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Resumen

La cromatografia de a..nidad es un método econémico que es utilizado en la
puri..cacion de proteinas tales como anticuerpos monoclonales, hormonas, vacunas
y factores de coagulacion. Actualmente existe un gran interés en el desarrollo de
modelos que describan la cromatografia de a..nidad y su solucién, mediante progra-
mas de computacion, para el escalamiento y optimizacion de los bioprocesos donde
participa este tipo de cromatografia. En esta investigacion se desarrolld6 un mod-
elo de transporte de tres resistencias consecutivas a la transferencia de masa. Este
modelo fue utilizado para simular la adsorcién por a..nidad de una proteina en sis-
temas tipo tanque agitado. La solucion del modelo fue obtenida utilizando el método
numérico de lineas. La contrastacion del modelo con datos experimentales sugiere
que la metodologia utilizada proporciona una descripcién realista del comportamiento
de sistemas de a..nidad.
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1 Introduccion

Un gran ndmero de productos proteicos de aplicacion industrial y terapéutica como
enzimas, hormonas, anticuerpos monoclonales, citocinas e interferones, son obte-
nidos actualmente mediante procesos biotecnolégicos modernos. Los esquemas de
puri..cacion de estos productos generalmente requieren una 0 mas operaciones cro-
matogra..cas debido a las especi..caciones de pureza con que se requieren [1-4].

La cromatografia de a..nidad es un método econdmico que es utilizado en la
puri..cacion de proteinas. En este tipo de cromatografia, la matriz de a..nidad se
prepara mediante la inmovilizacion de un ligando conocido que interactUa especi..-
camente con la proteina de interés [5,6].

El escalamiento y optimizacion de las operaciones cromatogré..cas de a..nidad
para la recuperacion de componentes bioquimicos es muy importante [7-9]. Una
herramienta de la ingenieria que puede ayudar a alcanzar con éxito estas tareas de
la ingenieria de bioprocesos, es el desarrollo de modelos matematicos y programas
de computadora para describir el comportamiento de esta operacion [7-10].

Un requisito importante para el uso de esta metodologia es la comprension de los
mecanismos fundamentales en que se basan las separaciones, que permita desarrollar
modelos realistas basados en principios fisicos y quimicos bésicos. Las ecuaciones
obtenidas a través de este enfoque, generalmente involucran ecuaciones diferenciales
parciales no lineales que no tienen solucion analitica.

Se han realizado varios esfuerzos para modelar y simular operaciones de adsor-
cion por a..nidad en tanques agitados, sin embargo los resultados han sido limitados
[1,11]. Arve y Liapis [12] y Horstmann y Chase [13] consideraron que la adsorcion
de un soluto sobre la super..cie del adsorbente desde el seno del liquido, involucra
tres pasos que contribuyen a la resistencia a la transferencia de masa: difusion en la
pelicula, difusién en el poro y cinética de reaccion. Arvey Liapis resolvieron el mod-
elo por el método de colocacion ortogonal para discretizar las derivadas espaciales y
un integrador Runge-Kutta de tercer orden para obtener la solucion. Horstmann y
Chase utilizaron diferencias ..nitas usando una aproximacion de segundo orden para
las derivadas espaciales. La solucién ajust6 bien a los datos experimentales en casi
todo el rango experimental. Sin embargo, como los autores mencionan, el método
es impractico para resolver sistemas mas complejos. Se requiere el uso de métodos
numéricos avanzados para resolver estos modelos.

El método numérico de lineas (NUMOL) ha contribuido al desarrollo de algorit-
mos robustos para la solucion de problemas de valor inicial de ecuaciones diferen-
ciales ordinarias, aun cuando sean rigidas (stie) [14,15]. Este método esta siendo
utilizado ampliamente en la solucidn de problemas tales como: fujos turbulentos con

131



transferencia de calor, dispersion de ondas electromagnéticas, transferencia de calor
de radiacion en regiones cerradas[16-18 ]. En el método NUMOL la solucion de este
tipo de ecuaciones se lleva a cabo en dos pasos: el problema de valor de frontera se
resuelve mediante técnicas de discretizacion y el problema de valor inicial resultante
se maneja mediante un integrador apropiado [19].

En este trabajo se considera un modelo de transporte de tres resistencias con-
secutivas para simular la adsorcion por a..nidad de proteinas en un sistema tipo
tanque agitado. Las resistencias involucradas son: resistencia externa de la pelicula,
difusion interna en la particula y velocidad de reaccion ..nita. La solucion del mod-
elo fue obtenida utilizando el método numérico de lineas (NUMOL). La solucién
numeérica fue comparada con la solucion analitica de un modelo simpli..cado que
agrupa las resistencias a la transferencia de masa en una sola [11,20], y con datos
experimentales obtenidos de la literatura de la adsorcion de inmunoglobulina G a
proteina A inmovilizada a una matriz de sefarosa [13].

2 Modelo de la adsorcion por a..nidad en un tanque
agitado

2.1 Modelo fisico

En esta investigacion, se considera que la operaciéon de a..nidad se realiza en un
tanque perfectamente agitado con un volumen total de sistema V (Figura 2.1). El
volumen del liquido externo a la matriz adsorbente es ",V y el volumen de adsorbente
es (1j"p)V; donde ", es la razon de volumen de liquido a volumen del sistema tanque
agitado. La concentracién inicial de la solucion es c,:

En la formulacion del modelo se supone que la fase adsorbente esta constituida
por particulas esfericas de radio r, y porosidad ", dentro de las cuales el soluto puede
difundirse, en la forma descrita por la difusividad en el poro D. La transferencia
de masa a la super..cie del adsorbente esta gobernada por un modelo de pelicula
caracterizado por un coe..ciente de transferencia de masa k¢. La reaccion de super-
..cie entre el soluto y un sitio de adsorcion esté descrita por una reaccion reversible
de segundo orden. La reaccion es isotérmica y su comportamiento en el equilibrio
puede ser representado por la ecuacién de Langmuir. Las particulas de adsorbente
son de tamario y densidad uniforme, y el ligando inmovilizado esté bien distribuido
en todo el interior de la particula.
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2.2 Modelo matematico

El proceso de adsorcién por a..nidad en un tanque agitado puede ser descrito medi-
ante un balance de soluto en la particula, un balance de soluto en el seno del liquido,
una expresion cinética de la adsorcion en la super..cie y las condiciones iniciales y
de frontera del sistema.

2.2.1 Balance de masa al interior de la particula

El balance de masa realizado en el poro, toma en cuenta el fujo difusivo de soluto al
interior de una particula esférica de adsorbente, suponiendo Unicamente dependencia
radial, y la cinética de la adsorcién. Bajo estas consideraciones, el balance de masa
esta dado por:

K il
. Qcp _ @%c,  2@c, £ 00
donde:
Cp : es la concentracion de soluto en la fase liquida dentro de la particula [mg=ml]

g : es la concentracion puntual de soluto en el adsorbente [mg=ml de gel s§lido].
", . es la porosidad de la particula

[vol: de Ifguido intersticial=vol: total de part{cula]

r : es la coordenada radial [m].

D : es la difusividad dentro del poro [m?=s]:
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2.2.2 Balance de masa en el seno del liquido

El balance de masa en el seno del liquido considera la concentracion de soluto en el
seno del liquido, c, y la concentracion de soluto que se encuentra a la entrada del
poro en la super..cie de la particula, cpj,_ . Toma en cuenta ademas, la resistencia
a la transferencia de masa que presenta la pelicula. La velocidad de cambio de la
concentracion en el seno del liquido esta dada por:

T i Cp)jr=ro @3]

donde:
¢ : concentracion de soluto en el seno del liquido
"y = vol: Ifquido= (vol: Ifguido + vol: adsorbente)
I, : es el radio de la particula
ks : es la resistencia de la pelicula: [m=s] £ ",

2.2.3 Cinética de adsorcion

En la cinética de adsorcion se considera una interaccion monovalente, reversible, de
segundo orden entre una proteina P y el ligando inmovilizado S. La interaccion se
puede describir por la relacion:

P+S 2 Ps @3)
K1
donde P S representa el complejo proteina ligando.
La velocidad de adsorcion de la interaccion descrita por la ec.(3) esta dada por:

=kt am 1 9) 1 K29 @)
donde:

Om . €s la capacidad maxima del adsorbente [mg=ml].

k; : es la velocidad especi..ca de adsorcion [ml=mg j s]:

k;1 : es la velocidad especi..ca de desorcion [1=s].

En el equilibrio, @g=0t = 0 y la ec.(4) adquiere la forma de la ecuacion de
Langmuir

o OmC’
Kq +¢C*®

q )
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donde Ky = k;1=k;, es la constante de disociacion de la interaccion proteina -
ligando.

El modelo de Langmuir dado por la ec.(5), se ha adoptado con frecuencia para
explicar el proceso de adsorcion de una proteina a un sitio especi..co sobre un adsor-
bente de a..nidad. En este modelo el adsorbente de a..nidad es visualizado como un
material que tiene un nimero de sitios no interactuantes idénticos sobre su super..cie
el cual puede aceptar solamente una simple molécula de soluto. Una vez que estos
sitios estan llenos con soluto no puede ocurrir adsorcién adicional. Este analisis per-
mite relacionar la cantidad de soluto ligada al adsorbente, g°, con la concentracion
de proteina en solucidn, c® cuando se establece el equilibrio.

2.2.4 Condiciones iniciales y de frontera

Las condiciones iniciales estan dadas por:

para t=0 ¢, =0; (6)
para t=0 q=20; @)
para t=0 C=0Co: (8)

La condicion frontera para el cambio de la concentracion de soluto con el tiempo
en el centro de la particula esta dada por:

g
or
La velocidad de transferencia de masa a través de la pelicula externa relaciona

la concentracion en el seno del liquido con la concentracion del liquido en el poro en
la super..cie de la particula, de acuerdo a la condicién de frontera siguiente:

G- _ ke
or r=ro D"p

Lasecs.(1, 2, 4, 6,7, 8,9y 2.10) constituyen el modelo completo para la adsorcion
del soluto en el adsorbente en un tanque agitado.

en r=0; =0: 9

i cp) (10)

r=ro

135



2.3 Solucién analitica

Para obtener una solucion analitica del fendmeno de adsorcidn se requiere simpli..car
su descripcion. En el enfoque mas utilizado se supone que todas las resistencias que
limitan el proceso de transferencia de masa pueden ser agrupadas en una sola. En-
tonces las velocidades k; y k;1 representan ademas de las velocidades de adsorcion
y desorcion, las contribuciones de las demas resistencias y el proceso de adsorcién
por a..nidad se describe simplemente por la expresion de Lagmuir:

@
@—i =kic(@m 1 9) i K;a0
La solucion analitica de este modelo es la siguiente [20]:
2 91 Ya o %93
Lo gb+a) Liexp 201 )
— = 1 bg L] qq 14 b 3/, Z
C=¢0Co i " e _ex _23(1i"b)kt (11)
bia p l—..b 1
donde:
Co''y 1 " Kd" °
az — b2 - 0 b h= = 0 b + + d b
RIS N 2 Wi MU

2.4 Solucion numeérica del modelo matematico

En esta investigacion, para resolver el modelo matematico de tres resistencias se
utiliz6 el método numérico de lineas [14]. Se emple6 una malla espacial para rep-
resentar el valor de la variable dependiente con respecto a la variable de posicion
(Figura 2.2). En la malla, la posicion se denota por el indice i; el nUmero de puntos
es n; y la longitud del sistema x, . De esta forma i = 1 e i = n corresponden a los
extremos fisicos del sistema en estudio.

El método NUMOL consiste en discretizar las derivadas espaciales del modelo
en cada uno de los puntos de la malla, utilizando una aproximacién por diferencias
..nitas; de tal manera que como se muestra en la Figura 2.2, no es necesario incluir
a la variable x como argumento de la funcién. Entonces, el problema se reduce
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Figure 1: Discretizacion por el método de lineas.

a resolver un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias. Este sistema puede
integrarse mediante diferentes métodos de integracion (Euler, Runge-Kutta, etc.).

En este trabajo, la aproximacion de las derivadas espaciales del modelo se lle-
varon a cabo utilizando una aproximacion de cuarto orden tanto para la primera
como para la segunda derivada espacial. La aproximacion de la derivada se realizo
tomando cinco puntos de la malla, de tal manera que la aproximacion de cuarto
orden para la primera derivada puede escribirse en notacién matricial como:

dCc 1

o = 7ex [AIB1+0(ex)° (12)

donde:
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Por otra parte, la aproximacion de la derivada de segundo orden esta dada por:

?c

dx2  4l¢x2

donde:

1
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Utilizando las expresiones de la primera y segunda derivada que incluyen los valores
de frontera, es posible expresar el modelo matematico como un sistema de ecuaciones
diferenciales ordinarias de valor inicial.

La solucion computarizada del modelo utilizando NUMOL, se realiza emple-
ando las subrutinas DSS004 y DSS044 para llevar a cabo las discretizaciones de las
derivadas espaciales de primero y segundo orden, respectivamente. El problema de
valor inicial que se origina fue resuelto con un integrador RKF45 de cuarto orden
[14]. Los programas utilizados para llevar a cabo las simulaciones correspondientes
fueron escritos en lenguaje Fortran 90 y corridos en una computadora Digital XP-
1000.

Como modelo de referencia, en este trabajo se utilizd la solucion analitica del
modelo simpli..cado dada por la ec.(11), misma que se manejé mediante una hoja
electronica Excel.
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Table 1: Datos del caso base utilizados en los estudios de simulacion de adsorcion
de 14G a proteina A inmovilizada a una matriz de Sepharose, en un tanque agitado

[13]
Variable Valor
Concentracion inicial de proteina en el tanque Co = 0:5 mg=ml
Capacidad maxima de adsorcion Oms = 40 mg=ml
Constante de equilibrio Kg = 0:019 mg=ml
Constante cinética de adsorcion agrupada ki =0:001 ml=mg j s
Diametro de la particula dp =90 *m
Coe..ciente de transferencia de masa de la pelicula  kf =4 £ 10i1% m=s
Difusividad intraparticula de la proteina D=6£10i? m?=s
Porosidad de la particula "y = 0:96
Porosidad del lecho por adsorbente sedimentado "=0:35
Capacidad maxima de adsorcion por gel sélido Om = 1538:46 mg=ml
Volumen inicial de liquido en el tanque 25 ml
Suspension de adsorbente agregada en 1:1 (v/V) 0:5 ml

Razon de volumen de liquido a volumen del sistema ", = 0:9936

3 Datos de entrada del sistema experimental

En este trabajo, para conducir los estudios de simulacion en un tanque agitado
se utilizaron los datos experimentales de la literatura que aparecen en la Tabla
3.1. Estos datos corresponden a la adsorcion por a..nidad de inmunoglobulina G a
proteina A inmovilizada a una matriz de sefarosa [13].
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Figure 2: Adsorcion por a..nidad de inmunoglobulina G a proteina A-Sepharose CL-
6B en un tanque agitado: 2 datos experimentales; simulacién NUMOL,;
¢¢¢¢¢ solucion analitica.

4 Resultados y discusion

En esta investigacion, la solucién al modelo de transporte para la adsorcion por
a..nidad de inmunoglobulina G a proteina A inmovilizada a una matriz de sefarosa
en un tanque agitado, fue obtenida mediante el método NUMOL. Esta solucion fue
comparada con la solucion analitica del modelo de pardmetros agrupados y con los
datos experimentales.

La Figura 4.1 muestra que la prediccion del comportamiento de la adsorcién por
a..nidad obtenida tanto con la solucion del método de lineas como con la solucion
analitica, se ajusta muy bien a los datos experimentales en la parte inicial de la curva.
Una vez transcurrido el proceso de adsorcion y que la resistencia a la difusion en el
poro es mas signi..cativa, el ajuste sigue siendo bueno sélo con la solucion obtenida
mediante el método de lineas. Esta diferencia es explicable debido a que en el modelo
analitico el efecto de la difusividad en el poro y la resistencia de la pelicula estan
agrupados en la constante cinética k;. La curva obtenida con la solucion por el
método de lineas se ajusto bien a los datos experimentales cuando se usaron los
valores base de los parametros que se presentan en la Tabla 3.1, excepto el valor
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tomado para el coe..ciente cinético de adsorcion que fue k; = 0:03 ml=mg j s, puesto
gue en el modelo de transporte éste no es un parametro agrupado. Este resultado
sugiere que la adsorcion esta controlada Unicamente por las resistencias de poro y
pelicula.

5 Conclusiones

Mediante esta investigacion se logré analizar y predecir el comportamiento de pro-
cesos de adsorcion de a..nidad en sistemas tipo tanque agitado para conducir las
operaciones de a..nidad en el procesamiento de proteinas de importancia industrial.

El proceso de adsorcion por a..nidad fue descrito mediante un modelo de trans-
porte que considera tres resistencias controlantes en el mecanismo de transferencia
de masa. Este modelo fue utilizado para describir y predecir el comportamiento de
la adsorcion por a..nidad de inmunoglobulina G a proteina A inmovilizada en una
matriz de sefarosa, mediante la simulacion del proceso de adsorcion en programas de
computadora. EI modelo matematico fue resuelto utilizando el método numeérico de
lineas. La solucion obtenida fue comparada con la solucion analitica encontrada con
el modelo de resistencias agrupadas y con datos experimentales tomados de la liter-
atura para este sistema. La dindmica del sistema fue descrita mas adecuadamente
mediante el modelo de transporte considerando sélo dos resistencias limitantes. Los
resultados obtenidos sugieren que el enfoque desarrollado puede ser utilizado como
marco para obtener una descripcion general realista para casi todos los sistemas
de interés préactico, cuando se utilizan parametros precisos y una solucién numérica
apropiada para el modelo.
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