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Purificacion de Proteinas

-Cromatografia (Industrial)
-No Adsorcion
- Adsorcion

-Electroforesis (Laboratorio)

Cromatografia
Adsorcién: Fendmeno de superficie reversible donde un Soluto

(Proteina) se concentra en la superficie de un Sélido (Matriz) por
accion de fuerzas intermoleculares entre el soluto y el sélido

Capacidad: Cantidad de proteina que puede ser purificada en una
cromatografia

Velocidad: indica el flujo que puede ser tratado en la cromatografia

Forma de Operacion:
1.-Batch
2.-Continua
-Tanque Agitado en forma continua
-Lecho fijo (Columnas, mas comun)
- Lecho Expandido (Nuevo)

Adsorcion Batch B Torcus. agilidsr conitus Cobumrads




Forma de Operacion de las columnas
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Tipos de Operaciones Cromatogréaficas utilizadas en la Purificacion de

Proteinas
Tipode Propiedad Fisicoquimica o Caracteristicas
Cromatogr afia Bioguimica

NO ADSORCION

Filtracion por Geles (GF)
0 Exclusién por Tamafio

Peso Molecular

Resolucién: Moderada
Capacidad: Baja
Velocidad: Baja

ADSORCION

Afinidad (AC)

Afinidad Bioldgica

Resolucién: Excelente
Capacidad: Alta
Velocidad: Alta

Intercambio | énico (1EC)
(Ani6nico Catiénico)

CargaadiferentespH

Resolucién: Alta
Capacidad: Alta
Velocidad: Alta

Cromatofocusing

Punto | soeléctrico

Resolucién: Muy Alta
Capacidad: Muy Alta
Velocidad: Alta

Interaccion Hidrofobica
(HIC)

Hidrofobicidad Superficial

Resolucién: Alta
Capacidad: Alta
Velocidad: Alta

Fase Reversa (RPC)

I nteracciones hidrof bicase
hidrofilicas

Resolucién: Excelente
Capacidad: Intermedia
Velocidad : Alta

Procesos de Adsorcion




Pasos de un proceso de Adsorcién

Paso 1 Acondicionamiento de la matriz,
que se logra ajustando el pH o la fuerza
idnica.

Equilibrar Columna

Paso 2 Aplicacion y adsorcion de la
muestra, la cual se adsorbe en la fase
estacionaria.

Cargar la muestra

Paso 3 Lavar la columna para que salgan

Lavar la Columna todas las proteinas que no han sido
retenidas.
Eluir las proteinas Paso 4 Modificacion de las

condiciones de la fase movil de tal
manera de debilitar las
Limpiar la Columna I interacciones entre la proteina y la

fase estacionarias, lo que provoca

la elucion de la proteina de

Paso 5 Regeneracion de la acuerdo a los diferentes grados de

f ionaria. ; i
ase estacionaria interaccion con la fase
estacionaria.

Proceso de Adsorcion

Isotermas de Adsorcion

Las isotermas de adsorcion muestran las caracteristicas en el estado de
equilibrio entre la concentracion de soluto en la fase solida ) y la fase

liquida ()

En la fase sélida, q [gr/cm3]

Concentracion de soluto

Concentracion de soluto
En la fase liquida, ¥ [gr/ml]




Diferentes tipos de lIsotermas

Tipo de Concentracién Comentarios
Isoterma de Soluto
adsorbido
Lineal 0= K y Es la menos comin y se aplica a bajas
L concentraciones de proteina
Es la que més se aplica
Freundlich 0= K yn Si n<1 Se tiene una adsorcion favorable
F Si n>1 se tiene una adsorcién desfavorable
Tiene fundamentos tedricos
Langmuir — g, es la concentracion maxima que puede
q (Qo_l) ser adsorbida por el sélido.
(K +y) Es la Unica que posee fundamentos
tedricos.

Isoterma de Langmuir

La isoterma de Langmuir representa el esto de equilibrio del soluto
entre la fase liquida y la solida. Para ello considera una especie de
reaccion quimica entre el soluto y los sitios activos del adsorbente.

Absorciéon>
S+Y €>S-p

Desorcion €

Donde

S: sitios activos vacantes en el adsorbente
S-P: sitios activos ocupados en el adsorbente
ST: Sitios activos totales
Y: Soluto en solucién

La constante de desorcion, K’ ,es:

= IYIIS]
[S- P]




Los sitios totales, ST se pueden expresar como:
[ST] = [S] + [S-P]

Luego, los sitios vacantes se pueden despejar en funcién de los sitios
totales y los ocupados.

[S] = [ST] - [S-P]

De alli que se puede re-escribir la constante de desorcién:

k= YPXUST]- [S- P])

[S- P
Despejando los “sitios ocupados”:
s- p) = [STILY]
K'HY]

Si se considera que los “sitios ocupados” son proporcionales a la
concentracion soluto adsorbido:

[S-P] =cte* q

Si los “sitios totales”, son proporcionales a la concentracion de
soluto maximo a ser adsorbido, qq

[ST] = cte* qq

Se tiene la ecuacion de la isoterma de Langmuir

q, Xy
K+y

q:

Donde
y: concentracion de soluto en solucion
g: Concentracion de soluto en la fase sélida




Problema 1

Una enzima quitinasa puede ser adsorbida en celulosa.

La adsorcién sigue una isoterma de Langmuir. La méaxima
cantidad de enzima que puede ser adsorbida es de 70 mg/ cm3 de
celulosa. Cuando la concentracién de quitinasa en solucion es de 50
mg/It la cantidad de proteina adsorbida en la matriz es la mitad de la
cantidad maxima que se puede adsorber

Determine la ecuacion de la isoterma que rige este proceso de
adsorcion.

Adsorcion en Batch

Consiste en dejar que el soluto sea adsorbido en el adsorbente hasta que se
llegue al equilibrio.

La cantidad de soluto adsorbido dependeréa de la cantidad de adsorbente, la
cantidad de solucion y la concentracion inicial de soluto en la solucién y en el
adsorbente.

o i
i} 0
Il’j ot S i
o 000
t=10

Donde . . . ) .
Ya Y, Concentracion de soluto en la solucion al inicio y al final de la adsorcion

ga g, Concentracion de soluto en la fase solida al inicio y al final de la adsorcion
F: Volumen de solucion
S: Volumen de adsorbente




Disefio de un proceso de Adsorcion
Depende del tipo de equilibrio
(Suponiendo un tipo Freudlich)

Curva equilibrio
Linea de Equilibrio I|
q=Kyn

[.:l'} l:lz:l
Balance de Masa de Soluto

Linea operacsdn
Masa Inicial = Masa Final
by a,)
FYra +daS=Y,F+3,S

Linea de Operacién —

G =0a+(F/S)™* (Ya-¥2)

Donde . . . . .
Ya Y, Concentracion de soluto en la solucion al inicio y al final de la adsorcion

da 9, Concentracion de soluto en la fase solida al inicio y al final de la adsorcion
F: Volumen de solucién S: Volumen de adsorbente

Problema 1

Una enzima quitinasa puede ser adsorbida en celulosa.

La adsorcion sigue una isoterma de Langmuir. La méxima cantidad de
enzima que puede ser adsorbida es de 70 mg/ cm3 de celulosa. Cuando la
concentracion de quitinasa en solucién es de 50 mg/It la cantidad de proteina
adsorbida en la matriz es la mitad de la cantidad maxima que se puede

adsorber.

Si se tiene 1.5 litros de solucién con una concentracién de 220 mg/I
de proteina y se requiere adsorber el 90% de ella, determine la masa de
celulosa que se necesita.

¢Se podria adsorber el 100% de la proteina?




Problema 2

Se tiene que la adsorcién de una gentimicina en carbén activado esta

descrita por una isoterma:
q=351y 04

donde
g en [mg/cm3], y [mg/ml]

Se planea adicionar 10 cm3de carbén no utilizado a 3.0 litros de un caldo de
fermentacion que tiene una concentracion de antibidtico de 46 [mg/litro]
¢Qué porcentaje se puede esperar que se adsorba?

Adsorcion en lecho fijo
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Cromatografia de Lecho Fijo

Es la técnica mas utilizada a escala industrial para la purificacion de
proteinas, debido principalmente a presentar la mayor area de

adsorcion por unidad de volumen.

Consiste en una columna o tubo vertical relleno con particulas de
adsorbente.

Esguema de una Cromatografia en Lecho Fijo

e Colector
Lrnmekoes ae Fracciones
™
3
Al 5
hafiy: | B
Tiernpo
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Las cromatografias en Lecho Fijo son procesos no estacionarios.

El liquido que contiene el soluto se hace pasar a través del lecho y la carga
o cantidad de producto retenido va aumentando en el tiempo.

Se pueden llevar a cabo de dos formas:

Andlisis Frontal: 'EE FERE SRR o
Analisis rrontal. =
. & Iy
Se alimenta constantemente la s% F
=) #
columna hasta que se satura, se i /
utiliza para  caracterizar la §§ 7
capacidad de la columna. B - — - ) .
Trermpa
Cromatografia de Elucidén GromangraTE

Inyecta una muestra y luego se ) —_—

aplican  condiciones que las Allgy ﬂ M

proteinas eluyan en forma 5, b
diferencial
Tirgn

Chahentz Dal

Andalisis Frontal
Curva de Ruptura ( Breakthrough curve)

Se alimenta constantemente la columna hasta que se satura.

Concentracidn de soluta en la alimentacidn, _I,IF

l=¥F

adsogeidn

adsorcion

adsercion

adsoreifn

¥ Curva de Ruptura

Punto de Quisebre

Tiempo T R’ T

t, : Tiempo de quiebre donde se empieza a saturar la columna

ty : Tiempo cuando la columna esta4 completamente saturada y es completamente

ineficiente.
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Se utiliza para caracterizar la capacidad de la columna. Dado que la
forma de la curva influye fuertemente el disefio y operacion de la

columna.
El area bajo la curva es la cantidad de soluto que se ha perdido en el

efluente, luego se hace necesario detener el proceso antes que el

lecho quede completamente saturado.

= i
Pérdida de

solote enm =1

eflnente

Vo i e
% | Caparcidad ;
i i ¥ no
Esto produce el inconvenientes que se vtilizada
desaprovecha una parte de la capacidad ¥,
del lecho. i
] 23 Pérdida de soloto
. em el eflmente
gl g
: t
TR Ts
Tiempo

La prediccion de la curva, permite disefiar columnas para:
Alcanzar cierto grado de recuperacion

. Estimar pérdidas
Dimensionar la columna, asi se determina la cantidad de resina y
el tiempo requerido para la adsorcion de una cantidad determinada de

soluto.




Se pueden plantear un modelo de adsorcién para predecir la “curva de
ruptura” o “breakthrought curve” basado en :

!

Balances de masa del soluto en una

seccién Eawada
- perfimjs 0V
de ligmide

En estado no estacionario
i)Términos de acumulacion tanto en el
adsorbente como en los intersticios

Secoanm de 1a
eolmmnk

ii)Flujos de entra y salida por Dispersion
Axial

iii) Flujo de entrada y salida por Conveccién

{Masa que entra} - {Masa que sale}+{Masa generada} {Masa Consumida} =

{Masa Acumulada}
Simplificaciones

No hay ni generacién, ni consumo de soluto.
{Masa que entra} - {Masa que sale} = {Masa Acumulada}

El Balance se expresa como

1y, -W_W (1 e fq

D._~2
AZ g2 " Tz e 't

Dispersién axial + Flujo = Acumulacion inter sticios+ Acumulacion por adsor cién

donde D, Coeficiente efectivo de dispersion axial
u : Velocidad superficial del fluido (u = Q/Ac*e)
e: Fraccion de huecos ( e = (Vt-Vs) /Vt))
Vt: Volumen Total de la columna
Vs: Volumen de resina
Ac: Area transversal de la columna
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Condiciones de equilibrio (tipo de isoterma)

eLinear = K.y
eLangmuir g= Kg y"
*Freundlich =, y)/ (K +y)

Cinética de adsorcion, la cual puede estar controlada por:

(i) Transferencia desde el seno del liquido

P Partienl
hasta la capa limite que rodea a la o Tenigel
particula. sélido-liquido  FoTes

(ii) Difusion en el film que rodea la T
L, ¥ > "'—-__!if'/ . Poro
particula. S //
(iii) Transferencia a través del liquido que . / & Can e _0®
- . Co i ST
existe en los poros de la particula P " i
hacia las superficies internas. ' /,— !
. -, s e ___r.-v' -\‘\.
(iv) Proceso de adsorcion . T N
(v) Difusion a lo largo de la superficie de del lignido

los poros internos.

Si la controlante es la Difusion en el film

19- K2y yy
= y
it @-e)
Donde K, : Coeficiente de transferencia de masa
a: Area de adsorbente por unidad de volumen de lecho

y* Concentracién hipotética de soluto en el liquido en
equilibrio con la concentracion de soluto en el adsorbente.

La etapa Controlante puede variar seqiin la escala del proceso

Sistema de ecuacionesresulta dificil deresolver, se
suelen utilizar méodos numéricos.
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