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NOMENCLATURA
 
 
 

Amon Área total de la superficie del 
monolito 
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A Área total de monolito por 
unidad de volumen de adsorbente  

 cm-1 

aM Área específica interna de la celda 
del monolito cerámico 

 cm2/cm3 

B Variable definida en la ecuación 
5-40 

 mol
cm

−
mol
cm� +

mol
cm

 

C Variable definida en la ecuación 
5-36 

 mol2/cm4 

CE Concentración de biomolécula en 
equilibrio en el sobrenadante 
global (media). 

 mol/cm3 
 

�
̅  Concentración de biomolécula en 
equilibrio en el sobrenadante 
local. 

 mol/cm3 
 

CE, ads Concentración de biomolecula 
adsorbida en la superficie del 
monolito 

 mol/cm3 
 

CE,ret Concentración de biomolecula 
retenida en la superficie del 
monolito 

 mol/cm3 

Co 
Concentración inicial de 
biomolécula 

 mol/cm3 

 
�
̅,�
� 

Concentración de biomolecula en 
la interfase 

 mol/cm3 

Csalida Concentración de biomolécula 
eluida a la salida de la columna 

 mg/cm3 

yC  Concentración de los iones en las 
soluciones tampón 

 M 

Dhid Diámetro hidráulico del canal del 
monolito cerámico 

 cm 

    D Diámetro de la biomolécula  nm 
    E Variable definida en la ecuación 

5-38 
 cm2/s 
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   M Relación de volumen de 

solución de proteína en la 
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T Tiempo  min 

s 

adst
 

Tiempo del proceso de 
adsorción. 

 H 

tciclo 
Tiempo de Ciclo  H 
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Tiempo de inactividad de la  H 
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columna 
treg 

Tiempo de regeneración de la 
columna 

 H 

T Temperatura  K 
U Energía total del sistema  kJ 
V Volumen total   
Vc Volumen celda reacción ITC  cm3 
Vo Volumen inicial de la 

solución de proteína 
 cm3 

Vsol Volumen de la solución de 
proteína 

 cm3 

x1 Variable definida en la 
ecuación 5-41 

 mol/cm 

x2 Variable definida en la 
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 mol/cm 

∆Cp Capacidad calorífica  kJ/mol K 
∆H Entalpía de enlace  kJ/mol 
∆S Entropía  kJ/mol K 
∆G Energía libre de Gibbs  kJ/mol 

 

 

LETRAS GRIEGAS 

 

� Constante definida en la ecuación 5-
21 

 mol/cm2 

δ
 

Constante definida en la ecuación 5-
21 

 adimensional 

Eδ  Proyección de una molécula de 
proteína. 

 Nm 

Aη  Eficiencia de adsorción  adimensional 

Dη  Eficiencia de desorción  adimensional 
� Densidad  g/cm3 

,BE nρ  Número de moles de biomolécula 
limitado a los ligandos por unidad 
de superficie de adsorción de la 
matriz global (media). 

 mol/cm2 

�̅�
,
 Número de moles de biomolécula 
limitado a los ligandos por unidad 
de superficie de adsorción de la 

 mol/cm2 
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matriz local 
R
ASρ  Cantidad real de biomolécula que 

puede ser depositada sobre la 
superficie de adsorción. 

 mol/cm2 

T
ASρ  Cantidad teórica de biomolécula 

que puede ser depositada sobre la 
superficie de adsorción. 

 mol/cm2 

,
o
AS nρ  Concentración superficial 

disponible de los sitios de adsorción 
durante los nth ciclos 

 mol/cm2 

,
eq
AS nρ

 
Concentración en la superficie 
restante de los sitios de adsorción en 
equilibrio. 

 mol/cm2 

,DS nρ  Numero de moles de biomolécula 
liberadas en la elución para por 
unidad de superficie de adsorbente 

 mol/cm2 

Prod n
ρ

 
Producción de biomolécula por 
unidad de área de columna 
monolítica y por unidad de tiempo. 

 mol/cm2 H 

Mρ  Densidad del  monolito cerámico  g/cm3 

φ  Fracción de biomolécula adsorbida  adimensional 
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RESUMEN

       
 
 

      Dentro de los procesos downstream de separación de proteínas, la 
cromatografía de afinidad con metales inmovilizados es una técnica muy utilizada 

porque el coste es relativamente más bajo que la cromatografía de afinidad 
convencional y por la posibilidad de llevar a cabo el proceso a escala industrial. 

 
      Tradicionalmente, estos procesos de separación de biomoléculas, se llevan a 

cabo en columnas empaquetadas con material en forma de partículas porosas.       
Sin embargo este tipo de matrices presentan inconvenientes al llevar los procesos 

de separación a nivel industrial, debido a que presentan una alta pérdida de carga, 
obligando a diseñar columnas de gran diámetro y altura reducida. 

 
      Es por esta razón, que el objetivo de este trabajo es desarrollar una nueva 

forma de separación de proteínas basada en la técnica IMAC, utilizando como 
matriz cromatográfica un monolito cerámico multicanal, que permita el paso de la 

fase líquida que contiene la biomolécula a separar a través de los canales del 
mismo facilitando el movimiento dentro del soporte y disminuyendo 

considerablemente la pérdida de carga. 
 

      Como sistema inicial de estudio, se propuso un monolito cerámico recubierto 
con agarosa tipo D-5, activado con 1,4 butanodiol-diglicidil-éter como brazo 

espaciador, ácido iminodiacético (IDA) como agente quelante y Cu2+ como 

ligando.  
 

      Asimismo, la proteína tipo empleada para establecer las condiciones del 
proceso fue el suero de albúmina bovina (BSA). Posteriormente se estudió el 

proceso de adsorción de la enzima catalasa (CAT), para finalmente llevar a cabo la 
separación de una mezcla binaria (BSA+CA). 

 
     Los objetivos de este trabajo se centraron en primer lugar en la determinación 

de la eficiencia de la matriz cromatográfica, es decir, el monolito cerámico 
recubierto de agarosa D5 y activado, debido a que es un factor clave para la 

economía del proceso de adsorción. 
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      Para este fin, la eficiencia de los ciclos de adsorción fueron determinados 
mediante el desarrollo de un modelo dinámico, que estudia la reutilización óptima 

del soporte cerámico. En primer lugar se estudió el proceso de adsorción de la 
proteína BSA en solución fosfato pH 4,5, a cinco caudales (1,50, 5,50, 8,40, 10,60 

y 14,00 cm3/min), llevando a cabo cinco ciclos de adsorción/elución, utilizando 
una misma matriz monolítica. De este estudio se pudo comprobar que, utilizando 

un mismo caudal en el proceso de adsorción, el tiempo necesario para que el 
sistema alcanzara el equilibrio, era prácticamente el mismo en todos los ciclos. 

También se observó, que a medida que aumentaba el caudal en el proceso de 
adsorción, el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio era menor y que a 

medida que aumentaba el caudal, la capacidad de adsorción de la columna 

monolítica también aumentaba. 
 

      Los experimentos de elución, se llevaron a cabo por medio de un agente 
competitivo, el imidazol donde se obtuvo un porcentaje de recuperación de 

proteína enlazada específicamente, en torno al 95%. Y después del proceso de 
elución, la columna monolítica es acondicionada para el siguiente ciclo de 

adsorción por medio de un lavado con tampón tris-HCl pH 8,0. 
 

      Una vez estudiado el proceso de adsorción de la proteína BSA en solución 
fosfato pH 4,5, y determinado que el caudal de 14,00 cm3/min, era el que mejor 

resultado presentaba en cuanto a tiempo de equilibrio y cantidad de proteína 
adsorbida para las condiciones de trabajo propuestas, se procedió a estudiar el 

efecto del pH, llevando a cabo el proceso de adsorción de la proteína BSA en 
tampón fosfato pH 7,0. Así, de forma general se pudo establecer que 

independientemente del pH utilizado, a un caudal de 14 cm3/min, el tiempo 
necesario para que el proceso de adsorción alcance el equilibrio es prácticamente el 

mismo, y que la capacidad de adsorción de la matriz es ligeramente mayor con 
respecto a los experimentos en solución fosfato pH 4,5 a un caudal de 14,00 

cm3/min respectivamente. 
 

      Obtenidas las curvas de equilibrio, y establecido cual era el comportamiento 

del sistema a diferentes caudales y pH, se procedió al estudio de la eficiencia de 
adsorción, desarrollando un modelo matemático para predecir el comportamiento 

del monolito tras varios ciclos de reuso y que estimará la reutilización óptima de la 
columna monolítica; partiendo de la premisa de que la porosidad del 

recubrimiento de agarosa es despreciable y por tanto, todo el
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proceso de adsorción es llevado a cabo en la superficie externa del recubrimiento. 
De esta forma el área de adsorción será el área de los canales del monolito.

 
      Del modelo de eficiencia se pudo obtener, la cantidad real de proteína que se 

podía adsorber en la superficie de la columna monolítica R
ASρ , así como la 

eficiencia del proceso de adsorción Aη  y desorción Dη  y finalmente la predicción 

de la concentración de proteína en equilibrio CE, la cual fue comparada con los 

valores obtenidos experimentalmente. Así mismo se pudo extrapolar CE para varios 
ciclos de adsorción donde se observó que a partir de aproximadamente el décimo 

reuso, la curva se vuelve asintótica, lo que significa que la columna monolítica no 
sería capaz de adsorber más proteína. 

 
      La obtención de los anteriores parámetros sirvieron para poder determinar el 

uso óptimo de la columna, teniendo en cuenta las siguientes variables operativas: i) 
la cantidad de tiempo permitido para el proceso de adsorción, ii) el número de 

ciclos de utilización de la columna antes de la regeneración, y iii) el tiempo de 
inactividad necesario para regenerar o cambiar la columna.  

 
      Una vez establecida la eficiencia del proceso de adsorción, se procedió a llevar 

a cabo el estudio de transferencia de materia en la superficie de las paredes del 
monolito cerámico, para ello se desarrolló un modelo matemático utilizando a 

plataforma MATLAB el cual ajustó el coeficiente de dispersión y la constante 
cinética de adsorción por un método de búsqueda de mínimos en funciones 

multiparamétricas. 

      Del modelo matemático se obtuvieron las contantes de equilibrio de desorción 
en función del área del monolito cerámico, así como las velocidades cinéticas de 

adsorción y los coeficientes de dispersión.  

      De los resultados obtenidos para la proteína BSA se pudo establecer una 
tendencia de tipo exponencial para la constante cinética de adsorción, donde a 

medida que aumentaba el número de Reynolds dicha constante también 
aumentaba, lo cual corrobora el hecho de que a mayor caudal, el tiempo necesario 

para alcanzar el equilibrio es menor. Asimismo se pudo comprobar que el pH no 
afecta la constante de adsorción, puesto que tanto para la solución fosfato pH 7,5 

como para el tampón fosfato pH 7,0 a un caudal de 14,00 cm3/min, son 
prácticamente iguales. Adicionalmente se pudo observar que el coeficiente de



Resumen 
 

 

 XLVIII 

 

 dispersión, disminuye con el número de reutilizaciones, pero aumenta con el 
caudal

      Una vez culminados los estudios correspondientes a la proteína BSA, se 

procedió a evaluar el comportamiento de la enzima CAT en el mismo adsorbente.       
Para ello se procedió de la misma forma que con la proteína BSA. Los 

experimentos de adsorción se llevaron a cabo en tampón PBS pH 7,4 y un caudal 
de 1,50 cm3/min, debido a la formación de micelas. 

     De las curvas de equilibrio se pudo comprobar por un lado que el tiempo 

necesario para que el proceso de adsorción alcanzara el equilibrio era de 
aproximadamente 2 horas, tiempo inferior al requerido por la proteína BSA (5,6 

horas). También se observó que del mismo modo que para la proteína BSA, a 
medida que se reutiliza el adsorbente, la capacidad de adsorción disminuye 

ligeramente. 

      El proceso de elución de la enzima CAT se realizó con un agente inhibidor, el 
tiocianato de sodio, recuperándose un porcentaje de enzima enlazada 

específicamente en torno al 95% 

      Una vez establecidas las condiciones de proceso, se procedió a llevar a cabo el 

estudio de eficiencia de adsorción, con el fin de determinar el uso óptimo de la 

columna monolítica. Y posteriormente se procedió a llevar a cabo el estudio de 
transferencia de materia en los canales del monolito cerámico. Este estudio mostró 

que para un caudal de 1,50 cm3/min, la constante cinética de adsorción es mayor 
que la obtenida para la proteína BSA, lo cual es consecuente teniendo en cuenta 

que el tiempo necesario para que el sistema alcanzara la saturación (equilibrio) con 
la enzima CAT fue menor con respecto a la proteína BSA. Adicionalmente el 

coeficiente de dispersión disminuye ligeramente con el número de ciclos, 
comportamiento similar al obtenido para la proteína BSA. 

     Una vez estudiadas las dos biomoléculas (BSA y CAT) de forma independiente, 

se procedió a llevar a cabo la separación de una mezcla binaria (BSA+CAT). El 
estudio demostró que las biomoléculas no interfieren entre sí en el proceso de 

adsorción, ya que mantuvieron el mismo comportamiento que cuando se 
analizaron de forma independiente. 

      Asimismo se estableció que si se reduce el tiempo de adsorción para la proteína 

BSA a 2 horas, esta presenta una mejora en el rendimiento de la columna debido a 
que el tiempo necesario para llevar a cabo el proceso de adsorción es menor, 

adicionalmente debido a que al cabo de 2,2 horas se ha alcanzado un porcentaje 
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de adsorción en torno a un 80% de la proteína total adsorbida, es más ventajoso 
interrumpir el proceso debido a que en los siguientes 3,4 horas, solo adsorbería el 

20% de proteína.  Por tanto acortar el tiempo de adsorción para la proteína BSA, 
cuando se lleva a cabo la separación de las dos biomoléculas, no supone un 

empeoramiento en el rendimiento de la columna monolítica.

       Por otro lado, con el fin de obtener una mejor comprensión de los procesos 
de enlace involucrados en el proceso de adsorción de la proteína BSA y la enzima 

CAT con el ligando seleccionado en este trabajo (Cu2+), se realizó un estudio de los 

parámetros termodinámicos (entalpía (ΔH), entropía (ΔS), energía libre de Gibbs 

(ΔG), capacidad calorífica (Cp), constante de equilibrio de enlace (Kb) y la 

estequiometría de enlace (nb)) involucrados en el proceso de enlace, por medio de 
la técnica de nano-calorimetría isotérmica (Isothermal Titration Calorimetry ITC). 

     Los estudios se cabo llevaron para las dos biomoléculas, con el Cu2+ en estado 

libre e inmovilizado en un adsorbente en forma de partículas poroso, activado para 
obtener un soporte de epoxi-agarosa, similar al utilizado para recubrir el monolito 

cerámico. De estos estudios en general se pudo concluir que, la enzima CAT 
presenta una afinidad mayor por el ión Cu2+, con respecto a la proteína BSA, tanto 

para el ligando libre como inmovilizado, generando enlaces de coordinación más 
estables, aunque igualmente de tipo débil, como los de la proteína BSA. 

Garantizando de esta forma, que la reacción pueda ser reversible. 

      De esta forma a partir de los estudios realizados, se ha obtenido un mayor 
conocimiento, acerca del proceso de separación de biomoléculas utilizando 

monolitos cerámicos como soporte cromatográfico. Además, los modelos 
planteados podrán ser aplicados para cualquier sistema de separación de 

biomoléculas por medio de la cromatografía IMAC que emplee soportes de 
geometría similar al expuesto en este trabajo. Todo ello contribuirá a que se pueda 

realizar un cambio de escala seguro y eficaz. 
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ABSTRACT

      
 
      Within the downstream processes of protein separation, immobilized metal 

affinity chromatography is a technique frequently used, on one hand, because the 
cost is relatively lower than conventional affinity chromatography, and for the 

possibility to carry out the process to an industrial scale. 
 

      Traditionally, these biomolecule separation processes, are carried out in packed 
columns with porous particulate material. However this type of matrices present 

disadvantages to the separation processes at industrial level, because that show a 
high loss of load, forcing to design columns of large diameter and low height. 

 
      It is for this reason that the objective of this work is to develop a new way of 

protein separation based on IMAC technic, using as chromatographic matrix a 
multichannel ceramic monolith, allowing the passage of the liquid phase 

containing the biomolecule to be separated, through the same channels, 
facilitating movement within the bracket and considerably decreasing the loss of 

load. 
 

      As initial system study, it was proposed a ceramic monolith coated agarose type 

D-5, activated with 1,4 butanodiol diglycidyl ether as a spacer arm, iminodiacetic 
acid (IDA) as a chelating agent and Cu2+ as ligand. 

   
      Furthermore, the protein type used to establish the conditions of the process, 

was bovine    albumin (BSA). Later we studied the process of adsorption of the 
catalase enzyme (CAT), to finally carry out the separation of a binary mixture 

(BSA+CAT). 
 

     The objectives of this work were focused first, on the determination of the 
efficiency of the chromatographic matrix, i.e. the ceramic monolith coated with 

agarose D5 and activated, since it is a key factor for the economy of the adsorption 
process. 

 
      For this purpose, the efficiency of the adsorption cycles was determined 

through the development of a dynamic model, which studies the optimal re-use of 
the ceramic base. First, we studied the process of BSA protein adsorption in 

phosphate solution pH 4,5 with five flow rate (1,50, 5,50, 8,40, 10,60 and 14,00 
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cm3/min), carrying out five cycles of adsorption/elution, using the same 
monolithic  matrix.

 
      With this study it became clear that using the same flow rate in the adsorption 

process, the time required for the system to reach equilibrium, was virtually the 
same in all cycles. 

 
      It was also observed, that  when the flow in the process of adsorption was 

increased, the time required to achieve the balance was lower and when the flow 
rate was increased, the adsorption capacity of the monolithic column also was 

increased. 

 
      Elution experiments, were carried out by means of a competitive agent, 

imidazole where a percentage of recovery of protein bound specifically, around 
95% was obtained. And after the elution process, the monolithic column is 

prepared for the next cycle of adsorption through a wash buffer tris-HCl pH 8,0. 
 

      Once studied adsorption process for BSA protein in phosphate solution (pH 
=4,5) and determined best volumetric flow to be 14,00 cm3/min related to 

equilibrium time and amount of adsorbed protein under experimental 
conditions propossed, pH effect was studied for BSA protein at pH 7,0 

using phosphate solution. In general it could be said that at volumetric 
flow of 14,00 cm3/min, adsorption time for equilibrium process is 

independent on pH. Additionally adsorption capacity of matrix is lightly 
higher compared to experiments at pH=4,5 at the same flow rate (14,00 

cm3/min). 

 
Obtained equilibrium curves, and established which was the behavior of the 

system at different flow rates and pH, we proceeded to carry out the study of 
adsorption efficiency, developing a mathematical model to predict the behavior of 

the monolith after several cycles of reuse and that will estimate the optimal re-use 
of the monolithic column; starting from the premise that the porosity of the 

agarose coating is negligible and therefore, all the adsorption process is carried out 
on the outer surface of the coating. Thus the adsorption area is the area of the 

monolith channels. 
 

      Of the efficiency model we could  obtain, the actual amount of protein that 

could adsorb on the surface of the monolithic column R
ASρ , as well as the efficiency 
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of the adsorption process Aη and desorption process Dη  and finally the prediction 

of the concentration of protein in equilibrium CE, which was compared with the 
values obtained experimentally. 
 

      Also, CE could be extrapolated for several cycles of adsorption were it was 
observed that starting from approximately the tenth reuse, the curve becomes 
asymptotic, which means that the monolithic column would not be able to adsorb 

more protein. 

 
      The obtaining of the previous parameters served to determine the optimal use 

of the column, taking into account the following operational variables: i) the 
amount of time allowed for the adsorption process, ii) the number of cycles of use 

of the column before regeneration, and iii) the downtime required to rebuild or 
change the column. 

 
      Once established the efficiency of the adsorption process, we proceeded to 

carry out the study of mass transfer on the ceramic monolith walls surface, for that 
we developed a mathematical model using MATLAB platform which adjusted the 

dispersion coefficient and the kinetic adsorption constant by a method of search of 
minimums in multiparametric functions. 

 
      Using the mathematical model we obtained the desorption equilibrium 

constants depending on the area of the ceramic monolith, as well as the kinetic 
rates of adsorption and the dispersion coefficients. 

 
      From the results  obtained for BSA protein it was able to establish an 

exponential trend for the kinetic adsorption, where increasing Reynolds number 
the kinetic constant also increases, corroborating the fact that for greater flow rate, 

the time required to achieve the equilibrium is lower. It was also found that pH 

does not affect the adsorption constant, since both the solution phosphate pH 4,5 
and the phosphate buffer pH 7,0 to 14,00 cm3/min flow rate, they are practically 

equal. Additionally it was observed that the dispersion coefficient decreases with 
the number of reuses, but increases with the flow rate. 

 
      Once culminated studies for BSA protein, we proceeded to evaluate the 

behavior of the CAT enzyme in the adsorbent. We therefore proceeded in the 
same way as with BSA protein. Adsorption experiments were carried out in PBS 

buffer pH 7,4 and a flow rate of 1,50 cm3/min, due to the micelles formation. 
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      From the equilibrium curves which it was found that the time required for the 
adsorption process to achieve the equilibrium was of approximately 2 hours, less 

than that required by the BSA protein (5,6 hours). It was also noted that in the 
same way that for BSA protein, as it is reused the adsorbent, the adsorption 

capacity decreases slightly. 
 

      The elution process of the CAT enzyme  was carried out with an inhibiting 
agent, the sodium thiocyanate, recovering a percentage of enzyme bound 

specifically around 95 %. 
 

      Once established the process conditions, we proceeded to carry out the study 

of adsorption efficiency, in order to determine the optimal use of the monolithic 
column. And then we proceeded to carry out the study of mass transfer in the 

ceramic monolith channels. This study showed that for 1,50 cm3/min flow rate, 
adsorption kinetics constant is greater than that obtained for the BSA protein, 

which is consequent taking into account that the time required for the system to 
reach saturation (equilibrium) with the CAT enzyme was lower with respect to 

BSA protein. Furthermore the dispersion coefficient decreases slightly with the 
number of cycles, behavior similar to that obtained for the BSA protein. 

      Once studied two biomolecules (BSA and CAT) independently, we proceeded 

to carry out the separation of a binary mixture (BSA+CAT). 

      The study showed that the biomolecules do not interfere each other in the 

process of adsorption, since they kept the same behavior when analyzed 
individually. 

       Also it was established that if it is reduced the time of adsorption for BSA 

protein to 2 hours, this shows an improvement in the performance of the column 
since the time needed to carry out the process of adsorption is reduced, 

additionally because after to 2,2 hours it has been reached a percentage of 
adsorption around 80% of the total protein adsorbed It is more advantageous to 

interrupt the process, since in the next 3,4 hours, it could only adsorb 20% of 
protein. Therefore shorten the time of adsorption for protein BSA, when the 

separation of the two biomolecules, takes place does not mean a worsening of the 

performance of the monolithic column. 

      On the other hand, in order to obtain a better understanding of the link 

processes involved in the adsorption process of BSA protein and CAT enzyme 
with the selected ligand in this work (Cu2+), we proceeded to carry out a study of 
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the thermodynamic parameters (enthalpy (∆H), entropy (∆S), Gibbs free energy 

(∆G), heat capacity (Cp) a equilibrium  binding  constant (Kb) and the binding 

stoichiometry (nb)) involved in the binding process, by means of the nano-
isothermal calorimetry (Isothermal Titration Calorimetry ITC) technique.

      The studies were carried out for two biomolecules, with the Cu2+  free and 

immobilized in an adsorbent in form of particles, activated to obtain an epoxy-
agarose support, similar to that used for coating the ceramic monolith. Of these 

studies in general we were able to conclude that, CAT enzyme has one affinity for 
Cu2+ ion, than the BSA protein, for free and immobilized ligand, generating more 

stable coordination bonds, although equally weak such as the BSA protein. 
Ensuring that the reaction may be reversible. 

      Thus from the studies, we have obtained a greater knowledge about the 

separation process of biomolecules using ceramic monoliths as chromatographic 
support. In addition, the proposed models can be applied to any system of 

separation of biomolecules by IMAC chromatography employing supports of 
similar geometry to the exposed in this work. All this will contribute to make a 

change of scale safe and effective. 
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1. INTRODUCCIÓN Y JUSTIFICACIÓN

 

      Dado que los productos farmacéuticos, alimenticios y de química fina están 
sometidos a cuidadosos estándares de calidad y restricciones legales severas, por 

ello se hace necesario desarrollar métodos eficientes de separación de estos 
compuestos tan sensibles a cualquier tipo de modificación del medio en el que se 

encuentren (Pavlou and Reichert, 2010). 

      Dentro de estos métodos, las proteínas están consideradas en la Industria 
Bioquímica como un mercado prometedor. Es por ello que la búsqueda de 

métodos de separación más rápidos y eficientes de dichas proteínas presenta cada 
vez más relevancia dentro de los procesos downstream. 

      Entre los procesos de separación de proteínas, la cromatografía de afinidad 
representa uno de los métodos más eficaces para la separación y purificación de las 

mismas. 

      El principio de separación se basa en la interacción reversible entre una 
proteína (o grupo de proteínas) y un ligando especifico enlazado a una matriz 

cromatográfica (soporte sólido, insoluble e inerte). Este tipo de cromatografía se 
fundamenta en las interacciones altamente especificas entre la molécula o 

compuesto a separar y una segunda molécula unida covalentemente (inmovilizada) 
en la fase estacionaria (ligando).  

      Las interacciones entre las moléculas del ligando (inmovilizado) y la proteína 

están sujetas a la especificidad o afinidad procedente de una complementariedad a 
escala molecular en la que son participes enlaces de coordinación, fuerzas de van 

der Waals, interacciones iónicas e hidrofóbica, etc. (Gray, 1980; Allaker-Chase, 

1984; Liapis, 1989, Zou et al; 2001). 

      El principio de la cromatografía de afinidad se muestra en la figura 1-1: 
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                        Figura 1-1. Principio de la cromatografía de afinidad. 

 

      Una de las principales ventajas de la cromatografía de afinidad con respecto a 

otros métodos de separación, es que aprovecha las propiedades bioquímicas únicas 
de la proteína deseada en lugar de las pequeñas diferencias en las propiedades 

físico-químicas entre proteínas utilizados en otros métodos cromatográficos (Voet, 
2006). 

     Dentro de las interacciones específicas usadas en cromatografía de afinidad, a 

continuación se recogen las más importantes: (Dean, 1983): 
 

• Enzima – sustrato análogo, inhibidor, cofactor 

• Anticuerpo – antígeno, virus, células 

• Hormona, vitamina – receptor 

• Lecitina – polisacárido, glicoproteína, receptor de superficie celular, células 

• Ac. Nucleico – Secuencia base complementaria, histonas, polimerasa de 
ácidos nucleicos, proteína de unión al ADN 

• Iones metálicos – Proteínas nativas  con histidina, residuos de cisteína y/o 
triptófano en su superficie 

• Antígeno – anticuerpo 

 



1.Introducción y justificación 
 

 

 5 

 

     Por tanto, de la elevada especificidad de estas interacciones, se obtiene la 
capacidad de reconocimiento y enlace que muestran los anteriores sistemas 

biológicos, los cuales a su vez terminarán uniéndose aun cuando se encuentren en 
mezclas muy complejas (Voet, 2006).  

 
      Una de las principales ventajas de esta técnica es que permite purificar 

sustancias presentes en muy baja concentración o a partir de mezclas muy 
complejas conteniendo solutos de características similares a la que se pretende 

separar. 

      Por otra parte, la cromatografía de afinidad también puede ser utilizada para la 
retención de moléculas no deseadas (Gray, 1980). 

      Dentro de la cromatografía de afinidad, la cromatografía de afinidad con 

metales inmovilizados, llamada de ahora en adelante IMAC, representa una 
modificación de dicha técnica, en la cual el ligando es sustituido por un ion 

metálico, el cual es apropiado para la separación y purificación de proteínas, que 
preferiblemente presenten residuos naturales de histidina expuestos en su 

superficie (Porath et al; 1975). 

      Esta técnica, también conocida como cromatografía de afinidad con metales 

quelados (MCAC) fue propuesta por primera vez por Porath et al; en 1975. Es una 
técnica alternativa que utiliza la asociación entre un ion metálico inmovilizado y 

un analito capaz de compartir electrones (Yip and Hutchensa, 1994). 

      Este sistema no se basa en el concepto de funcionalidad biológica como la 

cromatografías de afinidad clásica, si no que utiliza las propiedades quelantes de 
las cadenas laterales de Histidina, Cysteina y Triptofano de muchas proteínas, que 

son capaces de formar compuestos de coordinación con metales de transición, por 
ejemplo Cu2+, Zn2+, Ni2+, Co2+ entre otros (Porath, 1975; Arnold, 1991; Fanou-Ayi 

and Vijayalakshmi, 1983; Vijayalakshmi and Krishnan, 1987, Nakawa et al; 1988). 
El método consiste en inmovilizar alguno de estos cationes en fases estacionarias 

provistas de agrupamientos quelantes muy fuertes como el ácido iminodiacético o 
el ácido nitrilotriacético (Porath, 1992). 

 
      En la tabla 1-1 se recogen algunas de las proteínas que han sido purificadas 

mediante la técnica IMAC. 
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Tabla 1-1.  Algunas proteínas purificadas con IMAC. 

 
Substancia Quelato Iones metálicos Referencia 

α2-
Macroglobulina 

IDA, TED Cd2+, Zn2+ (Kurecki et al; 

1979) 
Calmoludina IDA, TED Cu2+, Eu3+, La3+, 

Nd3+ 
(Hemdan et al; 

1989) 
Factores de 
coagulación 

IDA Cd2+,Cu2+,Ni2+,Zn2+ (Feldman et al; 
1996) 

Colagenasas IDA Cu2+ (Roy et al; 1996) 
Citocromos C IDA Cu2+, Ni2+ (Hemdan et 

al;1989) 
Fibrinógeno IDA Zn2+ (Scully and Kakkar, 

1982) 
Fibronectina IDA Co2+,Cu2+,Ni2+,Zn2+, 

Fe3+ 
(Gmeiner et al; 
1995) 

Hormonas 
gonadotróficas 

IDA Zn2+, Ni2+ (Smith et al; 1988)  

Factores de 
crecimiento 

IDA, 
NTA 

Cu2+, Ni2+ (Rowe et al; 1986) 
(Heldin and 
Westermark, 1989)  

Interferón IDA Ni2+, Zn2+ (Edy et a;. 1977) 
Lactoferrina IDA Cu2+ (Lönnerdal et al;  

1977)  
Lectina IDA Ca2+ (Borrebaeck et 

al;1982) 
Lisozimas IDA Cu2+ (Torres et al; 1979)  
Proteínas  de 
membrana 

IDA, 
NTA, 
TED 

Cu2+, La3+, Ni2+, 
Zn2+ 

(Machida and 
Saito, 1993; 
Micahelis et al; 
1992)  

Metal-proteínas IDA Cu2+, Zn2+ (Barisani and 
Wessling-Resnick. 
1996)  

Metalotioneína IDA Cd2+ (Khazaeli and Mitra 
1981)  

Mioglobinas IDA Co2+, Zn2+  
Fosfatasas IDA, TED Zn2+ (Hörlein et al; 

1982) 
Fosfoproteínas IDA Fe3+ (Holmes et al; 

1997) 
(Scanff et al; 1991)  
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Activador del 
plasminógeno 

IDA Zn2+ (Rijken et al; 1979)  

Transcriptasa 
inversa 

NTA Ni2+ (Le Grice and  
Grüninger-Leitch, 
1990) 

Ribonucleasas IDA, 
NTA 

Ni2+, Cu2+ (Campbell and Ray, 
1993) 

Suero proteico IDA, TED Co2+, Cu2+, Fe2+, 
Mn2+, Ni2+, Zn2+ 

(Lee and Pierce, 
1995) 

Superóxido 
dismutasa 

IDA Cu2+ (Lönnerdal and 

Keen,1982) 
                                                                                       Fuente: Kastner, 1999 

*IDA (Ácido iminodiacetico). 
*NTA (Ácido nitrilotriacético). 
*TED (Tris(Carboximetil)Etilendiamina). 

 
 

      Como se puede ver en la tabla 1-1, la cromatografía IMAC, ha sido utilizada 
ampliamente para purificar un gran número de proteínas, con buenos resultados. 

En general y en comparación con otros métodos cromatográficos basados en 
interacciones de afinidad, IMAC es superior en términos de la estabilidad del 

ligando, la capacidad de recuperación de la proteína activa y el coste (Kastner, 
1999). 

 
      La forma convencional de trabajar en cromatografía de afinidad es mediante el 

uso de columnas empaquetadas o de lecho fijo, las cuales habitualmente están 

rellenas de partículas porosas que permiten aumentar la superficie disponible para 
la adsorción. 

      En este tipo de columnas, la separación es llevada a cabo mediante el bombeo 
de la solución proteica a través de un lecho empaquetado en la cual el ligando es 

inmovilizado en el interior del poro de la partícula.  

      De esta forma la adsorción de las moléculas generalmente sigue los siguientes 
fenómenos (modelo general de velocidad): 

1.  Transferencia de materia externa desde la masa global del fluido hasta la 
superficie porosa de la partícula por convección, a través de una película 

delgada (capa limite) que rodea la superficie externa de la partícula. 
2. Transferencia de materia interna del soluto por difusión en el poro desde la 

superficie externa de la partícula porosa hacia el interior del poro. 
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3. Adsorción del soluto en el interior del poro. 
 

      Los diferentes modelos descritos en bibliografía (Hahn et al; 2005; Kaczmarski 
and Bellot, 2003; Kang and Sun, 2007; Sun and Yang, 2008) que describen los 

procesos de adsorción en partículas porosas coinciden, en que cada partícula 
porosa se encuentra rodeada de una película (capa limite) donde la transferencia 

de materia tiene lugar solo por difusión molecular.  De esta forma, dicha película 
está expuesta al flujo de la fase móvil y es enteramente accesible, mientras que del 

otro lado de la capa limite se encuentra la pared de la partícula que solo será 
accesible por los poros, siendo allí donde encuentra el ligando y se llevará a cabo el 

proceso de adsorción. 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1-2. Modelo de una columna cromatografica empaquetada con partículas 
porosas. 

 
 

      En general, un problema que presenta este tipo de adsorbentes al incrementar 
su capacidad de proceso (escala industrial) son las altas perdidas de carga debido a 

la propia condición del lecho (partículas pequeñas porosas) ocasionando también 
un aumento en la resistencia al transporte de materia. 
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     Esta condición obliga a diseñar columnas de gran diámetro y altura reducida, 
generando una disminución en la velocidad de adsorción; adicionalmente 

involucra el ocupar bombas muy potentes y en consecuencia un alto consumo 
energético, lo que en muchas ocasiones hace poco viable el proceso (Guiochon, 

2007). 
   

      Debido a los problemas descritos anteriormente de pérdida de carga y 
transferencia de materia, la propuesta de utilizar monolitos como fase estacionaria 

en cromatografía de afinidad resulta de gran interés para la separación y 
purificación de proteínas. Dada la geometría de los monolitos, esta técnica ofrece 

una notable reducción en la resistencia al transporte de materia, desde el seno de 

la fase líquida hasta la superficie del adsorbente, disminuyendo significativamente 
la perdida de carga en la columna y permitiendo disminuir de forma significativa 

los tiempos de adsorción. 
 

      La estructura de los monolitos puede describirse como un bloque continuo, 
entrelazado por canales ramificados que tienen salidas por donde fluyen las 

proteínas; así longitud de los canales del monolito funciona como una adecuada 
fase estacionaria (figura 1-3). De esta forma, la proteína es bombeada a través de los 

canales de la columna, fluyendo con menor resistencia que en el caso de columnas 
empaquetadas, debido a la geometría en si del canal. Así, el movimiento del fluido 

generado por la bomba, es por convección, y el proceso de adsorción se llevara a 
cabo por difusión, desde la masa global del fluido hasta la superficie del 

adsorbente, donde se generaran las interacción proteína-ligando (Jungbauer and 
Hahn, 2002). 

 
      Los monolitos se pueden clasificar principalmente en dos clases; en primer 

lugar están los monolitos que directamente se utilizan como fase estacionaria como 
por ejemplo de poliacrilamida ó poli-polimetracritalo, donde actúa directamente 

como ligando (Pflegerl et al; 2002) y en segundo lugar están los monolitos 
elaborados con materiales inertes como la cerámica donde es necesario recubrirlos 

de un polímero (como agarosa) para llevar a cabo el proceso de activación y 
posterior adsorción de la proteína de interés. 
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Figura 1-3. Columna monolítica cerámica. 
 

 
      En el presente estudio se han utilizado monolitos cerámicos ya que son 

soportes compactos que presentan una baja expansión térmica y una buena 
resistencia mecánica; están formados por capilares en forma de cuadrados o 

triángulos, en forma de panal, por donde atraviesa el fluido. La designación del 
monolito cerámico se hace mediante el número de capilares por pulgadas cuadrada 

de área frontal y sobre el espesor de las paredes (Martin del Valle et al; 2003). 
 

      El hecho de poder recubrir los monolitos cerámicos con un polímero como la 
agarosa, permite activar la matriz con un elevado número de ligandos, permitiendo 

separar una gran variedad de proteínas, ya que la molécula de interés no 
dependerá del tipo de soporte utilizado y la columna seguirá presentando las 

ventajas descritas anteriormente. 

      Teniendo en cuenta lo anteriormente descrito, esta tesis doctoral pretende 
profundizar en el conocimiento de los diferentes fenómenos tales como, 

coeficientes cinéticos, coeficientes de dispersión, eficiencia del proceso de 
adsorción entre otros, que se manifiestan al emplear monolitos cerámicos como 

fase estacionaria en cromatografía de afinidad IMAC. De esta forma con los 
resultados obtenidos y mediante el oportuno modelamiento se tratará de hacer 

una propuesta para realizar un cambio de escala de la técnica seguro y eficaz. 
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2. OBJETIVOS

      Como se mencionó en la introducción, la forma convencional de trabajar en 

cromatografía de afinidad es mediante el empleo de columnas empaquetadas o de 

lecho fijo, presentando problemas de perdida de carga y resistencia al transporte de 
materia, obligando a usar columnas de gran diámetro y altura reducida.  

      Con el fin de solventar estos problemas, una alternativa son los monolitos 
cerámicos, soportes robustos que presentan una baja perdida de carga, siendo otra 

alternativa en procesos de separación aplicando la técnica IMAC. 

      De acuerdo a lo anteriormente descrito, el objetivo principal de este trabajo es 
desarrollar una nueva forma de separar proteínas, basada en cromatografía IMAC 

usando monolitos cerámicos como soporte cromatográfico. 

      Como sistema inicial de estudio, se utilizará un monolito cerámico recubierto 
de agarosa tipo D-5, activado con 1,4-butanodiol-diglicidil-éter como brazo 

espaciador, ácido iminodiacético (IDA) como agente quelante, y Cu2+ como 
ligando, la proteína tipo será el suero de albumina bovina (BSA) que se utilizará 

para establecer las condiciones del proceso,  posteriormente se estudiará la 
adsorción de la  enzima Catalasa (CAT), para finalmente poder llevar a cabo la 

separación de una mezcla binaria (BSA+CAT).       

      Se ha elegido el suero de albumina bovino (BSA) como proteína tipo ya que es 
una macromolécula que ha sido estudiada ampliamente, de la cual se conocen sus 

propiedades además de ser muy abundante y económica, en segundo lugar se 
utilizará la agarosa tipo D-5 ya que posee mayor fuerza de gel lo cual hace que 

tenga más resistencia que agarosas tradicionales, siendo esto beneficioso para llevar 
a cabo recubrimientos en superficies sólidas.  

      La determinación de la eficiencia del adsorbente en los ciclos de 

adsorción/elución es un factor clave para la economía del proceso de separación; 
por lo tanto la eficacia de los ciclos de adsorción/elución serán determinados 

mediante el desarrollo de un modelo dinámico para estimar la reutilización optima 
del soporte cerámico. Para ello se estudiará el efecto que tiene en la separación, 

múltiples ciclos de adsorción/elución sin regenerar el monolito cerámico

      De igual forma, la cinética de adsorción, transferencia de materia y 
modelización del proceso son factores fundamentales para la implementación a 
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mayor escala de la técnica IMAC,  ya que en muchos casos es necesario conocer la 
velocidad y la resistencia del transporte de materia, a fin de diseñar un equipo 

industrial adecuado, por lo tanto se estudiará la cinética de adsorción, junto con la 
adsorción específica y también no especifica en el sistema IMAC empleando 

monolitos cerámicos como soporte cromatográfico. 

       Se realizará asimismo el estudio de transferencia de materia del proceso de 
adsorción y se llevara a cabo la correspondiente modelización matemática, para lo 

cual se propondrá y empleará un modelo matemático, utilizando la plataforma 
MATLAB. 

      Por último y con el fin de obtener una mejor comprensión de los procesos 

involucrados en los enlaces producidos entre la proteína BSA y Catalasa y el 
ligando a utilizar en este trabajo, se empleará la técnica de calorimetría isotérmica 

(ITC) para llevar a cabo un estudio de los parámetros termodinámicos del enlace 
de la proteína BSA y el ligando (Cu2+) en estado libre a diferentes temperaturas y la 

proteína BSA y el ligando (Cu2+) en estado inmovilizado en el soporte a diferentes 
temperaturas. 

      Dado que todos los procesos de adsorción por medio de la técnica IMAC 

conllevan procesos de enlace débiles los cuales se acompañan de la liberación o la 
adsorción de calor, es decir, un cambio en la entalpia de enlace, la caracterización 

completa de la reacción, provee información fundamental sobre los procesos que 
conducen las interacciones moleculares, los cuales son importantes a fin de realizar 

un cambio de escala en procesos de separación. 

      Por tanto, se estudiaran los parámetros termodinámicos de la enzima CAT y el 
ligando (Cu2+) en estado libre a diferentes temperaturas y la enzima CAT y el 

ligando (Cu2+) en estado inmovilizado en solución fosfato pH 4,5 y tampón PBS 
pH 7,4, en un intervalo d temperatura de 296 a 304 K.      

      Con todo lo anterior, se espera obtener un mayor conocimiento del sistema de 

adsorción planteado en este trabajo, además se espera que la información obtenida 
sirva para poder extrapolarse a otros sistemas de separación que utilicen monolitos 

cerámicos como soporte cromatográfico, esto con el fin de poder hacer un cambio 
de escala óptimo. 
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3. FUNDAMENTO TEÓRICO

 

 
3.1. Procesos en cromatografía 

 
  

      Las separaciones cromatográficas representan un importante papel en la 

purificación de proteínas, son de gran versatilidad y selectividad ya que se pueden 
usar en la transformación secundaria de procesos biológicos.  

       
      De los procesos disponibles para llevar a cabo bioseparaciones, la 

cromatografía es la que mejores resultados provee; ni procesos como la filtración 
(micro, ultra y osmosis inversa), centrifugación, floculación, flotación, 

precipitación etc. pueden llegar a la pureza que los productos biofarmacéuticos 
requieren (Kalyanpur, 2000). 

 
      La cromatografía abarca una gran diversidad de métodos que permiten separar 

componentes de distintos tipos de mezclas; la forma de operación de dichas 
separaciones, se basan en el proceso de transportar la solución que contiene la 

biomolécula objetivo a través de una columna rellena con un material adsorbente. 
El adsorbente de manera efectiva, debe retener el bioproducto, permitiendo que 

las moléculas que no son de interés, pasen a través de él sin ningún tipo de 

interacción. Después de concluido el proceso de separación de la biomolécula 
objetivo, esta se eluye de la matriz, encontrándose disponible para su posterior uso. 

 
      En este tipo de procesos, cuando se emplean adsorbentes porosos, el flujo por 

convección es responsable del transporte de las biomoléculas hacia el adsorbente 
poroso, mientras que la difusión (influenciado por el tamaño relativo de los 

solutos y los poros, así como el tamaño de partícula) regula el transporte de las 
biomoléculas dentro de la estructura porosa del adsorbente. La caída de presión y 

el flujo a través de la columna depende del tamaño de partícula y longitud de la 
columna (Lyddiatt, 2002). 

 
      Las técnicas cromatográficas utilizan algunas características físicas, químicas o 

biológicas de la molécula de interés con el fin de lograr la separación. 
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      A continuación se describen algunas de las técnicas más representativas 
(Kalyanpur, 2000, Jungbauer, 2005).

• Exclusión de tamaño: Esta técnica permite la separación de proteínas en 

función de su tamaño. Se realiza en una columna que está rellena con un 

gel poroso insoluble, en forma de esferas. Las moléculas proteicas de menor 
tamaño penetran por los poros, por lo que el recorrido que han de hacer a 

través de la disolución es mayor que el de las moléculas de gran tamaño, 
que no penetran en los poros por impedimento estérico; esto hace que las 

moléculas de gran tamaño eluyan antes que las de tamaño más pequeño. 
Por lo tanto, una mezcla de proteínas se separara en función del tamaño, 

primero las más grandes y en último lugar las de menor tamaño (Garrido 
and Teijon, 2006). 

 

•  Intercambio iónico: La cromatografía de intercambio iónico, permite la 
separación de proteínas en función de su carga; implica el intercambio 

reversible de especies cargadas eléctricamente entre una disolución en 
movimiento y un sólido. La fase estacionaria es una resina de intercambio 

iónico que contiene grupos cargados, presentando la propiedad de separar 
especies ionizadas (cationes o aniones), la fase móvil es generalmente una 

solución tampón. Las proteínas separadas por este método, lo hacen a 

través de las diferencias en signo y magnitud de la carga eléctrica neta de las 
mismas, a un valor de pH determinado. La afinidad de cada proteína a los 

grupos cargados de la columna, está influenciado por el pH y la 
concentración de iones en solución (concentración salina) que compite con 

la proteína en la interacción con la matriz. La elución de la proteína de la 
matriz cargada, puede obtenerse gradualmente cambiando el pH y/o la 

concentración salina de la fase móvil, de tal forma que se genere un 

gradiente de concentración (Voet et al; 2006). 

 

• Fase normal: En esta técnica la fase estacionaria presenta puntos activos de 
alta polaridad y las interacciones que se producen con el soluto son 

específicas del grupo activo. La fase estacionaria puede ser un adsorbente 
solido como por ejemplo sílice o aluminio, ó bien un soporte al que se 

unen químicamente moléculas orgánicas que presentan grupos funcionales 
de alta polaridad (amino, ciano, etc.) (Gennaro, 2003). 
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• Fase inversa: La cromatografía en fase inversa se caracteriza porque la fase 
estacionaria es no polar o débilmente polar y el disolvente es más polar. En 
esta técnica, existe una interacción entre las moléculas hidrofóbicas de la 

fase estacionaria y las moléculas hidrofóbicas de la fase móvil. La matriz 

consiste usualmente en fibras de silicato con cadenas de hidrocarburos; 
estas atraerán a las moléculas hidrofóbicas de la muestra, mientras que las 

moléculas hidrofilicas saldrán con el tampón. Las moléculas son eluidas de 
la columna, lavando con soluciones de distinta concentración de alcohol o 

cualquier otro solvente no polar (Gennaro, 2003). 

 
• Interacción hidrofóbica: La cromatografía por interacción hidrofóbica, 

separa las proteínas en base a su hidrofobicidad superficial y se caracteriza 

por la adsorción de las biomoléculas a la superficie débilmente hidrofóbica 
de la matriz (normalmente una resina) en una solución fuertemente salina y 

su posterior elución mediante una fuerza iónica más baja. A pesar de que el 
mecanismo de separación es similar al de la fase inversa, su selectividad es 

distinta, por lo que ambas técnicas pueden ser complementarias. Una de las 
principales ventajas de esta técnica cromatográfica, frente a la técnica de 

fase inversa se basa en las condiciones de trabajo, ya que al contrario de la 

fase inversa, no requiere de ningún tipo de modificador orgánico para la 
elución de las diferentes proteínas. 

 
• Cromatografía de afinidad: Como se mencionó anteriormente, la 

cromatografía de afinidad, separa las proteínas basándose en una 
interacción reversible entre las proteínas y un ligando especifico enlazado a 

una matriz cromatografica. Esta técnica es ideal para llevar a cabo 
separaciones y procesos de purificación, además puede ser utilizada siempre 

que se disponga de un ligando adecuado para la proteína objetivo, 
permitiendo la purificación de dicha proteína con una elevada pureza y 

concentración.  

 
Debido a la selectividad de la técnica, la cromatografía de afinidad ofrece 

un gran ahorro de tiempo y energía frente a los procedimientos en varios 
pasos, que además, son menos selectivos; el aumento en la concentración 

de los productos permite procesar mayores volúmenes de muestra y las 

proteínas pueden ser separadas a partir de mezclas biológicas muy 
complejas. 
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      Dentro de la cromatografía de afinidad, la cromatografía de afinidad con 
metales inmovilizados (IMAC) representa una variación de dicha técnica, en la 

cual, el ligando es sustituido por un complejo metálico, el cual es apropiado para la 
separación y purificación de proteínas con residuos de determinados aminoácidos 

expuestos en su superficie. 
 

      La cromatografía IMAC, es una técnica de separación que utiliza compuestos 
quelantes unidos covalentemente a una matriz cromatografica sólida para 

inmovilizar iones metálicos, los cuales sirven como ligandos de afinidad para 
diferentes tipos de proteínas, haciendo uso de enlaces de coordinación que 

proporcionan algunos residuos de aminoácidos que se encuentran en la superficie 

de dichas proteínas. 
 

      
 

3.2. Fundamentos de la cromatografía de afinidad con Metales 

Inmovilizados (IMAC). 

 

 

      Como se mencionó en los objetivos, la técnica de separación utilizada en este 

trabajo es la cromatografía de afinidad con metales inmovilizados IMAC; esta 

técnica se basa en el principio de separación que utiliza la afinidad de algunas 
cadenas externas de aminoácidos presentes en la superficie de las proteínas con 

iones metálicos inmovilizados para realizar la separación. 
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Figura 3-1. Esquema general de la preparación de un adsorbente en cromatografía 
IMAC. 

 

      Estas diferencias en la afinidad están motivadas por los enlaces de 
coordinación que se producen entre los iones metálicos y dichas cadenas de 

aminoácido. Los iones más comúnmente utilizados en esta técnica son: Cu2+, Ni2+, 
Zn2+, Co2+, Fe3+, ya que pueden aceptar pares de electrones y por tanto pueden ser 

considerados como ácidos de Lewis (Porath, 1975, 1992). 

      De esta forma el ión metálico actúa como aceptor de electrones, sin embargo el 
centro de adsorción no implica solo el metal sino que se forma un complejo  

      Los átomos donadores de electrones presentes en los compuestos quelantes 

que se unen al soporte cromatográfico, son capaces de coordinar iones metálicos y 
formar quelatos metálicos que pueden ser bidentados, tridentados etc., 

dependiendo del número de sitios de coordinación ocupados. Los otros sitios 
metálicos de coordinación, normalmente son ocupados por moléculas de agua y 

pueden ser cambiados con los grupos adecuados de donantes de electrones de la 
proteína (Hemdan and Potath, 1985).  

      Aunque muchos residuos de aminoácidos como el ácido glutámico, ácido 

aspártico, triptófano, cisteína, histidina, arginina, lisina y metionina, pueden 
participar en la unión al ion metálico, la retención real de proteínas usando el 

método IMAC está basado principalmente en la disponibilidad de los residuos de 
histidina y cisteína libres. (Gaberc-Porekar and Menart, 2001). 
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   3.2.1. Antecedentes de la cromatografía de afinidad con metales 

inmovilizados IMAC 

 

 
       Porath y colaboradores describieron por primera vez la cromatografía de 

afinidad con metales inmovilizados (IMAC) en 1975 en la revista Nature. Desde 

entonces la técnica IMAC se ha utilizado para aislar proteínas, péptidos y ácidos 
nucleicos entre otros y para la separación de células. En dicha técnica, el ion 

metálico es inmovilizado en una matriz o soporte a través de la vinculación 
coordinada con agentes quelantes. Del mismo modo, la retención de un soluto en 

la columna depende de la formación de vínculos coordinados entre un donador de 
electrones del soluto en la fase móvil y el ion metálico inmovilizado. La separación 

de las macromoléculas generalmente dependerá de la fuerza de unión entre los 
iones metálicos y ellas, por lo tanto, el elegir el tipo de ion adecuado es crucial para 

el éxito de la separación. 

      La afinidad de iones metálicos ha sido utilizada para fraccionar proteínas 
durante más de un siglo. Inicialmente las sales de plomo fueron usadas para 

eliminar las proteínas a partir de extractos biológicos. Durante y después de la 
segunda guerra mundial, Tullis en 1953 introdujo una serie de procedimientos 

selectivos con esta técnica. En 1961 el concepto de “cromatografía de intercambio 
de ligandos” fue presentado por Helfferich (Helfferich, 1961) y fue desarrollado 

posteriormente por Davankov and Semechkin (1977).  En 1970, se describieron 
estudios sobre las funciones de iones metálicos en metaloproteínas y la 

cromatografía de intercambio de ligandos. Sin embargo, este tipo de práctica fue 
casi inexistente hasta 1975. Es por esta razón por la que esta técnica aunque tiene 

sus orígenes en los trabajos de Tullis y Davankow, debería de ser considerada como 
una consecuencia de la cromatografía de bioafinidad.  

     En 1983, Fanou-Ayi and Vijayalakshmi, hablaron de la cromatografía de 

afinidad IMAC como una herramienta para las separaciones de macromoléculas. 

En 1985, Sulkowski et al; iniciaron un estudio sistemático para definir las cadenas 
laterales de los residuos de aminoácidos responsables de la adsorción de los iones 

metálicos. Un aporte adicional por Hemdan y Porath, fue el esclarecimiento de la 

contribución de varios aminoácidos y sus cadenas a la unión con los iones 
metálicos (Hemdan and Porath, 1985).  

      Adicionalmente Sulkowski, dio una definición clara de los requisitos mínimos 
obligatorios para inmovilizar los iones metálicos. Estableció el mecanismo de 
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unión de un ión inmovilizado de Cu2+ en las cadenas de histidina de una proteína. 
Adicionalmente sugirió que el ligando Co2+ requiere al menos la presencia de dos 

histidinas adyacentes expuestas en la superficie de la proteína (Sulkowski, 1985). 

      En 1986 el conocimiento de la afinidad de las proteínas con los iones 
metálicos avanzó mucho mas, como por ejemplo demostrando que las cadenas 

fosforiladas secundarias pueden desempeñar un papel importante en la unión de 

iones metálicos. Muszynska et al; 1986 y 1992, ayudaron a comprender el papel de 
los aminoácidos carboxílicos y la tirosina en la adsorción de proteínas y péptidos 

en iones metálicos inmovilizados. Fue también demostrada la importancia de la 
selectividad de los iones metálicos por las cadenas laterales fosforiladas de las 

macromoléculas como una característica importante de esta técnica (Muszynska et 

al; 1986 y 1992). 

     Los conocimientos adquiridos a lo largo de los años han contribuido a la 

demostración entre 1987 y 1988 por Hochuli et al; del trabajo en la utilización de 
hexa-histidina y adsorbentes IMAC para la purificación de proteínas 

recombinantes. Este método es el más utilizado en la actualidad, de hecho el 50% 
de las proteínas recombinadas expresado en células huésped procariotas son 

purificadas por la técnica IMAC. 

      Además de su uso como una herramienta de preparación, la técnica IMAC se 
ha utilizado con éxito como sonda en la superficie expuesta a los aminoácidos. 

Este enfoque es útil para predecir la disponibilidad de cadenas laterales de 
histidina en la superficie de las proteínas (como dar información adicional sobre el 

medio ambiente de los aminoácidos vecinos). Por ejemplo Berna et al; (1997) 
reportaron el empleo de la técnica IMAC para investigar la accesibilidad de los 

sitios activos de histidinas en quimiotripsinas.  

      Hasta la fecha los iones metálicos inmovilizados en una matriz han servido 

para fraccionar péptidos, proteínas, ácidos nucleicos y para la separación de células 

en medios biológicos (Hochuli et al; 1987; Ohkubo et al; 1980; Montovaara et al; 

1991; Hubert and Porath, 1986; Goubra-Botros et al; 1992; Min and Verdine, 

1996; Price et al; 1995…). 
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3.2.2. Componentes de un medio de afinidad en cromatografía 

IMAC 
 

 

        Los elementos característicos de la técnica IMAC, sin tener en cuenta la 

hidrodinámica del proceso son (ver figura 3-1): 

• La matriz: Soporte solido inerte (física y químicamente) empleado para la 

unión del ligando  

• El brazo espaciador: Utilizado para mejorar el enlace entre el ligando y la 
molécula a separar mediante la reducción de los efectos estéricos. 

• El ligando: Molécula que se enlaza reversiblemente con la molécula o grupo 
de moléculas a separar. En cromatografía IMAC el ligando está compuesto 
por un compuesto quelante unido con un ion metálico. 

  
 
 

3.2.2.1. Soporte sólido (matriz) 

 
 

      La matriz es el soporte insoluble del sistema cromatográfico que una vez 

activado permitirá unir el brazo espaciador y el ligando. Para que un soporte sea 
empleado como fase estacionaria en cromatografía IMAC, debe tener una serie de 

características.  

 
      En primer lugar, la adsorción no específica debe ser extremadamente baja, esto 

es esencial ya que el éxito de esta técnica se basa en interacciones específicas (Lowe 
and Dean, 1974). 

   
      En segundo lugar, el soporte debe ser insoluble, formando una red flexible y 

porosa que permita la entrada y salida uniforme de las proteínas a través de toda la 
matriz. Una característica critica para los sistemas proteína- ligando es el alto grado 

de porosidad, ya que las estructuras con poros abiertos garantiza una alta 
interacción, incluso para grandes macromoléculas. De tal manera, que a menor 

tamaño de partícula y mayor tamaño de poro la superficie específica donde se 
llevaran a cabo las interacciones será mayor. (Hermanson, 1992).  
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      En general el soporte solido debe ser física y químicamente estable para las 
condiciones seleccionadas de adsorción y elución. La rigidez dimensional y la 

porosidad de la matriz deben permanecer estables en las condiciones de operación. 

En la tabla 3-1 se recogen las propiedades que debe tener una matriz convencional 
en cromatografía IMAC. 

 

Tabla 3-1. Propiedades de una matriz convencional. 

1. La matriz debe formar una red porosa amplia que permita fácilmente el 
movimiento de grandes moléculas. 

2. Las partículas deben ser preferiblemente uniformes, esféricas y rígidas con 
buenas propiedades de flujo. 

3. La matriz no debe interaccionar con las proteínas, de manera que no exista 

adsorción no específica. 
4. El soporte inerte debe estar constituido por grupos funcionales que sean 

reactivos y susceptibles de ser activados y a los cuales puedan unirse el 
ligando y brazo espaciador.  

5. La matriz debe ser mecánica y químicamente estables para las condiciones 
de adsorción-elución. 

       Fuente: Lowe and Dean, 1974 

      Los soportes se pueden clasificar, en primer lugar de acuerdo a la forma de la 

matriz y en segundo lugar al material del que están constituidos. En la figura 3-2 se 
muestra una clasificación de los soportes cromatográficos propuesta por Jungbauer 

de acuerdo a su forma (2005). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-2. Clasificación de los soportes cromatográficos de acuerdo a la forma de 
la matriz. 
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      Como se mencionó anteriormente las matrices también pueden ser clasificadas 
por el material del cual están constituidas, así, los materiales que 

convencionalmente se utilizan en cromatografía IMAC son polímeros naturales 
como la agarosa, celulosa, dextrano, quitosano, polímeros sintéticos como 

poliacrilamida, trisacryl, hidroxialquimetacrilato u oxiranos acrílicos entre otros, ó 
materiales inorgánicos como la sílice, oxido de zirconio, vidrio etc. Estas matrices 

pueden ser modificadas con el fin de aumentar su área específica (sílice) que se 
utiliza para injertar una capa adicional en la superficie (agarosa) (Jungbauer, 2005). 

     En la tabla 3-2 se recogen algunos soportes utilizados en cromatografía de 

afinidad: 

 

Tabla 3-2. Algunos tipos de Soportes utilizados en cromatografía de afinidad. 

Tipo Material básico 

Polímeros naturales  Agarosa 

Dextrosa 
Celulosa 

Chitosan 
Copolímeros Sintéticos Poliacrilamidas 

Poliestireno 
Materiales inorgánicos Vidrio poroso 

Materiales inorgánicos / Copolímeros 
inorgánicos 

Sílice / Copolímeros hidrofilicos 

Fuente: Lowe and Dean, 1974 

 
 

 
      De los materiales anteriormente mencionados, los de mayor aplicación en 

procesos de separación y purificación de macromoléculas son los constituidos por 
polisacáridos y entre ellos la agarosa, debido a su carácter hidrofílico y a sus 

propiedades físicas y químicas inertes. 
 

      A continuación, de forma general se describirán algunos de los soportes con 
base en material partículado comúnmente utilizados en cromatografía IMAC. 
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3.2.2.1.1. Matrices de polímeros naturales 

 

 

      A continuación se describirán las matrices de polímeros naturales 

comúnmente usadas en cromatografía de afinidad. 
 

a. Agarosa 

  
      La agarosa es un polisacárido natural extraído de las paredes celulares de 

ciertas algas rojas (Rhodophyceae) también conocidas como agarofitas. Su estructura 
química confiere a la agarosa la capacidad de formar geles con alto cross-linking 

incluso a bajas concentraciones. Estos geles de agarosa poseen una estructura 
macroreticular con una malla muy abierta que se puede modificar al variar la 

concentración de agarosa (Hermanson et al; 1992). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-3. Foto del alga roja (Rhodophyceae), de la cual se extrae el polisacárido 

para la obtención de la agarosa. 
 

 
      Estructuralmente, la agarosa es un galactano (polímero de galactosa) con 

enlaces 1-4, 1-3, 1-4, 1-3 (figura 3-4). Esta disposición permite la unión de dos 
cadenas adoptando una conformación de doble hélice LH, dicha configuración le 

permite retener moléculas de agua en su interior. 
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Figura 3-4. Estructura química de la agarosa. 

      

      La estructura macroreticular de los geles de agarosa, se forma por uniones de 
puentes de hidrogeno que hacen que el gel sea termo-reversible y por lo tanto que 

se funda cuando es sometida a calentamiento. La histéresis estructural (diferencia 
de estructuras entre temperaturas de fusión y gelificación) es mayor que en otros 

hidrocoloides, lo cual es una gran ventaja en muchas aplicaciones tales como 
cromatografía de afinidad y electroforesis entre otras, empleadas en el campo de la 

Bioquímica y la Biología Molecular. La ausencia de grupos iónicos hace que el gel 
tenga una estructura neutra e inerte, evitándose así la interacción de las moléculas 

con la estructura (Hermenson et al; 1992). 

      En concreto, gelifica a temperaturas comprendidas entre 32 y 45 ºC y funde a 
temperaturas entre 80-95ºC, aunque estas temperaturas, sin embargo estos 

intervalos de temperatura pueden ser alterados, si se desea obtener otro tipo de 
estructuras para usos específicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-5. Gelificación del gel de agarosa 
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      Estudios de rayos X (Arnott and Scott, 1972) demostraron que las cadenas de 
polisacáridos que constituyen la agarosa cambia de forma a doble hélice, con lo 

cual al adicionar puentes de hidrogeno y con la interacción hidrofóbica dentro de 
las fibras de la estructura del gel, dicho gel es mantenido por “zonas de anclaje” 

incluyendo acoplamientos no covalentes. Esta fase de la red puede contener hasta 
100 partes de agua por fracción de polisacárido, lo cual hace que las 

macromoléculas se puedan difundir fácilmente en un espacio relativamente 
amplio. El límite de exclusión puede variar dentro de un amplio intervalo debido a 

que el tamaño del poro es inversamente proporcional a la concentración de 
agarosa. 

       Las matrices de agarosa son muy hidrofóbicas, estables mecánicamente, 

fácilmente modificables químicamente, poseen grupos OH y normalmente no 
poseen propiedades no específicas. Sin embargo bajo ciertas condiciones, las 

interacciones no específicas débiles llegan a ser distintamente evidentes; esto es 
atribuido a un contenido residual de sulfatos (<0,7%) en la forma de éster en la 

posición 6 (CH2-OSO3) o el grupo carboxilo y también por la interacción 
hidrofóbica probablemente atribuida al puente de éter en la anhidrogalactosa 

(Hermenson et al; 1992). 

 

 

b. Agarosa tipo D5 

 
 
      La agarosa D5 es un polímero lineal de alto peso molecular, con una fuerza de 

gel (fuerza que hay que aplicar al gel para romperlo) superior al de otro tipo de 
agarosas comerciales (≥ 3200 g/cm2 1,5% w/v). Adicionalmente, presenta una 

mayor estabilidad térmica como se indico anteriormente, debido a su elevada 
histéresis (diferencia estructural entre las temperatura de gelificación y de fusión). 

Debido a estas propiedades no solo es posible prepararla en forma de bolas, sino 
que puede adquirir la forma de cualquier superficie, permitiendo hacer 

recubrimientos de matrices sólidas empleadas como fases estacionarias en 
cromatografía de afinidad (Laboratorios Conda, Especificaciones agarosa D5).  En 

la figura 3-6 se puede observar la superficie micro porosa de este tipo de agarosa en 
forma de gel con un porcentaje 1,5% w/v. 
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Figura 3-6. Superficie micro porosa del gel de agarosa tipo D-5 mediante 
microscopia electrónica (SEN). 

 

c.  Celulosa 

 

 
      Es un polímero lineal, siendo su estructura química 1,4 β D-glucosa con 
uniones ocasionales en la posición 1,6. Las fibras de celulosa comprenden una 

agregación de cadenas glucosídicas unidas unas a otras por varios puentes de 
hidrogeno.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-7. Estructura química de la celulosa.  a) A la izquierda, β-glucosa; a la 

derecha, varias β-glucosa unidas (Hermanson et al; 1992) y b) fibras de celulosa. 
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       Es una matriz que debido a su naturaleza fibrosa y poco uniforme no permite 
las formaciones de grandes poros, dando lugar a zonas cristalinas de alto grado de 

agregamiento y a zonas amorfas “desordenadas” que impiden el paso de grandes 
macromoléculas; sin embargo esta condición no ha impedido utilizarlas en 

diversos protocolos de purificación (Gemeiner, 1998). 

      La celulosa comercial está preparada en forma de micro fibras o microcristales 
esferoides que presentan buenas velocidades de flujo. En la actualidad también se 

puede conseguir celulosa en forma de esferas altamente porosas que se componen 
de celulosa pura (15%) y agua, de tal forma que cuando estas partículas se hinchan 

se produce una estructura microreticular (Hermanson et al; 1992). 

 

d.  Dextrano  
 

       

      El dextrano es un polisacárido de alto peso molecular, compuesto de unidades 
de D-Glucosa unidos mediante enlaces glucosídicos α-(1-6) (figura 3-8), son 

estructuralmente diversos y se caracterizan de acuerdo al porcentaje, naturaleza y 
distribución de sus enlaces. El dextrano se produce generalmente en cultivos de 

bacterias lácticas como Steptococcus, Acetobacter o Leuconostoc, en medios que 
contienen sacarosa, las células en crecimiento secretan una enzima llamada 
dextransucrasa que convierte el exceso de sacarosa al hidrolizarla en dextrano y 

liberando fructosa al medio (Turcová, 1978).  
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Figura 3-8. Estructura del dextrano utilizado como soporte de afinidad (Turcová, 
1978). 

 

      La producción del dextrano se realiza por fermentación bacteriana o 

enzimática. El microorganismo empleado es Leuconostoc mesenteroides de las cepas 
NRRL B-512F, 512 y B1299; solo con la cepa B-512F se produce dextrano a escala 

industrial, a partir de sacarosa comercial. El sustrato empleado comúnmente es la 
sacarosa en concentraciones aproximadas de 5% y en fermentación enzimática 

puede ser hasta más o menos 20%, obteniéndose una concentración de dextrano 

de 20g/l (Khalikova et al; 2005). 

 
 

e.  Quitina y Quitosano 
 

 

      La quitina es un polisacárido natural y el quitosano se obtiene por la 

desacetilación parcial de la quitina. El quitosano ha generado una considerable 
atención en áreas como la biotecnología y la biomedicina, por considerársele como 

una excelente matriz en cromatografía de afinidad, debido a que sus grupos amino 
e hidroxilo proporcionan sitios activos reactivos para la introducción de varios 

tipos de ligandos (Singla and Chaula, 2001; Kurita, 2006). 
      Las propiedades de la quitina y el quitosano dependen principalmente de la 

fuente de obtención y el método de preparación ya que estos polímeros difieren 
entre sí por su distribución de los diferentes monómeros, masa molecular y grado 

de acetilación (Veiga-Ochoa and Ruiz-Caro, 2004). 
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     Químicamente, la quitina y el quitosano son poliglucosaminas que son 
distinguidas únicamente por el grado de acetilación de los grupos amino. Las 

quitinas típicas presentan generalmente un grado de acetilación entre 70 y 95% 
que corresponde a un contenido de acetilo de un 15-20.7%, mientras que el 

quitosano tiene comúnmente un grado de acetilación entre 15 – 25% que 
corresponde 3.2 – 5.3% del contenido de acetilo (Gacén and Gacén, 1996).  

      El grado de acetilación es probablemente el parámetro más importante de estos 

polisacáridos y determina en gran medida las características funcionales y 
fisiológicas de los mismos.  Los factores que afectan el grado de desacetilación 

incluyen concentración de álcali, tamaño de partícula y la densidad de la quitina. 
En la práctica, el nivel máximo de desacetilación que se puede alcanzar en un solo 

tratamiento alcalino es cerca del 75%.  Este parámetro es muy importante para 
obtener un producto soluble, aunque también influye la distribución de los grupos 

acetilo (Gacén and Gacén, 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-9. Relación estructural entre la quitina, el quitosano y el quitano (Lárez 
Velásquez, 2006). 

 

      Al igual que otros polisacáridos, para su utilización en cromatografía de 

afinidad, el gel de quitosano presenta baja resistencia mecánica y una gran perdida 

de presión en operaciones cromatográficas. Sin embargo a pesar de estos 
inconvenientes, ha sido ampliamente usado en cromatografía IMAC, debido a la 

capacidad de adsorción de los iones metálicos en este tipo de matrices porosas, 
aumentando su capacidad de adsorción al aumentar los grupos amino 

inmovilizados en la matriz (Kaminski and Modrzejewska, 1997; Kawamura et al; 
1993). 
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3.2.2.1.2. Matrices Sintéticas  

 
      A continuación se describirán algunas matrices sintéticas usadas comúnmente 

en cromatografía de afinidad. 
 

 

a.  Poliacrilamida 

 

      La acrilamida es un polímero sintético compuesto de un esqueleto 
hidrocarbonado al que se unen grupos de carboxilamida de la siguiente forma: 

2 2CH CH CO NH= − − (Hermanson et al; 1992). 

      Para producir poliacrilamida, se mezcla acrilamida en diferentes proporciones, 
con el agente entrecruzante N,N` metilen bis acrilamida, produciendo la siguiente 

estructura química: 2 2 2CH CH CO NH CH NH CO CH CH= − − − − − − − , utilizando 

la correspondiente polimerización, para dar lugar a una estructura del tipo que se 

muestra en la figura 3-10 (Hermanson et al; 1992). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-10. Estructura de la poliacrilamida utilizada como soporte de afinidad. 
      Al variar la concentración de acrilamida y la proporción de bis acrilamida, se 

obtienen geles de acrilamida de diversas porosidades, que proporcionan diferentes 

propiedades a las matrices para cromatografía de afinidad (Hermanson et al; 1992). 
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      Los geles comerciales más comunes utilizados en separación de 
macromoléculas, son los fabricados por Bio-Rad cuyo nombre comercial es Bio-Gel 

P. Se pueden encontrar matrices diversos tamaños de poro, con límites de 

exclusión que varían entre 100-1800 µm (Bio-Gel P2) hasta 60000-400000 µm 

(Bio-Gel P300). Una ventaja de las matrices de poliacrilamida es el gran número de 
grupos potencialmente activables, lo que permite que se una covalentemente a 

diferentes tipos de ligando. Al aumentar el número de sitios en los que el ligando 
puede unirse, aumentan las probabilidades de obtener mayor cantidad del 

compuesto deseado (Turková, 1978). 

 

       

b. Trisacryl 

 

 
      El trisacryl representa un nuevo soporte sintético generado sobre la base de un 

derivado de monómero de la acrilamida. Su formula química es N-acriloil-2-
amino-2 hidroximetil-1,3-propano-diol; esta matriz se compone de 3 grupos 
hidroximetil enlazados a la carboxamida de la acrilamida Su estructura 

macroporosa permite una buena difusión y mejora cinética de los procesos de 
separación para macromoléculas tales como albumina, interferón y algunos 

factores de coagulación entre otras (Hermanson et al; 1992). 
 
 

 
    

 
 

 

 

 

 

Figura 3-11. Estructura química del soporte Trisacryl. 
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c. Hidroxialquilmetacrilato 

       

       
      Los geles de hidroxialquilmetacrilato son preparados por polimerización de 
una suspensión de esteres de hidroxialquilato de ácido de metacrilato y 

dimetacrilato de alquenos, mediante la variación en la relación de las 
concentraciones de monómero y componentes de interés.  El número de grupos 

reactivos, la porosidad y el área de superficie específica del gel puede ser 
modificado dentro de amplios limites, formando bolas de tamaño regular que 

presenta excelentes propiedades químicas (Turková, 1978). Sin embargo una 
desventaja que presenta este tipo de soportes, es que durante la unión de proteínas 

al ligando, puede existir una liberación de grupos carboxilo, adquiriendo la matriz 

un carácter polianionico que puede afectar el proceso de separación y posterior 
purificación de la proteína de interés (Turcová, 1978). 

 
 

 

d.  Oxiranos acrílicos  
 

 

 

      Este tipo de soportes se obtienen de la co-polimerización de la metacrilamida, 

metilen-bis-metacrilamida-glicidil-metacrilato y/o alil-glicidil-eter. Se conocen bajo 
el nombre comercial de Eupergit C, son hidrofílicas, químicamente estables en un 

intervalo de pH de 0 a 12, por varias horas a temperatura ambiente en suspensión 
acuosa, en polvo son estables durante meses a -30ºC. Dada la naturaleza química 

de la unión matriz-ligando, los ligandos se inmovilizan irreversiblemente a la matriz 
en un intervalo de pH de 1 a 10.  

 
      Aunque anteriormente se han descrito alguno los soportes más comunes 

utilizados en cromatografía IMAC, en la tabla 3-3 se recoge una selección de 

matrices comerciales disponibles en el mercado para la aplicación de esta técnica. 
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Tabla 3-3. Algunas matrices para aplicación IMAC disponibles en el mercado. 

 

Nombre 

gel 

(Marca) 

Grupo 

quelan-

te 

Matriz 

Tamañ

o de 

partícu-

la (µm) 

Tamaño de 

poro (Å) o 

límite 

exclusión 

(Da) 

Rata de 

flujo 

máximo 

(cm/H) 

Estabilida

d de pH 

Capacidad/ml 

gel 

Chelating IDA Cross-lied 
6% agarose 

45-165 4-5 x 106 
Da 

75 4-12 22-30 µmol 
Zn2+ >20 mg 
protein Sepharose 

6B 
      

        
Chelating 
Sepharose 
Fast Flow 

IDA Cross-
linked 6% 
agarose 

45-165 4-5 x 106 

Da 
370 3-13 22-30 µmol 

Zn2+, >20 mg 

protein 

Chelating 
Superosec,d 

IDA Highly 
crosslinked 
12% 
Agarose 

13 4 x l05 
Da 

150 2-13 26-32 µmol 
Zn2+ 
30-38 µmol 
Cu2+ >20 mg 
protein 

        
HiTrap 
Chelating 
(Chelatin 
Sepharose 
High 
performan
ce) 

IDA Highly 
crosslinked 
6% agarose 

34 4-5 x l06 

Da 
190 3-13 23 µmol 

Cu2+, >20 mg 
protein 

Matrex 
Cellufine 
Chelate 

IDA Cross-
linked 
cellulose 

125-210 < 4 x l06 

Da 
  35-45 µmol 

Cu2+, 22-30 
µmol Zn2+ 

PROSEP- 
Chelating I 

IDA High-silica 
glass 

75-125 70-3000 
Å 

selectable 

> 3000 1-9 >50 µmol 
Cu2+, >40 
µmol Ni2+, 25 
mg lysozyme 

HyperD IDA Composite 
(ceramic 
and acrylic) 

25-60 5 X l06 

Da 
600 1-14 70 µmol 

Cu2+, 65 mg 
IgG 

Zinc 
Chelate 
Afhity 
Adsorban 
Poly-His 
Protein 
Purificatio
n resine 

IDA Agarose 45-165 > 5 x 107 25 4-9 0.2-0.35 µmol 
protein 

TALON  Cross-
linked 6% 
agarose 

   5-8 >250 µmol 
Co2+, 5 mg 
protein 

Fractogel 
EMD 

IDA Polimero 20-40 600-800 
Å 

360 1-13 100-150 
µmo1 Cu2+, 
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Chelat 
650(S) 

60 mg 
lysozyme 

Fractogel 
EMD 
Chelat 
650(M)‘ 

IDA Polimero 60-90 600-800 
Å 

360 1-13 100-150 
µmo1 Cu2+, 
60 mg 
lysozyme 

Sepabeads 
FP-CL 

IDA Vinyl 
polymer 

     

His.Bind IDA Cross-
linked 6% 
agarose 

45-165 4 x l06 
Da 

30 3-14 >22 µmol 
Ni2+, 8-12 mg 

protein 
POROS 
MC 

IDA Poly(styren
e-divinyl-
benzene) 

20 Through: 
6000-
8000 Å 
diffusive: 
800-1500 
Å 

5000 2-13 15 mg 

protein 

IDA-
Agarosef  

IDA Cross-
linked 4% 

agarose 

    25 mg IgG 

IDA-
Trisacryl 

IDA Trisacryl 

TSK HW 
65F 

    >1,5 mg Cu2+ 

Ni-NTA 
Agarosef 

NTA Cross-
linked 6% 
agarose 

45-165 >4 x 107 
Da 

75 2-14 5-10 mg 

protein 

Ni-NTA 
NTA 
supelflow 

NTA Highly 
crosslinked 
6% agarose 

60-160 4 x 106 
Da 

3000 2-14 5-10 mg 
protein 

Ni-NTA 
Silica 

NTA Spherical, 
macroporo
us silica 

16-24  3000 2-8.5 5-10 mg 
protein 

IDA-
Agarose 

IDA Cross-
linked 4% 

agarose 

    30-40 µmol 
Cu2+ , 28 mg 
BSA, 

IDA- 
SigmaChro
md 

IDA Poly(hydro
xy-
methacryla
te) 

    28 mg BSA, 

TED-
Agarose 

TED 4% agarose     4-8 µmo1 Fe3+ 

TSKgel 
Chelate-
5PWd 

IDA Polymer 10 1000Å 165 2-12 20 µmol Cu2+ 
o Zn2+ 

                                                                    Fuente: Kastner, 1999 
IDA: Acido iminodiacetico. 
NTA: Ácido nitrilotriacético. 
TED: Tris(carboximetil) etilendiamina. 

 
      A continuación, de forma general se describirán algunos de los soportes en 

forma de monolito comúnmente utilizados en cromatografía IMAC. 
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3.2.2.1.3. Monolitos 

 

 
      Los monolitos son soportes que constan de una sola pieza continua de material 

poroso. 
 

      Los primeros intentos de fabricación de un monolito solido poroso que se 
pudiera utilizar como fase estacionaria fue un polímero en forma de gel hinchado 

(Kubin et al; 1967) y de poliuretano poroso (Ross and Jefferson, 1970), los cuales 
no tuvieron demasiado éxito. El interés por este tipo de de nuevas fases 

estacionarias se retomó en la década de los 80´s, después de que se desarrollaran 
nuevos enfoques para la creación de nuevas formas de monolitos porosos basados 

en la fabricación de nuevos polímeros.  
 

      A mediados de la década de los 90´s Belinkii et al; estudiaron la cromatografía 
de afinidad para la separación de proteínas usando monolitos porosos en forma de 
discos con estructura y configuraciones químicas diferentes y sugirió utilizar el 

método de elución por gradientes para recuperar la proteína (Belinkii et al; 1993).  
 

      Se demostró que estos soportes de bajo espesor, daban buenos resultados de 
adsorción y recuperación de proteína por medio de la cromatografía de afinidad, 

llegando a la conclusión de que eran adecuados para este tipo de técnica (Belinkii 

et al; 1993) 
 

      Otra categoría de monolitos que apareció en la década de 1990s, fue creada 
por la polimerización de monómeros en presencia de ciertos disolventes, los cuales 

ayudaban a obtener poros de tamaño determinado en el polímero final. Este tipo 

de disolventes actualmente son conocidos como porógenos, de tal forma que la 
estructura final del monolito es altamente dependiente de los porógenos utilizados 

en su formación. Así, cuando estos disolventes son eliminados, lo que queda es 
una serie de poros interconectados que proporcionan rutas para el flujo de la fase 

móvil a través del monolito (Belenkii, 2005). 
 

      Junto al uso de disolventes porógenos y polímeros orgánicos, también se han 
llevado a cabo la creación de monolitos para aplicaciones en HPLC, basados en 

materiales inorgánicos porosos, lo que ha conducido al desarrollo de columnas de 
sílice (Mallik and Hage, 2006). 
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      Por lo tanto, existen varias razones que explican la creciente popularidad de los 
soportes monolíticos para aplicaciones de cromatografía de afinidad y HPLC. En 

primer lugar, los monolitos se pueden fabricar de diferentes formas y 
combinaciones dentro de las columnas, capilares o dispositivos de microfluidos 

(Juanbauer and Hahn, 2002; Jiang et al; 2005).  
 

      En segundo lugar, la baja caída de presión y la posibilidad de usar altas 
velocidades de flujo ayudan a llevar a cabo separaciones rápidas con tiempos cortos 

de análisis. En tercer lugar, presentan rápida transferencia de materia, 

proporcionando separaciones eficientes (Josic, 2001; Mallik et al; 2004).  
 

      Por último, existen diversos sistemas de reacción que pueden ser utilizados 
para la modificación de monolitos, esta es una valiosa característica, ya que esto 

permite que se adapten a diferentes aplicaciones, siendo compatibles con una 
amplia gama de ligandos de afinidad (Schulte and Dingenen, 2001; Juanbauer and 

Hahn, 2004). 
 

      Una variedad de materiales han sido utilizados para la fabricación de 
monolitos; siendo los más representativos: metacrilato de glicidilo (GMA), 

copolímeros de EDMA (Dimetacrilato de etileno), agarosa, sílice y criogeles, los 

cuales se describen a continuación (Mallik and Hage, 2006). 
 

 

a. Monolitos GMA/EDMA 
 
 

      Los copolimeros de GMA (glicidil metacrilato)/EDMA (dimetacrilato etileno)  
han sido los más utilizados en cromatografía de afinidad. Incluyendo diversos tipos 

de soporte. Un esquema general de la preparación de un monolito GMA/EDMA 
se muestra en la figura 3-12 (Mallik and Hage, 2006). 
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Figura 3-12. Formación de un polímero de GMA con EDMA. Esta figura 

solamente muestra una porción de la estructura polimérica final. 
 

 
      El monolito resultante contiene grupos epoxi que pueden ser utilizados 

directamente para la inmovilización del ligando, ó también se pueden convertir en 
una forma de diol en condiciones ácidas. Esta última forma provee una superficie 

hidrofílica, similar a la utilizada en los soportes más tradicionales como por 

ejemplo agarosa o enlaces de diol-sílice (Mallik et al; 2004).  

 
      Una desventaja de los monolitos de GMA/EDMA es que tienden a tener áreas 

superficiales bajas cuando se compara con soportes tales como el sílice, lo que 
limita la cantidad total de ligando que puede ser inmovilizado sobre este material, 

siendo esto un problema en operaciones de separación de proteínas (Mallik and 
Hage 2006). 

 

 

b. Monolitos de agarosa 

 

 
     Los monolitos de agarosa también han sido utilizados en aplicaciones en 

cromatografía de afinidad. Esto es normal, debido a que la agarosa en forma de 
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partículas ha sido una fase estacionaria bastante popular para llevar cabo 
separaciones de afinidad durante varias décadas.  

 

      Este tipo de monolitos presenta un tamaño de poro 20-200 µm de diámetro. 

Estos monolitos se obtienen preparando una emulsión, formada por el 
calentamiento de una suspensión de agarosa en agua entre 95-100ºC a la cual, 

usualmente se le añade una mezcla de ciclohexano y Tween 80 con agitación. La 
emulsión se vierte luego en columnas de vidrio que se ajustan con un tapón en la 

parte inferior y se mantiene en baño María a 60ºC, la temperatura de este baño se 
reduce hasta 20ºC, lo cual hace que el gel de agarosa adopte la forma deseada. La 

agarosa puede tomar una gran variedad de formas como varillas, discos, 
membranas o fibras entre otros (Mallik and Hage 2006).  

 

      Los materiales resultantes, presentan muchas de las mismas ventajas que los 

soportes de agarosa tradicionales. Esto incluye su capacidad para ser utilizado por 
diferentes tipos de ligando, su baja unión específica y su estabilidad en un amplio 

intervalo de pH (Mallik and Hage 2006). 

 

 

c. Monolitos de Sílice 
 

 

      Otro tipo de monolitos son los basados en sílice. Una de las razones para que 

estos monolitos generen interés, es debida a la gran popularidad que tienen las 
partículas de sílice en sistemas HPLC. Existen monolitos de sílice disponibles 

comercialmente como bare-silica (ej. Chromolith-Si de Merck) y una forma de 

aminopropil (ej. Chromolith-NH2) (Xie et al; 2005). Aunque los monolitos de bare-
silica no tienen grupos reactivos que se puedan utilizar directamente para la 

inmovilización covalente de ligandos, estos se pueden convertir en una forma diol, 
utilizando métodos de activación convencionales para partículas de sílice.  

 
      Las ventajas de los monolitos de sílice incluyen su buena resistencia mecánica 

así como una elevada área superficial, siendo esto conveniente en métodos de 
separaciones por afinidad que requieran soportes con altas densidades de ligando 

(Tanaka et al; 2002). 
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      La principal desventaja de los monolitos de sílice es que son difíciles de 
preparar directamente en laboratorio, debido a su considerable contracción 

después de su formación (Tanaka et al; 2002; Núñez et al; 2008). Además tienen 
las mismas limitaciones que las partículas de sílice tradicional en términos de de 

intervalo de pH (típicamente entre 2 y 8) (Schiel et al; 2006). 
 

d. Criogeles 
 

  

     El criogel es un material extremadamente poroso, que se prepara por la 
polimerización por debajo de -10ºC de monómeros disueltos en fase acuosa.  

      Una mezcla de acrilamida, alil glicidil éter y N,N´metileno-bis (acrilamida) se 
utiliza típicamente para hacer estos monolitos. Dado que este material debe 

fabricarse a baja temperatura, normalmente se forman cristales de hielo, de tal 
forma que cuando se inicia el proceso de polimerización, estos cristales forman 

una plantilla porosa de la cual se forma el polímero. Después de la polimerización, 
estos cristales de hielo se descongelan y el agua resultante es separada formando el 

monolito. Este proceso deja una serie de macroporos que típicamente tienen un 

diámetro de entre 10-100 µm. La reacción global que se típicamente se utiliza 

durante la formación de criogeles se muestra en la figura 3-13 (Mallik and Hage, 
2006). 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

Figura 3-13. Reacción típica usada para obtener monolitos de criogel basados en la 

copolimerización de la acrilamida, alil glicidil éter y N,N´metileno-bis (acrilamida). 
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      Una ventaja de los criogeles es que tienen grandes poros interconectados los 

cuales son de carácter hidrofilico (Syverud et al; 2011); esto hace que sustancias de 
diversos tamaños puedan acceder a los poros, incluyendo proteínas, material 

formado por microbios o células de animales, etc. (Arvidsson et al; 2003). 
 

 
3.2.2.2. Activación de la matriz 
 
 
      De forma general, los pasos para preparar un adsorbente en cromatográfica 

IMAC que permita llevar a cabo la separación y purificación de proteínas, se 
muestra en la figura 3-1, mostrada previamente. 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
Figura 3-1. Esquema general de la preparación de un adsorbente en cromatografía 

IMAC. 
 

 
      De acuerdo a la figura 3-1, para llevar a cabo la unión del ligando a la matriz es 

necesario realizar previamente un tratamiento químico en su superficie (activación) 
para generar grupos químicos donde se puedan unir al brazo espaciador y/o 

ligandos. 
       

      Los compuestos usados comúnmente para activar las matrices son: 
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Grupo a:    
     

• Bromuro de cianógeno: Este compuesto libera una amplia variedad de 
compuestos, entre los cuales los más importantes son posiblemente los 

esteres de cianato. 

• Glutaraldehido: Este compuesto presenta grupos aldehído libres que 
forman bases de Schiff (compuesto formado a partir de la reacción de 
condensación entre una amina aromática y un aldehído o cetona) con los 

grupos amino, para posteriormente ser reducidos con borohidruro de sodio 
o cianoborohidruro, formando enlaces N-alquilo estables. 

• Carbonilimidazol: Este compuesto libera un N-carboximidazol éster. 

• Cloruro de tosilo: Este compuesto libera un éster de tosilo que puede ser 
desplazado por una amina, dejando a ésta directamente enlazada con el 

anillo de polisacárido de la matriz y que es más estable que otros tipos de 
enlace. 

 
      Los compuestos usados comúnmente para activar la matriz cuando la misma 
posee grupos reactivos como grupos OH, son los que se describen a continuación: 
 

Grupo b: 
 

• Diglicidil ésteres ó bis-oxiranos: Estos compuestos presentan cadenas con 
una anillo epoxi en cada extremo, uno de los cuales reacciona con la matriz 

y el otro con el ligando. 

• Divinilsulfona: Estos compuestos reaccionan con polímeros hidroxilados 
para dar lugar a grupos reactivos divinil sulfona. 

 

      El ligando, generalmente se une a la matriz mediante un brazo espaciador 

(moléculas que alejan al ligando de la matriz permitiendo que la proteína 
encuentre al ligando con mayor facilidad), para asegurar que el ligando es 

completamente accesible para la proteína a separar.  
 

      Por lo tanto el brazo espaciador se puede introducir en el sistema de diversas 
formas, se puede unir directamente con el ligando para posteriormente hacerlo 

reaccionar con la matriz (previamente activada), o se puede unir previamente a la 

matriz para posteriormente hacerlo reaccionar con el ligando. Así, compuestos 
como los diglicidil ésteres y la divinilsulfonas, proporcionan por si mismos un 

brazo espaciador debido a su longitud a la vez que activan la matriz 
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3.2.2.3. Brazo Espaciador 
 

      Como se mencionó en el apartado anterior, los brazos espaciadores son 

moléculas (generalmente cadenas lineales orgánicas) que alejan al ligando de la 
matriz permitiendo que la proteína encuentre al ligando con mayor facilidad y 

evitando problemas estéricos de anclaje. Son particularmente importantes en los 
siguientes casos: i) cuando el ligando es pequeño, ii) cuando la afinidad del ligando 

por la proteína es baja y iii) en casos en los que el ligando involucra proteínas de 

pesos moleculares muy altos. (Hermanson et al; 1992). 

      La zona enlazante de una proteína a menudo se encuentra en el interior de la 
molécula y la utilización de una matriz en la que el ligando sea de pequeño tamaño 

y se encuentre directamente unido a ella, puede reducir la capacidad de enlace 
debido a interferencias estéricas, es decir, el ligando no puede acceder al sitio 

activo de la proteína (Magdelin and Moser, 2012).  

     Adicionalmente los brazos espaciadores favorecen la unión de proteínas de gran 
tamaño con el ligando, cuando este último está situado demasiado cerca de la 

matriz. En la figura 3-14 se puede observar el enlace de una macromolécula con un 
ligando a) sin brazo espaciador y b) con brazo espaciador. 

 

       

 

 

 

 

 

Figura 3-14. Utilización de los brazos espaciadores: a) ligando unido directamente 
a la matriz y b) ligando unido a la matriz a través de un brazo espaciador (Magdelin 

and Moser, 2012). 

 
      En las circunstancias descritas anteriormente, se precisa de la utilización de un 

brazo espaciador entre la matriz y el ligando para facilitar una unión efectiva. Estos 
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deben diseñarse de tal manera que maximicen el enlace, por lo tanto deben ser 
hidrofilicos y no se deben enlazar con proteínas de un modo no específico, tanto 

por su hidrofobicidad como por su carga (Hermanson et al; 1992).          

      La longitud del brazo espaciador es crítica, puesto que si es muy corto resulta 

poco efectivo y puede enlazarse con otras sustancias de la mezcla de proteínas a 
separar y si es muy largo, las proteínas se podrían unir no específicamente 

reduciendo la selectividad.  
 

      Estudios han demostrado que un brazo espaciador de cadena hidrocarbonada 
de 6 a 7 grupos de -CH2 presenta una optima interacción de la macromolécula con 

el ligando inmovilizado, debido a que se interpone mediante enlaces covalentes 

entre el ligando especifico y la matriz cromatografica (Hermanson et al; 1992). 
 
      En la tabla 3-4 se recogen algunos de los principales brazos espaciadores 

disponibles comercialmente. 
 

Tabla 3-4. Brazos espaciadores disponibles comercialmente. 
 

Nombre brazo espaciador Estructura química 

Diaminodipropilamina 

3,3´-Iminobispropilamina  

Acido 6-aminocaproico 

 
1,6-Diaminohexano 

 
Ácido succínico 
(usado como anhídrido) 

 
1,3-Diamino-2-propanol 

 
Etilendiamina (EDA) 

 
Hexametilendiamina  

Bisoxirano 

 

Hidroxiaquil 

 

                         Fuente:   Hermanson, 1992; Phillips, 1992 
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3.2.2.3.1. Grupo Quelante 
 

        
      Los grupos quelantes son compuestos con diferentes grupos de coordinación 

utilizados para anclar la estructura del ion metálico, siendo este último el 
encargado de llevar a cabo el enlace entre la matriz IMAC y las proteínas a separar.  

Por tanto, el complejo es el resultado de la interacción de un átomo central, un 

ion metálico con orbitales de valencia vacíos que pueden actuar como ácido de 
Lewis y una o varias bases de Lewis con pares de electrones libres (agente quelante 

o complejante). Esta interacción conduce a la formación de un enlace de 
coordinación, por esta razón, estos complejos reciben el nombre de compuestos de 

coordinación (Hermanson et al; 1992). 
  

     Teniendo en cuenta lo anteriormente descrito, el átomo central del complejo de 

coordinación debe disponer de orbitales vacíos capaces de aceptar pares de 
electrones, siendo los metales de transición los que presentan una mayor tendencia 

a formar estos complejos (Hermanson et al; 1992). 
 
      Para utilizar esta técnica, los tres grupos quelantes más estudiados para 

diferentes aplicaciones son el ácido iminodiacetico (IDA), tris (carboximetil) 
etilendiamina (TED), y tris (carboximetil) etilendiamina (NTA). IDA, TED y NTA. 

Son compuestos tridentados, cuatridentados y pentadentados respectivamente, 
siendo el orden relativo de la fuerza de unión a las proteínas IDA>NTA>TED, 

debido a la estructura del complejo y a la situación de los eventos de coordinación 

(figura 3-15) (Hochuli et al; 1988).  

 
      El compuesto quelante utilizado para llevar a cabo prácticamente todos los 

desarrollos relacionados con la cromatografía IMAC es el ácido iminodiacético 
(IDA) (Porath, 1992). Aunque compuestos quelantes tetradentados como NTA y 

TALON (nombre comercial para el ácido aspártico carboximetilado: CM-Asp), 
tiene una mayor afinidad para los iones metálicos que compuesto quelante 

tridentado IDA, estos presentan una baja unión con las proteínas debido a la 
pérdida de un centro de coordinación. Esto es aún más evidente en el compuesto 

quelante pentadentado TED, donde debido a una configuración octaédrica en 
torno a un ión metálico divalente, sólo deja un centro de coordinación para la 

unión a las proteínas. (Chaga, 2001; Garberc-Porekar and Menart, 2001). 

      Las estructuras de los complejos de iones metálicos con los quelantes más 
usados en la técnica IMAC se muestran en la figura 3-15: 
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Figura 3-15. Estructura representativa de los complejos quelantes con iones 

metálicos utilizados en cromatografía IMAC. IDA-Me2+, NTA-Me2+, TED-Me2+, 

para los iones metálicos Cu2+, Ni2+, Zn2+ o Co2+ (Adaptado Hochuli et al; 1987). 
 

 

      Otro tipo de agente quelante son las aminas alifáticas, que por 
carboximetilación pueden aumentar su capacidad para formar complejos estables 

con iones metálicos, siendo muy útiles para la separación eficiente de iones 
metálicos en soluciones acuosas. Las aminas alifáticas lineales, pueden ser 

introducidas en el polímero por cualquiera de los átomos de nitrógeno que 
poseen, un ejemplo de este tipo de ligando es el Tris (2-amonoetil) amina (TREN) 

(Porath, 1992). 

      De acuerdo con lo descrito, el número de enlaces entre el ion metálico y el 
grupo quelante es determinante en la afinidad existente entre el complejo ion 

metálico-grupo quelante y las proteínas o péptidos a separar (Porath, 1988), así que 
el grupo quelante debe presentar una gran afinidad hacia el ion metálico 

seleccionado para llevar a cabo el proceso de separación. 
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3.2.2.3.2. Iones Metálicos 
 

      
      Como se mencionó en el apartado 3.2, la cromatografía IMAC se basa 

fundamentalmente en la interacción entre determinados residuos de aminoácidos 
en la superficie de las proteínas tales como, cisteína, histidina triptófano etc. y 

cationes de iones metálicos que actuaran como aceptores de electrones los cuales 
se encuentran quelados, con el fin de dar lugar al ligando que se unirá de forma 

reversible a dichos residuos de aminoácidos, para llevar a cabo los procesos de 
separación y purificación de proteínas. 

  

      En principio cualquier ion metálico podría ser utilizado en cromatografía 
IMAC, si es capaz de aceptar electrones. Los metales más utilizados a menudo son 

Cu2+ y Ni2+, seguido de Zn2+ y Co2+. Sin embargo, otros tipos de iones metálicos 
también han sido estudiados, como por ejemplo el Cd2+, Ca2+, Fe3+, los elementos 

del grupo III A , y las tierras raras, así como Mn2+, y Hg2+ para la separación de 

proteínas (Belew et al; 1987; Margolis et al; 1989; Kastner and Neubert, 1991; 

Roos, 1991; Chaga et al; 1996). 
 

      El sistema de clasificación de iones metálicos usado comúnmente en la técnica 

IMAC, es el propuesto por Pearson (1973), el cual postula que los iones metálicos 
pueden clasificarse en tres categorías (fuertes, intermedios, suaves), en función de 

su reactividad preferencial hacia determinados átomos.  Los iones metálicos 
pertenecientes al grupo de “fuertes” son: Fe3+, Ca2+, y Al3+, que muestran 

preferencia por el oxigeno. Los iones metálicos “suaves” son: Hg2+, Ag2+, etc., los 
cuales muestran preferencia hacia el azufre y finalmente los iones metálicos 

intermedios como Cu2+, Ni2+, Co2+, Zn2+, coordinan preferentemente con 
nitrógeno, oxigeno y azufre, siendo estos últimos los más destacados para llevar a 

cabo procesos de separación y purificación de proteínas. Con este tipo de iones, 
los agentes quelantes comúnmente usados para llevar a cabo el complejo son IDA, 

TED y NTA, los cuales poseen átomos de oxigeno y nitrógeno que actúan como 
donantes de electrones (Porath and Olin, 1983).  

 
      En la figura 3-16 se recogen las estructuras químicas de los principales 

aminoácidos involucrados en el proceso de enlace con los iones metálicos 
mediante la técnica IMAC en orden de mayor a menor afinidad. 
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Figura 3-16. Estructura tridimensional de la a) histidina, b) cisteína, c) triptófano, 
d) fenilalanina, e) tirosina, f) arginina, g) lisina, h) asparragina, i) glutamina y j) 

metionina.  

 
 

      Existen diversos estudios que indican que la histidina es el aminoácido que 

mayor afinidad presenta por los iones metálicos (Hemdan et al; 1989; Yip et al; 
1989 y Arnold, 1991), además, se acepta de un modo generalizado que tanto la 

histidina como los residuos de cisteína son fundamentales en el enlace de las 
proteínas mediante la técnica IMAC debido a la fuerza de las interacciones con los 

iones metálicos (Porath et al; 1975). Sawadogo and Van Dyke (1995) demostraron 
que el comportamiento de las proteínas en el proceso de retención se ve 

gobernado por la presencia de residuos de histidina en la superficie de las 
proteínas. 

      Esta afinidad se puede atribuir en gran proporción a sus grupos funcionales, en 

especial al grupo imidazol y tiol en el caso de la histidina, también hay otros 
grupos funcionales como los carboxilos o las α-amino, que también juegan un 
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papel importante en el proceso del enlace de las proteínas con el ion metálico 

(Hansen and Lideberg, 1995 y Hansen et al; 1996). 

      Existen otros aminoácidos que también tienen una cierta afinidad hacia los 
iones metálicos, entre los que está el triptófano, la fenilalanina y la tirosina, los 

cuales actúan directamente a través de sus radicales aromáticos. También la 
arginina, lisina, asparaginasa, glutamina y metionina actúan indirectamente de 

modo individual o mediante efectos combinados con la histidina (Zachariou and 
Hearn, 1995). 

      Cuando la composición del amino ácido en una proteína o péptido es 

conocida, las reglas generales recogidas en la tabla3-5 y 3-6 se pueden utilizar para 
predecir qué tipo de iones metálicos son los mejores para llevar a cabo la 

separación mediante cromatografía IMAC (Ueda et al; 2003). 

 

Tabla 3-5. Predicción de la afinidad metal-proteína basada en la accesibilidad de 

los residuos de histidina y triptófano en la superficie de las proteínas. 

Residuos de Histidina o Triptófano 

en la superficie de la molécula 

Iones metálicos que 

proporcionan retención 

Sin His/Trp __ 
1 His Cu2+ 
>1 His Cu2+, Ni2+ 
Cluster de His Cu2+, Ni2+, Zn2+, Co2+. 
Varios Trp, ningún His Cu2+ 

                                                    Fuente: Kastner, 1999 

 
Tabla 3-6. Contribución individual de los aminoácidos involucrados en la 

retención de proteínas. 

Grupo funcional Fuerza de retención 

Histidina          ++++ 
Cisteína          ++++ 
Triptófano          + 
Ácido aspártico, ácido glutámico          - 

Lisina, arginina         + 
Tirosina, fenilalanina         + 
N-terminal         ++ 

                                  Fuente: Kastner, 1999 
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      De acuerdo con lo anterior y debido al limitado número de residuos de 
cisteína en la superficie de las proteínas, los residuos de histidina se convierten en 

el objetivo principal de los iones metálicos (Porath, 1992); varios estudios 
utilizando IDA como agente quelante y diferentes tipos de iones como Cu2+, Ni2+, 

Zn2+, y Co2+, mostraron que estos últimos son muy selectivos a los residuos de 
histidina que se encuentran en la superficie de las proteínas, pero podrían también 

vincularse a residuos de triptófano. Aunque la afinidad del triptófano con estos 
iones inmovilizados es más débil que con la histidina, la presencia de este tipo de 

aminoácido podría influir en la afinidad global de la proteína con dichos iones, 
debido a la formación de enlaces coordinados con el ión metálico (Winzerling, 

1992). 

      También los aminoácidos carboxílicos, pueden actuar como objetivos para los 
iones de tipo “fuerte” así como tirosinas fosforiladas o cadenas laterales de serina, 

treonina o tirosina. Esto pone de manifiesto que la selectividad de los iones 
metálicos “fuertes” e “intermedios” es muy diferente.  

 
      En el pH óptimo para llevar a cabo los enlaces proteína-ligando (pH acido, o 

pH neutro respectivamente) los iones metálicos “fuertes” e “intermedios” 

interactúan con distintas cadenas laterales en la superficie de las proteínas, además 
a pH altos, los iones pueden convertirse en hidróxido, precipitando. Así, la 

distinción entre ambos tipos ha sido aprovechada para lograr separaciones e 
incluso purificaciones de proteínas en mezclas biológicas complejas en un solo 

paso (Sulkowski, 1985). 
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3.3. Técnica de la cromatografía de afinidad con metales 

inmovilizados (IMAC) 
 

 

      En la técnica IMAC, las variables básicas a considerar son por lo tanto los 
grupos quelantes, los iones metálicos, pH, sistema tampón usado, fuerza iónica sal 

y el modo de elución.  

      Los soportes más comúnmente usados contienen acido iminodiacetico (IDA), 

(carboximetil) etilendiamina (TED), ácido nitrilotriacético (NTA) y como se 

mencionó anteriormente, varían en la retención de iones metálicos y la unión de 
las proteínas (Wizerling, 1992). 

      En muchos casos, un soporte disponible comercialmente que contenga IDA 
será suficiente, por lo que el siguiente paso es probar diferentes tipos de iones 

metálicos.  

      El principio de esta técnica es el siguiente: Inmovilización de los iones 
metálicos a través de un agente quelante en un soporte sólido y posteriormente la 

unión de las proteína a través de determinados aminoácidos contenidos en su 
superficie de las mismas.  

      Dado que los vínculos entre los grupos quelantes y los iones metálicos son 

generalmente mucho más fuertes que los lazos entre los iones metálicos y las 
proteínas, por lo general es posible eluir proteínas sin ningún tipo de 

acompañamiento de los iones metálicos (Wizerling, 1992). 

      La técnica IMAC también puede ser utilizada simplemente para la 
inmovilización reversible de enzimas. Este tipo de inmovilizaciones no da lugar a la 

formación de enlaces covalentes, así que la recuperación de la enzima y la actividad 
enzimática son generalmente muy altas. Al mismo tiempo (si la enzima tiene que 

ser recuperada o no) la matriz también puede ser conservada y ser utilizada para 
otros estudios (Wizerling, 1992).  

       Un diagrama esquemático general de las etapas de preparación de 

cromatografía IMAC se muestra en la figura 3-17: 
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Figura 3-17. Diagrama esquemático de las etapas de la cromatografía IMAC 

basado en el esquema propuesto por Wizerling (1992). 
 

 
 

3.3.1. Solución tampón y preparación de la muestra 

 

 
 

      El objetivo principal de la solución tampón de partida es proporcionar 
condiciones óptimas para la adsorción de la proteína. En ocasiones, ésto puede ser 

una cuestión de ensayo y error. En cromatografía IMAC el factor más importante 
que afecta a la adsorción de las proteínas es el pH; valores de pH típicos de enlace 

están entre 6 – 8,5. La afinidad de las proteínas en medios alcalinos puede llegar a 

ser más eficaz pero menos especifica, Porath et al; 1975; Kato et al; 1986; y Kastner 
and Neubert, 1991 reportaron que las proteínas eran fuertemente retenidas a un 

pH más bajo, recuperándolas casi en su totalidad. Sin embargo de acuerdo con 
Hansen and Lindeberg, (1992) valores de pH por debajo de 7,7 hacen que la 

unión de la proteína sea más débil debido al aumento de los grupos amino como 
consecuencia de la protonación y a pH superiores a 8,5 puede volver a disminuir la 

afinidad debido a la transferencia de iones metálicos del complejo quelante a una 
sola proteína. 
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      La adsorción de una proteína en cromatografía IMAC se realiza a un pH, en el 
que los grupos donadores de electrones de la superficie de la proteína se 

encuentren parcialmente desprotonados.  

      Por ello, es habitual inducir la adsorción de las proteínas en el soporte 
trabajando a un pH ligeramente alcalino y con una fuerza iónica elevada; así, 

generalmente los tampones usados en IMAC son de fosfato de sodio con una 
concentración que oscila entre 10 -100 mM a pH neutro o ligeramente alcalino; 

otras soluciones tampón como Tris-HCl también son usadas con mas restricción 
debido a que su funcionalidad no es muy conveniente con determinados iones 

metálicos como el Fe3+ (Borrebaeck et al; 1981).  

      El comportamiento del tampón en los procesos de adsorción y elución es 

complicado, pues afecta a distintas propiedades, como el comportamiento 
nucleofilico de los componentes del tampón, así como las propiedades de aceptor-

dador de electrones de los solutos y la estabilidad del metal Wizerling (1992). 

 
 
3.3.2. Proceso de elución 

 

 
      Teniendo en cuenta el ligando de afinidad y al tipo de biomolecula a separar, 

se selecciona el método de elución de tal forma que lo que se busca es recuperar el 
mayor porcentaje de biomolecula posible. Así, en la figura 3-18 se representan los 

métodos de elución más comúnmente usados en cromatografía de afinidad, los 
cuales se describen a continuación: 
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Figura 3-18. Algunos métodos de elución en cromatografía de afinidad, adaptado 

de Mallik and Hage, 2006. 

 

 

• Elución isocrática: Se logra mediante el uso constante de un medio 
solvente durante el desarrollo del proceso cromatográfico (es decir, las 

misma condiciones para ambos, adsorción y elución de los componentes 

retardados). En este caso el pH o la concentración de sal en la solución 
tampón debe permitir la interacción incompleta entre la proteína y los 

iones metálicos inmovilizados.  

La elución isocrática es especialmente eficaz en el aislamiento de proteínas 

de bajo peso molecular (MW<30000), péptidos y aminoácidos. Las ventajas 
de esta técnica incluyen una mejora en la resolución y rápida regeneración 

de la columna. Con proteínas de alto peso molecular, los picos se 

extienden, lo que limita la aplicación de este método a este tipo de 

proteínas (Winzerling et al; 1992). 

• Elución por gradientes: Es probablemente el método más usado para la 
elución de proteínas. Los gradientes aplicados en la técnica IMAC 

dependerá de la naturaleza de los iones metálicos inmovilizados. Se puede 
usar para esta técnica gradientes de concentración iónica, pH, 
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concentración de ligando competitivo, o una combinación de ellos 

(Winzerling et al; 1992).  

Existen algunos modelos que describen la elución isocrática de 
componentes de bajo peso molecular, pero sistemas que requieren separar 

proteínas de alto peso molecular donde la retención de los componentes 
depende en gran parte de la composición de la fase móvil, es imperativo 

utilizar elución por gradiente.  

En este caso la composición de la fase móvil en cualquier punto de la 
columna varía con el tiempo, con lo cual se logra que el componente más 

retardado se mueva más rápido a través de la columna, reduciéndose 

considerablemente los tiempos de elución (Winzerling et al; 1992). 

 Dado que la técnica de elución por gradiente es compleja y se aplica a 
moléculas de alto peso molecular, los enfoques para el desarrollo de 

modelos que la describan, están basados en simplificaciones de las teorías 
usadas para elución isocrática, suponiendo un factor de retención 

constante, dado por la concentración del modulador de la fase móvil 

(eluyente) cuando sale de la columna (Winzerling et al; 1992). 

• Elución Bioespecífica normal: Este método se basa en la interacción de un 

inhibidor con la biomolecula a separar, de tal forma que la biomolecula que 
está retenida por el ligando de afinidad de bajo peso molecular es eluída 

con un inhibidor que a su vez es también de bajo peso molecular y que 
tiene preferencia por el sitio activo de la biomolecula, de tal forma que la 

biomolecula es liberada junto con el inhibidor, dejando libre el ligando. 

• Elución Bioespecífica Invertida: La elución de biomoléculas adsorbidas 

puede ser bioespecífica invertida cuando un contraligando presente en la 
fase móvil compite con el ligando inmovilizado en la matriz (Winzerling, 

1992).  

Para ello se utilizan compuestos que contengan moléculas donantes de 
electrones como por ejemplo imidazol, cloruro de amonio, histamina, etc. 

(Porath et al; 1983). Por otra parte, ciertos grupos donantes de electrones 
también pueden causar la elución por competencia como por ejemplo el 
fosfato si no se usa en la etapa de adsorción, ya que se puede usar como 

eluyente y purificador de diversas proteínas (Andersson and Porath, 1986; 
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Muszynska et al; 1986). De tal forma que el agente competitivo ocupa el 
sitio (ligando) de la biomolecula liberada. 

• Elución no específica: Este tipo de elución se lleva a cabo generando un 

cambio en la fase móvil o en las condiciones de la columna de afinidad, por 
ejemplo mediante el uso de un tampón en el que el pH la fuerza iónica o la 

polaridad sean alterados drásticamente, con respecto al tampón utilizado 
para llevar a cabo el proceso de adsorción (Mallik and Hage, 2006).  

      Existen otros métodos de elución que involucran la utilización de agentes 

quelantes como como el EDTA o EGTA, los cuales son menos usados debido a 
que conllevan la eliminación del ligando si este es un ion metálico; usualmente 

este método es utilizado como último recurso en caso de que sea muy difícil 
recuperar la biomolecula por otros métodos de elución (Kastner, 1999). 

 

 

3.3.3. Regeneración  

 
 

      Por lo general las medidas rutinarias de regeneración requieren de un lavado 

con suficiente solución tampón de partida para restaurar el equilibrio.  
 

      Para eliminar la proteína residual que todavía está ligada a la matriz de forma 
no especifica, las columnas a menudo pueden ser limpiadas por lavados 

alternativos con un 40% de acido acético o 0,1M HCl, 1M NaCl o KCl y 1M de 
NaOH; el NaOH no es posible usarlo si la matriz es de sílice. También se pueden 

solubilizar las proteínas con detergentes no iónicos como el Tritón X-100 en agua.  
      Además, los lípidos y los materiales muy hidrofóbicos pueden ser desorbidos 

por lavado con etanol al 70% o 30% de isopropanol.   
 

      A veces, un tratamiento periódico con unas cuantas inyecciones de 
acetonitrilo/ácido fórmico (1:1) o DMSO ayudan al proceso de desorción.  Lípidos 

muy difíciles de limpiar pueden requerir compuestos orgánicos no polares como el 
cloroformo, éter dietílico o hexano (Kastner, 1999).  
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3.3.4. Fase Móvil: pH, tampones y fuerza Iónica 

 

 
 

     La selectividad de la cromatografía IMAC hacia una proteína también depende 
de la fase móvil. Un aumento de la fuerza iónica de los tampones puede llevar a 

eliminar totalmente las interacciones secundarias electrostáticas no deseadas, 
aumentando además, en número de enlaces proteína-ligando (Arnold, 1991).  

 
     El efecto de los electrolitos sobre la retención de proteínas esta relacionado con 

la afinidad del ion metálico hacia las moléculas de agua de solvatación; cuando 
estas fuerzas entre los iones metálicos y las moléculas de agua de solvatación se 

hacen más débiles, aumenta la fuerza iónica de los tampones, favoreciendo los 
procesos de adsorción de las proteínas (Kastner, 1999). 

 
      La adsorción de una proteína en cromatografía IMAC se lleva a cabo a un 

determinado pH, en el cual los grupos dadores de electrones de la superficie de la 
proteína se encuentran parcialmente desprotonados. Es una práctica habitual en 

cromatografía IMAC la de inducir la adsorción de las proteínas en el soporte 
trabajando a un pH ligeramente alcalino y con una fuerza iónica elevada. Los 

tampones de fosfato y acetato son habitualmente los más usados (Kastner, 1999). 
 

     El comportamiento del tampón en los procesos de adsorción y elución es 

complicado, ya que afecta a un gran número de propiedades, incluyendo entre 
ellas el comportamiento nucleofílico de los componentes del tampón, las 

propiedades de aceptor-dador de electrones de soluto y la estabilidad del metal. Un 
intervalo de pH entre 6-8 favorece la retención de los residuos de histidina y 

cisteína, a pHs más alcalinos se favorece la coordinación con grupos funcionales 

amino, por lo que se reduce la selectividad (Ueda et al; 2003). 
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3.4. Preparación de la matriz IMAC 

 

 
      Como se mencionó anteriormente en el diseño de una matriz de afinidad, hay 

tres pasos fundamentales que son: 

 

• Elección de la matriz 

• Elección del ligando y del brazo espaciador 

• Elección del método de enlace 

 

      Así, en el trabajo presentado en esta tesis se empleara:  

 

� Matriz: Se utilizará un monolito cerámico como soporte sólido recubierto 
de agarosa tipo D5 (descrita en el apartado 32.2.1.1.b), un gel microporoso 

que garantizará que los procesos de adsorción se lleven a cabo en la 

superficie del adsorbente. 

� Ligando y brazo espaciador: Se utilizara ácido iminodiacetico (IDA) como 

grupo quelante y Cu2+ como ion metálico, ya que la conjunción de estos dos 

compuestos proporciona un complejo tridentado con tres centros de 
coordinación libres para el enlace con la proteína. Adicionalmente, el IDA 

es el agente quelante que es utilizado comúnmente para complejar el ion 
cuando este es Cu2+.  
 

 Se utilizara 1,4 butanodiol-diglicidil-éter como brazo espaciador, ya que los 

compuestos como los diglicidil ésteres (bis-oxiranos) que son cadenas con 
un anillo epoxi en cada extremo, uno de los cuales reacciona con la matriz y 

el otro con el ligando, de tal forma que por sí mismos proporcionan un 
brazo espaciador, por lo tanto no es preciso activar la matriz previamente, ya 

que este compuesto sirve para activarla e introducir el brazo espaciador 

simultáneamente, obteniéndose un soporte epoxi-agarosa (Hermanson et al; 
1992). 
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      Asimismo, las biomoléculas seleccionadas para llevar a cabo los procesos de 
separación basados en la técnica IMAC propuesta en este trabajo, son la proteína 

suero de albumina bovina (BSA) utilizada para establecer las condiciones del 
sistema y la enzima catalasa (CAT) por ser una metalo-enzima que presenta gran 

afinidad por lo iones metálicos. Por tanto, a continuación se describirán las 
propiedades características de estas dos biomoléculas respectivamente. 

 
 

 

3.5. Descripción de las propiedades características de la proteína 
BSA y la enzima CAT 

 
 
 

      A continuación se describirán las principales propiedades de las dos 
biomoléculas estudiadas en el presente trabajo. 

 
       La proteína suero de albumina bovino, perteneciente al grupo de las 

albuminas y sintetizada en el hígado, es una proteína que ha sido estudiada 
ampliamente y de la cual se conocen prácticamente todas sus propiedades y la 

enzima Catalasa, muy importante a nivel celular ya que es la encargada de 
catalalizar la descomposición del peróxido de hidrogeno (un residuo toxico del 

metabolismo celular de muchos organismos vivos) en agua y oxígeno. 

 
 
 

3.5.1.  Suero de Albumina bovino (BSA) 
 

 

 

      La albumina es una de las proteínas que ha sido más estudiada, y siendo la 
proteína más abundante en el plasma sanguíneo con una concentración típica de 

5g/100ml.  La albumina de suero bovino es una proteína extraída del suero 
bovino y es ampliamente utilizada en muchos procedimientos bioquímicos. 
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3.5.1.1. Estructura primaria, secundaria y terciaria 
 

 
      La molécula de BSA (figura 3-19) se compone de tres dominios homólogos (I, 

II, III), que se dividen en 9 bucles (L1-L9) por 17 puentes de disulfuro. Cada 
dominio a su vez es el producto de dos subdominios (IA, IB, etc).  La estructura 

primaria de la albumina es inusual entre las proteínas extracelulares en la posición 
de un solo grupo sulfhidrilo (Cys-34), siendo esta estructura predominantemente 

alfa-helicoidal (67%). De esta forma, cada uno de los dominios se puede dividir en 
10 segmentos helicoidales, 1-6 para el subdominio A y 7-10 para el subdominio B 

(King and Spencer, 1970). 

 
      Los dominios I y II, y II y III están conectados a través de extensiones 

helicoidales de la siguiente forma: 10 (I) – 1 (II) y 10 (II) – 1 (III), generando la 
creación de las dos hélices más largas de la albumina. La albumina bovina contiene 

cuatro residuos de metionina, en la posición 87, 184, 445 y 547, todos los residuos 
menos el Met-184 se producen en posiciones similares que la albumina humana y 

solo esta metionina se encuentra fuera de los lazos de disulfuro (King and Spencer, 
1970). 

 
      Varios investigadores han descrito secuencias parciales de la cadena de 

albumina bovina: el C-terminal Ala con hidracina o reducción con borohidruro de 

litio (Schmid, 1959), péptidos del 1-24 (Shearer et al; 1967); fragmentos de 3 
bromuro de cianógeno 1-87, 548-583 y 88-184 (King and Spencer, 1972), la orden 

de los residuos de aminoácidos 469-470 (Weijers, 1977), residuos 401-404 

incluyendo una inserción en el residuo 401, y la asignación del grupo amida en los 

residuos 389, 390, 392 y 393 (Reed et al; 1980) y la inserción de Tyr-155 (Ueno et 

al; 1985). 
 

      En la tabla 3-7 se recogen la composición de los aminoácidos que conforman el 
suero albumino dependiendo de su procedencia. 
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Tabla 3-7. Composición de aminoácidos del suero albumino. 

 
Aminoácido/parámetros Humanoa Bovinob Ratac Proteína 

Avgd 

Acido aspártico 36 40 32 32 
Asparagina 17 14 20 24 
Treonina 28 34 33 36 
Serina 24 28 24 43 
Ácido glutámico 62 59 57 32 
Glutamina 20 20 25 23 
Prolina 24 28 30 32 
Glicina 12 16 17 52 
Alanina 62 46 61 49 
Valina 41 36 35 38 
Cisteína/2 35 35 35 38 
Metionina 6 4 6 9 
Isoleucina 8 14 13 23 
Leucina 61 61 56 44 
Tirosina 18 20 21 19 

Fenilalanina 31 27 26 22 
Lisina 59 59 53 42 
Histidina 16 17 15 15 
Triptófano 1 2 1 6 
Arginina 24 23 24 25 
     
Total 585 583 584 585 
Calc. Mol. Masa (Da) 66438,41 66411,17 65850,51  
Calc. % N 16,5707 16,4648 16,6923  
Avg. Residuo masa (Da) 113,5704 113,9128 112,7924  
Calc. Carga neta (pH 7) 215 217 212  

  Fuente: Peters, 1995 
a. De acuerdo con secuencia de aminoácidos de la HSA descrita por Minghetti et al; 

1986. 
b. De acuerdo con secuencia de aminoácidos de la BSA descrita por Holowacuk, 

1991. 

c. Sargent et al; 1981. 
d. Doolittle, 1987. 
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3.5.1.2. Propiedades físico-químicas 
 
 

       La albumina bovina no presenta una carga uniforme en la estructura primaria, 
a pH neutro se calcula una carga neta de -10, -8, y 0 para los dominios I, II y III 

respectivamente. La distribución de la carga en la superficie se muestra en la figura 
3-19.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-19. Modelo de la molécula de albumina bovina con residuos básicos de 
color azul, residuos ácidos de color rojo y los neutros en color amarillo; a) vista 

frontal, b) vista anterior, c) lado izquierdo, y d) lado derecho. Propuesto por Carter 
and Ho (1994). 

 

 

3.5.1.3. Viscosidad 

 
 

      La viscosidad de una disolución de proteína depende de las características 

intrínsecas tales como masa molecular, tamaño, volumen, forma, superficie de 

carga y facilidad de deformación. Kolthoff et al; encontró que la viscosidad de una 
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solución de proteínas aumentaba cuando se generaba división de enlaces de 

disulfuro (Kolthoff et al; 1958). Wetzel et al; observaron un aumento lineal de la 
viscosidad aumentando la concentración hasta 65mg/ml y de manera exponencial 

en concentraciones más altas (Wetzel et al; 1980). 

 

 

3.5.1.4. Efecto del pH 

 
 

       La albumina bovina presenta conformación de isomerización reversible con 

cambios en el pH. En la figura 3-20 se representa la relación de las formas 

isoméricas del suero de albumina bovino propuesto por Foster en 1977. 
 

a) 

                             E F N B A< − − − > < − − − > < − − − > < − − − >  
pH transición:               2,7             4,3              8              10 
Nombre :        Expanded      Fast           Normal      Basic        Aged 

 

b) 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

  

 

 

Figura 3-20. a) Relación de las formas isoméricas del suero de albumina bovino, 

reproducidas por Peters, 1995, b) Configuraciones propuestas de las formas 
isoméricas de la albumina humana E, F, y N, reproducidas por Carter and Ho, 

1994. 
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       La transición NF implica el desarrollo del dominio II (Geison and Baven, 1977 
y Khan, 1986). La forma F se caracteriza por un aumento en la viscosidad, la 

solubilidad es mucho más baja y se genera una pérdida significativa en el 
contenido helicoidal (Foster, 1977). A valores de pH inferiores a 4, la albumina 

sufre una expansión con pérdida de hélices en el intra-dominio 10 del dominio en 
el que está conectado a la hélice 1 del dominio II, y que la hélice 10 del dominio II 

conecta a la hélice 1 del dominio III. Esto se conoce como la forma E que tiene 
una viscosidad intrínseca mayor y un aumento en la relación axial hidrodinámica 

de la hélice 4 a la 9. A pH 9 la proteína genera cambios conformacionales 
conocidos como forma básica B. Si la solución de albumina se mantiene a pH 9 y a 

una fuerza iónica baja a 3ºC por aproximadamente 3 a 4 días, se produce otro tipo 

de isomerización conocido como la forma A. 
 

      La tabla 3-8 recoge las principales propiedades fisicoquímica de la albumina 
humana y bovina. 
 
 

Tabla 3-8. Propiedades fisicoquímicas de las albuminas humana y bovina. 
 
Propiedad Humano Bovino Referencia 
Masa molecular (Da) 66468 66411  
Constante de sedimentación s20,w x1013 

Monómero 
Dímero 

 
4,6 
6,7 

 
4,5 
6,7 

 
(Oncley et al; 1946) 
(Squire et al; 1968) 

Constante de difusión D20,w x107, dcm2/s 6,1 5,9 (Wagner and 
Scheraga, 1956) 

Constante de difusión traslacional 
DT (x10-13 m2s-1) 

628 -----  

Volumen especifico parcial V20 0,7336 0,733 (Hunter, 1966) 

Viscosidad intrínseca, η  0,042 0,041 (Hunter, 1966) 
(McMillan, 1974) 

Dimensiones, A 
Fisicoquímicas  
Estructura cristalina 

 
38 x 150 

30 x 80 x 80 

 
41,6 x 
140,9 

----- 

 
(Hughes, 1954) 
(Wright and 
Thompson, 1975) 
(He and Carter, 
1992) 

Radio axial 3,9:1 3,4:1 (Oncley et al; 1946) 
(Wright and 
Thompson, 1975) 

Radio hidrodinámico de rotación ,AAA 26,4 ----- (Clarlwood, 1961) 
Radio hidrodinámico de translación A 33,1 -----  
Volumen molecular, A3, anhídrido  
Calculado a partir de V20 

Calculado a partir de la estructura 
cristalina 

 
80,000 

88,249 

 
81,000 

----- 

 
(Anderegg et al; 
1955) 
(Riddiford and 
Jennings, 1966) 
(Carter and Ho, 
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1994) 
Área molecular A2, calculado a partir de 
la estructura cristalina 

28,202 ----- (Carter and Ho, 
1994) 

Coeficiente de fricción, f/f0 1,284 1,30 (Oncley et al; 1946) 
(Creeth, 1952) 

Punto isoiónico  5,168 5,15 (Hughes, 1954) 
(Foster. 1977) 

Punto isoeléctrico  4,7 4,7  
Movilidad electroforética, pH 8,6 -5,9  (Alberty, 1953) 
Carga neta por molécula, pH 7,4  -19  (Tanford, 1950) 
Incremento índice de refracción (578 
nm), x 10-3 

1,89 1,90 (Armstrong, 1947) 
(Wright and 
Thompson, 1975) 

Absorbancia óptica , 279 nm, 1g l-1 0,531 0,667 (Janatova, 1968) 
Media de rotación de los residuos [m]233 8590 8443 (Wallevik, 1973) 

(Moore and Foster, 
1968) 

Media elipticidad de los residuos (theta) 
� 290 nm 
� 222 nm 

 
17 

16 

 
21,1 

20,1 

 
(Sjôdin and 
Ljungsted, 1973) 
(Noel and 
 Hunter, 1972) 

% estimación α hélice 67 68 (Carter y Ho, 1994) 
(Reed et al; 1975) 

% Forma β 10 17  

                                                                                     Fuente: Peters, 1995 

 
 
3.5.1.5. Afinidad con ligandos 
 
 
 
 

       Una de las características más importantes de la albumina es su capacidad para 
unirse de forma reversible con una gran variedad de ligandos.  

      La proteína BSA es la principal portadora de los ácidos grasos que de otro 
modo serian insolubles en el plasma. También genera procesos de inactivación de 

diversos metabolitos tóxicos lipofilicos como la bilirrubina.  

      La albumina tiene una alta afinidad por los ácidos grasos, hematina, 
bilirrubina, así como para los pequeños compuestos aromáticos cargados 

negativamente. Forma enlaces con diversos iones metálicos como Cu2+, Ni2+, Hg2+, 
Ag2+, y Au2+ entre otros (Peters, 1995). 
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3.5.2.  Catalasa (CAT) 

 

      La catalasa (figura 3-21) (peróxido de hidrogeno: peróxido de hidrogeno 

oxidoreductasa EC 1.11.1.6) es una de las enzimas más abundantes en la 
naturaleza y se encuentra distribuida ampliamente en el cuerpo humano, su 

actividad varía dependiendo del tejido, siendo más alta en el hígado y en los 
riñones y más baja en el tejido conectivo y los epitelios y prácticamente nula en el 

tejido nervioso. A nivel celular se localiza en las mitocondrias y los perixosomas, 

excepto en los eritrocitos, donde se encuentra el citosol (Gaetani et al; 1996).  

 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-21. Estructura de las cuatro sub-unidades de la enzima CAT (Goodsell 

&RCSB Protein Data Bank, 2013). 

 

       Es una hemoproteína enzimáticamente activa, la cual contiene un protohemo 

como grupo protestico parecido a de la hemoglobina.  Pertenece al grupo de 
metaloporfirinoenzimas, las cuales presentan grupos prostéticos del tipo de las 

cobalaminas (transmetilasa del hígado, metilmalonil CoA mutasa), o del tipo de las 
protoheminas (citocromo c oxidasa, citocromo c, peroxidasa, catalasa). 
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      Esta enzima previene la acumulación de peróxidos tóxicos que pueden formarse 
durante la respiración celular. La reacción general de esta enzima se muestra en la 

ecuación 3-1: 

                                                    2 2 2 22 2H O H O O→ +                                                              (3-1) 

     
      Donde el donador de electrones es la segunda molécula de peróxido de 

hidrogeno (Switala and Loewen, 2002). 
 

 
 

  3.5.2.1. Características estructurales 
 
 
 

     Es una metaloproteína tetramérica, cuyo peso molecular se encuentra en el 

intervalo de 210-280 kD. Consta de 4 subunidades idénticas que se mantienen 
unidas por interacciones no covalentes y cada subunidad contiene un grupo 

prostético de protoporfirina IX; adicionalmente el contenido protohémico y el del 
hierro representan un 1,1% y 0,09% respecto del peso molecular total de la 

enzima (Hadju et al; 1977). 
 
     En la figura 3-22 se muestra un esquema de la estructura del grupo hemo de la 

catalasa: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-22. Estructura del grupo hemo de la catalasa. 
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      En algunas especies, la catalasa contiene moléculas de nicotinamín adenín 
dinucleótido fosfatado en su forma reducida (NADPH) ligadas estrechamente a la 

enzima, demostrándose que la catalasa humana y de bovino está ligada a 4 
moléculas de NADPH, una molécula en cada subunidad no existiendo interacción 

directa entre el grupo hemo y la molécula de NADPH (Fita and Rossman, 1985). 

      La molécula de NADPH unida a la enzima no está involucrada en su actividad 
catalítica o peroxidatva. Esta molécula puede intervenir en la prevención y 

reversión parcial de la inactivación de la catalasa por su propio sustrato tóxico y 
estabiliza a la enzima por tener un efecto alostérico sobre su conformación. 

Además, la catalasa constituye un reservorio de NADPH, lo cual juega un 

importante papel durante el estrés oxidativo (Chelikani et al; 2004). 

 
 

3.5.2.2. Función enzimática 

 
 

      La catalasa como parte del sistema antioxidante está involucrada en la 
destrucción del H2O2 generado durante el metabolismo celular. Esta enzima se 

caracteriza por su alta capacidad de reacción pero poca afinidad con el sustrato. 
Presenta dos funciones: una catalítica y otra peroxidativa, ambas funciones se 

pueden representar por la ecuación 3-1 descrita anteriormente. 
 

      La reacción general entraña la reducción del sustrato tomando los átomos de 
hidrógeno aportados por el donador y los productos finales serían el sustrato 

reducido y el donador oxidado. En la función catalítica, el donador es otra 
molécula de H2O2, siendo esta función realizada únicamente por la enzima en su 

forma tetramérica de acuerdo a la ecuación 3-1. 
 

      En la reacción peroxidativa la enzima puede utilizar como donadores de 

hidrógeno al metanol, etanol, ácido fórmico, fenol y formaldehido (Havir and 
McHale, 1989), la cual se puede llevar a cabo con monómeros, dímeros y 

tetrámeros (Srivastava and Ansari, 1980). 
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3.5.2.3. Estructura de la catalasa 

 
      A continuación se describirá de forma general las cuatro estructuras de las 

cuales está formada la enzima catalasa. 
 

 

3.5.2.3.1. Estructura primaria 

 
      La estructura primaria de la catalasa se compone de una cadena polipeptidica 
de 526 aminoácidos, como se muestra en la figura 3-23. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-23. Secuencia de la cadena polipeptida de aminoácidos de la catalasa 

proveniente de hígado de bovino. 
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3.5.2.3.2. Estructura secundaria  

 
 
      El 60% de la estructura de la catalasa se compone de estructuras regulares, 

correspondientes a las hélices (alfa) y 12% a la estructura (beta), la estructura 
irregular incluye el predominio de las cadenas y los buques distendidos que 

desempeñan un papel importante en el mantenimiento del tetrámetro. 
 

 

3.5.2.3.3. Estructura terciaria  

 

 
     Cada monómero posee cuatro dominios: 

 

1er Dominio:  

1. Constituido por 75 residuos amino-terminal. 
2. La formación de un brazo con dos elices (alfa). 

2do Dominio: 

1. Es el más grande, contiene el grupo hemo y los residuos 76-230. 
2. Se puede clasificar como un dominio alfa+beta. 

3er Dominio: 

1. Compuesto por los residuos 321-436 y designado como envolvente. 
2. Carente de estructura secundaria apreciable con solo dos elices alfa. 

4to Dominio: 

1. Porción carboxi-terminal constituida por los residuos 457-506. 
2. Involucrado en un dominio con 4 hélices, 3 de ellas alfa (dominio que 

contiene el grupo hemo) formado en la superficie de la enzima. 
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3.5.2.3.4. Estructura cuaternaria 
 
     

      La catalasa funcional es un tetrámero de cuatro subunidades idénticas, cada 
monómero contiene un grupo hemo y un grupo NADP. Mientras los grupoa 

NADPs se encuentran en la superficie, los grupos hemo se encuentran en el centro 
de cada monómero aproximadamente 20Å debajo de la superficie molecular y 

aproximadamente a 26Å del centro del tetrámetro. 
 

      En la figura 3-24 a) se puede observar la figura estéreo de la catalasa 
proveniente de eritrocitos humanos y b) La estructura de la enzima catalasa cerca 

del grupo hemo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-24. a) Visión estéreo de la catalasa proveniente de eritrocitos humanos, b) 
Vista de la estructura de catalasa cerca del grupo hemo. 

 
 

      La caracterización de los enlaces provenientes de las reacciones bioquímicas, es 
clave para el entendimiento de los procesos que se llevan a cabo a nivel molecular, 

por lo tanto la investigación bioquímica y biomédica requiere de técnicas para el 
análisis preciso de estas reacciones. Es por esta razón que en la presente 
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investigación se utilizará la técnica de nano-calorimetría isotérmica (ITC) para 
caracterizar los enlaces moleculares realizados entre el adsorbente IMAC y las dos 

proteínas descritas previamente. 
 

      Por tanto, a continuación se describirán los fundamentos en los cuales está 
basada la técnica de nano-calorimetría isotérmica (ITC), así como la técnica 

propiamente. 
 

 
 

3.6. Termodinámica de enlace 

 

 
      La termodinámica química es la rama de la termodinámica que se encarga del 

estudio, análisis y evaluación de las energías de los procesos en una reacción 
química y dentro de esta se encuentra la termodinámica de    enlace, que estudia el 

comportamiento de los enlaces moleculares. 

      Cada uno de los parámetros termodinámicos es explicado a través de la energía 

libre de Gibbs (∆G), que describe la tendencia de asociación de un sistema 
molecular y da información sobre la viabilidad de las reacciones; reflejando dos 

efectos opuestos fundamentales a nivel molecular: la tendencia a un valor de 
energía negativo (formación enlaces, H∆ negativo), compensado por la tendencia 

igualmente natural a que el movimiento perturbe las estructuras (rotura de enlace, 

S∆ positivo); de esta forma, usualmente un valor negativo de ∆G (denominado 
exergónico) corresponde a una reacción favorable donde no hay trabajo requerido 

para que la reacción se produzca, por otro lado ∆G positivo (denominado 
endergónico) significara que el trabajo se debe hacer desde el entorno para que la 

reacción se lleve cabo correspondiendo a una reacción química no favorable 

(Wiseman et al; 1989).  

      Así, la energía libre de Gibbs depende tanto de la entalpia (∆H), entropía (∆S) 

y la constante de equilibrio como se muestra en las ecuaciones 3-2 y 3-3 
respectivamente, donde G∆ es la energía libre de Gibbs, H∆ es la entalpia de 

enlace, T es la temperatura absoluta (temperatura constante) y S∆ la entropía de 

enlace y Kb la constante de equilibrio de enlace (Wiseman, 1989). 

                                                       G H T S∆ = ∆ − ∆                                                              (3-2) 
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                                                 ln bG RT K∆ = −                                                                     (3-3) 

      La entalpia (∆H), es una medida de la cantidad total de calor implicado en una 
reacción a presión y temperatura constante. Para cualquier sistema, la entalpía está 
definida explícitamente por la ecuación matemática 3-4 que se muestra a 

continuación. 

                                             H U PV= +                                                            (3-4) 

      Donde U es la energía total del sistema, P es la presión absoluta y V el volumen 

total. Así, el producto de PV tiene unidades de energía, al igual que U, por lo tanto 

H también presenta unidades de energía. 

      Puesto que U, P, y V son funciones de estado, H tal y como está definida en la 

ecuación 3-4, también debería ser una función de estado. Por lo tanto, la forma 
diferencial de la ecuación 3-4 puede escribirse de acuerdo a la ecuación 3-5 que se 

muestra a continuación: 

                                          ( )dH dU d PV= +                                                     (3-5) 

      Así, esta ecuación es aplicada cada vez que ocurre un cambio diferencial en el 

sistema. Por tanto la integración de la ecuación 3-5, proporciona la ecuación 3-6 
que se muestra a continuación: 

                                         ( )H U PV∆ = ∆ + ∆                                                      (3-6)  

      La ecuación 3-6 es una expresión que puede aplicarse cada vez que ocurre un 

cambio finito en el sistema de enlace. 

      De tal forma que si una reacción es exotérmica, mostrara un valor negativo de 

entalpia y un valor positivo indica que la reacción es endotérmica, así la entalpia 
contribuirá a la espontaneidad de la reacción si se trata de una reacción 

exotérmica, dependiendo del tipo de interacciones que se produzcan en el enlace, 
tales como puentes de hidrogeno, fuerzas de van der Waals, interacciones 

electrostáticas e interacciones π/π entre otras (Smith and Van Ness, 1975). 

      Otra función de estado es la entropía (∆S), la cual representa una medida de la 
dispersión de la energía para una determinada temperatura y es una función del 

desorden de las moléculas, de tal forma que el aumento del desorden de un 

sistema se ve reflejado al incrementar (∆S).  

      De tal forma que para un proceso reversible cuasiestático entre dos estados de 

equilibrio, si dQ´ es el calor adsorbido o liberado por el sistema durante algún 
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intervalo, el cambio de la entropía, dS, entre dos estados de equilibrio esta dado 

por el calor transferido, dQ´ dividido entre la temperatura absoluta del sistema en 
ese intervalo, de acuerdo a la ecuación 3-7 que se muestra a continuación: 

                                               

                                                   �� = ��´

��
                                                (3-7) 

       De tal forma que cuando el sistema absorbe calor, dQ´ es positivo y la entropía 

aumenta y cuando el sistema libera calor, dQ´ es negativo y la entropía disminuye, 
de tal forma que la ecuación 3-7 no define la entropía sino el cambio de la misma. 

      Asimismo, la constante de equilibrio de enlace (Kb) es un índice de la fuerza de 
la unión del ligando a la proteína (Jelesarov and Bosshard, 1999). 

      Aunque existen muchas técnicas para estudiar las reacciones de enlace, todas 

con excepción de la calorimetría isotérmica ITC (Isothermal titration calorimetry) 
requieren el cálculo de la entalpia a partir de medidas experimentales, lo cual 

introduce un grado de inexactitud en el valor de ∆H.   

      En este sentido la nano-calorimetría es única ya que a temperatura y presión 

constantes el equipo ITC mide directamente la entalpia de reacción de enlace. 

Entonces, un valor mayor de Kb correspondería a un ∆G más negativo que 
indicaría un enlace más disociado. Por otra parte variaciones en sentido opuesto, 

hace que variaciones grandes en la entalpía y la entropía conduzca a pequeños 
cambios en el valor de la energía libre de Gibbs (Jelesarov and Bosshard, 1999; 

Velazquez-Campoy and Freire, 2005). 

 

 

3.6.1. Técnica de nano-calorimetria isotérmica (Isothermal Titration 

Calorimetry – ITC) 
 

 

       Como se ha mencionado, las contribuciones entálpicas y entrópicas a la 
energía libre de Gibbs, puede proporcionar información sobre el mecanismo de 

unión. De esta forma, los grandes oscilaciones en H∆ y S∆ pueden indicar 
cambios en la forma de unión que no son evidentes a partir de los pequeños 

cambios resultantes de G∆ . 
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      Conociendo si una variación  de la entalpía o la entropía es favorable, se puede 
conocer información sobre la naturaleza de las interacciones no covalentes 

asociadas al sistema, así mimo, la dependencia de la temperatura en la entalpía de 
enlace también ofrece valiosa información sobre estas interacciones (Wiseman, 

1989).  

      El cambio en la entalpia que acompaña a un proceso químico se puede 
determinar ya sea directa o indirectamente, los métodos indirectos involucran 

inevitablemente el cálculo de las magnitudes relacionados de alguna forma con la 
entalpia a partir de relaciones teóricas, como el análisis de van´t Hoff, donde los 

cambios de la entalpia tras la unión son calculados a partir de la dependencia de la 
temperatura con la constante de equilibrio de enlace.  

      Se ha demostrado que las mediciones directas e indirectas de la entalpia 

muestran resultados aceptables, sin embargo se deben hacer medida en un amplio 
intervalo de temperatura, lo que a menudo no es factible experimentalmente y 

conducen a errores en los parámetros resultantes del análisis de Van´t Hoff 
(Wiseman, 1989).  

      La nano-calorimetría isotérmica (ITC), es una técnica experimental 

calorimétrica que ofrece una medida directa de la entalpia y la constante de enlace 
a partir de la estequiometria, mediante la medición del calor liberado o absorbido 

a presión y temperatura constante durante una reacción diseñada específicamente 
para un proceso determinado.  

      Esta técnica es el único método que permite la caracterización directa del calor 

involucrado en cualquier proceso (Todd and Gómez, 2001) y es ideal para adquirir 
una descripción termodinámica completa de un proceso de enlace (Jelesorov and 

Bosshard, 1999).  

      La ventaja del ITC con respecto a los métodos indirectos, tales como las 
técnicas cinéticas es que es eficaz y no es invasivo (Harding and Chowdhy, 2001), 

(Holdgate, 2001), (Leavitt and Freire, 2001) y (Ladbury, 2004) de tal forma que si 
se diseña cuidadosamente los experimentos, estos a su vez proporcionaran la 

constante de enlace y la entalpia de enlace, pudiéndose calcular fácilmente la 
energía libre de Gibbs y la entropía.  

      Por medio del ITC se puede medir directamente la energía asociada a los 

procesos que ocurren a presión y temperatura constante.  
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      Cuando se estudian los procesos de unión, el objetivo es generar una isoterma 
de enlace, es decir, una curva que represente el grado de saturación de la proteína 

en términos de la concentración de ligando.  

      Para esto, las alícuotas de ligando se introducen mediante una jeringa con 
agitación contralada por medio de un ordenador a la solución de proteína que se 

encuentra en la celda de reacción (figura 3-25). Después de cada inyección de 
ligando, el calor liberado o adsorbido se mide con respecto a una celda de 

referencia que contiene agua ultrapura o tampón en su interior. El cambio de calor 
es supervisado por la energía eléctrica necesaria para mantener una pequeña 

diferencia de temperatura entre ambas celdas (reacción y referencia), las cuales 
están dentro de una camisa adiabática (Holdgate, 2001.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-25. Representación esquemática de equipo de ITC, propuesto por 
Holdgate, 2001. 
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      Así, La cantidad de proteína disponible que no se ha enlazado al ligando 
disminuye progresivamente después de cada inyección, por lo tanto, la magnitud 

de los picos se vuelven progresivamente más pequeña hasta que el complejo 
macromolecula-ligando alcanza la saturación.  De esta forma, el calor por inyección 

dQ* para la unión del ligando L* a una macromolécula M* para formar el 
complejo no covalente ML se representa en la ecuación 3-8: 

                                                           ��´ = ���∗�∗�∆! ∙ #$                                                  (3-8) 

     Donde Vc es el volumen de la celda de reacción del equipo ITC. Así, este 
cambio de calor puede ser diferenciado con respecto a la concentración total de 
ligando en la celda de reacción después de cada inyección (la variable bajo control 

experimental) para producir una isoterma de enlace.  

      Por otra parte, la constante de equilibrio de enlace para una reacción dada se 
puede estimar simultáneamente con el cambio de la entalpía, si las magnitudes de 

Kb y ∆H para la reacción que tiene lugar en el calorímetro está dentro de los 
límites. Así, la figura 3-26 muestra una familia de curvas de ruptura que 

representan la curvatura asociada al valor de Kb. 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-26. Variación de la constante de equilibrio de enlace Kb. 

      

       En la práctica las constantes de unión entre 103 a 108 M-1 pueden ser medidas 

con total precisión (Herding and Chowdry, 2001).  
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  3.6.1.1. Algunas aplicaciones del ITC en biotecnología 

 

 
      A continuación se describen algunas aplicaciones llevadas a cabo utilizando la 

técnica de nano-calorimetría isotérmica ITC. 

 

 

3.6.1.1.1. Aplicaciones en bioseparación 
 
 

      La nano-calorimetría isotérmica ITC ha sido aplicada a experimentos de 

cromatografía de interacción hidrofóbica, ayudando a la elección del adsorbente 
adecuado, el tipo de sal usada así como la concentración más adecuada para llevar 

a cabo la separación y purificación de péptidos y proteínas como por ejemplo α-

chymotrypsinogen A en diferentes tipos de adsorbentes (Huang et al; 2000; Lin et 

al; 1999 y Huang et al; 2003). También se han hecho estudios en cromatografía de 
afinidad con metales inmovilizados (IMAC), estudiando el mecanismo de 

interacción de diferentes tipos de proteína con diversos tipos de iones metálicos, 

pH en el medio, fuerzas iónicas etc. (Chen et al; 1996; Wu et al; 1996; Chen et al; 

1997;  Lina et al; 2001; Linb et al; 2001 y Wilcox, 2008; Zhang et al; 2000).  

      De las misma forma, se ha utilizado esta técnica en el análisis de interacciones 

empleando cromatografía de intercambio iónico, debido a que la fuerza de unión 
de las proteínas con las resinas utilizadas en este tipo de cromatografía, puede ser 

afectada por numerosos factores como el pH, la concentración de sal, temperatura 
etc; (Hallgren, 1999).  

 

 

3.6.1.1.2. Aplicaciones en el desarrollo de fármacos 

 
 

      La técnica ITC tiene una importante aplicación en la caracterización y 

optimización de compuestos aplicados al desarrollo de farmacos y medicamentos, 

donde las afinidades de enlace del fármaco a las dianas son identificados a partir 

de parámetros termodinámicos tales como: energía libre de Gibbs (∆G), entalpía 

(∆H), entropía (∆S) y la constante de enlace (Kb). Así para el enlace espontaneo 
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entre el fármaco y la diana, la energía libre de Gibbs ∆G debería ser negativa y 
estar directamente relacionada con la afinidad de dicho enlace (Cooper, 1999; 

Copper et al; 2001; Ladbury, 2001 y Olsson et al; 2011).  

 
      La afinidad entre el fármaco y la diana solo se logra cuando la entropía y la 

entalpia contribuyen de forma favorable a la reacción, así que para llevar a cabo un 

enlace favorable, el valor de ∆H debería ser negativo y el de ∆S positivo, debido a 
que la entalpia favorable para este tipo de aplicaciones está asociada a la formación 

de puente de hidrogeno, interacciones de Van de Waals (Sergio et al; 1981). Por lo 

tanto el valor de ∆H representa la fuerza de interacción fármaco-diana (Lipinski et 

al; 2001; Jin et al; 2004; Iwasaki et al; 2004 y Rubén et al; 2006). 

 

3.6.1.1.3. Aplicaciones en el metabolismo celular 

 

 
     

      Asimismo la técnica ITC ha sido utilizada para el estudio de microorganismos, 
sistemas celulares animales y humanos, plantas y tejidos de algunos mamíferos. 

Uno de los principales problemas encontrados en el estudio de células utilizando 
microcalorimetría es que los cultivos se pueden convertir en anóxicos debido a las 

limitaciones en el suministro de oxígeno (Kemp et al; 1997). Este problema fue 

resuelto desarrollando un birreactor calorimétrico (García-Payoa et al; 2002) y 
posteriormente utilizar una combinación del biorreactor con un microcalorímetro 

de flujo (Kemp et al; 1997).  
 
      Con la descripción de la termodinámica de enlace, finaliza el capitulo 

correspondiente al fundamento teórico concerniente a la investigación descrita en 

el presente trabajo. 
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4.  MATERIALES Y MÉTODOS

 

4.1. Productos químicos 

 

• Acetato de sodio anhidro, PM: 82,03 g/mol (SIGMA) 

• Acetona extra pura, PM: 5.08 g/mol (Scharlau) 

• Acido acético, 96% v/v, grado reactivo, PM: 60,05 g/mol, ρ: 1,05 g/cm3 

(Scharlau) 

• Ácido iminodiacético (sal di sódica) di-básico monohidratado  

• (SIGMA) 

• Agarosa tipo D-5, contenido en agua ≤ 7,0% (Laboratorios CONRA) 

• Suero de Albumina bovino, polvo liofilizado (libre de ácidos grasos) 
(SIGMA) 

• Catalasa de hígado bovino, 3809 unidades/mg sólido (SIGMA) 

• Imidazol,  PM: 68,077 g/mol (SIGMA) 

• Sefarosa CL-6B, Diámetro de grano húmedo: 40-165 µm (SIGMA) 

• Trizma base, PM: 121,14  g/mol (SIGMA) 

• 1,4 butanodiol diglicidil éter ≥ 95% (SIGMA) 

• CuCl2 anhídrido puro, PM: 134,45 g/mol (Riedel – de Haen) 

• HCl 35% pureza, PM: 36,46 g/mol, ρ: 1,19 g/cm3 (Sharlau) 

• KH2PO4 para análisis, PM: 136,09 g/mol (Panreac) 

• K2HPO4 anhidro purísimo, PM: 174,2 g/mol (Panreac) 

• KCl grado análisis, PM: 74,65 g/mol (Scharlau) 

• NaBH4 ≥ 98% (SIGMA)
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• Na2CO3 anhidro para análisis, PM: 105,99 g/mol (Panreac) 

• Na2PO4 Di básico anhidro, PM: 142,0 g/mol (SIGMA) 

• NaCL grado reactivo pureza ≥99,8% , PM: 58,44 g/mol (Scharlau) 

• NaOH en lentejas para análisis, PM: 40,0 g/mol (Panreac) 

• NaSCN higroscópico, PM: 81,07 g/mol (SIGMA) 

 

4.2. Material y equipos utilizados 

 

 

• Agitador magnético P-Selecta, Agimatic-N con controlador de agitación (60-
1600 rpm) 
 

• Agitador orbital Heidolph Unimax 2010 con controlador de agitación. (0-
325 rpm) 
 

• Balanza analítica. Precisa XT 220A 
 

• Bomba de vacío DX2 8614 AWFE2502, 230 V, 50Hz 
 

• Bomba peristáltica EYELA. Micro tube pump MP-3 con controlador de 
velocidad 
 

• Columna cromatografica encamisada. Phamacia Biotech XK 16 
 

• Cubetas de plástico semimicro (1ml) desechables 
 

• Espectrofotómetro doble haz UV-VIS. Kontron, Uvicon 922. Intervalo de 
longitud de onda 190-900nm 
 

• Filtros de naylon de 47mm de diámetro 
 

• Material de vidrio 
 

• Micro cubetas de flujo de cuarzo. Hellman 
 

• Micro pipetas automáticas Gilson (P-200, P-1000, P-5000) 
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• Monolito cerámico corderite (Cor ning NY) 
 

• pH-metro CRISON micro pH 2002 
 

• Reactores encamisados (250 ml) Afora 
 

• Nano ITC. TA Instruments 
 

• Zeta sizer nano ZS-90 
 

 

4.3. Preparación de la matriz cromatográfica 

 

 
      A continuación se describirá paso a paso la preparación de la matriz 
cromatografica utilizada en esta investigación. 

 

 

4.3.1. Preparación de los monolitos cerámicos 
 

 

 

      Para la preparación de los monolitos cerámicos se utilizó un monolito estándar 

400/6 (400 celdas/pulgada2) y 0,006 pulgadas de espesor de pared. El material es 
corderita, conteniendo trazas de hierro, titanio, potasio y calcio. Las columnas 

monolíticas se cortaron con un diámetro aproximado de 1,3 cm y longitud 7,5 cm, 
para ser colocadas en la columna cromatografica.  

 

      El monolito 400/6 tiene una densidad de 30.385 /M g cmρ = , área específica 

interna de la celda 2 327.560 /Ma cm cm=  y porosidad aparente EM 0,77 cm3/cm3, 

valores comunes para todos los monolitos. 
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1mm 

7.5cm 

1.3 cm 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 4-1. Estructura del monolito cerámico. 
 
      

 
      A todos los monolitos cerámicos usados en esta investigación, se les midió las 

siguientes propiedades físicas: 
 

• Diámetro (cm) 

• Longitud (cm) 

• Peso (g) 

• Recubrimiento de agarosa (g) 

• Espesor del recubrimiento de agarosa (µm) 

• Área total de la superficie (cm2) 

 
      Para calcular el área total de superficie del monolito cerámico se cuentan el 

número de canales cuadrados que se han mantenido abiertos (después del 
recubrimiento con agarosa del monolito cerámico, ver apartado 4.3.2.) para el 

flujo, con respecto a los canales totales del monolito, obteniendo así un valor real 
del área disponible para llevar a cabo el proceso de adsorción de la proteína. 
 
 

4.3.2. Preparación del recubrimiento de agarosa D5 

  

      Con el fin de recubrir el monolito cerámico, se preparó una disolución de 
agarosa tipo D-5 al 3%(w/v) en agua des-ionizada, la cual fue calentada a 70ºC y 
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agitada vigorosamente hasta obtener una solución homogénea, el monolito 
previamente pesado (seco) fue introducido por inmersión varias veces en la 

solución de agarosa, a continuación se hizo circular a través del monolito aire puro 
con el fin de que el gel no obstruyera los canales del mismo. Posteriormente el 

monolito fue pesado con el fin de calcular la cantidad de agarosa final depositada 
en él.  

  

4.3.3. Activación de la matriz de epoxi-agarosa 

 

 
      Como se ha descrito anteriormente, el grupo con el que se ha activado la 

matriz cromatográfica, es el grupo epoxi, utilizando como reactivo 1,4 butanodiol- 
diglicidil-éter, un monómero di epóxido de cadena larga que posee 10 átomos de 

carbono. 

 

 

 

 
                   Figura 4-2. Estructura del 1,4 butanodiol-diglicidil-éter. 

 

      Este compuesto proporciona además del brazo espaciador, la activación de la 

matriz obteniéndose así un soporte de epoxi agarosa. 

      El resultado del proceso de activación, es la formación de un enlace reversible 

tipo base de Schiff, ello supondrá la inmovilización irreversible del ligando IMAC. 

El tratamiento simultaneo con un agente reductor como el NaBH4 garantiza la 
irreversibilidad de los enlaces formados y la inactivación de los grupos reactivos del 

soporte que no hubiera interaccionado y que pasarían a convertirse en hidroxilos. 

      La reacción entre la agarosa y el 1,4 butanodiol diglicidil éter se llevó a cabo de 

acuerdo a una modificación en el protocolo de activación propuesto por Armisén 

et al; 1999. 
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4.3.3.1. Procedimiento  

 

• Introducir el monolito recubierto de agarosa en un reactor que conteniente 
100 cm3 de una disolución de NaOH 0,4M que contiene 1,13 g de NaBH4, 

38 cm3 de acetona y 19 cm3 de 1,4 butanodiol diglicidil éter. 

• Mantener en agitación orbital el reactor 6 horas a una velocidad de 118 rpm a 
298K. 

• Realizar dos adiciones posteriores de 19 cm3 de 1,4 butanodiol diglicidil éter a 
las 2 y 4 horas de reacción. 

• Lavar el monolito cerámico recubierto con abundante agua des ionizada. 

Después del proceso de activación la estructura que se obtiene es la que se muestra 

en la figura 4-3. 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-3. Estructura de la agarosa epoxi-activada. 

       
 

 
      En la figura 4-4 se muestra el esquema de la instalación empleada para llevar a 

cabo el proceso de activación de la matriz cromatográfica. 
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Figura 4-4. Instalación empleada para la preparación de las matrices: 1) 
Termostato, 2) Agitador orbital, 3) Reactor encamisado. 

 

4.3.4. Unión del compuesto quelante a la matriz activada. 

 
      El agente quelante utilizado en este trabajo es el ácido iminodiacético (IDA) 
(figura 4-5), debido a que utilizando este reactivo se consigue que el ion metálico 

(que en nuestro caso es el Cu2+) quede coordinado por tres sitios, dejando sus 
restantes sitios de coordinación disponibles para unirse con el nitrógeno 

desprotonado del grupo imidazol de la histidina, formándose un complejo ternario 
entre el IDA y los residuos de aminoácidos que se encuentran en la superficie de 

las proteínas, manteniéndose así, unido el ion metálico y la proteína de forma 

reversible (Hochuli et al; 1987). 

 

 

 

       

 

Figura 4-5. Estructura química del ácido iminodiacetico monohidratado (IDA). 
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      La unión del grupo quelante al soporte de epoxi agarosa se realizó de acuerdo a 

una modificación del procedimiento propuesto por Mateo et al; 2001. 

 

4.3.4.1. Procedimiento 

 

•  El monolito previamente lavado con agua des ionizada es introducido en un 
reactor que contiene 100 cm3 de Na2CO3 0,1M y 9 g de ácido iminodiacetico 
(IDA). 

 

• Mantener en agitación orbital el reactor 12 horas a una velocidad de 118 rpm 

a 298K. 

• Después de 12 horas de tiempo de reacción el monolito es nuevamente lavado 

con abundante agua des ionizada. 

   

      La estructura obtenida para la matriz después de las 12 horas de reacción se 

muestra en la figura 4-6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-6. Estructura de la matriz de IDA-agarosa. 
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4.3.5. Unión del metal a la matriz de IDA-agarosa y determinación 

del contenido en Cu2+ 

 

 

      Como se menciono el capitulo 3, la cromatografía de afinidad IMAC se basa 
fundamentalmente en la interacción entre determinados residuos de aminoácidos 

en la superficie de las proteínas, como cisteína, histidina, triptófano etc.; y cationes 

de metales que se encuentran formando quelatos (Yip et al; 1994), de tal forma 
que estos últimos actúan como aceptores de electrones (Anspach and Hutchens, 

1994 y Armisén et al; 1999). 

      La unión del metal a la matriz de IDA-agarosa se llevó a cabo por una 

modificación en el procedimiento descrito por Mateo et al; 2001.  

 

4.3.5.1. Procedimiento 

 

• Introducir el monolito cerámico recubierto de agarosa D5 previamente 
activado en una columna cromatográfica XK16 Pharmacia. 

• Posteriormente, hacer circular a través de la columna 100 cm3 de una 

solución que contiene 5mg/cm3 CuCl2 por 2 horas a un caudal de 1,50 
cm3/min. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-7. Columna cromatográfica empaquetada con el monolito cerámico 
recubierto de agarosa, activado y cargado con Cu2+. 
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      El exceso de Cu2+ no enlazado en la matriz fue retirado haciendo circular a 
través de la columna 100 cm3 de agua des ionizada durante 30 minutos a un 

caudal de 1,50 cm3/min. El Cu2+ no ligado específicamente se eluyó haciendo 
circular a través de la columna 100 cm3 de solución fosfato pH 4,5 durante 30 

minutos a un caudal de 1,50 cm3/min. 

      La estructura obtenida tras haber llevado a cabo la carga con Cu2+ es la que se 
muestra en la figura 4-8: 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-8. Estructura de la matriz de agarosa-IDA Cu2+. 

 

 

4.3.5.2. Determinación de la cantidad de cobre enlazado 

 

 

      Para la determinación de la concentración de Cu2+ enlazado, se empleo el 

siguiente balance de materia: 

 

                          CCu(II)inicial = CCu(II)enlazado + CCu(II)sobrenadante                                (4-1) 

 

      De tal forma que el Cu2+ el sobrenadante fue medido espectrofotometría y por 
diferencia se obtuvo el Cu2+ enlazado en la matriz. 

 
      Se utilizó CuCl2 para preparar una disolución madre de concentración 10 

mg/cm3 a partir de la cual se prepararon los patrones de calibrado. 

     Los patrones aparecen resumidos en la tabla 4-1 y representados en la figura 4-
9, en la cual puede observarse que la ordenada en el origen es prácticamente nula, 
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lo que indica que en el margen de concentraciones estudiado existe una 
proporcionalidad entre la absorbancia y la concentración del CuCl2. 

 

 

Tabla 4-1. Valores de Calibrado CuCl2 vs Absorbancia. 
 

Concentración  

(mg/cm3) 
Absorbancia  

(830 nm) 
1,00 0,085 

2,00 0,178 
3,00 0,278 

4,00 0,379 
5,00 0,488 

6,00 0,575 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-9.  Recta de calibrado para la medición de la concentración de CuCl2. 

 

4.3.6. Preparación de la columna de afinidad  

 

      La preparación de la columna cromatografía es un paso habitual en la 
separación de biomoléculas. Antes de llevar a cabo el primer ciclo de adsorción, se 
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somete la columna a un lavado mediante el paso, a través de la misma de tampón 
Tris-HCl pH 8,0 con el fin de estabilizar el monolito. 

      Posteriormente se procede a llevar a cabo los citados ciclos de adsorción 

empleando para ello el tampón en el que está disuelta la proteína. 

      Para justificar esta etapa se encontró en bibliografía que existen estudios que 
demuestran la capacidad que posee el tampón tris para eliminar los complejos de 

los iones metálicos (Mc Phaill and Goodman, 1984). Por lo tanto dicho tampón 
elimina los iones de Cu2+ libres en la matriz y que podrían interferir en el proceso 

de adsorción.       

      Otros investigadores utilizan para la preparación de la columna el mismo 

tampón que se utiliza en el proceso de adsorción (Tamagawa et al; 1999). 

     En otro tipo de aplicaciones con el fin de preparar la matriz para cada ciclo de 

adsorción, hay una etapa donde se lava la matriz con una sal de un ácido fuerte 
(por ejemplo NaCl pH 4), seguido de otro lavado con una mezcla de fosfato de 

sodio y cloruro de sodio pH 7,0 y posteriormente se lleva a cabo la adsorción y 

elución (Vançan et al; 2002). 

    De acuerdo a esto podria decirse que el efecto del tratamiento de la matriz 
previo al proceso de adsorción con un determinado tampón, dependiendo del tipo 

de matriz favorece el proceso de adsorción. 

      Por lo tanto se podría argumentar, que el efecto del tratamiento de la matriz 
con un tampón, va mas alla de la eliminación de iones metálicos. Lo mas probable 
es que al lavar la matriz con un tampón tris, éste afecta las propiedades de los 

electrones de los compuestos quelantes, ayudando a mejorar la capacidad de 
adsorción de la columna cromatografica. 
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4.4. Determinación de la concentración de biomoléculas 
 

 
 

     Teniendo en cuenta que las biomoléculas en solución tales como la proteína 
BSA o la enzima CAT absorben la luz ultravioleta a 280 nm, puesto que los anillos 

aromáticos de los aminoácidos que conforman su estructura tales como triptófano, 
tirosina, histidina, etc., absorben a dicha longitud de onda, se utilizo un 

espectrofotómetro para conocer la concentración de biomolécula a través de la 
absorbancia de acuerdo con la ley de Lambert-Beer Adicionalmente se recomienda 

este método para llevar a cabo rectas de calibrado para las proteínas de tipo 

albumina, por la alta presencia de histidinas en su estructura (Stoscheck, 1990). 
  

      De acuerdo a lo anteriormente descrito y puesto que la experimentación se 
llevo a cabo en continuo haciendo un seguimiento de la absorbancia, era preciso 

comprobar que la relación entre dicha absorbancia y la concentración de la 
proteína suero de albumina bovino era lineal. Para ello se llevó a cabo un calibrado 

que permitió comprobar la linealidad de la relación absorbancia-concentración.  
 

 
 

4.4.1. Curva de Calibrado para la proteína BSA 
 

 

      Para la obtención de la curva de calibrado se utilizó la proteína BSA a partir de 

una disolución madre de concentración de 2,0 mg/cm3 a partir de la cual se 
prepararon las correspondientes alícuotas que constituyen los patrones de 

calibrado.  

      Las mediciones se llevaron a cabo en una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso y a 
una longitud de 280 nm. 

       Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 4-2 y se representan en la 

figura 4-10, en la cual se puede observar que la ordenada en el origen es 
despreciable y los valores determinan una línea recta, lo que indica que en el 

margen de concentraciones estudiado existe una proporcionalidad entre la 
absorbancia y la concentración de proteína. 
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Tabla 4-2. Valores del calibrado de la proteína BSA vs absorbancia.  

 

Concentración  

(mg/cm3) 

Absorbancia  

(280 nm) 

0,1 0,081 
0,2 0,129 

0,3 0,181 
0,4 0,239 

0,5 0,291 
0,6 0,349 

0,7 0,415 
0,8 0,473 

0,9 0,538 
1,0 0,597 

1,1 0,648 
1,2 0,708 

1,3 0,787 
1,4 0,848 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-10.  Recta de calibrado para la medición de la concentración de la 
proteína BSA. 
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4.4.2. Curva de Calibrado para la enzima CAT 

       

      Del mismo modo que se llevo a cabo la curva de calibrado para la proteína 
BSA, se realizó una recta de calibrado para la enzima CAT.  

      Se utilizó la enzima CAT para preparar una disolución madre de 
concentración 1mg/cm3, a partir de la cual se prepararon los patrones de 

calibrado. Las mediciones se llevaron a cabo en una cubeta de cuarzo de 1 cm de 
paso y a una longitud de 280 nm. 

      Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 4-3 y se representan en la 
figura 4-11, en la cual se puede observar que la ordenada en el origen es 

despreciable y los valores determinan una línea recta, lo que indica que en el 

margen de concentraciones estudiado existe una proporcionalidad entre la 
absorbancia y la concentración de enzima. 

 

Tabla 4-3. Valores de calibrado de la enzima CAT frente a la absorbancia. 

 

Concentración  

(mg/cm3) 

Absorbancia  

(280 nm) 

0,1 0,100 
0,2 0,199 

0,3 0,291 
0,4 0,392 

0,5 0,496 

0,6 0,582 
0,7 0,671 
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Figura 4-11. Recta de calibrado para la medición de la  concentración de la enzima 

CAT. 

 
    
      A continuación, con el fin de determinar la cantidad de biomolécula total 

enlazada en la matriz cromatográfica en el estudio de separación de dos 
biomoléculas (BSA+CAT) se empleo el método Bradford que se describe a 

continuación: 
 

 
 

4.4.3. Método Bradford 

 
     
      El ensayo de proteínas Bradford es un procedimiento espectroscópico 

analítico, utilizado para medir la concentración de proteína en una determinada 
solución. Esta medición depende de la composición de aminoácidos que tenga la 

proteína presente en el medio. Es un método rápido, relativamente sencillo y 

sensible que permite la detección de las proteínas en poco tiempo (Kruger, 1996). 
 

      Dicho método está basado en las interacciones entre el colorante Comassie 
Blue BG-250 y las proteínas que contienen las cadenas laterales de aminoácidos 

básicos o aromáticos. 
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      De esta forma, la reacción entre la proteína y el colorante provoca el 
desplazamiento del equilibrio para formar un colorante aniónico que absorbe 

fuertemente a la longitud de onda de 595 nm. 

      Actualmente existen dos protocolos para llevar a cabo el método Bradford, el 
estándar, usado para medir entre 10 y 100 microgramos de proteína y un 

microensayo utilizado para detectar entre 1 y 10 microgramos de proteína. Se 
utilizo el ensayo estándar. El procedimiento para llevar a cabo el método Bradford 

utilizado en este trabajo se describe a continuación: 

 

4.4.3.1. Procedimiento 

 
• Obtener una recta de calibrado a partir de una disolución madre de proteína 

de 100 µg/ml de proteína BSA en un volumen final de 1 cm3.  

• Preparar las muestras de proteína en tampón PBS pH 7,4 (tampón fosfato 

salino) ya que los estudios de adsorción de las proteínas BSA y Catalasa de 
forma independiente se llevaron a cabo con este tampón. Las muestras a 

medir serán de 100 µl de proteína en solución. 

• Mezclar cada muestra en 1000 µl de reactivo Bradford y dejar reaccionar por 

20 minutos. Medir la absorbancia en el espectrofotómetro a una longitud de 
onda de 595 nm. Las muestras se deben medir entre 20 y 60 min después de 

su preparación, después de este tiempo la muestra no es adecuada para su 
medición. 

 

Tabla 4-4. Datos para la curva de calibrado utilizados en el método Bradford. 

 

Concentración  

(µg/cm3) 

Absorbancia  

(595 nm) 

20 0,059 
40 0,113 

50 0,135 
60 0,159 

80 0,212 
100 0,255 
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Figura 4-12.  Recta de calibrado para la medición de la concentración de la 
proteína total adsorbida en la matriz IMAC. 

 

      Una vez medida la cantidad total de biomolécula por medio del método 

Bradford, se procedió cuantificar la concentración de enzima CAT por medio de la 
medición de su actividad enzimática. 

 

4.4.4. Medición de la actividad de la enzima CAT 

 

      La actividad de una enzima constituye una medida de su pureza, de tal forma 

que aumenta durante el proceso de purificación y llega a ser máxima y constante 
cuando ésta se halla en estado puro. Asimismo se define como el número de 

unidades de enzima por miligramo de proteína, siendo la unidad enzimática la 
cantidad de enzima que origina la transformación de un micromol de sustrato por 

minuto a 298 K. 

      La catalasa como se mencionó anteriormente es una enzima antioxidante 
presente en todas las células y ayuda a facilitar la eliminación del peróxido de 
hidrogeno producido por distintas reacciones redox. Así cada molécula de enzima 

contiene cuatro sub-unidades de igual tamaño que a su vez contiene un grupo 
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hemo que conforma su centro activo de tal forma que es allí donde se promueve la 
descomposición del H2O2 en agua y oxígeno. 

      De acuerdo a lo anteriormente descrito, esta enzima generalmente puede 
cuantificarse utilizando ya sea ensayos que se basan en la disminución de la 

absorbancia del peróxido de hidrogeno a una longitud de onda de 240 nm (Beers 
and Sizer, 1952) o midiendo la liberación de oxigeno mediante electrodos tipo 

Clark. 

     Así, utilizando el primer método, la actividad de la enzima CAT puede ser 
medida siguiendo el consumo de H2O2 del sustrato a 240 nm. 

                                                                                                                                        

                                                                                                                                       

                                                                                                                                    (4-2) 

 

      Por lo tanto, la concentración de la enzima CAT adsorbida se puede calcular 
mediante la medición de su actividad, de esta forma se puede relacionar la perdida 
de actividad en el tiempo con una disminución de la adsorción de la enzima en el 

adsorbente. Para ello se ha adaptado un procedimiento de la medición de la 
actividad de catalasa para nuestro caso particular. Para ello se llevo a cabo el 

siguiente procedimiento. 

 

4.4.4.1. Procedimiento 
 

 

• Diluir 50 mM de peróxido de hidrógeno al 3% w/v en tampón fosfato 50 
mM pH 7,0. 

• Preparar una disolución madre de enzima CAT concentración 1 mg/cm3 en 
tampón PBS pH 7,4, a partir de la cual se prepararon los patrones de 

calibrado. 

• Para medir la actividad se mezcló 1 cm3 de la disolución de tampón fosfato 

con H2O2 y 1 cm3 de cada uno de los patrones para llevar a cabo el calibrado, 
midiendo en el espectrofotómetro a 240 nm y garantizando que la 
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temperatura se conservara en 298K. Debido a la formación de burbujas es 
necesario hacer la medición rápidamente (dentro de los 20 primeros segundos 

de preparación de la mezcla). 

      Los resultados obtenidos aparecen recogidos en la tabla 4-5 y representados en 
la figura 4-13, en la cual se puede observar que la ordenada en el origen es 

prácticamente nula, lo que indica que en el margen de concentraciones estudiado 
existe una proporcionalidad entre la absorbancia y la concentración de la enzima 

CAT y las unidades/cm3. 

 

Tabla 4-5. Valores del calibrado utilizados para llevar a cabo el cálculo de la 

actividad de la enzima CAT. 

Concentración  

(mg/cm3) 

Unidades/cm3 

 

Absorbancia  

(240 nm) 

0,1 380,90 0,010 

0,2 761,80 0,024 
0,3 1142,70 0,032 

0,4 1523,60 0,045 
0,5 1904,50 0,060 

0,6 2285,40 0,072 
0,7 2666,30 0,082 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-13. Recta de calibrado para la medición de la actividad de la enzima CAT 

a 240 nm. 
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4.5. Experimentos nano-calorimetría isotérmica (ITC) 

 

      Con el fin de conocer los enlaces que se generan entre las proteínas BSA y la 

catalasa y el soporte cromatográfico, se utilizo la técnica de nano-calorimetría 
isotérmica (ITC). 

       Para ello se determinó la entalpia de enlace (∆H), la constante de equilibrio de 

enlace (Kb) y la estequiometria de la reacción (nb); y una vez obtenidos estos 
parámetros, se calcularon mediante las ecuaciones termodinámicas (apartado 3.7), 

la entropía (∆S), la energía libre de Gibbs (∆G) y el calor específico (∆Cp). 

 

4.5.1. Experimentos ITC con el Cu2+ en estado libre para el enlace de 

la proteína BSA. 

 
 

      Como se ha indicado, los parámetros termodinámicos de enlace del Cu2+ -BSA 

fueron calculados usando un nano-ITC (nano Isothermal Titration Calorimetry) a 
diferentes temperaturas, 296, 298, 300, 302 y 304 K.   

        
      Previo a iniciar los experimentos en el nano-ITC, la solución de proteína 

utilizada, así como la solución de CuCl2 se desgasificaron por 30 min 
aproximadamente mediante una bomba de vacio antes de ser puesta en la celda de 

reacción y jeringa respectivamente, con el fin de eliminar las burbujas presentes en 
las muestras.  

 
      En la tabla 4-6 se recogen las condiciones de realización de los experimentos. 

 

Tabla 4-6. Parámetros ITC, para los experimentos de enlace de la proteína BSA 

con Cu2+ en estado libre. 
 

No. Inyecciones 22 

Intervalo entre inyección e 

inyección 
300 (s) 

Volumen inyección 10 (µl) 

Velocidad agitación  250 (rpm) 
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Figura 4-14. Esquema de los experimentos llevados a cabo mediante la técnica 

ITC, para el enlace de la proteína BSA-Cu2+.       

 

 

La experimentación se realizó siguiendo la figura 4-14 de la siguiente manera: 

 

      Para evaluar el enlace de la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 se utilizó 

una jeringa de 250 µl, la cual se llenó con una disolución de 3mM de CuCl2 con el 
fin de valorar la muestra de la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 0,1 mM 

contenida en la celda de reacción. 

      Asimismo, para evaluar el enlace de la proteína BSA en tampón PBS pH 7,4 se 
utilizó una jeringa de 250 µl, la cual se llenó con una disolución de 6mM de CuCl2 

con el fin de valorar la muestra de la proteína BSA en tampón PBS pH 7,4 0,1 
mM contenida en la celda de reacción 

      La velocidad de agitación en ambos casos fue de 250 rpm, para garantizar que 

la mezcla fuera homogénea, evitando la formación de espuma por la proteína en 
disolución.  
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      Al calor de dilución experimental se le resto el obtenido en una valoración 
blanco que consistió en llevar a cabo un experimento en idénticas condiciones, 

solo que en la celda de reacción se colocó únicamente la solución tampón sin la 
proteína. 

      Los parámetros termodinámicos (ΔH, Kb, nb) son calculados mediante el 

software launch nanoanalyze suministrado por TA Instruments (Anexo F). El error 

de los experimentos esta en torno al 20%, y para cada temperatura se llevaron a 
cabo 5 experimentos con el fin de comprobar su error y reproducibilidad. 

      Para ajustar las curvas de ruptura obtenidas a partir del flujo de calor 

procedente de las alícuotas, con el fin de obtener la relación de equilibrio, se 
utiliza un algoritmo no lineal de mínimos cuadrados (ajuste independent- anexo F) 

junto con las concentraciones tanto de la proteína como del ligando (Cu2+). De 
esta forma pueden obtenerse los valores de la estequiometria ( n ), el cambio en la 

entalpia ( H∆ ), y la constante de equilibrio de enlace bK . 

 

 

4.5.2. Experimentos ITC con el Cu2+ inmovilizado para el enlace de la 

proteína BSA  
 

 

      Para llevar a cabo los experimentos con el Cu2+ inmovilizado, fue necesario 

preparar un adsorbente similar al del relleno de las columnas cromatográficas 
convencionales de agarosa, ya que debido a las condiciones del equipo ITC, no es 

posible utilizar el adsorbente en forma de gel, sino que debe ser en partículas. Para 
ello se utilizo la sefarosa CL-6B, sobre la cual se inmovilizó el Cu2+, de acuerdo a 

una modificación en el método descrito por Armisén et al; 1999.  

 
 

4.5.2.1. Preparación de la matriz cromatografica para los 

experimentos de enlace de la proteína BSA y el Cu2+ inmovilizado 
 

          
     El soporte utilizado para inmovilizar el Cu2+, fue la sefarosa CL-6B (nombre 

comercial de la disolución del 6% de agarosa entrecruzada), este tipo de agarosa en 
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forma de partículas y proporciona una estructura macroporosa de elevada 
estabilidad tanto física como química. 

      La activación del soporte se llevó a cabo de acuerdo a una modificación en el 

protocolo propuesto por Armisén et al; 1999; utilizando 1,4 butanodiol diglicidil 
éter como agente de activación. 

     

4.5.2.1.1. Preparación de los soportes de epoxi-agarosa 

 
 

1. Lavar intensamente 10 ml de CL agarosa al 6% con agua ultrapura. 
 

2. Mezclar la agarosa lavada con 30 ml de una disolución de NaOH 0,4 M que 
contiene 340mg de NaBH4, 11,4 cm3 de acetona y 5,7 cm3 de 1,4 
butanodiol diglicidil éter. 

3. Mantener en agitación a 190 rpm durante 6h a 298K. 

4. Realizar dos adiciones posteriores de 5,7 cm3 cada una de 1,4 butanodiol 
diglicidil éter a las 2 y 4 horas de reacción. 

5. Lavar la agarosa con abundante agua des ionizada. 

 

4.5.2.1.2. Preparación de los soportes de ácido iminodiacetico 

 

       La unión del compuesto quelante a la matriz activada se llevó a cabo de 

acuerdo con el siguiente método: 

 

1. Mezclar 10 ml de epoxi-agarosa con 10 cm3 de tampón de Na2CO3 0,1M 
que contiene 0,9 g de la sal disódica del ácido iminodiacetico (IDA). 
 

2. Ajustar el pH a 11 utilizando NaOH. 
 

3. Agitar a 190 rpm durante 12h a 298K. 
 

4. Lavar la agarosa con abundante agua des ionizada. 
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4.5.2.1.3. Unión del metal al soporte de IDA-agarosa 
 

 

La unión del metal se llevo a cabo de la siguiente manera. 
 

1. Mezclar 2,5 g de la matriz IDA-agarosa con 100 cm3 de una solución de 
CuCl2 3mM. 
 

2. Agitar a 190 rpm por 2 horas. 
 

3. Filtrar a vacío. 
 

4. Lavar con abundante agua des ionizada. 
 

5. Mezclar 2,5 g de la matriz de IDA-agarosa lavada previamente con 100 cm3 
de una solución fosfato 50 mM pH 4,5 por 30 minutos. 

 

6. Filtrar a vacío.  
 

 

4.5.2.1.4. Determinación del contenido de Cu2+ en la matriz de IDA-

agarosa 

 

 
      Para determinar la cantidad de Cu2+ enlazados a la matriz de IDA-agarosa se 

procedió de acuerdo con lo indicado por Mateo et al; 2001. 

1. Mezclar la matriz IDA-agarosa con una solución de CuCl2 3mM. 

2. Agitar a 190 rpm durante 2h. 

3. Lavar abundantemente con agua deshionizada. 

     Una vez llevada a cabo la reacción, la cantidad de Cu2+ enlazado a la matriz se 

determino como se indicó anteriormente por diferencia con respecto del Cu2+ en 
el sobrenadante. 

      La cantidad de Cu2+ en el sobrenadante se obtuvo a través de la medición de la 

absorción del sobrenadante, por triplicado, a 830 nm, (para llevar a cabo esta 
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determinación se realizó un calibrado previo para la determinación de la relación 
concentración-absorbancia). 

 

4.5.2.1.5. Curva de calibrado 

 

                    Tabla 4-7. Valores del calibrado CuCl2 vs absorbancia. 

Concentración  
(mM) 

Absorbancia  
(830 nm) 

1 0,006 
2 0,020 

3 0,033 

4 0,046 
5 0,058 

 

 

 

                  

                        

 

 

 

 

 

 

Figura 4-15. Recta de calibrado para la medición de  la concentración de CuCl2. 
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4.5.2.2. Procedimiento para llevar a cabo los experimentos en el ITC. 
       

 
 

      Los parámetros termodinámicos del enlace de la BSA-Cu2+-IDA-agarosa fueron 
obtenidos usando un nano-ITC (nano Isothermal Titration Calorimetry) a 

diferentes temperaturas 296, 298, 300, 302 y 304K.   
 

      Previo a iniciar los experimentos en el nano-ITC, la solución de proteína 
utilizada, así como el Cu2+ inmovilizado, se desgasificaron como se indicó 

anteriormente, por 30 minutos aproximadamente antes de ser puesta en la jeringa 
y celda de reacción respectivamente, con el fin de eliminar las burbujas presentes 

en las muestras. Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a los parámetros 

recogidos en la tabla 4-8: 

 

Tabla 4-8. Parámetros ITC, para los experimentos con Cu2+ inmovilizado. 
 

No. Inyecciones 22 

Intervalo entre inyección e 

inyección 
300 (s) 

Volumen inyección 10 (µl) 

Velocidad agitación  400 (rpm) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-16.  Esquema de los experimentos llevados a cabo mediante la técnica 
ITC para el enlace BSA-agarosa-IDA-Cu2+. 
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      De acuerdo a la figura 4-16, para llevar a cabo los experimentos de enlace BSA-
Cu2+ inmovilizado se procedió de la siguiente manera: Se utilizó una jeringa de 

250 µl, la cual fue llenada con una solución de 0,6 mM de proteína BSA en 
solución fosfato pH 4,5, la cual fue inyectada (de acuerdo a las especificaciones 

recogidas en la tabla 4-8) en la celda de reacción donde se colocó el Cu2+ 
inmovilizado en el soporte de Sefarosa CL-6B (concentración de Cu2+ 0,74 mM), 

previamente suspendido en solución fosfato pH 4,5. La velocidad de agitación fue 
de 400 rpm con el fin de garantizar que el soporte sólido no se depositara en el 

fondo de la celda de reacción. 

      Asimismo, para evaluar el enlace de la proteína BSA en tampón PBS pH 7,4 se 
utilizó una jeringa de 250 µl, la cual fue llenada con una solución de 0,5 mM de 

proteína BSA en tampón PBS pH 74, la cual fue inyectada (de acuerdo a las 
especificaciones recogidas en la tabla 4-9) en la celda de reacción donde se colocó 

el Cu2+ inmovilizado en el soporte de Sefarosa CL-6B (concentración de Cu2+ 
0,025 mM), previamente suspendido en solución fosfato pH 4,5. La velocidad de 

agitación fue de 400 rpm con el fin de garantizar que el soporte sólido no se 
depositara en el fondo de la celda de reacción. 

      De igual forma que en el caso de los experimentos con el Cu2+ en estado libre, 

al calor de dilución experimental se le resto el obtenido en una valoración blanco 
que consistió en llevar a cabo un experimento en idénticas condiciones, solo que 

en la jeringa se coloco el tampón correspondiente sin proteína. 

      Para ajustar las curvas de ruptura obtenidas a partir del flujo de calor 
procedente de las alícuotas, para obtener la relación de equilibrio, se utilizó un 

algoritmo no lineal de mínimos cuadrados (ajuste independent software launch 
nano-analyze suministrado por TA Instruments, anexo F) y las concentraciones 

tanto de la proteína como del ligando (Cu2+). De esta forma pudieron obtenerse 

los valores de la estequiometria (nb), el cambio en la entalpia ( H∆ ), y la constante 

de equilibrio de enlace bK . 
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4.5.3. Experimentos ITC con Cu2+ en estado libre para el enlace de la 

enzima CAT. 

 

 
   Los parámetros termodinámicos de enlace del Cu2+-CAT fueron calculados 
usando un nano-ITC a diferentes temperaturas 296, 298, 300, 302 y 304 K.   

        
      El procedimiento previo para iniciar los experimentos en el nano-ITC, fueron 

iguales que los descritos en el apartado 4.6.1., para los experimentos con la 
proteína BSA. De igual forma los parámetros establecidos para llevar a cabo los 

experimentos, son los mismos utilizados para la proteína BSA los cuales están 

recogidos en la tabla 4-6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-17. Esquema de los experimentos llevados a cabo mediante la técnica 
ITC, para el enlace de la enzima CAT- Cu2+. 
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      La experimentación se realizó siguiendo la figura 4-17 de la siguiente manera: 

      Para evaluar el enlace de la enzima CAT en tampón PBS pH 7,4 se utilizó una 
jeringa de 250 µl, la cual se llenó con una disolución de 6 mM de CuCl2 con el fin 

de valorar la muestra de la enzima CAT en tampón PBS pH 7,4 0,1 mM contenida 
en la celda de reacción. 

      La velocidad de agitación fue de 250 rpm, para garantizar que la mezcla fuera 

homogénea, evitando la formación de espuma por la enzima en disolución.  

      Al calor de dilución experimental se le resto el obtenido en una valoración 

blanco que consistió en llevar a cabo un experimento en idénticas condiciones, 
solo que en la celda de reacción se colocó únicamente la solución tampón sin la 

enzima. 

      De igual forma que para los experimentos llevados a cabo con la proeína BSA, 

los parámetros termodinámicos (ΔH, Kb, nb) fueron calculados mediante el 

software launch nanoanalyze suministrado por TA Instruments (Anexo F). El error 

de los experimentos esta en torno al 20%, y para cada temperatura se llevaron a 
cabo 5 experimentos con el fin de comprobar su error y reproducibilidad. 

      Para ajustar las curvas de ruptura obtenidas a partir del flujo de calor 

procedente de las alícuotas, con el fin de obtener la relación de equilibrio, se 
utiliza un algoritmo no lineal de mínimos cuadrados (ajuste independent software 

launch nano-analyze suministrado por TA Instruments, anexo F) junto con las 
concentraciones tanto de la proteína como del ligando (Cu2+). De esta forma 

pueden obtenerse los valores de la estequiometria ( n ), el cambio en la entalpia        

( H∆ ), y la constante de equilibrio de enlace bK . 

 

 

4.5.4. Experimentos ITC con el Cu2+ inmovilizado para el enlace de la 

enzima CAT 
 

 

      Para llevar a cabo los experimentos de enlace de la enzima CAT y el Cu2+ en 

estado inmovilizado, se utilizo el adsorbente descrito previamente en el apartado 
4.67.2.1., debido a que como se menciono anteriormente, las condiciones del 

equipo ITC, no hace posible utilizar el adsorbente en forma de gel, sino que debe 
ser en forma de partículas. Para ello se utilizo la sefarosa CL-6B, sobre la cual se 
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inmovilizó el Cu2+, de acuerdo a una modificación en el método descrito por 

Armisén et al; 1999.  
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-18.  Esquema de los experimentos llevados a cabo mediante la técnica 

ITC para el enlace CAT-agarosa-IDA-Cu2+. 

 

      De acuerdo a la figura 4-18, para llevar a cabo los experimentos de enlace CAT-
agarosa-IDA-Cu2+ se procedió de la siguiente manera:  

      Se utilizó una jeringa de 250 µl, la cual fue llenada con una solución de 1,0 

mM de enzima CAT en tapón PBS pH 7,4, la cual fue inyectada (de acuerdo a las 
especificaciones recogidas en la tabla 4-8) en la celda de reacción donde se colocó 

el Cu2+ inmovilizado en el soporte de Sefarosa CL-6B (concentración de Cu2+ 0,05 
mM), previamente suspendido en solución fosfato pH 4,5. La velocidad de 

agitación fue de 400 rpm con el fin de garantizar que el adsorbente sólido no se 
depositara en el fondo de la celda de reacción. 

      Al calor de dilución experimental se le resto el obtenido en una valoración 

blanco que consistió en llevar a cabo un experimento en idénticas condiciones, 
solo que en la jeringa se coloco únicamente tampón PBS pH 7,4 sin la enzima. 
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      Para ajustar las curvas de ruptura obtenidas a partir del flujo de calor 
procedente de las alícuotas, para obtener la relación de equilibrio, se utiliza un 

algoritmo no lineal de mínimos cuadrados (ajuste independent, software launch 
nano-analyze suministrado por TA Instruments, anexo F) y las concentraciones 

tanto de la enzima como del ligando (Cu2+). De esta forma pueden obtenerse los 
valores de la estequiometria ( n ), el cambio en la entalpia ( H∆ ), y la constante de 

unión bK . 
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5.1. Estudio adsorción/elución de la proteína BSA en el sistema 

formado por un monolito cerámico recubierto de agarosa D5 y 

activado con 1,4-butanodiol-diglicidil-éter como brazo espaciador, 

ácido iminodiacético IDA, como agente quelante y Cu2+ como 

ligando, BSA-agarosa-IDA-Cu2+. 

 

     
      Como se ha mencionado, la cromatografía de afinidad con metales 

inmovilizados (IMAC) ha sido utilizada ampliamente en la separación y 

purificación de proteínas (Porath et al; 1975; Porath, 1992; Gutiérrez et al; 2007). 

De tal forma que los aminoácidos que se encuentran en las proteínas se unen de 
forma selectiva a iones metálicos como Cu2+>Ni2+>Zn2+>Co2+ entre otros (Oyrton 

et al; 1999) a través de cadenas presentes en la superficie de las mismas como por 
ejemplo la histidina, llevándose allí a cabo el proceso de enlace de alta selectividad 

de tipo reversible (Arnold, 1991; Hemdan, 1989; Yip et al; 1989).  
 
      En este tipo de sistemas cromatográficos lo más habitual es la utilización de 

columnas cromatográficas empaquetadas con un relleno aleatorio de partículas 

sólidas (Gutiérrez et al; 2007).  
 

     Las columnas que usan éste tipo de relleno, generan grandes gradientes de 
presión debido a una alta compacidad y además de quedarse poros y espacios 

vacíos dentro de la misma, lo que genera una reducción en el transporte de 
materia. 

 
      También han sido probados diferentes tipos de membranas como soportes 

alternativos en cromatografía de afinidad, presentando ventajas con respecto a 

soportes tradicionales compuestos por partículas sólidas porosas. (Iwata et al; 1991; 

Graselli et al; 1999; Liu et al; 2003; Camperi et al; 2004; Serpa et al; 2005; Lee et al; 

2009; Ke et al; 2010). 
 

      Otro tipo de soportes para llevar a cabo separaciones y purificaciones 

biológicas en cromatografía de afinidad son los monolitos (Motokawa et al; 2002; 

Satínský et al; 2003; Tanaka et al; 2002; Eeltink et al; 2004; Xie et al; 2005; 

Nogueira et al; 2006; Josic and Clifton, 2007; Nuñez et al; 2008, Walsh et al; 2012; 

Martín del Valle et al; 2003).
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      La sencillez de la preparación de los métodos in-situ y la gran variedad de   
esquemas de purificación fácilmente disponibles hacen de la cromatografía por 

medio de monolitos una alternativa atractiva.  
 

      Los monolitos cerámicos son soportes de tipo natural que debido a su relación 
superficie/volumen, presentan una pérdida de carga muy baja con respecto al 

flujo; la compacta geometría y excelentes propiedades mecánicas, son valiosas 
características en el diseño de columnas de cromatografía de afinidad estándar 

reutilizables. Es por esta razón que el objetivo principal de este trabajo es el uso e 
monolitos cerámicos como soporte cromatográfico. 

 

      La reutilización de columnas, es una importante consideración para el 
desarrollo de procesos de separación, cuando se tiene en cuenta la cantidad de 

producción por unidad de volumen de columna y que repercute en los costes de 
producción. 

 
      Debido al coste y al tiempo de inactividad necesario para regenerar las 

columnas cromatográficas, el rendimiento depende en gran medida de la 
utilización de la misma columna para llevar a cabo varios ciclos de 

adsorción/elución sin una pérdida significativa de la adsorción. 
 

      De acuerdo a lo anteriormente descrito, uno de los objetivos del presente 
trabajo, es el estudio de la eficiencia de la adsorción/elución, tras varios ciclos de 

reuso de la columna cromatográfica monolitica, para el sistema formado por la 
proteína Suero de albúmina bovina (BSA), sobre un monolito cerámico recubierto 

por agarosa tipo D5, activado con 1,4-butanodiol-diglicidil-éter como brazo 
espaciador, ácido iminodiacético (IDA) como agente quelante, y Cu2+ como 

ligando.  
 

      Se eligió la proteína BSA, como proteína tipo, debido a que ha sido 
ampliamente estudiada y de la cual se conocen prácticamente todas sus 

características  (Yamasaki et al; 1990; Poveit et al; 2011; Majorek et al; 2012). 
Además, ha sido empleada en númerosos estudios de adsorción/elución basados 

en la técnica IMAC (Peters and Blumenstock, 1967; Iwata et al; 1991; Su et al; 

1998; Valenti et al; 2007). 
  

      La estructura correspondiente del sistema BSA-agarosa-IDA-Cu2 se muestra en 
la figura 5-1. 
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Figura 5-1. Estructura del sistema BSA-agarosa-IDA-Cu2+. 

     

 
      Los caudales utilizados para llevar a cabo los experimentos de adsorción para la 

proteína BSA fueron 1,50, 5,50, 8,40, 10,60 y 14,0 cm3/min.  Estos caudales 
fueron escogidos, debido a que al utilizar una columna monolítica, la pérdida de 

carga es menor, y de esta forma es posible trabajar con caudales más altos que los 
usados comúnmente en columnas empaquetadas con partículas. Los caudales 

anteriormente propuestos, son similares a los utilizados por Martín del Valle et al; 

(2003) (4,5, 6,5 y 12 cm3/min) para la separación de L-asparaginasa y Tripsina 
usando monolitos cerámicos como fase estacionaria. 

 
      Por otra parte, las soluciones tampón utilizadas, para llevar a cabo los 

experimentos de adsorción fueron las siguientes: 

• Solución fosfato pH 4,5: Fue seleccionado, con el fin de estudiar el 
comportamiento del proceso de adsorción a un pH cerca del punto 

isoeléctrico de la proteína BSA (pH al cual la carga media de la proteína es 
cero), donde prácticamente no existen cargas. A éste pH se llevaron 

experimentos de adsorción, utilizando los cinco caudales propuestos 
anteriormente, con el fin de determinar cuál era el caudal óptimo de 

trabajo y de esta manera utilizar dicho caudal en los posteriores estudios de 
adsorción/elución a diferentes soluciones tampón. 

•  Tampón fosfato pH 7,0: Una vez establecido el comportamiento del 
sistema a un pH 4,5, se procedió a llevar a cabo experimentos de adsorción 

con tampón fosfato a pH 7,0, debido a que es un tampón que ha sido 
utilizado en procesos de adsorción, en columnas empaquetadas con 

partículas de agarosa, activada con el grupo epoxi (Mateo et al; 2002; 
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Gutiérrez et al; 2006; Gutiérrez et al; 2007), el cual se ha utilizado en la 
presente investigación.  

A éste pH se llevaron a cabo experimentos de adsorción/elución, con 
caudal de 14,0 cm3/min, debido a que como se comprobará más adelante, 

es el caudal que mejores resultados proporcionó en cuanto a eficiencia de 
adsorción.  

      De acuerdo a lo descrito anteriormente, el esquema propuesto en la figura 5-2, 

resume los sistemas que se estudiaron para llevar a cabo los procesos de adsorción 
de la proteína BSA, utilizando como fase estacionaria un monolito cerámico. 

      En esta investigación no se llevó a cabo un diseño factorial de experimentos, 

debido a que las variables a analizar eran únicamente dos, el caudal y el pH. 

      Asimismo, las propiedades físicas de los monolitos cerámicos empleados como 
fase estacionaria (previamente descritas en el apartado 4.3.1), para llevar a cabo los 

experimentos de adsorción/elución para la proteína BSA, se recogen en la tabla 5-
1 y 5-2 respectivamente. 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
       

     

 

 

 

Figura 5-2. Esquema representativo de los sistemas estudiados para la adsorción de 

la proteína BSA. 
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Tabla 5-1. Propiedades físicas de los monolitos empleados en los experimentos 

de adsorción/elución, llevados a cabo en solución fosfato 50 mM pH 4,5. 
 

Propiedades/Monolito 
                   Caudal(cm3/min) 

1 
1,50 

2 
5,50 

3 
8,40 

4 
10,60 

5 
14,00 

Diámetro (cm) 1,30 1,30 1,30 1,30 1,30 

Peso (g) 4,54 4,53 4,53 4,58 4,45 

Longitud (cm) 7,50 7,50 7,50 7,50 7,50 

Volumen (cm3) 11,76 11,76 11,76 11,88 11,56 

Recubrimiento de agarosa (g) 2.25 1,79 3,07 3,04 2,03 

Área total de la superficie (cm2) 211 210 204 209 209 

Espesor del recubrimiento de 
agarosa (µm) 

108 86 152 147 98 

 

Tabla 5-2. Propiedades físicas de los monolitos empleados en los experimentos 

de adsorción/elución, llevados a cabo en tampón fosfato 50 mM pH 7,0 a un 

caudal de 14,0 cm3/min. 

Propiedades/Monolito Tampón  fosfato 
pH 7,0 

Diámetro (cm) 1,30 

Peso (g) 4,52 

Longitud (cm) 7,50 

Volumen (cm3) 11,75 

Recubrimiento de agarosa (g) 2,59 

Área total de la superficie (cm2) 210 

Espesor del recubrimiento de agarosa (µm) 124 

      



5. Resultados experimentales 
 

 

  124

 

      El método utilizado para llevar a cabo el estudio de la eficiencia de adsorción, 
para varios ciclos de reutilización de la columna monolítica, se muestra 

esquemáticamente en la figura 5-3, de igual forma dicho método se describirá a 
continuación. 

 

 

      

  

 

 

 

 

Figura 5-3.  Experimentos realizados para estudiar la eficiencia de la matriz 
cromatográfica. 

 

      De acuerdo a la figura 5-3, el primer ciclo de adsorción/elución se define como 

la utilización del adsorbente (fresco) equivalente a 1n = , el siguiente ciclo 
correspondiente a la primera reutilización se denomina 2n = , el tercer ciclo, 

correspondiente a la segunda reutilización se denomina 3n = , el cuarto ciclo, 
correspondiente a la tercera reutilización se denomina 4n = , y el quinto ciclo, 

correspondiente a la cuarta reutilización se denomina 5n = . 
 

      Para llevar a cabo los experimentos de adsorción, se hizo recircular en 

continuo, a través de una columna de afinidad XK-16 Pharmacy (previamente 
empacada con un monolito cerámico activado), 50 ml de una solución de proteína 

BSA con una concentración y caudal conocido. La adsorción de la proteína en la 
columna, fue seguida mediante la toma de una alícuota de 1 cm3 cada 20 minutos 

y se midió la concentración de proteína midiendo la absorbancia de la muestra con 
un espectrofotómetro UVICON 922, a una longitud de onda de 280 nm, hasta 

que la concentración de proteína alcanzara un valor constante, indicando que la 
columna estaba saturada y la absorbancia de la muestra proteína se midió por 
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medio de un espectrofotómetro UVICON 922, a una longitud de onda de 280 
nm, hasta que la concentración de proteína BSA en la muestra a medir alcanzara 

un valor constante, indicando que el proceso de adsorción había alcanzado el 
equilibrio.  

      La figura 5-4 muestra esquemáticamente el proceso de adsorción 

anteriormente descrito: 

 

 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

Figura 5-4. Esquema del proceso de adsorción. 
 

 
      Una vez concluido el proceso de adsorción, con el fin de eliminar la proteína 

que había quedado retenida en el adsorbente mediante enlaces no-específicos, se 
hizo circular a través de la columna a un caudal de 1,50 cm3/min,  solución fosfato  

pH 4,5,  tampón usado para disolver la proteína previamente.  

 
     Para llevar a cabo esta operación, se tomó una muestra a la salida de la columna 

cada 10 minutos, cuya absorbancia fue medida a 280 nm, hasta que la 
concentración medida de proteína BSA alcanzara el valor de cero, indicando que 

no era posible eluír mas proteína.  
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      Tras el proceso de elución de la proteína adsorbida no específicamente, se 
procedió a realizar la elución de la proteína enlazada específicamente en el 

adsorbente.  

      Para éste procedimiento se utilizó un inhibidor competitivo, el imidazol, que es 
un intermediario de la biosíntesis de la histidina, aminoácido que se encuentra en 

la superficie de las proteínas. Así, el imidazol se encuentra en las cadenas laterales 
de este aminoácido, de forma que dada la capacidad de este como especie dadora 

de electrones y por disponer de un anillo pentagonal nitrogenado, hace que 
presente una gran afinidad por los iones metálicos. 

      En la técnica IMAC y de acuerdo con Sulkowski, 1985 y Porath et al; 1992, las 
proteínas son retenidas sobre el metal inmovilizado quelado a través de cadenas 

laterales de residuos de histidina. Por lo tanto es posible recuperar las proteínas 
retenidas mediante enlaces específicos con imidazol por competición ya que es otra 

especie donante de electrones.  

      Es por esta por la razón que éste compuesto ha sido utilizado para la elución de 

la proteína BSA por varios autores (Jayabharathi et al; 2011; Jayabharathi et al; 

2012; Pathange et al; 2006; Roos, 1991; Vunnun and Cramer, 1996; Wizerling et 

al; 1992; Wang et al; 2008). 

      Para llevar a cabo el proceso de elución, se hizo circular por la columna una 

solución de imidazol 0,2 M en tampón PBS pH 7,4 a un caudal de 1,50 cm3/min.  
Se tomaron muestras de alícuotas a la salida de la columna, las cuales se analizaron 

por medio de un espectrofotómetro a una longitud de onda de 280 nm. El proceso 
de elución continúo hasta que la concentración de proteína BSA medida era no-

detectable. 

     Para elegir esta concentración de imidazol, se llevaron a cabo estudios de 
elución previos a las concentraciones de 0,01, 0,1, 02, y 0,3 M de imidazol en 

tampón PBS pH 7,4, donde se encontró que los mejores resultados en cuanto a 
recuperación de proteína eran para la concentración de 0,2 M.  

En la figura 5-5 se muestra gráficamente los resultados obtenidos. 
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Figura 5-5. Efecto de la concentración de imidazol en la elución de la proteína 
BSA adsorbida en solución fosfato pH 4,5 y 298K. 

 

      Asimismo, con el fin de seleccionar el caudal de trabajo óptimo, se llevaron a 
cabo experimentos de elución a los siguientes caudales: 1,50, 2,50, 3,75 y 5,0 

cm3/min. Los caudales propuestos son similares a los utilizados por Wang et al; 
2008, para llevar a cabo el proceso de elución utilizando 0,2 M  de imidazol para 

eluír proteína BSA en un sistema de criogel en canales. Estos autores encontraron 
que a caudales bajos el tiempo de elución es mayor para lograr el equilibrio de 

dicho proceso. Cuando se trabaja a caudales más altos tales como 4 o 6 cm3/min, 
el tiempo para llevar a cabo el proceso de elución es menor, lo cual podría 

conllevar a una disminución en la eficiencia de elución.  
 

      En la figura 5-6 se muestra gráficamente los resultados obtenidos. 
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Figura 5-6. Curvas de elución de la proteína BSA adsorbida en solución fosfato 
pH 4,5 y 298K, para distintos caudales de elución. 

 

 
      En la figura 5-6 se puede observar, que a medida que aumenta el caudal, el 

tiempo necesario para llevar a cabo el proceso de elución disminuye. Así, para el 
caudal de 1,50 cm3/min, el tiempo medio para que se completase el proceso de 

elución es de aprox. 80 min, para el caudal de 2,50 cm3/min es 50 min, para el 
caudal de 3,75 cm3/min es de 40 min y finalmente para el caudal de 5,00 cm3/min 

el tiempo requerido para completar la elución es de 30 min.  

      Por tanto, al aumentar el caudal, el tiempo necesario para conducir el proceso 

de elución es menor, posiblemente siendo un tiempo insuficiente para que en el 

proceso se pudiera recuperar toda la proteína. Éste comportamiento es similar al 
expuesto por Wen-Chie and Chi-Hao (2001) donde obtuvieron que para un 

soporte basado en partículas no porosas el proceso de elución requería menor 
tiempo a un mayor caudal, siendo más confiable el pico de elución a un caudal 

más bajo. Es por esta razón que se decidió llevar cabo los procesos de elución 
utilizando el caudal de 1,50 cm3/min, con el fin de garantizar que el proceso de 

elución pudiera alcanzar el equilibrio. 

      Una vez culminado el proceso de elución, la columna es lavada con tampón 
tris-HCl pH 8,0 aproximadamente por dos horas con el fin de eliminar el imidazol 

que ha quedado en el adsorbente, ya que al generar un gradiente de pH, el tampón 
tris actúa como un donador de protones, siendo capaz de eluírlo. Esta eliminación 
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de imidazol se monitoreo por absorbancia a 280 nm midiendo alícuotas a la salida 
de la columna hasta que la absorbancia presentara un valor de cero (tabla 5-3). 

      Por lo tanto, este paso es fundamental llevarlo a cabo después de cada proceso 

de elución con imidazol con el fin de condicionar la columna para el siguiente 
ciclo de adsorción. 

     Adicionalmente se pudo comprobar que utilizando un pH más alto de tampón 

tris, la eliminación de imidazol se efectuaba de la misma forma, solo que en menor 
tiempo. Sin embargo se decidió trabajar al pH de 8,0 debido a que es el pKa de 

este tampón. 

      En la tabla 5-3 se muestra a manera de ejemplo los datos monitoreados de 

absorbancia de la remoción de imidazol de la columna monolítica.  

 

Tabla 5-3. Datos de absorbancia a 280 nm de la eliminación de imidazol de la 

columna cromatográfica después de un proceso de elución, Q=1,50 cm3/min. 
 

    t (min) Abs 280  

0  

10 0,2527 
20     0,2257 

30 0,2133 
40 0,1891 

50 0,1821 
60 0,1658 

80 0,1413 
90 0,1367 

100 0,1358 
120 0,0787 

140 0,0528 

160 0,0128 
180 0 

 

          De tal forma que concluyendo el lavado de la columna con tampón tris-

HCL pH 8,0, la matriz estaría lista para el siguiente ciclo de adsorción. 
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      Como se mencionó anteriormente, la cantidad de proteína eluída con 
imidazol, es la proteína que se une específicamente a la matriz. De tal forma que si 

se supone que una molécula de imidazol desplaza una molécula de proteína 
adsorbida específicamente (relación 1:1), el número de moles  de imidazol 

utilizado para eluír la proteína sería igual al número de moles de proteína 
adsorbida específicamente. También, cabe señalar que el imidazol, al desplazar la 

proteína ligada a los sitios de Cu2+, ocupa el sitio dejado por la proteína. Por lo 
tanto en una nueva reutilización del adsorbente, aunque se haya lavado con 

tampón tris previamente, es posible que haya menos sitos de Cu2+ disponibles 
debido a que el tris no sea capaz de eliminar todo el imidazol que ha ocupado el 

sitio de Cu2+ donde previamente estaba enlazada la proteína BSA. Por lo tanto en 

una nueva reutilización, la capacidad de adsorción de la columna monolitica, se ve 
reducida, como se comprobara más adelante. 

      En la figura 5-7 se muestra esquemáticamente el proceso descrito 
anteriormente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-7. Figura representativa de los sitios de Cu2+ ocupados por el imidazol. 
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      De acuerdo a lo anteriormente descrito, se puede definir el tiempo de un ciclo 

ciclot  como el tiempo necesario para llevar a cabo un ciclo completo de 

adsorción/elución. El ciclo involucra tanto el tiempo necesario para llevar a cabo 

el proceso de adsorción adst  y los tiempos requeridos para llevar a cabo la elución y 

el lavado de la columna monolítica. Teniendo en cuenta que en el intermedio de 

las etapas de lavado se añade 0,5 horas para cada uno de los ciclos, y el proceso de 
elución se estima que tarda aproximadamente 2 horas, seguido del lavado con 

tampón Tris-HCl pH 8,0 durante 2 horas más, se puede establecer el tiempo de un 

ciclo completo como 5ciclo adst t= + horas. 

       

 

5.1.1. Curvas de equilibrio de adsorción 

 

5.1.1.1. Efecto del caudal 

 
      De acuerdo a lo descrito anteriormente, los perfiles de los equilibrios del 
proceso de adsorción de la proteína BSA, se muestran en la figura 5-8 a, b, c, d y e, 

para los experimentos llevados a cabo en solución fosfato pH 4,5, para cada uno 
de los caudales estudiados respectivamente. En todos los casos la concentración 

inicial fue Co 1,06x10-8 mol/cm3 y la temperatura de trabajo 298 K. 

        

      De igual forma, en el anexo A se recogen las tablas de datos de concentración 

en el equilibrio CE (mol/cm3) frente al tiempo para el proceso adsorción de la 
proteína BSA para cada uno de los estudios mencionados anteriormente y 

recogidos en la figura 5-8. 
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Figura 5-8. Perfiles de equilibrio de adsorción de la proteína BSA, en solución 
fosfato 50 mM, pH 4,5, 298 K, para los diferentes caudales estudiados. 

 

      De forma general se pudo comprobar en primer lugar, que utilizando un 
mismo caudal en el proceso de adsorción, el tiempo necesario para que el sistema 
alcanzara el equilibrio era prácticamente el mismo en todas las reutilizaciones (n1 a 

n5). En segundo lugar se observó, que a medida que aumentaba el caudal el tiempo 
necesario para alcanzar el equilibrio para un n=1 era menor. De esta forma para 

los experimentos llevados a cabo a un caudal de 1,50 cm3/min, el tiempo 

requerido para que el sistema alcanzara el equilibrio fue de 340 minutos aprox., 
mientras que para el caudal de 14,0 cm3/min el tiempo de equilibrio fue de 260 

min aprox. También se pudo establecer de forma general, que a medida que 
aumentaba el caudal, la capacidad de adsorción de la columna monolítica también 

aumentaba. Así, para n=1 a un caudal de 1,50 cm3/min, se obtuvo que la relación 
CE/Co fue de 0,73, mientras que para el caudal de 14,0 cm3/min fue de 0,61; si se 

observa éste comportamiento para n=2, se observa que CE/Co a 1,50 cm3/min fue 
de 0,74, mientras que para el caudal de 14,0 cm3/min fue 0,66. 

      La variación de la adsorción de equilibrio con el caudal podría explicarse de 
acuerdo a dos fenómenos. Ambos fenómenos pueden existir simultáneamente y 

ambos tienen un efecto similar: aumentar la capacidad de adsorción de la 
columna, lo cual se traduce en una menor concentración en el equilibrio de la 

solución de proteína. 

      El primer fenómeno es puramente mecánico, al aumentar el caudal se abren 
más canales del monolito, aumentando de esta manera el área de la superficie de 
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adsorción. Éste fenómeno está basado en dos argumentos. El primero se refiere a 
la naturaleza del recubrimiento con agarosa. A diferencia de los recubrimientos 

catalíticos secos, la agarosa debe mantenerse húmeda y flexible. Esto hace que haya 
pequeñas láminas y fibras que pueden desprenderse con cierta facilidad.  

      El segundo argumento es consecuencia del flujo laminar a muy bajo número 
de Reynolds dentro de los canales del monolito. El caudal en cada canal, es 

independiente del flujo en otros canales y es función del diámetro hidráulico del 

canal (Dhid) a la cuarta potencia y del radio hidráulico del canal (R).  

																																																														�∗ ≅ &'(��)                                                (5-1)                                   

      Una variación del 50% en el diámetro hidráulico de un canal, hace que el flujo 
disminuya o aumente 16 veces. Así, los canales afectados por laminillas o fibras 
pueden estar inactivos a bajos caudales, pero incorporarse al proceso de adsorción 

para caudales grandes (Bird and Lighfoot, 1962). 

      El segundo fenómeno podría explicarse teniendo en cuenta, que el complejo 
IDA-Cu2+ es flexible, es decir que no está siempre es una misma posición, de tal 
manera que es posible que cuando se genera el quelato, el Cu2+ no quede de forma 

accesible a la superficie de la proteína, donde se llevará a cabo el enlace proteína-
ligando. De tal forma que si el proceso de adsorción se lleva a caudales bajos como 

por ejemplo 1,50 cm3/min, con éste flujo másico, los quelatos no son capaces de 
reorganizarse y por lo tanto la capacidad de adsorción de la matriz sería menor, 

éste comportamiento se puede explicar de acuerdo a la figura 5-9: 
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Figura 5-9. Disposición del complejo IDA-Cu2+ sobre una matriz microporosa de 
agarosa a un caudal de 1,50 cm3/min. 

 

  
      La figura 5-9, representa la entrada de proteína por un canal del monolito 

cerámico, la cual es impulsada por una bomba peristáltica, generando un 
movimiento convectivo a través del canal. 

      Para un caudal bajo, los complejos IDA-Cu2+ no son capaces de reorganizarse 

en el espacio y estarían replegados, por lo tanto algunos sitios activos no quedarían 
disponibles para enlazarse con la proteína presente en la solución. 

      Sin embargo, al aumentar el caudal para llevar a cabo el proceso de adsorción 
como 14,0 cm3/min, la estereoquímica del ligando puede verse favorecida, debido 

a que se genera un estiramiento del quelato que anteriormente estaba plegado. Así, 
si el ligando está más accesible a la proteína debido a una mejor distribución 

espacial, la capacidad del adsorbente podría ser mayor.  

      En la figura 5-10 se muestra esquemáticamente lo anteriormente descrito: 
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Figura 5-10. Disposición del complejo IDA-Cu2+ sobre una matriz microporosa de 
agarosa a un caudal de 14,0 cm3/min. 

 

      De forma general  podría decirse que al aumentar el caudal en el proceso de 

adsorción aumenta la capacidad de adsorción del adsorbente. El aumento de dicha 
capacidad se debe a un aumento de área disponible para la adsorción y a que las 

moléculas del ligando son capaces de reorganizarse, de tal manera que son más 
accesibles a los sitios de enlace de la proteína.  

      Estos dos fenómenos justificarían que la cantidad de proteína adsorbida sea 

mayor a medida que aumenta el caudal para llevar a cabo el proceso de adsorción.  
 

      Teniendo en cuenta el comportamiento del proceso de adsorción a diferentes 

caudales, se llevó a cabo un promedio de los valores de CE para los cinco caudales 
estudiados, para cada una de las reutilizaciones, con el fin de comprobar si los 

fenómenos descritos anteriormente, afectan el comportamiento de la adsorción.  

      Como se mencionó anteriormente, a bajos caudales es posible que no se 
disponga de toda el área real efectiva de adsorción del monolito, pero a caudales 

más altos sí. De esta forma al suponer que el área real efectiva de adsorción es la 
misma, es posible por un lado disminuir el error experimental que conlleva que 

cada experimento se haga con un monolito independiente, y por otro, ver el 
comportamiento de las curvas de adsorción independientemente del caudal. 

      Así, en la figura 5-11 se muestran las curvas promediadas de los experimentos 

llevados a cabo a los cinco caudales estudiados, donde se observa que a medida 
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que se reutiliza el monolito cerámico, la capacidad de adsorción disminuye 
independientemente del caudal utilizado, éste comportamiento implica que el área 

real disponible de adsorción es un factor relevante en el proceso de adsorción, el 
cual condiciona la capacidad de adsorción de la matriz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-11. Perfiles promediados del equilibrio de adsorción de la proteína BSA 
en solución fosfato pH 4,5 para los cinco caudales estudiados con sus 

correspondientes reutilizaciones. 

 

      De esta manera podría decirse que si el área real efectiva de todos los 
monolitos fuera la misma, sin tener en cuenta que algunos canales estén inactivos 

por estar parcialmente ocluidos, de tal forma los ligandos estuvieran de forma 
accesible a la superficie de la proteína, la concentración de proteína adsorbida en 

el equilibrio sería la misma, independientemente de caudal empleado en el 
proceso de adsorción y el soporte cerámico disminuiría su capacidad de adsorción 

con el número de reutilizaciones. 
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5.1.1.2. Efecto del pH 

 

      Una vez establecido que el caudal óptimo de trabajo para este sistema es 14,0 

cm3/min, se procedió a modificar el pH desde el punto isoeléctrico de la proteína 
hasta un pH de 7,0. Como se mencionó previamente en el apartado 5.1; se escogió 

el pH de 7,0 debido a que es un pH que ha sido utilizado en procesos de adsorción 
en columnas empaquetadas con partículas de agarosa activadas con el grupo epoxi. 

      La figura 5-12 a y b, representa los perfiles de concentración en función del 
tiempo para los experimentos llevados a cabo en tampón fosfato pH 7,0 y solución 

fosfato pH 4,5 a un caudal 14 cm3/min. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-12. Perfiles de equilibrios de adsorción de la proteína BSA, a) en tampón 
fosfato pH 7,0 y b) solución fosfato pH 4,5 298 K, para el caudal de 14 cm3/min. 

 

      De forma general, el comportamiento de la figura 5-12 pone de manifiesto que 
independientemente del pH utilizado, a un caudal de 14 cm3/min, el tiempo 

necesario para que el sistema alcance el equilibrio es prácticamente el mismo.  

      No obstante se pudo comprobar que aunque las curvas de equilibrio 
prácticamente eran iguales a las obtenidas para los experimentos llevados a cabo en 
solución fosfato pH 4, y Q=14 cm3/min, estas muestran una ligero aumento en la 

capacidad de adsorción. Así, para n=1 en solución fosfato pH 4,5 cm3/min, se 
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obtuvo que la relación CE/Co fue de 0,61, mientras que para el pH de 7,0 fue de 
0,56. Si se observa éste comportamiento para n=2, se observa que CE/Co a pH 4,5 

fue de 0,66, mientras que para pH 7,0 fue 0,65. 

      El hecho de que el pH utilizado para llevar a cabo el proceso de adsorción se 
encuentre por encima del punto isoeléctrico de la proteína, podría beneficiar el 

proceso de adsorción debido a que la proteína está cargada negativamente y por lo 
tanto se podrían generar más interacciones.  

      Adicionalmente el hecho de que éste tampón tenga mayor fuerza iónica            

(anexo B, cálculo de la fuerza iónica, para las soluciones tampón utilizadas), podría 
beneficiar la interacción entre el Cu2+ y los residuos de histidina de la proteína 

debido al plegamiento de las hélices, haciendo que dichos residuos sean más 
accesibles. 

      Ngah et al; (2002) obtuvieron un comportamiento similar, para un lecho de 
bolas (beats) de quitosano, argumentando que el hecho de que se absorba más 

proteína a un pH más alto puede ser debido a que a pH inferiores, los grupos 
amino de la proteína se encuentran protonados induciendo a repulsiones 

electrostáticas con los iones de Cu2+. De esta forma existe una competición entre 
los protones y los iones de Cu2+ por los sitios de adsorción generando una 

reducción en la capacidad de adsorción de la matriz. Para valores de pH más altos 
(en torno a 6-7) no se producía este comportamiento. 

 
      De acuerdo a lo anteriormente descrito y de forma general se puede decir que 

según los resultados experimentales obtenidos, el proceso de adsorción aumenta 
con el caudal y con el pH de la solución. 

 

 

5.1.2. Curvas de elución 
 

      La elución de la proteína BSA se llevó a cabo mediante un proceso de elución 

competitiva, utilizando imidazol como agente competitivo. Las proteínas que 
habían sido enlazadas sobre el ion metálico quelado, principalmente a través de las 

cadenas laterales de los residuos de histidina, son recuperadas mediante una 
complejación competitiva del ion inmovilizado con el imidazol. 
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      Así, que de acuerdo a lo anteriormente descrito la concentración óptima de 
imidazol para llevar a cabo el proceso de elución fué 0,2 M en tampón PBS 7,4 a 

un caudal de trabajo de 1,50 cm3/min. 
 

      La figura 5-13 a, b, c, d y e, muestra las curvas de elución correspondiente a los 
experimentos de adsorción de la proteína BSA llevados a cabo en solución fosfato 

pH 4,5 para el caudal de 1,50 cm3/min. De acuerdo al procedimiento descrito 
anteriormente, las cuervas de elución correspondientes a los experimentos de 

adsorción llevados a cabo a 5,50, 8,40, 10,60 y 14,00 cm3/min, se recogen en el 
anexo C. 

 

      Las gráficas muestran dos picos, el primero, de color rojo, representa la elución 
de la proteína retenida pero no adsorbida en el adsorbente. La proteína que no se 

ha ligado específicamente al Cu2+, es eliminada con un lavado con el mismo 
tampón en el cual se ha llevado a cabo el proceso de adsorción de la proteína, que 

en éste caso es solución fosfato pH 4,5. Éste pico presenta un área bajo la curva 
pequeña, traducido en una cantidad de proteína inferior al 5% de la proteína total 

eluída.  

      El segundo pico, de color azul representa la elución de proteínas adsorbidas de 
forma específica, es decir, la proteína que ha sido ligada específicamente al Cu2+. 

La proteína ligada de forma específica no puede ser eluída con el tampón usado en 
el lavado, sino que debe ser eluída competitivamente con imidazol. El área bajo la 

curva de estos picos representa aproximadamente el 95% de la proteína total 
adsorbida.  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 



5. Resultados experimentales 
 

 

  141

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

 

 

 

 

 

 



5. Resultados experimentales 
 

 

  142

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-13. Curvas de elución de la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 y 
298K, para el caudal de adsorción de 1,50 cm3/min y n1, n2, n3, n4 y n5. 

 

      En general la elución de la proteína retenida pero no adsorbida (solución 

fosfato pH 4,5) tarda aproximadamente 30 min en todos los casos, y la elución 
especifica (imidazol 0,2 M en tampón PBS pH 7,4) tiene un tiempo de duración de 

aproximadamente 60-80 min.  El tiempo de elución es en general un poco menor 
para los ciclos 4 y 5 debido a que la cantidad de proteína adsorbida es menor. 

      De igual forma, a la derecha de cada figura se puede observar el balance de 

materia en mg, es decir, la cantidad de proteína total adsorbida con respecto a la 
cantidad de proteína eluída con tampón fosfato correspondiente al área bajo la 

curva roja y con imidazol 0,2 M en tampón PBS, correspondiente al área bajo la 
curva azul. En todos los casos la cantidad de proteína que no es posible ser eluída y 

queda dentro de la matriz es inferior del 2%. 

      La figura 5-14 muestra las curvas de elución de la proteína BSA en tampón 

fosfato pH 7,0 para el caudal de 14,0 cm3/min. El procedimiento, así como la 

explicación de las gráficas es el mismo que para llevar a cabo el proceso de elución 
de la proteína BSA para los experimentos en solución fosfato pH 4,5, es decir, la 

proteína retenida pero no adsorbida específicamente se eluyó con tampón fosfato 
pH 7,0 a un caudal de 1,50 cm3/min y la proteína adsorbida específicamente se 

eluyó con imidazol 0,2 M en tampón PBS pH 7,4 también a un caudal de 1,50 
cm3/min.       
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     En todos los ciclos de puede observar que la cantidad de proteína eluída con 
tampón fosfato pH 7,0 es inferior al 5% y que la cantidad de proteína eluída con 

imidazol 0,2 M en tampón PBS pH 7,4 está en torno al 95%. 
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Figura 5-14. Curvas de elución de la proteína BSA adsorbida tampón fosfato pH 

7,0 y 298K, para un caudal de adsorción de 14,00 cm3/min y n1, n2, n3, n4 y n5. 

       

 
      De acuerdo a la información anterior, se desarrolló un modelo para predecir 
el comportamiento del monolito tras varios ciclos de reutilización y que estimará la 

reutilización óptima de la columna monolítica. Así, éste modelo se desarrolló para 
el sistema formado por la proteína BSA sobre un monolito cerámico recubierto 

por agarosa tipo D5, activado con 1,4 butanodiol diglicidil éter como brazo 
espaciador, ácido iminodiacético (IDA) como agente quelante, y Cu2+ como 

ligando. El desarrollo del modelo se describe a continuación, en el apartado 5.1.3. 
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5.1.3. Modelo de eficiencia de adsorción       

 

 
      Para el modelo de eficiencia de adsorción se ha encontrado que la porosidad 
de la agarosa utilizada en esta investigación es despreciable debido a que no 

presenta microporos donde la proteína se pueda adsorber. Como consecuencia de 
ello, toda la biomolécula adsorbida en la matriz, esta unida a los sitios localizados 

en la superficie externa del recubrimiento de la película de agarosa, que envuelve al 
monolito cerámico.  

      Asimismo se supone que las proteínas son mucho más grandes que los sitios 

activos de adsorción sobre la superficie de agarosa. Por ello, cuando una proteína 
se adsorbe sobre un sitio, puede bloquear otros sitios activos, imposibilitando el 

acceso de otras proteínas a dichos sitios. En general, el número de sitios activos 
pueden ser de dos o tres órdenes de magnitud mayor que las proteínas que se 

pueden asdorber. 

      En tercer lugar, los procesos de adsorción de las proteínas son aleatorios, 
donde a veces las proteínas se superponen ligeramente, dejando sitios intermedios 
activos  en la superficie de agarosa no cubiertos.  Puesto que la adsorción es un 

proceso aleatorio que implica un número muy grande de moléculas, se puede 
considerar el porcentaje de superposición así como el porcentaje de superficie 

cubierto, como una constante estadística de un ciclo de reuso a otro, como se 
muestra esquematicamente en la figura 5-15. 

 

 

 

 

 

Figura 5-15.  Esquema que muestra como de forma aleatoria las proteínas de BSA 

cubren la superficie de adsorción. 
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      Las figuras rojas representan las moléculas de proteína, mientras que los 
puntos grises son los sitios de adsorción de la superficie activa. En la figura se 

puede observar la gran cantidad de superficie disponible y los sitios activos que no 
pueden ser cubiertos por las moléculas de proteína adsorbida. 

 
      Basandose en estas observaciones, se puede decir que el número de moles de 

proteína adsorbida sobre una superficie dada, está limitado por el área interfacial 
del sistema agarosa-solución. De hecho, el número de moles de proteína que se 

unen en la superficie, podría ser calculado como una concentración superficial, es 
decir, en unidades de moles de proteína por unidad de área de adsorción. 

 

      El volumen de control definido en el sistema experimental incluye el volumen 
del recipiente que contiene la solución, el volumen correpondiente a las tuberías, 

asi como el volumen combinado de los canales del monolito. 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

Figura 5-16. Esquema del volumen de control del sistema de adsorción propuesto. 

     
 

      Dentro de esta parte del volumen, la biomolécula se disuelve en la solución 
circulante y la concentración de la solución estaría cambiando en el tiempo debido 

a la proteína que se adsorbe en las paredes de los canales del monolito. 
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      Por lo tanto, el balance de materia de la biomolécula se debe tener en cuenta 
para la biomolécula adsorbida en la superficie de los canales del monolito. Se trata 

de un volumen de control cerrado el cual no tiene ningún término convectivo, ni 
un término de fuente de reacción química como se muestra en la ecuación 5-2: 

 

                                 ( ), 0
sol mon

E BE

V A

d d
C x t dV dA

dt dt
ρ+ =∫ ∫

%
                                (5-2) 

       

      Donde ( ),EC x t
%

es la concentración local en (mol /cm3), BEρ  es la cantidad de 

proteína adsorbida por unidad de superficie local en (mol /cm2), SolV  es el 

volumen de solución de proteína en cm3 y Amon es el área del monolito en cm2. La 

concentración local ( ),EC x t
%

 es una función de las coordenadas espaciales en el 

interior del volumen de control denotado por el vector espacial de coordenadas x y 
el tiempo. La concentración local de biomolécula adsorbida en la superficie, es 

también una función del tiempo y el espacio. No se identifican las coordenadas de 
superficie, puesto que se supone que la superficie de adsorción puede ser 

representada como una superficie en un espacio tridimensional definido por x. 
 

     La ecuación 5-2 puede ser integrada con respecto a la variable espacio con el fin 
de encontrar una expresión para el cambio global de la concentración de 

biomolécula como una función del tiempo, como se muestra en la ecuación 5-3. 
 

     

( ) ( ) ( )

( ) ( ) ( )

,

1 1
Donde;      , y

Sol mon

Sol mon

BE mon
E E Sol BE

V A

E E BE BE
Sol monV A

d Ad d d
C x t dV C t V t dA

dt dt dt d t

C t C x t dV dA
V t A

ρρ

ρ ρ

      = = − = −   
      

= =

∫ ∫

∫ ∫

%

%

             (5-3) 

       

      Así, el volumen promedio define la concentración molar media de la proteína 

en solución CE(t), como una función solo del tiempo. La superficie promedio sobre 
toda la superficie del monolilto define la cantidad media de la adsorción de 

biomolécula ( )BE tρ y también sería solo función del tiempo. Puesto que el área del 

monolito es constante, se toma el área del monolito de la derivada de la ecuación 
5-3. Si también se supone que las muestras tomadas para el análisis introducen 

cambios insignificantes en el volumen, el volumen de la solución sería casi 

constante, por lo tanto ( )Sol oV t V≅ . Bajo estos supuestos, la ecuación 5-3 permite 
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una mayor simplificación de la integración en el tiempo para demostrar que la 
cantidad de adsorción representa la cantidad total de biomolécula adsorbida sobre 

la superficie del monolito en cualquier momento durante el proceso, ( )BE tρ . 

       

( ) ( )

( ) ( )
( )                                                   

0 0

E BE

o o

C

o E o E o mon BE

C

BE
mon BE

BE

V d C t V C t C A d

t
A t

t

ρ

ρ

ρ

ρ
ρ

ρ

= − = −      

= −  = =

∫ ∫
                     (5-4) 

      Definiendo la constante, m(cm)= Vo/AMon, como la relación entre el volumen 
de la solución de biomolécula que se distribuye en la zona interfacial del monolito, 
podemos llegar a una ecuación idéntica a la ecuación 5-2, sólo que introduciendo 

un factor de corrección 1φ ≤ , para tener en cuenta la concentración de proteína 

atrapada dentro de la matriz, es decir no ligada a los sitios disponibles para la 

adsorción considerándolo como una corrección a la variación real en la 

concentración de proteína 0 0EC C− . 

                                            ( )0( )BE Et C C mρ φ= −                                               (5-5) 

      Donde m (cm) es la relación de volumen de solución de proteína en la sección 

de interfase de la columna y φ  que es la fracción de proteína adsorbida. De tal 

forma 2
, ( / )BE n mol cmρ es definido como el número de moles de biomolécula, 

limitado a los ligandos por unidad de superficie de adsorción de la matriz 
cromatográfica. 

      La velocidad superficial se define como la cantidad de flujo volumétrico por 
unidad de área de seccion transversal de la columna. Por tanto, existe una 

velocidad de flujo mínima, que dependiendo del caudal, podria llegar a ser una 

limitante de la velocidad superficial, sin embargo estos caudales están muy  por 
debajo del tipo de velocidades superficiales que se pueden conseguir usando 

monolitos cerámicos, debido a la geometría de los mismos.  

      Así en el presente trabajo, la velocidad de flujo mínimo en nuestro caso, no es 

un factor limitante. De tal manera que las curvas de adsorción (Figura 5-8 y 5-12), 
se pueden modelar usando una ecuación cinética simple de primer orden con 

constante de proporcionalidad kA, en donde la velocidad de adsorción es igual a la 
eliminación de los sitios disponibles para llevar a cabo el proceso de adsorción y es 

proporcional a la concentración de sitios disponibles (ecuación 5-6) : 
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( )( ) ( ), ,

, , , ,; 0BE n AS n o
A AS n AS eq AS n AS n

d d
k t

d t d t

ρ ρ
ρ ρ ρ ρ= − = − =                              (5-6) 

 

      Integrando y reordenando la ecuación 5-6, se puede obtener una expresión 

para el cambio de la concentación de proteína en la superficie en función del 
tiempo, como una función del cambio en la concentración de los sitios disponibles 

para llevar a cabo el proceso de adorción, de la siguiente manera (ecuación 5-7): 

            
 

                  
( ) ( ) ( ), , , , , 1 Ak to o eq

BE n AS n AS n AS n AS nt t eρ ρ ρ ρ ρ − = − = − −                                    (5-7)    

      Donde ,
o
AS nρ  es la concentración superficial disponible de los sitios de 

adsorción durante los nth ciclos y ,
eq
AS nρ  es la concentración en la superficie restante 

de los sitios de adsorción en equilibrio, introducidos en la ecuación 5-5 y 5-7 
respectivamente. 

 
      De acuerdo a lo anterior, se puede desarrollar un modelo para representar el 

cambio en la concentración de proteína en función del tiempo, como se muestra 
en las curvas de las figuras 5-5 y 5-9, de acuerdo con la ecuación 5-8: 

                             
( ) ( ), ,

0

1 1 A

o eq
AS n AS nE k t

o

C t
e

C m C

ρ ρ
φ

−
 − = − −

                                             

(5-8) 

 

      Como se ha mencionado anteriormente, la porosidad de la agarosa  D5 es 
despreciable, de esta forma, es posible relacionar la capacidad de adsorción de la 

proteína, a una capa teórica depositada sobre la interfase de agarosa/solución. 
Además, es posible asumir que no hay limitaciones impuestas por el número de 

sitios de adsorción, siendo una suposición válida, debido que la cantidad de iones 
de cobre retenidos por la matriz, es al menos tres órdenes de magnitud mayor que 

la cantidad de proteína que se puede unir a ellos. Éste supuesto a su vez elimina el 
problema de quelatos polidentados resultantes de complejos de coordinación, en 

los que participan dos o más enlaces de coordinación. 

      Los valores ,BE nρ  calculados mediante la ecuación 5-5 se recogen en la tabla 5-

4, para los experimentos llevados a cabo en solución fosfato pH 4,5 para los cinco 
caudales estudiados y 5-5 se encuentran  los experimentos llevados a cabo en 

tampón fosfato pH 7,0 a un caudal de 14,0 cm3/min. 
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Tabla 5-4. Valores de ,BE nρ  para la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5, 

para los cinco caudales estudiados. 

 

                       
10

, x10BE nρ
 

                     (mol/cm2) 

 Q 1,50    5,50   8,40 10,60 14,00 

1n =  6,17 7,16 7,70 9,20 9,36 

2n =  5,99 6,71 6,23 6,95 8,17 

3n =  5,33 5,49 5,02 5,04 7,11 

4n =  4,03 4,86 3,85 3,71 6,28 

5n =  3,15 4,16 3,13 2,68 5,11 

 

 

Tabla 5-5. Valores de ,BE nρ  para el sistema formado por la proteína BSA-tampón 

fosfato pH 7,0 Q= 14 cm3/min. 

 

 
10

, x10BE nρ
 

(mol/cm2) 
       Tampón fosfato pH 7,0    

 9,90 
7,62 
5,92 
3,80 
1,88 

 
 

 

 

 

        

       

      De acuerdo a los valores mostrados tanto en la tabla  5-4 y 5-5, se puede 

observar que para los dos pH estudiados los valores de ,BE nρ  para un caudal de 

14,0 cm3/min son muy parecidos en todos los ciclos. 

      La eficiencia de adsorción Aη  es debida a la transformación natural que sufre 

el monolito a través de la sucesivas reutilizaciones y  relaciona  la cantidad de 
proteína adsorbida durante el primer ciclo de adsorción por unidad de superficie y 

la cantidad real de proteína que puede ser adsorbida en la superficie del 

adsorbente.  

1n =
2n =
3n =
4n =
5n =
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      La ecuación 5-9 recoge lo descrito anteriormente: 

                                              ,1BE
A R

AS

ρ
η

ρ
=                                                              (5-9) 

      Por lo tanto, la naturaleza estocástica del proceso de adsorción,  así como las 
modificaciones de dichos sitios debido a los procesos de adsorción/elución, 

medidos por la eficiencia del ciclo de adsorción, Aη , comunes a todos los ciclos, se 
estudian por separado. 

      Cuando las moléculas de proteína permanecen unidas a los sitios de adsorción, 

no todos los sitios originales estarán disponibles para un nuevo ciclo, como se ha 
indicado anteriormente, (figura 5-7). Por tanto, la combinación de elución 

incompleta y las modificaciones de los sitios, disminuye la capacidad de adsorción 
de la columna cromatográfica para el siguiente ciclo de adsorción/elución, como 

se comprobó experimentalmente.  

      Para tener en cuenta estos complejos procesos, se introdujo una eficiencia de 
elución, como la relación entre el número de moles de proteína que se liberan en 

la superficie de la matriz en la elución ,1DSρ  y la concentración de proteína 

adsorbida en la superficie después del primer ciclo de adsorción (n=1) ,1BEρ  de 
acuerdo a la ecuación 5-10. 

                                       

,1

,1

DS
D

BE

ρ
η

ρ
=

                                                                 (5-10) 

      Introduciendo la eficiencia de adsorción y elución, se puede calcular la 

cantidad de proteína que puede ser adsorbida en el segundo ciclo de adsorción     
(n=2) usando la ecuación 5-11: 

                  ( ),1 ,0 ,0 1 1R R
AS AS BE DS AS A Dρ ρ ρ ρ ρ η η= − + = − −                                   (5-11) 

      Después del segundo proceso de adsorción, la cantidad de proteína unida a los 
ligandos, es calculada como el cambio en la concentración de proteína durante el 

proceso de adsorción, teniendo en cuenta la proteína que no está unida 
específicamente a la matriz. 

      Durante éste segundo ciclo, la cantidad de proteína adsorbida es de nuevo 

afectada por las eficiencias de adsorción, teniendo en cuenta que no todos los 
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sitios disponibles después de la primera adsorción/elución, pueden ser ocupados 
por las moléculas de proteína; así,  la cantidad de proteína por unidad de 

superficie es posible calcularla teniendo en cuenta la ecuación 5-5, de acuerdo con 
la ecuación 5-12: 

                ( ) ( ),2 0 2
1 1R

BE A AS A D EC C mρ η ρ η η φ= − − = −                                      (5-12) 

      A su vez, la concentración de proteína en el equilibrio CE para el segundo ciclo 
de adsorción estará relacionada con la eficiencia del proceso de adsorción/elución 

de acuerdo con la ecuación 5-13: 

                          ( )02
1 1

R
A AS

E A DC C
m

η ρ η η
φ

= − − −                                              (5-13) 

      A continuación, para estimar la cantidad de proteína eluída por unidad de 

superficie, en el segundo proceso de elución ( 2n = ), se utilizó la eficiencia de 

elución Dη ,  de acuerdo a la ecuación 5-14: 

                           ( ),2 1 1R
DS D A AS A Dρ η η ρ η η= − −                                                (5-14) 

     Después del segundo ciclo de adsorción/elución, la cantidad de proteína que 

podría ser adsorbida durante el próximo ciclo es calculada de acuerdo a la 
ecuación 5-15. 

                    ( ) 2

,2 ,1 ,2 ,2 1 1R
AS AS BE DS AS A Dρ ρ ρ ρ ρ η η= − + = − −                               (5-15) 

      De acuerdo con lo anterior, se pudo establecer que la cantidad de proteína 
adsorbida por unidad de superficie tras el tercer ciclo ( 3n = ) viene dada por la 

ecuación 5-16. 

                      ( ) 2

,3 0 3
1 1R

BE A AS A D EC C mρ η ρ η η φ = − − = −                                (5-16) 

      A su vez, la concentración de proteína en equilibrio CE, correspondiente al 
tercer ciclo de adsorción pudo ser calculada reorganizando los terminos de la 

ecuación 5-16, como se muestra en la ecuación 5-17: 

                             ( ) 2

03
1 1

R
A AS

E A DC C
m

η ρ η η
φ

= − − −                                          (5-17) 
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      De acuerdo a las ecuaciones 5-10 y 5-14, es posible extender el análisis a un 
número arbitrario de ciclos donde la concentración de proteína en el equilibrio 

CE, estaría dada por la expresión matemática que se muestra en la ecuación 5-18: 

                              ( ) 1

0 1 1
R

nA AS
E A Dn

C C
m

η ρ η η
φ

−
= − − −                                       (5-18) 

      De igual forma, la concentración de proteína en la superficie del adsorbente 
durante el n-ésimo ciclo, de forma logarítmica, estaría dada por la ecuación 5-19: 

                        ( ) ( ) ( ) ( ), 1 1 1R
BE n A AS A DLn Ln n Lnρ η ρ η η= + − − −                       (5-19) 

      La ecuación 5-19 representa un gráfico semi-logarítmico con ��
,
 como 

ordenada y n-1 como abcisa, con ( )1 1A DPendiente Ln η η= − −    
e intersección en 

¡n-1=0,  igual a ( )R
A ASLn η ρ . Así, la figuras 5-17 a, b, c, d y e (para los experimentos 

llevados a cabo en solución fosfato pH 4,5) y 5-18 (experimentos llevados a cabo en 

tampón fosfato pH 7,0)  muestran las gráficas semilogarítmicas ,( )BE nLn ρ  vs 1n − .  
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Figura 5-17. Logaritmo de la concentración de proteína experimental por unidad 
de superficie vs número de reutilizaciones (n-1) para la proteína BSA en solución 

fosfato pH 4,5 para los cinco caudales estudiados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-18.  Logaritmo de la concentración de proteína experimental por unidad 
de superficie vs número de reutilizaciones (n-1), para la proteína BSA en tampón 

fosfato pH 7,0 para el caudal de 14 cm3/min. 

       

      A partir de la intersección de la recta en el origen, se puede obtener la primera 

cantidad de proteína adsorbida en la superficie ,1
R

BE A ASρ η ρ=  y de su pendiente se 

encuentra el valor de ( )1 1A Dη η− −    .   



5. Resultados experimentales 
 

 

  156

 

      Para calcular la cantidad real de proteína que puede ser adsorbida en la 

superficie del adsorbente R
ASρ , se utilizó un gráfico (figura 5-19 a, b, c, d y e, y 5-20) 

que relacionaba el número de moles de proteína enlazados al ligando por unidad 

de superficie del adsorbente ,BE nρ  y el número de ciclos n .  

      Estas concentraciones en la superficie son calculadas, suponiendo que la 

extrapolación de la concentración de proteína adsorbida en la superficie toma 

valores 0n→ , proporcionando un valor aproximado de la concentración 

superficial disponible, de acuerdo a la ecuación 5-19. 

                                         ,0
lim R

BE n ASn
ρ ρ

→
  ≅                                                       (5-19) 

     Así, en las figuras 5-19 a, b, c, d y e (para los experimentos llevados a cabo en 
solución fosfato pH 4,5) y 5-20 (experimentos llevados a cabo en tampón fosfato 

pH 7,0) se muestra una línea sólida de tendencia exponencial, de tal forma que la 
intersección de la línea de tendencia con la línea para 0n = , permite calcular el 

valor aproximado de R
ASρ . Así con los valores de R

ASρ  fue posible calcular la 

eficiencia de adsorción estructural Aη , de acuerdo con la ecuación 5-9.  
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Figura 5-19. Número de proteínas enlazadas a los ligandos por unidad de 
superficie de adsorción vs el número de ciclos para la proteína BSA en solución 

fosfato pH 4,5, para los cinco caudales estudiados. 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

Figura 5-20.  Número de proteínas enlazadas a los ligandos por unidad de 

superficie de adsorción vs el número de ciclos para la proteína BSA en tampón 
fosfato pH 7,0 para el caudal de 14 cm3/min. 

 

 

      En cromatografía de afinidad (Martín del Valle et al; 2003), podemos esperar 

que el área cubierta por la proyección de proteínas adsorbidas, R
ASρ , sea del mismo 

orden de magnitud que el área interfacial de agarosa disponible para la adsorción y 

por lo tanto del área teórica de adsorción, T
ASρ .  
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      En cromatografía IMAC esta suposición no es válida ya que los valores de 
�*+

, -- �*+
. . Esta diferencia en el comportamiento se debe a una menor 

especificidad de los ligandos metálicos con respecto a las proteínas que se adsorben 
así como al tipo de lazos con que se unen estas proteínas a los ligandos metálicos.  

      Los complejos de coordinación proteína/metal adquieren una carga eléctrica 

específica que inhibe la adsorción de otras proteínas en ligandos cercanos. Dado 
que estas son coberturas superficiales, es decir sobre superficies de dos 

dimensiones, los campos eléctricos son más restrictivos y disminuyen en forma 
considerable la cantidad de proteína que se puede adsorber 

     Así, los valores de la eficiencia de adsorción, Aη , como los valores de m, R
ASρ  y 

Dη  se recogen en la tabla 5-6 para los experimentos llevados a cabo en solución 

fosfato pH 4,5 y tabla 5-7 para los experimentos llevados a cabo en tampón fosfato 

pH 7. 

Tabla 5-6. Coeficientes de adsorción/elución para el estudio de la proteína BSA, 

en solución fosfato pH 4,5 para los cinco caudales estudiados. 

 

Q (cm3/min) 1,50 5,50 8,40 10,60 14,00 

Número ciclos ( n ) 5 5 5 5 5 

m (cm3 de solución/área cm) 0,237 0,237 0,237 0,237 0,237 

 (mol/cm2) x1010 7,35 8,03  8,64  10,40 10,32  

 (adimensional) 0,84 0,89 0,89 0,88 0,91 

 (adimensional) 0,80 0,85 0,77 0,70 0,85 

 

Tabla 5-7. Coeficientes de adsorción/elución para el estudio de la proteína BSA, 

en tampón fosfato pH 7,0. 
 

Tampón Fosfato pH 7,0 

Número de ciclos  ( ) 5 

(cm3 de solución/área cm) 0,238 

 (mol/cm2) x1010 11,8  

 (adimensional) 0,84 

 (adimensional) 0,61 

 

R
ASρ

Aη

Dη

n

m
R
ASρ

Aη

Dη
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5.1.3.1. Validación del modelo de eficiencia 

 

 

      De acuerdo al modelo desarrollado, y previo al cálculo de los parámetros, Aη , 
R
ASρ , y Dη , fue posible en primer lugar, validar los resultados obtenidos de 

concentración en el equilibrio CE de forma experimental, al calcular CE 
teóricamente mediante las ecuaciones 5-11, 5-15 y 5-17 del modelo para n1 á n5, de 

tal manera que se pudieran comparar CE,exp y CEteo, y en segundo lugar predecir la 

concentración de proteína en el equilibrio CE para un número arbitrario de ciclos (
6n = , 7n =  y  8n = ) al utilizar la misma matriz cromatográfica. Así, la 

concentración en equilibrio CE se puede predecir para un ciclo determinado sin 
tener que llevar a cabo experimentalmente el proceso de adsorción.  

      Los resultados obtenidos se recogen en la tabla 5-8 (para los experimentos 
llevados a cabo en solución fosfato pH 4,5), tabla 5-9, porcentajes de error 

correspondientes a los valores de la tabla 5-7 y tabla 5-10 para los experimentos 
llevados a cabo en tampón fosfato pH 7,0. 

 

Tabla 5-8. Comparación de la concentración en equilibrio CE experimental vs 

obtenida por el modelo para la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 para los 

cinco caudales estudiados. 
 

Q 1,50 5,50 8,40 10,60 14,00 

n 

CE 
Exp 

 

CE 
Teo 

 

CE 
Exp 

 

CE 
Teo 

 

CE 
Exp 

 

CE 
Teo 

 

CE 
Exp 

 

CE 
Teo 

 

CE 
Exp 

 

CE 
Teo 

 

1 7,86 7,86 7,42 7,42 7,18 7,18 6,51 6,51 6,44 6,44 
2 7,94 8,31 7,62 7,84 7,83 7,88 7,51 7,60 6,97 7,01 
3 8,23 8,69 8,16 8,20 8,37 8,43 8,36 8,40 7,44 7,50 
4 8,81 9,00 8,44 8,51 8,89 8,87 8,95 8,98 7,81 7,92 
5 9,20 9,27 8,75 8,78 9,21 9,23 9,41 9,41 8,33 8,29 
6  9,49  9,02  9,51  9,73  8,61 
7  9,67  9,23  9,73  9,96  8,88 
8  9,82  9,41  9,91  10,1

0 
 9,11 

CE Exp x109 (mol/cm3) / CE Teo x109 (mol/cm3) / Q (cm3/min) 
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Tabla 5-9. Porcentaje de error de la concentración en equilibrio CE 

experimental vs obtenida por el modelo para la proteína BSA en solución fosfato 

pH 4,5 para los cinco caudales estudiados. 

 

 % de error 

n 
1,50 

cm3/min 

5,50 
cm3/min 

8,40 
cm3/min 

10,60 
cm3/min 

14,00 
cm3/min 

 

1 0,00 0,00 000 0,00 0,00  

2 4,45 2,81 0,63 1,18 0,57  
3 5,59 0,49 0,71 0,48 0,80  

4 0,90 0,82 0,22 0,33 1,39  
5 0,76 0,34 0,22 0,00 0,48  

 

 

Tabla 5-10. Comparación de la concentración en equilibrio CE experimental vs 

obtenida por el modelo para la proteína BSA en tampón fosfato pH 7,0 para el 

caudal de 14 cm3/min, CE Experimental (Exp) y Teórico (Teo) (mol/cm3) x 109. 

 

 
Tampón Fosfato  

 pH 7,0 

n 

CE 
Exp 

 

CE 
Teo 

 

% 
error 

1 6,22 6,22 0,00 

2 7,23 7,67 5,74 
3 7,98 8,64 7,64 

4 8,92 9,28 3,88 
5 9,77 9,72 0,51 

6  10,00  

7  10,20  
8  10,30  

 

      Los valores recogidos en las tablas 5-8 y 5-10, se representan gráficamente en 
las figuras 5-21 y 5-22 respectivamente. 
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Figura 5-21. Concentración en el equilibrio CE experimental y teórica vs Número 

de ciclos n, para la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5, para los cinco 
caudales estudiados. 

 

       

      De acuerdo a las figuras 5-21 a, b, c, d y e, se puede decir que en general, para 

los cinco caudales estudiados, el modelo es capaz de predecir la tendencia del 
comportamiento de la concentración de proteína en el equilibrio, con errores en 

general inferiores al 5%, y posteriormente establecer la tendencia del proceso de 
adsorción para futuros ciclos, con base en el comportamiento inicial y de esta 

forma decidir si es viable seguir llevando a cabo ciclos de adsorción/elución o si 
por el contrario es mejor regenerar o cambiar la columna. 
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Figura 5-22. Concentración de proteína en el equilibrio CE experimental y teórica 
vs Número de ciclos n, para la proteína BSA en tampón fosfato pH 7,0 para el 

caudal de 14 cm3/min. 

 

      De igual forma, que los gráficos presentados en la figura 5-21, para los 

experimentos llevados a cabo en tampón fosfato pH 7,0, el modelo es capaz de 

predecir el comportamiento de la concentración en equilibrio CE. 

      También cabe señalar que de forma general (para los dos estudios), de acuerdo 

a los valores obtenidos de CE teórica, si se extrapola aún más estos valores, para 

más ciclos de reutilización (es decir, por encima de n10 aproximadamente), se 
puede observar que el comportamiento es prácticamente constante, es decir que la 

columna no sería capaz de adsorber más proteína. 
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5.1.4. Rendimiento del proceso de separación al reutilizar la columna 

cromatográfica 

 

 
      Dado que la pérdida de proteína en los procesos de elución es inferior al 2%, 

se ha considerado en el presente modelo que la cantidad  recuperada es total.  

      Por ello, al final de los n-ciclos, la cantidad de proteína adsorbida en la matriz 

cromatográfica es posible calcularla, teniendo en cuenta la eficiencia de adsorción 

nA y elución nD, de acuerdo a la relación que se muestra en la ecuación 5-20: 

                                 
( ) 1

, 1 1
nR

DS n D A AS A Dρ η η ρ η η −
= − −                                                   

(5-20) 

      Adicionando la cantidad de proteína separada en los diferentes ciclos de uso 

del adsorbente, la cantidad de proteína separada por unidad de área de columna 

monolítica Prod n
ρ , estaría dada por la ecuación 5-21: 

          
( ) ( ) 12 1

Prod
2 2

/ 1 1
n n

jR j
D A AS A Dn

j j

mol cm cicloρ η η ρ η η α δ− −

= =

⋅ = − − =  ∑ ∑
              

(5-21) 

 

       Las constantes en la ecuación 5-21 están definidas como: R
D A ASα η η ρ= y 

( )1 1A Dδ η η= − −   respectivamente.  

      El tiempo necesario para completar un ciclo de adsorción/elución se definió 

anteriormente (ver sección 5.1.) como 5ciclo adst t= + (5 horas de tiempo muerto) y 

si la columna monolítica es utilizada para n cantidad de ciclos, la duración total del 
proceso de separación, deberá incluir también el tiempo de inactividad necesario 

para regenerar o cambiar la columna inactt .  

      Así, finalmente la separación total de proteína por unidad de tiempo se 
calculará dividiendo la ecuación 5-21 por la duración total del proceso de 

reutilización, de acuerdo a la ecuación 5-22: 

                                   

 ( )

1

2
Prod 5

n
j

j

n
ads inactn t t

α δ
ρ

−

==
+ +

∑
φ                                                         (5-22) 
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      Suponiendo que las etapas de lavado y elución tardan aproximadamente el 
mismo tiempo, la ecuación 5-22 representa la separación total de proteína por 

unidad de área de columna monolítica y por unidad de tiempo, presentando tres 
variables operativas: 1) La cantidad de tiempo permitido para el proceso de 

adsorción adst  ; 2) El número de ciclos de utilización de la columna antes de la 

regeneración y 3) El tiempo de inactividad necesario para regenerar la columna o 
cambiarla, si la regeneración se realiza como un paso independiente. De esta 

forma, se puede obtener un cálculo aproximado del tiempo de regeneración, 
siguiendo los pasos de activación de la columna monolítica, descrita previamente 

en el capítulo de materiales y métodos (ver sección 4.3.3). Así, una estimación 

conservadora del tiempo de regeneración de la columna monolítica es  tinact=treg=18 

horas. 

      Por otro lado, si el proceso es operado mediante el cambio de la columna 

monolítica después de un determinado número de ciclos, el tiempo de inactividad 

(tinact) se basaría en el tiempo necesario para limpiar el sistema y colocar una nueva 

columna activada en su lugar, así que al tiempo de inactividad habría que añadir 
aproximadamente 0,5 horas más. 

      Para tener en cuenta el tiempo de adsorción, se supone que las etapas de 

adsorción, se llevan a cabo en la misma cantidad de tiempo para todos los ciclos. 
Así, se estableció de forma general, que 5 horas sería tiempo suficiente para que 

proceso de adsorción alcanzara el equilibrio. 

      Así, para los experimentos en solución fosfato pH 4,5 (para los cinco caudales 

estudiados), de forma general, se pudo establecer, que para un tiempo de 3 horas, 

se alcanza aproximadamente entre un 85-90% del porcentaje total de proteína 
adsorbida en la matriz y en las primeras 2 horas se consigue aproximadamente 

entre el 75-80%, es decir que las 2 horas posteriores son necesarias para que el 
sistema finalice el proceso de adsorción, quedando solamente por adsorber entre 

un 10-15% de la proteína total adsorbida. 

      Para los experimentos llevados a cabo en tampón fosfato pH 7,0 a un caudal 

de 14,0 cm3/min, se pudo establecer que para un tiempo de 3 horas se alcanza 

aproximadamente entre un 91-100% del porcentaje total de proteína adsorbida en 
la matriz y en las primeras 2 horas se consigue aproximadamente entre el 75-85%.  

De esta forma las 2 horas finales serían necesarias para el eluír aproximadamente el 
9-10% de proteína total restante en la matriz. 
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      De acuerdo a lo anterior las figuras 5-23 a, b, c, d y e (para los experimentos 
llevados a cabo en solución fosfato pH 4,5 para caudal estudiado) y 5-24 

(experimentos llevados a cabo en tampón fosfato pH 7,0, caudal 14,0 cm3/min 
que se muestran a continuación, representan la cantidad de separación de proteína 

en mol por unidad de área en cm2 por unidad de tiempo en horas, para los cinco 
ciclos de adsorción/elución, teniendo en cuenta un tiempo de regeneración de 18 

horas, calculados mediante la ecuación 5-21.  
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Figura 5-23. Cantidad de proteína separada por unidad de área de la columna por 
unidad de tiempo, como una función de la cantidad de ciclos de 

adsorción/elución teniendo en cuenta el tiempo de regeneración, para la proteína 

BSA en solución fosfato pH 4,5, para los cinco caudales estudiados. 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-24. Cantidad de proteína separada por unidad de área de la columna por 

unidad de tiempo, como una función de la cantidad de ciclos de 
adsorción/elución teniendo en cuenta el tiempo de regeneración, para la proteína 

BSA en tampón fosfato pH 7,0, para un caudal de 14,0 cm3/min. 
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      Si los criterios del rendimiento de separación son la cantidad de proteína 
separada por unidad de tiempo y unidad de volumen de la columna y n la base de 

una única columna monolítica que se debe regenerar después de un número de 
ciclos de adsorción /elución, de forma general para los dos estudios realizados, la 

cantidad de proteína separada indica que, si se alcanza equilibrio en cada ciclo, 
puede ser obtenida una cantidad máxima de separación con la misma columna, si 

se utiliza la columna entre tres y cuatro ciclos antes de la regeneración. 

      Sin embargo si la etapa de adsorción se disminuye a 3 horas, la columna 
seguiría aumentando lentamente la capacidad de adsorción después de 5 ciclos. 

      Dado que la cantidad de proteína separada es mostrada por unidad de tiempo, 

si se supone un funcionamiento continuo de la columna, dichos valores 
mostrarían características similares como una función del número de ciclos de 

reutilización y los tiempos de adsorción. 

      En las figuras 5-25 a, b, c, d y e, y 5-26 muestran los perfiles de las cantidad 
anual de proteína separada para los dos pH estudiados, en mol por unidad de área 

en cm2 por unidad de tiempo en horas, para los cinco ciclos de adsorción/elución, 
teniendo en cuenta el proceso de elución y lavado de la columna que 

anteriormente se estableció en 5 horas.  
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Figura 5-25. Rendimiento de la columna monolítica para el proceso de separación 
anual, para un tiempo de inactividad de 5 horas, para la proteína BSA en solución 

fosfato pH 4,5, para los cinco caudales estudiados. 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 

 

Figura 5-26. Rendimiento de la columna monolítica para el proceso de separación 

anual, para un tiempo de inactividad de 5 horas, para la proteína BSA en tampón 

fosfato pH 7,0, caudal 14 cm3/min. 

 

      De acuerdo a los resultados anteriores de forma general para los dos pH 
estudiados, se compara la separación de proteína en la columna monolítica cuando 

el proceso de adsorción alcanza el equilibrio (es decir, 5 horas), con respecto a la 
cantidad de proteína separada cuando el proceso de adsorción se interrumpe al 
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cabo de 3 y 2 horas respectivamente. De esta forma, si el proceso de adsorción 
alcanza el equilibrio, para conseguir una cantidad de separación máxima, la 

columna sólo se podría reutilizar dos veces (3 ciclos de adsorción).   

      Si la adsorción termina después de 3 horas, las cantidad de proteína separada  
por unidad de área de columna son un poco más altas que en el caso de alcanzar el 

equilibrio y también tiene un máximo para una operación de 3 ciclos.  

      Finalmente, si el proceso de adsorción termina después de dos horas, para cada 
ciclo, la cantidad de separación por unidad de área de columna será menor que la 

alcanzada en el equilibrio (5 horas). 

      De acuerdo con el comportamiento de los valores recogidos en los anteriores 

gráficos, es evidente que la reutilización de la columna monolítica, aumentará el 

rendimiento de la separación de proteína para una operación de proceso dado. 
Teniendo en cuenta el desgaste y el deterioro que se produce durante el proceso y 

el reemplazo de toda la columna que se llevaría a cabo después de una serie de 
varios ciclos.  

     Las proteínas son moléculas de gran tamaño, que no migran en los micro poros 
del gel de agarosa, como consecuencia la cantidad de proteína que puede ser 

adsorbida en la columna del monolito, es directamente proporcional al área 

interfacial de la columna monolítica.  

      La medida directa de la cantidad de proteína adsorbida, es la concentración de 

proteína en la superficie, expresada en moles por unidad de superficie del 

adsorbente ASρ . Por tanto, debido a la interferencia y superposición entre las 

moléculas de proteína adsorbida, la cantidad real de proteína que puede ser 

adsorbida en la interfase es menor que la cantidad teórica �*+
. ≫ �*+

, . 

      Existen razones de tipo molecular para el hecho de que las concentraciones 
reales de adsorción sean menores que el límite teórico, tales como la forma de la 

molécula, la carga eléctrica, la superficie de adsorción y en cierta medida la 
naturaleza aleatoria de los procesos de adsorción. 

     A pesar de que la fase estacionaria propuesta en éste trabajo, presenta una 

menor área específica interfacial con respecto a las columnas empaquetadas, las 
columnas monolíticas son muy adecuadas para la separación de alto rendimiento 

de proteínas debido a que presenta una caída de presión baja permitiendo trabajar 
a diversos caudales. De acuerdo, los monolitos cerámicos pueden ser usados 

fácilmente en una secuencia de ciclos de adsorción/elución. 
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5.1.5. Transferencia de materia dentro de los canales del monolito 

cerámico 

 

 

      En Cromatografía IMAC, la determinación de los parámetros de transferencia 
de materia así como el conocimiento de la velocidad de adsorción son factores de 

gran importancia, ya que condicionarán el cambio de escala del proceso. 

      Así, para la determinación de estos parámetros, se desarrolló el modelo de 

transferencia de materia que se describe a continuación, utilizando la plataforma 

MATLAB, que ajusta el coeficiente de dispersión kdisp y la constante cinética de 

adsorción kads, parámetros que se explicaran a continuación, por un método de 
búsqueda de mínimos en funciones multiparamétricas. 

 

5.1.5.1. Desarrollo del Modelo 

 

 
      En primer lugar, hay que tener en cuenta que el proceso de adsorción es 

llevado a cabo sólo en la interfase entre el adsorbente (gel de agarosa) y el líquido 

circundante. Así, el volumen de control definido en el presente sistema 
experimental, incluye el volumen del recipiente que contiene la solución de 

proteína, el volumen del sistema de bomba y tubería, así como el volumen 
combinado de los canales del monolito, como se puede observar en la figura 5-16, 

mostrada previamente en el apartado 5.1. 
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Figura 5-16. Esquema del volumen de control del sistema de adsorción propuesto. 

      

       De esta forma, la proteína se disuelve en un volumen definido, y éste volumen 

el que circula a través de todo el circuito, donde la concentración de proteína de la 
solución está cambiando con el tiempo, debido a que la proteína se va a 

adsorbiendo en las paredes de los canales del monolito. 

      Por lo tanto se ha de tener en cuenta el volumen de control, que como se ha 
indicado es cerrado, sin termino convectivo ni fuente de reacción química. 

      De acuerdo a lo enunciado anteriormente, el balance de materia podría 

describirse como se muestra a continuación. 

 

 

5.1.5.1.1. Balance de Materia  

 

 
      La variación global de la concentración de proteína en solución y la proteína 

adsorbida en las paredes del monolito viene dada por la ecuación 5-23 que se 
muestra a continuación, la cual proviene de las ecuaciones 5-2 y 5-3 descritas 

anteriormente en el apartado 5.1.3 . 
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                                              0E BEdC d
m

dt d t

ρ+ =                                                (5-23) 

Donde 
 

                                                     0 = 12

*324
                                                    (5-24) 

 

     
      De tal forma que al final de un ciclo de adsorción hay una determinada 

cantidad de proteína adsorbida en la superficie del monolito ,E adsC  (mol/cm3) y 

una pequeña fracción de proteína que simplemente queda retenida ,E retC

(mol/cm3) dentro del monolito con la solución restante en el espacio interior del 
canal del monolito, lo cual se puede describir de acuerdo con la ecuación 5-25: 

 

                                     , ,1E o E ads E retC C C C= − −                                               (5-25) 

Donde 
 

                             ( ), ,1 1E ads o E E ret o EC C C C C C φ= − + = −                                   (5-26) 

Y siendo ∅ 

                            
( )

( ) ( )
,1

, ,1 1

1
o E E ret o

E E ret E E ret

C C C C

C C C C
φ

− −
= = −

− −
                               (5-27) 

 

 

      Que como se describió en el apartado 5.1.3 es un término de corrección para 
tener en cuenta la cantidad de proteína atrapada en el interior de los canales del 

monolito. 
 

     De tal forma que la cantidad de proteína no enlazada específicamente a los 
ligandos del soporte cromatográfico es muy baja y representa un porcentaje 

relativamente constante de la proteína total disuelta en la solución circundante. 
 

      Así, a su vez la ecuación 5-27 puede escribirse en términos de la concentración 
superficial de proteína adsorbida, obteniendo nuevamente la ecuación 5-5, descrita 

en el apartado 5.1.3. 
 

                                          ( )0( )BE Et C C mρ φ= −
                                                (5-5) 
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5.1.5.1.2. Transferencia de materia en la superficie del adsorbente 
 

 

      Para evaluar la contribución del transporte de proteína desde el volumen 

global de la solución hasta la superficie de agarosa, el balance de materia es llevado 

a cabo sobre un pequeño diferencia de longitud dz (figura 5-27), a lo largo de la 

columna, de tal forma que el cambio en la concentración de proteína a lo largo de 
un canal da como resultado la proteína adsorbida en la superficie del monolito, 

como se muestra en la ecuación 5-28: 
 

                         v 0E BE E

dV dA dA

d d
C dV dA C n dA

d t d t
ρ+ + ⋅ =∫ ∫ ∫

% %
                             (5-28) 

 

      Donde el primer término representa la variación local de la concentración de 

proteína en equilibrio �
̅  en el volumen total con respecto al tiempo, el segundo 

corresponde a la variación temporal de la proteína adsorbida en la superficie del 
monolito y el tercer término representa el flujo convectivo de la entrada y la salida 

de materia que en el presente caso es despreciable. 
 

      Esta suposición puede ser justificada suponiendo que, a nivel local, el flujo de 
materia de proteína que migra desde la solución hasta la interface es igual a la 

proteína adsorbida sobre la interface de agarosa. Por tanto la ecuación 5-28 queda 
transformada en la ecuación 5-29: 

 

                                 
�

	�� 67 �
̅�1 �# � 7 �̅�
	�* �89 ≅ 0                             (5-29) 

 

           
      De la ecuación 5-29 se deduce que el término dentro de los corchetes es una 

constante y teniendo en cuenta la suposición de que la dispersión de proteína es 
igual a la adsorción de la misma, habrá un equilibrio local de la concentración.  

 

                            ( )( ), ,int
BE E

disp E Vol E

d dC
m k C t C

d t dt

ρ = − = −                                 (5-30) 

 

      Donde el coeficiente de dispersión kdisp (cm/s), es un coeficiente de dispersión 
local que permite modelar el proceso de difusión radial. 
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Figura 5-27. Esquema del proceso de adsorción es una columna monolítica 

multicanal recubierta por agarosa microporosa D5. 

 

 

 

5.1.5.1.3. Interacciones proteína-adsorbente 
 
 

      Suponiendo que no hay acumulación de proteína en la superficie de agarosa, 

la cantidad adsorbida de proteína sobre la superficie solida es una función de la 

concentración de proteína en solución en la interfase, ,intEC  y la cantidad de sitios 

libres disponibles para la adsorción, de acuerdo a la ecuación 5-31: 

           

                       ( ) ,int
RBE E

ads AS BE E D BE

d dC
m k mC K

d t dt

ρ ρ ρ ρ = − = − −                     (5-31) 

      Donde kads (cm2/mol s), es la constante cinética de adsorción, kdes (s-1) es la 

constante cinética de desorción y KD es la constante de equilibrio de desorción 

igual a ;< = =>?@

=A>@
  (mol/cm2) 
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       Puesto que se ha asumido que la cantidad de proteína adsorbida es igual a la 
velocidad de difusión del volumen del canal a la interfase, es posible utilizar las 

ecuaciones 5-30 y 5-31 para eliminar la concentración de proteína en solución en 
la interfase de agarosa como se muestra en la ecuación 5-32. 

 

                    
( ) ( ),int

E
ads D BE

E
E E R

disp ads AS BE

dC
m k KdCm dtC C t

k dt k m

ρ

ρ ρ

− +
= + =

−
                             (5-32) 

 
      Resolviendo la ecuación 5-32 para la cantidad adsorbida de proteína en 

solución, se obtiene una ecuación diferencial que relaciona el coeficiente de 

dispersión de transferencia de materia y la constante de velocidad de adsorción kads 

en la interfase de agarosa, como se muestra en la ecuación 5-33. 

 

                 
( ) ( ) ( )1

R
AS BE RE D BE

E AS BE
disp ads

mdC K
C t

dt k k m

ρ ρ ρρ ρ
 −
 − + = − −
  

                 (5-33) 

 

     Así, para eliminar la concentración de proteína adsorbida por unidad de 

superficie BEρ  de la ecuación 5-33, se utiliza la ecuación 5-5 descrita 

anteriormente, obteniéndose: 
 

 

      

( )( ) ( )( ) ( )
2

1
R
AS o E RE

E AS o E D o E
disp ads

R
E E AS o D D o

C C m mdC
C C C m K C C

dt k k

mC C mC K K C

ρ
ρ

ρ

 − −
 − + = − − − −
 
 

 = + − + − 

            (5-34) 

 

 
     Finalmente reordenando la ecuación 5-34 e introduciendo las raíces cuadradas 

del lado derecho de la ecuación como se muestra a continuación, la ecuación 5-34 
quedara convertida en la ecuación 5-35 que se muestra a continuación 

                             
( )( )1 2

1 1E
E E

ads

dC
C x C x

dt M k

 
− + = − − 

                                    (5-35)
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( )( )2 2

1 2

o
AS D D

E E o o E E E E

K K
C C C C C BC c C x C x

m m m

ρ 
+ − + − = − − = − − 

   
 

Donde  

                                                  D oK C
c

m
=                                                         (5-36) 

 

                                    � = 


BCDE
F GHI2GIJ̅KLM

	                                              (5-37) 

 
 

                                             N � =>O@P
L                                                          (5-38) 

 

      Y resolviendo la ecuación cuadrática 5-35 tenemos que: 

 

                             2 0
R
AS D D

E E o o

K K
C C C C

m m m

ρ 
+ − + − = 

 
                                   (5-39) 

                     

2

4

2

R R
AS AS D oD D

o o

E

K CK K
C C

m m m m m
C

ρ ρ − + − ± − + + 
 =

 

 
      Y simplificando podemos decir que: 

 

                                              
R
AS D

o

K
B C

m m

ρ 
= − + 
 

                                           (5-40) 

 

Así, las dos soluciones a la ecuación cuadrática son x1 y x2 que se muestran en la 
ecuación 5-41 y -5-42 respectivamente: 
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                                     2
1

41

2
D OK C

x B B
m

 
= + + 

 
                                           (5-41) 

 

                                     2
2

41

2
D OK C

x B B
m

 
= − + 

 
                                           (5-42) 

 

      Donde el valor de x1 corresponde a la predicción de la concentración de 

proteína en equilibrio local �
̅ mediante el modelo de transferencia de materia 

propuesto. 

     Si bien la definición de las eficiencias local y global son distintas, si se supone 

que todas las secciones del monolito se comportan en forma similar dentro de un 
promedio del volumen de la columna, se podría decir que la eficiencia local es 

idéntica a la eficiencia global, por lo tanto la predicción de concentración en 
equilibrio global �
 , obtenida por medio del modelo de eficiencia y la 

concentración en equilibrio local �
̅ obtenida por medio del modelo de 
transferencia son prácticamente iguales, con un error inferior al 5 como se ha 

comprobado, como cabia de esperar al ser la conversión por paso menor al 20% de 
acuerdo con la teoría de reactores tubulares (Smith, 1981). 

      Los valores correspondientes a los perfiles de concentración-tiempo fueron 

correlacionados de acuerdo con la ecuación 5-34 del modelo modificado de Mao et 

al, (1993) utilizado la plataforma MATLAB, el cual ajusta el coeficiente de 

dispersión kdisp y la constante cinética de adsorción kads, por un método de 
búsqueda de mínimos en funciones multiparamétricas. El diagrama de flujo del 

proceso de cálculo y los programas utilizados se recogen en el anexo E.  

      Los perfiles experimentales del proceso de adsorción (CE vs t) de la proteína 
BSA para cada uno de los dos sistemas estudiados, con los correspondientes ciclos 
de uso (n=1, n=2, n=3, n=4 y n=5), fueron comparados con los perfiles teóricos 

predichos por el modelo.  

      A continuación se muestran los perfiles de concentración en el equilibrio para 
la proteína BSA vs el tiempo, obtenidas experimentalmente con respecto a las 

simuladas mediante el modelo matemático, en primer lugar para los experimentos 
llevados a cabo en solución fosfato pH 4,5 para los cinco caudales estudiados 

(figura 5-28 a, b, c, d y e), en segundo lugar para los experimentos llevados a cabo 
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en tampón fosfato pH 7,0 y caudal 14 cm3/min (figura 5-29). En estas figuras las 
líneas negras continuas son los valores teóricos predichos por el modelo y las líneas 

en color, los valores experimentales.  
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Figura 5-28. Perfiles teóricos y experimentales de concentración en el 
sobrenadante vs tiempo, correspondientes a la adsorción de la proteína BSA en 

solución fosfato pH 4,5 y 298K, para los cinco caudales estudiados. 
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Figura 5-29. Perfiles teóricos y experimentales de concentración en el 
sobrenadante vs tiempo, correspondientes a la adsorción de la proteína BSA en 

tampón fosfato pH 7,0 y 298 K, para el caudal de 14 cm3/min.  

 

 

     En general, las gráficas 5-28 y 5-29 reflejan que a medida que se reutiliza el 
adsorbente la capacidad de adsorción disminuye, como ya se había mencionado 

anteriormente. 

     También se puede observar que el modelo se ajusta adecuadamente todos los 
experimentos, siendo las concentraciones en equilibrio calculadas mediante el 

modelo similar a las obtenidas experimentalmente en todos los ciclos con un error 
inferior al 5%. 

      Con respecto a los experimentos llevados a cabo en solución fosfato pH 4,5 

para los cinco caudales, el modelo utilizado predice que la concentración de 
proteína adsorbida, varía con respecto al caudal utilizado, observándose una clara 

tendencia a adsorber un porcentaje mayor de proteína, en el caudal más alto 
estudiado. 

      Asimismo, al caudal de 14 cm3/min, el comportamiento de los perfiles de 

adsorción es prácticamente igual para los dos pH estudiados. 

      En la figura 5-30, se muestra el gráfico correspondiente al promedio de los 
experimentos llevados a cabo a los cinco caudales estudiados para n1, n2, n3, n4 y n5 

respectivamente. 
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Figura 5-30. Perfiles promediados teóricos y experimentales de concentración en el 
sobrenadante respecto al tiempo, para el proceso de adsorción de la proteína BSA 

en solución fosfato pH 4,5 para los cinco ciclos de adsorción. 

 

      De acuerdo con la figura 5-30, si promediamos los valores de cada uno de los 

ciclos para los cinco caudales estudiados, se puede observar que la tendencia 
efectivamente es que la capacidad de adsorción del monolito decrece con el 

aumento de los ciclos, independientemente del caudal utilizado. Esto como se 

mencionó anteriormente podría indicar que si el área real efectiva fuese la misma 
para todos los monolitos, independientemente del caudal, la concentración de 

proteína en equilibrio sería la misma independientemente del caudal. 

      Asimismo, si se comparan los valores de kads y kdisp (como se mostrará más 

adelante) obtenidos por el modelo matemático de acuerdo a la normalización de 
los perfiles de adsorción y se compara con el promedio de los valores obtenidos de 

forma independiente para cada uno de los caudales estudiados, se observa que los 
valores son muy similares.  

      Éste hecho supondría que si la única variación de un monolito a otro es el área 

de adsorción, los valores de la cantidad real de proteína adsorbida por unidad de 
superficie en el equilibrio, debería ser la misma en todos los casos, sin embargo 

como se mencionó anteriormente, existe variación entre los monolitos debido al 
recubrimiento, ya que en algunos casos los canales pueden quedar obstruidos 

disminuyendo así el área de adsorción, y a caudales altos, estos canales pueden ser 
liberados, aumentando así la capacidad de adsorción del monolito. 
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      Las tablas que contienen los valores de la concentración en el equilibrio 
obtenida experimentalmente, comparada con los valores calculados teóricamente 

mediante el modelo, para los experimentos llevados a cabo en solución fosfato pH 
4,5 a diferentes caudales, tampón fosfato pH 7,0, Q=14,00 cm3/min y los valores 

correspondientes a los perfiles normalizados para los cinco caudales estudiados se 
recogen en el anexo D. 

       
 

5.1.6. Determinación de la constante cinética de adsorción y el 

coeficiente de dispersión 
 

 

5.1.6.1. Constante cinética de adsorción kads 

 

 
      Los valores de las constantes de velocidad obtenidas mediante la plataforma 

MATLAB son consideradas como un pseudo-parámetro k´ads, debido a que para 
cada reutilización, el valor obtenido es relativamente distinto, debido a que la 

proteína que no es posible eluír, puede obstruir sitios de unión que en los 
siguientes ciclos de uso no estarían disponibles. Sin embargo teniendo en cuenta 

que a un mismo caudal el tiempo necesario para que el proceso de adsorción 
alcance el equilibrio es prácticamente el mismo en todos los ciclos, es posible 

promediar los valores obtenidos de k´ads para los cinco ciclos a un mismo caudal.   
 

      Así, para calcular kads, el valor promedio k´ads se relacionó con un factor que 

considerara la eficiencia del proceso de adsorción con los diferentes reutilizaciones 

y para ello se utilizó la eficiencia de adsorción Aη  ya que tiene en cuenta la 

transformación natural que sufre el monolito a través de la sucesivas 

reutilizaciones, debido a los sitios que quedan bloqueados por el imidazol, y la 
cantidad de proteína que queda retenida, la cual no es posible eluírla, como se 

mencionó anteriomente y  relaciona  la cantidad de proteína adsorbida durante el 
primer ciclo de adsorción por unidad de superficie y la cantidad real de proteína 

que puede ser adsorbida en la superficie del adsorbente, de acuerdo a la ecuación 
5-9, de la siguiente manera: 

     

                                                    
´

ads A adsk kη= ⋅                                               (5-43) 
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      En la tabla 5-11 se recogen los resultados correspondientes a los resultados 

promedio de kads´ y kads para los experimentos llevados a cabo en solución fosfato 

pH 4,5 `para los cinco caudales estudiados y en la tabla 5-12, los resultados para 

los experimentos llevados a cabo en tampón fosfato pH 7,0 y caudal 14,00 

cm3/min. 

 

 

Tabla 5-11. Determinación de la constante cinética de adsorción kads a partir de 

las pseudo-constantes de velocidad kads´, para la proteína BSA en solución 

fosfato pH 4,5, Q= 1,5 cm3/min. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5-12. Determinación de la constante cinética de adsorción kads a partir de 

las pseudo-constantes de velocidad kads´, para la proteína BSA en tampón fosfato 

pH 7,0, Q= 14,00 cm3/min. 

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

Caudal 
(cm3/min) 

k´adsx 10-4 

(cm2/mol s) 

kads x 10-4 

(cm2/mol s) 

1,50 2,31 1,94 

5,50 6,48 5,77 

8,40 4,25 3,78 

10,60 40,0 35,20 

14,00 129,00 117,39 

Caudal 

(cm3/min) 
k´adsx 10-4 

(cm2/mol s) 
kads x 10-4 

(cm2/mol s) 

14,00 140,00 117,60 
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5.1.6.1.1. Efecto del caudal en la constante cinética de adsorción 
 

 

 

      En la figura 5-31 se puede observar gráficamente el comportamiento de la 

constante cinética de adsorción kads con respecto al número de Reynolds, para los 

experimentos de adsorción de la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5. 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

Figura 5-31. Variación de la constante de cinética de adsorción kads para la proteína 
BSA en solución fosfato pH 4,5, con respecto al número de Reynolds. 

 
 

 
      Como puede observarse en la figura 5-31, la velocidad de adsorción presenta 
un valor más alto al aumentar el caudal, lo cual pone nuevamente de manifiesto 

que la estereoquímica del quelato IDA-Cu2+ puede verse favorecida a caudales por 
encima de 5,50 cm3/min de acuerdo a lo descrito en el aparado 5.1.  

 
      Así, de acuerdo a la figura 5-31, la constante cinética de adsorción presenta 

una tendencia exponencial, la cual se pronuncia claramente al aumentar el caudal 
por encima de 5,50 cm3/min, ya que por debajo de dicho caudal el 

comportamiento de kads es similar.  
 

      De esta forma se podría hacer una relación entre la capacidad de adsorción del 
adsorbente, el caudal y la constante de velocidad, donde de forma general se 

observa que a caudales bajos, kads presenta valores bajos (con respecto a los 
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obtenidos a caudales por encima de 5,50 cm3/min) y la cantidad de proteína 
adsorbida es menor. 

 
 

5.1.6.1.2. Efecto del pH en la constante cinética de adsorción 

 

 
      De acuerdo a los valores obtenidos de kads

 para los experimentos llevados a 

cabo en solución fosfato pH 4,5 y tampón fosfato pH 7,0 a un caudal de 14,0 
cm3/min, se puede observar que los valores obtenidos en ambos casos son 

prácticamente iguales. De acuerdo a éste resultado, se puede decir que aumentar el 
pH no varía significativamente la constante cinética de adsorción, lo cual 

concuerda con el hecho de que al caudal de 14,00 cm3/min, el tiempo necesario 
para que el sistema alcanzara el equilibrio es prácticamente el mismo, 

independientemente de la cantidad de proteína adsorbida por unidad de 
superficie. 

 
 
5.1.6.2. Coeficiente de dispersión kdisp 

 

       
 

      Los coeficientes de dispersión kdisp se obtuvieron mediante el modelo 
matemático anteriormente descrito, usando la plataforma MATLAB, pero como 

en el caso de la constante cinética de adsorción, el valor obtenido es un pseudo-
coeficiente, por lo que también fue necesario calcularlo con la segunda eficiencia 

del proceso de adsorción Aη . 

 
      Sin embargo, suponiendo que no hay limitaciones impuestas por el número de 

sitios de adsorción, ya que la cantidad de iones de Cu2+ inmovilizados en la matriz, 
es al menos cuatro órdenes mayor en magnitud que la cantidad de proteína que se 

puede unir a ellos y que no hay moléculas de proteína residual proveniente de 
otros ciclos de adsorción/elución que bloquee sitios de enlace, para n=1 cuando el 

adsorbente es fresco, estarían disponibles todos los sitios para llevar a cabo el 

enlace CAT-Cu2+, por lo tanto se puede decir que k´ads= kads, pero para n≠1 los 
sitios reales disponibles para la adsorción son menores y ademas, debido a que la 

proteína que no puede ser eluída al tener mayor tamaño puede bloquear sitios de 
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unión, no dejándolos disponibles para el siguiente ciclo de adsorción/elución y así 
sucesivamente. Así como, el imidazol, que queda enlazado a los sitios de Cu2+, 

dejados libres previamente por la proteína, los cuales no estarán disponibles para 
el siguiente ciclo de adsorción/elución. 

 

      Por tanto los valores de k´disp para n≠1, es necesario calcularla con la eficiencia 

de adsorción nA como se mencionó anteriormente de acuerdo con la ecuación 5-

39. 

 

      Así, en las tablas de la 5-13 á 5-17 se recogen los valores obtenidos para k´disp 
correspondientes a los experimentos llevados a cabo en solución fosfato pH 4,5, 
para los cinco caudales estudiados respectivamente, así como los valores 

correspondientes para kdisp, teniendo en cuenta el valor de Aη  .  

  

Tabla 5-13. Valores de los pseudo-coeficientes de dispersión k´disp y kdisp para la 

proteína BSA en solución fosfato pH 4,5, Q=1,50 cm3/min.  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Tabla 5-14. Valores de los pseudo-coeficientes de dispersión k´disp y kdisp para la 

proteína BSA en solución fosfato pH 4,5, Q=5,50 cm3/min. 

 
 

 
 

 
 

 

n 
k´disp x106 

(cm/s) 
     kdisp x106 

       (cm/s) 

1 2,37 2,37 

2 2,56 2,15 

3 2,14 1,80 

4 1,82 1,52 

5 1,74 1,46 

n 
k´disp x106 

(cm/s) 
     kdisp x106 

       (cm/s) 

1 11,0 11,0 

2 9,60 8,54 

3 7,18 6,39 

4 2,46 2,19 

5 3,13 2,78 
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Tabla 5-15. Valores de los pseudo-coeficientes de dispersión k´disp y kdisp para la 

proteína BSA en solución fosfato pH 4,5, Q=8,40 cm3/min. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5-16. Valores de los pseudo-coeficientes de dispersión k´disp y kdisp para la 

proteína BSA en solución fosfato pH 4,5, Q=10,60 cm3/min. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5-17. Valores de los pseudo-coeficientes de dispersión k´disp y kdisp para la 

proteína BSA en solución fosfato pH 4,5, Q=14,00 cm3/min. 

 

 
 

 

 
 

 
 

       

n 
k´disp x106 

(cm/s) 
     kdisp x106 

       (cm/s) 

1 16,30 16,30 

2 14,20 12,64 

3 13,80 12,32 

4 13,10 11,66 

5 7,03 6,26 

n 
k´disp x106 

(cm/s) 
  kdisp x106 

        (cm/s) 

1 53,70 53,70 

2 39,20 34,50 

3 28,50 25,08 

4 22,00 19,36 

5 17,70 15,58 

n 
k´disp x106 

(cm/s) 
  kdisp x106 

        (cm/s) 

1 87,40 87,40 

2 58,00 52,78 

3 43,80 39,86 

4 39,80 36,22 

5 34,20 31,12 
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      Aunque teóricamente el coeficiente de dispersión kdisp debería ser constante a 
un mismo caudal y temperatura para los diferentes ciclos de reutilización de la 
columna monolítica (n1 á n5) los valores obtenidos, muestran una tendencia a 

disminuir a media que aumenta el número de ciclos, y a ser mayor su valor al 

aumentar el caudal. 
 

     Éste último comportamiento es análogo al obtenido para kads, es decir que a 
medida que aumenta el caudal, el coeficiente de dispersión es mayor y asimismo la 
constante cinética de adsorción. 

   
      Este comportamiento podría corroborar el hecho de que el caudal que mejores 

resultados de adsorción presentó (más cantidad de proteína adsorbida) fue el de 
14,00 cm3/min.   

 
     En la figura 5-32 se puede apreciar gráficamente los resultados anteriormente 

descritos. 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

Figura 5-32. Variación del pseudo-coeficiente de dispersión kdisp´ del proceso de 
adsorción de la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5, con los diferentes ciclos 

de reutilización y caudal. 
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      En la figura 5-32, se aprecia que a un caudal de 1,50 cm3/min, los pseudo-

coeficiente de dispersión k´disp  casi dos órdenes de magnitud menor con respecto 
al caudal de 14 cm3/min. Así, se pone de manifiesto que utilizar un caudal de 14 

cm3/min, favorece el proceso de adsorción de la proteína BSA para la fase 

estacionaria propuesta en éste trabajo. 
 

      Asimismo, si se promedian los valores obtenidos de kdisp para cada uno de los 
reutilizaciones a un mismo caudal, se obtiene una curva de tendencia exponencial 
con respecto al número de Reynolds, donde el coeficiente de dispersión aumenta 

con dicho número. En la figura 5-33, se muestra que el comportamiento es similar 
al obtenido para los valores promediados de las constantes cinéticas de adsorción 

con respecto también al número Reynolds. 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 

 

Figura 5-33. Variación del promedio del coeficiente de dispersión kdisp del proceso 
de adsorción de la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 con respecto al 

número de Reynolds. 
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5.1.6.2.1. Efecto del caudal en el coeficiente de dispersión  

 

 
 

      De acuerdo a la tendencia de los valores mostrados en la figura 5-33, se puede 
observar que el comportamiento de los promedios de los coeficientes de dispersión 

con respecto al número de Reynolds son análogos al comportamiento mostrado de 
los promedios de las constantes cinéticas de adsorción con respecto también al 

número de Reynolds, es decir que a medida que aumenta el caudal, también 

aumenta kads. Estos resultados son acordes, ya que a mayor caudal el tiempo 

requerido para que el proceso de adsorción alcance el equilibrio es menor y el 
adsorbente es capaz de adsorber mayor cantidad de proteína. 

 

 

5.1.6.2.2. Efecto del pH en el coeficiente de dispersión  
 

 
      

      En la tabla 5-18 que se muestra a continuación, se recogen los valores 

obtenidos para los pseudo-coeficiente de dispersión k´disp y los coeficientes de 

dispersión kdisp teniendo en cuenta la eficiencia estructural nA,  correspondientes a 

los experimentos llevados a cabo en tampón fosfato pH 7,0 para un caudal de 14 
cm3/min respectivamente. 

  
      Se puede decir por tanto que aumentar el pH de la proteína, aumenta 

ligeramente el coeficiente de dispersión favoreciendo el proceso de adsorción de 
acuerdo a lo descrito en el apartado 5.1, debido a que la proteína al estar cargada 

negativamente, se podrían generar más interacciones haciendo que por ejemplo 
para n=1 la cantidad de proteína adsorbida sea mayor con respecto a los valores al 

mismo caudal en solución fosfato pH 4,5. 

 

 

 

 

 

 



5. Resultados experimentales 
 

 

  194

 

Tabla 5-18. Valores de los pseudo-coeficientes de dispersión k´disp y kdisp para la 

proteína BSA en tampón fosfato pH 7,0, Q=14,00 cm3/min.  
 
 

    

 

 

 

 

      En la figura 5-34 se puede observar comparativamente el comportamiento de 

los pseudo-coeficientes de dispersión kdisp´ para los experimentos de adsorción de la 
proteína BSA llevados a cabo en solución fosfato pH 4,5 y tampón PBS pH 7,4 a 

un caudal de 14,00 cm3/min respectivamente, con respecto al número de ciclos 
(n). 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-34. Comparativo de la variación del pseudo- coeficiente de dispersión 

kdisp´ del proceso de adsorción de la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 y 
tampón fosfato pH 7,0 a un caudal de 14,00 cm3/min, con respecto al número de 

ciclos (n). 

n 
k´disp x106 

(cm/s) 
kdisp x106 

       (cm/s) 

1 86,50  72,66 

2 83,20  69,88 

3 63,20  53,08 

4 45,60  38,30 

5 18,20  15,29 
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5.2. Estudio adsorción/elución de la enzima Catalasa en el sistema 

formado por un monolito cerámico recubierto de agarosa D5 y 

activado con 1,4-butanodiol-diglicidil-éter como brazo espaciador, 

ácido iminodiacético IDA, como agente quelante y Cu2+ como 

ligando, CAT-agarosa-IDA-Cu2+. 

 
 
 

      Una vez establecido el comportamiento del sistema BSA-agarosa-IDA-Cu2+, se 
llevó a cabo el estudio de la eficiencia de la adsorción, tras varios ciclos de reuso de 

la columna cromatográfica, para el sistema formado por la enzima catalasa (CAT), 

sobre un monolito cerámico recubierto por agarosa tipo D5, activado con 1,4 
butanodiol-diglicidil-éter como brazo espaciador, ácido iminodiacético (IDA) como 

agente quelante, y Cu2+ como ligando. Se eligió la enzima CAT debido a que es 
una metalo-enzima que presenta gran afinidad hacia los iones metálicos y porque 

posteriormente se procederá a la validación del modelo de eficiencia para la 
separación de dos biomoléculas y de esta forma se podrá obtener la información 

necesaria para hacer un cambio de escala seguro y eficaz. 
 

      La estructura correspondiente del sistema CAT-agarosa-IDA-Cu2 no se muestra, 
debido a que no se tiene información suficiente del mecanismo de reacción entre 

la enzima CAT y el Cu2+ inmovilizado en el soporte de epoxi-agarosa. 
 

      En primer lugar se llevó a cabo un estudio preliminar con el fin de estudiar las 
condiciones óptimas de trabajo. Así, los experimentos llevados a cabo para 

encontrar el tampón adecuado en el cual disolver la enzima CAT, así como las 
concentraciones de trabajo se muestran en la figura 5-35: 

 
      De acuerdo a la figura 5-35, se estudiaron 4 tipos de tampón y cinco 

concentraciones. Así, para la fase estacionaria propuesta en esta investigación, el 
tampón que presentó mejor solubilidad de la enzima CAT, fue el tampón PBS a 

pH 7,4. La solución fosfato pH 4,5 precipitaba la enzima CAT a cualquier 

concentración, no siendo adecuada para el proceso de adsorción, el tampón 
fosfato pH 7,0 presentaba buena solubilidad a bajas concentraciones (hasta 0,5 

mg/cm3), el problema era que pasado un tiempo (aproximadamente una hora) 
generaba micelas (de mayor tamaño a un caudal de 14,0 cm3/min) enmascarando 

los resultados del proceso de adsorción.  
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      Consultando la bibliografía se encontró que varios autores utilizaban el 
tampón acetato para llevar a cabo procesos de adsorción de la enzima CAT, 

aunque las matrices de adsorción eran diferentes a la propuesta en éste trabajo 

(Arica, et al, 1997; Akgöl and Denizl, 2004; Bayramoglu and Arica, 2010; Çorman 

et al; 2010; Tüzmen et al; 2012), sin embargo al probar el tampón acetato con dos 
diferentes pH, se encontró que al cabo de una hora incluso a caudales por debajo 
de 1,5 cm3/min y baja concentración (0,3 mg/cm3), se generaban grandes micelas 

que impedían llevar a cabo el proceso de adsorción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 5-35. Esquema representativo de los sistemas estudiados para la adsorción 

de la enzima CAT. 

 

 

      Teniendo en cuenta los anteriores resultados, se decidió probar el tampón PBS 
pH 7,4 utilizado en los experimentos de elución de la proteína BSA ya que la 

fuerza iónica de dicho tampón es más alta (anexo B), debido a que en algunas 
investigaciones para la adsorción de la proteína CAT se adicionaba NaCl para 

aumentar la fuerza iónica ya que favorecía el proceso de adsorción. Así, se observó 
que hasta una concentración de 0,7 mg/cm3 la enzima CAT presentaba buena 

solubilidad en dicho tampón; por lo tanto no fue posible utilizar la concentración 

de 2,65 mg/cm3 equivalente en concentración molar, a la concentración utilizada 
para llevar a cabo los experimentos de la proteína BSA. Adicionalmente con el fin 
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de evitar problemas de formación de micelas se decidió trabajar a un caudal bajo 
de 1,5 cm3/min.  

 
      De acuerdo a lo descrito anteriormente, el esquema propuesto en la figura 5-

36, resume el sistema que se estudió para llevar a cabo el proceso de adsorción de 
la enzima CAT, utilizando como fase estacionaria un monolito cerámico. 

      
 

 
 

 

 

Figura 5-36. Esquema representativo del sistema estudiado para la adsorción de la 

enzima CAT. 
 

 
      Asimismo, las propiedades físicas del monolito cerámico empleado como fase 

estacionaria (previamente descritas en el apartado 4.3.1), para llevar a cabo los 
experimentos de adsorción/elución para la enzima CAT, se recogen en la tabla 5-

19 que se muestra a continuación. 

 

Tabla 5-19. Propiedades físicas de los monolitos utilizados en los experimentos 

de adsorción/elución de la enzima catalasa, llevados a cabo en tampón PBS pH 

7,4 y concentraciones de 0,7 mg/cm3.  

Propiedades/Concentración CAT 0,7 mg/cm3 

Diámetro (cm) 1,30 

Peso (g) 4,58 

Longitud (cm) 7,50 

Volumen (cm3) 11,89 

Recubrimiento de agarosa (g) 2,85 

Área total de la superficie (cm2) 211 

Espesor del recubrimiento de agarosa (µm) 136 
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      Los estudios de adsorción se llevaron a cabo del mismo modo que para los 
experimentos de adsorción con la proteína BSA es decir, se hizo recircular en 

continuo a través de una columna monolítica cerámica 50 ml de una solución de 
CAT de concentración conocida en tampón PBS pH 7,4, 298 K y 1,50 cm3/min .  

 
      Para la determinación de la adsorción de la enzima CAT en la columna 

monolítica, se  tomó una alícuota de 1 cm3 cada 20 minutos y la absorbancia de la 
enzima se midió por medio de un espectrofotómetro UVICON 922 a una 

longitud de onda de 280 nm, hasta que la concentración de la enzima CAT en la 
muestra alcanzara un valor constante, indicando que el proceso de adsorción había 

alcanzado el equilibrio.  
 
      Una vez concluido el proceso de adsorción, con el fin de eliminar la enzima 

que había quedado enlazada no específicamente en el adsorbente durante el 
proceso de adsorción, se hizo circular a través de la columna de afinidad a 1,50 

cm3/min, tampón PBS pH 7,4.  
 

      Para llevar a cabo esta operación, se tomó una muestra a la salida de la 
columna cada 10 minutos, la cual fue medida a 280 nm, hasta que la 

concentración de enzima CAT alcanzara el valor de cero, indicando que no era 
posible eluír más enzima.   

 
      Tras el proceso de elución de la enzima enlazada no especificamente, se 

procedió a realizar la elución de la enzima enlazada específicamente en el 
adsorbente. 

     Para llevar a cabo el proceso de elución, se probó en primer lugar con el 
imidazol 0,2M en tampón PBS pH 7,4, pero se observó que no eluía la enzima 

CAT; éste hecho podría indicar que en el proceso de enlace CAT-Cu2+ no estarían 
involucrados directamente los residuos de aminoácidos como la histidina, como sí 

sucede en el proceso de adsorción con la proteína BSA, ya que de ser así, cabría 
esperar que la enzima CAT también se pudiera eluír con el imidazol. 

      De acuerdo a la observación anterior, se llevaron a cabo una serie de 

experimentos con el fin de poder determinar el mejor metodo para eluír la enzima 
CAT. Basados en otros sistemas de adsorción de la misma enzima  (Argöl and 

Denizli, 2004; Shentu et al; 2005; Özturk et al; 2008; Çetinus et al; 2009; Çorman 

et al; 2010; Tüzmen et al; 2012)), se pudo comproblar que el compuesto tiocianato 
de sodio NaSCN, era utilizado para llevar a cabo el proceso de elución. En la 
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figura 5-37 se muestra un esquema de las concentraciones de NaSCN utilizadas 
para eluír la proteína CAT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-37. Esquema de los ensayos realizados para llevar a cabo el proceso de 
elución de la enzima CAT. 

      

 
      De acuerdo al esquema 5-37, se concluyó, que la condición más favorable para 

llevar a cabo el proceso de elución era NaSCN en tampón PBS pH 7,4 0,2 M, ya 
que con esta concentración se obtuvieron los mejores resultados de recuperación 

de enzima; todos los experimentos se llevaron a cabo a un caudal de 1,50 
cm3/min. 

     Como se mencionó en el fundamento teórico, la enzima CAT es un tetrámero 

formado por cuatro subunidades idénticas, así cada monomero contiene un grupo 
prostético hemo en el centro activo, donde se encuentra unido a un átomo de 

hierro Fe3+. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3-22. Estructura del grupo hemo de la catalasa. 
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      Asimismo, el ion cianuro CN- presente en el tiociánato de sodio (NaSCN) 
posee una alta afinidad por complejos metálicos como el hierro trivalente Fe+3, por 

tanto una vez que está en presencia de la enzima, se combina rápidamente con el 
hierro del grupo hemo en estado oxidado, e inhibe la actividad de la enzima, 

donde da lugar a que el enlace formado por la enzima y el ligando se rompa, 
debido a que hay una alteración en su centro activo y asi, que sea posible 

recuperarla. Por lo tanto la enzima recuperada al estar inhibida por el cianuro 
tendrá menor actividad. 

      Éste hecho pudo comprobarse experimentalmente, al llevarse a cabo 

mediciones de la actividad de enzima CAT libre y en presencia de NaSCN, donde 
se observó a diferentes concentraciones de CAT que la actividad de la enzima 

disminuye con el NaSCN aproximadamente un 20%. 

      Éste hecho también podría indicar que el centro activo de la enzima CAT 
(grupo hemo) está involucrado en el proceso de adsorción, ya que en el momento 

en que éste es inhibido, es posible eluír la enzima. 

      Una vez concluido el proceso de elución de la enzima enlazada 
específicamente, se procedió a llevar a cabo un lavado de la matriz con tampón 

Tris-HCl pH 8,0 durante 2 horas aproximadamente, de la misma forma que se 
hizo con la proteína BSA (apartado 5.1). 

 

 

5.2.1. Curvas de equilibrio de adsorción de la enzima CAT 

 

 
      De acuerdo a lo descrito anteriormente, el equilibrio del proceso de adsorción 

de la enzima CAT se muestra en la figura 5-38 (a); de forma comparativa con el 
obtenido para la proteína BSA (b) a un caudal de 1,50 cm3/min. 

        
      De igual forma, En el anexo A se recogen las tablas de datos de concentración 

en el equilibrio CE (mol/cm3) frente al tiempo para el proceso adsorción de la 
enzima CAT. 
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Figura 5-38.  Comparación de los perfiles de equilibrio de adsorción para a) 

enzima CAT en tampón PBS pH 7,4 y b) proteína BSA en solución fosfato pH 
4,5; 298 K y Q= 1,50 cm3/min. 

 

 

      De forma general para la enzima CAT se pudo comprobar que utilizando un 

mismo caudal (1,50 cm3/min) en el proceso de adsorción, el tiempo necesario para 
que el sistema alcanzara el equilibrio era prácticamente el mismo en todos los 

reutilizaciones (n1 a n5), comportamiento análogo al obtenido para la proteína 
BSA.  

      El tiempo requerido para que la enzima CAT alcanzara el equilibrio fue de 2,3 

horas mientras que para la proteína BSA fue de 5,6 horas, lo cual pone de 
manifiesto que el comportamiento de la cinética de adsorción es más rápida para 

la enzima CAT debido a que es una metalo-enzima que presenta mayor afinidad 
por los iones metálicos que la proteína BSA. 

      También se observó que la capacidad de adsorción de la enzima CAT en la 

matriz disminuye ligeramente con el número de ciclos, así para n1 CE/Co=0,79, 
para n2 CE/Co= 0,81 y n3 CE/Co= 0,84.  

      Éste comportamiento podría indicar que en el caso de la enzima CAT, aunque 

no hay un agente como el imidazol que ocupe ligandos después del proceso de 
elución como es el caso de la proteína BSA, se debe tener en cuenta que esta 

enzima presenta un mayor tamaño. El tamaño de la enzima CAT utilizada en éste 
trabajo es 16,60 nm (promedio de 3 mediciones). En los gráficos 5-39 a y b se 

muestran comparativamente la distribución de tamaño (representativa) para la 
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enzima CAT y al proteína BSA respectivamente, donde se puede apreciar que el 
diámetro de la enzima CAT es mayor. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-39. Grafico representativo de la medición de tamaño de a) enzima CAT y 

b) la proteína BSA utilizando el equipo zeta sizer nano ZS-90. 

 

      De acuerdo con el tamaño de la enzima CAT, su huella sobre la superficie del 

adsorbente es mayor con respecto a la de la proteína BSA. Éste hecho podría 
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influir en la capacidad de adsorción, haciendo que decrezca con el número de 
reutilizaciones, debido a que aunque el porcentaje de enzima que no puede ser 

eluída de la matriz es similar con respecto al de la proteína BSA, debido al tamaño 
la enzima CAT podría llegar a bloquear mayor cantidad de sitios disponibles para 

el proceso de enlace.  

      Como se mencionó en el apartado 5.1.3., el proceso de adsorción es aleatorio, 
lo cual implica un número grande de moléculas. 

      En el caso de la enzima CAT dichas moleculas ocuparan más área de adsorción 

debido a su tamaño, por lo que el porcentaje de superposición como el porcentaje 
de superficie cubierto, como una constante estadística de un ciclo de reutilización 

a otro, como se propone en la figura 5-40a. 

 

 

  a. 

  

 

 

 

    

b.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-40.  Posibles esquemas que muestran como de forma aleatoria a) las 

enzimas de CAT cubren la superficie de adsorción y b) las proteínas de BSA 

cubren la superficie de adsorción. 
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      Comparando las figuras 5-40 a y b, se puede observar que para la enzima CAT 
debido a su tamaño, la probabilidad de que ocupe más sitios de unión en la 

superficie del adsorbente es mayor que para la proteína BSA, por lo tanto éste 
hecho podría afectar la capacidad de adsorción del adsorbente.  

      Por otro lado, también se observó que la capacidad de adsorción del 

adsorbente es ligeramente mayor para la proteína BSA que para la enzima CAT, ya 
para n1 CE/Co para BSA=0,72 mientras que n2 CAT=0,79. 

      Teniendo en cuenta que la huella de la enzima CAT sobre la superficie del 

adsorbente es mayor, la cantidad de enzima teórica que puede ser depositada en la 

superficie del adsorbente  será menor con respecto a la proteína BSA.  

 

5.2.2. Curvas de elución de la enzima CAT 

 

      Como se mencionó anteriormente, la elución de la enzima CAT se llevó a cabo 

por un proceso de inhibición de la enzima CAT, utilizando tiocianato de potasio 
NaSCN como agente de elución. 

      De acuerdo a la figura 5-37 los experimentos de elución se llevaron a cabo a 
una concentración 0,2 de NaSCN en tampón PBS pH 7,4 a un caudal de 1,50 

cm3/min, para que el proceso de elución tuviera el tiempo suficiente para 
recuperar la mayor cantidad de enzima posible. 

       
      De igual forma, el caudal utilizado para llevar a cabo el proceso de lavado de la 

enzima CAT retenida pero no adsorbida en el adsorbente también fue de 1,50 
cm3/min. 

 

      En la figura 5-41 a, b, c, d y e, se muestra las curvas de elución correspondiente 
a los experimentos de adsorción de la enzima CAT a una concentración de 0,7 

mg/cm3 en tampón PBS pH 7,4 a un 1,50 cm3/min, de acuerdo al procedimiento 
descrito anteriormente.  

 
      Estas figuras (del mismo modo que los gráficos de los experimentos de elución 

de la proteína BSA) muestran dos picos, el primero, de color rojo, representa la 
elución de la enzima retenida por enlaces no especificos en el adsorbente, es decir 

T
ASρ
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la proteína que no se ha ligado específicamente al Cu2+, llevando a cabo un lavado 
con el mismo tampón en el cual se ha llevado a cabo el proceso de adsorción de la 

proteína, que en éste caso es tampón fosfato pH 7,4. Éste pico presenta un área 
bajo la curva pequeña, traducido en una cantidad de proteína inferior al 5% de la 

proteína total eluída.  

      El segundo pico, de color azul representa la elución de tipo específico, es decir, 
la proteína que ha sido ligada específicamente al Cu2+ y que por lo tanto no puede 

ser eluída con el tampón usado en el lavado, sino que debe ser eluída con NaSCN. 
El área bajo la curva de estos picos representa aproximadamente el 95% de la 

enzima total adsorbida.  
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Figura 5-41. Curvas de elución de la enzima CAT adsorbida en tampón PBS pH 

7,4 y 298K, para un caudal de adsorción de 1,50 cm3/min, concentración 0,7 

mg/cm3 y n1, n2, n3, n4 y n5. 
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      En general de acuerdo a la figura 5-41 se puede decir, que la elución de la 
enzima enlazada no específicamente (tampón PBS pH 7,4) tarda aproximadamente 

40 min y la elución específica (NaSCN 0,2 M en tampón PBS pH 7,4) tiene un 
tiempo de duración de aproximadamente 60-80 min. 

 
      De igual forma, a la derecha de cada figura se puede observar el balance de 

materia en mg, es decir, la cantidad de enzima total adsorbida con respecto a la 
cantidad de enzima eluída con tampón PBS pH 7,4 correspondiente al área bajo la 

curva roja y con NaSCN 0,2 M en tampón PBS pH 7,4, correspondiente al área 
bajo la curva azul. En todos los casos la cantidad de proteína que no es posible ser 

eluída y queda dentro de la matriz es inferior del 2%. 

      De acuerdo a la información anterior, se puede establecer una semejanza del 
comportamiento de elución de la enzima CAT con respecto a la proteína BSA, 

debido a que los tiempos de elución son prácticamente iguales, utilizando agentes 
de elución diferentes. 

      De tal forma que se puede establecer que aunque el proceso de adsorción de la 

enzima CAT es más rápida, debido a su afinidad por los iones metálicos, el 
proceso de elución es prácticamente análogo al de la proteína BSA. 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5. Resultados experimentales 
 

 

  208

 

5.2.3. Eficiencia de adsorción de la enzima CAT 

 

 
      El comportamiento del proceso de adsorción tras varios ciclos de 
reutilizaciones, así como la reutilización óptima de la columna monolítica, para el 

sistema formado por la enzima CAT sobre un monolito cerámico recubierto por 
agarosa tipo D5, activado con 1,4 butanodiol diglicidil éter como brazo espaciador, 

ácido iminodiacético (IDA) como agente quelante, y Cu2+ como ligando, fue 
estudiado de acuerdo al modelo descrito en el apartado 5.1.3. 

 
      Del mismo modo que para la proteína BSA, se calcularon los valores de m, 

, y  para la enzima CAT descritos en el apartado 5.1.3., siendo estos 

valores comparados con los resultados obtenidos para proteína BSA a un caudal de 

1,50 cm3/min. En la tabla 5-20 que se muestra a continuación se recogen dichos 

valores. De igual forma, los gráficos que relacionan el lnρBE,n con respecto a n-1, se 

muestran en la figura 5-42 a) para la enzima CAT y b, para la proteína BSA a un 

caudal de 1,50 cm3/min. 

 

Tabla 5-20. Comparativo de los coeficientes de adsorción/elución para el estudio 

de la enzima CAT y la proteína BSA a un caudal de 1,50 cm3/min. 

 

Biomolécula CAT BSA 

Número de ciclos  ( ) 5 5 

(cm3 de solución/área cm) 0,238 0,237 

 (mol/cm2) x1010 1,18 7,35 

 (adimensional) 0,86 0,84 

 (adimensional) 0,83 0,80 
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Figura 5-42. Comparativo del logaritmo de la concentración de enzima 

experimental por unidad de superficie vs número de reutilizaciones n-1 para a) la 
enzima CAT y b) la proteína BSA para el caudal de 14 cm3/min. 

 

 

      La figura 5-43 a) CAT y b) BSA, muestra una línea solida de tendencia 
exponencial, la intersección de la línea de tendencia con la línea para , 

permite calcular el valor aproximado de , estos valores están recogidos de igual 

forma en la tabla 5-20. 

      A partir de los valores de  es posible calcular la eficiencia de adsorción Aη  

que es debida a la transformación natural que sufre el monolito a través de la 

sucesivas reutilizaciones y  relaciona  la cantidad de proteína adsorbida durante el 
primer ciclo de adsorción por unidad de superficie y la cantidad real de enzima 

que puede ser adsorbida en la superficie del adsorbente, obtenida mediante la 
ecuación 5-9.  

      Los valores comparativos de la concentración de enzima por unidad de 

superficie R
ASρ  para la enzima CAT y la proteína BSA a un caudal de 1,50 

cm3/min  se recogen de igual forma en la tabla 5-20. 
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Figura 5-43. Número de enzimas enlazadas a los ligandos por unidad de superficie 
de adsorción vs el número de ciclos para a) la enzima CAT y b) proteína BSA para 

el caudal de 1,50 cm3/min. 

  

      Es evidente que el valor de de  es mayor para la proteína BSA, debido por 

un lado a que el diámetro de la proteína es menor y además porque la 
concentración de la enzima CAT en mol/cm3 es menor con respecto a la utilizada 

para la proteína BSA, debido a la formación de micelas. 
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5.2.3.1. Validación del modelo de eficiencia para la enzima CAT 

 
 

      De acuerdo al modelo desarrollado y descrito en el apartado 5.1.3, se calculó la 

concentración teórica de enzima CAT en el equilibrio CE, para un número 
arbitrario de ciclos ( ). Los valores calculados, fueron comparados con los 
obtenidos experimentalmente para cada ciclo de adsorción, estos valores se 

recogen en la tabla 5-21. Adicionalmente se calculó la concentración en el 

equilibrio teórica CE para ,  y  , con el fin de verificar que la 
tendencia fuera consistente. Estos valores también se recogen en la tabla 5-20. 

Asimismo, en la figura 5-44 se comparan dichos valores con los obtenidos para la 
proteína BSA a un caudal de 1,50 cm3/min a) enzima CAT y b) proteína BSA. 

 

 

Tabla 5-21. Comparación de la concentración en equilibrio CE experimental vs 

obtenida por el modelo para la enzima CAT, en tampón PBS pH 7,4 para el 

caudal de 1,5 cm3/min y para la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 a un 

caudal de 1,50 cm3/min. CE Exp y CE Teo (mol/cm3) x 109. 

 
 

Biomolécula CAT BSA 

n 

CE 

Exp 

CE 

Teo 

 

% 

error 
CE 

Exp 

 

CE 

Teo 

 

   % 

error 

1 2,35 2,35 0,00 7,86 7,86 0,00 

2 2,37 2,42 2,11 7,94 8,31 4,45 
3 2,43 2,48 2,05 8,23 8,69 5,59 

4 2,50 2,52 0,80 8,81 9,00 0,90 
5 2,56 2,57 0,39 9,20 9,27 0,76 

6  2,60   9,49  
7  2,63   9,67  

8  2,66   9,82  

 

 

 

 

n

6n = 7n = 8n =
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Figura 5-44. Concentración de enzima en el equilibrio CE experimental y teórica vs 
Número de ciclos n, para a) la enzima CAT y b) la proteína BSA, para el caudal de 

1,50 cm3/min.  
 

 

      En la figura 5-44 a se puede observar que el modelo predice adecuadamente el 
comportamiento de la enzima CAT en el equilibrio con un error inferior al 3%. Se 

debe tener en cuenta que la concentración inicial de partida de la enzima CAT es 
menor a la utilizada por la proteína BSA (como se mencionó anteriormente), por 

esta razón la concentración de enzima CAT en el equilibrio es menor con respecto 
a la obtenida para la proteína BSA. 

      Se puede concluir que para las dos biomoléculas estudiadas, el modelo es capaz 

de predecir el comportamiento de CE con errores inferiores al 6% y establecer la 
tendencia del proceso de adsorción para futuros ciclos, en base al comportamiento 

inicial. 

      Asimismo, de igual forma que para la proteína BSA, de acuerdo a los valores 

obtenidos de CE teórica, si se extrapola aún más estos valores, para más ciclos de 
reutilizaciones (es decir, por encima de n10 aproximadamente), se puede observar 

que el comportamiento es prácticamente constante, es decir que la columna no 
sería capaz de adsorber más proteína. 
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5.2.4. Rendimiento del proceso de separación de la enzima CAT al 

reutilizar la columna cromatográfica 

 

 
      El estudio de rendimiento del proceso de separación para la enzima CAT en 
tampón PBS pH 7,4 se llevó a cabo de acuerdo al apartado 5.1.4., con el fin de 

comparar el rendimiento de separación de la enzima CAT con respecto al 
comportamiento obtenido para la proteína BSA a un caudal de 1,50 cm3/min. 

      De acuerdo a las cinéticas de adsorción para la enzima CAT se estableció el 
tiempo de equilibrio en 2,3 horas. 

      Aunque experimentalmente se comprobó que para un tiempo de 2 horas se 

alcanza el 95-100% del porcentaje total de proteína adsorbida en la matriz y al 
cabo de 3 horas la adsorción es completa. 

      Mientras que la proteína BSA a un mismo caudal al cabo de 2 horas alcanza 

entre un 75-80% del porcentaje total de proteína adsorbida y al cabo de 3 horas se 
alcanza entre un 85-90%.  

      Éste comportamiento pone de manifiesto que el tiempo necesario para llevar a 

cabo el proceso de adsorción es menor para la enzima CAT ya que al ser una 
metalo-enzima presenta mayor afinidad por los iones metálicos usados como 

ligando en esta investigación.  

      En la figura 5-45 a, y b que muestra comparativamente para las biomoléculas 
CAT y BSA a un caudal de 1,50 cm3/min, la cantidad de biomolecula separada en 

mol por unidad de área en cm2 por unidad de tiempo en horas, para los cinco 
ciclos de adsorción/elución, teniendo en cuenta un tiempo de regeneración de 18 

horas, calculados mediante la ecuación 5-21 descrita en el apartado 5.1.4. 
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Figura 5-45. Cantidad de biomolecula separada por unidad de área de la columna 

por unidad de tiempo, como una función de la cantidad de ciclos de 
adsorción/elución teniendo en cuenta el tiempo de regeneración, para a) enzima 

CAT y b) proteína BSA para un caudal de 1,50 cm3/min. 
 

 

      La figura 5-45a pone de manifiesto que la enzima CAT al cabo de 2 horas 
prácticamente ha alcanzado el equilibrio indicando que el tiempo necesario para 

que sea adsorbida, es menor que el tiempo necesario para adsorber la proteína 

BSA, en las mismas condiciones de proceso.  
 

      Esta figura también muestra que no es necesario interrumpir la adsorción de la 
enzima antes de que el proceso alcance el equilibrio como sucede con la proteína 

BSA y que la columna puede ser utilizada durante 4 ciclos más de adsorción antes 
de ser regenerada. 

 
     En la figura 5-46 a y b muestran los perfiles de las cantidades de biomolecula 

anual separada (BSA y CAT), en mol por unidad de área en cm2 por unidad de 
tiempo en horas, para los cinco ciclos de adsorción/elución, teniendo en cuenta el 

proceso de elución y lavado de la columna que anteriormente se estableció en 5 
horas. 
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Figura 5-46. Rendimiento de la columna monolítica para el proceso de separación 

anual de biomolecula, para un tiempo de inactividad de 5 horas, para a) enzima 
CAT y b) la proteína BSA para un caudal de 1,5 cm3/min. 

 

 
      De acuerdo a los valores recogidos en la figura 5-46ª, es evidente que la 

reutilización de la columna monolítica, aumentará el rendimiento de la separación 
de enzima para una operación de proceso dado ya que el porcentaje de adsorción 

al cabo de 2 horas es prácticamente el 100% en todos los ciclos.  
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5.2.5. Transferencia de materia dentro de los canales del monolito 

cerámico 

 

      Del mismo modo que para los experimentos llevados a cabo con la proteína 

BSA, los valores correspondientes a los perfiles de concentración-tiempo 
correspondientes a los experimentos de adsorción para la enzima CAT fueron 

correlacionados de acuerdo con la ecuación 5-35 utilizado la plataforma MATLAB, 

el cual ajusta el coeficiente de dispersión kdisp y la constante cinética de adsorción 

kads, por un método de búsqueda de mínimos en funciones multiparamétricas. 

      De tal forma que los perfiles experimentales del proceso de adsorción (�
̅ vs t) 
de la enzima CAT con los correspondientes ciclos de uso (n=1, n=2, n=3, n=4 y 

n=5), fueron comparados con los perfiles teóricos predichos por el modelo. 

      Así, en la figura 5-47 a y b se muestran comparativamente los perfiles de 
concentración experimentales y teóricos respectivamente de la enzima CAT y la 

proteína BSA para un caudal de 1,50 cm3/min, donde las líneas en color 
continuas son los valores teóricos predichos por el modelo y las líneas en color con 

el marcador, los valores experimentales.  

         En general, la figura 5-47 a y b refleja que a medida que se reutiliza el 
adsorbente la capacidad de adsorción disminuye ligeramente.  

      También se puede observar que el modelo propuesto se ajusta bien para ambas 
biomoléculas, siendo las concentraciones en equilibrio calculadas mediante el 

modelo similar a las obtenidas experimentalmente en todos los ciclos con un error 

inferior al 5%. 
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Figura 5-47. Comparativo de los perfiles teóricos y experimentales de 

concentración en el sobrenadante vs tiempo, correspondientes a la adsorción de a) 
la enzima CAT y b) proteína BSA a un caudal de 1,50 cm3/min. 

 

 
       Las tablas que contienen los valores de la concentración en el equilibrio 

obtenida experimentalmente, comparada con los valores calculados teóricamente 
mediante el modelo, para la enzima CAT en tampón PBS pH 7,4 a un caudal de 

1,50 cm3/min se recogen en el anexo D. 

 

5.2.6. Determinación de la constante cinética de adsorción y el 

coeficiente de dispersión 
 

 

5.2.6.1. Constante cinética de adsorción kads para la enzima CAT 

 

      De acuerdo al apartado 5.1.6.1., y del mismo modo que se llevó a cabo para los 
experimento con la proteína BSA, se obtuvieron los valores de las constantes 

cinéticas de adsorción kads las cuales fueron obtenidas mediante la plataforma 
MATLAB.  
    

      En las tablas 5-22 se recogen comparativamente los valores de los promedios 

k´ads y kads para la enzima CAT y la proteína BSA al caudal de 1,50 cm3/min. 
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Tabla 5-22. Determinación de la pseudo-constante y la constante cinética de 

adsorción k´ads y kads (cm2/mol s), para la enzima CAT y la proteína BSA Q= 

1,50 cm3/min. 
 

 
       

 
 

       
      De acuerdo a los valores de la tabla 5-22, se puede observar que la constante 

cinética de adsorción para la enzima CAT a un caudal de 1,50 cm3/min, es mayor 

con respecto a la obtenida para la proteína BSA al mismo caudal. Éste 
comportamiento es consecuente si se tiene en cuenta el hecho de que la enzima 

CAT necesita menos tiempo para alcanzar el equilibrio (2 horas min aprox.) 
posiblemente debido a que la enzima CAT presenta mayor afinidad hacia los iones 

metálicos que la proteína BSA al ser una metalo-enzima, con respecto a la proteína 
BSA (5,4 horas) a un mismo caudal. 

  
 

 

5.2.6.2. Coeficiente de dispersión kdisp para la enzima CAT 

 

 

      Los valores del coeficiente de dispersión kdisp para la enzima CAT en tampón 
PBS pH 7,4 a un caudal de 1,50 cm3/min se obtuvieron de acuerdo a lo descrito 

en el apartado 5.1.6.1.2. 

     La tabla 5-23 recoge los valores para los pseudo-coeficientes de dispersión kdisp´y 

coeficiente de dispersión kdisp comparativamente para la enzima CAT y la proteína 
BSA a un caudal de 1,50 cm3/min respectivamente. 

 

 

 

 

 

                  CAT          BSA 

   kads´x10-4  kads x10-4   kads´ x10-4 
   kads x10-4 

    8,72    7,32         2,31      1,94 
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Tabla 5-23. Valores de los pseudo-coeficientes y coeficiente de dispersión 

(cm2/mol s), para la enzima CAT y la proteína BSA a un caudal de 1,50 

cm3/min. 

 

       
 

       

 

 

 

 
 
 

      En la figura 5-48 se muestra comparativamente la tendencia del coeficiente de 

dispersión kdisp para el proceso de adsorción tanto de la enzima CAT como de la 
proteína BSA a un caudal de 1,50 cm3/min. 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-48. Comparación de la variación del coeficiente de dispersión kdisp de la 
enzima CAT con respecto a la proteína BSA para los cinco ciclos de reutilización. 

                   CAT          BSA 

 n  k´dispx106  kdispx106   k´disp x106 
   kdips x106 

 1     25,00   25,00      3,37      2,83 

 2    17,10   14,71      2,56      2,15 

 3    12,90   11,09      2,14      1,78 

 4      4,91     4,22      1,82      1,53 

 5      4,38     3,68      1,74      1,47 
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      La figura 5-48 muestra un incremento de tipo exponencial en el coeficiente de 
dispersión tanto para la enzima CAT como para la proteína BSA con el número de 

reutilizaciones.  
 

      Se puede observar que kdisp para la enzima CAT es mayor con respecto a los 
valores obtenidos para la proteína BSA aproximadamente en un orden de 

magnitud. Éste comportamiento podría indicar que el hecho de que la enzima 
CAT sea una metalo-enzima que presenta mayor afinidad por los iones metálicos, 

afecta de manera positiva la transferencia de materia, para el sistema propuesto en 
esta investigación.  
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5.3. Estudios de separación de las biomoléculas Suero de albúmina 

Bovina (BSA) y Catalasa (CAT) en el sistema formado por un 

monolito cerámico recubierto de agarosa D5 y activado con 1,4- 

butanodiol-diglicidil-éter como brazo espaciador, ácido iminodiacético 

IDA, como agente quelante y Cu2+ como ligando, (BSA-agarosa-IDA-

Cu2+) y (CAT-agarosa-IDA-Cu2+) 
 
 

 
      Uno de los principales objetivos de éste trabajo fue establecer el 

comportamiento de la eficiencia de adsorción en la separación de varias 

biomoléculas mediante la técnica IMAC usando la matriz cromatográfica 
propuesta, es decir, un monolito cerámico recubierto por agarosa tipo D-5, 

activada con 1,4 butanodiol-diglicidil-éter como brazo espaciador, ácido 
iminodiacético IDA como agente quelante, y Cu2+ como ligando. 

      
     Para éste fin se utilizó una mezcla de las biomoléculas BSA y CAT, las cuales 

fueron estudiadas previamente de forma individual para determinar su 
comportamiento en el proceso de adsorción/elución en la matriz cromatográfica 

estudiada. 
 

      Sin embargo, teniendo en cuenta que los experimentos de adsorción para la 
enzima CAT de forma independiente se llevaron a cabo en tampón PBS ya que en 

tampón fosfato 7,0 formaba micelas y en solución fosfato pH 4,5 presentaba 
problemas de solubilidad y que la BSA no presenta problemas de solubilidad ni 

formación de micelas en tampón PBS pH 7,4, se decidió llevar a cabo los 
experimentos de separación de las dos biomoléculas (BSA+CAT) en tampón PBS 

pH 74. 
 

      Así, para llevar a cabo la separación de las dos biomoléculas se utilizaron los 
siguientes parámetros: 

 

 

• Concentración de biomolécula (BSA y CAT): 0,7 mg/cm3. 

• Caudal proceso de adsorción: 1,50 cm3/min. 

• Tampón solución proteína: PBS pH 7,4 
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      El proceso de adsorción llevado a cabo para la separación de las dos 
macromoléculas se muestra a continuación en la  figura 5-49: 

 

 

 

 

 

Figura 5-49. Esquema representativo del proceso de adsorción  para la separación 
de dos macromoléculas adsorbidas en un monolito cerámico recubierto con 

agarosa tipo D5 activada con 1,4 butanodiol diglicidil éter como brazo espaciador, 
ácido iminodiacético (IDA) como agente quelante y Cu2+.  

 
 

     
       Asimismo, las propiedades del monolito utilizado para llevar a cabo los 

estudios de separación de dos proteínas se recogen en la tabla 5-24. 

 

Tabla 5-24. Propiedades físicas del monolito usado en los experimentos de 

adsorción/elución, para la separación de dos biomoléculas. 

 

                                     Propiedades  

Diámetro (cm) 1,30 

Peso (g) 4,53 

Longitud (cm) 7,50 

Volumen (cm3) 11,76 

Recubrimiento de agarosa (g) 3,34 

Área total de la superficie (cm2) 211 

Espesor del recubrimiento de agarosa (µm) 156 
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      De acuerdo a lo anteriormente descrito, el procedimiento para llevar a cabo el 
proceso de adsorción es el que se muestra a continuación: 

 

• Se prepararon 50 cm3 de una solución de proteína BSA en tampón PBS pH 
7,4 de concentración 0,7 mg/cm3 y 50 cm3 de una solución de enzima CAT 

en tampón PBS pH 7,4 de concentración 0,7 mg/cm3. 

• Los 100 cm3 de solución de BSA+CAT, se hicieron recircular en continuo a 

través de la columna de afinidad XK-16 Pharmacy. La adsorción de las dos 
biomoléculas en la columna se siguió, tomando una alícuota de 1 cm3 cada 

20 minutos y la absorbancia de la enzima se midió por medio de un 
espectrofotómetro UVICON 922 a una longitud de onda de 280 nm, hasta 

que la concentración en la muestra alcanzara un valor constante, indicando 
que el proceso de adsorción se había detenido.  

• De las alícuotas tomadas, en primer lugar se midió la concentración de 
biomolécula total (es decir la suma de la biomolécula BSA y CAT) mediante 
el método Bradford descrito en el apartado 4.4.3 del capítulo de materiales 

y métodos. 

• La concentración de enzima CAT fue calculada mediante la medición de su 

actividad, de acuerdo al método descrito en el apartado 4.4.4 del capítulo 
de materiales y métodos. 

• De esta manera, la concentración de la proteína BSA fue obtenida 
mediante la diferencia de la concentración total de biomolécula obtenida 
con el método Brafdord y la concentración de la enzima CAT fue obtenida, 

mediante la medición su actividad. 
  

      Una vez concluido el proceso de adsorción, con el fin de eliminar la proteína 
que había quedado enlazada no específicamente en el adsorbente, durante el 

proceso de adsorción, se hizo circular a través de la columna de afinidad a un 
caudal de 1,50 cm3/min, tampón en el cual había sido disuelta la proteína 

previamente. 
 

      Para llevar a cabo esta operación, se tomó una muestra a la salida de la 

columna cada 10 minutos, la cual fue medida a 280 nm, hasta que la 
concentración de proteína BSA alcanzara el valor de cero, indicando que no era 

posible eluír mas proteína.  
 

      De las alícuotas tomadas a la salida de la columna se midió la concentración de 
biomolécula total (es decir la suma de la biomolécula BSA y CAT) mediante el 
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método Bradford descrito en el apartado 4.4.3 del capítulo de materiales y 
métodos.  

 
     A continuación se procedió a realizar la elución de la proteína enlazada 

específicamente en el adsorbente. Así, el esquema representativo de la elución de 
la proteína BSA y la enzima CAT se muestra en la figura 5-50. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-50. Esquema representativo del proceso de elución de las biomoléculas 

BSA y CAT adsorbidas en una misma columna monolítica. 

 

      De acuerdo a la figura 5-50, en primer lugar se llevó a cabo la elución de la 
biomolécula total retenida pero no adsorbida en la matriz, por medio de un lavado 

con tampón PBS pH 7,4, el cual fue medido mediante el método Bradford 
descrito en el apartado 4.4.3, obteniendo como resultado la cantidad de 

biomolécula total (BSA+CAT) no enlazada específicamente en la matriz. 
       

      Seguidamente se procedió a realizar la elución para cada una de las 
biomoléculas enlazadas en el adsorbente (BSA+CAT). 

      Como se mencionó en el apartado 5.2, debido a que la enzima CAT no puede 

ser eluída con imidazol, en primer lugar se procedió a eluír la proteína BSA con 
imidazol 0,2 M en tampón PBS pH 7,4 del mismo modo que se llevó a cabo el 

proceso de elución para los estudios anteriores de la proteína BSA descritos en el 
apartado 5.1. 

     Una vez eluída la proteína BSA se procedió a eluír la enzima CAT  con NaSCN 

0,2 M en tampón PBS pH 7,4 de acuerdo a lo descrito en el apartado 5.2. 
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5.3.1. Curvas de equilibrio de adsorción 

 

 
      Los perfiles de equilibrio del proceso de adsorción para la mezcla de las 
biomoléculas BSA y CAT se muestra en la figura 5-51. 

        
      De igual forma, En el anexo A se recogen las tablas de datos de concentración 

en el equilibrio CE (mol/cm3) frente al tiempo para el proceso adsorción para la 
proteína BSA proveniente de la separación de las dos (BSA+CAT). 
 

 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 5-51. Perfiles de equilibrios de adsorción de la proteína BSA, en tampón 

PBS pH 7,4 proveniente de la separación de BSA+CAT y solución fosfato pH 4,5 a 
un caudal de 1,50 cm3/min. 

      

      En la figura 5-51 se pudo comprobar que utilizando un mismo caudal en el 
proceso de adsorción para las dos biomoléculas, el tiempo necesario para que el 

sistema alcanzara el equilibrio era prácticamente el mismo en todos los 
reutilizaciones (n1 a n5) tanto para la enzima CAT como para la proteína BSA.  
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      También se observó que el tiempo requerido para que la proteína BSA a un 
caudal de 1,50 cm3/min fue el mismo que cuando se llevaron a cabo los estudios 

de adsorción de forma individual (5,4 horas aproximadamente). 

      Para la enzima CAT se observó que el tiempo requerido para que alcanzará el 
equilibrio fue de 2,2 horas, del mismo modo que para la enzima estudiada de 

forma individual; por lo tanto éste comportamiento ratifica el hecho de que es el 
caudal utilizado es el responsable de marcar el tiempo de equilibrio del proceso de 

adsorción. 

      También se observó que a medida que aumentaba el número de ciclos, la 
capacidad de adsorción de la matriz decreció, comportamiento análogo en todos 
los estudios de adsorción/elución de la proteína BSA y la enzima CAT estudiada 

de forma individual. 

     Así, de acuerdo a los resultados obtenidos la proteína BSA no afecta 
significativamente el proceso de adsorción de la enzima CAT, por lo tanto se 

podría decir que la fase estacionaria propuesta en éste trabajo se puede utilizar para 
la separación de la proteína BSA y la enzima CAT, ya que su comportamiento es 

análogo al obtenido cuando se llevaron a cabo los procesos de adsorción para cada 
uno de ellas de forma individual. 

 

 

5.3.2. Curvas de elución 

 
 

      Los experimentos de elución se llevaron a cabo a un caudal de 1,50 cm3/min, y 
una concentración de NaSCN de 0,2 M en tampón PBS pH 7,4, para eluír la 

enzima CAT enlazada específicamente en la matriz e imidazol 0,2 M en tampón 
PBS pH 7,4 para eluír la proteína BSA enlazada específicamente en la matriz.  

      Las biomoléculas enlazadas no específicamente en el adsorbente se eluyeron 

con tampón PBS pH 7,4. 

      En la tabla 5-25 se recogen los valores de la cantidad total de biomolécula 
adsorbida para cada ciclo, así como las cantidades de proteína BSA y enzima CAT 

adsorbidas de forma independiente. 
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Tabla 5-25. Cantidades totales de biomolécula obtenidas en el proceso de 

adsorción, así como las cantidades de forma independiente para la proteína BSA 

y la enzima CAT para cinco ciclos de adsorción/elución. 

No 

Ciclos 
Cantidad total 

biomolécula (mg) 
Cantidad   
BSA (mg) 

Cantidad 
CAT (mg) 

n=1 16,50 10,39 6,11 

n=2 15,60 9,80 5,80 

n=3 13,63 8,03 5,60 

n=4 12,14 7,71 4,23 

n=5 11,52 7,21 4,31 

 
 

      Los resultados obtenidos para el proceso de elución de BSA+CAT para los 
cinco ciclos se muestran en las figuras de la 5-52 á 5-56, representando la 

concentración de enzima a la salida de la columna frente al tiempo; las curvas de 
elución están identificadas de la siguiente manera: la curva roja corresponde a las 

biomoléculas retenidas pero no adsorbidas en el adsorbente es decir la 
biomolécula eluída en el lavado con tampón PBS pH 7,4, la curva verde 

corresponde a la enzima CAT enlazada específicamente a la matriz y finalmente la 

curva azul corresponde a la proteína BSA enlazada específicamente. 
 

      Debajo de cada gráfico se muestra el balance general del proceso de 
adsorción/elución, descrito de la siguiente forma: 

 

• Balance General: Indica la cantidad de biomolécula total (es decir la suma 
de BSA+CAT) adsorbida en un ciclo determinado de adsorción en mg. 

• CAT: En el recuadro de CAT se indica tanto la cantidad de enzima 
adsorbida, como la eluída con NaSCN 0,2 M en mg en un determinado 
ciclo de adsorción/elución. 

• BSA: En el recuadro de BSA se indica tanto la cantidad de proteína 
adsorbida, como la eluída con imidazol 0,2 M en mg en un determinado 

ciclo de adsorción/elución. 

• El cuadro inferior recoge por un lado la cantidad de biomolécula 
(BSA+CAT) retenida pero no adsorbida, proveniente del lavado con 

tampón PBS pH 7,4 y finalmente el porcentaje de biomolécula que no es 
posible eluír de la matriz. 
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Figura 5-52. Curvas de elución de la proteína BSA y la enzima CAT, así como el 

balance general para n=1, proveniente de la separación de las dos biomoléculas. 
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Figura 5-53. Curvas de elución de la proteína BSA y la enzima CAT, así como el 

balance general para n=2, proveniente de la separación de las dos biomoléculas. 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 

Figura 5-54. Curvas de elución de la proteína BSA y la enzima CAT, así como el 
balance general para n=3, proveniente de la separación de las dos biomoléculas. 
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Figura 5-55. Curvas de elución de la proteína BSA y la enzima CAT, así como el 

balance general para n=4, proveniente de la separación de las dos biomoléculas. 
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Figura 5-56. Curvas de elución de la proteína BSA y la enzima CAT, así como el 

balance general para n=5, proveniente de la separación de las dos biomoléculas. 

 
 

 
      De acuerdo a los balances de materia realizados para cada uno de los ciclos de 

adsorción/elución, se puede concluir que mediante el proceso de elución 
seleccionado se obtiene más del 95% de  la cantidad  total de biomolécula que 

había quedado adsorbida en la matriz cromatográfica, tanto para la proteína BSA 
como para la enzima CAT. 

 

     También se indica que el comportamiento del proceso de elución es análogo al 

obtenido cuando se estudió la proteína BSA y la enzima CAT de forma 
independiente.  

 
      De estos resultados se podría concluir, que el proceso de elución para cada 

biomolécula no se ve alterado por la presencia de la otra en el mismo medio. 
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5.3.3. Eficiencia de adsorción de las biomoléculas (BSA+CAT) 
 

 
 

      El comportamiento del proceso de adsorción tras varios ciclos de reutilización, 
así como la reutilización óptima de la columna monolítica, para el sistema 

formado por la mezcla de las biomoléculas BSA y CAT sobre un monolito 
cerámico recubierto por agarosa tipo D5, activado con 1,4 butanodiol diglicidil 

éter como brazo espaciador, ácido iminodiacético (IDA) como agente quelante, y 
Cu2+ como ligando, fue estudiado de acuerdo al modelo descrito en el apartado 

5.1.3. 
 

      De acuerdo a lo anteriormente descrito, se calcularon los valores de , y 

 para cada una de las biomoléculas separaradas en el soporte monolitico, el 

valor de m es el mismo en ambos casos, ya que el proceso de adsorción de 
BSA+CAT se llevó a cabo en la misma mariz. En la tabla 5-26 que se muestra a 
continuación se recogen dichos valores. De igual forma, los gráficos que relacionan 

el lnρBE,n con respecto a n-1, para la proteína BSA y la enzima CAT  se muestran 

en la figura 5-57. 

 

Tabla 5-26. Coeficientes de adsorción/elución para el estudio de separación de la 

mezcla de biomoléculas BSA y CAT en la misma matriz cromatográfica. 

 

Biomolécula BSA CAT 

Número de ciclos  ( ) 5 5 

(cm3 de solución/área cm) 0,238 0,238 

 (mol/cm2) x1010 7,46 1,17 

 (adimensional) 0,93 0,91 

 (adimensional) 0,89 0,90 

      

      De acuerdo a los valores de los parámetros recogidos en la tabla 5-26, se puede 

decir que el valor de  es mayor para la proteína BSA, ya que al ser el su tamaño 

menor, la cantidad que puede ser depositada teóricamente en la superficie del 

adsorbente T
ASρ  es mayor que la de la enzima CAT, que presenta un tamaño 

R
ASρ Aη

Dη

n

m
R
ASρ

Aη

Dη

R
ASρ



5. Resultados experimentales 
 

 

  233

 

mayor. Además la concentración de la enzima CAT en mol/cm3 es menor que la 
empleada para la proteína BSA, debido a la formación de micelas. 

      La eficiencia de adsorción Aη  y la eficiencia de desorción Dη  para las dos 

biomoléculas son prácticamente iguales. Por lo tanto se podría decir que el 
ensuciamiento que sufre el monolito con el número de reutilizaciones es analogo 

para las dos biomoléculas. 

 

 

 

 
 

 
 

  

 

 

Figura 5-57. Comparativo del logaritmo de la concentración de BSA y CAT 

experimental por unidad de superficie vs número de reutilizaciones n-1 para  a un 

caudal de 1,50 cm3/min. 

 

      La figura 5-58 muestra una línea solida de tendencia exponencial, donde los 

valores de ,BE nρ se ajustan adecuadamente, de forma que la intersección de la 

línea de tendencia con la línea para n-1=0 permite calcular el valor aproximado de

, tanto para la enzima CAT como para la proteína BSA proveniente de la 

separación de las dos biomoléculas de acuerdo al apartado 5.1.3 descrito 
anteriormente. 

      Estos valores están recogidos de igual forma en la tabla 5-26. 

 

 

R
ASρ



5. Resultados experimentales 
 

 

  234

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 5-58. Comparativo Número de BSA y CAT enlazados a los ligandos por 

unidad de superficie de adsorción vs el número de ciclos proveniente de la 
separación de las dos biomoléculas. 

 

 
      De acuerdo a las figuras 5-57 y 5-58, se puede establecer que el 

comportamiento del proceso de adsorción de la enzima BSA y la enzima CAT 

cuando se lleva a cabo de forma simultánea en el mismo adsorbente prácticamente 
muestra un comportamiento similar al obtenido cuando se llevaron los estudios de 

adsorción de las misma biomoléculas de forma independiente a un mismo caudal. 
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5.3.3.1. Validación del modelo de eficiencia para las biomoléculas 

(BSA+CAT) 

 
      A partir del modelo desarrollado y descrito en el apartado 5.1.3, se calculó la 

concentración teórica de enzima CAT y la proteína BSA en el equilibrio CE 

proveniente de la separación de las dos biomoléculas, para un número arbitrario de 

ciclos ( ).  

      Los valores calculados, fueron comparados con los obtenidos 

experimentalmente para cada ciclo de adsorción, estos valores se recogen en la 
tabla 5-27. 

      Adicionalmente se calculó la concentración en el equilibrio teórica CE para
,  y  , con el fin de verificar que la tendencia fuera consistente. 

Estos valores también se recogen en la tabla 5-27.  

La figura 5-59 compara los valores obtenidos para la proteína BSA y la enzima 
CAT proveniente de la separación de las dos biomoléculas a un caudal de 1,50 

cm3/min. 

 

Tabla 5-27. Concentración en equilibrio CE experimental vs obtenida por el 

modelo de eficiencia para la enzima CAT y la proteína BSA (proveniente de la 

separación de las dos biomoléculas). CE Exp y CE Teo (mol/cm3) x 109. 

 

Biomolécula CAT BSA 

n 

CE 

Exp 

CE 

Teo 

 

% 

Error 
CE 

Exp 

 

CE 

Teo 

 

   % 

error 

1 2,33 2,33 0,00 7,55 7,55 0,00 
2 2,35 2,37 0,85 7,68 7,85 2,99 

3 2,39 2,41 0,83 8,16 8,12 0,49 
4 2,46 2,45 0,40 8,29 8,37 0,96 

5 2,47 2,47 0,00 8,49 8,59 1,18 

6  2,50   8,79  
7  2,53   8,97  

8  2,55   9,13  

n

6n = 7n = 8n =
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Figura 5-59. Comparativo de CE experimental y teórica vs Número de ciclos n, 

para la enzima CAT y la proteína BSA (proveniente de la separación de las dos 
biomoléculas) a un caudal de 1,50 cm3/min. 

 

 

       De acuerdo con la figura 5-59 se puede observar que el modelo predice el 

comportamiento de la enzima CAT y la proteína BSA en equilibrio con un error 

inferior al 3% en ambos casos.  

      Se debe tener en cuenta que la concentración inicial de partida de la enzima 

CAT es menor a la utilizada por la proteína BSA (como se mencionó 
anteriormente), por esta razón la concentración de enzima CAT en el equilibrio es 

menor con respecto a la obtenida para la proteína BSA. 

      De forma general se puede concluir que para las dos biomoléculas separadas de 
una misma matriz cromatográfica, el modelo es capaz de predecir la tendencia del 

comportamiento de adsorción sin que una biomolécula afecte a la otra, ya que si se 
comparan los valores obtenidos en la tabla 5-27 con respecto a los obtenidos 

previamente para la enzima CAT y la proteína BSA a un caudal de 1,50 cm3/min 
de forma independiente se comprobará, que los valores son similares y la 

tendencia es prácticamente la misma, por lo tanto puede establecerse que no existe 
competitividad entre las dos biomoléculas por los sitios de unión. 

      De acuerdo con los valores obtenidos de CE teórica para las dos biomoléculas, 

si se extrapola estos valores para ciclos por encima de n10 aproximadamente, se 
puede observar que el comportamiento es prácticamente asintótico, es decir que la 

columna no sería capaz de adsorber más biomolecula. 
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5.3.4. Rendimiento del proceso de separación de las biomoléculas 

(BSA + CAT) 

 

 

      El estudio de rendimiento del proceso de separación de la mezcla de las 
biomoléculas CAT y BSA en tampón PBS pH 7,4 y caudal 1,50 cm3/min, se llevó 

a cabo de acuerdo con lo indicado en el apartado 5.1.4., a fin de determinar si 
existía alguna modificación en el comportamiento del rendimiento de separación 

de las biomoléculas al ser adsorbidas conjuntamente en el soporte cromatográfico. 

      Así, para la enzima CAT de acuerdo a los valores de las cinéticas de adsorción 

de la figura 5-51 se pudo establecer que a las 2 horas de proceso de adsorción la 

enzima había alcanzado aproximadamente un 99% del total de la enzima 
adsorbida y al cabo de 3 horas se había adsorbido completamente. 

      Po otro lado, para la proteína BSA de acuerdo a los valores de las cinéticas de 
adsorción de la figura 5-51 se pudo establecer que a las 2 horas de proceso de 

adsorción la proteína había alcanzado entre un 75-80% del total de la proteína 
adsorbida y al cabo de 3 horas se alcanza aproximadamente un 90% del total de 

proteína adsorbida. 

      De acuerdo a lo descrito anteriormente, los tiempos de equilibrio obtenidos 
tanto para la proteína BSA como para la enzima CAT, son prácticamente iguales a 

los obtenidos cuando se llevaron a cabos los estudios de adsorción para las dos 
biomoléculas de forma independiente. 

     En la figura 5-60 a y b se muestra de forma comparativa la cantidad separada de 

biomolecula de la mezcla (BSA+CAT) en mol por unidad de área en cm2 por 
unidad de tiempo en horas teniendo en cuenta el tiempo de regeneración 

establecido previamente en 18 horas, calculados mediante la ecuación 5-21, 
apartado 5.1.1. 
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Figura 5-60. Cantidad  de biomolecula separada por unidad de área de la columna 
por unidad de tiempo, como una función de la cantidad de ciclos de 

adsorción/elución teniendo en cuenta el tiempo de regeneración para a) enzima 
CAT y b) proteína BSA (proveniente de la separación de las dos biomoléculas) a 

un caudal de 1,50 cm3/min. 

 
 

      La figura 5-60 a y b pone de manifiesto que el tiempo necesario para llevar a 

cabo el proceso de adsorción de la enzima CAT es menor con respecto a la 
proteína BSA, ya que la curva de la eficiencia de separación al cabo de 2 horas con 

respecto a la curva de equilibrio es prácticamente igual. 

      Con respecto a la proteína BSA se puede observar que el tiempo necesario para 

alcanzar el equilibrio es mayor con respecto a la enzima CAT ya que la curva de la 
eficiencia de separación al cabo de 3 horas con respecto a la curva de equilibrio, 

son muy cercanas. 

      Los valores de la figura 5-60 muestran además que la interacción de las 
biomoléculas no afecta su comportamiento entre sí, ya la adsorción es 

prácticamente igual que cuando se estudiaron de forma independiente, por lo 
tanto nuevamente se pone de manifiesto que no existe una competición entre las 

dos por los sitios de unión. 

      La figura 5-61 a y b  muestra los perfiles de las cantidades de biomolecula 
separada referidos al año para la mezcla de las dos biomoléculas estudiadas, en mol 

por unidad de área en cm2 por unidad de tiempo en horas, para la proteína BSA y 
la enzima CAT para los cinco ciclos de adsorción/elución, teniendo en cuenta el 
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proceso de elución y lavado de la columna que anteriormente se estableció en 5 
horas. 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

Figura 5-61. Rendimiento de la columna monolítica para el proceso de separación 
anual, para un tiempo de inactividad de 5 horas, para a) enzima CAT y b) proteína 

BSA (proveniente de la separación de las dos biomoléculas) a un caudal de 1,50 

cm3/min. 

 

 
      De acuerdo a la figura 5-61a, la reutilización de la columna monolítica 

aumentará el rendimiento de la separación de la enzima CAT para una operación 

de proceso dado ya que el porcentaje de adsorción al cabo de 2 horas es 
prácticamente el 100% en todos los ciclos. Además, teniendo en cuenta que el 

equilibrio se alcanzará antes de las 2 horas, no sería necesario interrumpir el 
proceso de adsorción para poder reutilizar la columna cromatográfica 

eficientemente hasta 4 veces antes de su primera regeneración.  
 

      Por otro lado el comportamiento de la enzima CAT en la matriz cuando se 
adsorbe de forma simultánea con la proteína BSA no afecta el rendimiento del 

proceso de adsorción, ya que el comportamiento es prácticamente el mismo que 
para la enzima adsorbida de forma independiente. 

      Con respecto a la proteína BSA, de acuerdo a la figura 5-61b si el proceso de 
adsorción alcanza el equilibrio, para conseguir una máxima cantidad de proteína 

separada, la columna solo se podría reutilizar dos veces (3 ciclos de adsorción), tal y 
como se observó cuando se llevaron a cabo los experimentos de forma individual 
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para dicha proteína. Por tanto el proceso debería ser interrumpido a las 3 horas 
para que la cantidad de  proteína separada por unidad de área de columna sea un 

poco más alta, pudiendo reutilizar la columna hasta 4 ciclos de adsorción. 

      Así teniendo en cuenta que el proceso de adsorción para la enzima CAT 
alcanza el equilibrio prácticamente a las 2 horas de proceso, se puede establecer 
que la proteína BSA es la limitante en el proceso de separación de las dos 

biomoléculas estudiadas, ya que su cinética es más lenta que la obtenida para la 
enzima CAT. 

     Adicionalmente, si se tiene en cuenta que el porcentaje de proteína BSA 
separado al cabo de 2,5 horas es aproximadamente el 85% de la proteína total 

adsorbida, es posible llevar a cabo la separación de las dos biomoléculas en un 

mismo tiempo (2,5 horas aproximadamente) interrumpiendo el proceso de 
adsorción de la proteína BSA a este tiempo, donde se generaría una pérdida de la 

eficiencia de adsorción en torno al 14%. 

      De esta forma, se llevó a cabo un balance para establecer la cantidad de 

proteína separada anual por unidad de superficie, teniendo en cuenta el tiempo de 
inactividad de la columna, reduciendo el tiempo de equilibrio de 5 horas a 2,5 

horas, con el fin de establecer si el hecho de interrumpir el proceso de adsorción 
de la proteína BSA en el tiempo que necesita la enzima CAT para alcanzar el 

equilibrio podría afectar de forma global el rendimiento de la columna monolítica. 

      En la figura 5-62 se muestra de forma comparativa el rendimiento de 
separación de la proteína BSA para un tiempo de equilibrio de 2,5 y 5 horas 
respectivamente. 
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Figura 5-62. Rendimiento de la columna monolítica para el proceso de separación 
anual, para un tiempo de inactividad de 5 horas, para la proteína BSA, a 5 y 2,5 

horas de tiempo de equilibrio. 

 

      Los valores de la figura 5-62 indica que interrumpir el proceso de adsorción de 

la proteína BSA al cabo de 2,5 horas, presenta una mejora en el rendimiento de la 
columna debido a que el tiempo necesario para llevar a cabo el proceso de 

adsorción es menor. 

      Por tanto se podría concluir que acortar el tiempo de adsorción para la 

proteína BSA, cuando se lleva a cabo la separación de las dos biomoléculas, no 
supone un empeoramiento en el rendimiento de la columna. 
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5.3.5. Transferencia de materia dentro de los canales del monolito 

cerámico 

 

      Del mismo modo que para los experimentos llevados a cabo con la proteína 

BSA y la enzima CAT de forma independiente, se correlacionaron los valores 
correspondientes a los perfiles de concentración-tiempo para la mezcla de las 

biomoléculas BSA y CAT fueron correlacionados de acuerdo al modelo descrito 
en el apartado 5.1.6.1.3., utilizado la plataforma MATLAB, que ajusta el 

coeficiente de dispersión kdisp y la constante cinética de adsorción kads, por un 
método de búsqueda de mínimos en funciones multiparamétricas. 

      Los perfiles experimentales del proceso de adsorción (�
̅  vs t) para la mezcla 
binaria de la enzima CAT y la proteína BSA con los correspondientes ciclos de uso 

(n=1, n=2, n=3, n=4 y n=5), fueron comparados con los perfiles teóricos predichos 
por el modelo. 

      En la figura 5-63 a y b se muestran comparativamente los valores de 

concentración experimentales y teóricos respectivamente de la enzima CAT y la 
proteína BSA (proveniente de la separación de las dos biomoléculas) para un 

caudal de 1,50 cm3/min, donde las líneas negras continuas son los valores teóricos 
predichos por el modelo y las líneas en color, los valores experimentales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-63. Comparativo de los perfiles teóricos y experimentales de 

concentración en el sobrenadante vs tiempo, correspondientes a la adsorción de a) 
la enzima CAT y b) proteína BSA a un caudal de 1,50 cm3/min (proveniente de la 

separación de las dos biomoleculas). 
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      En general, la figura 5-63 a y b refleja que a medida que se reutiliza el 
adsorbente la capacidad de adsorción disminuye, comportamiento análogo al 

obtenido previamente para las dos biomoléculas estudiadas de forma 
independiente. 

 
      También se puede observar que el modelo se ajusta bien para las dos 

biomoléculas, siendo las concentraciones calculadas mediante el modelo, similares 
a las obtenidas experimentalmente en todos los ciclos con un error inferior a 2%. 

      Las tablas que contienen los valores de la concentración en el equilibrio 

obtenida experimentalmente, comparada con los valores calculados teóricamente 
mediante el modelo, mediante el modelo para la enzima CAT y la proteína BSA 

en tampón PBS pH 7,4 a un caudal de 1,50 cm3/min se recogen en el anexo D. 

 

 

5.3.6. Determinación de la constante cinética de adsorción y el 

coeficiente de dispersión para la mezcla binaria de biomoléculas 

BSA+CAT 

 

 

5.3.6.1. Constante cinética de adsorción kads para la mezcla binaria de 

biomoléculas BSA+CAT 
 
 

 
      Con el fin de comparar la constante cinética de adsorción para la proteína 

BSA y la enzima CAT con las obtenidas de forma independiente en tampón PBS 
pH 7,4 y caudal de 1,50 cm3/min, se llevaron a cabo los experimentos de 

adsorción en dichas condiciones para poder ser comparados con los resultados 
obtenidos para la proteína BSA proveniente de la separación de dos biomoléculas 

(BSA y CAT). 

 

      En la tabla 5-28 se recogen comparativamente los valores promedio de k´ads y 

kads para la enzima CAT en tampón PBS pH 7,4 a caudal de 1,50 cm3/min, 
proveniente de la separación de dos biomoléculas (BSA y CAT) y estudiada de 

forma individual y en la tabla 5-29 de igual forma se recogen los valores promedio 
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de k´ads y kads para la proteína BSA en tampón PBS pH 7,4 a caudal de 1,50 
cm3/min, proveniente de la separación de dos biomoléculas (BSA y CAT) y 
separada de forma individual respectivamente. 

 

 

 

Tabla 5-28. Comparación de la pseudo-constante y la constante cinética de 

adsorción k´ads y kads (cm2/mol s), para la enzima CAT en tampón PBS pH 7,4, 

1,50 cm3/min estudiada de forma individual y proveniente de la separación de 

BSA+CAT. 
 
 

 

 

 

 

 

Tabla 5-29. Comparación de la pseudo-constante y la constante cinética de 

adsorción k´ads y kads (cm2/mol s), para la proteína BSA en tampón PBS pH 7,4, 

1,50 cm3/min estudiada de forma individual y proveniente de la separación de 

BSA+CAT. 

 

 
 

 

       
 

 
 

      De las tablas 5-28 Y 5-29 se puede observar que la constante cinética de 
adsorción para la enzima CAT es mayor que la obtenida para la proteína BSA. Éste 

comportamiento es consecuente, con la tendencia observada para las dos 
biomoléculas estudiadas de forma independiente. 

 
     Por otra parte el comportamiento de la constante cinética de adsorción es 

prácticamente igual para las dos biomoléculas separadas conjuntamente y de forma 
independiente, lo cual supone que no hay interferencia entre sí en el proceso de 

adsorción. 

             CAT (individual)     CAT (Mezcla BSA+CAT) 

   k´adsx10-4  kads x10-4   k´ads x10-4 
   kads x10-4 

    8,72    7,32         9,38      8,54 

             BSA (individual)     BSA (Mezcla BSA+CAT) 

   k´adsx10-4  kads x10-4   k´ads x10-4 
   kads x10-4 

    2,45    2,25       2,51      2,28 
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5.3.6.2. Coeficiente de dispersión kdisp para la mezcla binaria de 

biomoléculas BSA+CAT 

 

 
      Los valores de los coeficientes de dispersión para la enzima CAT y la proteína 

BSA en tampón PBS pH 7,4 proveniente de la separación de dos proteínas a un 
caudal de 1,50 cm3/min se obtuvieron de acuerdo a lo descrito anteriormente en 

el apartado 5.1.6.1.2. 

      La tabla 5-30 recoge los valores de los pseudo coeficientes y el coeficiente de 

dispersión kdisp´y kdisp (cm/s) para la enzima CAT proveniente de la separación de la 
mezcla de BSA y CAT y estudiada de forma individual. Asimismo, la tabla 5-31 

recoge los valores de los pseudo coeficientes y el coeficiente de dispersión k´disp y 

kdisp (cm/s) para la proteína BSA proveniente de la separación de la mezcla de BSA 
y CAT y estudiada de forma individual, respectivamente. 

 

Tabla 5-30. Determinación del pseudo-coeficiente y coeficiente de dispersión 

k´disp y kdisp (cm/s), para la enzima CAT en tampón PBS pH 7,4, 1,50 cm3/min, 

estudiada de forma individual y proveniente de la separación de BSA+CAT. 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

              CAT (individual)     CAT (Mezcla BSA+CAT) 

  n  k´dispx106  kdips x106   k´dips x106 
   kdips x106 

 1    25,00    25,00         23,00      23,00 

 2    17,10    14,71         15,40      14,01 

 3    12,90    11,09         13,10      11,92 

 4      4,91      4,22           9,12                   8,30 

 5      4,38      3,68           4,04        3,67 
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Tabla 5-31. Determinación del pseudo-coeficiente y coeficiente de dispersión 

k´disp y kdisp (cm/s), para la proteína BSA en tampón PBS pH 7,4, 1,50 cm3/min, 

estudiada de forma individual y proveniente de la separación de BSA+CAT. 
 

 
 

 
 

 
 

 

       

 

 
     En la figura 5-64 a y b se muestra comparativamente la tendencia del 

coeficiente de dispersión kdisp para el proceso de adsorción tanto de la enzima CAT 
como de la proteína BSA a un caudal de 1,50 cm3/min, proveniente de la 
separación de las dos biomoléculas y estudiadas de forma individual. 

 
      En dicha figura se pone de manifiesto que la tendencia del comportamiento 

del fenómeno de transferencia de materia de la mezcla de las biomoléculas BSA y 
CAT es prácticamente igual al obtenido cuando se estudiaron las dos biomoléculas 

de forma independiente, es decir, que para un caudal de 1,50 cm3/min el 
coeficiente de transferencia de materia para la enzima CAT es mayor que el 

obtenido para la proteína BSA, y esta tendencia se mantiene en todos los ciclos de 

reutilización.  
 

      Por lo tanto se podría establecer que el fenómeno de transferencia de materia 
es reproducible, lo cual supone que las dos biomoléculas no compiten por los 

sitios de unión y que evidentemente la enzima CAT presenta mayor afinidad a la 
matriz que la proteína BSA.  

 
 

 
 

 
 

              BSA (individual)     BSA (Mezcla BSA+CAT) 

  n  k´dispx106  kdisp x106   k´disp x106 
   kdisp x106 

 1     9,37    9,37         9,56      9,56 

 2     4,36    3,97         4,02      3,70 

 3     3,62    3,29         3,53      3,25 

 4     3,57    3,25         2,73                 2,51 

 5     3,16    2,88         2,64      2,43 
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Figura 5-64. Comparación de la variación del coeficiente de dispersión kdisp  a) de la 
enzima CAT y b) proteína BSA para los cinco ciclos de reutilización proveniente 
de la separación de las dos biomoléculas y estudiada de forma independiente, en 

tampón PBS pH 7,4 y un caudal de 1,50 cm3/min. 
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5.4. Caracterización del enlace molecular para los sistemas 

conformados por la enzima CAT y la proteína BSA. 

 

      Como se mencionó en el apartado 3.7 del fundamento teórico la nano-
calorimetría isotérmica (ITC) es una técnica termodinámica que permite estudiar 
el calor de interacción entre dos moléculas, de tal forma que cuando éstas se 

enlazan, son acompañadas de la liberación o absorción de calor, y la medición de 

éste calor permite una precisa determinación de la constante de enlace (Kb), la 

estequiometría de la reacción (nb) y un perfil termodinámico de la reacción en el 

cual se incluye la variación de la entalpía (ΔH), de una forma directa. 

      Con el fin de establecer el comportamiento del proceso de enlace de las 
biomoléculas, estudiadas en esta investigación BSA y CAT y el ligando 

seleccionado (Cu2+), se estudió por un lado el enlace con el ligando (Cu2+) en 
estado libre, es decir BSA-Cu2+ y CAT-Cu2+ y una vez obtenidos estos resultados, 

se procedió a estudiar el enlace de las biomoléculas con el ligando inmovilizado, es 
decir BSA-agarosa-IDA-Cu2+ y CAT-agarosa-IDA-Cu2+ con el fin de comparar su 

comportamiento y determinar si existía alguna diferencia entre los dos enlaces, 
dado que de acuerdo a los resultados obtenidos en los procesos de adsorción, todo 

indica que la enzima CAT presenta mayor afinidad hacia el Cu2+ que la proteína 
BSA. 
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5.4.1. Estudios de nano-calorimetría Isotérmica para las biomoléculas 

con el ligando (Cu2+) en estado libre 

 

5.4.1.1. Estudio calorimétrico BSA-Cu2+ y CAT-Cu2+ 

 

 
      El estudio nano-calorimétrico para el enlace de la proteína BSA se llevó a cabo 
en solución fosfato pH 4,5 y tampón PBS pH 7,4 y el Cu2+ en estado libre y la 

enzima CAT en tampón fosfato PBS pH 7,4 y el Cu2+ en estado libre, con el fin de 
comparar su comportamiento como se mencionó anteriormente. 

 

      La unión de la proteína BSA y la enzima CAT con el Cu2+ en estado libre se 
estudió a las siguientes temperaturas: 296, 298, 300, 302 y 304 K. Se seleccionó 

éste intervalo de temperaturas debido a que la conformación de las proteínas así 
como la actividad de las enzimas varía significativamente con la temperatura, 

sufriendo pequeñas modificaciones dentro del intervalo propuesto pero llegándose 
a destruir dichas estructuras cuando el gradiente térmico es elevado (Aki and 

Yamamoto, 1989; Kim and Lee, 2007).  
 

      Ross and Subramanian, 1981; Shahabadi and Maghsudi, 2009; y Singh and 
Shore, 2008  han utilizado intervalos de temperatura similares a los utilizados en 

éste trabajo, siendo 298 K una temperatura adecuada para éste tipo de estudios.  
 

      Los experimentos para caracterizar el enlace molecular de la proteína BSA y la 
enzima CAT con el Cu2+ en estado libre a las cinco temperaturas anteriormente 

mencionadas, se llevaron a cabo de acuerdo al procedimiento descrito en el 
apartado 4.5.1 (BSA) y 4.5.3 (CAT) del capítulo de materiales y métodos.  

 
       Los perfiles de unión obtenidos mediante la técnica ITC para enzima CAT y 

la proteína BSA con el Cu2+ en estado libre, para las diferentes temperaturas 
estudiadas se muestran de forma comparativa en las figuras de la 5-65 a la 5-69, de 

tal forma que cada pico en las isotermas de unión representan una única inyección 

del ligando en la solución de biomolécula. Dichos perfiles de unión  presentan 
una desviación estándar en torno al 20% y un error alrededor del 5%. 
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Figura 5-65. Curvas calorimétricas para la unión de a) enzima CAT en tampón 
PBS pH 7,4, b) proteína BSA en tampón PBS pH 7,4, y c) proteína BSA en 

solución fosfato 50 mM, pH 4,5 y la con Cu2+ en estado libre, a una temperatura 

de 296 K. 
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Figura 5-66. Curvas calorimétricas para la unión de a) enzima CAT en tampón 
PBS pH 7,4, b) proteína BSA en tampón PBS pH 7,4, y c) proteína BSA en 

solución fosfato 50 mM, pH 4,5 y la con Cu2+ en estado libre, a una temperatura 

de 298 K. 
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Figura 5-67. Curvas calorimétricas para la unión de a) enzima CAT en tampón 
PBS pH 7,4, b) proteína BSA en tampón PBS pH 7,4, y c) proteína BSA en 

solución fosfato 50 mM, pH 4,5 y la con Cu2+ en estado libre, a una temperatura 
de 300 K. 
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Figura 5-68. Curvas calorimétricas para la unión de a) enzima CAT en tampón 

PBS pH 7,4, b) proteína BSA en tampón PBS pH 7,4, y c) proteína BSA en 
solución fosfato 50 mM, pH 4,5 y la con Cu2+ en estado libre, a una temperatura 

de 302 K. 
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Figura 5-69. Curvas calorimétricas para la unión de a) enzima CAT en tampón 
PBS pH 7,4, b) proteína BSA en tampón PBS pH 7,4, y c) proteína BSA en 

solución fosfato 50 mM, pH 4,5 y la con Cu2+ en estado libre, a una temperatura 
de 304 K. 
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      Los valores de los parámetros termodinámicos obtenidos a partir de las curvas 
calorimétricas mostrados en las figuras 5-65 a 5-69 se recogen en la tabla 5-32 para 

la enzima CAT,  y 5-33 para la proteína BSA en tampón PBS pH 7,4 y 5-34 para la 
proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 respectivamente. 

 

Tabla 5-32. Parámetros termodinámicos, obtenidos a partir de las curvas 

calorimétricas para el enlace de la enzima CAT en tampón PBS pH 7,4 y el Cu2+ 

en estado libre, para las 5 temperaturas estudiadas. 

 

T  
K 

Kb  
M-1 

∆H 

 kJ/mol 
∆S 

kJ/mol K 
∆G 

kJ/mol 
nb 

296 3534,31 -27,88 -0,030 -20,11 5,65 
298 4129,01 -24,35 -0,012 -20,63 3,47 

300 9227,72 -22,70 0,007 -22,92 4,47 
302 17797,75 -20,96 0,011 -24,57 4,65 

304 30013,63 -14,19 0,030 -26,06 5,22 

       

 

Tabla. 5-33. Parámetros termodinámicos obtenidos a partir de las curvas 

calorimétricas para el enlace de la proteína BSA en tampón PBS pH 7,4 y el 

Cu2+ en estado libre, para las 5 temperaturas estudiadas. 

 

T  
K 

Kb 
  

M-1 
∆H 

 kJ/mol 
∆S 

kJ/mol K 
∆G 

kJ/mol 
nb 

296 2030,87 -24,99 -0,021 -18,73 
3 298 4764,77 -21,92 -0,003 -20,97 

300 6215,82 -18,55 0,010 -21,77 
302 7484,30 -16,79 0,018 -22,39 

3,5 
304 8675,91 -12,79 0,033 -22,91 
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Tabla. 5-34. Parámetros termodinámicos obtenidos a partir de las curvas 

calorimétricas para el enlace de la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 y el 

Cu2+ en estado libre, para las 5 temperaturas estudiadas. 

 

T  
K 

Kb 
  

M-1 
∆H 

 kJ/mol 
∆S 

kJ/mol K 
∆G 

kJ/mol 
nb 

296 1770 73,79 0,31 -18,40 
3 298 2590 82,94 0,34 -19,47 

300 3200 114,74 0,45 -20,13 

302 3840 141,65 0,54 -20,72 
2 

304 5960 198,15 0,72 -21,97 

 

      Con respecto a los valores recogidos en las tablas 5-32, 5-33 y 5-34 se puede 
concluir que: 

      En el caso del proceso de enlace para la enzima CAT y la proteína BSA en 
tampón fosfato pH 7,4, el comportamiento del sistema es en general endotérmico, 

sin embargo al hacer la corrección del calor de dilución con tampón PBS pH 7,4 

ambos sistemas se tornan exotérmicos, debido al que el calor generado entre el 
tampón y el Cu2+ en estado libre es mayor que el generado entre las biomoléculas y 

el Cu2+.      

      De esta forma estos dos sistemas son energéticamente favorables. Sin embargo 

el comportamiento del sistema BSA-Cu2+ en solución fosfato es 
predominantemente endotérmico y al hacer la corrección del calor de dilución 

sigue comportándose de forma endotérmica, debido a que el calor generado entre 

la solución fosfato a pH 4,5 y el Cu2+ es prácticamente inexistente. Por lo tanto 
éste sistema seria energéticamente desfavorable dado el carácter ácido del tampón y 

el catión. 

      Con respecto a la constante de enlace en los tres sistemas estudiados Kb 

aumenta con el incremento de la temperatura como se puede observar en la figura 
5-70 que se muestra a continuación: 
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Figura 5-70. Comparación de la constante de enlace Kb para los sistemas CAT-
Cu2+ y BSA-Cu2+ para las cinco temperaturas estudiadas. 

 
       

      De acuerdo a la figura 5-70, la constante de enlace Kb en primer lugar presenta 
una tendencia de tipo exponencial para los tres sistemas estudiados.  

      Para la enzima CAT, Kb es mayor con respecto a los valores obtenidos para la 
proteína BSA, presentando en las dos últimas temperaturas estudiadas (302 y 304 

K) un aumento considerable de Kb con respecto a la primera temperatura. 

       Éste comportamiento puede ser debido a que la temperatura de máxima 

actividad de la catalasa es 310K (Çorman et al; 2010), siendo esta temperatura en 
muchos casos la temperatura optima de trabajo. De tal forma que a medida que se 

aproxima a esta temperatura, la enzima CAT podría tener una mayor actividad 
favoreciendo el proceso de enlace con el ion Cu2+. 

      Asimismo se puede observar que Kb para la proteína BSA disuelta en tampón 

PBS es mayor que Kb para la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5, lo cual 
puede ser debido a que al estar la proteína en su punto isoeléctrico, la carga de la 

misma haga que el enlace sea débil, aunque la tendencia en ambos casos sea 
aumentar con el incremento de la temperatura. 

      En los tres casos puede decirse que el comportamiento de Kb sugiere la 

generación de enlaces de coordinación de tipo débil e interacciones electrostáticas 

ya que Kb<106 M-1 en todos los casos.  
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      Asimismo puede decirse que de acuerdo a los valores obtenidos de la energía 
libre de Gibbs, los enlaces para los tres sistemas estudiados son espontáneos, 

siendo más espontáneo con el aumento de la temperatura, favoreciéndose la unión 

y por tanto generando un aumento en la constante de enlace Kb (Ross and 

Subramanian, 1981). 

      En la figura 5-71 se muestra comparativamente el comportamiento de ΔG para 

los tres sistemas estudiados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-71. Comparación de la energía libre de Gibbs ΔG para los sistemas CAT-

Cu2+ y BSA-Cu2+ para las cinco temperaturas estudiadas. 

 
 

      De acuerdo a la tendencia de ΔG mostrada en la figura 5-71, se puede observar 

por un lado que el enlace es más espontáneo para el sistema formado por la 
enzima CAT-Cu2+. Aunque el comportamiento del sistema BSA-Cu2+ en solución 

fosfato es predominantemente endotérmico, el enlace es espontáneo, ya que la 
constante de enlace aumenta con la temperatura. 

 

      Con respecto a los valores obtenidos de entalpía (ΔH) se puede decir que el 

enlace de la enzima CAT y la proteína BSA con el Cu2+ en tampón PBS pH 7,4 a 

las cinco temperaturas estudiadas es energéticamente favorable, ya que presentan 
un comportamiento predominantemente exotérmico, mientras que para la 

proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 el proceso de enlace no sería 
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energéticamente favorable ya que el comportamiento en todas las temperaturas 
estudiadas es endotérmico.  

       
      En los tres sistemas estudiados, la entropía es el parámetro fundamental del 

sistema, ya que ΔS aumenta con la temperatura. En el sistema formado por BSA-

Cu2+ en solución fosfato pH 4,5, es más notorio éste comportamiento, debido a 
que los valores son mayores.  

 
      Por lo tanto en dicho sistema se estarían generando cambios conformacionales 

en la estructura de la proteína con el aumento de la temperatura (Shahabadi and 

Maghsudi, 2009; Lin et al; 2002) y por ello el cambio en la entropía es más 

evidente.  
 

      Un aumento en la entropía, se genera principalmente por un proceso de 
deshidratación, esta observación implica que cuando la temperatura aumenta la 

polaridad de la solución se reduce, así como la estabilidad de la estructura de la 
proteína, lo cual conlleva a un aumento de la exposición de residuos hidrofóbicos 

(Roselin et al; 2010 ).  
 
      Como consecuencia de la deshidratación (Arnold, 1991) aumenta el desorden 

molecular, aumentando la entropía, lo cual motiva que las interacciones de las 
moléculas en solución acuosa sean energéticamente favorables. 

 
      De esta forma para el caso de BSA-Cu2+ en solución fosfato pH 4,5 aunque la 

entalpía sea positiva, se pude observar que la constante de enlace Kb incrementa su 
valor ligeramente con la temperatura. 

 
      Adicionalmente, los parámetros termodinámicos recogidos en la tabla 5-31, 5-

32 y 5-33 para los tres sistemas estudiados, muestran una relación lineal dentro del 

intervalo de temperatura estudiado entre ΔH y TΔS (figura 5-72 a, b y c). 

      Así, el sistema formado por la enzima CAT-Cu2+ muestra una pendiente de 
0,71. Estos resultados indican que se cumple la segunda ley de la termodinámica 

para éste sistema debido a que ΔS>0 a partir de la temperatura de 300K. Por otra 

parte ∆G<0 y ∆H<0 en todas las temperaturas estudiadas. 

      Para el sistema BSA-Cu2+ en tampón PBS pH 7,4 se muestra una pendiente de 
0,76. Estos resultados indican que también se cumple la segunda ley de la 
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termodinámica para éste sistema debido a que ΔS>0 a partir de la temperatura de 

300K, siendo ∆G<0 y ∆H<0 en todas las temperaturas estudiadas. 

      Finalmente, para el sistema BSA-Cu2+ en solución fosfato pH 4,5 se muestra 

un pendiente de 0,97. Estos resultados indican que se cumple la segunda ley de la 

termodinámica para éste sistema debido a que ΔS>0 y, ∆G<0, aunque ∆H>0. Por 

lo tanto aunque el comportamiento es endotérmico, también es espontaneo. 

      La figura 5-72 a, b y c, recoge gráficamente lo anteriormente descrito: 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-72. Compensación de entalpia-entropía del enlace de a) la enzima CAT-

Cu2 en tampón PBS pH 7,4, b) proteína BSA-Cu2+ en tampón PBS pH 7,4 y c) la 
proteína BSA-Cu2+ en solución fosfato pH 4,5, para las 5 temperaturas estudiadas. 
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      El cambio en la capacidad calorífica ΔCp es obtenida a partir de la pendiente 

de la relación lineal entre ΔH vs T (Wiseman, 1989; Ladbury, 2004). De esta 

forma, la regresión lineal de la relación ΔH vs T para los tres sistemas estudiados se 

muestra en la figura 5-73 a, b y c respectivamente. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-73. Dependencia de la temperatura en el enlace de a) la enzima CAT-Cu2+ 

en tampón PBS pH 7,4 b) la proteína BSA-Cu2+ en tampón PBS pH 7,4 y c) la 

proteína BSA-Cu2+ en solución fosfato pH 4,5 con respecto a la entalpía ΔH para 

las cinco temperaturas estudiadas. 

 

 

      El resultado obtenido para la enzima CAT representa un cambio positivo en la 

capacidad calorífica cuyo valor es de 1,54 kJ/mol K, asimismo el resultado 
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obtenido para la proteína BSA en tampón PBS pH 7,4 representa también un 
cambio positivo en la capacidad calorífica cuyo valor es 1,48 kJ/mol K y 

finalmente para la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 presenta un cambio 
positivo de 15,37 kJ/mol K.  

      Los valores positivos y altos de capacidad calorífica conlleva a un aumento de 

la exposición de residuos hidrofóbicos, tendencia que corresponde con los valores 
obtenidos de entropía para el enlace BSA-Cu2+.  

      También, al ser menor el cambio de ∆Cp para la enzima CAT, y la proteína 
BSA en tampón fosfato pH 7,4, indica que el complejo CAT-Cu2+ tiene menos 

energía que la enzima CAT y el Cu2+ por separado, por lo que 
termodinámicamente el enlace es más estable que el formado por la proteína BSA 

y el Cu2+ y por tanto la reacción es energéticamente más favorable que en el caso de 
la proteína BSA. 

      Se puede observar que la estequiometría de la reacción disminuye con el 

aumento de la temperatura, lo cual podría significar que el complejo proteína-
ligando presenta una mayor estabilidad cuando la relación estequiométrica es más 

baja, por lo que el calor liberado es mayor al aumentar la temperatura, lo cual se 
puede observar experimentalmente. Algunos estudios han demostrado que la 

constante de enlace Kb disminuye al aumentar la estequiometría de la reacción nb. 

(Henzler et al; 2008; Kumar et al; 1999). 

      En general se puede decir, que el comportamiento del proceso de enlace para 
el sistema formado por la enzima CAT-Cu2+ es más favorable con respecto al 

sistema formado por la proteína BSA-Cu2+ en iguales condiciones de presión y 
temperatura. Estos resultados como se mencionó anteriormente, eran de esperarse 

debido a la afinidad que presentan las metalo-enzimas por los iones metálicos. 
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5.4.2. Estudios de nano-calorimetría Isotérmica para las biomoléculas 

con el ligando (Cu2+) inmovilizado 

 

 

5.4.2.1. Estudio calorimétrico BSA-agarosa-IDA-Cu2+ y CAT-agarosa-

IDA-Cu2+ 
 

      Con el fin de determinar si existía alguna diferencia en el enlace de las dos 
biomoléculas estudiadas (CAT y BSA) con el ligando en estado libre e 

inmovilizado, se procedió a llevar a cabo experimentos el ITC, inmovilizando el 
Cu2+ de acuerdo al procedimiento descrito en el apartado 4.5.2.1 del capítulo de 

materiales y métodos. 
 

      Por tanto, se llevó a cabo un estudio nano-calorimétrico para el enlace de la 
proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 y tampón PBS pH 7,4 y el Cu2+ 

inmovilizado es un adsorbente de sefarosa, y la enzima CAT en tampón PBS pH 
7,4 y el Cu2+ inmovilizado igualmente, con el fin de comparar su comportamiento. 

 

      La unión de la proteína BSA y la enzima CAT con el Cu2+ inmovilizado se 
estudió en las mismas temperaturas que con el Cu2+ en estado libre es decir 296, 

298, 300, 302 y 304 K, con el fin de poder comparar los resultados en las mismas 
condiciones de presión y temperatura. 

 
      De tal forma, que los experimentos para caracterizar el enlace molecular de la 

proteína BSA y la enzima CAT con el Cu2+ inmovilizado a las cinco temperaturas 
anteriormente mencionadas, se llevaron a cabo de acuerdo al procedimiento 

descrito en el apartado 4.5.2 (BSA)  y 4.5.4 (CAT) del capítulo de materiales y 
métodos.  

 
      Los perfiles de unión obtenidos mediante la técnica ITC para proteína BSA y 

la enzima CAT con el Cu2+ en estado libre, para las diferentes temperaturas 
estudiadas se muestran de forma comparativa en las figuras en la figura 5-74 a la 5-

78, de tal forma que cada pico en las isotermas de unión representan una única 
inyección de la biomolécula en el ligando suspendido en solución fosfato pH 4,5. 
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Figura 5-74. Curvas calorimétricas para la unión de a) enzima CAT en tampón 
PBS pH 7,4. b) proteína BSA en tampón PBS pH 7,4, y c) proteína BSA en 

solución fosfato 50 mM pH 4,5 y el Cu2+ inmovilizado, a una temperatura de 296 

K. 
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Figura 5-75. Curvas calorimétricas para la unión de a) enzima CAT en tampón 
PBS pH 7,4. b) proteína BSA en tampón PBS pH 7,4, y c) proteína BSA en 

solución fosfato 50 mM pH 4,5 y el Cu2+ inmovilizado, a una temperatura de 298 

K. 
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Figura 5-76. Curvas calorimétricas para la unión de a) enzima CAT en tampón 
PBS pH 7,4. b) proteína BSA en tampón PBS pH 7,4, y c) proteína BSA en 

solución fosfato 50 mM pH 4,5 y el Cu2+ inmovilizado, a una temperatura de 300 
K. 
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Figura 5-77. Curvas calorimétricas para la unión de a) enzima CAT en tampón 
PBS pH 7,4. b) proteína BSA en tampón PBS pH 7,4, y c) proteína BSA en 

solución fosfato 50 mM pH 4,5 y el Cu2+ inmovilizado, a una temperatura de 302 
K. 
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Figura 5-78. Curvas calorimétricas para la unión de a) enzima CAT en tampón 
PBS pH 7,4. b) proteína BSA en tampón PBS pH 7,4, y c) proteína BSA en 

solución fosfato 50 mM pH 4,5 y el Cu2+ inmovilizado, a una temperatura de 304 
K. 
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      Los valores de los parámetros termodinámicos obtenidos a partir de las curvas 
calorimétricas que se muestran en las de la figura 5-74 a la 5-78 se recogen en la 

tabla 5-35 para la enzima CAT en tampón PBS pH 7,4, tabla 5-36 para la proteína 
BSA en tampón PBS pH 7,4 y finalmente la tabla 5-37 para la proteína BSA en 

solución fosfato pH 4,5 respectivamente. 

 

Tabla. 5-35. Parámetros termodinámicos obtenidos a partir de las curvas 

calorimétricas para el enlace de la enzima CAT en tampón PBS pH 7,4 y el Cu2+ 

inmovilizado, para las 5 temperaturas estudiadas. 

 

T  
K 

     Kb 
  

M-1 
∆H 

 kJ/mol 
∆S 

kJ/mol K 
∆G 

kJ/mol 
nb 

296 43820 -30,52 -0,014 -26,30 1,76 

298 60602 -50,09 -0,076 -27,28 1,63 
300 72565 -62,39 -0,115 -27,92 0,96 

302 149706 -132,28 -0,336 -29,92 1,51 
304 214000 -165,90 -0,443 -31,02 1,20 

 

 

Tabla. 5-36. Parámetros termodinámicos obtenidos a partir de las curvas 

calorimétricas para el enlace de la proteína BSA en tampón PBS pH 7,4 y el 

Cu2+ inmovilizado, para las 5 temperaturas estudiadas. 

 

T  
K 

     Kb 
  

M-1 
∆H 

 kJ/mol 
∆S 

kJ/mol K 
∆G 

kJ/mol 
nb 

296 44839,99 -40,54 -0,047  -26,35 2,85 

298 54445,06 -67,15 -0,13 -27,00 1,32 
300 71519,05 -72,37 -0,15 -27,97 1,99 

302 105727,68 -120,05 -0,30 -29,03 2,10 
304 149018,84 -127,05 -0,32 -30,09 2,63 
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Tabla. 5-37. Parámetros termodinámicos obtenidos a partir de las curvas 

calorimétricas para el enlace de la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 y el 

Cu2+ inmovilizado, para las 5 temperaturas estudiadas. 
 

T  
K 

     Kb 
  

M-1 
∆H 

 kJ/mol 
∆S 

kJ/mol K 
∆G 

kJ/mol 
nb 

296 73300 -55,98 -0,09 -27,55 0,028 
298 43700 -73,19 -0,16 -26,46 0,089 

300 32700 -119,80 -0,31 -25,92 0,050 
302 16300 -160,22 -0,45 -24,34 0,040 

304 13900 -199,99 -0,58 -24,01 0,040 

 

      Con respecto a los valores recogidos en las tablas 5-35, 5-36 y 5-37 indican que: 

      En el caso de los tres sistemas estudiados, el comportamiento es exotérmico, de 

esta forma dichos sistemas son energéticamente favorables.  

      Con respecto a la constante de enlace Kb se puede decir que para los 

experimentos llevados a cabo en tampón PBS pH 7,4, tanto para la enzima CAT 
como para la proteína BSA, presenta una tendencia de tipo exponencial, donde 

aumenta Kb, con el aumento de la temperatura. Sin embargo para los 
experimentos de enlace para la proteína BSA, en solución fosfato pH 4,5, se puede 

observar que Kb disminuye con el aumento de la temperatura, como se puede 

observar en la figura 5-79 que se muestra a continuación: 

 

 

       

 

 

 

 

Figura 5-79. Comparación de la constante de enlace Kb para los sistemas agarosa-

IDA-Cu2+-CAT y agarosa-IDA-Cu2+-BSA para las cinco temperaturas estudiadas. 
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      Kb para la enzima CAT es mayor con respecto a los valores obtenidos para la 
proteína BSA en tampón PBS pH 7,4, y esta diferencia se hace más notoria sobre 
todo a las temperaturas de 302 y 304 K. Este comportamiento es análogo al 

obtenido para los experimentos llevados a cabo con el Cu2+ en estado libre y como 

se mencionó anteriormente, este comportamiento puede ser debido a que la 
temperatura óptima de máxima actividad de la catalasa es 310 K. 

      Los valores de Kb para el Cu2+ inmovilizado para los tres sistemas estudiados, 
son en general mayores que los obtenidos para el Cu2+ en estado libre. Sin 

embargo siguen siendo uniones de tipo débil (Kb< 106 M-1). 

      Estos resultados ponen de manifiesto, que la enzima CAT presenta una 

afinidad superior a la proteína BSA, en las mismas condiciones de temperatura, 
presión y tampón. 

      Por otro lado, los valores obtenidos de la energía libre de Gibbs, indican que 

en general para los tres sistemas estudiados, el proceso de enlace es espontaneo. 

      Así, para los experimentos llevados a cabo en tampón PBS pH 7,4, tanto para 

la enzima CAT como para la proteína BSA, se puede observar que el enlace es más 
espontaneo con el aumento de la temperatura, siendo ligeramente mayor para la 

enzima CAT.  

      Con respecto a la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5, a medida que 
aumenta la temperatura la reacción es menos espontanea, influyendo en la fuerza 

de enlace, dando como consecuencia una disminución de Kb con el incremento de 
la temperatura respectivamente. 

      En la figura 5-80, se observa gráficamente el comportamiento de la energía 
libre de Gibbs para los tres sistemas estudiados. 
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Figura 5-80. Comparación de la energía libre de Gibbs (ΔG) para los sistemas 

agarosa-IDA-Cu2+-CAT, y agarosa-IDA-Cu2+-BSA, para las cinco temperaturas 
estudiadas. 

 

      A partir de los valores obtenidos de ΔH, se puede indicar que el proceso de 

enlace para la enzima CAT y la proteína BSA con el Cu2+ inmovilizado, para las 

cinco temperaturas estudiadas es en general energéticamente favorable, ya que los 
valores corresponden a un comportamiento predominantemente exotérmico.  

      De acuerdo a los valores obtenidos de Kb, se puede deducir que en estos 
procesos prevalecen enlaces de tipo electrostático y enlaces de coordinación, 

además de obtener valores acordes con los indicado anteriormente puesto que para 

valores de Kb>106 M-1, prevalecen enlaces de tipo puente de hidrógeno, Van der 

Waals, etc.  (Henzler et al; 2008). 

     Los valores obtenidos de la entropía (ΔS) para los tres sistemas estudiados, 

indican que dichos sistemas están gobernados por la entalpía, ya que la entropía es 

negativa y disminuye con el aumento de la temperatura. 

      Adicionalmente, los parámetros termodinámicos recogidos en las tablas 5-34, 
5-35 y 5-36 para los tres sistemas estudiados muestran una relación de tendencia 

lineal entre ΔH y TΔS, como se muestra en la figura 5-81 respectivamente.  
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Figura 5-81. Compensación de la entalpía-entropía del enlace de a) agarosa-IDA-

Cu2+-CAT en tampón PBS pH 7,4, b) agarosa-IDA-Cu2+-BSA en tampón PBS pH 

7,4 y c) agarosa-IDA-Cu2+-BSA en solución fosfato pH 4,5, para las cinco 
temperaturas estudiadas. 

 
 

      El sistema formado por la enzima CAT y el Cu2+ inmovilizado, muestra una 

pendiente de 1,04 y un coeficiente de correlación de 0,99. Este comportamiento 
indica que se cumple la segunda ley de la termodinámica para este sistema debido 

a que ∆H, ∆G<0 en todas las temperaturas estudiadas, y la tendencia de ΔS es 

disminuir aunque sus valores sean negativos. 
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      Para el sistema formado por la proteína BSA en tampón PBS pH 7,4 y el Cu2+ 
inmovilizado, se muestra una pendiente de 1,03 y un coeficiente de correlación de 

0,99. Este comportamiento es prácticamente igual que el obtenido para la enzima 
CAT en las mismas condiciones de temperatura, presión y tampón. Así, de igual 

forma que cumple la segunda ley de la termodinámica ya que ∆H, ∆G<0 en todas 

las temperaturas estudiadas, y la tendencia de ΔS es disminuir aunque sus valores 

sean negativos. 

      Finalmente, para el sistema formado por la proteína BSA en solución fosfato 
pH 4,5 y el Cu2+ inmovilizado, se muestra una pendiente de 0,97 y un coeficiente 

de correlación de 0,99. Y de igual forma que en los dos casos anteriores, se cumple 

la segunda ley de la termodinámica, ya que ∆H, ∆G<0 y la tendencia de ΔS es 

disminuir aunque sus valores sean negativos. 

      El cambio en la capacidad calorífica ΔCp es obtenida a partir de la pendiente 

de la relación lineal entre ΔH y T (Wiseman, 1989; Ladbury, 2004). De esta forma, 

la regresión lineal de la relación ΔH vs T para los tres sistemas estudiados se 

muestran en la figura 5-82 a, b y c respectivamente. 

      El resultado para la enzima CAT representa un cambio negativo en la 
capacidad calorífica cuyo valor es -17,64 kJ/mol K, asimismo el resultado obtenido 

para la proteína BSA en tampón PBS pH 7,4 representa también un cambio 
negativo con un valor de -11,29 kJ/mol K y finalmente para la proteína BSA en 

solución fosfato pH 4,5 también se obtuvo un cambio en la capacidad calorífica, 
cuyo valor corresponde a -18,75 kJ/mol K. 

      Estos resultados corroboran que para los tres sistemas estudiados, el proceso de 

enlace es predominantemente exotérmico, y el desprendimiento de calor de la 
reacción es del mismo orden de magnitud tanto para la enzima CAT como para la 

proteína BSA. 

      Adicionalmente, al comparar los valores de ∆Cp de la enzima CAT y la 
proteína BSA en tampón PBS pH 7,4, en las mismas condiciones de presión y 
temperatura se puede observar que la enzima CAT ha liberado más calor que la 

proteína BSA, siendo esto energéticamente más favorable para el sistema de 
enlace. 
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Figura 5-82.  Dependencia de la temperatura en el enlace de a) agarosa-IDA-Cu2+-

CAT en tampón PBS pH 7,4, b) agarosa-IDA-Cu2+- BSA en tampón PBS pH 74 y 

c) agarosa-IDA-Cu2+-BSA en solución fosfato pH 4,5 con respecto a la entalpía ΔH, 

para las cinco temperaturas estudiadas. 

 

      Por otro lado se puede observar, que la estequiometría de la reacción presenta 
una tendencia prácticamente constante con el aumento de la temperatura, en los 

tres sistemas estudiados. No obstante para el sistema agarosa-IDA-Cu2+-BSA en 
solución fosfato pH 4,5 la estequiometría es menor con respecto a los estudios 

realizados para las dos biomoléculas en tampón PBS pH 4,5. Sin embargo cabe 
mencionar que las relaciones molares de proteína y ligando utilizadas en estos 



5. Resultados experimentales 
 

 

  276

 

experimentos son diferentes a las empleadas para los dos sistemas restantes, es por 
ello que la estequiometría es más bajo. 

      Así, para los experimentos llevados a cabo en tampón PBS pH 7,4 la 

estequiometría para la enzima CAT es ligeramente menor con respecto a la 
proteína BSA en las mismas condiciones de presión, temperatura y pH. Por tanto 

una relación estequiometría más baja podría proporcionar más estabilidad en el 
complejo enzima-ligando, traduciéndose en una constante de enlace más alta, 

como en este caso. 

      De acuerdo a los resultados obtenidos, en general se puede concluir que para 
el proceso de enlace de la enzima CAT con el Cu2+,  se obtiene un enlace más 

estable cuando el ligando se encuentra inmovilizado  y es termodinámicamente 
más estable con el aumento de la temperatura. Es posible que al disminuir los 

grados de libertad cuando se inmoviliza el ligando, éste estuviera de forma más 
accesible a la enzima, debido a que la entropía del sistema es menor, y por tanto 

no existe un excesivo desorden en las moléculas de ligando, lo cual facilita el 
proceso de enlace con la enzima. 

      Asimismo, el sistema que presenta mayor afinidad al ligando utilizado en esta 
investigación, en las condiciones propuestas, es la enzima CAT, por un lado 

porque la reacción es más espontanea, energéticamente es más favorable y la 
constantes de enlace en función de la temperatura son mayores, con respecto a la 

proteína BSA. 

      De esta forma finaliza el capítulo correspondiente al análisis e interpretación 
de los resultados experimentales, obtenidos en el presente trabajo de investigación. 
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6. CONCLUSIONES

 

 
      De acuerdo con lo realizado en el presente trabajo se ha llegado a las siguientes 
conclusiones: 
      

 

• La utilización de monolitos cerámicos como fase estacionaria en cromatografía 
IMAC, muestra una pérdida de presión baja con respecto a las columnas 
convencionales. 

 
     Para realizar la adsorción se recubrió el monolito cerámico con un adsorbente 

de epoxi-agarosa microporoso con el fin de garantizar que el proceso de 
adsorción se llevase a cabo en la superficie del adsorbente, manteniendo su 

geometría y de esta forma mejorar el transporte de materia. 
 

• Se estudió la eficiencia de la adsorción y de la reutilización de la columna (en 
ciclo cerrado) para la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 a cinco caudales 

(1,50 á 14,00 cm3/min) y en tampón fosfato pH 7,0 a un caudal de 14,0 
cm3/min, y se determinó el número de ciclos y las condiciones de operación 

óptimas de la misma. Se comprobó que al eluir la proteína BSA (a pH 4,5 y 7,0) 
con imidazol en tampón PBS pH 7,4 a un caudal de 1,50 cm3/min por medio 

de la elución bioespecífica invertida, se podía recuperar en torno al 95% de la 
proteína enlazada específicamente. 

 
Del estudio de eficiencia se pudo concluir que utilizando el mismo caudal, el 

tiempo necesario para alcanzar la saturación (equilibrio) era prácticamente el 
mismo en todos los ciclos de adsorción (n1 á n5). Sin embargo, al aumentar el 

caudal el tiempo necesario para alcanzar la saturación fue menor. 
Adicionalmente al aumentar el caudal, la capacidad de adsorción de la columna 

monolítica también aumentó. Por esta razón se concluyo que para el proceso de 
adsorción de la proteína BSA, el caudal de 14,0 cm3/min era el más óptimo, 

para las condiciones de trabajo propuestas y que el número de ciclos óptimo de 
reutilización de la columna monolítica es de tres reusos, aunque la columna 

puede ser utilizada fuera de este óptimo hasta 10 veces.
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• A medida que se reutiliza el monolito cerámico, la capacidad de adsorción 
decreció debido al ensuciamiento, fuere cual fuese el caudal utilizado en el 
intervalo seleccionado (n1>n2>n3>n4>n5), implicando que el área real disponible 

de adsorción es un factor relevante en el proceso de adsorción, el cual 
condiciona la capacidad de adsorción de la columna monolítica. 

 

• Se pone de manifiesto que independientemente del pH utilizado, a un caudal 

de 14 cm3/min, el tiempo necesario para que el proceso de adsorción de la 
proteína BSA alcance el equilibrio es prácticamente el mismo. Asimismo, al 

aumentar el pH de la solución de proteína, la capacidad de adsorción de la 
columna monolítica aumentó ligeramente. 

 

• Se propuso un modelo de eficiencia que permitió obtener la cantidad de 
proteína adsorbida por unidad de superficie de la columna monolítica cuando 

esta estaba saturada. Con dicho modelo se predijo la concentración de proteína 
que existía en la disolución una vez alcanzada la saturación con un error ±5% 

con respecto del valor obtenido experimentalmente.  
 

• Se desarrollo un modelo de transferencia de materia en la superficie del 
adsorbente utilizando la plataforma MATLAB, el cual ajusta el coeficiente de 

dispersión y la constante cinética de adsorción. Con dicho modelo predijeron 
cuervas de equilibrio teóricas las cuales fueron comparadas con las obtenidas de 

forma experimental, así como la concentración de proteína en equilibrio con un 
error inferior al 3,2%.  

 

• La constante cinética de adsorción fue obtenida para los cinco caudales 
estudiados en solución fosfato pH 4,5, así como en tampón fosfato pH 7,0 a un 

caudal de 14,0 cm3/min. Se comprobó que la velocidad aumenta de forma 
exponencial a medida que aumenta el caudal, y que al caudal de 14,0 cm3/min 

los valores de dicha constante para la proteína en solución fosfato pH 4,5 y 
tampón fosfato pH 7,0 son similares. Este comportamiento pondría indicar que 

el pH no afecta la constante de adsorción y que la estereoquímica del quelato 

IDA-Cu2+ puede verse favorecida con un aumento del caudal, así como el 
desbloqueo de canales obstruidos con agarosa, que a bajos caudales estarían 

inoperantes.  
 

•   El coeficiente de dispersión evidencia que la transferencia de materia mejora a 
medida que aumenta el caudal, y que empeora con el número de reutilizaciones 
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de la columna monolítica, debido al ensuciamiento de la misma. Este 
comportamiento es análogo al obtenido para constante cinética de adsorción, ya 

que a mayor caudal dicho parámetro aumenta. Este hecho corrobora que el 
caudal que presentó mejores resultados de adsorción (más cantidad de proteína 

adsorbida y menos tiempo para alcanzar el equilibrio) fue el de 14,00 cm3/min. 
 

•   También se llevaron a cabo experimentos de adsorción de la enzima CAT en un 
monolito cerámico recubierto de adsorbente de epoxi-agarosa microporosa. 

Dichos experimentos se llevaron a cabo únicamente al caudal de 1,50 cm3/min 
y en tampón PBS pH 7,4 debido a que a caudales más altos se formaban micelas 

que enmascaraban los valores de la concentración de enzima adsorbida. 
 

•   El tiempo necesario para alcanzar la saturación (equilibrio) fue de 2 horas 
aproximadamente, menos de la mitad del tiempo requerido para que la 
proteína BSA alcanzara el equilibrio al mismo caudal (5,6 horas). El tiempo 

necesario para que el sistema alcanzara el equilibrio fue prácticamente el mismo 
en todos las reutilizaciones (n1 a n5), comportamiento análogo al obtenido para 

la proteína BSA a un caudal de 1,50 cm3/min. 
 

• La capacidad de adsorción de la enzima CAT en la columna monolítica 
disminuye ligeramente con el número de reutilizaciones.  

 

• Se comprobó que al eluir la enzima CAT con tiocianato de sodio en tampón 
PBS pH 7,4 a un caudal de 1,50 cm3/min por medio de elución bioespecífica 

normal, se recupero en torno al 95% de la enzima enlazada. También se 
comprobó que la enzima pierde aproximadamente el 20% de su actividad 

después del proceso de elución. 
 

• Del modelo de eficiencia utilizado se obtuvo la cantidad de proteína real 
adsorbida por unidad de superficie de columna monolítica, siendo este valor 
inferior al obtenido para la proteína BSA a un caudal de 1,50 cm3/min. 

También fue posible predecir con un error inferior al 3% la concentración de 

proteína en el equilibrio de forma teórica y extrapolarla de igual forma para más 
ciclos de reutilización donde se comprobó que al igual que la proteína BSA, por 

encima de 10 ciclos la columna monolítica no sería capaz de adsorber más 
proteína. 
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    A diferencia de la proteína BSA, para la enzima CAT no habría necesidad de 
interrumpir la adsorción antes de que el proceso alcance el equilibrio, para 

obtener una cantidad máxima de separación de enzima y la columna podría ser 
utilizada durante 4 ciclos más de adsorción antes de ser regenerada ó cambiada.  

 

• Por medio del modelo de transferencia de materia, se obtuvieron de forma 
teórica las curvas de equilibrio a partir de los valores experimentales, así como la 

concentración de enzima en equilibrio con un error inferior al 1%. 

 

• La constante cinética de adsorción obtenida para la enzima CAT a un caudal de 
1,50 cm3/min, es mayor con respecto a la obtenida para la proteína BSA al 

mismo caudal. Lo cual es consecuente si te tiene en cuenta que la enzima CAT 
necesita menos tiempo para alcanzar el equilibrio (2 horas) que la proteína BSA 

(5,6 horas). 

 
•  El valor del coeficiente de dispersión obtenido para la enzima CAT es mayor 

que para la proteína BSA al mismo caudal. Éste comportamiento podría indicar 

que el hecho de que la enzima CAT sea una metalo-enzima que presenta mayor 
afinidad por los iones metálicos, afecta de manera positiva la transferencia de 

materia, para el sistema IMAC propuesto en esta investigación. 

 

•   Del estudio de separación de una mezcla de biomoléculas (BSA + CAT), se 
pudo concluir que utilizando un mismo caudal, el proceso de adsorción es 

reproducible ya que las curvas de equilibrio obtenidas son prácticamente iguales 
a las obtenidas para los estudios de adsorción llevados a cabo para dichas 

biomoléculas de forma independiente.  
 

     Asimismo el comportamiento del proceso de elución es prácticamente igual al 
llevado a cabo para eluir la proteína BSA y la enzima CAT de forma individual, 

es decir, con imidazol y tiocianato respectivamente, conservando los porcentajes 
de recuperación de biomolécula enlazada específicamente en torno al 95%.  

 

• Los parámetros de transferencia de materia son reproducibles para las dos 

biomoléculas separadas en conjunto (coeficiente de dispersión y constante 
cinética de adsorción), con respecto a los estudios llevados para la enzima CAT 

y la proteína BSA de forma independiente.  
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     Por lo tanto en general estos resultados suponen que las dos biomoléculas no 
compiten entre sí por los sitios de unión y ponen de manifiesto que la enzima 

CAT presenta mayor afinidad por columna monolítica que la proteína BSA.   
 

• Por medio de los estudios calorimétricos llevados a cabo a 5 temperaturas (296 á 
302 K) utilizando la técnica de nano-calorimetría isotérmica ITC, para el 
proceso de enlace de la proteína BSA y la enzima CAT con el Cu2+ tanto en 

estado libre como inmovilizado en un adsorbente activado de igual forma que 

los experimentos llevados a cabo en la columna monolítica se concluyo, que 
para las condiciones de proceso seleccionadas en este trabajo, la enzima CAT 

presenta mayor afinidad por el Cu2+, tanto en estado libre como inmovilizado, 
con respecto a la proteína BSA. 
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Tabla A-1. Datos de equilibrio de BSA-agarosa-IDA-Cu2+, solución fosfato 50 
mM, pH 4,5 Q=1,50 cm3/min. Concentración mol/cm3. 
 
 
 n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 

t(min) CE x 109 (mol/cm3) 
0 10,60 10,60 10,60 10,60 10,60 

20 9,88 9,91 10,24 10,40 10,50 
40 9,49 9,63 10,03 10,10 10,30 

60 9,10 9,35 9,74 9,86 10,10 
80 8,80 9,16 9,46 9,67 9,87 

100 8,61 8,97 9,27 9,48 9,68 
120 8,41 8,79 9,09 9,38 9,58 

140 8,31 8,60 8,90 9,29 9,49 
160 8,22 8,51 8,72 9,19 9,39 

180 8,12 8,41 8,62 9,10 9,29 
200 8,04 8,32 8,53 9,00 9,27 

220 8,02 8,23 8,44 8,90 9,26 
240 8,00 8,13 8,34 8,86 9,25 

260 7,97 8,09 8,30 8,85 9,24 
280 7,95 8,04 8,25 8,84 9,23 

300 7,92 7,99 8,25 8,83 9,22 
320 7,90 7,96 8,25 8,82 9,21 

340 7,86 7,94 8,23 8,81 9,20 
360 7,86 7,94 8,23 8,81 9,20 

380 7,86 7,94 8,23 8,81 9,20 
400 7,86 7,94 8,23 8,81 9,20 

420 7,86 7,94 8,23 8,81 9,20 

440 7,86 7,94 8,23 8,81 9,20 
460 7,86 7,94 8,23 8,81 9,20 

480 7,86 7,94 8,23 8,81 9,20 
500 7,86 7,94 8,23 8,81 9,20 
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Tabla A-2. Datos de equilibrio de BSA-agarosa-IDA-Cu2+, solución fosfato 50 

mM, pH 4,5 Q=5,50 cm3/min. Concentración mol/cm3. 
 

  n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 
t(min) CE x 109 (mol/cm3) 

0 10,60 10,60 10,60 10,60 10,60 
20 10,20 9,90 10,10 10,00 10,30 

40 9,82 9,45 9,61 9,67 9,90 
60 9,44 9,09 9,31 9,42 9,75 

80 8,90 8,86 9,09 9,16 9,53 
100 9,14 8,64 8,83 9,01 9,34 

120 8,84 8,49 8,64 8,86 9,23 
140 8,61 8,27 8,49 8,75 9,16 

160 8,39 8,13 8,42 8,68 9,08 
180 8,23 8,05 8,34 8,60 9,01 

200 8,08 7,98 8,27 8,53 8,94 

220 7,93 7,90 8,25 8,50 8,86 
240 7,78 7,83 8,23 8,49 8,83 

260 7,71 7,76 8,21 8,48 8,79 
280 7,63 7,72 8,19 8,47 8,79 

300 7,55 7,68 8,17 8,45 8,79 
320 7,46 7,62 8,16 8,44 8,75 

340 7,42 7,62 8,16 8,44 8,75 
360 7,42 7,62 8,16 8,44 8,75 

380 7,42 7,62 8,16 8,44 8,75 
400 7,42 7,62 8,16 8,44 8,75 

420 7,42 7,62 8,16 8,44 8,75 
440 7,42 7,62 8,16 8,44 8,75 

460 7,42 7,62 8,16 8,44 8,75 
480 7,42 7,62 8,16 8,44 8,75 

500 7,42 7,62 8,16 8,44 8,75 
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Tabla A-3. Datos de equilibrio de BSA-agarosa-IDA-Cu2+, solución fosfato 50 

mM, pH 4,5 Q=8,40 cm3/min. Concentración mol/cm3. 
 

  n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 

t(min) CE x 109 (mol/cm3) 

0 10,60 10,60 10,60 10,60 10,60 

20 10,00 10,20 10,20 10,20 10,30 
40 9,52 9,88 9,95 10,00 10,10 

60 9,17 9,61 9,67 9,88 9,95 
80 8,90 9,33 9,47 9,74 9,82 

100 8,62 9,13 9,33 9,61 9,71 
120 8,34 8,92 9,13 9,47 9,61 

140 8,20 8,78 9,02 9,37 9,54 
160 8,06 8,65 8,85 9,30 9,47 

180 7,92 8,51 8,78 9,23 9,43 
200 7,78 8,37 8,65 9,16 9,37 

220 7,65 8,23 8,51 9,09 9,37 
240 7,50 8,10 8,47 9,01 9,33 

260 7,30 7,96 8,44 8,95 9,30 
280 7,25 7,86 8,41 8,92 9,25 

300 7,18 7,83 8,37 8,89 9,23 
320 7,18 7,83 8,37 8,89 9,21 

340 7,18 7,83 8,37 8,89 9,21 
360 7,18 7,83 8,37 8,89 9,21 

380 7,18 7,83 8,37 8,89 9,21 

400 7,18 7,83 8,37 8,89 9,21 
420 7,18 7,83 8,37 8,89 9,21 

440 7,18 7,83 8,37 8,89 9,21 
460 7,18 7,83 8,37 8,89 9,21 

480 7,18 7,83 8,37 8,89 9,21 
500 7,18 7,83 8,37 8,89 9,21 
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Tabla A-4. Datos de equilibrio de BSA-agarosa-IDA-Cu2+, solución fosfato 50 

mM, pH 4,5 Q=10,60 cm3/min. Concentración mol/cm3. 
 

  n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 

t(min) CE x 109 (mol/cm3) 

0 10,60 10,60 10,60 10,60 10,60 

20 9,53 9,79 10,20 10,20 10,20 
40 8,92 9,23 9,86 9,86 10,10 

60 8,25 8,86 9,55 9,55 9,93 
80 7,82 8,50 9,36 9,36 9,80 

100 7,46 8,25 9,17 9,24 9,68 
120 7,21 8,00 8,98 9,11 9,61 

140 6,97 7,88 8,86 9,05 9,55 
160 6,78 7,76 8,73 9,03 9,49 

180 6,72 7,70 8,67 9,00 9,47 
200 6,66 7,60 8,58 8,99 9,45 

220 6,60 7,54 8,45 8,98 9,44 
240 6,54 7,53 8,42 8,97 9,42 

260 6,48 7,52 8,39 8,96 9,41 
280 6,51 7,51 8,36 8,95 9,41 

300 6,51 7,51 8,36 8,95 9,41 
320 6,51 7,51 8,36 8,95 9,41 

340 6,51 7,51 8,36 8,95 9,41 
360 6,51 7,51 8,36 8,95 9,41 

380 6,51 7,51 8,36 8,95 9,41 

400 6,51 7,51 8,36 8,95 9,41 
420 6,51 7,51 8,36 8,95 9,41 

440 6,51 7,51 8,36 8,95 9,41 
460 6,51 7,51 8,36 8,95 9,41 

480 6,51 7,51 8,36 8,95 9,41 
500 6,51 7,51 8,36 8,95 9,41 
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Tabla A-5. Datos de equilibrio de BSA-agarosa-IDA-Cu2+, solución fosfato 50 

mM, pH 4,5 Q=14,00 cm3/min. Concentración mol/cm3. 
 

  n=1 n=2 n=3 n=4   n=5 

  t(min) CE x 109 (mol/cm3) 

0 10,60 10,60 10,60 10,60 10,60 

20 9,74 9,87 9,96 10,00 10,10 
40 9,24 9,36 9,55 9,62 9,64 

60 8,78 8,90 9,13 9,21 9,26 
80 8,36 8,57 8,84 8,96 9,05 

100 7,98 8,27 8,59 8,71 8,92 
120 7,64 8,06 8,38 8,50 8,71 

140 7,43 7,81 8,22 8,38 8,63 
160 7,22 7,64 8,01 8,21 8,54 

180 7,05 7,47 7,89 8,13 8,50 
200 6,89 7,30 7,76 8,05 8,46 

220 6,62 7,22 7,60 7,97 8,42 
240 6,54 7,14 7,50 7,88 8,37 

260 6,44 6,97 7,44 7,81 8,33 
280 6,44 6,97 7,44 7,81 8,33 

300 6,44 6,97 7,44 7,81 8,33 
320 6,44 6,97 7,44 7,81 8,33 

340 6,44 6,97 7,44 7,81 8,33 
360 6,44 6,97 7,44 7,81 8,33 

380 6,44 6,97 7,44 7,81 8,33 

400 6,44 6,97 7,44 7,81 8,33 
420 6,44 6,97 7,44 7,81 8,33 

440 6,44 6,97 7,44 7,81 8,33 
460 6,44 6,97 7,44 7,81 8,33 

480 6,44 6,97 7,44 7,81 8,33 
500 6,44 6,97 7,44 7,81 8,33 
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Tabla A-6. Datos de equilibrio de BSA-agarosa-IDA-Cu2+, tampón fosfato 50 
mM, pH 7,0 , Q=14,00 cm3/min. Concentración en mol/cm3. 

 

  n=1 n=2 n=3 n=4   n=5 

  t(min) CE x 109 (mol/cm3) 

0 10,60 10,60 10,60 10,60 10,60 

20 10,20 10,00 10,30 10,20 10,50 
40       9,38 9,33 9,63 9,95 10,50 

60 8,73 8,90 9,30 9,68 10,30 
80 8,13 8,52 9,02 9,46 10,20 

100 7,74 8,25 8,69 9,35 10,10 

120 7,47 7,93 8,47 9,24 9,99 
140 7,25 7,71 8,36 9,13 9,94 

160 6,93 7,55 8,25 9,03 9,88 
180 6,71 7,44 8,14 8,97 9,83 

200 6,54 7,33 8,06 8,95 9,81 
220 6,38 7,28 8,04 8,93 9,79 

240 6,22 7,23 8,03 8,92 9,77 
260 6,22 7,23 8,03 8,92 9,77 

280 6,22 7,23 7,98 8,92 9,77 
300 6,22 7,23 7,98 8,92 9,77 
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Tabla A-7. Datos de equilibrio de CAT-agarosa-IDA-Cu2+; tampón PBS, pH 7.4, 
Q=1,50 cm3/min. Concentración en mol/cm3. 

 
  n=1 n=2 n=3 n=4   n=5 

  t(min) CE x 109 (mol/cm3) 

0 2,81 2,80 2,80 2,80 2,80 

20 2,76 2,70 2,72 2,71 2,77 
40       2,63 2,59 2,64 2,63 2,68 

60 2,51 2,52 2,56 2,57 2,62 

80 2,45 2,46 2,52 2,55 2,59 
100 2,39 2,41 2,50 2,54 2,58 

120 2,37 2,40 2,46 2,52 2,57 
140 2,35 2,37 2,43 2,50 2,56 

160 2,35 2,37 2,43 2,50 2,56 
180 2,35 2,37 2,43 2,50       2,56 

200 2,35 2,37 2,43 2,50 2,56 
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Tabla A-8. Datos de equilibrio para BSA-agarosa-IDA-Cu2+, tampón PBS, pH 
7.4, Q=1,50 cm3/min. Proveniente de la separación de dos proteínas 
(BSA+CAT) Concentración en mol/cm3. 

 

  n=1 n=2 n=3 n=4   n=5 

  t(min) CE x 109 (mol/cm3) 

0 10,60 10,60 10,60 10,60 10,60 

20 10,10 10,10 10,20 10,40 10,30 
40       9,57 9,71 9,98 10,00 10,00 

60 9,30 9,30 9,57 9,91 9,71 
80 9,03 9,03 9,44 9,64 9,57 

100 8,63 8,76 9,30 9,50 9,30 

120 8,49 8,49 9,03 9,37 9,17 
140 8,22 8,22 8,90 9,23 9,03 

160 8,09 8,09 8,76 9,10 8,76 
180 7,95 7,95 8,63 8,96       8,69 

200 7,89 7,89 8,49 8,83 8,66 
220 7,75 7,78 8,43 8,69 8,63 

240 7,68 7,75 8,36 8,56 8,56 
260 7,62 7,72 8,29 8,43 8,54 

280 7,56 7,70 8,22 8,40 8,50 
300 7,55 7,68 8,16 8,29 8,49 

320 7,55 7,68 8,16 8,29 8,49 
340 7,55 7,68 8,16 8,29 8,49 

360 7,55 7,68 8,16 8,29 8,49 
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Tabla A-9 Datos de equilibrio para la CAT-agarosa-IDA-Cu2+, tampón PBS, pH 
7.4, Q=1,50 cm3/min. Proveniente de la separación de dos proteínas 
(BSA+CAT) Concentración en mol/cm3. 

 

  n=1 n=2 n=3 n=4   n=5 

  t(min) CE x 109 (mol/cm3) 

0 2,82 2,82 2,82 2,82 2,82 

20 2,70 2,70 2,66 2,68 2,68 
40       2,56 2,56 2,53 2,56 2,62 

60 2,46 2,49 2,46 2,53 2,55 
80 2,40 2,43 2,43 2,49 2,49 

100 2,36 2,39 2,40 2,48 2,48 

120 2,33 2,35 2,39 2,46 2,47 
140 2,33 2,35 2,39 2,46 2,47 

160 2,33 2,35 2,39 2,46 2,47 
180 2,33 2,35 2,39 2,46 2,47 

200 2,33 2,35 2,39 2,46 2,47 
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Anexo B.
 
 
      
      La fuerza iónica de los tres tampones utilizados para hacer los estudios de la 

proteína BSA se calculó mediante la siguiente ecuación: 

 

                                     2 2 2
1 1 2 2 3 3

1
...

2
I Z C Z C Z C = + + +                                        (B-1) 

     Simplificando, queda de la siguiente forma: 

                                                21

2 i yI Z C= ∑                                                      (B-2) 

 

     Donde Z1, Z2, Z3… representan las cargas de los distintos iones presentes en el 
tampón y C1, C2, C3… la concentración de dichos iones. En la tabla B-1 se recogen 

los valores obtenidos de fuerza iónica para los tampones utilizados en los estudios 
de la proteína BSA y la enzima CAT. 

 

Tabla B-1. Determinación de la fuerza iónica para los tampones usados en los 

estudios de adsorción/elución de las biomoléculas BSA y CAT. 

 

 Solución 
fosfato  pH 

4,5 

Tampón 
fosfato pH 

7,0 

Tampón 
PBS pH 

7,4 

Fuerza iónica (M) 0,05 0,104 0,172 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO CANEXO CANEXO CANEXO C    

Curvas de elución Curvas de elución Curvas de elución Curvas de elución correspondientes a la proteína correspondientes a la proteína correspondientes a la proteína correspondientes a la proteína 

BSABSABSABSA    
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Anexo C.
 

     Curvas de elución correspondiente a los experimentos de adsorción de la 
proteína BSA llevados a cabo en solución fosfato pH 4,5 para los caudales de 5,50, 

8,40, 10,60 y 14,00 cm3/min, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexo C  

 

  332

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

Figura C-1. Curvas de elución de la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 y 
298K, para el caudal de adsorción de 5,50 cm3/min y n1, n2, n3, n4 y n5. 
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Figura C-2.  Curvas de elución de la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 y 
298K, para el caudal de adsorción de 8,40 cm3/min y n1, n2, n3, n4 y n5. 
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Figura C-3.  Curvas de elución de la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 y 
298K, para el caudal de adsorción de 10,60 cm3/min y n1, n2, n3, n4 y n5. 
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Figura C-4.  Curvas de elución de la proteína BSA en solución fosfato pH 4,5 y 
298K, para el caudal de adsorción de 14,0 cm3/min y n1, n2, n3, n4 y n5. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

ANEXO DANEXO DANEXO DANEXO D    

Valores de la concentración en equilibrio local Valores de la concentración en equilibrio local Valores de la concentración en equilibrio local Valores de la concentración en equilibrio local 
teórica predicha por el modelo de transferencia de teórica predicha por el modelo de transferencia de teórica predicha por el modelo de transferencia de teórica predicha por el modelo de transferencia de 

materiamateriamateriamateria    
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Tabla D-1. Valores obtenidos de la concentración en equilibrio, experimental vs 

obtenida por el modelo MATLAB para la proteína BSA en solución fosfato pH 

4,5, Q=1,50 cm3/min.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla D-2. Valores obtenidos de la concentración en equilibrio, experimental vs 

obtenida por el modelo MATLAB para la proteína BSA en solución fosfato pH 

4,5, Q=5,50 cm3/min. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla D-3. Valores obtenidos de la concentración en equilibrio, experimental vs 
obtenida por el modelo MATLAB para la proteína BSA en solución fosfato pH 
4,5, Q=8,40 cm3/min. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Q=1,50 

cm3/min 
CE (exp) x109 

mol/ cm3 
EC (calc) x109 

mol/ cm3 
% error  

n=1 7,86 7,99 1,66 

n=2 7,94  8,07  1,58  

n=3 8,23  8,34  1,34  

n=4 8,81  8,89  0,93  

n=5 9,20  9,26 0,70  

Q=5,50 

cm3/min 

CE (exp) x109 

mol/ cm3 
EC (calc) x109 

mol/ cm3 

% error 
 

n=1 7,42 7,57 2,05 

n=2 7,62 7,76 1,84  

n=3 8,16 8,27 1,37 

n=4 8,44 8,54  1,17 

n=5 8,75 8,83 0,96  

Q=8,40 

 cm3/min 
CE (exp) x109 

mol/ cm3 
EC (calc) x109 

mol/ cm3 
% error 

n=1 7,18 7,34  2,27  

n=2 7,83  7,96  1,62 

n=3 8,37 8,47  1,21 

n=4 8,89  8,97  0,87  

n=5 9,21 9,27  0,69 
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Tabla D-4. Valores obtenidos de la concentración en equilibrio, experimental vs 
obtenida por el modelo MATLAB para la proteína BSA en solución fosfato pH 
4,5, Q=10,60 cm3/min. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla D-5. Valores obtenidos de la concentración en equilibrio, experimental vs 
obtenida por el modelo MATLAB para la proteína BSA en solución fosfato pH 
4,5, Q=14,00 cm3/min. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla D-6. Valores normalizados de la concentración en equilibrio, experimental 
vs obtenida por el modelo MATLAB para la proteína BSA en solución fosfato. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Q=10,60 

cm3/min 
CE (exp) x109 

mol/ cm3 

 EC (calc) x109

mol/ cm3 
% error 

n=1 6,51  6,70 2,94 

n=2 7,51  7,65  1,82  

n=3 8,36  8,46  1,19 

n=4 8,95  9,02  0,83  

n=5 9,41  9,46  0,58  

Q=14 

cm3/min 

CE (exp) x109 

mol/ cm3 
EC (calc) x109 

mol/ cm3 
% eror 

n=1 6,44  6,64  3,06  

n=2 6,97  7,13  2,37  

n=3 7,44  7,58  1,89 

n=4 7,81  7,93  1,58  

n=5 8,33  8,43  1,21  

BSA 
Normalizado 

CE (exp) x109 
mol/ cm3 

EC (calc) x109 

mol/ cm3 
% error 

n=1 7,06 7,20 1,88  

n=2 7,44  7,56  1,57  

n=3 7,92  8,02  1,24 

n=4 8,35  8,43  0,99  

n=5 8,77  8,83  0,78  
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Tabla D-7. Valores obtenidos de la concentración en equilibrio  experimental vs 
obtenida por el modelo MATLAB, para la proteína BSA en tampón fosfato pH 
7,0, Q=14,00 cm3/min.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla D-8. Valores obtenidos de la concentración en equilibrio, experimental vs 
obtenida por el modelo MATLAB, para la proteína CAT en tampón PBS pH 
7,4, Q=1,50 cm3/min y concentración 0,7 mg/cm3. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla D-9. Valores obtenidos de la concentración en equilibrio experimental vs 
obtenida por el modelo MATLAB, para la proteína BSA en tampón PBS pH 
7,4, Q=1,50 cm3/min, proveniente de la separación de dos biomoléculas. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Q=14,00 

cm3/min 
CE (exp) x109 

mol/cm3 
EC calc) x109 

mol/cm3 
% error  

n=1 6,22  6,42 3,18 

n=2 7,23  7,38  2,02  

n=3 7,98  8,09  1,42  

n=4 8,92  8,99  0,84  

n=5 9,77  9,81 0,40  

CAT 

 
CE (exp) x109 

mol/cm3 
EC (calc) x109

mol/ cm3 
% error   

n=1 2,35 2,37 0,93 

n=2 2,37  2,39  0,88  

n=3 2,43  2,45  0,73  

n=4 2,50  2,51  0,57  

n=5 2,56  2,57 0,45  

BSA 
CE (exp) x109 

mol/cm3 
EC (calc) x109

mol/cm3 
% error  

n=1 7,55 7,70 1,96 

n=2 7,68  7,82  1,82 

n=3 8,16  8,27  1,39  

n=4 8,29  8,40  1,29  

n=5 8,49  8,59 3,52 
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Tabla D-10. Valores obtenidos de la concentración en equilibrio experimental vs 
obtenida por el modelo MATLAB, para la enzima CAT en tampón PBS pH 7,4, 
Q=1,50 cm3/min, proveniente de la separación de dos biomoléculas. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAT 
CE (exp) x109 

mol/cm3 
EC (calc) x109

mol/cm3 
% error  

n=1 2,33 2,35 0,99 

n=2 2,35  2,37  0,94 

n=3 2,39  2,41  0,83  

n=4 2,46  2,48 0,66 

n=5 2,47 2,49 0,64 



 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

    

ANEXO EANEXO EANEXO EANEXO E    
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Anexo E.
 
 
      A continuación se muestra en la figura E-1; el diagrama de flujo del proceso de 
cálculo derivado del modelo empleado para la estimación de coeficientes cinéticos 

y de transferencia de materia. El programa incluye todos los pasos indicados en el 
diagrama. 

 
 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura E-1. Diagrama de flujo del proceso de cálculo. 

 
 
      Los listados de programas utilizados en el cálculo mediante la plataforma 
MATLAB se presentan a continuación.  
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      Los listados de programas utilizados en el cálculo mediante la plataforma 
MATLAB se presentan a continuación:  

 

MODELO: PROGRAMA CINADSOR 

function Cpunto=cinadsor(t,C) 
% Simula la Ec diferencial de una  

% cinetica de adsorcion 
global kdisp kads 

Cpunto=((C-7.70e-9)*(C+9.02e-10))/-(1/((kdisp/0.237)/(7.64e-10-(1.06e-8-
C)*0.237))+(1/kads)); 

 

PROGRAMA ESTIMA 

 

% Consider the following data: 
global Data 

Data = ... [ ]; 
t = Data(:,1);  

y = Data(:,2); 
 

kdisp=2.05e-4 
kads=1.27e6 

lam = [kdips kads]';  
trace = 0; 

tol = 1e-11; 
lambda = fmins('ajus755',lam,[trace tol]) 

kdisp=lambda(1); 
kads=lambda(2); 

[ts,Cs]=ode45('cinad755',min(t),max(t),y(1)); 
plot(t,y,'oy',ts,Cs,'g') 

hold off 
echo off 

 

PROGRAMA AJUSTE 

 

function err = ajuste2(lambda) 
%lambda(1)=kdisp 

%lambda(2)=kads 
 



Anexo E  

 

    349

 

global Data kdips kads 
 

tr = Data(:,1); 
Cr = Data(:,2); 

kdisp=lambda(1); 
kads=lambda(2); 

%t0=min(tr) 
%tf=max(tr) 

%C0=Cr(1) 
[ts,Cs]=ode45('cinad755',min(tr),max(tr),Cr(1)); 

Cs2=zeros(size(tr)); 

for k=1:length(tr) 
 ind=min(find(ts>=tr(k))); 

 Cs2(k)=Cs(ind); 
end 

err = norm(Cs2-Cr); 
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Anexo F.
 
      

      A continuación se muestra el modelo matemático utilizado para obtener 

mediante la técnica ITC, la constant de equilibrio de enlace Kb, la entalpía de 

enlace ∆H y la estequiometría de la reacción nb, a presión y temperature constante, 
para el enlace de la biomoléculas descritas anteriormente. 

 

MAIN FUNCTION 

A = MolesSyringe(i) 

B = MolesCell(i)*n 

C = -K*A-K*B-(CellVolume(i)/1e6) 

Bound = (-C-sqr(C*C-4*K*K*A*B))/(2*K) 

if OverfillMode then 

     OldBound= OldBound*(CellVolume(i)/(CellVolume(i)+InjectionVolume(i))) 

end if 

y = 1e9*(Bound-OldBound)*dH 

OldBound = Bound 

i = i + 1 

 

GLOBAL 

Option Explicit 

Dim i 

Dim OldBound 

Dim OverfillMode 

Dim A 

Dim B 

Dim C
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Dim Bound 

CONSTANT 

 

'Contstants are automatically initialized whenever a model is used. 

Const DefaultInjVol = 5 

Const InitTitrateVol = 950 

Const TitrantmM = 1 

Const TitratemM = 0.1 

 

 

 

 


