particulas en suspension.
QTg: Se prepar6d por pesada directa de la droga solida (10 mg) y posterior
disolucion en 1 ml de HCl ImM. Fue almacenada a -20°C y previo a su utilizacion
se verifico que no presentara turbidez ni particulas en suspension.

CAT: Se prepar6é por pesada directa de la droga solida (30 mg) y posterior
disolucion en 1 ml de fosfato de potasio (KPi) 50 mM, pH 7. Fue almacenada a
6°C y previo a su utilizacion se verific6 que no presentara turbidez ni particulas

en suspension.
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e BSA: Se prepar6 por pesada directa de la droga solida (30mg) y posterior
disolucion en 1 ml de H,O destilada. Fue almacenada a -20°C y previo a su
utilizacion se verificd que no presentara turbidez ni particulas en suspension.

e OVO: Se prepard por pesada directa de la droga solida (30mg) y posterior
disolucion en 1 ml de H>O destilada. Fue almacenada a -20°C y previo a su
utilizacion se verificd que no presentara turbidez ni particulas en suspension.
3.2.2. Polimeros
Todos los polimeros utilizados durante este trabajo (Alg, GG, Plur68, PVP y

PVA) son solubles en agua. Para la preparacion de las soluciones de dichos polimeros, se
pesé una cantidad adecuada de la droga sélida y se disolvio en H>O destilada. Se
prepararon soluciones madre de las siguientes concentraciones: Alg 2,0 %P/V, GG 0,5
%P/V, Plur68 1,0 %P/V, PVP 1,0 %P/V y PVA 1,0 %P/V. Para el trabajo experimental

se utilizaron diluciones de dichas preparaciones.

3.2.3. Solucion de Rojo Congo

Se prepar6 una solucion madre (10 mg/ml) de rojo congo (RC; PM: 696,66 g/mol
- Anedra) en dimetilsulféxido (DMSO) y las soluciones experimentales de
concentraciones de RC deseadas fueron obtenidas por diluciones sucesivas de dicha
solucién madre. La concentracion de RC en la solucidén experimental se determiné a partir
de una curva de calibracion, que fue realizada midiendo la absorbancia de diferentes
concentraciones de soluciones de RC en Amax 497 nm utilizando un espectrofotdmetro

Paralwall 3100-UV-Visible.

3.2.4. Soluciones Reguladoras de pH
Durante el trabajo experimental se utilizaron distintos tipos de buffer segun la
zona de pH en la que se necesitaba la regulacion. Las soluciones buffer fosfato (Pi) y

citrato de sodio (Cit) fueron preparadas a partir de fosfato de sodio o fosfato de potasio,
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segun corresponda y citrato de sodio. El pH de las soluciones fue ajustado utilizando HCI

0 NaOH segun correspondiera en cada caso.

3.3. Preparacion de matrices insolubles Alg-GG

Para la obtencion de las matrices utilizadas en este trabajo se preparo, en primer
lugar, una solucién 0,5% P/V de GG en agua destilada y una vez alcanzada la disolucion
se agregd Alg hasta alcanzar diferentes concentraciones finales: 0,6 % P/V o 1,0 % P/V.
La mezcla se dejo 24 hs para alcanzar una homogenizacion total.

Posteriormente, se procedid al goteo de la solucion de polimeros en una solucion
de CaCl» 0,1 M, con agitacion constante a 120 rpm en agitador orbital. Para el goteo se
utiliz6 una jeringa de 100 mL con una aguja de 0,8 mm de didmetro, obteniéndose esferas
facilmente visibles. Una vez finalizado el goteo, las matrices formadas se dejaron en
agitacion durante 24 hs, para luego ser entrecruzadas. Se separaron matrices sin

entrecruzar, control, que se almacenaron en CaCl, 6,0 mM.

3.4. Entrecruzamiento de las matrices de Alg-GG

Para llevar a cabo el entrecruzamiento se realizé una adaptacion del protocolo Roy
et al. [82] 5,0 g de esferas de Alg-GG fueron transferidos a 25 ml de etanol absoluto
conteniendo CaCl, 100 mM y se incubd por 30 min a 45 °C. Una vez finalizada la
incubacion se agregdé Epi en un volumen adecuado (1,5 o 3,0 ml, segun el lecho a
entrecruzar) en alicuotas pequefias y con agitacion constante. Luego de 10 min se
agregaron 3,2 y 6,4 mL de NaOH 5 N, para cada volumen de Epi (1,5 0 3,0 mL), y se
dejo que transcurra la reaccion incubando a 30°C con agitacion constante durante 24 hs.
Finalmente, se finalizo la reaccion mediante el agregado de acido acético hasta que el pH
del sistema llegara a 7,0.

La matriz asi obtenida fue lavada exhaustivamente con una mezcla 3:1 de etanol

(70%)/H20 destilada, seguido por 1 lavado con etanol (70%) y finalmente 3 lavados con
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H>O destilada. Este protocolo de lavado es importante ya que permite eliminar cualquier
resto de reactivo o polimero sin reaccionar que haya quedado en el medio. Finalmente, la
matriz obtenida fue re-suspendida en 50 ml de buffer de trabajo y mantenida a 6°C hasta

su uso. Previo a su utilizacion se verifico la integridad de las esferas.

3.5. Preparacion de matrices insolubles Alg-GG-PCF

Para la obtencion de estas matrices se prepard, en primer lugar, una solucion 0,5%
P/V de GG en agua destilada y una vez alcanzada la disolucion se agrego Alg 0,6 %P/V
y PVP, PVA o Plur68 0,2 %P/V, 0,4 %P/V 0 0,6 %P/V, segun sea el caso. La mezcla se
dejo6 24 hs para alcanzar una homogenizacion total.

Posteriormente, se procedi6 al goteo de la solucion de polimeros en una solucién
de CaCl; 0,1 M, con agitacioén constante a 120 rpm en agitador orbital. Para el goteo se
utiliz6 una jeringa de 100 mL con una aguja de 0,8 mm de didmetro, obteniéndose esferas
facilmente visibles. Una vez finalizado el goteo, las matrices formadas se dejaron en
agitacion durante 24 hs, para luego ser entrecruzadas. Se separaron matrices sin
entrecruzar, control, que se almacenaron en CaCl; 6,0 mM.

Por ultimo, se procedi6 al entrecruzamiento de las matrices siguiendo el protocolo
ya descripto en la seccion 3.4 utilizando 1,5 ml de Epi para las matrices Alg-GG y 3,0 ml

de Epi para las matrices de Alg-GG-PCF.

3.6. Preparacion de microparticulas
Para la obtencion de particulas poliméricas de menor tamafio, se utilizaron las
siguientes técnicas:
e Nano Spray Drying, utilizando un Biichi Nano Spray Dryer B-90.
e Gelificacion ionotropica por goteo, haciendo uso de un Biichi Encapsulator B-

395 Pro.
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La técnica de Spray Drying fue utilizada para la obtencion y posterior caracterizacion
de particulas de Alg. La técnica de goteo se utilizo para la produccion de las particulas de
Alg con el agregado de PVA y PVP en diferentes relaciones. Se opt6 por la gelificacion
por una cuestion de practicidad y tiempo requerido. Los protocolos de cada técnica se

detallan a continuacion:

3.6.1. Secado por Pulverizacion (Spray Drying)
Para la obtencidén de microparticulas de Alg, una solucion 0,1 %P/V de Alg (Propanal
8133) se hizo pasar por el Nano Spray Dryer B-90. Este aparato se basa en un nuevo
concepto de secado por aspersion. Un diagrama completo del mismo se ilustra en la

Figura 3.1.
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Figura 3.1. Esquema del Nano Spray Dryer B-90

El gas de secado ingresa al aparato desde la parte superior, calentandose hasta la
temperatura de entrada, luego fluye a través de la camara de secado, sale del secador por

atomizacion en la salida inferior y se filtra completamente antes de abandonar el
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instrumento. La temperatura de entrada, Tin y la temperatura exterior, Tou, se miden
después del calentamiento y antes del filtrado fino, respectivamente. La muestra liquida
se alimenta a la cabeza pulverizadora mediante una bomba. Como se ilustra en la figura,
la produccion de gotas se basa en un generador accionado eléctricamente, que hace vibrar
una membrana delgada, perforada y de acero inoxidable en una pequena tapa de
pulverizacion. La tela de membrana (malla de pulverizacion) presenta una variedad de
orificios precisos de tamafio micrométrico (4,0, 5,5 o 7,0 um). El generador se acciona
alrededor de los 60 kHz, lo que hace que la membrana vibre, expulsando millones de
gotas de tamafio preciso por segundo con una distribucion muy estrecha. Estas gotitas,
extremadamente finas, se secan por accion del gas de secado y son recolectadas como
particulas so6lidas en un electrodo colector. Las condiciones de operacion fueron las
siguientes: malla de pulverizacién de 7,0 um, flujo de aire comprimido de 100 L/min,
temperatura de entrada de 30°C, presion de 31 mbar y spray al 30%. Finalmente, el polvo
resultante se recoge utilizando una espatula de goma y se almacena en desecador hasta su
utilizacion.
3.6.2. Gelificacion lonotrépica (Encapsulator)

La gelificacion ionotrdpica se basa en la capacidad de los polielectrolitos para formar
hidrogeles a través de la formacion de enlaces cruzados en presencia de contraiones. Para
la obtencion de microesferas de Alg, Alg-PVP y Alg-PVA, se prepararon soluciones de
cada uno de los polimeros a las concentraciones finales correspondientes y se gotearon
en CaClh 0,1 M a través del uso de un Encapsulator BUCHI B-395 Pro. Su
funcionamiento se basa en el principio de ruptura de un torrente de liquido en gotitas
mediante la aplicacion de una vibracion mecanica. La solucion de polimero/s se hace/n
pasar por una punta, imponiéndole una frecuencia vibratoria a una amplitud definida y

haciendo que el liquido se rompa en pequeiias gotas uniformes de igual tamafio. Después
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de la formacion, las gotas caen en una solucién que contiene el cation especifico de
manera que las gotas gelifiquen convirtiéndose en perlas o capsulas. Para evitar la
coalescencia de las gotas al entrar al bafio de gelificacion, una carga eléctrica es inducida
sobre la superficie de las gotitas usando un sistema de voltaje electrostatico. El tamafio
de las gotas producidas y la tasa de produccion dependen principalmente del tamafno de
la punta, la velocidad de flujo, la viscosidad de la solucién y la frecuencia de vibracion
aplicada. Todos estos parametros pueden ser controlados. Para la produccion de nuestras
esferas se utilizo una punta de 120 um de diametro, un flujo de liquido de 1,8 mL/min y

una frecuencia de 2000 Hz.

3.7. Entrecruzamiento de las microparticulas de Alg, Alg-PVP y Alg-PVA

El polvo obtenido en cada caso fue tratado con Epi para entrecruzar covalentemente
las matrices y asi, obtener esferas estables en el tiempo. Para dicho procedimiento se
pesaron 30 mg de microparticulas y se les agregdé 1,2 mL de CaCl, 0,1 M en EtOH
(99,5%). La muestra fue sonicada durante 30 minutos a 45°C, se le agregd 72uL de Epi
con agitacion continua y, finalmente se llevéd a pH basico agregando 153,6 uL de NaOH
5N [95].

Una vez obtenidas, las microparticulas fueron lavadas con una solucion de H>O/
etanol (70%) (1:3), luego etanol (70%) y, por ultimo, H>O destilada. Para ello, en cada
paso se decantaron las microparticulas centrifugando 5 min a 700 rpm. Finalmente, se

reservaron en HoO destilada a TA hasta su utilizacion.

3.8. Metodologias

3.8.1. Caracterizacion de las matrices insolubles de Alg-GG y Alg-GG-PCF
3.8.1.1. Insolubilidad de la matriz obtenida

Con el objetivo de verificar la reaccion de entrecruzamiento se sometio a las

matrices entrecruzadas covalentemente con Epi a la presencia de EDTA 0,1 M, el cual se
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acompleja fuertemente con el Ca*. Si el entrecruzamiento no fue exitoso, la liberacion
del cation debido a la formacidon de un complejo con EDTA lleva a la disolucion de la
matriz, cosa que no ocurre si se formaron los enlaces covalentes entre los polimeros
durante el tratamiento con Epi. Como control se utilizaron esferas que no fueron

sometidas al proceso de entrecruzamiento covalente.

3.8.1.2. Masa de agua retenida por las matrices obtenidas
Para la determinacion del porcentaje de agua presente en la matriz se pesd una
masa exactamente conocida de la misma y se secd en desecador al vacio durante 24 hs.
Transcurrido ese lapso se volvid a pesar y por diferencia se determin6 la masa de agua
retenida en la matriz. Ademas, con el objetivo de verificar si dicho porcentaje se mantiene
constante en esferas preparadas en diferentes momentos, el protocolo se realizd con 3
preparaciones diferentes de matriz. Como control, en todos los casos, se utilizaron esferas

sin tratar.

3.8.1.3. Determinacién del pHzpe de cada matriz

El pH en el punto de carga cero (pHz.) [96] de todos los adsorbentes fue estimado
por diferencia entre las medidas de pH antes y después del contacto de la solucion con
cada matriz. En el ensayo, 0,5 g de adsorbente fueron colocados en 12,5 mL de solucién
de KCI 25 mM, y en diferentes tubos se fue variando el pH desde 2,.0 hasta 8,0. Los
distintos pHs (pHinicial) de cada solucion fueron ajustados con HCI1 (0,1 M) o NaOH (0,1
M). Las soluciones fueron agitadas por 24 hs en agitador orbital a 130 rpm y finalmente
se procedid a la medida del pHfina €n cada tubo. El grafico de (pHfinat - pHinicial) VS pHinicial

fue construido y el valor de pHz,c fue estimado a partir de dicha grafica.
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3.8.1.4. Curva de titulacion acido — base
Se determin la presencia de carga de las matrices insoluble Alg-GG y Alg-GG-
PCF realizando una titulacion acido base de cada una. Para ello, se mezclaron 2
suspensiones de cada adsorbente, cada una de 200 mg de matriz y 20 mL de H,O
destilada. Cada suspension fue titulada con soluciones acuosas de HCI y NaOH,
respectivamente, para un amplio rango de concentraciones de acido y de base. Los pHs
en cada agregado fueron determinados. Se calcularon los valores de [H'] y [OH] en cada

caso. La carga total Q (mol/g) como funcion del pH fue calculada a partir de la ecuacioén

(18):

__Ca—Cb [0H]-[H"]

Q (18)

Mmatriz

Donde Ca (mol/L) y Cb (mol/L) son las concentraciones de acido y base agregadas, y

Mmawiz (g/L) es la concentracion de matriz presente.

3.8.1.5. Determinacion del 4rea de superficie especifica

El Area de Superficie Especifica (SSA) de cada tipo de matriz generada se
determino usando el método de adsorcion de RC [97, 98]. Los sistemas se prepararon en
un volumen final de 3,0 mL a pH 6,0, agregando NaCl 0,5 M y cantidades variables de
RC con un contenido final de matriz de 0,1 g. Los sistemas fueron incubados a 25°C en
agitacion por inversion durante 24 horas, y luego centrifugados a 10000 rpm durante 15
minutos. Se tomaron, al inicio y al final de la experiencia, muestras del sobrenadante y se
les midi6 abs a 497 nm para determinar la concentraciéon de RC. A partir de los datos
obtenidos se graficaron las respectivas isotermas y se ajustaron al modelo de Langmuir
para obtener los correspondientes valores de qmax (capacidad méaxima de adsorcion).

Finalmente, se determind la superficie especifica utilizando la siguiente ecuacion:
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_ Qmax N SA
54 = w10 19

donde N es la constante de Avogadro, SA es area de superficie de una sola molécula de

colorante (1,73 nm?), y PM es el peso molecular de RC (696 g/mol) [99].

3.8.1.6. Espectroscopia FTIR

La region infrarroja del espectro se encuentra entre 13.000-10 cm™. La misma se
divide en 3 regiones diferentes seglin la frecuencia que se analice: IR cercano (NIR) entre
13.000-4000 cm™', IR medio entre 4000-400 cm™ e IR lejano entre 400-10 cm™. En
general, la mayoria de las aplicaciones analiticas se dan en la regioén del IR medio.

La espectroscopia infrarroja se basa en el hecho de que, en las moléculas, los
movimientos de rotacion y vibracion moleculares tienen niveles de energia discretos. Las
frecuencias resonantes o frecuencias vibracionales son determinadas por la forma de las
superficies de energia potencial molecular, las masas de los atomos implicados vy,
eventualmente, por el acoplamiento vibronico asociado. También, pueden estar, en una
primera aproximacion, relacionadas con la fuerza del enlace, asi, la frecuencia de las
vibraciones puede ser asociadas con un tipo particular de unién. Es importante destacar
que para que un modo vibracional de una molécula sea activo al IR debe estar relacionado
con cambios en el dipolo permanente [100].

Cuando una muestra se somete a la radiacion infrarroja y la frecuencia de
excitacion de un enlace o grupo de enlaces coincide con alguna de las frecuencias
incluidas en las ondas del haz incidente, se produce la absorcion. Lo que se registra es la
cantidad de energia absorbida en cada longitud de onda, esto puede lograrse escaneando
el espectro con un haz monocromatico que cambia de longitud de onda a través del
tiempo, o usando una transformada de Fourier (FT) para medir todas las longitudes de

onda a la vez [101]. A partir de esto se obtiene un espectro de transmitancia o absorbancia
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el cual muestra a que longitudes de onda la muestra absorbe el IR y permite, en algunos
casos, determinar qué tipos de enlaces estdn presentes. En muchos casos, los espectros
son complejos y presentan un gran niamero de bandas, por lo que resulta dificil asignar a
cada una de las bandas un tipo especifico de enlace. Sin embargo, aun cuando no puede
determinarse exactamente a qué tipo de movimiento atobmico se debe cada banda, los
espectros de IR siguen dando informacion muy valiosa para andlisis cuantitativos y
cualitativos.

En este caso, se utilizaron los espectros de FT-IR para comparar las matrices de
Alg-GG tratadas con Epi y las sin tratar. Las muestras fueron liofilizadas previamente vy,
para la preparacion de las pastillas, se mezclaron aproximadamente 5.0 mg de matriz con
150 mg de KBr homogeneizando el sistema en mortero de agata. Las pastillas se

prepararon por presion del material utilizando una prensa hidraulica.

3.8.1.7. Microscopia electronica de barrido

Los microscopios electronicos de barrido son instrumentos de haz de electrones
altamente versatiles que pueden proporcionar imagenes 100 veces méas amplias que los
microscopios Opticos comerciales.

En la actualidad, los SEM convencionales incluyen un cafion de electrones, lentes
electromagnéticas, bobinas de exploracion y aperturas. Las lentes electromagnéticas
generalmente se dividen en dos categorias, las lentes de condensador que se colocan
inmediatamente después del candn de electrones y la lente del objetivo ubicada justo antes
de la muestra. Los SEM tipicos producen un haz de electrones de alta energia (1-30 keV)
que se enfoca sucesivamente en una sonda submicrométrica y se explora la trama sobre
la superficie de la muestra. Este haz de electrones se conoce normalmente como haz
primario. Para la formacion de la imagen topografica mas comun usa electrones

secundarios. Son electrones dispersos que tienen energias de solo unos pocos eV. Otro
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modo popular de formacion de imagenes en SEM es utilizar electrones mas dispersos
elasticamente conocidos como electrones retrodispersados. Estos ultimos se definen para
tener energias que van desde 50 eV hasta la energia del haz primario [102].

Se evalu6 la morfologia de la superficie de las esferas obtenidas por SEM en un
microscopio Quanta 200 FGE. Las muestras fueron recubiertas con una 1-10nm de
espesor de capa de carbono y luego se observa con un voltaje de aceleracion de 3,0kV.

Las macroparticulas fueron previamente liofilizadas.

3.8.2. Caracterizacion de las microparticulas de Alg
3.8.2.1. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Se analizaron la morfologia y distribuciéon de tamafios de las microparticulas
obtenidas utilizando un microscopio electronico de barrido FEI Quanta 650 FEG
Environmental SEM, usando un voltaje de 5,0 kV para imdagenes electronicas
secundarias. Las muestras fueron colocadas sobre cinta de cobre sin tratamiento previo.
Las distribuciones de tamafio de particula se revelaron a partir de las micrografias SEM
utilizando el programa Imagen J de dominio publico, disponible en Internet en
http://rsb.info.nih.gov/ij, con el que solo se recogieron el niimero de particulas y su
didmetro. Se aplico una extrapolacion normal con la siguiente funcién de densidad de
probabilidad:

f (6 1 0) = expnx—w?/20%)/(xa\2m) (20)
donde p y o son la media y la desviacion estandar, respectivamente, lo que permite una

comparacion cuantitativa de las imagenes SEM.

3.8.2.2. Microscopia Optica
El estudio morfolégico, distribucion de tamafio y niumero de microparticulas Alg-

PCF obtenidas por gelificacion ionotrdpica en el Encapsulator, se realizaron analizando

ST
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las imagines obtenidas en el software correspondiente al microscopio

Nikon ECLIPSE Ni-U.

3.8.2.3. Espectroscopia RAMAN

La espectroscopia Raman es una técnica empleada para el analisis cuantitativo de
practicamente cualquier material, ya sea organico o inorganico. Sus principales ventajas
radican en que no es necesaria ninguna preparacion de la muestra a estudiar y que se trata
de un proceso no destructivo.

El fundamento fisico de la técnica esta basado en el efecto Raman que consiste en la
dispersion ineléstica de una fraccion de la luz incidente en la muestra, la cual sufre un
cambio de frecuencia debido al intercambio de energia con la materia en dicha colision,

segun la ecuacion de energia de los fotones:
AE = hAv (21)

donde / es la constante de Planck y v la frecuencia de la luz incidente.

Para la medicion, un haz de luz monocromatico, de frecuencia vy, incide sobre la
muestra, dispersandose de manera elastica (dispersion Rayleigh) en su mayor parte, pero
existiendo una cantidad de luz que ha sido dispersada ineldsticamente y, por tanto,
presenta un cambio en su frecuencia. Estos cambios en la frecuencia son caracteristicos
de la naturaleza quimica y del estado fisico de la muestra, y permiten identificar distintos
compuestos y caracteristicas moleculares. Microscopicamente, este efecto se puede
describir como una excitacion de la nube electronica de la molécula debido a la
interaccion con el foton incidente. Este provoca la excitacion de la molécula a un estado
excitado virtual que luego emite un fotébn con el objetivo de regresar al estado
fundamental. Sin embargo, si el choque ha sido inelastico y se ha perdido o ganado

energia, la molécula no volvera exactamente al mismo estado, sino que se encontrara en
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un estado rotacional o vibracional distinto del inicial [103]. La diferencia de energia entre
estos estados es lo que modifica la frecuencia del foton emitido (Ecuacion 22).

Para obtener informacion molecular, se analizan los niveles de energia vibracionales,
los cuales son caracteristicos de los atomos del enlace, su conformacion y su entorno.
Estos niveles tienen frecuencias de resonancia caracteristicas, las cuales son funcion de
la masa de las moléculas y la fortaleza de sus enlaces. A diferencia de la espectroscopia
infrarroja, en la que es necesario un cambio en el momento dipolar de la molécula, para
la espectroscopia Raman es necesario un cambio en la polarizabilidad, lo cual permite
obtener informacion espectral complementaria sobre moléculas homonucleares. En
general, un espectro Raman es una representacion de la intensidad de la luz dispersada
frente al nimero de onda. Se observa una banda central, correspondiente a la dispersion
Rayleigh, a la misma frecuencia que el foton incidente y de gran intensidad y, a cada lado
de ella, se sitian de manera simétrica las bandas Raman-Stokes y Raman Anti-Stokes

(Figura 3.2).
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Figura 3.2. Representacion energética de las diferentes posibilidades de dispersion al incidir un fotéon
sobre una muestra.

Las muestras se analizaron por microscopia Raman, haciendo incidir una luz laser en
una zona determinada y refocalizando la sefial Raman dispersada hacia una pequefia

abertura confocal, la cual actiia como filtro espacial, permitiendo unicamente la entrada
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de la sefial proveniente de la zona que se quiere estudiar y eliminando la sefial proveniente
de otros puntos. La senal recogida es dispersada en un dispositivo de carga acoplada
(CCD), el cual produce el espectro. La ventaja en esta técnica radica en la posibilidad de
analizar a distintas profundidades de la muestra sin necesidad de realizar cortes
transversales, y con una resolucion espacial del orden del micrometro.

Las muestras de las microparticulas se caracterizaron utilizando un Microscopio
Confocal Raman Witec Alpha 300R. Los espectros de dispersion micro-Raman se
registraron con la linea laser de 532 nm, una camara CCD eléctricamente refrigerada y
un filtro de muesca para eliminar la dispersion eléstica. Los espectros se obtuvieron
utilizando un objetivo de microscopio de 50 x. La potencia del laser de salida en las
muestras fue de aproximadamente 25 mW. Las condiciones de exploracion espectral se

eligieron de manera de evitar la degradacion de la muestra.

3.8.2.4. Potencial Zeta
Esta medida da una idea del potencial que se requiere para penetrar la capa de iones
que rodea a una particula, la cual est4 directamente relacionada con la estabilidad de esta
ultima. Por lo tanto, es la potencia electrostatica que existe entre la separacion de las capas
que rodean a la particula [104]. Se determiné el potencial zeta de las microparticulas ya
tratadas con Epi en un Horiba Nano Partica SZ-100 disolviendo las muestras en agua
desionizada y analizando sus distribuciones de carga.
3.8.2.5. Analisis Térmico
La caracterizacion térmica de las microparticulas obtenidas se llevd a cabo
mediante un analisis térmico simultaneo: Termogravimetria (TGA) y Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC).
La técnica de TGA consiste en determinar la variacion de peso de la muestra con

respecto a la temperatura bajo una rampa de calentamiento a velocidad constante, o con
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respecto al tiempo para procesos isotérmicos. A su vez, el equipo permite determinar los
parametros cinéticos del proceso de pirdlisis que sufre el material bajo estudio. El proceso
de pirdlisis se puede seguir midiendo la masa de la muestra vs. temperatura y se define
como el grado de avance del proceso o conversion a (adimensional) segin la siguiente

ecuacion:

a=1-x=(mg— mg)/(my— mg) (22)

Donde mg, mry myson la masa de la muestra en la temperatura inicial (7)), la temperatura
Ty la temperatura final (7}), respectivamente y x es la masa residual a cada T.

A partir de la representacion grafica de o vs T (curva de pirolisis o TGA) se puede
calcular la temperatura de transicion (Ty), la cual es caracteristica de un material y cuyo
valor varia en caso de que cambie la estructura del mismo (Figura 3.3). El célculo de la
Ti se realiza en base a (0a/0T) vs. T, que permite determinar el nimero de transiciones
que posee un material. Esto se debe a que, generalmente, a partir de la curva oo vs. T es

mas dificil de determinar.
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Figura 3.3. Representacion grafica de la curva TGA.
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La TGA también permite calcular la energia de activacion (Ea) del proceso de
pirolisis a partir de diferentes modelos [105]. La seleccion del mismo depende de la
complejidad del sistema. Por ejemplo, en el caso de biomasas vegetales, que contienen
tres componentes principales: hemicelulosa, celulosa y lignina, los modelos son
complejos, pero en el caso de la pirdlisis de sustancias puras, tales como: polisacaridos,
Alg, chitosan o mezclas de polisacaridos tal como los lechos de Alg-GG, estos se pueden
considerar como una Unica sustancia y es posible aplicar el modelo iso-convencional
también denominado modelo libre, que permite el calculo de la energia de activacion del
proceso de pirolisis y, sobre todo, si el material ha sufrido modificaciones estructurales,
permite obtener una idea de la modificacion en las interacciones intramoleculares del
mismo.

El material en estado solido se calienta a una velocidad constante (8 = dT/dt, K/s).
La forma de conversion de la velocidad de reaccion segun la ley de Arrhenius se puede

expresar como:
da A —-E,
= PG (@) (23)

Donde E. (J/mol) es la energia de activacion aparente; A (1/s) es un factor pre-
exponencial; T (K) es la temperatura absoluta; R (8,3145 J/mol.K) es la constante de gas
ideal; f{a) es el modelo de mecanismo que depende de la conversion.

Para una sola reaccion, se cree que los métodos de iso-conversion son precisos para
la estimacion de la energia de activacion aparente (Ea). Los métodos de iso-conversion
tratan la E, como una funcién de a. Los valores de E, a una dada a, E,, pueden estimarse
utilizando multiples velocidades de calentamiento sin f{a) conocido. Uno de los métodos
de iso-conversion mas utilizados es el método de Friedman (Ec. (24)) que se reorganiza

a partir de la Ec. (23):
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(24)

donde el subindice k£ representa la velocidad de calentamiento; Tok es la temperatura
correspondiente a una dada a de velocidad de calentamiento; (do/dT)«, Ea, A son el
diferencial de o vs T, la energia de activacion aparente y el factor pre-exponencial de una
dada o, respectivamente. En los ajustes lineales de In[Bx(da/dT)a] vs. -1/Tox, Ea se puede
estimar a partir de la pendiente E4/R; y el Ay se puede calcular a partir de las
intersecciones una vez que el f(a) mas adecuado es conocido [106].

Las mediciones de DSC, por su parte, estan basadas en la capacidad calorifica (Cp)
de la muestra en funcion de la T. La funcidn principal de esta metodologia es detectar la
variacion diferencial de la potencia aplicada, lo cual permite calcular el flujo de calor
entrante o saliente en un intervalo de tiempo determinado, o dentro de un rango de
variacion de T. De hecho, las mediciones no son absolutas, ya que el instrumento
determina la diferencia en el flujo de calor entre la muestra y la referencia (vacia), que
deben llevarse a cabo en la misma capsula. Durante una reaccion endotérmica, el DSC
muestra una disminucion en el flujo de calor, el cual es compensado por un aumento de
potencia, ya que este ultimo "compensa" cualquier cambio fisico o quimico al ingresar
mas energia para mantener una temperatura isotérmica. El flujo de calor disminuye para
el endotérmico porque la muestra absorbe el calor durante el cambio de entalpia (AH,
J/g). Este ultimo depende de la estabilidad del peso y se calcula a través de la integracion

del area bajo la curva [51]:
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Figura 3.4. Representacion grafica de la curva DSC.

La temperatura en la parte superior del pico se denomina temperatura de fusion o
cambio de fase de la muestra (7m).

Las experiencias se realizaron en un Mettler Toledo TGA / DSC 1 Sistema Star®
con Controlador de Gas GC 200 pesando 12-20 mg de muestra, aplicando una velocidad
de calentamiento de 5 °C/min, de 0 a 500 °C y bajo una atmosfera de argon (30mL/min)
para evitar una degradacion termo-oxidativa. Se realizd un blanco sin muestra. Los
resultados se expresaron como % de masa residual vs temperatura (TGA) y potencial
(mW) vs temperatura (DSC). La primera derivada de TGA fue también determinada
mediante el uso de Sigma Plot v12. La integral del area de los picos de DSC fue

determinada mediante el uso de Origin 6.0.

3.8.3. Cuantificacion de Lisozima y Quimotripsindgeno
3.8.3.1. Absorbancia a 280 nm
Ya que se trabajo con proteinas comerciales con alto grado de pureza, la presencia
de las mismas se determind mediante medidas de absorbancia a 280 nm (donde absorben

los residuos Tirosina, Triptofano y, en menor medida, la Fenilalanina y los puentes
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disulfuro presentes en la proteina) [107]. Este método fue seleccionado debido a su
sencillez y a que brinda la posibilidad de recuperar la muestra luego de la medicion.

Para las medidas se emplearon dos equipos diferentes segun el sistema a analizar.
Cuando se trabajé con las esferas macroscépicas se empled un Espectrofotometro UV-
Vis Jasco V-550, mientras que para los sistemas preparados con microesferas se empled
un Espectrofotometro NanoDrop™ 2000/2000c de Thermo Scientific™.

En ambos casos, se realizaron las curvas de calibracion utilizando diferentes
diluciones de una solucién stock de LZ 10 mg/ml y otra de QTg 10 mg/ml para conocer

el rango de linealidad del método.

3.9. Estudio de la adsorcion en batch de LZ y QTg sobre matrices poliméricas

3.9.1.Determinacion de las condiciones de adsorcion en batch de LZ sobre la
matriz Alg-GG

Uno de los pasos mas importantes en este trabajo, fue determinar las condiciones
experimentales 0ptimas donde se obtuviera el mayor porcentaje de proteina adsorbida en
tanque agitado sobre una masa fija de la matriz en estudio.

Se llevo a cabo la adsorcion de LZ comercial en diferentes sistemas, en los cuales
se variaron las siguientes condiciones: concentracion inicial de LZ (0,05 mg/mL, 0,10
mg/mL, and 0,16 mg/mL), pH del medio (6,0, 7,0 y 8,0), fuerza i6énica (0 mM, 150 mM
y 300 mM NaCl), volumen de Epi agregado para inducir el entrecruzamiento (1,5 mL y
3,0 mL) y concentracion total de Alg para la obtencion de la matriz (0,6 % P/V y 1,0 %
P/V). La eleccion se basa en que dichos parametros son los mas influyentes en un proceso
de interaccion electrostatica como el que se espera que suceda en este caso [108].

Para el estudio se prepararon sistemas con una masa conocida e igual de matriz y
se llevaron a un volumen final constante con los diferentes buffers ensayados para la

adsorcion. Los sistemas se dejaron en agitacion por media hora de manera que la matriz
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se lave bien con la solucidn de trabajo. Una vez equilibrada la matriz, se agrego6 proteina
en igual concentracion a cada uno de ellos. Los tubos fueron dejados por 1 h bajo
agitacion orbital de 30 rpm a 25 °C. Este tiempo es suficiente, segin medidas de cinética,
para que los sistemas lleguen al equilibrio.

Para los calculos se utilizo el método de deplecion, que consiste en medir la
concentracion de proteina inicial y final en el sobrenadante y, mediante diferencia de las
mismas, se obtiene la cantidad de proteina adsorbida en las diferentes condiciones [108,
109]. Los datos fueron expresados como % de proteina adsorbida vs. Condicion de
trabajo.

Se realizaron en cada condicion controles de matriz sin proteina y de proteina sin

matriz. Todas las experiencias fueron realizadas por duplicado.

3.9.2.Determinacion de las condiciones de adsorcion de QTg sobre matrices Alg-
GG-PCF a partir de disefio estadistico experimental

Para determinar las condiciones experimentales Optimas donde se obtuviera el
mayor porcentaje de proteina adsorbida sobre una masa fija de la matriz en estudio, se
realizaron varios experimentos independientes para obtener modelos optimizados para la
adsorcion de QTg. La influencia de las variables (pH y adicion de polimeros sintéticos)
en la capacidad de adsorcion fue estudiada empleando un disefio factorial completo con
dos factores (pH y adicion de polimeros sintéticos) en cuatro y tres niveles,
respectivamente. La significacion estadistica de la regresion no lineal se determind
mediante la prueba de Student, la ecuacién del modelo de segundo orden fue evaluada
por la prueba de Fischer y la proporcién de varianza explicada por el modelo obtenido
fue dada por el coeficiente de determinacion, R%. Los disefios experimentales y el calculo

de los datos predictivos se realizaron con Minitab® 17.1.0 (© Minitab Inc., 2013).
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3.9.2.1. Secuencia de Fibonacci
Los niveles optimos del factor significativo en la adsorcion de QTg se
analizaron mediante la secuencia de Fibonacci [110]. En este estudio, se probo un factor
(pH). La estrategia utilizada tuvo un error maximo de 0,1 con un rango de pH entre 4,0 y

6,0.

3.9.3. Determinaciéon de las condiciones de adsorcion de QTg sobre
microparticulas de Alg-PVP/Alg-PVA a partir de disefio estadistico
experimental

Para determinar si el agregado de PVA o PVP en la produccién de microparticulas
afecta la capacidad de adsorcion de QTg sobre una masa fija de matriz se llevo a cabo un
disefio experimental, a partir del cual se realizaron varios experimentos independientes
para obtener modelos optimizados para la adsorcion de la proteina. La influencia de las
variables [PVP], [PVA] y Volumen de Epi en la capacidad de adsorcion fue estudiada
empleando un disefo factorial completo con tres factores ([PVP], [PVA] y Volumen de
Epi) en dos niveles cada uno. En la Tabla 2.1 se detallan los niveles estudiados. Estos
factores y niveles fueron determinados por pruebas preliminares y literatura [22, 95, 111].
Las condiciones experimentales utilizadas, como pH y temperatura, fueron las
determinadas en experiencias previas, durante la produccion de macroesferas (datos no
mostrados). La significacion estadistica de la regresion no lineal se determind mediante
la prueba de Student, la ecuacioén del modelo de segundo orden fue evaluada por la prueba
de Fischer y la proporcion de varianza explicada por el modelo obtenido fue dada por el
coeficiente de determinacion, R?. Los disefios experimentales y el calculo de los datos

predictivos se realizaron con Minitab® 17.1.0 (©Minitab Inc., 2013).
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Tabla 3.1. Variables y niveles aplicados al disefio factorial completo estudiado.

Niveles

Variables
-1 0 1

Disefio
Factorial Concentracion de PVP % (P/V) 0 |035] 0,7
Complet

OMPIIO 1 Concentracion de PVA% (P/V) | 0 | 035 | 0,7

Volumen de Epi (uL) 240 [ 600 | 960

3.9.4. Caracterizacion de la cinéticas del proceso de adsorcion

Para el estudio de la cinética del proceso de adsorcion se incubd una cantidad
constante de matriz con proteina y se midi6 la cantidad de proteina remanente en el
sobrenadante a lo largo del tiempo. Los tubos fueron mantenidos en agitacion y a
temperatura constante durante el transcurso de la experiencia. La cinética se determiné a
diferentes concentraciones iniciales de proteina, diferentes volimenes de Epi y a dos
temperaturas (6°C y 25°C).

Los datos fueron expresaron como mg de proteina adsorbida/ g de matriz hidratada
en funcién del tiempo (q¢). Las cinéticas de adsorcion obtenidas fueron analizadas con
diferentes modelos cinéticos, a saber: pseudo-primer orden o modelo de Lagergen [112],
pseudo-segundo orden o modelo de Ho y Mckay [113] y modelo intra-particular de Weber
y Morris [114]. Las ecuaciones de ajuste y los pardmetros correspondientes a cada modelo
cinético estudiado se detallaron en la seccion 1.2.1.

3.9.5. Isotermas de adsorcion

El procedimiento para obtener isotermas de adsorcion consiste en trabajar con
muestras con una cantidad fija de adsorbente y concentraciones de adsorbato crecientes.
Por lo tanto, se prepar6 una serie de tubos con una cantidad constante de matriz y a cada
uno de ellos se le agregd una concentracion diferente de una solucion stock de proteina,
segun corresponda. Las muestras fueron colocadas en un agitador orbital a 30 rpm con

temperatura constante y se dejaron equilibrar. Se determiné la concentracion de proteina
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inicial y en el equilibrio en cada tubo. Las isotermas se obtuvieron a 2 temperaturas: 6 °C
y 25 °C.

Los datos obtenidos fueron ajustados a diferentes modelos de adsorcion hasta
encontrar el mejor ajuste, de manera de obtener los parametros fisicoquimicos del
proceso. Los modelos de isotermas utilizados fueron detallados en la seccion 1.2.2.

Se obtuvieron diferentes isotermas segun el sistema en estudio y, debido a que las
caracteristicas de los lechos obtenidos son diferentes, la metodologia de trabajo presento
variaciones. Cuando se trabajo con macroesferas se utilizaron 0,100 g de lecho en un
volumen final de 3 ml de sistema tanto para el caso de la LZ como para el QTg y el
sistema se incub6 durante 1 h para alcanzar el equilibrio. Al trabajar con microparticulas
se empled 1,0 mg de matriz en un volumen final de 1 ml dejando el sistema en agitacion
durante 30 min para alcanzar el equilibrio luego de lo cual los tubos fueron centrifugados
por 10 min a 10000g para poder realizar el dosaje de proteina.

3.9.6. Determinacion de las condiciones de desorcion

Cuando un proceso de adsorcion se optimiza con el objetivo de purificar una
proteina, la desorcion de la misma es casi tan importante como su adsorcion. Por ello, se
realizaron pruebas con el fin de encontrar las condiciones experimentales que rindieran
la mejor desorcion de las proteinas de interés.

Se prepararon sistemas con una cantidad fija de matriz, buffer de adsorcion y
cantidad fija de proteina. Los tubos se incubaron con agitacion orbital a 25°C. Una vez
alcanzado el equilibrio de adsorcion, se separd la matriz del sobrenadante y se realizaron
varios lavados con el buffer de adsorcion (hasta alcanzar una concentracion de proteina
despreciable en el lavado). Finalmente, se coloco en cada tubo un volumen constante de

los diferentes buffers de desorcion y se dejé el sistema en agitacion orbital por 1 h, con el
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objetivo de estar seguros de haber alcanzado el equilibrio de desorcion. Los datos
obtenidos fueron expresados como % proteina desorbida vs. Condicion de desorcion.
Las condiciones ensayadas para la desorcion se eligieron en base a resultados
obtenidos en las experiencias anteriores y en base a la bibliografia consultada. Se utilizé
buffer Pi 20 mM pH 7,0 para LZ y Cit 25 mM pH 5,0 para QTg, con variacion de la fuerza
16nica por la adicion de NaCl al medio (0 mM, 150 mM, 300 mM y 450mM) en ambos

Casos.

3.9.7. Cinética de la desorcion

Para obtener el tiempo requerido para alcanzar la maxima concentracion de
proteina desorbida, se realizaron las medidas de cinética para la desorcion. Para ello se
realizd el mismo protocolo que en la determinacion de las condiciones de desorcion, pero
se midio la cantidad (%) de proteina desorbida en funcion del tiempo transcurrido. Estas
medidas fueron realizadas Ginicamente para la condicion que rindié el mayor porcentaje

de desorcion.

3.9.8. Ciclos de reutilizacion de la matriz

Para la determinacion de la viabilidad de las matrices utilizadas se llevaron a cabo
varios ciclos sucesivos de adsorcion — lavado — desorcion durante un periodo de 3 dias
consecutivos. Se realizaron los mismos protocolos para adsorcion y desorcion detalladas
anteriormente. Las matrices fueron reservadas entre ciclo y ciclo en buffer de adsorcion.
Todas las mediciones se realizaron por duplicado. Se obtuvieron los valores de %

proteina adsorbida y % de proteina desorbida en funcion del tiempo.
3.10. Adsorcién en lecho empacado: estudio del proceso de captacion de LZ

sobre la matriz Alg-GG

La adsorcion en columna de lecho empacado es un proceso en el que se produce

una transferencia continua de masa entre dos fases (la fase movil que contiene el soluto y
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la fase solida del lecho compactado). La adsorcion en lecho empaquetado se realizo en
una columna de 5 mm de didmetro x 100 mm de alto la cual se empaco con una cantidad
conocida de matriz de Alg-GG para obtener la altura de lecho deseada. La solucion de LZ
de concentracion conocida se bombed a una velocidad fija a través de la columna. El
procedimiento de elucion se realizo utilizando un AKTA prime plus 100 (GE Healthcare,
Uppsala, Suecia) equipado con una bomba peristaltica y una deteccion UV para las
mediciones de la concentracion de proteinas. Los datos obtenidos se expresaron como
concentracion de proteina eluida sobre la concentracion de LZ total inicial en la solucioén
de entrada frente al tiempo [32]. Dicha grafica se denomina curva de ruptura y fue
estudiada variando la altura del lecho (Z), la velocidad del flujo (caudal) (Qv) o la
concentracion inicial de LZ (Cop). De esta manera, se puede estudiar el comportamiento
de la proteina en los sistemas de adsorcion formados.

Los datos obtenidos fueron ajustados a diferentes modelos matematicos hasta
encontrar el mejor ajuste, de manera de obtener los parametros para describir las curvas

de rupturas obtenidas. Los modelos utilizados fueron detallados en la seccion 1.3.

3.11. Aplicacion de los resultados obtenidos
3.11.1. Fuente de obtencion de LZ
Para la obtencion de LZ a partir de una fuente natural se utilizo clara de huevo.
Para ello se prepar6 una dilucion de la clara de huevo en H2O destilada a pH 7,0; en una
relacion 1:5. Posteriormente se procedio a colar la solucion utilizando un colador de metal
y finalmente se centrifug6 a 10000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Dicho tratamiento fue
realizado para disminuir la viscosidad natural de la clara, siempre tratando de evitar la

formacion de espuma.
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3.11.2. Purificacion de la enzima

Una vez obtenida la solucion se procedi6 a la purificacion de LZ a través del
proceso de adsorcion—lavado—desorcion tanto en tanque agitado como en lecho empacado
empleando las mejores condiciones obtenidas en las pruebas con la enzima pura. En el
caso del proceso realizado en lecho empacado, las muestras se recolectaron a la salida de
la columna en los intervalos de tiempo deseados.

Finalmente, se llevd a cabo una electroforesis de proteinas (S.D.S. — P.A.G.E.) a
través de la cual se pueda verificar la presencia de la enzima tanto en la fase de desorcion
luego de un tratamiento de ultracentirfugacion (30 min, 6000 rpm, 8°C), técnica capaz de
concentrar la proteina obtenida. El analisis de iméagenes de los geles se realizé en una PC
utilizando el programa de imagen de dominio publico desarrollado por Wayne Rasband,
de los Institutos Nacionales de la Salud de EE. UU. y disponible en Internet en
http://rsb.info.nih.gov/ij para mediciones de area, a través intensidad relativa integrada de

cada banda obtenida.

3.11.3.Evaluaciéon de la capacidad de las microparticulas de Alg para la
recuperacion de QTg y LZ en una mezcla de proteinas

Para estudiar la eficiencia de las microparticulas en la recuperacion de LZ y QTg
a partir de una mezcla artificial de proteinas, se llevo a cabo un ciclo de adsorcion-lavado-
desorcion en las condiciones previamente estudiadas para cada proteina. Se agregaron al
sistema las proteinas OVO, BSA y CAT auna concentracion final 30 mg/mL. Se eligieron
estas proteinas teniendo en cuenta su pl y PM. Finalmente, las alicuotas de cada paso del
ciclo para cada proteina se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecilsulfato de sodio (SDS) (PAGE), en Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels
de Bio-Rad, de concentracion 4-15% y 12 pocillos de 20 pL de siembra. El tiempo de
funcionamiento fue de aproximadamente 1 hora con una intensidad constante de 40 mA.

Las proteinas se tifieron con azul brillante Coomassie.
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3.12. Manejo de los datos experimentales

El ajuste de los datos experimentales, usando las ecuaciones adecuadas a cada
experiencia fue realizado mediante el programa de PC de ajuste no lineal Sigma Plot
para Windows, version 12.0.

La mayoria de las mediciones fueron realizadas por duplicado y el error
asociado fue calculado como la desviacion estandar de las mismas.

En los casos en los que fue necesario ajustar los datos obtenidos
experimentalmente a ecuaciones correspondientes a modelos tedricos para explicar
los comportamientos del sistema, el mejor ajuste fue considerado como aquel que
presente un coeficiente de determinacion (R?) més cercano a la unidad y la menor
sumatoria de cuadrados del error (SS). Las ecuaciones correspondientes a dichos

parametros se presentan a continuacion:

2 _ (Qe,modelo_Qe,exp)z
R = (25)

_ 2 2
> (‘Ie,modelo _Qe,exp) + (‘Ie,modelo _Qe,exp)

Donde: gemodelo corresponde a los valores de q. obtenidos por el modelo; ge,exp S€

refiere a los valores de e obtenidos experimentalmente y Qe exp €8 la media de los

valores de qe,exp Obtenidos.

S$§ = Z?(Qe,model Qe,exp) 2 (26)

Donde: Qe modelo €s la capacidad tedrica de adsorcion brindada por el modelo y Qe,exp

es la capacidad de adsorcidn en el equilibrio obtenida experimentalmente.



Resultados y
Discusion:

Capitulo 1



RESULTADOS Y DISCUSION: CAPITULO 1: ADSORCION
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4. Resultados y discusion: Adsorcion de Lisozima en matriz de
Alginato-Goma Guar

4.1. Caracterizacion de la matriz obtenida

La matriz elegida como adsorbente estd formada por una mezcla de Alg y GG, la
cual gelifica en contacto con CaCl, y, luego, ambos polisacaridos son entrecruzados con
Epiclorohidrina (Epi), un epdxido altamente reactivo. Las matrices entrecruzadas con
diferentes relaciones de Epi (1,5 mL y 3,0 mL) y sin entrecruzar se muestran en la figura
4.1. Puede observarse que las tres matrices obtenidas presentan forma esférica con un
diametro promedio de entre 1,5-2,0 mm. Su densidad, mayor que la del agua, permite que
decanten facilmente evitando pasos de centrifugacion para su separacion.

‘®-9®
® @

AL
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Figura 4.1: Fotografia de las esferas obtenidas. A la derecha se muestran
matrices Alg-GG control, en el centro esferas tratadas quimicamente con 1,5 mL
de Epi y a la izquierda las tratadas con 3 mL de Epi.

Si bien las matrices utilizadas durante este trabajo fueron obtenidas a partir de un
protocolo previamente publicado [82], antes de comenzar a estudiar su capacidad de
adsorcion, se realizo una caracterizacion de las matrices Alg-GG (0.6 %P/V-0.5 %P/V).
Para ello se procedié al estudio de diversas propiedades, las cuales se detallan a

continuacion.

4.1.1. Insolubilidad
Se verifico la estabilidad de las matrices obtenidas frente a la presencia de EDTA
0,IM. Este paso es fundamental para su posterior uso ya que, si las matrices no se

encuentran entrecruzadas covalentemente de forma correcta pueden solubilizarse al variar
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las condiciones de trabajo y, por lo tanto, no cumplirdn con los requisitos necesarios para
ser utilizadas.

Se pudo observar que, durante la agitacion por inversion de ambas matrices,
entrecruzadas y sin entrecruzar (control), durante un periodo de 3 horas en una solucion
de EDTA 0,IM, la primera se conservd intacta mientras que la ultima se solubilizé
completamente. Esto demuestra que el entrecruzamiento luego de la reaccion con Epi fue
exitoso, ya que, cuando la matriz es modificada quimicamente, el agregado de EDTA
(agente quelante de Ca®") no solubiliza el gel, independientemente de la presencia de
Ca?".

Los resultados obtenidos son muy interesantes debido a que la insolubilidad de las
esferas obtenidas permite su utilizacion en medios sin la presencia de cationes divalentes.
Esto es ventajoso ya que la presencia de dichos cationes limita, en muchos casos, la
utilizacion de ciertos buffers debido a la precipitacion de sales insolubles. Este
inconveniente lleva a tener que utilizar otros compuestos para la regulacion del pH que,
en la mayoria de los casos, encarecen el proceso. Un ejemplo claro de esto es la

imposibilidad de utilizar buffer fosfato (Pi) en combinacion con sales de calcio.

4.1.2. Masa de agua retenida por las matrices

A partir de las determinaciones de porcentaje de agua presente en las matrices, se
encontr6 que la matriz tratada estd compuesta en un (93.5 = 0.1) % de agua y, que dicho
valor se mantiene constante en las diferentes preparaciones de la misma. El control
presentd un porcentaje de agua similar (98.2 = 0.1) %, lo que permite concluir que el
tratamiento quimico de las esferas no altera el grado de hidratacion de las mismas. Este
dato es similar a resultados obtenidos para las matrices de Alg-CaCl; en las que se estima
un 98,3 % de agua [16] y para matrices formadas por otros polimeros naturales tales como

el chitosan [115].
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4.1.3. Espectroscopia FTIR

Para completar la caracterizacion de las matrices Alg-GG entrecruzadas y sin
entrecruzar, se procedid a realizar el espectro de IR de las mismas. En la figura 4.2 se
pueden observar los espectros IR superpuestos de la matriz sin entrecruzar y la matriz
entrecruzada con 1,5 mL Epi. También se llevo a cabo el mismo procedimiento para el
adsorbente entrecruzado con 3,0 mL de Epi, resultados que no son presentados, ya que se

obtuvieron conclusiones similares.

Matriz sin entrecruzar
Matriz entrecruzada
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Figura 4.2: Espectros de FTIR de las esferas de Alg-GG.

El pico mas importante se observa a los 1120 cm™'. Dicho pico es caracteristico
de los grupos epoxido y estd asociado a la deformacion axial del C-O-C [116]. Puede
verse que la intensidad de dicho pico se incrementa notablemente en las esferas
entrecruzadas. Estos resultados, junto con las pruebas de solubilidad, nos permiten
concluir que la reaccion de entrecruzamiento fue exitosa.

Las bandas de alrededor de 1030 cm™ ! (C-O-C stretching) se atribuyen a la

estructura de los polisacaridos. Ademas, las bandas a 1617 y 1417 cm™! se asignan a los
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picos asimétricos y simétricos de estiramiento de los grupos carboxilo del Alg.
Finalmente, el pico a 3000 cm™! corresponde a los grupos hidroxilo de ambos polimeros
[82, 116].
4.2. Estudio de la adsorcion en batch de LZ sobre la matriz Alg-GG

4.2.1. Determinacion de las condiciones de adsorcion en batch

Para comenzar con el estudio de la adsorcion en tanque agitado de LZ sobre la
matriz de Alg-GG se prepararon sistemas en los cuales se estudio el efecto del pH del
medio (6,0, 7,0 y 8,0), la concentracion final de Alg en la formacion de la matriz (0,6 %
P/Vy 1,0 % P/V) y el volumen de Epi necesario para el entrecruzamiento (1,5 mL y 3,0
mL) y, se determind el % de LZ adsorbido sobre cada matriz. Los resultados obtenidos

en los distintos sistemas son presentados en la figura 4.3.

I [Alg] 0.6 %p/V 1.5mL Epi
[ [Alg] 0.6 %p/V 3.0 mL Epi
[ [Alg] 1.0 %p/V 1.5 mL Epi
100 I [Alg] 1.0 %p/V 3.0 mL Epi

80

% Adsorcion

0 . e
5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5
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Figura 4.3: % Adsorcion de LZ en los sistemas en estudio en funcion del pH del medio.
Medio buffer Pi 20 mM. Concentracion inicial de LZ 0,16 mg/mL. Temperatura 25°C.
Se observa que, en el medio a pH 7,0, los valores de % de adsorcion de los

sistemas estudiados son mas altos. Dentro de estos sistemas, el mejor resultado fue (82 +

3) % de LZ adsorbida en la matriz formada por 1,0 % P/V de Alg y 3,0 mL de Epi. Sin

> e <



RESULTADOS Y DISCUSION: CAPITULO 1: ADSORCION
DE LISOZIMA EN MATRIZ DE ALGINATO-GOMA GUAR

embargo, la capacidad de adsorcion de las matrices formadas por 0,6 % P/V de Alg y
entrecruzadas con 1,5 mL y 3,0 mL de Epi son (80 £ 1) % y (77 + 2) %, respectivamente.
Es por ello que, si se tienen en cuenta los valores obtenidos y sus respectivos errores,
puede concluirse que la diferencia obtenida para los porcentajes de adsorcion en esta
condicion con las 3 matrices es despreciable. Y, considerando la cantidad de reactivos
empleada para la formacion de las matrices, se procedid a continuar trabajando con las
matrices formadas con una concentracion inicial de Alg de 0,6 %P/V y entrecruzadas
covalentemente con 1,5 mL y 3,0 mL de Epi.

Por ultimo, a partir de dicha experiencia se determino el pH que rinde la mayor

adsorcion para el sistema en estudio: buffer Pi 20 mM, pH 7,0.

4.2.2. Caracterizacion de la cinética del proceso de adsorcion

Durante el estudio de cualquier proceso es importante determinar el tiempo
necesario para alcanzar el equilibrio en el sistema, es decir, realizar la cinética de
adsorcion. En la figura 4.4 se muestran los resultados obtenidos para la adsorcion de LZ

sobre la matriz de Alg-GG y sus respectivos ajustes.

a)

25

® [LZ] 0,05 mg/mL
@ [LZ] 0,10 mg/mL
v [LZ 0,16 mg/mL

2.0

1.5

1.0

q;(mg LZ ads/g de matriz)

0.5

t (min)

Figura 4.4: Cinéticas del proceso de adsorcion de LZ sobre esferas de Alg-GG en diferentes condiciones:
a) 1,5 mL Epi, Temperatura 25°C. b) 3,0 mL Epi, Temperatura 25°C. ¢) 1,5 mL Epi, Temperatura 6°C. d)
3,0 mL Epi, Temperatura 6°C. Medio buffer Pi 20 mM pH 7,0.
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Figura 4.4 (continuacion): Cinéticas del proceso de adsorcion de LZ sobre esferas de Alg-GG en
diferentes condiciones: a) 1,5 mL Epi, Temperatura 25°C. b) 3,0 mL Epi, Temperatura 25°C. c¢) 1,5 mL
Epi, Temperatura 6°C. d) 3,0 mL Epi, Temperatura 6°C. Medio buffer Pi 20 mM pH 7,0.
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Puede observarse que, en todos los casos, la adsorcion de la proteina se incrementa
con el tiempo de contacto hasta alcanzar un plateau. El punto en el que comienza el
plateau es el tiempo de equilibrio necesario para lograr la adsorcién maxima en estas
condiciones. Se observa una elevada velocidad inicial que puede deberse a la gran
disponibilidad de sitios de adsorcion en la matriz porosa y a una buena accesibilidad a los
mismos. La velocidad disminuye a medida que el sistema se acerca al equilibrio, lo que
puede corresponderse con la disminucion de los sitios disponibles en la matriz para la
adsorcion de mas enzima o con un impedimento estérico para la union de mas enzima
debido a las moléculas ya unidas en la matriz. Ademas, se observan diferencias en el
tiempo necesario para alcanzar el equilibrio, tanto por efecto de la concentracion inicial
de enzima como la temperatura de trabajo.

Para analizar el mecanismo cinético de adsorcion, los datos experimentales fueron
ajustados a dos modelos: pseudo - primer orden y pseudo - segundo orden [117, 118], las
ecuaciones correspondientes a cada modelo se detallaron en la seccion 1.2.1.

A partir de los ajustes realizados, se pudo determinar que todos los casos siguen
un comportamiento cinético de pseudo - primer orden. Cuando se trabajé a bajas
temperaturas (6 °C), los valores de q; resultaron: (3,4 = 0,2) mg/g y (3,7 £ 0,5) mg/g para
las matrices entrecruzadas con 1,5 mL y 3,0 mL de Epi, respectivamente. Estos valores
resultaron ser superiores a los qt obtenidos cuando se trabajé a temperatura ambiente
(Tabla 4.I), corroborando lo observado experimentalmente. Sin embargo, se considerod
que la proporcion de mg de LZ adsorbida por g de matriz hidratada a temperaturas bajas
no es lo suficientemente importante teniendo en cuenta la variable costo, ya que se
necesitaria energia extra para disminuir la temperatura. Por lo tanto, se concluye que es

mas rentable trabajar a 25 °C y, en la tabla 4.1, se detallan los parametros de los modelos
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cinéticos y los coeficientes de correlacion de regresion (R?) a concentraciones iniciales

de LZ de 0,16 mg/mL y dicha temperatura.

Tabla 4.1: Parametros cinéticos para la adsorcion de LZ sobre matriz de Alg-GG. Medio buffer Pi 20 mM
pH 7,0. Concentracion inicial de LZ 0,16 mg/mL. Temperatura 25°C.

Volumen de Epi (mL)
1,5 | 3,0
Parametros Modelo Cinético
Pseudo-primer | Pseudo-segundo | Pseudo-primer Pseudo-
orden orden orden segundo orden
q(mg/g) 2,20+0,04 1+23 2,4+0.2 1+6
k; (min™); (8,3+0,5).102 0,2+3,9.10* (4,4+0,5).102 | (7,5+0,1).102
k2 (g/mg.min)
R? 0,9934 0,9871 0,9877 0,9861
SS 0,0398 0,0779 0,0676 0,0759
“Ea (kcal/mol) 4.4 0,56 7.3 21,5
Kia(g/mg.min®> 0,37+0,02 0,36+0,02
C 0,01+0,11 -0,2+0,1
R? 0,9524 0,9674
SS 0,2883 0,1786

Se encontr6 que los valores de R? calculados para el modelo de pseudo primer
orden se encuentran cercanos a 0,99, lo que demuestra la aplicabilidad de este modelo a
la adsorcion de LZ en matrices de Alg-GG. Los valores obtenidos para gt a partir de dicho
ajuste son coincidentes con el valor experimental que se observa en las Figuras 4.6. a) y
b).

También, a partir de los datos obtenidos a dos temperaturas, se determind la
energia de activacion (E,) del proceso de adsorcion, la cual se calculd utilizando la

ecuacion de Arrhenius:

2z _n () @7)

k298 R T298K T279K

Donde: R es la constante universal de los gases (2 cal/mol.K), T es la temperatura absoluta
(K) y Ea es la energia de activacion de adsorcion (kcal/mol). La magnitud de Ea puede dar
una idea acerca del tipo de adsorcion. Los valores obtenidos se muestran en la tabla 4.1.

Los valores bajos de E. obtenidos muestran una interaccion fisica en la adsorcion de LZ
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sobre la matriz Alg-GG, lo cual se correlaciona con los valores de entalpia y entropia
positivos obtenidos.

Posteriormente, se estudio la difusion intra-particula, a partir de la cual se puede
determinar el mecanismo molecular involucrado en el proceso de adsorcion. Para lograr
dicho objetivo se ajustaron los datos experimentales a una grafica de difusion intra-
particula, segiin el modelo de Weber y Morrris. La ecuacidon correspondiente a este
modelo y sus derivaciones tedricas se encuentran en la seccion 1.2.1. La grafica q; vs t°

y los parametros obtenidos se muestran en la figura 4.5 y en la tabla 4.1.
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Figura 4.5: Ajuste al modelo de difusion intra-particula de Weber-Morris en el proceso de adsorcion de
LZ sobre esferas de Alg-GG en diferentes condiciones: a) 1,5 mL Epi, Temperatura 25°C. b) 3,0 mL Epi,
Temperatura 25°C. ¢) 1,5 mL Epi, Temperatura 6°C. d) 3,0 mL Epi, Temperatura 6°C. Medio buffer Pi 20

mM pH 7,0.

La linealidad en dichas graficas afirma que el proceso cinético depende
exclusivamente de la difusion de solutos a través de la matriz. También se observd que
los valores obtenidos de C (cada una de las intercepciones de las graficas lineales de la

Figura 4.6 con el eje de las ordenadas; constante relacionada con el efecto de la capa
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limite) fueron negativos, de lo que se deriva que la velocidad de adsorcion de la LZ en
estas matrices esta controlada por mas de un mecanismo. De acuerdo a investigaciones
previas [119], en este caso, la velocidad del proceso estaria definida por el efecto
combinado de la difusion a través de la capa limite y de la reaccion en la superficie del
adsorbente.

A partir del analisis de los valores de Kiq obtenidos para cada sistema y
presentados en la figura 4.5, se pudo concluir que el aumento en el volumen de Epi para
el proceso de entrecruzamiento de la matriz no afecta la difusion de la particula a través
de la misma. Mientras que, al disminuir la temperatura del proceso de adsorcidon se
observa un aumento en la Kjq, lo cual representa un aumento en la velocidad de difusion
de la proteina a través de la matriz.

Para finalizar con el estudio cinético, se procedid a realizar la adsorcion de LZ en
ambas matrices de Alg-GG, pero en este caso se agregd una concentracion conocida y
constante de los distintos cationes pertenecientes a la serie de Hofmeister (Li", K, Rb" y
Cs"). Para ello, primeramente, se realizaron las cinéticas en presencia de los diferentes
cationes para luego ajustar los datos obtenidos a los modelos de interés. Los resultados se

muestran en las figuras 4.6 y 4.7.
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Figura 4.6: Cinéticas del proceso de adsorcion de LZ sobre esferas de Alg-GG agregando cationes
cloruros de la serie de Hofmeister (150 mM) en diferentes condiciones: a) 1.5 mL Epi. b) 3.0 mL Epi.
Medio buffer Pi 20 mM pH 7.0. Temperatura 25°C.
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Figura 4.7: Ajuste al modelo de difusion intra-particula de Weber-Morris en el proceso de adsorcion de
LZ sobre esferas de Alg-GG agregando cationes cloruros de la serie de Hofmeister (150 mM) en
diferentes condiciones: a) 1.5 mL Epi. b) 3.0 mL Epi. Medio buffer Pi 20 mM pH 7.0. Concentracion
inicial de LZ 0.16 mg/mL. Temperatura 25°C.

A partir de los andlisis efectuados sobre los datos experimentales obtenidos se
puede observar que, en todos los casos, la adsorcidon presenta una cinética de pseudo

primer orden y una notable disminucion de la capacidad de adsorcion de LZ sobre las
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matrices con el agregado de los cationes Cs”, Rb" y K*, mientras que la presencia de Li*
mantiene la capacidad de adsorcion con respecto a la matriz control. También se puede
concluir que los cationes de la serie de Hofmeister modifican el coeficiente de difusion
en el siguiente orden: Cs* < Rb* < K < Li". Esta tendencia en la movilidad, y en
consecuencia en la adsorcion de la proteina sobre la matriz, refleja la afinidad de los
diferentes cationes a la superficie eléctrica cargada negativamente de la matriz Alg-GG.
Por lo tanto, cuando un cation se encuentra poco hidratado como es el caso del Cs', éste
interacciona mas fuertemente con la superficie eléctricamente cargada de Alg-GG y, por
lo tanto, reduce la magnitud de la superficie cargada disminuyendo la difusion de la LZ a
través de la superficie de la matriz. En cambio, un ion fuertemente hidratado como es el
caso del Li* interactiia débilmente con la superficie Alg-GG y sus paredes porosas, por lo

que, la difusion de la LZ a través de la pared de la matriz no se encuentra afectada.

4.2.3. Isotermas de adsorcion
Como parte del estudio del proceso de adsorcion se realizaron las respectivas
isotermas de adsorcion de LZ sobre las matrices de Alg-GG a dos temperaturas (25°C y
6°C) y también se estudiaron las isotermas a 25°C aumentando la fuerza idénica del medio,
mediante el agregado de una concentracion final de NaCl de 150 mM. Los resultados se

muestran en las figuras 4.8 y 4.9.
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Figura 4.8: Isotermas de adsorcion de LZ sobre ambas matrices de Alg-GG. Medio buffer Pi 20 mM, pH
7.0. Temperatura 6°C.
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Figura 4.9: Isotermas de adsorcion de LZ sobre ambas matrices de Alg-GG y variando fuerza idnica (150
mM NacCl). Medio buffer Pi 20 mM pH 7.0. Temperatura 25°C.

Puede observarse que a ambas temperaturas el proceso de adsorcion sigue
un modelo exponencial donde a medida que aumenta la concentracion de proteina
presente aumenta la capacidad de adsorcion de las matrices. Se puede concluir también

que a bajas temperaturas el aumento en el volumen de Epi durante la formacion de las
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matrices se correlaciona al aumento en la capacidad de adsorcién, fendmeno que no se
reproduce a 25°C.

En la figura 4.9 se verifica que un aumento de la fuerza ionica del medio, por
el agregado de NaCl 150 mM, disminuye notablemente la capacidad de adsorcion de las
matrices a 25°C. Confirmando la existencia de un mecanismo electrostatico para el
proceso de adsorcion en estudio.

Los datos experimentales fueron ajustados a tres modelos de adsorcion:
Freundlich, Langmuir y Hill, cuyas ecuaciones fueron detalladas en la seccion 1.2.2.
Los parametros determinados para cada modelo asi también como las

funciones termodinamicas son representados en la tabla 4.11.

Tabla 4.I1: Pardmetros del proceso de adsorcion de LZ sobre la matriz Alg-GG a diferentes temperaturas.

Medio buffer Pi 20 mM pH 7,0.
25°C 6°C
Parametros Volumen de Epi (mL)
1,5 | 3,0 | 1,5 | 3,0
Freundlich
K¢ (mg/mL) 34+5 2844 35+4 26=+1
1/n 1,3+0,1 1,2+0,1 1,4+0,1 1,09+0,02
R? 0,9878 0,9891 0,9963 0,9991
SS 0,1895 0,1318 0,0774 0,0277
Langmuir
Kt (mL/mg) -1,5+0,3 -1,3+£0,3 -2,0+£0,3 -0,6+0,2
dm (Mmg/g) -10+3 -1243 11+1 201
R? 0,9875 0,9875 0,9937 0,9991
SS 0,1939 0,1521 0,1311 0,0290
Hill
Ku (mL/mg) 0,5+1,0 0,4+0,3
Jm (mg/g) 22442 14+13
n N.A 1,4+0,3 1,6+0,3 N.A
R? 0,9895 0,9967
SS 0,1277 0,0686

El analisis estadistico de la funcidn de error (R?) verifica que la ecuaciéon que
tiene el mejor ajuste de datos para ambos sistemas es el modelo de Freundlich a las dos

temperaturas ensayadas. Este modelo concuerda con la E, baja que se encuentra asociada
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con el proceso de adsorcion. El valor de Kr disminuy6 con el aumento de la cadena de
polisacarido reticulado por accion de la Epi, como se muestra en la tabla 4.11. Los ajustes
a los modelos de Langmuir y Hill, a pesar de brindar coeficientes de regresion aceptables,
mostraron parametros andmalos, lo que demuestra que no son validos para explicar el
comportamiento del sistema en estudio.

Las funciones de estado termodindmicas (energia libre, entalpia y entropia)
son indicadores importantes al estimar el mecanismo del proceso de adsorcion. El
coeficiente de distribucion Kp refleja la capacidad de union de una molécula a una

superficie. Kp es definido a partir de la siguiente ecuacion:

Cs
Kp = Coa (28)

Donde: C; es la cantidad de soluto adsorbido en la matriz s6lida (mg/g) y Ceq €s la cantidad
de adsorbato libre en solucion en equilibrio con el soluto adsorbido (mg/ml). Kp puede
obtenerse extrapolando Ceqa cero en las gréaficas de In (Cs/Ceq) en funcion de Ceq, a ambas
temperaturas [120]. La energia estandar de Gibbs (AG°®) se estim6 aplicando la siguiente
ecuacion:

AG® = — RTInk, (29)

Donde: R es la constante universal de los gases (2,0 cal/molK), T es la temperatura
absoluta (K) y Kp es el coeficiente de distribucion de adsorbato entre la capa adsorbida y

la solucion. El cambio de entalpia (AH®) se calcul6 aplicando la ecuacion de van't Hoff:

lnwz_ﬂ(L_L) (30)

Kp 208 R \279 298

El cambio de entropia (AS°®) se determiné a partir de la siguiente ecuacion:

AG® = AH® — TAS® (31)
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Tanto el cambio de entalpia (AH, kcal/mol) como el cambio de entropia (AS, cal/molK)

resultantes del proceso de adsorcion en cada sistema se presentan en la tabla 4.111.

Tabla 4.111: Parametros termodinamicos para el proceso de adsorcion de LZ sobre matrices de
Alg-GG entrecruzadas con diferente volumen de Epi agregado.
Temperatura 6 °C (279 K) y 25 °C (298 K).

Vol. Epi (mL) T(K) Kb AG°®(kcal/mol) | AH° (kcal/mol) AS°
(cal/mol.K)
279 1,6+0,5 -0,3
1,5 73 27,0
298 3,7+0,4 -0,8
279 4,0+0,1 -0,8
3,0 1,0 5,0
298 4,5+0,6 -0,6

Se puede observar que el AH fue positivo, indicando que el efecto conductor de la
adsorcion de LZ estaria dado principalmente por el denominado efecto hidrofobico:
desorden del agua estructurada en el interior de los poros del adsorbente, inducido por la
difusion de la enzima a través de esos canales. A su vez, el AS positivo confirma el
mecanismo antes descripto. Se puede observar que el aumento en el volumen de Epi
durante la formacion de la matriz induce una disminucién en ambos pardmetros
termodindmicos, lo cual puede deberse a una estructura mas cerrada de la matriz, donde

el desorden del agua estructurada en el interior de los poros es menor.

4.2.4. Determinacion de las condiciones de desorcion
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos durante las experiencias
realizadas para la determinacion de las condiciones de adsorcidn, principalmente durante
el estudio de las isotermas, donde se plante6 el aumento de la fuerza idnica del medio y
se observo una disminucion de la capacidad de adsorcion de LZ sobre las matrices de
Alg-GQG, se planted utilizar esta condicion para la desorcion de la enzima de interés. En
la tabla 4.IV se representan los % de desorcion obtenidos al incrementar la fuerza i6nica

del sistema.
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Tabla 4.IV: % Adsorcion y % Desorcion de LZ en los sistemas en estudio.
Medio buffer Pi 20 mM pH 7,0. Concentracion inicial de LZ 0,16 mg/mL. Temperatura 25°C.

Volumen de Epi 150 mM NaCl 300 mM NaCl
(mL) %Adsorcion | %Desorcion | %Adsorcion | %Desorcion
1,5 47+2 77+ 13 55+5 91+5
3,0 87+ 10 88+ 10 90+ 3 96 +2

Puede concluirse que, de las condiciones ensayadas, el mejor buffer de desorcion

es el Pi20 mM pH 7,0 con el agregado de 300 mM de NaCl, con el cual se obtiene un 96

+ 2 % de LZ desorbida. Estos resultados avalan nuevamente la suposicion de un

mecanismo electrostatico de interaccion entre la enzima y la matriz.

Una vez determinada la mejor condicidon para la liberacion de la enzima, se

procedié a estudiar el tiempo requerido para alcanzar el maximo de desorcion. La figura

4.10 muestra los resultados obtenidos:
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Figura 4.10: Cinéticas del proceso de desorcion de LZ sobre ambas matrices de Alg-GG.
Buffer de desorcion: Pi 20 mM pH 7.0 + NaCl 300 mM. Temperatura 25°C.

Los resultados obtenidos permiten concluir que la cinética del proceso de

desorcidon es rapida, alcanzando el equilibrio a los 10 minutos de incubacion. Los
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resultados estan de acuerdo con los obtenidos para otros sistemas, donde el proceso de

desorcidon es mucho mas rapido que la adsorcion [16].

4.2.5. Reutilizaciéon de la matriz

Finalmente, los resultados obtenidos fueron integrados para la realizacion de
ciclos sucesivos de adsorcion-lavado-desorcion utilizando siempre la misma alicuota de
matriz. Cabe destacar que el paso de lavado es muy importante para poder verificar la
eliminacion completa de enzima adsorbida inespecificamente asi también como
impurezas. Se utilizd para los lavados el mismo buffer que se utiliza para la etapa de
adsorcion (Pi 20 mM pH 7,0). La tabla 4.V muestra los valores obtenidos luego de cada

ciclo.

Tabla 4.V: Porcentajes de LZ adsorbidas en ciclos consecutivos de utilizacion de ambas matrices de Alg-
GG. Medios: buffer Pi 20 mM pH 7,0 y buffer Pi 20 mM pH 7,0 + NaCl 300 mM. Temperatura 25°C.

% Adsorcion
Ciclos Volumen de Epi (mL)
1,5 3,0
1 46+ 1 49+ 1
2 43+3 44+ 2
3 45+ 4 44 £+ 1
4 39+3 36 +3
5 40+ 1 33+3

A través de los resultados obtenidos se puede concluir que los valores de adsorcion
se mantienen practicamente constantes durante los 5 ciclos, disminuyendo levemente en
los ultimos dos. Es importante aclarar que los valores de % de adsorcion obtenidos en
esta experiencia son inferiores a los obtenidos en la primera experiencia realizada en este
trabajo. Esto puede ser justificado en que las matrices son realizadas en cantidades
determinadas a medida que se realizan las experiencias y existen variables externas que

pueden afectar su produccién y resultar en una disminucion de la capacidad de adsorcion
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de las mismas. Por este motivo, es importante tener mucho cuidado durante el paso de
obtencion de las matrices.
4.3. Aplicacion de los resultados obtenidos
Se llevé a cabo un ciclo de adsorcién-lavado-desorcion de una solucion de clara
de huevo en buffer Pi 20 mM pH 7,0, utilizando las mejores condiciones obtenidas a lo
largo de este trabajo. Posteriormente, se sembraron alicuotas iguales de cada uno de los
pasos del ciclo en un gel de poliacrilamida. A partir de la realizacién de la electroforesis

de proteinas indicada se obtuvieron los resultados mostrados en la figura 4.11.
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Figura 4.11: Gel de poliacrilamida obtenida luego de la adsorcion-desorcion de LZ a partir de clara de
huevo. Buffer Pi 20 Mm pH 7,0. Temperatura 25°C. Calle 1: LZ pura 10 mg/mL, Calle 2: Clara Huevo
dilucién 1/5. Calle 3: SN adsorcion batch dilucion 1/10. Calle 4: SN adsorcion batch dilucion 1/100.
Calle 5: Desorcion matrices en batch. Calle 6: Desorcion matrices en batch concentrado 3 veces por
ultracentrifugacion.

A partir de estos resultados se puede concluir una marcada purificacion de LZ de
clara de huevo. Se observa otra banda que segin el PM puede deberse a la presencia de

ovoalbumina (PM 45,0 kDa), proteina mayoritaria en la clara de huevo.
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4.4. Adsorcion en lecho empacado: funcionalidad de la columna para el
proceso de captacion de LZ

Una vez determinadas las condiciones Optimas de la matriz y el sistema en
batch para la adsorcion de LZ en macroesferas de Alg-GG, se comenzo el andlisis del
comportamiento de la enzima que se pretende purificar por adsorcion en lecho empacado.
La matriz se empaquetd en una columna 5 mm de didmetro y 100 mm de alto con el
mismo buffer usado en experimentos de adsorcion en batch (Pi 20 mM, pH 7,0) y se
analizaron la variacion de la altura del lecho (Z), el flujo (Qv) y la concentracion inicial
de LZ (Co):

4.4.1. Efecto de la altura del lecho

Se estudio la variacion de Z (3,0, 6,0 y 9,0 cm) en las curvas de ruptura a una
Qy constante de 0,4 ml/min y una Code 10,0 mg/ml y los resultados se observan en la Fig.
4.12. Cuando la solucién de LZ pasa a través del lecho, la zona de adsorcion se mueve
fuera de la columna y la concentracion de LZ comienza a aumentar con el tiempo. Los
resultados presentados en la Tabla 4.VI indican que tb, to.5 y ts aumentaron con el aumento
de Z. Esto se debe a la disponibilidad de mas sitios de union para la adsorcion a mayores
alturas de lecho dando lugar a un aumento en la MTZ [32]. Podemos concluir que, a
mayor Z, mayor adsorcion de LZ, lo que se debe al aumento del nimero de sitios activos

del adsorbato para unir proteina.
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Figura 4.12: Curvas de ruptura experimentales para la altura del lecho (cm) a un caudal de 0,4 ml/min y
una concentracion inicial de LZ de 10 mg/ml. Medio buffer Pi 20 mM pH 7.0. Temperatura 25°C.

4.4.2. Efecto del caudal

Se estudio la variacion de Qv (0,2; 0,3 y 0,4 ml/min) a Z (9,0 cm) y Co (10,0
mg / ml) constantes. La curva de ruptura de C/Cy en funcion del tiempo con Qy variable
se representa en la Fig. 4.13. Los resultados indican que al disminuir Qy a Z constante
aumenta el t,. El tos se tomo6 de las curvas, porque todas las curvas mostraron ser
simétricas, por lo que los datos encontrados se muestran en la Tabla 4.VI. El tiempo de
residencia del soluto dentro de la columna es un pardmetro importante en el disefio del
procedimiento de adsorcion en lecho empacado. La transferencia de masa externa
controlara el proceso cuando el Qv sea muy bajo; por el contrario, un Qy mas alto
dificultara la difusion intra-particula en el sistema. Es decir, cuando el Qy es alto, no todos
los solutos en la solucidon tendran tiempo suficiente para penetrar y reaccionar con los
grupos funcionales, lo que generalmente resulta en un t, mas corto [121].

El aumento de Qv da como resultado una disminucion de ty, to.s y ts, asi como

de qv, qosy gs. El Qv més bajo ofrece el tiempo adecuado para que las moléculas de LZ
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penetren en los poros del lecho, lo que da como resultado curvas de ruptura progresivas,
como se muestra en la Fig. 4.13. La disminucién de q» a mayor Qv puede atribuirse a un

tiempo de contacto insuficiente entre el adsorbato y el soluto.
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Figura 4.13: Curvas de avance experimentales: efecto de la velocidad de flujo para la adsorcion de LZ,
columna de longitud 9,0 cm, concentracion inicial de LZ 10mg/ml. Medio buffer Pi 20 mM pH 7,0.
Temperatura 25°C.

4.4.3. Efecto de la concentracion inicial de LZ

El efecto de Co (3,0; 5,0 y 10,0 mg/mL) en las correspondientes curvas de
ruptura a Z (9,0 cm) y a Qv (0,4 ml/min) constantes, se observan en la Fig. 4.14. Como se
observa en la Tabla 4.V, los ty, to.s y ts disminuyeron al aumentar el Co, ya que una alta
concentracion conduce a una rapida saturacion del lecho. Esto, a su vez, conducird a
curvas de rupturas mas pronunciadas, como se observa en la Fig. 4.14, obteniéndose la
maxima adsorcion de LZ con el Co mas alto. En este caso, la fuerza impulsora para la
adsorcion es la diferencia de concentracion entre la proteina en el adsorbente y en la
solucion. Esto significa que, un gradiente de concentracion menor provoca un transporte

mas lento, disminuyendo el coeficiente de difusion [122]. En cambio, a una Co mas alta,
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el adsorbente se satura temprano ya que los sitios de union se saturan rapidamente en la

columna, conduciendo a menores tb, to.5y ts.
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Figura 4.14: Curvas de avance experimentales para la concentracion de LZ de entrada
variable (mg/L) a la altura de lecho de 9,0 cm y caudal de 0,4 mL/min. Medio buffer Pi 20 mM pH 7,0.
Temperatura 25°C.

Tabla 4.VI: Datos experimentales obtenidos con diferentes alturas de lecho, flujos y concentraciones
iniciales de proteina.

Cy Qv t tos ts Matriz z Qb qos qs
(mg/ml) (ml/min) (min) (min) | (min) () (cm) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
10,0 0,4 2,50 2,92 325 0,8380 3,0 11,93 13,93 15,51
10,0 0.4 2,94 3,50 4,25 1,1664 6,0 10,08 12,00 14,57
10,0 0,4 3,82 445 5,00 1,8405 9.0 8,30 9,67 10,87
5,0 0.4 3,35 3,90 4,33 1,8405 9,0 3,64 4,24 4,71
3,0 0,4 4,12 4,90 5,74 1,8405 9.0 2,69 3,19 3,74
10,0 0,3 4,61 5,60 6,55 1,8405 9,0 7,51 9,13 10,67
10,0 0,2 6,96 9,00 10,3 1,8405 9.0 7,56 9,78 11,19

4.5. Modelizacion matematica de las curvas de rupturas
Las curvas de rupturas obtenidas con diferentes Z, Qv y Co se describieron
utilizando diferentes modelos matematicos que se detallan a continuacion:
e El modelo de Thomas: es uno de los modelos de adsorcion mas general y
ampliamente utilizado para describir datos de curva de ruptura. Este modelo asume la

cinética de Langmuir de adsorcion-desorcion y la no dispersion axial, y se deriva de la
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suposicion de que la adsorcion es la fuerza impulsora de la velocidad [39]. Las constantes
del modelo de Thomas (qs y ktn), determinadas en diferentes condiciones, junto con los
coeficientes de correlacion, se presentan en la Tabla 4.VI. La constante de velocidad
(ktn), que caracteriza la velocidad del soluto transferido desde la fase liquida a la sélida,
aumenta con la disminucion de Z, aumentando Qv y disminuyendo Co. Por el contrario,
la concentracion maxima del soluto fase solida (qs) mostrd una tendencia inversa (Tabla
4.VII). Este resultado fue el esperado para sistemas de inmovilizacidon, ya que altas
constantes velocidad generalmente muestran una menor utilizaciéon del verdadero
potencial de adsorcion del lecho debido a la posible resistencia intra-particula. Resultados
similares se obtuvieron durante la adsorcion de fenol por lodos activados inmovilizados
[123]. También debe senalarse que el modelo de Thomas predijo razonablemente los
valores de captacion de LZ y se ajustd bien a los datos experimentales con altos
coeficientes de correlacion.

e Modelo de Yoon-Nelson: este modelo asume que la velocidad de disminucion en
la probabilidad de adsorcion para cada molécula de adsorbato es proporcional a la
probabilidad de adsorcion del adsorbato y la probabilidad de avance del adsorbato en el
adsorbente [39]. Como se muestra en la Tabla 4.VII, el tos aumentd y la constante de
velocidad (kyn) disminuy6 al aumentar Z, disminuyendo Qy y disminuyendo Co. La tos
obtenida con el modelo de Yoon-Nelson coincidi®é muy bien con los datos
experimentales. Ademas, el modelo predijo muy bien las curvas de ruptura con altos
coeficientes de correlacion.

e Modelo de dosis-respuesta modificado [39]: este modelo minimiza el error que
resulta del uso del modelo de Thomas, especialmente con tiempos de curvas de rupturas
mas altos y mas bajos. En la Tabla 4.VII se puede observar que la constante del modelo

(amdr) aumenta al aumentar Z, disminuir Qv y disminuir Co. Aunque la concentracion
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maxima de soluto en fase sélida (qs) pronosticada por el modelo modificado de dosis-
respuesta mostrd la misma tendencia predicha por el modelo de Thomas, los valores
predichos no coinciden exactamente con los valores de captacion experimental. Por lo
cual, podemos concluir que este no es el mejor modelo para la prediccion de los datos

experimentales.

Tabla 4.VII Parametros de los modelos de Thomas, Yoon — Nelson y dosis-respuesta
modificado con diferentes alturas de lecho, flujo y concentraciones iniciales de LZ.

VA Qv Co Modelo de Thomas Modelo de Yoon—Nelson Modelo Dosis Respuesta Modificado
(cm) (mL/min)) (mg/mL)

kru qs R i kyn tos R 2P Amar qs R 2P
3 0,4 10 0,8007 13,98 0,9962 0,00063 16,2389 2,59 0,9932 292,87 20,994 13,94 0,9968 0,00053
6 0,4 10 0,4342 11,99 0,9949 0,00077 19,8664 3,05 0,9988 12,42 15,055 11,95 0,9971 0,00044
9 0,4 10 0,4406 9,65 0,9987 0,00019 7,1684 4,26 0,9959 0,46 19,641 9,63 0,9982 0,00027
9 0,4 5 1,297 4,21 0,9956 0,00075 4,2625 4,09 0,9963 4,18 22,461 4,20 0,9970 0,00052
9 0,4 3 1,3138 3,21 0,9989 0,00017 17,4783 4,33 0,9975 13,78 19,320 3,21 0,9992 0,00013
9 0,3 10 0,2787 9,15 0,9984 0,00023 5,9866 5,16 0,9916 1,77 15,685 9,13 0,9973 0,00039
9 0,2 10 0,2019 9,75 0,9978 0,00036 3,0849 8,1 0,9711 0,72 18,438 9,73 0,9964 0,00061

Las curvas de ruptura predichas con los tres modelos examinados se muestran en

las Figuras 4.15, 4.16 y 4.17.
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Figura 4.15: Curvas de ruptura experimentales y ajustadas para la altura del lecho (cm) a un caudal de
0,4 ml / min y 10 mg/ ml de concentracion inicial de LZ. a) Modelos de Thomas y Yoon-Nelson. b)

Modelo de dosis-respuesta modificado. Temperatura 25 °C.
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Figura 4.16: Curvas de ruptura experimentales y ajustadas: efecto del flujo para la adsorcion de
LZ, altura del lecho 9,0 cm, concentracion inicial de LZ 10 mg/ml. a) Modelos de Thomas y Yoon-

Nelson. b) Modelo de dosis-respuesta modificado. Temperatura 25 °C.
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Figura 4.17: Curvas de ruptura experimentales y ajustadas para variar la concentracion inicial de LZ
(mg/mL) a la altura del lecho de 9,0 cm y un caudal de 0,4 mL/min. a) Modelos de Thomas y Yoon-

Nelson. b) Modelo de dosis-respuesta modificado. Temperatura 25 °C.

e Modelo de tiempo de servicio de la altura del lecho (BDST) [36, 122]: este

modelo se basa en la suposicion de que la velocidad de adsorcidn esta controlada por la
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reaccion superficial entre el adsorbato y la capacidad residual del adsorbente. Se utiliza
para la descripcion de la parte inicial de la curva de ruptura, que relaciona C/Co con el
tiempo, t, para una columna adsorbente de flujo continuo. De la linealizacion de la
ecuacion de Bohart y Adams, detallada en la seccion 1.3, se pudo obtener la Figura 4.18
que muestra la representacion lineal del modelo BDST para la adsorcion de LZ en un
lecho de Alg-GG a diferentes relaciones de C/Co (0,10, 0,30, 0,50, 0,75 y 0,99), Co 10

mg/ml, Qv 0,4 ml/min a las diferentes Z estudiadas.
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Figura 4.18: Representacion lineal del modelo BDST. Velocidad de flujo de 0,4 ml/min, [LZ]inicial
10mg/ml. Medio buffer Pi 20 mM pH 7.0. Temperatura 25°C.
De los valores de la pendiente e intercepcion de cada una de las lineas del ajuste
se calcularon los parametros del modelo; los resultados se muestran en la tabla 4. VIII. Se

observa un ajuste satisfactorio de los datos experimentales (R?> 0.9735 y SS < 0.0260).
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Tabla 4.VIII: Parametros de Adams-Bohart obtenidos empleando analisis de regresion lineal. Los datos
han sido tomados de la Fig. 4.19.

—— (ch;) (cm/[l]nin) (mL/ﬁg.min) (mgﬁnL) — Dy

0,10 | 7,9565 2,04 0,1201 4,69 0,9735 | 0,0267
0,30 | 88261 2,04 0,1659 4,69 0,9735 | 0,0267
0,50 | 8,078 2,04 0,1859 5,20 0,9808 | 0,0228
0,75 | 82333 2,04 0,1936 5,50 0,9901 | 0,0131
0,99 | 79677 2,04 0,1856 6,32 0,9978 | 0,0037

Como se muestra en la tabla 4.VIII, los valores de Ny aumentan con el aumento
de la relacion C/Co como consecuencia de la mayor saturacion de la matriz por unidad de
masa. Los valores de kg4 aumentaron con los incrementos de la relacion C/Co, lo que es
una prueba de que no todos los sitios activos en el lecho tienen la misma afinidad por la
LZ, por lo que los sitios con baja afinidad necesitan alta concentracion de LZ para ser
ocupados. Estos resultados muestran que la cinética del sistema global estd dominada por
la transferencia de masa externa en el 50% o mas de la adsorcion en la columna [124], lo
que permite un excelente ajuste de las curvas de ruptura experimentales. Un
comportamiento similar fue informado por Garcia-Mateos et al. [125]. La altura del lecho
(Zo) se calculo a partir de la ecuacion (18) de la seccion 1.3 ajustando t = 0 mientras que
C/Co vari6 entre 0,10 a 0,99. Dichos valores de Zo para las diferentes condiciones
calculadas se muestran en la Tabla 4.VIII. Se puede observar que la altura del lecho
teorico minimo varia ligeramente dependiendo de la zona de la ruptura de cada relacion
C/Co. Esto es prueba de que el modelo BDTS mostré un ajuste adecuado de los datos

experimentales en el rango de condiciones ensayadas.

4.6. Aplicacion de los resultados obtenidos para la purificacion de LZ sobre
lecho empacado

Para la purificacion de LZ a partir de clara de huevo, se llevo a cabo un ciclo

de adsorcion-lavado-desorcion (Figura 4.19). Para dicho objetivo se utilizaron las
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condiciones de trabajo Optimas determinadas en las etapas anteriores del trabajo: [Alg]
0.6% P/V para la produccion de la matriz Alg-GG, 1,5mL de Epi para el entrecruzamiento
quimico, buffer Pi 20 mM pH 7,0 a 25 °C para la adsorciéon y buffer Pi 20 mM pH 7,0 +
300 mM NaCl a 25 °C para la desorcion. Las partes alicuotadas de cada etapa se separaron
y después se analizaron mediante SDS-PAGE. La Figura 4.20 muestra la purificacion de
LZ. El carril correspondiente a la etapa de desorcion muestra la banda predominante

correspondiente a LZ con una cantidad menor de proteinas contaminantes.
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Figura 4.19: Ciclo de adsorcion-lavado-desorcion de la clara de huevo.
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Figura 4.20: SDS-PAGE obtenido luego de la adsorcion de LZ a partir de clara de huevo. Buffer Pi 20
Mm pH 7.0. Temperatura 25°C. Calle 1: LZ pura 10,0 mg/mL. Calle 2: Clara Huevo dilucién 1/5. Calle
3: proteinas presentes en el pico de desorcion concentrado 3 veces por ultracentrifugacion.

Para reducir el costo del proceso y la dependencia del mismo con el suministro
continuo del adsorbente, es importante regenerarlo. La columna se regenerd y se
reutilizé diez veces durante dos semanas (10 ciclos consecutivos) para evaluar su
capacidad de adsorcion. El Qy se mantuvo a 0,4 ml/min para evitar el contacto
excesivo del eluyente con el adsorbente. La Figura 4.21 muestra las curvas de elucion
de tres de los ciclos, observandose un valor maximo de elucién que disminuyd

ligeramente con el reciclado.
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Figura 4.21: Curvas de elucion de la columna durante diez ciclos de regeneracion de adsorcion de clara
de huevo. Medio: buffer fosfato 20 mM pH 7,0, NaCl 0,3M, 25 °C. Q, = 0,4 ml / min.

Finalmente, a partir de los resultados obtenidos para la purificacién de LZ
desde clara de huevo en batch y en lecho empacado, se comparé la eficiencia de
purificacion de ambos métodos. En ambos casos, se adsorbio la LZ desde la clara de
huevo, se lavo el lecho y la proteina adsorbida se eluy6 afiadiendo NaCl 0,3 M al
sistema. El contenido de LZ en la fraccién eluida se determiné mediante
electroforesis cuantitativa medida de acuerdo con el método descrito en la seccion
3.11.2. La Tabla 4.IX muestra el factor de purificacion y el recupero de LZ, calculada
a partir de la intensidad de banda obtenida en cada electroforesis. Durante la
adsorcion en lecho empacado, se observo una eficiencia de elucion maxima del 75%
de recupero de LZ total presente en la clara de huevo, mientras que la adsorcion de
LZ de la clara de huevo usando el método de equilibrio en batch mostré un

rendimiento y purificacion menores de la proteina como se muestra en la Tabla 4.IX.
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Tabla 4.IX: Valores de recupero y purificacion de LZ a partir de clara de huevo en sistema batch y en
columna de lecho empacado.

Sistema Factor de Rendimiento
Purificacion (%)
Batch 13,9 66,1
Lecho empacado 15,9 75,6
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4.7.Discusion final y Conclusiones: Adsorcion de Lisozima en matriz de
Alginato-Goma Guar

Un proceso de adsorcion puede llevarse a cabo mediante tres tipos de
operaciones unitarias, todas ellas tienen en comun el contacto de una molécula que se
encuentra en una fase liquida y movil, que es retenida sobre una fase solida. Segun el

estado estatico o dindmico de la fase solida, se tienen tres tipos de operaciones unitarias:

Tanque agitado Lecho empacado o fijo _

Figura 4.22: Clasificacion de los sistemas de adsorcion dependiendo el estado de la fase solida.

Como se observa en la figura 4.22, cuando la adsorcion es en tanque agitado,
ambas fases son mdviles, mientras que, en las adsorciones en lecho empacado y lecho
expandido, la fase solida es estatica y la fase liquida movil. La diferencia entre ambas es
el sentido en el cual se mueve el liquido. Ademas, estas dos ltimas operaciones unitarias
se realizan en columna, mientras que, en el primer sistema ambas fases son agitadas en
un recipiente. Asimismo, se pueden determinar diferentes parametros, dependiendo el
sistema utilizado. En el caso de la adsorcion en tanque agitado, sus ecuaciones de estado
relacionan las variables que la definen y regulan a través de las muy conocidas isotermas
de adsorcion, que determinan el equilibrio quimico que ocurre entre el adsorbente y el
adsorbato. Mientras que, las operaciones en columna se rigen por las ecuaciones de estado
denominadas curvas de ruptura y curvas de elucion.

Las operaciones unitarias de adsorcion se han desarrollado en forma
significativa en los ultimos 20 afios debido a su utilidad y eficiencia [126-128], sin

embargo, la problematica principal que presentan es la matriz o lecho adsorbente, ya que,
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desde el muy antiguo carbon activado empleado hace mas de 100 afios en los primeros
procesos de adsorcion, hasta los lechos comerciales mas sofisticados que se ofrecen
actualmente en el comercio, presentan un valor muy elevado y, generalmente, no son
amigables con el medio ambiente. Por todo esto, el objetivo de este trabajo fue obtener
lechos faciles de preparar, sin producir residuos peligrosos y que sean muy econdémicos
y, en consecuencia, puedan ser aplicados a nivel de macro escala para la bioseparacion
de una molécula desde una fuente compleja.

Existe una cantidad infinita de lechos estudiados de diferentes origenes, tal

como se muestra en la siguiente figura:

ZEOLITAS
CARBON ACTIVADO
GRAFENO
ADSORBENTES MAGNETICOS
ADSORBENTES DE BAJO COSTO
BIOMASA VEGETAL

50 - 2000 um

Figura 4.23: Diferentes lechos de adsorcion utilizados en la actualidad.

Muchos de ellos requieren de un proceso de obtencion que no los hace aplicables a nivel
de escalado, y otros emplean materiales costosos. Por lo tanto, la idea de los
investigadores, especialmente aquellos que llevan a cabo sus actividades en paises en
desarrollo, es obtener lechos empleando materiales naturales que no sean toxicos. Una
interesante opcion son los polimeros de cadena flexible de la familia de los polisacaridos,
ya que se obtienen de biomasas que, generalmente, son renovables: caso de Alg, chitosan
[129], GG, pectina [126], etc., sumados a que se pueden descartar al medio ambiente sin
riesgo alguno, dado que son totalmente degradables.

Se han publicado muchos trabajos sobre la capacidad de los geles de Alg para
adsorber proteinas, en la mayoria se caracteriza la cinética y las isotermas [130, 131],

pero no se analiza el mecanismo de interaccion proteina-gel. Durante este trabajo, la
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presencia de GG favoreci6 la penetracion de la LZ sin hacer perder la resistencia
mecanica del mismo y su posibilidad de reutilizacion. Por otro lado, la LZ al ser una
proteina pequeia, y con carga eléctrica positiva en un amplio rango de pH, es un buen
modelo donde solo deberian participar fuerzas Coulombicas en la adsorcidon. Sin
embargo, se encontrd una cinética de primer orden para el paso de adsorcion con baja
energia de activacion, lo que sugiere la participacion de un mecanismo fisico de
adsorcion, como las fuerzas de van der Waals. Este hallazgo estd de acuerdo con el
modelo de Freundlich ajustado a los datos de equilibrio y con los AH® y AS® positivos
asociados a la adsorcion de LZ. Se emplearon ecuaciones cinéticas para analizar la
cinética de adsorcion a diferentes temperaturas y se encontré que los datos cinéticos se
explicaron mas adecuadamente mediante el modelo cinético de primer orden. Los
resultados del modelo de Weber y Morris muestran que las intercepciones de las graficas
para tiempo cero son negativos, por lo que la velocidad de adsorcion de la LZ en estas
matrices estd controlada por el efecto combinado de la difusion a través de la capa limite
y de la reaccion en la superficie del adsorbente [119]. Ademas, los valores de C pequefios
en todos los sistemas indicaron una baja resistencia de la enzima a difundir a través de la
capa limite de liquido.

El rendimiento de los lechos promedio los 2,40 mg de LZ adsorbida por g de
matriz himeda. En este punto muchos autores expresan la capacidad de adsorcion por g
de lecho seco [131], si se tiene en cuenta que la cantidad de agua esta entre 95-98%, la
capacidad de adsorcion llega a alrededor a 250 mg de LZ adsorbida por g de matriz seca.

No hay muchas publicaciones que analicen el comportamiento de los lechos de
Alg-GG en la operacion unitaria de lecho empacado (columna). En este trabajo, cuando
se ensayo, se observo una excelente resistencia mecanica del lecho, como asi también, no

se observaron dificultades durante el proceso como los encontrados con otros lechos,
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dado el tamano de las esferas de gel. Los modelos de Thomas y BDTS exhibieron un
ajuste adecuado de los datos experimentales en el rango de las condiciones estudiadas,
por lo tanto, proporcionan un enfoque integral para estimar la adsorcion en columna. El
lecho empacado al aplicarse a la fuente natural de LZ: clara de huevo, se mostré muy
eficiente, a pesar de que la LZ solo representa el 3% del total de las proteinas de esta
biomasa. Un recupero del 75% de la cantidad de LZ con un factor de purificacion de 15,
muestra una buena eficiencia del lecho, incluso si se los compara con lechos comerciales
tradicionales, como es el caso de un 65% de recupero y un factor de purificacion de 12,6
veces de la B-galactosidasa desde un lisado celular por adsorcion en Streamline-DEAE
por lecho expandido [132].

Por otro lado, la regeneracion y el uso sucesivo del lecho mostraron que puede
reutilizarse al menos diez veces sin afectar su capacidad de adsorcion utilizando la
operacion de columna continua. De igual manera, las sucesivas preparaciones de
diferentes lotes de matriz a través del tiempo mostraron la misma respuesta en cuanto a
la cinética de captacion de LZ e isotermas de adsorcion, demostrando la simplicidad y

potencialidad del sistema.
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5. Resultados y discusion: Adsorcion de Lisozima vy
Quimotripsindégeno en matrices de Alginato-Goma Guar y
Alginato-Goma Guar-Polimero de cadena flexible.

5.1. Obtencion de matrices insolubles empleando polimeros naturales y PCF
En esta segunda parte la matriz obtenida y estudiada en el primer periodo de
trabajo [95], la cual esta compuesta por Alg-GG, se le agregaron dos polimeros de cadena
flexible sintéticos no cargados eléctricamente (PCF: PVA y PVP) y un surfactante no
ionico (Plur68), ya que se ha demostrado que la presencia en la matriz de cada uno de
estos polimeros disminuye la interaccién de la misma con la biomasa en el caso que la

proteina a recuperar este incluida en esta [84, 129].

5.2. Caracterizacion de las matrices obtenidas

Las matrices seleccionadas para ser estudiadas como adsorbentes — Alg-GG-PVP,
Alg-GG-PVA, Alg-GG-Plur68 — fueron tratadas similarmente a la matriz control Alg-
GG: gelificacion por contacto con CaCly y posterior tratamiento con Epi. Para la
obtencion de dichas matrices se utilizaron las concentraciones de 0,6 %P/V y 0,5 %P/V
para el Alg y GG, respectivamente, determinadas en la primera parte del trabajo. Las
nuevas matrices fueron entrecruzadas con 3,0 mL de Epi. En la figura 5.1 se muestran las
matrices de Alg-GG y Alg-GG-PCF con una concentracion final de PCF de 0,2 %P/V.
Mostramos sélo estas matrices ya que no se encontraron diferencias macroscopicas al
comparar las matrices Alg-GG-PCF obtenidas a distintas concentraciones de PCF. Puede
observarse que todas presentan una forma esférica con un diametro promedio de 2 mm.
Se observa que al adicionar cualquiera de los tres PCF, las matrices adquieren una forma
mas compacta, es decir, el tamafo de la esfera disminuye con respecto a la que contiene
solo Alg-GG. Esto puede deberse a la presencia de mayores interacciones entre las

cadenas polisacaridas del Alg y GG favorecidas por la presencia de los PCF sintéticos.

r 100 1
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Figura 5.1: Fotografia de las esferas obtenidas. 1: Alg-GG; 2: Alg-GG-PVA,; 3: Alg-GG-PVP; 4: Alg-
GG-Plur68.Todas las matrices se encuentran entrecruzadas con Epi. Se muestran solo las matrices
Alg-GG-PCF con concentracion 0,2% P/V de PCF.

Para continuar con la caracterizacion, se llevaron a cabo los siguientes estudios
sobre cada una de las matrices: porcentaje de masa de agua retenida (%H:0),
determinacion del pHzpc, curvas de titulacion, andlisis de la superficie de las matrices a
través de Microscopia electronica de barrido (SEM) y determinacion del area de

superficie especifica (SSA). Cada una de ellas se detallan a continuacion:

5.2.1. Masa de agua retenida (%H20)

La cantidad de agua retenida por las diferentes matrices se muestra en la Tabla
5.1. Puede observarse una pequefia diferencia de retencion de agua entre las matrices que
contienen los PCF con respecto a la matriz control. Hay evidencia de que PVA, PVP y
Plur68 tienden a interactuar con los grupos OH de los polisacaridos, formando puentes
de hidrogeno [129, 133, 134]. Cuanto mayor sea esta interaccion, mas rigida es la
estructura de la matriz, lo cual lleva a una mayor resistencia mecanica. Al mismo tiempo,
una mayor interaccion disminuye la cantidad de agua que retiene la matriz, lo cual podria
aumentar la velocidad de captacion de las proteinas en estudio, derivando en un aumento
en la capacidad de adsorcion. En nuestro caso, esta relacion al agregar los PCF a la matriz
control, se presenta en el siguiente sentido: PVP < P68 = PVA. Esto nos podria estar
indicando que el agregado de los PCF seleccionados a la matriz Alg-GG, beneficiaria de
manera positiva tanto en el aumento de resistencia mecanica como en un posible aumento

en la capacidad de adsorber proteinas.
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Tabla 5.1: Porcentajes de agua retenida, valores de pHzpc, pKa y SSA de las matrices en

estudio.
Matriz % H,0 pHzpc pKa SSA (m?/g)
Alg-GG 97,2+0,1 5,781 5,53 13+4
Alg-GG-PVP 94,8 £ 0,2 5,834 5,38 52+4
Alg-GG-PVA 96,0 £0,1 5,963 5,44 26+ 4
Alg-GG-Plur68 96,0 +0,1 6,478 5,33 13+4

5.2.2. Determinacion del pHzpc

El pH en el punto de carga eléctrica cero (pHzpc) de cada una de las matrices en
estudio se determinaron a partir del grafico en la figura 5.2 y se muestran en la tabla 5.1.
Como se defini6 anteriormente, a pH inferiores de dicho valor, la matriz posee una carga
neta superficial positiva, promoviendo la adsorcion de aniones y, por encima de ese valor,
la superficie de la matriz estd cargada negativamente, favoreciendo la adsorcion de
cationes [96].

Comparando las graficas de pHpc obtenidas, se observa que el agregado de PVA,
PVP y Plur68 a la matriz Alg-GG, provocé un ligero desplazamiento de la curva control
hacia pH maés basicos. Esto podria estar sugiriendo que, al adicionar los PCF, se presenta
una leve disminucion de los grupos COO™ en la superficie de la matriz, lo cual resulta en
una menor induccion del potencial eléctrico negativo neto en la pared de la superficie,
generando una carga superficial relativamente mas positiva, que produciria una menor

interaccion con cationes.
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Figura 5.2: pHzpc de las matrices estudiadas.

5.2.3. Determinacion del nimero de grupos acidos titulables presentes en la matriz

A partir de la construccion de la curva de titulacion acido-base de las matrices
adsorbentes puede conocerse la carga eléctrica accesible al solvente de ellas en funcién
del pH. Los resultados obtenidos al determinar la carga relativa de la matriz (Q)

entrecruzada en funcidn del pH se muestran en la figura 5.3.
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Q (mmol/g)

Figura 5.3: Curva de titulacion 4cido-base de las matrices estudiadas.
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Los resultados obtenidos demuestran un corrimiento en las graficas de las
matrices en las cuales se agregaron los polimeros PVA, PVP y Plur68 comparando con
la matriz control Alg-GG. En la tabla 5.1 se presentan los valores de pKa calculados a
partir de la figura 5.3 de cada una de las matrices. Los valores muestran una disminucion
en el valor de pKa en presencia de PCF en comparacion con el Alg-GG solo, lo que
sugiere que el agregado de los PCF modifica la constante micro dieléctrica del entorno
de los grupos eléctricos cargados negativamente (COQO"), incrementando su acidez (tabla
5.I). Este efecto se puede correlacionar al cardcter hidrofobico-hidrofilico de las

moléculas de PCF ensayadas.

5.2.4. Microscopia electronica de barrido
Para el estudio morfoldgico de la superficie de las matrices, las mismas fueron

liofilizadas y analizadas por SEM. Las iméagenes obtenidas se muestran en la Figura 5.4.

Figura 5.4: Microscopia electronica de barrido (SEM) de las matrices: a) Alg-GG; b) Alg-GG-PVA; ¢)
Alg-GG-Plur68; d) Alg-GG-PVP.
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El aspecto morfoldgico de la superficie de la matriz Alg-GG (Figura 5.4.a)
inicialmente presenta una pequefia rugosidad que cambia sustancialmente con la adicién
de los PCF (Figura 5.4 b-d). En las imagenes 5.4.b y 5.4.d se puede observar que la
adicion de PVA y PVP, respectivamente, generdé un aumento en la cantidad de poros
presentes en la superficie de cada matriz. Este fenomeno también se ha visto para otros
sistemas poliméricos semejantes [135].

Por otro lado, la adicién de Plur68 (Figura 5.4.c) mostrd una superficie mas
escamosa. Este cambio en la superficie con respecto a las otras matrices puede deberse a
interacciones hidrofilicas del Plur68 con el Alg debido a su alto contenido de oxidrilos y
la consecuente induccion a una conformacion extendida de los polimeros en solucion
[129].

Teniendo en cuenta el caracter hidrofilico/hidrofobico del Plur68, se puede
suponer que dichas moléculas deben orientarse con sus cadenas polares interactuando con
el agua o con los polisacaridos y con sus cadenas no polares interactuando con el aire
atrapado dentro del poro. De esta manera, la presencia de las moléculas del surfactante
permite mantener la integridad estructural de la matriz a medida que el agua se evapora
[129].

En conclusion, los resultados sugieren que la adicion de PCF no i6nicos
origina cambios estructurales en la superficie de las matrices que podrian afectar la
capacidad de adsorcion de las mismas como consecuencia de una posible variacion en el

grado de hidrofobicidad/hidrofilicidad de la misma.

5.2.5. Determinacién del area de superficie especifica
El 4rea de superficie especifica (SSA) de las cuatro matrices en estudio fue
calculada por adsorciéon de RC. Los resultados se detallan en la tabla 5.1. Se puede

observar que el agregado de Plur68 no modifica el SSA con respecto a la matriz Alg-GG.
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En cambio, el agregado de PVA y PVP duplica y triplica este valor, respectivamente. Este
comportamiento puede ser explicado por el aumento en la cantidad de poros por el
agregado de ambos PCF, lo que probablemente facilita la difusion de las moléculas de

RC. Dicho resultado se correlaciona con los resultados obtenidos en SEM.

5.3. Estudio de la adsorcion de LZ sobre las matrices Alg-GG/PCF
5.3.1. Determinacion de la capacidad de adsorcion de LZ sobre cada matriz

Este ensayo se realizd con el objetivo de determinar de qué manera la
presencia y la cantidad de PCF sintético influye sobre la adsorcion de LZ. Las condiciones
de trabajo utilizadas fueron las obtenidas anteriormente para las matrices Alg-GG.

Los resultados se expresaron como % de LZ adsorbida respecto de la
concentracion total de PCF sintético presente en el sistema, tal como se muestra en la
Figura 5.5. Se observa que la adicién de los distintos polimeros sintéticos a las matrices

Alg-GG modifica la capacidad de adsorcion de esta matriz control.

I Alg-GG
@@ Alg-GG-Pluré8

60 | =3 Alg-GG-PVA L
BN Alg-GG-PVP T
40 F
20| I
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% Adsorcion LZ

[PCF] (% P/V)

Figura 5.5: % de proteina adsorbida en funcion de las distintas concentraciones ensayadas de cada uno de
los PCF. Medio buffer Pi 20 mM, pH 7,0. Concentracion inicial de LZ: 0,10 mg/mL. Temperatura 25°C.
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En el caso de las matrices que contienen Plur68 y PVA, a medida que se aumenta
su concentracion final en el sistema, disminuye la capacidad de adsorcion de LZ. Por otro
lado, la adiciéon de PVP mostré un valor maximo en la adsorcion de LZ a una
concentracion final de 0,4 %P/V. Sin embargo, para la eleccion de la concentracion de
PCF a utilizar en la construccion de las matrices, se priorizo el hecho de que la adicion
de los tres PCF a una concentracion de 0,2 %P/V permitié obtener una mayor capacidad
de adsorcion de la enzima en comparacion con la matriz Alg-GG (control), utilizando la
menor concentracion ensayada de PCF, lo que implica disminuir costos si se piensa en
escalar el proceso. Por lo tanto, la concentracion 6ptima de PCF determinada fue de 0,2%

P/V, la cual se utilizé en todos los casos para los posteriores experimentos realizados.

5.3.2. Cinética de adsorcion de LZ en matrices ALG-GG/PCF

Se llevé a cabo la adsorcion de LZ pura sobre las diferentes matrices en funcion
del tiempo. Los datos experimentales se ajustaron siguiendo los modelos de pseudo-
primer y pseudo-segundo orden. Ademads, se identifico el mecanismo de adsorcion
mediante el modelo de difusion intra-particula de Weber y Morris.

El ensayo se realizd sobre matrices generadas con la concentracion de PCF
determinada en el paso anterior (0,2% P/V) y se compard con el control Alg-GG. Las
medidas se realizaron a una temperatura de 25 °C.

En la Figura 5.6, se observa la cinética de adsorcion de LZ, graficada como q; (mg
de LZ adsorbida por g de matriz) en funcién del tiempo (t), para cada uno de los sistemas

ensayados.
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Figura 5.6: Cinéticas del proceso de adsorcion de LZ sobre matrices Alg-GG/PCF. Concentracion inicial
de LZ: 0,10 mg/mL. Temperatura 25 °C. Medio buffer Pi 20 mM, pH 7,0.

Se observa que la presencia de PCF afectd de manera significativa al proceso de
captacion de la enzima, induciendo un aumento de la capacidad de adsorcion por unidad
de masa de lecho a medida que aumentaba el tiempo de contacto. Las matrices con PVA
y Plur68 mostraron el mayor efecto, ya que los valores de q: observados en sus graficas
son superiores en comparacion a los obtenidos con las matrices Alg-GG-PVP y Alg-GG
(control).

Las constantes de los modelos cinéticos, los coeficientes de determinacion (R?) y

la sumatoria de cuadrados del error (SS) se muestran en la tabla 5. II.
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Tabla 5.11: Parametros cinéticos para la adsorcion de LZ sobre matrices Alg-GG y Alg-GG-PCF. Medio
buffer Pi 20 mM, pH 7.0. Concentracioén inicial de LZ: 0,10 mg/mL. Temperatura 25°C.

. qt ki k; )
Matriz Modelo | (mg/g) (min™) (gmgminy | 3
Pseudo ler | 5 7). 61 | (8,6£1,7).10° . 0,9967 | 0,0086
orden
Alg-GG Pseudo 2do
7,0£1,0 - (0,7£1,0).10° | 0,9967 | 0,0085
orden
Pseudo ler P
e | 427+0,95 | (1,3£0.4).10 - 0,9907 | 0,0398
Alg-GG-Plur68 Pseudo 2d
seuco 260 1 7 7141,39 - (0,9+1,7).10% | 0,9904 | 0,0408
orden
Psf)‘lfg‘e’lller 2,45+0,34 | (2,4%0,5).102 ; 0,9700 | 0,1181
Alg-GG-PVA —— ——
Seuco 260 1 3 08+1,38 - (4,3+2,8).10% | 0,9723 | 0,1093
orden
Psf)‘;g‘e’nle" 4,41£1,17 | (7,422,2).10° ; 0,9937 | 0,0155
AlgGGPVP | =
Seuco 260 1 ¢ 361,08 - (0,5£1,2).10% | 0,9937 | 0,0157
orden

A pesar de que los valores de R? y SS son similares para ambos modelos, en el
modelo de ajuste de pseudo-segundo orden los valores experimentales de q: no
concuerdan con los valores calculados a partir del modelo. Ademas, las constantes para
este ajuste mostraron valores incongruentes, lo que muestra que la adsorcion de LZ en
estas matrices no se ajusta a este modelo cinético. En cambio, en el modelo de pseudo-
primer orden se observa una mayor correlacion entre los valores de q: experimentales y
los calculados con el ajuste, lo que indica la posibilidad de aplicar este modelo para
describir la cinética de adsorcion de LZ en estos sistemas.

Para identificar el mecanismo molecular implicado en el proceso de adsorcion, se
ajustaron los datos al modelo de difusion intra-particula de Weber-Morris. La ecuacion
correspondiente a este modelo y sus derivaciones tedricas se encuentran en la seccion
1.2.1. La grafica q; vs t*° y los parametros obtenidos se muestran en la Figura 5.7 y en la

tabla 5.111, respectivamente.
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Figura 5.7: Ajuste modelo de Weber-Morris en el proceso de adsorcion de LZ sobre las matrices
Alg-GG/PCF. Concentracion inicial de LZ: 0,10 mg/mL. Medio buffer Pi 20 mM, pH 7,0. Temperatura
25°C.

Tabla 5.111: Parametros del ajuste modelo de Weber-Morris en el proceso de adsorcion de LZ sobre las
matrices de Alg-GG/PCF. Concentracion inicial de LZ: 0,10 mg/mL. Medio buffer Pi 20 mM, pH 7,0.

Temperatura 25°C.
Matriz Kiq (g/mg.min"%) C R? SS
Alg-GG 0,20+0,01 -0,2493 0,9489 0,1320
Alg-GG-Pluré68 0,30+0,02 -0,3179 0,9387 0,2620
Alg-GG-PVA 0,25+0,01 -0,1548 0,9641 0,1415
Alg-GG-PVP 0,21+0,02 -0,2792 0,9337 0,1642

A partir de estos resultados se observo que los valores obtenidos de C (cada una
de las intercepciones de las graficas lineales de la Figura 5.7 con el eje de las ordenadas;
constante relacionada con el efecto de la capa limite) fueron negativos, por lo que la
velocidad de adsorcion de la LZ en estas matrices estd controlada por mas de un

mecanismo. De acuerdo a investigaciones previas [119], en este caso, la velocidad del
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proceso estaria definida por el efecto combinado de la difusion a través de la capa limite
y de la reaccion en la superficie del adsorbente. Ademas, los valores de C pequefios en
todos los sistemas indicaron una baja resistencia de la enzima a difundir a través de la
capa limite de liquido.

Se observé también que el agregado de PCF aumento el valor de Kiq (constante de
difusion; pendiente de la grafica de g vs t*°) con respecto al presentado por matrices Alg-
GG, lo cual se relaciona con el aumento de la velocidad de difusion de la LZ en el
siguiente orden: ninguno <PVP<PVA<Plur68.

Por todo esto, se puede concluir que la presencia de PCF sintéticos induce un
aumento en la cinética del proceso de adsorcion, teniendo un mayor efecto en matrices
con Plur68 y PVA. Esto puede deberse a una disminucion del coeficiente de micro-
friccion de la LZ en la superficie interior de los poros de la matriz, a causa de cambios

en la estructura general del adsorbente por el agregado de los PCF [129].

5.3.3. Isotermas de adsorcion de LZ en matrices de Alg-GG/PCF
Las isotermas de adsorcion de LZ sobre las matrices de Alg-GG/PCF a dos
temperaturas diferentes: 25 °C y 8 °C, se observan en las Figuras 5.8 y 5.9,

respectivamente.
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Figura 5.8: Isotermas de adsorcion de LZ sobre matrices de Alg-GG/PCF.
Medio buffer Pi 20 mM, pH 7,0. Temperatura 25 °C.
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Figura 5.9: Isotermas de adsorcion de LZ sobre matrices de Alg-GG/PCF.
Medio buffer Pi 20 mM, pH 7,0. Temperatura 8 °C.

Puede observarse que, a ambas temperaturas el proceso de adsorcion sigue un
modelo levemente hiperbdlico, con tendencia a la saturacion a elevadas concentraciones
de LZ. Los datos experimentales fueron ajustados mediante los modelos matematicos de
las isotermas de adsorcion de Freundlich y Langmuir, cuyas ecuaciones fueron detalladas
en la seccion 1.2.2. Los valores de los parametros caracteristicos para cada modelo son

representados en las tablas 5. IV y 5.V.
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Tabla 5.IV: Parametros del proceso de adsorcion de LZ sobre matrices de Alg-GG/PCF. Temperatura

25°C.
Matriz Modelo Kr Ki 1/n D R? SS
(mg/g)
Freundlich | 9,58+1,39 - 0,84+0,07 0,9783 | 0,0948
Alg-GG
Langmuir - 1,52+0,87 - 10,59+1,93 | 0,9768 | 0,1014
Freundlich | 10,514+0,79 - 0,86+0,04 - 0,9942 | 0,0276
Alg-GG-Plur68
Langmuir - 1,19+0,46 - 13,59+2,03 | 0,9927 | 0,0350
Freundlich | 11,53+1,14 - 0,824+0,05 - 0,9895 | 0,0688
Alg-GG-PVA
Langmuir - 1,76+0,61 - 11,64+2,38 | 0,9893 | 0,0701
Freundlich | 5,55+0,51 - 0,624+0,05 - 0,9855 | 0,0475
Alg-GG-PVP
Langmuir - 5,02+0,67 - 4,07+1,71 | 0,9937 | 0,0208
Tabla 5.V: Parametros del proceso de adsorcion de LZ sobre matrices de Alg-GG/PCF.
Temperatura 8§ °C.
Matriz Modelo Kr Kv 1/n Qumix R? SS
(mg/g)
Freundlich | 6,55+0,71 - 0,83+0,05 - 0,9878 | 0,0256
AlgGG i - 1.8120.60 i 6,38+1,33 | 0,9902 | 0,0206
Freundlich | 6,61+0,50 - 0,81+0,04 - 0,9912 | 0,0279
Alg-GG-Plur68
Langmuir - 1,76+0,43 - 6,88+1,57 | 0,9923 | 0,0242
Freundlich | 8,44+0,62 - 0,78+0,04 - 0,9910 | 0,0496
Alg-GG-PVA
Langmuir - 1,98+0,56 - 8,46+2,10 | 0,9877 | 0,0678
Freundlich | 5,68+0,42 - 1,01+0,04 - 0,9934 | 0,0090
Alg-GG-PVP
Langmuir - (-)0,07+0.28 - (-)77,15+£1.01 | 0,9934 | 0,0090

Todos los sistemas mostraron seguir un comportamiento Freundlich, modelo que

mejor se ajustd a los datos experimentales. Este presento, en todos los sistemas, un R?

cercano a la unidad, un bajo valor de SS y parametros 16gicos que concuerdan con la

teoria de la adsorcion. Kr y n son constantes empiricas que indican el grado de adsorcion

y la efectividad o intensidad de la adsorcion, respectivamente. En la isoterma de

Freundlich, n depende del adsorbente y del tipo de adsorbato; como en este caso el
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adsorbato es el mismo (LZ), la diferencia en los valores de n se deberd exclusivamente al
adsorbente. La matriz que presentd6 un mayor valor de n fue Alg-GG-PVA, a ambas
temperaturas; los sistemas restantes no mostraron variaciones significativas de este
parametro. Por otro lado, se observa que el valor de Kr aument6 con la adicion de los
PCF en el siguiente orden: PVP <ninguno<Plur68<PVA, lo que sugiere un aumento en
la capacidad de adsorcion de las matrices en correlacion con el comportamiento
observado en la cinética de adsorcion de LZ.

El modelo de Langmuir presento6 coeficientes de regresion aceptables en todos los
sistemas, pero los parametros anomalos obtenidos a partir del ajuste no tienen
aplicabilidad a los fines de la adsorcion. Entre ellos, se puede observar que los valores de
gmax No coincidieron con los datos experimentales.

La termodindmica de adsorcion de LZ por las matrices Alg-GG/PCF fue estudiada
a ambas temperaturas (8 °C y 25 °C). Las funciones de estado termodinamicas (energia
libre, entalpia y entropia) fueron obtenidas utilizando las ecuaciones planteadas en la

seccion 4.2.3 y se presentan en la tabla 5.VI.

Matriz T(K) Kb AG°(kcal/mol) AHP° (kcal/mol) AS°
(cal/mol.K)
281 > L 7,14 28,81
Alg-GG , ,
& 208 | 1161 11,45
Alg-GG-Plur6s | 281 Ban -1,04
6,71 27,56
298 12,81 -1,51
Alg-GG-PVA 281 12,54 -1,41
4,5 21,03
298 19,90 -1,77
-GG- 281 2,34 0,47
G A 16,38 59,97
298 12,54 -1,49

Tabla 5.VI: Parametros termodinamicos para el proceso de adsorcion de LZ sobre matrices de
Alg-GG/PCF. Temperatura 8 °C (281 K) y 25 °C (298 K).

Los cambios de entalpia y entropia fueron positivos para todos los sistemas,

indicando que el efecto conductor de la adsorcion de LZ estaria dado principalmente por
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el denominado efecto hidrofobico: desorden del agua estructurada en el interior de los
poros del adsorbente, inducido por la difusion de la enzima a través de esos canales. Sin
embargo, deben también existir interacciones coulombicas, ya que la LZ al pH de trabajo
(pH muy inferior al punto isoeléctrico de la enzima) se encuentra cargada positivamente
en su superficie y, por lo tanto, estaria interactuando con los grupos COO" del Alg, pero
este tipo de interaccion es desbordada por el efecto hidrofobico, lo que causa que las
funciones AH® y AS° determinadas experimentalmente muestren valores positivos.

Al adicionar un PCF con cierto grado de hidrofobicidad a la matriz Alg-GG, se
genera una reorganizacion de las moléculas de agua cercanas a la superficie externa e
interna (dentro de los poros) de la matriz. Cabe resaltar que el agua es el tinico solvente
con la capacidad de formar una red molecular de coordinacion que envuelve una particula
con cierta naturaleza apolar, optimizando la formacion de sus puentes de hidrogeno. Esta
red ordenada de hidratacion disminuye la entropia del sistema. Cuando se agrega LZ al
sistema, los procesos de difusion involucrados en la adsorcion generan la liberacion de
moléculas de “agua ordenada” hacia fuera de la red de hidratacion, aumentando la
entropia del sistema. La Figura 5.9 y la tabla 5.VI permiten concluir que el PVA induce
un incremento significativo en la capacidad de adsorcion de la matriz. Esto es importante
si se quiere obtener lechos con buen rendimiento de adsorcion. Este resultado puede
deberse al efecto que causa el agregado de PCF sobre la estructura de la matriz, es decir,
como incide sobre el mecanismo molecular del proceso de adsorcion. Ademas, se observa
que el proceso de adsorcion de LZ en la matriz que contiene PVP esta asociado a un
elevado valor de cambio de entalpia y entropia. Esto sugiere que el PVP, al insertarse en
el interior de la matriz, aumenta la capacidad de estructurar agua, lo cual puede deberse
a la presencia del anillo de pirrolidona en su estructura, que le otorga cierto caracter

hidrofobico. Por lo tanto, la penetracion de la molécula de LZ en los poros del lecho
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deriva en la magnificacion del proceso de remocién de agua debido al exceso de agua

estructurada que contiene la matriz, aumentando asi la entropia del sistema.

5.3.4. Determinacién de las condiciones de desorcion

Se planted el aumento de la fuerza idnica del medio como condiciéon para la
desorcion de LZ en las matrices Alg-GG-PVA ya que dicha condicion fue exitosa para
lograr la elucion de la proteina cuando se utilizé la matriz control. Se eligi6é la matriz
adicionada con PVA para el estudio de la desorcion ya que, en los estudios de adsorcion,
permitid obtener la mayor cantidad de LZ adsorbida por g de matriz. En la Figura 5.10 se

representan los % de desorcion de LZ en funcion de la concentracion de NaCl agregada

al sistema.
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Figura 5.10: % Desorcion de LZ en funcion de la fuerza ionica del medio en matrices Alg-
GG/PVA. Medio buffer Pi 20 mM, pH 7,0.
Concentracion inicial de LZ: 0,10 mg/mL. Temperatura 25 °C.

La Figura 5.10 muestra que el sistema con PVA es altamente sensible a la
presencia de NaCl, ya que se eluye un elevado porcentaje de la proteina adsorbida

inicialmente. Esto resulta en una ventaja bioseparativa, al recuperarse una mayor
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proporcion de LZ adsorbida por parte de la matriz. A pesar de que se obtuvo el mayor %
de LZ desorbida con el agregado de NaCl 450 mM al buffer Pi 20 mM pH 7,0, se decidid
usar NaCl 300 mM porque con esta concentracion se obtuvo igualmente un (81 + 8) %
de LZ desorbida y resulta méas conveniente en cuanto a costos si se pretende escalar el
proceso. Este comportamiento es similar al observado con la matriz de Alg-GG (control)
donde se logré una desorcion del (91 £ 5) % al agregar al sistema NaCl 300 mM.

Por otra parte, el desplazamiento de la proteina adsorbida mediante el incremento
de la fuerza i6nica del medio de trabajo avala la hipotesis de que existen interacciones

electrostaticas en el proceso de adsorcion de la enzima y la matriz.

5.3.5. Cinética de desorcion

La Figura 5.11 muestra la liberacion de las moléculas de LZ adsorbidas en la
matriz al incubar el sistema en el buffer de desorcion determinado en la seccion anterior:
buffer Pi 20 mM pH 7,0 + NaCl 300 mM. Los datos obtenidos se representaron como mg

de LZ desorbidos por g de matriz en funcién del tiempo.

0.5

® Alg-GG-PVA

mg LZ DESORBIDOS/ g MATRIZ

15 20 25

t (min)

Figura 5.11: Cinéticas del proceso de desorcion de LZ sobre matrices Alg-GG-PVA.
Concentracion inicial de LZ: 0,10 mg/mL. Buffer de desorcion: Pi 20 mM pH 7,0 + NaCl 300 mM.
Temperatura 25°C.

> [T 1<



RESULTADOS Y DISCUSION: CAPITULO 2: ADSORCION DE LISOZIMA Y QUIMOTRIPSINOGENO
EN MATRICES DE ALGINATO-GOMA GUAR Y ALGINATO-GOMA GUAR-POLIMEROS CADENA FLEXIBLE

Los resultados obtenidos permiten concluir que la cinética del proceso de
desorcion es rapida, alcanzando el equilibrio a los 8 minutos de incubacién. Los
resultados estan de acuerdo con los obtenidos para otros sistemas, donde el proceso de
desorcion es mucho mas rapido que el de adsorcion [16]. Esta es otra ventaja
bioseparativa de la matriz, en el sentido que permite la recuperacion de la proteina en un

tiempo muy corto, evitando procesos de desnaturalizacion.

5.4. Aplicacion de los resultados obtenidos

5.4.1. Purificacion de la enzima

Para obtener LZ a partir de su biomasa natural, la clara de huevo, se ensayé un
ciclo de adsorcion-lavado-desorcion, en sistema batch, con las matrices Alg-GG y Alg-
GG-PVA (con la que se obtuvo la mayor capacidad de adsorcion de proteina pura), bajo
las condiciones optimizadas a lo largo de este trabajo.

Finalmente, se separaron alicuotas iguales de cada una de las etapas para luego
ser analizadas mediante SDS-PAGE. A partir de la realizacién de la electroforesis de

proteinas indicada se obtuvieron los resultados mostrados en la figura 5.12.
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Figura 5.12: SDS — PAGE para el ciclo de adsorcion-lavado-desorcion de la solucion de clara de huevo en
batch. Calle 1: LZ pura 10 mg/ml. Calle 2: Clara de huevo en agua destilada, pH 7,0 (dilucion 1/50). Calle
3: Paso Desorcion con ultracentrifugacion (concentrado 2 veces), matriz Alg-GG. Calle 4: Paso Desorcion,
concentrado 2 veces por ultracentrifugacion, matriz Alg-GG-PVA 0.2% p/V. Temperatura 25°C. Peso
Molecular de LZ: 14.3 kD.

Se observa que ambas matrices en sistema batch permiten recuperar la LZ a partir
de su fuente natural. En ambos casos se obtiene la banda perteneciente a la enzima de
interés en una proporcion alta. Para el caso de la matriz Alg-GG, en la calle 3, se presentan
dos bandas mas, las cuales podrian pertenecer a la Ovoalbumina (44.5 kDa) y a la
Ovotransferrina (77.7 kDa). Al pH de adsorcion (pH 7,0), la primera estad cargada
negativamente (pl 4,5), y es probable que su presencia se deba a que representa el 54%
de las proteinas totales de la clara de huevo. Mientras que, la Ovotransferrina posee un pl
de 6,0 y representa un porcentaje mas bajo, menos del 12%. Se puede pensar que, debido
a la proximidad entre el pl y el pH de adsorcidon es posible que posea un numero
importante de cargas electicas positivas o zonas cargadas positivamente con capacidad
para interaccionar con los COO" del Alg [136]. En la calle 4, se observa el paso de
desorcion para la matriz Alg-GG-PV A, donde, ademads de la banda perteneciente a la LZ,

se ve otra banda de menor intensidad, la cual podria pertenecer a la Ovomucoide (28 kDa)
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[136]. A partir de las intensidades de las bandas obtenidas en la electroforesis y, teniendo
en cuenta las correcciones correspondientes a volimenes sembrados y factor de
concentracion por ultracentrifugacion, se determino el factor de purificacion (FP) y el
recupero (%R) de LZ sobre la matriz Alg-GG-PVA. La tabla 5.VII muestra los valores
correspondientes al FP y %R de LZ a partir de clara de huevo sobre las matrices Alg-GG

y Alg-GG-PVA.

Tabla 5.VII: Valores de recuperacion y purificacion de LZ a partir de clara de huevo usando Alg-GG o
Alg-GG-PVA como matriz adsorbente en sistema batch.

Matriz Factor de Rendimiento
Purificacion (%)
Alg-GG 13,.9 66,1
Alg-GG.PVA 17,7 79,4

A pesar de la presencia de estos pequefios contaminantes, se puede concluir que
la matriz Alg-GG-PV A mejora la capacidad de recupero de LZ desde su fuente natural

con respecto a la matriz formada sélo por Alg-GG.

5.5. Estudio de la adsorcion de QTg sobre las matrices Alg-GG-PCF
5.5.1. Optimizacion de la adsorcion de QTg en matrices ALG-GG
Para el estudio de la adsorcion de QTg sobre las diferentes matrices obtenidas
hasta el momento se decidi6 emplear herramientas estadisticas. El disefio experimental y
los resultados segun el disefio factorial completo general se muestran en la Tabla 5.VIIL.
Los factores estudiados a 4 y 3 niveles fueron el pH y el polimero agregado a la matriz
original, respectivamente, y la respuesta a optimizar fue la capacidad de adsorcion de

QTg del sistema.
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Tabla 5.VIII: Diseflo experimental y resultados segln el disefio factorial completo general. Medio buffer
Cit 25 mM. Temperatura 25°C.

Experimentos | pH | Polimero Adsig/zc):lon
1 6,0 PVA 41,9
2 6,0 | Plur68 34,8
3 7,0 PVP 16,2
4 4,0 | Plur68 46,8
5 5,0 | Plur68 60,9
6 4.0 PVA 46,3
7 4,0 PVP 35,7
8 7,0 PVA 17,6
9 6,0 PVP 37,3
10 5,0 PVA 48,7
11 5,0 PVP 60,7
12 7,0 | Plur68 19,6
13 5,0 | Plur68 71,8
14 5,0 PVP 63,2
15 5,0 PVA 56,2

El objetivo de emplear este tipo de herramientas en el estudio es obtener un
modelo que seleccione el factor significativo, investigando las interacciones entre todos
los niveles de los factores categodricos involucrados empleando el menor niumero de
experimentos posibles.

A través del andlisis de la varianza, se verifico la significacion estadistica de
cada una de las variables y sus interacciones. En dicho andlisis se pudo verificar que la
interaccion entre la concentracion de polimeros y el pH no fue significativa (p-value
0,431), procediendo a su eliminacion del andlisis. La siguiente ecuacion (33) mostro la

influencia de las variables ensayadas sobre la capacidad de adsorcion en el lecho:
%Ads = 38,88 + 4,06 pH4 + 17,89 pHS5 — 0,88 pH6 — 21,07 pH7 + 1,65 Plur68
- 1,40 PVP-0,25PVA  (33)

Se pudo concluir que el pH es el unico factor significativo que influye en la

capacidad de adsorcion de la matriz (p-value <0,05). E1 R? (92,59%) indica que el ajuste
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del modelo es aceptable para la correspondiente variable dependiente. Asi, la superficie
de respuesta basada en el modelo se utilizo para representar la capacidad de adsorcion en

funcion de las variables como se muestra en la Figura 5.13.

60
% Ads 40
PVA
20
PVP
Polimero
4
5 .
6 Plur68
pH 7

Figura 5.13: Superficie de respuesta de la capacidad de adsorcion de QTg sobre las matrices Alg-GG-
PCF. Medio buffer Cit 25 mM. Temperatura 25°C.

El efecto de la adicion de los polimeros sintéticos ha sido claramente insignificante
en la capacidad de adsorcion. Sin embargo, el cambio de pH provoco un aumento en la
capacidad de adsorcion de QTg con un valor maximo a pHs cercanos a 5,0. A pHs
superiores, se observa una disminucién en la adsorcion. La explicacion de esto es que el
Alg tiene grupos carboxilo que se disocian a pH 4,5, mientras que el QTg tiene un pH
isoeléctrico alrededor de 8,5. En consecuencia, a pH superior 5 la carga eléctrica positiva
de la proteina disminuye, reduciendo la interaccion electrostatica entre las cargas

eléctricas opuestas.
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5.5.1.1. Sucesion de Fibonacci

Utilizando esta estrategia de optimizacion para 1 factor y 1 respuesta,
problema univariado, y teniendo en cuenta los resultados anteriores, se estudio la
capacidad de adsorcion de QTg en las tres matrices (Alg-GG-PVA, Alg-GG-PVP y Alg-
GG-Plur68) a pHs sucesivos con una diferencia simétrica entre ellos. La mejor capacidad
de adsorcion de QTg para cada polimero resultod ser a pH 4,92 para la matriz Alg-GG-
PVA y a pH 5,08 para las matrices Alg-GG-PVP y Alg-GG-Plur68. Los siguientes

experimentos se llevaron a cabo a estos pHs, respectivamente.

5.5.2. Cinética de adsorcion del QTg en los lechos de ALG-GG

2.0

Alg-GG
Alg-GG-Plur68
Alg-GG-PVA

Alg-GG-PVP

| RN ]

gt (mgQTg ads/g matriz)
5

0.5 1

0.0

0 10 20 30 40 50

t (min)

Figura 5.14: Curvas cinéticas en las condiciones 6ptimas para la adsorcion de QTg (concentracion
inicial: 0,164 mg / ml), pH 5,00, 4,92 y 5,08 segtn sea apropiado a 25°C.

La figura 5.14 muestra las curvas cinéticas de adsorcion para QTg sobre los
diferentes lechos de Alg-GG. Se observa una situacion de saturacion alrededor de los 40
min que indica que la adsorcidon fue un proceso rapido. Ademas, puede verse que la
adicion de los PCF afecta de manera significativa al proceso de captacion induciendo un
aumento de la capacidad de adsorcioén por unidad de masa de lecho, mostrando PVP y

PVA el efecto principal, lo cual puede deberse a una modificacion en la estructura interna
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de la matriz que beneficia la interaccion de la proteina con los grupos cargados
negativamente de la matriz.

Al mismo tiempo, para obtener informacion sobre la adsorcion de QTg en los lechos de
Alg-GG, se ajustaron los datos obtenidos a los modelos cinéticos de pseudo-primer orden
y pseudo-segundo orden. Las constantes de los modelos cinéticos, los coeficientes de

correlacion de regresion y la suma de cuadrados se muestran en la tabla 5.1X.

Tabla 5.IX: Pardmetros cinéticos para la adsorcion de QTg sobre las matrices de Alg-GG. Medio buffer
Cit 25 mM pH 5,0, 5,08 y 4,92, segun corresponda. [QTg]inicial 0,164 mg/mL. Temperatura 25°C.

. Qt ki k2 2
Matriz Modelo (mg.g") (min‘") (z.mg . min") R SS
Pseudo ler 1,42+0,17 0,03+0,007 0,9676 0,0526
orden
Alg-GG
g Pseudo 2do 2.1740.92 0,0140,006 0,9678 0,0523
orden
Pseudo ler 1,4420,14 0,0620,01 0,9471 0,1092
orden
Alg-GG-
Plur68 Pseudo 2do 2,03+1,09 0,02+0,01 0,9503 0,1027
orden
Pseudo ler
1,67+0,04 0,090,008 0,9774 0,0843
orden
Alg-GG-PVA
Pseudo 2do 2.10£1.50 0,0440,008 0,976 0,0896
orden
Pseudo ler
1,92+0,30 0,05+0,02 0,9387 0,2179
orden
Alg-GG-PVP
Pse()urccll(;jdo 2.97+136 0,01+0,01 0,9346 0,2326

A pesar de que los R? y SS ajustan para ambos modelos, el modelo de ajuste de
segundo orden da valores Qt superiores a los calculados a partir de la inspeccion visual
de la figura 5.15, lo que sugiere que la adsorcion sigue el modelo de pseudo-primer orden.
El valor de Qt también muestra que la presencia de PVA y PVP aumenta la capacidad de

adsorcion del lecho en el orden del 17% y 35%, respectivamente.
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Para identificar el mecanismo implicado en el proceso de adsorcidn, se ajustaron
los datos experimentales al modelo difusion intra-particula de Weber y Morris. Los

resultados obtenidos para cada uno de los ajustes se muestran en la figura 5.15 y en la

tabla 5.X.
2.5
® Alg-GG

© Alg-GG-Plur68

v Alg-GG-PVA

204 A Alg-GG-PVP
N
®
S
[0
©
o
@
o
®
o
(¢}
)}
E
g

Figura 5.15: Difusion intra-particula en el proceso de adsorcion de QTg sobre los lechos de Alg-GG
Medio buffer Citrato 25 mM a pH 5,0, 4,92 o 5,08, segun corresponda. Temperatura 25°C.

Tabla 5.X: Pardmetros del ajuste al modelo de Weber y Motris en el proceso de adsorcion de
QTg sobre esferas de Alg-GG/PCF. Medio buffer Citrato 25 mM, pH 5,0. Temperatura 25°C.

Matriz Kia (mg/g.min"5) C R? SS
Alg-GG 0,1815+0,0108 -0,1034 0,9559 0,0716
Alg-GG-Plur68 0,2309+0,0169 -0,0689 0,9445 0,1145
Alg-GG-PVA 0,2557+0,0189 0,1228 0,9288 0,2654
Alg-GG-PVP 0,3185+0,0323 -0,2044 0,9070 0,3309

Se observa que la presencia de un PCF aumenta el valor de K4, que se relaciona
con el aumento de la velocidad de difusion del QTg en el siguiente orden: ninguno
<Plur68 <PVA <PVP. Por lo tanto, la presencia de PCF induce un aumento en la cinética

de este proceso debido a un aumento en la hidratacion de las paredes de los poros,
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disminuyendo la interaccion con la macromolécula. Ademas, los valores de C pequefios,
en todos los sistemas, indican una baja resistencia de la proteina a difundir a través de la
capa limite de liquido.

Como ya se menciono, dicho modelo representa la multilinealidad que caracteriza
los dos 0 mas pasos involucrados en un proceso de adsorcion. Esto puede confirmarse
con los R? bajos y SS altos, cuando se ajustan los datos experimentales a un modelo lineal
unico.

5.5.3. Isotermas de adsorcion del QTg en los lechos de ALG-GG

Como parte del estudio del proceso de adsorcion se realizaron las respectivas
isotermas de adsorcion de QTg sobre las matrices de Alg-GG a 25°C. Los resultados se

muestras en la figura 5.16.

Alg-GG
Alg-GG-Plur68
Alg-GG-PVA
Al-GG-PVP
Freundlich

| SR N ]

e (mg QTg ads/g matriz)

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
[QTg](mg/ml)

Figura 5.16: Isotermas de adsorcion de QTg sobre todas las matrices de Alg-GG. Medio buffer Cit 25
mM a pH 5,0, 4,92 0 5,08, segun corresponda. Temperatura 25°C.

Puede observarse que a ambas temperaturas el proceso de adsorcidon sigue un
modelo exponencial donde a medida que aumenta la concentracion de proteina presente

aumenta la capacidad de adsorcion de las matrices.
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Los datos experimentales fueron ajustados a tres modelos de adsorcion,
Freundlich, Langmuir y Hill. A partir del ajuste de los datos se obtuvieron los parametros
caracteristicos para cada modelo, determinando que los sistemas en estudio se ajustan al
modelo de Freundlich. Los parametros determinados para cada modelo son representados
en latabla 5.X. Las matrices a las cuales se les adicionaron los PCF no ajustaron al modelo

de Hill, por lo tanto, dichos valores no fueron expresados.

Tabla 5.X: Parametros del proceso de adsorcion de QTg sobre matrices de Alg-GG. Medio buffer Cit 25
mM a pH 5,0, 4,92 0 5,08, segun corresponda. Temperatura 25°C.

Matriz Model Kr KL nr Qo R? SS
(mg/g)
Freundlich | 153 +2,7 0,89 £ 0,09 0,9673 0,2783
Alg/GG -
Langmuir (-)0,6+0,5 (-)17,9£1,3 | 0,9646 0,3013
Freundlich 15,9+1,2 1,04+0,04 0,9912 0,1212
Alg/GG/Plur -
Langmuir 0,28+0,34 65,2+1,0 0,9909 0,1256
Freundlich 17,941,2 1,01£0,04 0,9954 0,0761
Alg/GG/PVA -
Langmuir 0,09+0,29 208,8+0,9 0,9955 0,0754
Freundlich 18,6+3,3 0,96+0,09 0,9723 0,4453
Alg/GG/PVP -
Langmuir (-)0,32+0,63 (-)51,4£2,0 | 0,9725 0,4415

El analisis estadistico de la funcion de error (R?) verifica que la ecuacién que
tiene el mejor ajuste de datos para todos los sistemas es el modelo de Freundlich. El valor
de Kr aument6 con la adicion de los PCF en el siguiente orden Plur68 <PVA <PVP, como
se muestra en la tabla. El modelo de Langmuir produjo pardmetros andmalos que
demuestren que el Freundlich es el modelo correcto para ajustar los datos experimentales.

5.5.4. Determinacién de las condiciones de desorcion

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos durante las experiencias realizadas
para la determinacion de las condiciones de desorcion durante el estudio con la LZ, se
planteo el aumento de la fuerza i6nica del medio para la desorcion de QTg en las matrices
formadas por Alg-GG-PVA y Alg-GG-PVP. Se eligieron estas matrices para el estudio

de la desorcion ya que en el estudio de adsorcion fueron las responsables de la obtencion
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de la mayor cantidad de Qtg por g de matriz. En la figura 5.17 se representan los % de

desorcion de QTg obtenidos en cada caso.

100
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Figura 5.17: % desorcion de QTg en los sistemas en estudio en funcion de la fuerza idnica del medio.
Medio buffer Cit 25 mM. Concentracion inicial de QTg 0,164 mg/mL. Temperatura 25°C.

Puede concluirse que el mejor buffer de desorcion para la matriz Alg-GG-PVP es
el Cit 25 mM pH 5,0 con el agregado de 300 mM de NacCl, con el cual se obtiene un 80,0
+ 9,5 % de QTg desorbida. En cambio, para la matriz Alg-GG-PVA es el Cit 25 mM pH
5,0 con el agregado de 150 mM de NaCl, con el cual se obtiene un 84,7 = 7,5 % de QTg
desorbida. Esta discrepancia puede deberse a la diferencia de estructura de cada uno de
los polimeros. Se puede suponer que, la presencia de PVA en forma de ovillo entre la
estructura de la matriz Alg-GG puede beneficiar la liberacion de la proteina, ya que la
misma no se encuentra interaccionando fuertemente con los grupos cargados de la matriz.
Esto, a su vez, confirma nuevamente el comportamiento electrostatico de la interaccion

entre la matriz y la proteina modelo.
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5.5.5. Cinética de desorcion
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Figura 5.18: Cinéticas del proceso de desorcion de QTg sobre ambas matrices. Buffer de desorcion: Cit
25 mM pH 5,0 + NaCl 300 mM y 150 mM. Temperatura 25°C.

Los resultados obtenidos permiten concluir que la cinética de proceso de
desorcion es rapida, alcanzando el equilibrio a los 6 minutos de incubacién
aproximadamente. Los resultados estan de acuerdo con los obtenidos para otros sistemas,

donde el proceso de desorcion es mucho mas rapido que la de adsorcion [16].

5.5.6. Reutilizacion de la matriz

Finalmente, se aplicaron todos los resultados obtenidos para la realizacion de
ciclos sucesivos de adsorcidon-lavado-desorcion utilizando siempre la misma alicuota de
las matrices de Alg-GG-PVP y Alg-GG-PVA. Cabe destacar que el paso de lavado es
muy importante para poder verificar la eliminacion completa de enzima adsorbida
inespecificamente asi también como impurezas. Se utilizé en este caso el mismo buffer
que para la adsorcion (Cit 25 mM pH 5,0). La tabla 5.XI representa los valores obtenidos

luego de cada ciclo.
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Tabla 5.XI: Porcentajes de QTg adsorbidas y desorbidas en ciclos consecutivos de utilizacion de ambas
matrices de Alg-GG. Medios: buffer Cit 25 mM pH 5,0, buffer Cit 25 mM pH 5,0 + NaCl 300 mM y

buffer Cit 25 mM pH 5,0 + NaCl 150 mM Temperatura 25°C.

Polimero agregado a la matriz de Alg-GG
Ciclos PVP PVA
% Adsorcion % Desorcion % Adsorcion % Desorcion
1 38,1 +£3,1 81,0+ 10,9 53,6 £0,21 79,9 +2,5
2 484 +28 63,9+ 4,4 53,8 £0,35 83,3+7,6
3 38,3+£0,6 80,0 £6,2 48,3+5,2 104,4 + 13,1
4 499+ 1,3 71,0 £ 14,6 49,4+ 0,5 89,3+0,9
5 46,6 + 2,7 67,5+12,4 452 +2,5 71,0+ 7,6
6 40,7 +5,7 942 + 6,1 482+ 1,4 742+ 1,2
7 42,8+23 68,9 +7,6 42,5+0,3 90,1 +1,5
8 39,7+ 1,5 52,4+4,13 39,7+ 11,3 130,3 +£52,5

A través de los resultados obtenidos se puede concluir que los valores de adsorcion

se mantienen practicamente constantes durante los 8 ciclos, disminuyendo levemente en

los ultimos dos. Es importante aclarar que los valores de % de adsorcion obtenidos en

esta experiencia son inferiores a los obtenidos en la primera experiencia realizada en este

trabajo. Esto puede ser justificado en que las matrices son realizadas en cantidades

determinadas a medida que se realizan las experiencias y existen variables externas que

pueden afectar su produccion y resultar en una disminucion de la capacidad de adsorcion

de las mismas. Por este motivo, es importante tener mucho cuidado durante el paso de

obtencion de las matrices.

Los % de desorcion en cada ciclo fueron variando en un rango entre 50% y 90%,

lo que nos ayuda a concluir que el proceso de desorcion en los ciclos estudiados fue
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optimo. En aquellos donde se observan valores superiores al 100% pueden ser

considerados errores en la medicion de las variables.
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5.6.Discusion  final 'y Conclusiones: Adsorcion de Lisozima vy
Quimotripsindgeno en matrices de Alginato-Goma Guar y Alginato-Goma
Guar-Polimero de cadena flexible

Las operaciones unitarias que incluyen adsorcion de una molécula contenida en
una fase liquida sobre una fase solida, suelen presentar dificultades cuando la proteina de
interés esta contenida en un homogenado de una biomasa (vegetal, microbiana o animal)
[137]. La excesiva presencia de restos celulares, células enteras y grandes cantidades de
otras proteinas disminuyen o anulan la adsorcion de la macromolécula de interés.
Trabajos previos [138] han demostrado que la presencia de determinados PCF sintéticos
formando parte de la matriz, disminuyen la interaccion del lecho con la biomasa y
favorecen la adsorcion de la macromolécula de interés. No hay muchos trabajos que
analicen el mecanismo de adsorcion de proteinas en lechos que contienen PCF sin carga
eléctrica: entre los mas ensayados se pueden mencionar PVA, PVP, familia de los
polioxidos de etileno-propileno (Pluronic ®), etc.

Durante esta segunda parte del trabajo, se observo que el entrecruzamiento de
las matrices de Alg-GG/PCF no redujo su capacidad de retener agua y mejord la
hidrofilicidad. También, se hall6 que la presencia de PCF sintéticos modifica las
propiedades estructurales de las matrices, adquiriendo una estructura mas compacta y con
mejor resistencia mecdnica. En este sentido, los resultados coinciden con publicaciones
realizadas por otros autores [ 138], donde se describe que la presencia de PCF, cuando son
adsorbidos en una matriz de Streamline (Sepharosa® con grupos SO~ o COO"), y luego
se enfrenta la misma a una biomasa para recuperar una determinada enzima, disminuye
la interaccion con la biomasa incrementando la adsorcion de la proteina de interés.

También se observd que el agregado de PVA y PVP aumenta el area superficial

especifica (SSA) de las matrices, mostrando un mayor efecto cuando se agrega PVP, esto
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podria explicar el aumento de afinidad observado con las proteinas estudiadas, resultado
también observado por otros autores con otras macromoléculas [132].

Cuando se estudi6 la adsorcion de LZ en cada una de las matrices obtenidas, se
determind que la matriz formada por Alg-GG-PVA mostré la mayor capacidad de
adsorcion de la enzima. Por lo tanto, se selecciond esta matriz para ensayar el proceso de
recupero de LZ contenida en su biomasa natural (clara de huevo), siendo efectiva al
emplearse en sistema batch, ya que se obtuvo hasta un 79% de recupero de la misma
desde su fuente natural. La proteina pura adsorbida es recuperada en un 80% en presencia
de NaCl 300 mM, siendo el tiempo de elucion de 8 minutos. Esto presenta una ventaja
bioseparativa con respecto a la matriz control de Alg-GG, con la cual se necesita mayor
concentracion de NaCl y mas tiempo para eluir la misma cantidad de enzima.

Ademas, a partir del analisis termodinamico, se puede concluir que las
interacciones coulombicas serian similares en las 4 matrices generadas, por lo que las
diferencias entre ellas en cuanto a la capacidad de adsorcion de la enzima estarian dadas
principalmente por el denominado efecto hidrofobico generado, en mayor o menor
medida por la adicion de los distintos PCF.

El estudio de la adsorcion de QTg sobre las matrices, muestra seguir un modelo
cinético de pseudo primer orden para todas las matrices analizadas. A partir del ajuste al
modelo de Weber y Morris, se puede concluir que la presencia de los PCF aumenta el
valor de K4, que se relaciona con el aumento de la velocidad de difusion del QTg en el
siguiente orden: ninguno <Plur68 <PVA <PVP. La isoterma de Freundlich describe el
sistema heterogéneo y la adsorcion reversible. Este modelo predice que la concentracion
de proteina en el adsorbente aumenta con el aumento de su concentracidon inicial en
solucion. Ademas, el proceso de adsorcion mostro ser reversible porque el QTg se eluyo

de la matriz usando una baja concentracion de NaCl, lo que es una prueba de la naturaleza

r 133 1



DISCUSION FINAL Y CONCLUSIONES: CAPITULO 2: ADSORCION DE LISOZIMA Y QUIMOTRIPSINOGENO
EN MATRICES DE ALGINATO-GOMA GUAR Y ALGINATO-GOMA GUAR-POLIMEROS DE CADENA FLEXIBLE

electrostatica de la interaccion. El pH 6ptimo de adsorcion fue de alrededor de 5.0, lo que
se correlaciona con el punto isoeléctrico del QTg alrededor de 8.5.

Las matrices de Alg-GG obtenidas con adicion de PVA o PVP han demostrado
ser eficientes en la adsorcion de QTg. Este es un resultado importante, porque este sistema
puede usarse como un primer paso en la recuperacion de QTg del homogenado de
pancreas fresco. Ademas, la técnica y los biomateriales utilizados garantizan el bajo costo
y la no peligrosidad para el medio ambiente.

Se concluye que la incorporacion de PCF sintéticos en los lechos de Alg-GG
favorece su estabilidad mecanica, aumenta la capacidad de adsorcion y la velocidad de

elucion de las proteinas ensayadas, con un buen recupero de ellas.
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6. Resultados y discusion: Adsorcion de Lisozima vy
Quimotripsindgeno en micromatrices de Alginato y Alginato-
Polimeros de cadena flexible.

6.1. Caracterizacion fisica de microparticulas
6.1.1. Morfologia, tamafio y carga eléctrica superficial de microparticulas

Las microparticulas de Alg obtenidas a partir del método de secado por pulverizacion
0 nano spray drying, se analizaron morfologicamente antes y después del proceso de
entrecruzamiento empleando SEM (figura 6.1). Se puede observar que, en general, las
particulas tienen forma esférica, con un aspecto superficial principalmente liso
presentando zonas con leves rugosidades. Antes del proceso de entrecruzamiento, se
observa que la mayoria de las particulas se agregan, probablemente debido al proceso de
secado por pulverizacion (figura 6.1a). Este fendmeno también se ha observado para otros
sistemas poliméricos [139]. Como se ha informado previamente [133], el método de
pulverizacién no muestra una uniformidad en el tamafio de las particulas, sin embargo,
los didmetros medios son del orden de 500 a 600 nm.

Después del proceso de entrecruzamiento con Epi, las microparticulas se hidratan y,
en consecuencia, parecen unirse entre si y aumentan su tamafo en relacion con las
microparticulas sin proceso de entrecruzamiento, las cuales se encuentran deshidratadas
(Fig. 6.1b). Cuando se aplico la funcion de distribucion para calcular el diametro de ambas
poblaciones, los resultados mostraron que las microparticulas tienen diametros medios de
512,0 nm y 648,3 nm con una dispersion del 109% y 125% antes y después del proceso
entrecruzamiento, respectivamente. Dicha polidispersidad en ambas muestras podria ser
consecuencia de la magnitud de las fuerzas electrostaticas activas en las microparticulas
en el proceso de secado por pulverizacion, lo que resulta en variaciones en la distribucion

del tamafo de particula [52].
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Figura 6.1. Micrografias SEM y distribucion de tamafio de las microparticulas de Alg a) antes y b)
después de ser entrecruzadas con Epi.

Las microparticulas entrecruzadas con Epi tienen un potencial zeta de (-83,94 +£2,01)
mV a pH 7,2 (Figura 6.2). El alto potencial negativo se debe a los grupos COO™ presentes
en el Alg y es una prueba de que permanecen intactos durante la obtencion de las
microparticulas [140]. Esto es interesante porque la presencia de grupos anidonicos mejora

la capacidad y la selectividad de la matriz para el proceso de adsorcion [141].
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Figura 6.2. Distribucion del potencial zeta de las microparticulas de Alg entrecruzadas. Las medidas se
realizaron con las particulas hidratadas en un medio de agua destilada (pH 7,2) a 25°C.

6.1.2. Espectroscopia Raman
Las microparticulas de Alg sin entrecruzar y entrecruzadas se analizaron por
espectroscopia Raman. Para ello, un rayo laser con una longitud de onda de 532 nm y una
potencia de 25 mW se hizo incidir sobre la muestra. Los Espectros 1 y 2 en la figura 6.3
representan los espectros Raman de ambas microparticulas de Alg, cada uno de ellos

registrado con un tiempo de recoleccion de 2 s.
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v (C-C) S OO
v (C-0) Vsymm (CO0O") Vasymm (COO7)
S (C-C-H)

3 (C-C-0) 1421

Intensidad (a.u.)

1425

Numero de Onda (cm™")

Figura 6.3. Espectros Raman de a) Microparticulas de Alg b) Microparticulas de Alg
Entrecruzadas. Temperatura 25 °C.

Las bandas mas prominentes obtenidas para ambas microparticulas de Alg se
muestran en la Tabla 6.1. Los espectros Raman de Alg pueden dividirse en dos partes:
vibraciones de la cadena principal del polimero en la zona de nimero de onda < 1300 cm’
!y vibraciones de estiramiento de los grupos funcionales carboxilato con cambios Raman
a > 1300 cm™! [142]. El espectro de las microparticulas de Alg entrecruzadas mostro
corrimiento de picos, diferencias en las formas de los picos y la aparicion de nuevas
bandas en relacion con las microparticulas de Alg sin entrecruzar. La deformacion en el
plano de los C-H se encuentra como un pico marcado alrededor de 1310 cm™. El
predominio de este pico en el espectro de las microparticulas de Alg sin entrecruzar

demuestra la mayor libertad de movimiento en esta region. La deformacion C-C-H, a 960
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cm’!, es nuevamente mas nitida y de mayor intensidad para las mismas. Al mismo tiempo,
dos picos alrededor de 1070 y 1090 cm™ relacionados con C-C, C-O y C-O-C son
ligeramente mas preponderantes. Los grupos C-C del esqueleto de Alg tienen su vibracion
de estiramiento (stretching) cercana a 810 cm™'. De este anélisis se puede observar que
las vibraciones esqueléticas son mas fuertes en las microparticulas de Alg sin entrecruzar,
mientras que son mas restringidas con el proceso de entrecruzamiento, lo cual era
esperable debido a la formacioén de nuevos enlaces covalentes entre los d&tomos de Alg.
Para las vibraciones de estiramiento del grupo carboxilato, el desplazamiento de banda
més pronunciado fue la banda de estiramiento de COO" asimétrica de 1625 cm™ (Alg) a
1614 cm™! (Alg entrecruzado), que demuestra el proceso de entrecruzamiento covalente

en el Alg.

Tabla 6.1. Bandas de Raman mas prominentes para los espectros de microparticulas de Alg.

Microparticula de Alg Microparticula de Alg
(em™) entrecruzada
(em™)
C-C-0 modo bending/
deformacién C-H 889 891
C-C-0 modo bending/
deformacion C-C-H 961 958
Anillo glicosidico
modo breathing 1099 1095
Vibracion de
estiramiento del 1311 1306

Carboxilato y de la
Union simple C-O

Vibracion de
estiramiento del 1421 1425
Carboxilato Simétrico

Vibracion de
estiramiento del
Carboxilato
Asimétrico

1625 161
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6.1.3. Analisis térmico

Las curvas del Andlisis Termogravimétrico (TGA) para las microparticulas de Alg
antes y después de ser entrecruzadas con Epi se presentan en la figura 6.4a. La grafica de
las microparticulas de Alg presenta dos transiciones térmicas, mientras que la de las
microparticulas de Alg entrecruzadas muestra tres. También, se puede considerar que a
500 °C la pirdlisis de Alg se termina, porque la masa restante es constante durante el
calentamiento. Sin embargo, las microparticulas de Alg muestran una masa residual de
alrededor del 40% del total inicial, mientras que la masa residual de las microparticulas
de Alg entrecruzadas es de alrededor del 20%. Este hallazgo sugiere que la microparticula
de Alg entrecruzada tienen una menor proporcion de cadena de polisacaridos con respecto
a la misma masa de microparticula de Alg sin entrecruzar. Debe tenerse en cuenta que las
microparticulas entrecruzadas se incubaron en etanol, se lavaron con agua y se secaron
solo en papel adsorbente, por lo que el contenido de agua deberia ser significativo. Esta
hipotesis concuerda con el primer valor derivado de la masa residual frente a la
temperatura que se muestra en la figura 6.4b, donde se producen diferentes transiciones
durante la pirdlisis de Alg. En el caso de las microparticulas de Alg, se observa una
pequeiia transicion a 53 °C. Esto se debe a que las microparticulas se prepararon en etanol
y se secaron, por lo que esta temperatura de transicion puede ser la pérdida de etanol
residual en el interior de las microparticulas de Alg. Sin embargo, para las microparticulas
de Alg entrecruzadas, se observa una transicion importante alrededor de 107 °C. Este pico
puede asociarse al agua perdida, que interactia de manera mas fuerte con las cadenas de
polisacaridos mediante la formacion de puente hidrégeno con el -OH del Alg, por lo que
la temperatura de pérdida de esta agua es superior a 100 °C. A partir de este evento, se
obtuvo el valor de recuperacion de agua de la muestra entrecruzada: 0,63 g/g, lo que

demuestra la alta capacidad hidréfila de la microparticula tratada. Resultado similar se ha
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observado para la pirdlisis de Alg [139]. Las microparticulas de Alg mostraron una
segunda transicion a 231 °C, que se debe a la descomposicion del polisacarido, como se
inform6 anteriormente [143]. Por otro lado, la pir6lisis para las microparticulas de Alg
entrecruzadas es mas compleja porque su proceso mostrd dos transiciones: 196 °C y 250
°C, sugiriendo una estructura mas rigida y con mayor estabilidad (20 °C mas que las
microparticulas de Alg). Esto puede relacionarse con la formacion de nuevos enlaces
entre las cadenas de polisacaridos que varian el comportamiento térmico de la matriz
obtenida. Por otra parte, estos resultados junto a los obtenidos por espectroscopia Raman
y a las imagenes de SEM permiten verificar que el entrecruzamiento de las

microparticulas ha sido exitoso.

100 4 Microparticulas Alg ——— Microparticulas Alg entrecruzadas
N . Wicroparticulas Alg
— — —  Microparticulas Alg entrecruzadas

80

60 1

40 A

Pérdida relativa de peso (%)
dTGAMT (%/°C)

20 4

Temperatura (°C
Temperatura (°C) P i2e)

Figura 6.4. a) TGA (b) 0TGA/JT y c¢) DSC para microparticulas de Alg antes y después de ser
entrecruzadas con Epi. Velocidad de calentamiento: 5 °C/min.
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Figura 6.4 (continuacién). a) TGA (b) 0TGA/OT y ¢) DSC para microparticulas de Alg antes y después
de ser entrecruzadas con Epi. Velocidad de calentamiento: 5 °C/min.

Las curvas térmicas, las temperaturas de transicion y las entalpias asociadas a
ellas, obtenidos por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) para ambas muestras, se
presentan en la Fig. 6.4c y en la Tabla 6.II. Los termogramas de las microparticulas de
Alg sin entrecruzar y entrecruzadas con Epi muestran picos exotérmicos iniciales a 64 °C
y 95 °C, respectivamente. Los picos exotérmicos se correlacionan con la pérdida de etanol
residual que interacttia con grupos hidroxilo, a juzgar por el bajo calor asociado a la
transicion en microparticulas de Alg, mientras que el Alg entrecruzado mostrd un pico
significativo centrado a 95,3 °C que sugiere la pérdida de una gran cantidad de agua
(juzgando por la transicion de temperatura) incluida en la matriz, la cual se encuentra
interaccionando fuertemente con los grupos hidroxilo del polimero a través de enlaces de
hidrégeno. Estos hallazgos estdn de acuerdo con la literatura [51]. Tanto los picos
endotérmicos como los exotérmicos se desplazaron a valores de temperatura mas altos
cuando las microparticulas de Alg se encuentran entrecruzadas con Epi (véase la tabla
6.1I), por lo que se puede pensar que la estabilidad de la muestra es mayor y se requiere
mas energia para eliminar el agua residual adsorbida por la microparticulas (cambios de
pico exotérmicos a mayor valor), y se libera menos energia al romper interacciones

i6nicas durante la descomposicion térmica de microparticulas (cambio de pico
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endotérmico a mayor valor). Finalmente, ambas microparticulas mostraron un pico
endotérmico centrado a 234 °C y 255 °C asociado al proceso de pirolisis de Alg
relacionado con las reacciones de despolimerizacion y la destruccion de las cadenas
glucosidicas.

Tabla 6.11. Temperaturas maximas de OTGA/OT y DSC y cambios de entalpia de los termogramas de
DSC de las microparticulas de Alg y microparticulas de Alg entrecruzadas con Epi.

Muest Temperatura (°C) AH (J/g)

estra

" OTGA/OT DSC &

Microparticulas Alg 25 331 26333’ 86 f;‘ ’62

Microparticulas Alg ig; 29554;39 _210?3’6
entrecruzadas 250 - . :

6.2. Estudio de la capacidad de adsorcion de las microparticulas
6.2.1. Isotermas de adsorcion
Para el estudio del proceso de adsorcion de las proteinas modelos sobre la matriz, se
llevaron a cabo las isotermas de adsorcion de LZ y QTg. Tanto las condiciones
experimentales como el tiempo de incubacion utilizados se determinaron anteriormente

en este trabajo [95, 111]. La figura 6.5 muestra los resultados experimentales obtenidos.

2500

2000

1500 A

1000 -

Qeq (mg proteina ads/g matriz)

500 & o 1z
hd /& © QTg
// * ———Modelo Hill

° —— Modelo Langmuir
o

0 ~ T T T T

0 50 100 150 200 250
Ce (mg/L)

Figura 6.5. Isotermas de adsorcion de LZ y QTg sobre microparticulas de Alg entrecruzadas con
Epi. Medio: buffer Pi 20 mM, pH 7,0 y buffer Cit 25 mM, pH 5,0, respectivamente. Temperatura 25 °C.
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Los datos experimentales fueron ajustados a tres modelos de adsorcion, Freundlich,
Langmuir y Hill [27, 111]. El analisis estadistico de la funcion de error muestra que las
ecuaciones que mejor se ajustan a los datos son el modelo de Langmuir para la adsorcion
de LZ y el modelo de Hill para la adsorcion de QTg. Los parametros determinados para

cada modelo son representados en la tabla 6.111.

Tabla 6.111. Parametros del proceso de adsorcion de LZ y QTg sobre la matriz formada por
microparticulas de Alg entrecruzadas con Epi. Medio: buffer Pi 20 mM, pH 7,0 y buffer Cit 25 mM, pH
5,0, respectivamente. Temperatura 25 °C.

. ) 2
Modelo Proteina (W (i 77 Ky K, Ky NForNH R Z 2
LZ NA 5344+ NA NA 4,6 +0,03 | 0,7796 | 0,1253
Freundlich 927
QTg NA 20,4+10,7 NA NA 1,14+0,11 | 0,8979 | 0,0733
LZ 1879,9 £44,3 NA 0,14 +£0,03 NA NA 0,9162 | 0,0476
Langmuir
QTg 9133,3+1753.,8 NA 0,0015+0,0013 NA NA 0,9041 | 0,0688
LZ NA NA NA NA NA NA NA
Hill
QTg 3034,4+1063,9 NA NA 3463,5+8.3 | 1,66+£0,52 | 0,9159 | 0,0641

Los resultados muestran un comportamiento diferente entre ambas proteinas. Los
datos experimentales de la isoterma de adsorcion del QTg muestran una baja adsorcion
cuando la concentracion de proteina es baja, pero a concentraciones mas altas, la fraccion
de proteina unida aumenta significativamente de acuerdo con la presencia de un efecto
cooperativo en el proceso de adsorcion [111, 144]. Aunque en el pH de trabajo para ambas
proteinas, las microparticulas de Alg entrecruzadas con Epi poseen carga eléctrica neta
negativa, las isotermas muestran que ambas proteinas tienen un mecanismo de adsorcion
diferente. Por lo tanto, se deben considerar algunas diferencias entre ellas:

- El peso molecular de la LZ (14,3 kDa) es la mitad con respecto al QTg (25,6 kDa).

- El pH isoeléctrico (pl) es 11,35y 8,97 para LZ y QTg, respectivamente.

- La carga neta superficial del QTg es menor con respecto a la carga neta superficial
de la LZ. Sin embargo, su distribucidon es menos uniforme que en la LZ. Investigaciones

previas sobre el QTg, han demostrado que cuando la carga neta superficial se encuentra
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concentrada en una region de la molécula beneficia las fuerzas electrostaticas atractivas
[145].

Debido a que la LZ tiene un tamafio menor que el QTg deberia ser mayor su
capacidad de penetracion, sin embargo, se ha demostrado que el Alg interactia con las
proteinas hidrofilicas solo por la fuerza electrostatica [146], este componente es
determinante para impulsar la union de la proteina. Ya que el QTg tiene una distribucion
de carga desigual, interactia fuertemente con las microparticulas de Alg. Entonces, el
efecto cooperativo del QTg puede ser producido por la modificacion de la estructura
interna de las microparticulas cuando las primeras moléculas de QTg estan ligadas a €I,
favoreciendo la interaccion de las siguientes moléculas de proteina. Se ha informado un
resultado similar para la adsorcion de LZ y QT sobre matriz formada por macroesferas

de Alg y Goma Guar [95, 111].

6.2.2. Determinacion de las condiciones de desorcion

Teniendo en cuenta los resultados previos obtenidos para las condiciones de
desorcion de LZ y QTg en macroesferas de Alg y GG [95], se planted el aumento de la
fuerza i6nica del medio para la desorcion de LZ y QTg en la matriz formada por
microparticulas de Alg entrecruzadas con Epi. En la figura 6.6 se representan los % de

desorcion de LZ y QTg obtenidos en cada caso.
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Figura 6.6. % desorcion de LZ y QTg en los sistemas en estudio en funcion de la fuerza idénica del medio.
Medio: buffer Pi 20 mM, pH 7,0 y buffer Cit 25 mM, pH 5,0, respectivamente. Concentracion inicial de
proteina 1,2 mg/mL. Temperatura 25°C.

Puede concluirse que el mejor buffer de desorcion para LZ es Pi 20 mM pH 7,0 con
el agregado de 300 mM de NacCl, con el cual se obtiene un 94,6 + 1,3 % de proteina
desorbida. En cambio, para QTg el mejor buffer de desorcion resulto ser Cit 25 mM pH
5,0 con el agregado de 150 mM de NaCl, con el cual se obtiene un 88,4 = 4,7 % de QTg
desorbida.

Estos resultados avalan las conclusiones previas obtenidas sobre un mecanismo

electrostatico de interaccion entre las proteinas y el adsorbente.

6.3. Estudio de la adsorcion de QTg en matrices de microparticulas de Alg-
PVA y Alg-PVP

A través de estudios previos [147], se demostrd que el agregado de PVA o PVP a
macroesferas de Alg y GG produce un incremento en la capacidad de estas de adsorber
QTg cuando son utilizadas como lechos de adsorcidon en tanque agitado. Por lo tanto, se
decidié estudiar si el agregado de estos polimeros de cadena flexible (PCF) afecta de

manera similar la adsorcion de QTg en las microparticulas de Alg. También, se estudid
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como afecta a la capacidad de adsorcién el volumen de Epi agregado para el
entrecruzamiento de la microparticula obtenida. Para ello, se desarrollaron microesferas
de Alg, Alg-PVA, Alg-PVP y Alg-PVP-PVA a partir del goteo de cada una de soluciones
en CaCl, utilizando el equipo denominado Encapsulator. Se optd por la gelificacion
ionotropica por una cuestion de practicidad y tiempo requerido. Se plante6 un disefio
factorial completo (DOE) variando la [PVA], la [PVP] y el volumen de Epi para la
produccion de cada matriz. La matriz de disefio con las correspondientes respuestas (%

de adsorcion de QTg) se muestra en la Tabla 6.1V.

Tabla 6.IV. Disefio experimental (DOE) segun el disefio factorial completo.
Buffer Cit 25 mM, pH 5,0, 25°C

PVA % (P/V) | PVP % (P/V) | Vol. Epi (uL) | Adsorcion QTg (%)
0 0,7 960 35,9
0,7 0 240 92,2
0,7 0 960 47,6
0 0 960 41,8
0,7 0,7 960 45,7
0,7 0,7 240 73,0
0,35 0,35 600 81,1
0,35 0,35 600 85,5
0 0 240 93,2
0 0,70 240 91,5

De acuerdo con los resultados obtenidos y mediante el analisis de la varianza, se
verifico la significacion estadistica de cada variable y sus interacciones. S6lo uno de los
parametros estudiados (Vol. de Epi) tuvo una influencia significativa en la adsorcion
(valores p-value <0.05) mientras que el agregado de PVP y PV A a la matriz no afecto el
proceso (p-values 0.192 y 0.733). También se encontrd que ninguna de las interacciones
entre los parametros en estudio resultd significativas (p-value > 0.05). Estos resultados
nos permiten concluir que el agregado de PCF no afecta directamente a la capacidad de
adsorcion de las microparticulas de Alg. Una explicacion posible para los resultados
obtenidos es que el aumento en la capacidad de adsorcidon ya se increment6 a su maximo

valor a causa del aumento en la superficie de contacto dado por la disminucidn del tamafio
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de las particulas adsorbentes, por lo que el agregado de PCF no modifica los resultados
obtenidos. También podemos concluir que el aumento en el volumen de Epi utilizado
para entrecruzar dichas microparticulas afecta de manera negativa la capacidad de
adsorcion de QTg, lo que puede deberse a una estructura mas compacta por el aumento

en el entrecruzamiento de las moléculas de Alg.

6.4. Andlisis del tamano de las microparticulas de Alg, Alg-PVP y Alg-PVA
entrecruzadas con dos volimenes de Epi.

Se procedio al andlisis microscopico de las microparticulas obtenidas en la seccion
anterior para verificar si el tamafio de estas esta directamente relacionado con el aumento
en el volumen de Epi para su entrecruzamiento. La figura 6.7 muestra cada matriz con su

respectivo histograma.

Froquencylau)
¥
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Figura 6.7. Micrografias opticas de microparticulas entrecruzadas. (a) Alg, (b) Alg-PVP, (c) Alg-PVA 'y
(d) Alg-PVP-PVA. Los subindices 1 indican que las muestras se entrecruzaron con 240 uL de Epi, y los
subindices 2, con 960 uL. Las barras de escala son 100 pm.
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Figura 6.7 (continuacion). Micrografias Opticas de microparticulas entrecruzadas. (a) Alg, (b) Alg-PVP,
(c) Alg-PVA y (d) Alg-PVP-PVA. Los subindices 1 indican que las muestras se entrecruzaron con 240 uL
de Epi, y los subindices 2, con 960 uL. Las barras de escala son 100 pm.

A partir del analisis de las graficas se puede concluir que a mayor volumen de Epi
agregado para entrecruzar menor el tamafio de las microparticulas. También se puede
observar que al agregar PVP para la produccion de las matrices se observa un leve
aumento en el tamafio. Todo esto nos permite concluir que, al aumentar el volumen de
Epi para entrecruzar las microparticulas, el entrecruzamiento se vuelve mas compacto y
disminuye el tamafo de las particulas. Esto se ve reflejado en la disminucion de la
capacidad de adsorcion de estas al permitirse menos el contacto de la proteina con la

matriz.

6.5. Aplicacion de los resultados obtenidos

6.5.1.Eficiencia de las microparticulas de Alg entrecruzadas con Epi en la
recuperacion de QTg y LZ en una mezcla de proteinas

La capacidad de seleccion y recuperacion de las microparticulas de Alg entrecruzadas
con Epi producidas por Spray Drying en la primera parte de este capitulo, se ensayo
adsorbiendo LZ y QTg a partir de una mezcla artificial de proteinas formadas por CAT

(pl 5.4, PM 250 kDa), OVO (pl 4.5, PM 44.3 kDa) y BSA (pI 5.3, PM 66.4 kDa) en una
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proporcion del 90% de esas proteinas que actlian como impurezas y 10% de LZ o QTg,
respectivamente. La adsorcion en lecho agitado o batch, el lavado y la desorcion se
llevaron a cabo en las condiciones previamente determinadas. Las proteinas en cada paso
(adsorcion, lavado o desorcion) se identificaron mediante electroforesis en SDS, el patron
obtenido se muestra en la figura 6.8. La calle correspondiente al paso de desorcion (cuarta
calle) para LZ muestra la banda predominante correspondiente a la purificacion de la
proteina, donde no aparecen proteinas contaminantes, a diferencia de la segunda y tercera
calle, que representan los pasos de adsorcion y lavado, respectivamente, y donde si se
observan impurezas. Por otro lado, en el caso del QTg, la calle nimero 8 representa el
paso de desorcion donde la purificacion de la proteina objetivo no es total, porque
aparecen las proteinas contaminantes. Esto podria explicarse ya que cuando el QTg se
une a las microparticulas, produce un cambio estructural interno que beneficia la union
de las otras proteinas, asi también como tener en cuenta que el pH en el cual es 6ptima la
adsorcion de QTg en la matriz (pH =5,0), las proteinas impurezas probablemente se
encuentran levemente cargadas positivamente, interaccionando también con las

microparticulas de Alg entrecruzadas cargadas negativamente.
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Figura 6.8. SDS-PAGE para el sistema de mezcla de proteinas: (MPM) marcador de peso molecular; (1)
LZ pura 10 mg/ml, (2) Paso de adsorcion del sistema selectivo para LZ, buffer Pi 20 mM pH ,.0, (3) Paso
de lavado del sistema selectivo para LZ, buffer Pi20 mM pH 7,0, (4) Paso de desorcion del sistema selectivo
para LZ, buffer Pi20 mM pH 7,0 - NaCI 300 mM, (5) QTg puro 10 mg/ml (6) Paso de adsorcion del sistema
selectivo para QTg, buffer Cit 25 mM, pH 5.,0; (7) Paso de lavado del sistema selectivo para QTg, buffer
Cit 25 mM, pH 5,0; (8) Paso de desorcion del sistema selectivo para QTg, buffer Cit 25 mM, pH 5,0 - NaCl
150 mM. Temperatura 25 °C.

6.5.2.Estudio de la recuperacion de QTg en una mezcla de proteinas sobre
matrices formadas por microparticulas de Alg, Alg-PVP, Alg-PVA y Alg-
PVP-PVA

A partir de las microparticulas obtenidas por el proceso de gelificacion ionotropica
utilizando el Encapsulador, se estudi6 la capacidad de recuperacion y selectividad en cada
una de ellas de QTg a partir de una mezcla de proteinas (BSA, OVO y CAT), las cuales
fueron utilizadas en exceso para representar impurezas del sistema. Se llevé a cabo un
proceso similar a la seccion anterior, realizando un ciclo de adsorcion-lavado-desorcion
en las condiciones Optimas para el proceso de la proteina en cuestion. Las proteinas
presentes en la desorcion de cada sistema se identificaron mediante electroforesis en SDS,
el patron obtenido se muestra en la figura 6.9. A partir del analisis de cada calle se puede
observar la presencia de las impurezas en el paso de desorcion de todos los sistemas,
excepto en la calle 6, la cual pertenece al sistema formado por la matriz de microparticulas
de Alg-PVP-PVA. Estos resultados se pueden justificar por el pH de trabajo (pH=5,0), en

el cual las proteinas (impurezas) se encuentran levemente cargadas positivamente y
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pueden interaccionar electrostaticamente con la matriz cargada negativamente. Sin
embargo, este comportamiento se ve reducido en la matriz que contiene una proporcion
alta de ambos PCF, disminuyendo esta atracciéon y mejorando la purificacion de la
proteina de interés con respecto al resto de las matrices en estudio. Esto podria deberse a
que la presencia de dichos polimeros disminuye la carga eléctrica neta negativa de la
matriz, aumentando su acidez y beneficiando s6lo la unién de las proteinas cargadas mas

positivamente [147].

Figura 6.9. SDS-PAGE para sistema de mezcla de proteinas en diferentes matrices de adsorcion. (MPM)
marcador de peso molecular; (1) QTg puro 10 mg/ml; (2) Mezcla de proteinas en buffer Cit 25 mM pH
5,0; (3) Paso desorcion en matriz de microparticulas de Alg entrecruzadas con Epi; (4) Paso desorcion en
matriz de microparticulas de Alg- PVP entrecruzadas con Epi; (5) Paso desorcion en matriz de
microparticulas de Alg- PVA entrecruzadas con Epi; (6) Paso desorcion en matriz de microparticulas de
Alg-PVA-PVA entrecruzadas con Epi. Buffer desorcion: Cit 25 mM, pH 5,0 - NaCl 150 mM.
Temperatura 25 °C.
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6.6. Discusion final y Conclusiones: Adsorcion de Quimotripsindgeno y
Lisozima en micromatrices de Alg y Alg-Polimero de cadena flexible.

El objetivo de esta seccion fue analizar el comportamiento de la operacion
unitaria de adsorcion para un adsorbente que esta a nivel de microparticulas (100 a 1000
nm). En este sentido, en los ultimos afios, se han desarrollado nuevas técnicas para la
obtencion de micro y nano particulas a partir de un material adsorbente tradicional como
son los geles de polisacaridos, los cuales magnifican sus propiedades y, a veces, hasta
adquieren nuevas propiedades respecto del mismo material cuando se trabaja a nivel de
particulas macroscopicas (2-4 mm) [148] . Uno de los métodos mas populares para
obtener microparticulas de geles de polisacaridos es el método de spray drying o
pulverizacion con posterior secado de la microgota cuando todavia esta suspendida en el
aire. Esta metodologia estd muy desarrollada en la industria de los alimentos, por ejemplo,
la obtencion de la leche en polvo se hace aplicando esta metodologia. Su principal ventaja
es que se puede aplicar en forma continua, lo que permite obtener una gran cantidad de
material, ideal para luego escalar un proceso de obtencién de microparticulas. A
diferencia de la obtencién de los geles de polisacaridos a partir del goteo de sus
soluciones, caso del Alg, chitosan, carragenano, etc., donde las particulas muestran una
dispersion pequena de didmetro, el método de spray drying tiene la desventaja de que no
permite la pulverizacion de soluciones viscosas, por lo tanto, trabaja con soluciones mas
diluidas en comparacion a los valores empleados en el método de goteo, lo que lleva a la
obtencidn de particulas de tamafios muy polidispersos.

Las nanoparticulas de geles de polisacéaridos y otros materiales compatibles con
la vida son utiles para realizar delivery oral de un farmaco [ 149], pero no tienen aplicacion
cuando se emplean en la operacion unitaria de bioseparacion. De esta manera, el tamafio

micro que se ha seleccionado para las particulas de Alg fue dptimo para lograr el objetivo
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propuesto. Cabe destacar que, particulas de menor tamafio, pueden generar
inconvenientes en la manipulacion y consecuente separacion de la fase acuosa donde se
encuentran. A diferencia de las macroparticulas estudiadas en los Capitulos 1 y 2, estas
microparticulas solamente estaban formadas por Alg, no pudiéndose agregar el segundo
polisacarido expansor de la estructura interna por la alta viscosidad de sus soluciones. Sin
embargo, la disminucion del tamafio demostrd que no hace falta un segundo polisacarido
para mejorar la capacidad de adsorcion de las microparticulas obtenidas.

Como parte final del trabajo de Tesis, se desarrollaron microparticulas de Alg
entrecruzadas con Epi aplicando la técnica de secado por pulverizacion (Spray Drying).
Se logro caracterizarlas tanto morfologica como estructuralmente a partir de la utilizacion
de diferentes técnicas microscopicas, espectroscopicas y térmicas, asi también como,
estudiar su capacidad de adsorber dos proteinas modelos, LZ y QTg. Las microparticulas
de Alg entrecruzadas dieron como resultados tamafios de particula medios de 700 nm,
presentaron buena estabilidad térmica y mostraron una capacidad de adsorcion maxima
de 3034 mg de QTg por gramo de lecho y 1088 mg de LZ por gramo de lecho a 25 °C,
cuando se ensayo el proceso en batch. Los resultados mejoran 100 veces la adsorcion de
QTg en comparacion con otros lechos poliméricos [111, 147, 150] y 30 veces la adsorcion
de LZ [95, 151] . Esta diferencia es una respuesta directa a la disminucion en el tamafio
de las particulas que forman la matriz y que beneficia el aumento en la superficie de
contacto. También, muestra la misma capacidad de seleccion de la proteina de interés
cuando ésta estd presente en proporcidn muy minoritaria en una mezcla con otras
proteinas. Ademas, el proceso de entrecruzamiento con Epi del polimero ayuda a
aumentar su estabilidad y resistencia mecénica, lo que le da una ventaja sobre los lechos

macroscopicos, indicando un alto potencial para su aplicacion industrial.
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Por otra parte, se estudi6 el posible mejoramiento en la capacidad de adsorcion de
dichas matrices mediante el agregado de dos polimeros de cadena flexible, PVP y PVA,
utilizando la técnica de gelificacion ionotropica. Se corrobord que, la presencia de ellos
no mejora dicha capacidad. Ademas, a pesar de que es conocido que, las matrices cuando
son utilizadas en lecho empacado poseen mayor capacidad de adsorcidon que la misma
matriz cuando se trabaja en batch, no fue necesario ensayar las microparticulas en una
columna de lecho empacado, debido a que el aumento de entre 30 a 100 veces de su
capacidad de adsorcion, produce un rendimiento de recuperacion de la proteina de interés
(LZ y/o QTg) muy superior a un lecho empacado. Sin embargo, no se puede descartar el
empleo de estas matrices en columnas, ya que podrian resultar ventajosas a nivel de costos
de produccion y materiales si se pretende escalar el proceso.

Las metodologias desarrolladas a partir de la obtencién de microparticulas de geles
poliméricos se mostraron sencillas, escalables y muy economicas, lo cual permitiria

aplicarlas a otras macromoléculas de interés biotecnoldgico.
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