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Resumen

El lactosuero es un subproducto de la industria quesera que contiene una serie de proteinas
(a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, seroalbimina bovina, lactoferrina e inmunoglobulinas)
en concentraciones relativamente bajas pero con un alto valor bioldgico. Estas proteinas son
muy usadas en la industria alimentaria por sus propiedades nutricionales y su solubilidad.
Ademas, cada proteina, individualmente, tiene caracteristicas bioldgicas, nutricionales y
funcionales que las hacen muy interesantes para la mejora de formulas infantiles, alimentos
funcionales y nutracéuticos. La lactoferrina, en particular, tiene propiedades
antibacterianas, antiviricas, antiinflamatorias, estimula el sistema inmunoldgico y tiene
facilidad para enlazar hierro. En animales de experimentacion se ha observado que la
lactoferrina suprime el crecimiento tumoral y metastasis e, incluso, puede inhibir la

angiogenesis.

Desafortunadamente, las técnicas existentes para la purificacion o el fraccionamiento de
proteinas a escala de laboratorio no han podido ser implantadas a escala industrial o
suponen un coste elevado, Unicamente viables para productos farmacéuticos. En este
sentido, estudios recientes en procesos de filtracion con membranas han proporcionado
resultados alentadores. La filtracidn tangencial de alta resolucion (HPTFF) ha sido sugerida
como técnica viable para el fraccionamiento de proteinas a gran escala. Esta técnica se basa
en las interacciones electrostaticas proteina-proteina y proteina-membrana, permitiendo la
separacion de moléculas de similar tamafio mediante el control de las condiciones de

operacion, fundamentalmente pH y fuerza ionica.

Asi, el objetivo de la investigacion de esta Tesis Doctoral ha sido el desarrollo de un
proceso para la obtencion de lactoferrina bovina a partir de lactosuero mediante la técnica
de filtracion tangencial de alta resolucion. Para ello se ha disefiado, en primer lugar, la
estrategia de fraccionamiento del suero para la recuperacion de lactoferrina. Seguidamente,
se ha llevado a cabo el estudio teérico de la recuperacién de lactoferrina bovina por
ultrafiltracion empleando dicha estrategia. Por Uultimo, se ha realizado el estudio
experimental del fraccionamiento de lactosuero para comprobar la viabilidad del proceso

propuesto.

La estrategia seleccionada de fraccionamiento de lactosuero para recuperar lactoferrina
mediante HPTFF se muestra en la Figura 1.1. En este proceso se emplean dos etapas de

ultrafiltracion en cascada. En la primera etapa se deben retener inmunoglobulinas y
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lactoferrina, pasando a filtrado, preferentemente, a-lactoalbimina, B-lactoglobulina y BSA.
En la segunda etapa, el retenido de la etapa anterior se hace pasar por otra membrana,
seleccionada de forma que la lactoferrina se recoja en el filtrado, quedando retenidas las
inmunoglobulinas. Esta estrategia de fraccionamiento fue sugerida por Zydney en 1998.

a-lactoalbumina
B-lactoglobulina

BSA LF
Lactosuero —, > )
Etapal .. Etapa2 -
> IgG
LF g
IgG

Figura 1.1. Esquema de la estrategia seleccionada de fraccionamiento de lactosuero para la
recuperacion de lactoferrina bovina mediante HPTFF.

En el estudio tedrico se ha realizado la simulacion de la recuperacion de lactoferrina bovina
a partir de lactosuero mediante la estrategia indicada anteriormente. Para ello, en primer
lugar ha sido necesario el calculo de la carga neta, peso molecular, radio de Stokes y radio
efectivo de cada una de las proteinas, asi como el célculo de la fuerza i6nica minima en
cada una de las etapas. EI modelo del proceso estd formado por ecuaciones diferenciales y
algebraicas resultantes del planteamiento de balances de materia y ecuaciones de transporte
de soluto a través de los poros de la membrana, asumiendo como premisas: modo de
diafiltracién continua, transmisién de proteina constante durante la filtracién, no interaccion
entre las moléculas de proteinas y transmision observada de cada proteina igual a la
asintdtica. Con todo ello, empleando la herramienta Solver de MS Excel, se ha resuelto el
problema de optimizacion consistente en la determinacion del pH, fuerza ionica y radio de
poro para cada etapa, con el fin de minimizar el nmero de diavolimenes totales del

proceso, cumpliendo las siguientes restricciones:

o0 Primera etapa: concentracion final en retenido superior al 90 % de la inicial
para IgG y LF; e inferior al 10 % para ALA, BLG y BSA.
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0 Segunda etapa: concentracion final en retenido igual a la inicial para ALA,
BLG y BSA; superior al 90 % para 1gG; e inferior al 10 % para LF.

La simulacion de esta estrategia ha puesto de manifiesto la posibilidad de fraccionamiento

mediante dos etapas de diafiltracion continua con las condiciones de operacion siguientes:
o Etapa 1: pH =5.04, rp =31.0 nm, | =0.0082 M, N = 2.59

o Etapa2: pH =28.351rp=12.7 nm, | =0.0030 M, N = 4.28

En el estudio experimental del fraccionamiento de lactosuero para comprobar la viabilidad

del proceso propuesto, se obtuvieron los siguientes resultados:

» El proceso de clarificacion de lactosuero consistente en aumentar el calcio ionico y el
pH, acompafado por calentamiento, para provocar la agregacion de los complejos
lipidicos y particulas de fosfato calcico, da lugar a la mejora de la permeabilidad de la
membrana, en términos de flujo de filtrado y transmision de proteina, sin afectar a su

composicion proteica.

» La membrana comercial mas adecuada para llevar a cabo el fraccionamiento de

lactosuero es la membrana de 300 kDa.

> Las interacciones proteina-proteina son determinantes en cada una de las etapas,
dando lugar a radios efectivos distintos de los tedricos y, consecuentemente, a
transmisiones diferentes a las esperadas. Asi, al pH 6ptimo de la primera etapa (pH 5)

se han obtenido rendimientos en filtrado acumulado de tan sélo 8 y 2% para o-

lactoalbumina y B-lactoglobulina, respectivamente, y nulo para BSA.

» La cuantificacion individualizada de las posibles interacciones electrostaticas
existentes resulta muy complicada dada la complejidad del lactosuero como mezcla
real de proteinas y otros diversos componentes. Por tanto, ha sido necesario estudiar
experimentalmente el efecto del pH sobre el fraccionamiento de lactosuero para poder
determinar el éptimo para la primera etapa. Como consecuencia de este estudio, los

valores de pH adecuados para la primera etapa han sido 3, 7y 9.
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» Se han propuesto tres estrategias de fraccionamiento:

o Estrategia | (Figura 1.2): filtracion a pH 9 seguida de centrifugacién a pH
4.9. Como resultado de esta estrategia se ha obtenido una fraccion
enriquecida en lactoferrina con un rendimiento de 45.2%, con un factor de

mejora de la pureza de 366%.

Filtrado
etapal
T Sobrenadante
Lactosuero ——» L Precipitado
pH9

pH 4.9

Figura 1.2. Esquema de la estrategia | propuesta para la obtencion de lactoferrina a partir de

lactosuero.

0 Estrategia Il (Figura 1.3): filtracion a pH 7 seguida de filtracion a pH 4.9.
Como resultado de esta estrategia se ha obtenido una fraccion enriquecida en
lactoferrina con un rendimiento de 6.2%, con un factor de mejora de la
pureza de 225%. En esta estrategia cabe destacar que se consigue recuperar
en los filtrados acumulados el 94 y 86% de la o-lactoalbdmina y -

lactoglobulina iniciales, respectivamente.

Filtrado Filtrado
etapa l etapa 2
Lactosuero — 1 > 2
pH7 pH4.9 -
Retenido
etapa 2

Figura 1.3. Esquema de la estrategia Il propuesta para la obtencién de lactoferrina a partir de

lactosuero.
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o Estrategia Ill (Figura 1.4): filtracion a pH 3 seguida de filtracion a pH 4.9.
Como resultado de esta estrategia se ha obtenido una fraccion enriquecida en

lactoferrina con un rendimiento de 85.4%, con un factor de mejora de la

pureza de 392%.
Filtrado Filtrado
etapal etapa 2
Lactosuero —; pH 3 > pH49 -
Retenido
etapa 2

Figura 1.4. Esquema de la estrategia |11 propuesta para la obtencién de lactoferrina a partir de

lactosuero.
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2.1. LACTOSUERO

El lactosuero es la fraccion de leche que no precipita por accion del cuajo o por la accion de
acidos durante la elaboracion de queso. La mayor parte del agua contenida en la leche se
concentra en el suero y en ella se encuentran todas las sustancias solubles, como la lactosa,

proteinas solubles y algo de grasa.

La composicion del lactosuero depende no solamente de la composicion de la leche
empleada y el contenido de humedad del queso sino, de manera muy significativa, del pH al
que el lactosuero se separa de la cuajada. Asi, se pueden distinguir dos tipos de lactosuero
en funcién de que su acidez sea superior o inferior a 18 grados Dornic (°D) (mL NaOH N/9

/100 mL lactosuero = 1 °D = 0.01% é&cido l4ctico):

> Sueros acidos: se producen en su mayor parte en la fabricacion de caseina por la
incorporacion de un acido, normalmente &cido clorhidrico, que produce su
coagulacién. La otra produccion, minoritaria, procede de la coagulacién de la caseina
mediante la siembra de bacterias lacticas en la fabricacién de quesos de pasta fresca y
blanda.

> Sueros dulces: se obtienen en la elaboracion de quesos de pasta prensada, utilizando

para la coagulacién cuajo, quimosina o cuajos de hongos o vegetales.

El lactosuero representa del 80 al 90 % del volumen total de la leche que se utiliza en el
proceso de elaboracidn de queso y contiene alrededor del 50 % de los nutrientes de la leche
original. En la Tabla 2.1 se muestra la composicion media del lactosuero acido y dulce. Se
observa que el componente mayoritario del lactosuero es agua (93.5 %), pero presenta una

cantidad importante de materia organica (lactosa y proteinas principalmente).

11
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Tabla 2.1. Composicion del lactosuero (promedios por 100 g).

Materias o
Acido

Nitrogenadas Grasas Minerales  |Actico

Agua Lactosa

Suero dulce 93.5 45 0.9 0.3 0.6 0.2

Suero acido 93.5 4.0 1.0 0.1 0.8 0.6-1.0

La produccion de lactosuero es muy elevada. Por término medio, por cada Kg de queso
fabricado se obtienen de 9 a 12 L de lactosuero (Sandoval, 2005), dependiendo del tipo de
queso y de la cantidad de agua utilizada durante el proceso. Teniendo en cuenta la
proporcion mas desfavorable (9 L de lactosuero/Kg queso producido) y los datos de
produccion mundial de queso (FAOSTAT), la produccién mundial de lactosuero en el afio
2005 fue de 1.66-10' litros. En la Figura 2.1 se puede ver cémo se reparti¢ dicha
produccion en los distintos continentes. EI mayor tanto por ciento correspondié a Europa,
con un 53 % de la produccion mundial. La distribucion de la produccion en este continente
se recoge en la Figura 2.2. Alemania, Francia e Italia, con un 22, 18 y 14 %,
respectivamente, fueron los mayores productores de lactosuero en Europa en dicho afio. En
lo que respecta a Espafia, su produccién de lactosuero represent6 un 1 % de la produccién
europea. En la Figura 2.3 se representa la produccion anual de lactosuero en Espafia desde
el aflo 2000 hasta el afio 2005 (ultimos datos disponibles). En el afio 2005, la produccion
fue 1.21-10° L.

12
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Figura 2.1. Distribucion de la produccion de lactosuero en el mundo. Afio 2005.
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Figura 2.2. Distribucion de la produccion de lactosuero en Europa. Afio 2005.
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Figura 2.3. Evolucion de la produccion anual de lactosuero en Espafia (2000-2005).

El lactosuero es un residuo con un alto poder contaminante, uno de los mas contaminantes
que existen en la industria alimentaria, debido a la gran cantidad de materia organica

presente en su composicion.

La Demanda Bioguimica de Oxigeno de cinco dias, DBOs, es un parametro utilizado para
indicar el poder contaminante de un fluyente. En la Tabla 2.2 se compara la DBOs del
lactosuero con la de otros fluyentes (Lain, 2000)

Tabla 2.2. DBOs para distintos fluyentes (mg de oxigeno/L fluyente).

DBOs
Agua de rio limpia 1-4
Agua residual depurada 10-25
Agua residual doméstica 150-300
Agua de lavado de una central lactea 2000-3000
Lactosuero 35000-50000

14
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La forma habitual de expresar la carga contaminante de un fluyente industrial es mediante
el valor habitante-equivalente (h-e). 1 h-e se define (Real Decreto-Ley 11/1995, de 28 de
diciembre) como la carga biodegradable con una demanda bioquimica de oxigeno de cinco
dias de 60 gramos de oxigeno por dia. Teniendo en cuenta esta definicion, el valor de DBOs
del lactosuero y la produccion mundial del lactosuero en el afio 2005, la contaminacion
diaria de lactosuero en dicho afio fue equivalente a la contaminacion de una poblacion de
266 a 380 millones de habitantes.

Hasta hace dos o tres décadas, la utilizacion industrial del lactosuero planteaba numerosos
problemas por lo que un volumen considerable de este producto iba a parar a rios y
desagiies. Actualmente, la lucha contra la polucion ambiental prohibe esta practica, y el
vertido del suero en un curso de agua debe ir precedido necesariamente de una depuracion.
Esta operacion, en la que, por otro lado, se eliminan los componentes méas valiosos del
lactosuero: lactosa y proteinas, es muy costosa. Si a esto se afiade el interés creciente sobre
las necesidades de la alimentacion humana y animal, en la actualidad es preferible utilizar

técnicas apropiadas para aprovechar el lactosuero antes que realizar su depuracion.

Existen dos formas fundamentales de aprovechar el lactosuero (Figura 2.4): el
aprovechamiento del suero no transformado, principalmente destinado a la alimentacion
animal, y el aprovechamiento industrial. Los procesos industriales actuales se encaminan a
eliminar el agua, recoger las sales minerales, cristalizar la lactosa e intentar recuperar las
proteinas del suero, sin alterar sus propiedades. La utilizacién industrial del lactosuero, por
tanto, depende del componente del mismo que se quiera aprovechar.
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Figura 2.4. Alternativas para la utilizacion y el procesado del lactosuero (Hill, 2006).
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2.1.1. Aprovechamiento integral: lactosuero en polvo

La deshidratacién del lactosuero es un procedimiento muy utilizado en numerosos paises ya
que permite obtener, en un volumen reducido, un producto nutritivo de gran interés que
puede entrar a formar parte de numerosos alimentos. Si bien, la aplicacion principal del
lactosuero en polvo es su uso en formulas infantiles. Este aprovechamiento del lactosuero
tiene la ventaja afiadida de que la industria lactea puede utilizar para la fabricacion del
suero en polvo las mismas instalaciones que para la deshidratacion de la leche y, como

consecuencia, obtener una reduccién en los gastos de produccion.

La deshidratacion puede efectuarse sobre un suero entero, pero normalmente se realiza una
desmineralizacion previa. Para desmineralizar el lactosuero, éste puede someterse a
nanofiltracion, con lo que se produce una desmineralizacion parcial, o a electrodialisis y/o a

intercambio ionico, con lo que se reduce el contenido mineral en mas del 90 %.

Generalmente, tras la desmineralizacion y, previo a la deshidratacion, se realiza una
concentracion en un evaporador de multiple efecto para economizar combustible. Esta
concentracion permite, ademas, controlar la cristalizacion de la lactosa en forma o-
monohidrato, para obtener un polvo no higroscépico. Normalmente, la operacion de
evaporacion da lugar a un suero con una concentracion en sélidos del 50-60 %. Tras la
concentracion, el suero se enfria y se envia a unos tanques donde se introducen pequefios
cristales de lactosa con el fin de provocar la cristalizacion parcial del aztcar en su forma .-
monohidrato. La deshidratacion del suero concentrado puede realizarse por el método de
cilindros calientes (por contacto o por pelicula) o por secado por atomizacion o
pulverizacion. Este ultimo método, que permite obtener un suero en polvo de buena

calidad, es basicamente el sistema utilizado de forma general.

El secado por atomizacion (pulverizacién): consiste en pulverizar el concentrado de suero
en una camara llena de aire caliente o atravesada por corrientes de aire caliente. Las gotitas
de suero son recogidas y arrastradas por una corriente de aire caliente que les aporta el calor
necesario para que se produzca la evaporacion del agua. El agua evaporada es evacuada por
la propia corriente de aire. Las particulas secas, por el contrario, caen al fondo del secadero
y se descargan. La temperatura de entrada del aire calefactor oscila entre los 170-250 °C,

mientras que la del producto a desecar es de aproximadamente 45-50 °C. Esta diferencia de
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temperatura permite un rapido traspaso del calor, lo que se traduce en una desecacion
rapida del producto. Para evitar desnaturalizacion térmica del producto, el proceso se divide
en varias etapas con distintas relaciones de temperatura-tiempo (Figura 2.5). En la
desecacion primaria, que se hace en torre de secado, es donde se vaporiza rapidamente la
mayor parte del agua, dejando el producto con un 10-20% de humedad y en forma de
aglomerados de tamarfio variable. En la desecacion secundaria, que se suele llevar a cabo en
lecho fluidizado, se termina de desecar el producto. Por ultimo, hay una aglomeracién
moderada con aire caliente o vapor de agua a temperaturas menores a 100 °C y un
enfriamiento por medio de aire frio deshumectado a la temperatura adecuada para el

almacenamiento o el envasado.

Concentrado
de suero

Secadero
por

atomizacion Aire flltrado

o

Aire caliente

fluidizado
Aire

Suero en polvo

Figura 2.5. Secado de lactosuero en dos etapas: secado por atomizacién unido a secado en

lecho fluidizado.

2.1.2. Aprovechamiento de la lactosa: cristalizacion y fermentaciones

La lactosa, el llamado azucar de la leche, es un disacarido natural con peso molecular 342
g/mol. En la Figura 2.6 se observa que la lactosa esta formada por la union p(1-4)
de la B-D-galactopiranosa (galactosa) y la a. 6 3-D-glucopiranosa (glucosa). Existe bajo dos
formas isémeras: a y B, que se diferencian, estructuralmente, sélo en la posiciéon del -OH

en el carbono monomérico de la glucosa. Sin embargo, difieren apreciablemente en sus
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propiedades fisicas (Tabla 2.3) (Kellam, 1998), lo que conduce a que tengan distintas

aplicaciones comerciales.

CH20H CH20H

HO H OH

@
H

B

H OH H OH

D-p-GALACTOSA D- p-GLUCOSA

LACTOSA

Figura 2.6. Formula estructural de la B-lactosa.

Tabla 2.3. Propiedades fisicas de la a-lactosa y B-lactosa.

Unidades a-lactosa B-lactosa
Peso molecular Da 360.3* 342.3
Punto de fusion °C 202 252
Densidad g/mL 1.545 1.590
Rotacion dptica especifica aZ, +91.1 +33.5
Calor de disolucion Jg -50.24 -9.62
Solubilidad en agua a 20 °C /100 mL 7.4 50.0

* forma monohidratada, en la cual la lactosa se encuentra en forma cristalina.

Cuando se disuelve lactosa en agua, ocurren mutarrotaciones, es decir, los isdmeros se
interconvierten, dando lugar a una disolucion del 62.7% de B-lactosa a 20 ° C. Como la a-
lactosa es la especie mucho menos soluble, la concentracion de la disolucion da lugar a la
precipitacion de a-lactosa y a mas mutarrotaciones para mantener la misma posicion de

equilibrio.

El polvo de lactosa cristalizado es muy utilizado en la industria alimentaria debido a sus

propiedades funcionales. Asi, por ejemplo, se utiliza en confiteria, pasteleria, salsas, zumos
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0 helados, debido a su reduccién del dulzor (30 % de la sacarosa), aumento de viscosidad,
mejora de la textura y realce del sabor. Debido a su balance nutricional, se utiliza en
férmulas infantiles y en alimentos para diabéticos. Por sus propiedades de solubilidad y
absorcion, la lactosa es muy utilizada como vehiculo en aromas volatiles y colorantes
alimenticios. Ademas, la forma mas pura de a-lactosa es ampliamente utilizada en la
industria farmacéutica como excipiente: componente quimicamente inerte, que se afiade al
sistema de fabricacion para proteger o mejorar la disponibilidad biolégica del medicamento
0 mejorar cualquier aspecto de seguridad de dicho medicamento. Asi, la a-lactosa es el
segundo componente mas empleado como relleno en comprimidos, capsulas y otras formas

de medicamentos orales.

En la Figura 2.7 se recoge el proceso de purificacion de lactosa a partir de lactosuero
(Kellam, 1998). En primer lugar se efectGa una concentracion mediante la evaporacion del
lactosuero. Tras esta operacion, se alcanza una concentracion de, aproximadamente, 65 %
de sdlidos. En estas condiciones de concentracion y en frio, se puede inducir la
cristalizacion de la lactosa. Normalmente, se afiaden cristales de lactosa para acelerar la
cristalizacion. Después de este proceso, que puede llegar a durar varios dias, los cristales de
lactosa se enjuagan y se separan del licor madre mediante centrifugacion y posterior secado
en lecho fluidizado. Tras este proceso se obtiene lactosa con grado alimentario. EIl licor
madre, que contiene cantidades significativas de proteina, minerales, vitaminas y sobre un
18 % de la lactosa, se suele utilizar como suplemento alimentario para ganado. En la Figura
2.8 se muestra la linea, anteriormente descrita, de produccion de lactosa grado alimentario a

partir de lactosuero.

Para obtener lactosa con grado farmacéutico, es necesario un proceso de refinado. Este
proceso consiste en redisolver los cristales de lactosa y tratar la solucion con carbon activo,
que adsorbe gran namero de solutos, incluida riboflavina, asi como proteinas y proteasas.
El carbdn activo se separa por floculacion y posterior filtracion. Tras esto, se lleva a cabo la
cristalizacion y separacion de los cristales por centrifugacion. Tras el secado de estos
cristales, se obtiene lactosa con grado farmacéutico. Para obtener cristales con una
distribucion de tamafio especifica, se lleva a cabo la molienda o tamizado de dichos

cristales.
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Figura 2.7. Proceso de purificacién de lactosa a partir de lactosuero.
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1 | Evaporador

2 | Tanques de cristalizacion

3 | Centrifugas

4 | Secado en lecho fluidizado

Envasado lactosa grado
alimentario

Figura 2.8. Linea de proceso de obtencion de lactosa grado alimentario.

La lactosa es muy utilizada también como materia prima para producir derivados de
lactosa. Los derivados de lactosa de mayor interés (Audic et al., 2003) son: lactulosa,
ampliamente utilizado en la industria farmacéutica; lactitol, utilizado en productos para
diabéticos, edulcorantes bajos en calorias y productos para adelgazar; acido lactobionico,
con aplicacion en la conservacion de o6rganos para trasplantes y en el fotoenvejecimiento
cutaneo; lactosil urea, usado en alimentacidn de rumiantes; asi como galacto-oligosacaridos

0 siropes de lactosa hidrolizada, mayoritariamente usados en la industria alimentaria.

La primera aplicacion de la lactosa fue como medio de crecimiento de Penicillium, para la
produccion de penicilina, pero a partir de los afios 50 se empezaron a utilizar sustratos mas
econdmicos. Sin embargo, hoy dia se siguen obteniendo productos de fermentacion usando
lactosa como sustrato. La fermentacion de la lactosa es muy usada para obtener, en funcién
del organismo utilizado, productos tales como etanol, metano, &cidos organicos (lactico,
citrico, acético, etc), polisacaridos, vitaminas u otros productos de fermentacion. Por tanto,
la via fermentativa es una de las alternativas para el aprovechamiento del lactosuero,
existiendo procesos implantados a nivel industrial. Uno de estos procesos es la produccion
de metano o biogas por digestion anaerobia de lactosuero. Este proceso comprende tres
etapas: hidrélisis de lactosa (y proteinas), fermentacion y metanogenésis. La etapa previa de
hidrolisis es necesaria puesto que los microorganismos no son capaces de fermentar la
lactosa, pero si la lactosa hidrolizada. El proceso metanogénico convierte sobre un 90 % de
la materia organica hidrolizada en biogas (CHs; y CO;) (Audic, 2003). Aunque
teéricamente 1 Kg de lactosa produciria 0.75 m*® de biogas (que contendria,

aproximadamente, un 50 % en volumen de metano), existen algunos problemas para
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conseguir estos rendimientos teoricos. Entre ellos cabe destacar la lentitud en la
inicializacion del proceso, el requerimiento de un tiempo de residencia elevado y la

generacion de corrientes residuales con alta DBOs.

El lactosuero constituye un excelente medio de cultivo, principalmente para los organismos
capaces de metabolizar la lactosa. Basandose en esta propiedad, la lactosa contenida en el
lactosuero se ha destinado a la produccion de levaduras que constituyen, solas 0 mezcladas
con el medio de cultivo, un alimento de alto valor bioldgico utilizable, principalmente,

como suplemento para alimentacion animal.

Otro de los procesos para aprovechar el lactosuero es la produccion de etanol mediante
fermentacion. El etanol obtenido se utiliza en la industria farmacéutica, en perfumes y
tintas, asi como en bebidas. Normalmente, el lactosuero se encuentra a temperaturas
superiores a 60 °C para evitar la contaminacion bacteriana. Por tanto, tras una primera etapa
de enfriamiento del lactosuero hasta la temperatura de fermentacion, se afiade la biomasa.
Durante la fermentacion, cuya duracién total es de unas 24 horas, se llevan a cabo dos
reacciones: una primera descomposicién de lactosa en los dos azucares que la componen y

una posterior fermentacion de dichos azlcares a etanol.

ClZHZZOll + HZO BN C6H12OG + CGHlZOG

lactosa agua galactosa glucosa
C4H,,0, . C4H,,0, 4C,H,OH N 4CO,
_)
galactosa glucosa etanol dioxido de carbono

Una vez concluida la fermentacién, se separa la biomasa del suero fermentado mediante
separadores o por decantacion. El etanol, contenido en dicho liquido, se separa por
destilacion, pudiéndose producir ocho grados diferentes de etanol, segun el uso industrial

que se le vaya a dar.
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2.1.3. Aprovechamiento de las proteinas: concentracion, hidrélisis vy

separacion

2.1.3.1. Aprovechamiento del conjunto de proteinas

Las proteinas del lactosuero, que representan alrededor del 20 % de las proteinas de la leche
de vaca, se definen como aquellas que se mantienen en solucidn tras precipitar las caseinas

a pH 4.6, a una temperatura de 20 °C.

Las proteinas del lactosuero se caracterizan por tener un alto valor biolégico, es decir, son
absorbidas casi en su totalidad por el sistema digestivo. Los principales componentes, asi

como su concentracion (Zydney, 1998) se resumen en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Concentracidn de las principales proteinas del lactosuero.

Proteina Concentracion (g/L)
B-lactoglobulina 2.70
a-lactoalbumina 1.20

Inmunoglobulinas 0.65
Seroalblmina bovina 0.40
Lactoferrina 0.10

Estas proteinas son muy utilizadas en la industria alimentaria debido a su amplio rango de
propiedades quimicas, fisicas y funcionales. Entre estas Gltimas destacan la solubilidad,
viscosidad, capacidad de retencion de agua y sus cualidades como agentes gelificantes,
emulsificantes y espumantes (Christiansen et al., 2004; Neirynck et al., 2004; Firebaugh y
Daubert, 2005; Herceg et al., 2007).

Para aprovechar todas las propiedades anteriormente citadas de las proteinas del lactosuero,
una de las técnicas méas utilizadas es la ultrafiltracion, mediante la cual se obtiene el
Ilamado concentrado de proteinas del lactosuero (WPC) y los aislados de proteinas del
lactosuero (WPI). La diferencia entre ambos es que el WPC contiene hasta un maximo de

80 % de proteina, mientras que el WPI llega a contener hasta un 90 %.
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En la Figura 2.9 se indican las etapas necesarias para obtener un concentrado de proteinas a
partir de lactosuero. En primer lugar se separa la nata con el fin de reducir el contenido de
grasa del lactosuero. Tras esta operacion, se procede a calentar el suero para evitar la
contaminacion bacteriana. En el caso de lactosuero &cido, el tratamiento térmico se realiza a
bajas temperaturas. En la mayoria de las empresas queseras, antes de transportar el
lactosuero a las empresas que producen WPC, se realiza una pre-concentracion mediante
evaporacion, 6smosis inversa, nanofiltracién o ultrafiltracion con el fin de reducir costes de
transporte. Antes de la etapa de ultrafiltracion se pueden realizar pretratamientos
adicionales, como desmineralizacion o modificaciones enzimaticas. Si el modo de
operacion de la etapa de ultrafiltracion es concentracion, los concentrados de proteinas que
se obtienen contienen hasta, aproximadamente, un 70 % de proteina. Sin embargo, si se
trabaja en diafiltracion, se puede eliminar mas lactosa e impurezas, consiguiéndose
concentrados de proteinas de hasta un 80 % de proteina. Tras la ultrafiltracion, el
concentrado es calentado, enfriado y nuevamente calentado para proceder al secado. Dicho
secado se lleva a cabo, al igual que en el caso de lactosuero en polvo, en secaderos por
atomizacion en los que la temperatura del aire a la entrada es de 175-190 °C. De esta forma
se obtiene como producto final WPC en polvo. Sin embargo, en ocasiones, se comercializa
WPC liquido, cuyo proceso de elaboracion coincide con el producto en polvo, salvo por la

eliminacion de la etapa de secado.
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Figura 2.9. Diagrama de proceso de obtencién de concentrado de proteinas a partir de

lactosuero.

Los aislados de proteinas del lactosuero se pueden obtener, principalmente, por dos
métodos: tecnologia de membranas o por intercambio ionico. Durante el proceso de
intercambio i6nico, el lactosuero liquido se hace pasar a través de resinas especiales, a las
que, mediante enlaces quimicos, se unen las moléculas de proteina, quedando asi separadas
de la corriente de lactosuero. Esta union proteinas-resina es reversible dependiendo del

valor de pH. De este modo, mediante el ajuste del pH se consigue eluir dichas proteinas
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que, posteriormente, son concentradas mediante ultrafiltracion. Generalmente, los
intercambiadores i0nicos comerciales son capaces de separar todas las fracciones proteicas
mayoritarias del lactosuero, a excepcion de la fraccion de glicomacropéptidos. El proceso
de intercambio iénico modifica quimicamente a las proteinas ya que el calcio es
reemplazado por sodio durante las etapas de union y desunién. Esto provoca una
desnaturalizacion de las proteinas que da lugar a que los WPIs procedentes de intercambio

idnico suelan tener méas propiedades gelificantes y espumantes.

La tecnologia de membranas utiliza etapas en serie de ultrafiltracion y microfiltracion para
obtener WPI. Las membranas de microfiltracion empleadas para tal fin se disefian para
retener particulas en suspension en el rango de micras, como es el caso de grasas presentes
en el lactosuero concentrado. Por otro lado, las membranas de ultrafiltracion empleadas, se
diseiian para retener los constituyentes del lactosuero en el rango molecular, como es el
caso de las proteinas, separandolas de lactosa y otras impurezas presentes en el lactosuero.
Esta técnica produce WPI que difiere del obtenido por intercambio idnico en que no hay
modificacion quimica de las proteinas y que la fraccion de glicomacropéptidos es retenida
junto con las demas. Si no hay ajuste de pH y el proceso se lleva a cabo a temperaturas
intermedias, el producto final estd casi completamente exento de proteinas

desnaturalizadas.

En la Figura 2.10 se representa un posible proceso de produccion de WPI a partir de
lactosuero utilizando tecnologia de membranas. El lactosuero clarificado y pasterizado se
concentra de 5 a 6 veces mediante una primera etapa de ultrafiltracion, obteniéndose un
concentrado de proteinas con un contenido en proteina entre 35y 45 %. Este WPC contiene
pequefias cantidades de grasa natural. Esta grasa se reduce utilizando un proceso de
microfiltracion en modo de diafiltracion continua. El filtrado de este proceso es WPC 35-45
% desgrasado y es la alimentacion a una segunda etapa de ultrafiltracion, en la que se
trabaja también en diafiltracion continua, cuyo retenido final es un aislado de proteinas de

lactosuero (WPI) con un contenido superior al 90 % de proteina.
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Figura 2.10. Proceso de producciéon de WPI a partir de lactosuero mediante tecnologia de
membranas (IONICS-Food Center, 2006).

En ambos procesos, tanto en el intercambio i6nico como en la tecnologia de membranas, el
WPI obtenido (producto liquido) es secado por atomizacién para obtener el producto final
deseado, WPI en polvo.

Las proteinas del lactosuero, ademas de tener sus propiedades especificas, parcialmente
hidrolizadas son una importante fuente de péptidos bioactivos, que encuentran aplicacion
en la industria alimentaria. Asi, por ejemplo, la a-lactoalbimina y la -lactoglobulina son
precursores de las lactorfinas, que presentan actividad opioide (FitzGerald y Meisel, 1999;
Pihlanto-Leppéald, 2001). Estos péptidos son capaces de unirse a receptores opioides
situados, principalmente, en el sistema nervioso central y en el tracto gastrointestinal. La
a-lactoalbumina y la B-lactoglobulina son también precursores de las lactokininas,
inhibidoras de la enzima convertidora de angiotensina | (ACE) (FitzGerald y Meisel, 1999;
Pihlanto-Leppéld, 2001). La ACE esta relacionada con la regulacion de la presion
sanguinea. Esta enzima eleva la presion sanguinea al convertir la angiotensina | en
angiotensina Il, que es un potente vasoconstrictor. La ACE, ademas, cataliza la degradacion
de la bradiquinina, que es un péptido vasodilatador, y estimula la liberacion de aldosterona
en la corteza suprarrenal. Por tanto, los inhibidores de la ACE podrian ejercer un efecto
antihipertensivo como consecuencia de la disminucién de angiotensina Il y un aumento
simultaneo en la actividad de la bradiquinina. La BSA, por su parte, es precursor de la
serorfina, que tiene actividad opioide (Mclintosh et al., 1998); y de la albutensina A,
inhibidora de la ACE (Mullally et al., 1997). La lactoferricina B y la lactoferrampina son
biopéptidos procedentes de la lactoferrina. La lactoferricina B presenta actividad

antibacteriana, fungicida, antivirica y antitumoral, mayor incluso que la proteina nativa;
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ademas de presentar propiedades anti-inflamatorias (van der Kraan et al., 2004). En cuanto

a la lactoferrampina, presenta actividad antimicrobiana (van der Kraan et al., 2004).

Existen muchos métodos de obtencion de estos péptidos con actividad biol6gica a partir del
lactosuero. Aunqgue algunos de ellos se basan en hidrolisis acida o bésica, la mayoria de los
procesos para obtener péptidos bioactivos son via hidrélisis enzimética. Las enzimas mas
utilizadas son las pancreaticas, preferentemente tripsina, si bien, otros tipos de enzimas y
combinaciones de proteasas (entre las que se incluyen alcalasa, quimotripsina, pepsina asi
como enzimas de origen bacteriano y fangico) también se estan empleando para generar
péptidos bioactivos. EI método de produccion de hidrolizados enzimaticos de proteinas
tradicional es el reactor tipo tanque agitado en funcionamiento discontinuo, ya que presenta
la ventaja de su simplicidad de disefio y operacion. Sin embargo, presenta considerables
inconvenientes como el coste elevado de enzima (porque la enzima no se reutiliza), el alto
coste energético y de mano de obra, asi como la lentitud, bajo rendimiento y baja
productividad del proceso. Como alternativa para solventar las desventajas de este tipo de
proceso, se han ensayado métodos de inmovilizacion de enzima. Pero, debido a la pérdida
de actividad de la enzimay restricciones en la difusion del sustrato por los poros de soporte,
esta técnica no es muy utilizada a nivel industrial. Uno de los procesos mas utilizados para
paliar estos problemas o desventajas de los procesos tradicionales es el de reactor de
membrana. Este es un sistema de reaccion que integra tres etapas: hidrdlisis enzimatica,
separacion del producto y recuperacién del catalizador. La reaccion se lleva a cabo en un
reactor tipo tanque agitado. El producto de reaccion pasa a un médulo de membrana, donde
con un tamario de corte adecuado, los péptidos liberados en la reaccion pasan a traves de la
misma, constituyendo la corriente de filtrado. Las especies retenidas (entre ellas la enzima)
se devuelven al tanque-reactor, que se alimenta continuamente con una disolucién de
sustrato. Con este sistema se pueden utilizar enzimas solubles, se consigue una elevada
conversion de sustrato ya que se eliminan inhibidores, se controla el tamafio molecular del
producto y se obtiene alta productividad debido a la reutilizacion de la enzima. A pesar de
estas ventajas, también existen algunos inconvenientes como la disminucion en el flujo de
filtrado debido a la colmatacion de la membrana asi como la necesidad de purgar
periédicamente para eliminar el sustrato que no reacciona y que dificulta el control del

proceso (Prieto et al., 2007).
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2.1.3.2. Aprovechamiento individual de las proteinas
+ a-lactoalbumina

La a-lactoalbimina es una proteina que se encuentra en la leche de casi todas las especies,
con la excepcidn de algunas focas. Su misién bioldgica es la sintesis de la lactosa, siendo la
estructura reguladora de una galactosiltransferasa, que en ausencia de o-lactoalbumina,
transfiere la galactosa a las glicoproteinas. La a-lactoalbumina se sintetiza como respuesta
a los procesos hormonales que inducen la lactacion. Una vez sintetizada, es transportada al
aparato de Golgi, donde se une a la galactosiltransferasa Esta union hace aumentar la

afinidad de esta enzima por la glucosa.

La a-lactoalbimina es una proteina formada por una sola cadena polipeptidica, de 123
aminoacidos, con un peso molecular de 14147 g/mol (Zydney, 1998). Su estructura
terciaria, muy compacta, globular, estd mantenida por cuatro puentes disulfuro, con una
zona de hélice o y otra de hojas plegadas  (Figura 2.11). Es una proteina acida con un

punto isoeléctrico entre 4.5y 4.8 (Zydney, 1998).

Figura 2.11. Diagrama estructural de a-lactoalbimina.

La a-lactoalbumina es la segunda proteina en concentracion en el lactosuero de vaca, y la
mas abundante en el lactosuero humano. Tiene un ién calcio unido, que es imprescindible
en el mantenimiento de su estructura y de su actividad como reguladora de la
galactosiltransferasa. La eliminacion del calcio produce la estructura llamada "molten
globule”, que es un estado intermedio de desnaturalizacién, en el que la proteina mantiene

su estructura secundaria, pero una estructura terciaria muy poco definida.
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En disolucion, la a-lactoalbimina forma agregados con distinto grado de polimerizacion en
funcién del pH al que se encuentre dicha disolucién (Yang et al. ,2006). A pH 3, la a-
lactoalbumina presenta la estructura “molten globule”. Desde pH 3 a 1.5, mantiene dicha
estructura, si bien conforme se desciende hasta pH 1.5, la estructura terciaria tiende a ser
mas flexible. Entre pH 4 y pH 4.5 esta proteina se encuentra en forma dimera. Entre pH 6 y
8.5, no hay practicamente agregacion. Por encima de pH 9.5, se produce una expansion

pero sin agregacion (Boye et al., 1997).

Una de las principales aplicaciones de esta proteina es su utilizaciébn como nutracéutico
debido a su alto contenido en triptofano (Beulens et al., 2004). La serotonina o 5-
hidroxitriptamina, es una sustancia que actla sobre todo como neurotransmisor y €s un
importante regulador del apetito, influye en la preferencia por macronutrientes y afecta al
estado de animo (Beulens et al., 2004). Un aumento en serotonina lleva asociado una
disminucion de apetito, un aumento por la preferencia relativa por proteinas en lugar de
carbohidratos y una mejora del estado de animo. La serotonina es sintetizada a partir del
aminoacido triptofano (Trp), que compite para atravesar la barrera hematoencefalica con
otros aminodcidos neutros grandes (LNAAs): valina, leucina, isoleucina, tirosina y
fenilalanina. Por tanto, la disponibilidad de triptofano en el cerebro no depende solo de la
concentracion total de triptofano en el plasma, sino que depende, principalmente, de la
relacion entre el triptéfano y la suma de los otros aminoacidos neutros LNAAS
(Trp/LNNA). Consecuentemente, un aumento en el plasma de la relacion Trp/LNNA se
traduciria en un aumento del triptéfano disponible en el cerebro y, por tanto, en un aumento
de los niveles de serotonina. El triptéfano suele ser un aminoacido limitante en la mayoria
de fuentes proteicas. Es mas, la mayoria de las proteinas causan una disminucién en la
relacion Trp/LNNA, de ahi que no sean apropiadas para el aporte de triptéfano. Sin
embargo, la a-lactoalbimina es un candidato potencial para suplementar triptéfano, ya que
puede aumentar la relacion Trp/LNNA en el plasma hasta un 48 % mas que la caseina
(Markus et al., 2000).

Otra de las principales aplicaciones de la a-lactoalbumina es su uso como aditivo en
férmulas infantiles (Lien, 2003). La leche bovina y humana difieren sustancialmente en la
relacion entre las proteinas del lactosuero y la caseina presente (~ 60:40 en la leche humana

y ~ 20:80 en la bovina), asi como en las proporciones de proteinas especificas. Por tanto, si
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se adiciona concentrado de proteinas del lactosuero bovino en formulas infantiles, para
mantener la proporcidn entre proteinas del lactosuero y caseina presente en la leche humana
se obtendrian formulas con un exceso en B-lactoglobulina y una concentracion de o-
lactoalbumina relativamente baja; mientras que si lo que se intenta es mantener el perfil de
aminoacidos esenciales presente en la leche materna, dichas formulas tendrian un exceso de
proteinas. Con el fin de conseguir formulas infantiles mas semejantes a la leche humana se
estd optando por adicionar a-lactoalbimina. Este tipo de férmulas enriquecidas en a-
lactoalbumina ofrecen al recién nacido la ventaja de disponer de concentraciones de
triptofano en plasma iguales a las que tendrian si se alimentaran con leche materna, y
elimina la desventaja de férmulas anteriores en las que se proporcionaba al recién nacido un

exceso de nitrégeno, no beneficioso para su organismo.

Recientemente, se ha descubierto que una variante de la a-lactoalbumina puede entrar
selectivamente en células tumorales e inducir la apoptosis de dichas células (Chatterton et
al., 2006). Consiste en la forma molten globule de la a-lactoalbdmina, que se estabiliza con
un cofactor que es un &cido graso. Estos complejos proteina-lipido se conocen con el
nombre de HAMLET/BAMLET para la a-lactoalbimina humana/bovina, respectivamente.
Hay que resaltar que esta union es estereo-especifica y que solo un acido graso cis
insaturado puede enlazarse con la a-lactoalbumina y, dentro de estos, solo la union con el
acido oleico en una conformacion compacta es activa contra las células tumorales. Sin
embargo, a pesar de que este tipo de complejos pueden ser considerados como candidatos
potenciales para tratamientos terapéuticos, se requiere seguir investigando desde el punto
de vista cientifico y clinico acerca de si tales complejos se forman o no durante la digestion
y si son beneficiosos 0 no para la digestion humana (principalmente para los recién

nacidos).
+ [-lactoglobulina

La B-lactoglobulina es la proteina més abundante en el lactosuero bovino, representando
alrededor de la mitad de las proteinas presentes. A pesar de que la B-lactoglobulina puede
unirse in vitro a gran variedad de sustancias hidrofdbicas, entre las que destacan retinol
(vitamina A) y &cidos grasos de cadena larga, la funcién fisioldgica de esta proteina ain no
es muy conocida. Pérez et al. (1992) demostraron que la B-lactoglobulina aumentaba la

actividad de una lipasa pre-gastrica mediante la union con los acidos grasos que inhibian la
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accion de dicha enzima. Por tanto, la B-lactoglobulina podria participar en la digestion de
los lipidos lacteos durante el periodo de lactancia. Por otro lado, Kushibiki et al. (2001)
realizaron un estudio sobre el efecto de la B-lactoglobulina en la absorcion intestinal de
retinol, triglicéridos y acidos grasos de cadena larga en terneros, observandose una mejora
en dicha absorcion. De ahi que especularan que la B-lactoglobulina puede tener como

funcidn biologica la absorcion y subsiguiente metabolismo de acidos grasos.

Esta formada por una sola cadena de 162 aminoacidos, con un peso molecular de 18362
g/mol y un punto isoeléctrico de 5.2 (Zydney, 1998). En la Figura 2.12 se puede observar la
estructura de la B-lactoglobulina. Existen varias variantes genéticas, siendo las mas
comunes las llamadas A y B, que difieren en dos aminoacidos. La variante A tiene una
valina en la posicion 118, y un aspértico en la posicion 64, mientras que la variante B tiene

alanina y glicina, respectivamente.

Figura 2.12. Diagrama estructural de p-lactoglobulina.

La estructura terciaria de los mondmeros de la B-lactoglobulina contiene un grupo tiol (-
SH) y esta mantenida por dos puentes disulfuro (-S-S-). Aunque es la mas hidrofobica de
las proteinas del lactosuero, la B-lactoglobulina es muy soluble en agua debido a que la
mayoria de los componentes no polares estan en el interior de la proteina y la mayoria de

los polares estan en la superficie.

Dependiendo de las condiciones de la solucion, la B-lactoglobulina puede existir en uno de
los distintos estados estructurales dependientes del pH (Taulier y Chalikian, 2001). Por

debajo de pH 3, la B-lactoglobulina se presenta en forma de mondémeros. Alrededor de pH

33



Obtencion de lactoferrina bovina mediante ultrafiltracion de lactosuero

4.5, tiende a formar estructuras de hasta ocho moléculas. Al pH de la leche, se presenta en
forma de dimeros, con los monomeros unidos de forma no covalente. Estos dimeros se
forman entre pH 4 y pH 8. Por encima de pH 8, se produce la desnaturalizacion irreversible
de la B-lactoglobulina, que se presenta en forma de monomeros que pierden su estructura

terciaria rigida y parte de su estructura secundaria.

La B-lactoglobulina tiene muy buenas caracteristicas gelificantes, por lo que es muy
utilizada en alimentos en los que se requiera retener agua y que presenten buena textura
(Chatterton et al., 2006). Asi, se utiliza en carnes, productos con pescado, productos de
confiteria y otros muchos alimentos prefabricados. Ademas, el rango de aplicaciones de
productos enriquecidos con esta proteina se amplia gracias a la flexibilidad de los geles que
se forman, ya que éstos pueden ser translicidos, opacos, elasticos o inelasticos segun las
condiciones quimicas, fundamentalmente pH y fuerza i6nica, en las que ocurra la gelacion
(Chatterton et al., 2006).

Otra de las principales aplicaciones de la p-lactoglobulina es como espumante y
emulsionante (Dunlap y Cété, 2005), por lo que es ampliamente utilizada en formulaciones

alimentarias como merengues y productos similares.

La B-lactoglobulina presenta muy buena solubilidad y claridad en un rango amplio de pH,
es estable a tratamientos a altas temperaturas y tiene un valor nutricional elevado. Todas
estas propiedades hacen que sea una proteina muy usada como agente activo en bebidas
enriquecidas con proteina, como zumos de frutas y bebidas para deportistas, y en bebidas

de larga duracién (Chatterton et al., 2006).
+ BSA

La seroalbumina bovina es una de las proteinas mas abundantes en el sistema circulatorio
sanguineo. Su principal funcion bioldgica se debe a su habilidad para unirse a gran variedad
de ligandos (Grybos et al., 2004). Asi, sirve de transporte de los acidos grasos, insolubles
en el plasma sanguineo; aisla radicales libres de oxigeno o inactiva metabolitos lipofilos

que son toxicos.

Es una proteina relativamente grande, 69000 g/mol (Zydney, 1998), con una cadena

formada por 583 aminoacidos. Al igual que la a-lactoalbimina y la B-lactoglobulina, es
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una proteina acida, presentando carga neta nula a valores de pH entre 4.7 y 4.9 (Zydney,
1998). Su estructura tridimensional (Figura 2.13) esta compuesta por tres dominios, cada
uno de ellos formado por diez segmentos helicoidales. Su estructura secundaria, en su

forma nativa, es principalmente alfa-helicoidal y contiene 17 puentes disulfuro.

Figura 2.13. Diagrama estructural de BSA.

La BSA presenta diferentes estados de isomerizacion en funcién del pH al que se encuentre.
En la Figura 2.14 se indican estos estados, el pH de transicion de un estado a otro, asi como

el porcentaje de estructura alfa helicoidal que presenta (Foster, 1997).

pH de transicion: 2.7 4.3 8.0 10.0
E «<----> F €----> N €----> B «----> A

Nombre del estado:  Expandido Rapido Normal Basico Envejecido

% helicoidal: 35 45 55 48 48

Figura 2.14. Formas isoméricas de la BSA en funcidén del pH (Foster, 1997).

La transicion de N a F implica el desdoblamiento del dominio I1l. La forma F se caracteriza
por un gran aumento de la viscosidad, mucha menor solubilidad y una significante pérdida
del contenido helicoidal. A valores de pH inferiores a 4, la BSA sufre otra expansion,
debida a la pérdida de las helices entre dominios (hélice 10 del dominio | que esta
conectada con la hélice 1 del dominio Il, y hélice 10 del dominio Il conectada a la hélice 1
del dominio I11). Esta forma expandida (forma E) lleva consigo un aumento intrinseco de la
viscosidad, y un aumento axial en el radio hidrodindmico. Sin embargo, estudios recientes
(Grybos et al., 2004) indican lo contrario. Estos autores obtuvieron diametros reales de la
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molécula de BSA de 10 £ 2.5 nm, 11 £+ 4 nm, 13+ 6 nmy 22 + 5 nm para pH 2.0, 3.5,5.0y
7.0, respectivamente. En la Figura 2.15 se muestran las formas N y las formas E y F
propuestas por Carter y Ho (1994). A pH 9, la BSA cambia su conformacion a la forma
basica (B). Si se mantiene la disolucién de BSA a pH 9 y baja fuerza iénica a 3 ° C durante

3 0 4 dias, ocurre otra isomerizacién, conocida como la forma A.

Figura 2.15. Estructura de laforma N de la BSA y las formas E y F propuestas (Carter y Ho,
1994).

La BSA es muy utilizada tanto en la industria alimentaria como para fines terapéuticos
(Zydney, 1998). Estas aplicaciones son debidas a sus principales propiedades: capacidad
espumante, propiedades gelificantes y capacidad de enlazar ligandos. La primera de ellas es
consecuencia de que su difusion a través de la interfase aire-agua le permite reducir la
tension superficial, creando y estabilizando las emulsiones. En esta interfase, las moléculas
de BSA se desdoblan parcialmente y se asocian para producir una pelicula intermolecular
elastica. Esta capacidad espumante se ve mejorada cuando la BSA interacciona con otras
proteinas, principalmente basicas, como protaminas (Glaser et al., 2007), lisozima y
clupeina (Poole et al., 1984). Cuando se utiliza BSA sola actia mejor en valores de pH
cercanos a su punto isoeléctrico, donde la repulsion electrostatica es minima. Sin embargo,
cuando se utiliza con proteinas basicas, la expansion y estabilidad de la emulsion es mayor
para pH entre 8 y 9, que son valores intermedios entre los puntos isoeléctricos de la BSA 'y
de las proteinas bésicas, es decir, cuando las proteinas se encuentran cargadas con signo

opuesto.
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A temperatura ambiente la estructura terciaria de la BSA esta bien definida y estabilizada.
Sin embargo, al aumentar la temperatura, algunas regiones moleculares pierden su
conformacién, haciéndose accesibles a nuevas interacciones con otras moléculas,
produciéndose agregados solubles mediante enlaces disulfuro y enlaces no covalentes
(Militello et al., 2003). ElI mecanismo de gelacion se lleva a cabo en dos etapas. En la
primera etapa ocurre el desdoblamiento o disociacién de las moléculas de proteina,
mientras que en la segunda se dan las reacciones de asociacion o agregacion. La naturaleza
de los geles obtenidos (ordenados o desordenados, estructura y tipo de los agregados)
depende de las condiciones del proceso de gelacion, principalmente pH, temperatura,

tiempo de calentamiento y concentracion de proteina (Militello et al., 2004).

Probablemente, la propiedad mas importante de la BSA es su capacidad para unirse
reversiblemente a una gran variedad de ligandos. Entre ellos caben destacar los &cidos
grasos de cadena larga, insolubles en el plasma, que son transportados gracias a su union
con la BSA (Alvarez et al., 1996). Estos &cidos grasos enlazados a la BSA no son toxicos y
son utilizados para formar diferentes tejidos en el organismo. Sin embargo, en su forma
libre, tienen propiedades detergentes, desnaturalizan proteinas y causan distintos problemas
en organos celulares. Ademas, la BSA transporta y sirve de depdsito de 6xido nitrico, que
estd implicado en procesos fisiologicos importantes, como, por ejemplo, la
neurotransmision (Stamler et al., 1992). Otra de las propiedades de la BSA es como
antioxidante (Kouoh et al., 1999), funcion debida a la unioén de la BSA con radicales

oxigenados libres que son, por tanto, retirados del plasma sanguineo.
+ Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas cuya funcion esencial es la de unirse a un
antigeno. Esta unidn tiene una gran especificidad, de tal manera que una inmunoglobulina
se unird fundamentalmente y con mayor avidez a un antigeno determinado. Para la
destruccion de dicho antigeno requieren de la colaboracion de otros elementos. Asi, cuando
las inmunoglobulinas detectan los antigenos, se unen a ellos y acttan de transductores de la
informacion de la presencia de los mismos que serian destruidos por macréfagos,

polimorfonucleares o células NK.

Se conocen cinco tipos de inmunoglobulinas: I1gM, IgA, 1gG, IgD e IgE. La

inmunoglobulina G es la mas abundante, representando mas del 70 % de las
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inmunoglobulinas séricas, mientras que la inmunoglobulina M representa del 5-10 %, la

IgA del 10-15 %y las IgD e IgE se presentan en mucha menor proporcion.

Las inmunoglobulinas tienen un punto isoeléctrico entre 5.5-8.3 y un peso molecular que
varia entre 150000-1000000 g/mol (Zydney, 1998). Estan formadas por cadenas
polipeptidicas agrupadas, dependiendo del tipo de inmunoglobulina, en una o varias
unidades estructurales basicas. Cada unidad estructural basica tiene forma de Y como puede
observarse en la Figura 2.16 y estd compuesta por dos cadenas de bajo peso molecular,
denominadas cadenas ligeras o cadenas L; y otras dos de alto peso molecular, llamadas
cadenas pesadas o cadenas H. Las cadenas ligeras estdn formadas por unos 200
aminoacidos, mientras que las pesadas poseen unos 400 aminoécidos. Cada cadena ligera
estd unida a una cadena pesada por un puente disulfuro, mientras que las cadenas pesadas,

que estan glicosiladas, se unen entre si mediante dos puentes disulfuro.

Figura 2.16. Diagrama estructural de una unidad basica de inmunoglobulina.

Mehra et al. (2006) recogieron en su revisién las principales propiedades de las
inmunoglobulinas. Entre ellas se encuentra la capacidad para prevenir el ataque de
patogenos al tejido epitelial, que es un paso critico en el establecimiento de una infeccion.
Es decir, las inmunoglobulinas suponen una proteccién inmunoldgica pasiva contra
infecciones microbianas. Por otro lado, cuando las infecciones ya estan establecidas, las
inmunoglobulinas pueden ser utilizadas con efectos terapéuticos, si bien s6lo ha sido
comprobado en enfermedades donde la infeccibn se mantiene mediante constantes
reataques y reinfecciones, como es el caso de las caries; o en aquellas en las que estan

involucradas toxinas o componentes inflamatorios. Por todo ello, se comercializan
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alimentos enriquecidos en inmunoglobulinas destinados tanto a la alimentacion de animales

de granja, como a suplementar la dieta humana.
+ Lactoferrina

La lactoferrina es una proteina fijadora de hierro, emparentada estructuralmente con la
transferrina de la sangre y con la ovotransferrina de huevo. La lactoferrina de la leche est4
muy poco saturada en hierro, ya que una de sus funciones bioldgicas es la proteccion del
recién nacido mediante la absorcion de hierro, haciendo éste indisponible para las bacterias

y para la formacidn de radicales libres en las reacciones de oxidacion.

La lactoferrina es una glicoproteina con un peso molecular de 78000 g/mol y con un punto
isoeléctrico en la zona basica, 9.0 (Zydney, 1998). La secuencia de aminoacidos de la
lactoferrina bovina consiste en una cadena polipeptidica simple de 689 aminoacidos (Moore
et al., 1997), dos aminoacidos menos que la lactoferrina humana. A pesar de que las
secuencias de la lactoferrina bovina y la humana coinciden en un 69 %, ambas moléculas
presentan la misma estructura tridimensional. En la Figura 2.17 se observa que la
lactoferrina esta constituida por dos l6bulos (I6bulo N y l6bulo C, correspondientes a las
mitades de la molécula que contienen el N terminal y el C terminal, respectivamente), que
tienen una secuencia coincidente en, aproximadamente, un 40 %. Estos lobulos, que se
dividen a su vez en dos dominios (N1, N2, C1 y C2) (Baker y Baker, 2005), estan unidos

mediante una hélice de tres vueltas.

Los puntos de unidn del hierro estan localizados en posiciones equivalentes en ambos
I6bulos. La unidn del hierro es reversible y tiene lugar en presencia de un i6n carbonato o
bicarbonato por cada ién férrico. El hierro se une directamente a los grupos laterales de dos
tirosinas, una histidina y un aspartico, mientras que el i6n carbonato (o bicarbonato),

también unido al hierro, interacciona con la cadena lateral de una arginina.
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Figura 2.17. Diagrama estructural de LF.

La lactoferrina bovina forma complejos no covalentes con la B-lactoglobulina y la BSA,
con una relacion molar lactoferrina-proteina de 2:1 y 1:1, respectivamente (Lampreave et
al., 1990). Sin embargo, no hay evidencias de asociacion de la lactoferrina con la -

lactoalbUmina.

Debido a su semejanza con las transferrinas, las primeras investigaciones acerca de las
funciones de la lactoferrina se centraban en su capacidad para enlazar hierro: absorcién de
hierro, actividad antimicrobiana y regulacion del metabolismo del hierro durante procesos
de inflamacion. Sin embargo, investigaciones posteriores han revelado gran cantidad de
funciones, muchas de ellas no relacionadas con el enlace de hierro. En la Figura 2.18 se

recogen estas posibles funciones.
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Inmunomoduladora

Anti-tumoral 4 Antiparasitaria
Anti-inflamatoria Antifungica
Hipoferremia Antivirica
Absr(])ir:riréon de LACTOFERRINA Antibacteriana
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Péptidos Procoagulante

catiénicos

Figura 2.18. Posibles funciones de la lactoferrina (Brock, 2002).

Una de las funciones mas importantes de la lactoferrina es su actividad antimicrobiana
contra gran cantidad de bacterias, hongos y virus. Su primera funcién antimicrobiana es
bacteriostatica, es decir, detiene el crecimiento de las bacterias. Gracias a su gran capacidad
para enlazar hierro, la lactoferrina retira éste de las zonas de infeccién, no permitiendo a los
patdgenos disponer de este nutriente esencial para su crecimiento. Ademas, la lactoferrina
tiene una segunda funcidon antimicrobiana, mediante actuacion directa sobre los
microorganismos. La apolactoferrina (forma de la lactoferrina desprovista de hierro) puede
unirse a la membrana externa de bacterias, causando una rapida liberacion de
lipopolisacaridos y, por tanto, un aumento de la permeabilidad de la membrana, siendo mas
susceptible a choques osmoticos, a lisozima y a otras moléculas bacterianas. Recientemente
se ha descubierto una tercera funcion antibacteriana de la lactoferrina, una actividad
proteolitica. Mediante proteolisis, la lactoferrina degrada a ciertos microorganismos,
disminuyendo asi su patogenidad (Valenti y Antonini, 2005). En cuanto a su actividad
antivirica, la lactoferrina bovina es un potente inhibidor del desarrollo de diferentes virus
tales como el virus del herpes simplex 1y 2, el virus de la inmunodeficiencia humana o los
virus de la hepatitis B 'y C (Valenti y Antonini, 2005).
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Otra de las funciones destacables de la lactoferrina es la regulacion de las respuestas
inmune y antiinflamatoria. A nivel celular, la lactoferrina actia como promotor de la
activacion, diferenciacion y proliferacion de las células del sistema inmunoldgico (Legrand
et al., 2006). En los focos de inflamacion, la lactoferrina retira las moléculas de hierro libre,
previniendo de este modo que sirva de catalizador en la produccion de radicales libres
dafiinos (Legrand et al., 2005). Ademas la lactoferrina puede realizar esta funcion
antiinflamatoria de forma directa al unirse a las endotoxinas bacterianas (lipopolisacaridos),

mediadores en la respuesta inflamatoria en infecciones bacterianas (Brock, 2002).

En los altimos afios se ha estudiado en animales el efecto inhibidor de la lactoferrina en el
desarrollo de tumores experimentales cuando se administra oralmente en el estado de post-
iniciacién. Se ha encontrado inhibicion de carcinogénesis de colon, esofago, pulmon y
vejiga en ratas (Tsuda et al., 2002). En la Figura 2.19 se recogen los posibles mecanismos
de accion de la lactoferrina y fragmentos de ésta para prevenir la carcinogénesis en
diferentes oOrganos. La inhibicién de la carcinogénesis de colon parece deberse a la
supresion de enzimas de fase I, como citocromo P450 1A2 (CYP1A2), que es
preferentemente inducido por aminas heterociclicas carcinogénicas. Otro posible
mecanismo encontrado en la metéstasis de células en el intestino delgado supone la
estimulacion de la produccion de Interleukina 18 (IL-18) y caspasa-1 en las ceélulas
epiteliales, que conlleva una induccion de las células positivas de interferon (INF-y+). Esto
supone que la inmunidad de la mucosa intestinal mejore sustancialmente. Por otro lado, la
lactoferrina ejerce una actividad anti-virus de la hepatitis C (HCV) en pacientes con
hepatitis activa cronica. Por ultimo, mediante la mejora de la microflora, la lactoferrina
inhibe la produccion de acidos bilicos libres (toxicos) que favorecen la proliferacién celular
Yy, por tanto, la carcinogénesis. Con todo esto se concluye que, mediante la ingesta oral de la
lactoferrina bovina, se puede prevenir el cancer de colon, reducir la metastasis de células
tumorales, aumentar la inmunidad intestinal y actuar como agente anti-virus de la hepatitis
C.
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Figura 2.19. Posibles mecanismos del efecto de la lactoferrina bovina y sus fragmentos,
obtenidos por hidrélisis, para prevenir la carcinogénesis en diferentes érganos (Tsuda et al.,
2002).

En resumen, las proteinas del lactosuero, individualmente, presentan propiedades
bioldgicas, nutricionales y funcionales que las hacen muy interesantes para la mejora de
formulas infantiles, alimentos funcionales y nutracéuticos. Es por ello que el
fraccionamiento del suero lacteo para la recuperacion y aislamiento de las proteinas que
contiene es de gran interés cientifico y comercial. En el préximo epigrafe se abordaran los

diferentes métodos utilizados para tal fin.
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2.2. METODOS DE SEPARACION Y PURIFICACION DE
PROTEINAS DEL LACTOSUERO

Los métodos para separar las proteinas del lactosuero intentan explotar las diferencias
existentes entre dichas proteinas: solubilidad, tamafio, concentracion, carga eléctrica o
afinidad por otras moléculas. De este modo, los principales procesos propuestos para el

fraccionamiento de las proteinas del lactosuero se pueden clasificar en tres categorias:
> Precipitacion selectiva
> Meétodos cromatogréficos

» Filtracién con membranas

2.2.1. Precipitacién selectiva

La precipitacion selectiva es uno de los métodos mas antiguos y simples para separar
proteinas. Es un proceso que consiste en el ajuste de las propiedades fisico-quimicas de una
disolucidon para promover la insolubilidad de alguno/s de sus componentes. Cada una de las
proteinas del lactosuero presenta una solubilidad diferente en funcién del pH, temperatura 'y
fuerza idnica a la que se encuentre. Por tanto, variando el ambiente fisico-quimico del
lactosuero se conseguira obtener dos fracciones: un sobrenadante mas diluido que la
alimentacion y un precipitado mas concentrado en el 6 los componentes insolubles en esas
condiciones. Otra de las estrategias para insolubilizar una o varias proteinas presentes en
una mezcla consiste en la adicion de un agente que reaccione selectivamente con ella/s,

provocando asi su precipitacion y retirada de la mezcla liquida.

Existen muchos procesos propuestos para fraccionar las proteinas del lactosuero utilizando
el método de precipitacion selectiva, en el que la estrategia utilizada depende de la proteina
que se desee insolubilizar. A continuacion se detallan los estudios mas recientes y
relevantes que emplean esta técnica para el fraccionamiento del lactosuero o purificacion de

alguna de sus proteinas.

Outinen et al. (1996) estudiaron dos métodos de precipitacion selectiva mediante

tratamiento térmico para, a partir de lactosuero, separar la o-lactoalbumina de la -
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lactoglobulina. EI método 1 tenia una primera etapa de concentracion (4 veces) del
lactosuero mediante ultrafiltracion; mientras que en el método 2, el lactosuero se
concentraba 3 veces mediante un evaporador a vacio. En ambos procesos se consiguié la
precipitacion de la a-lactoalbimina, BSA e inmunoglobulinas mediante tratamiento
térmico a 55°C durante 30 min a pH 3.6. Esta fraccion desnaturalizada se separ6 mediante
centrifugacion vy, tras dispersion en agua y neutralizacion, se liofiliz6. El sobrenadante,
compuesto basicamente por B-lactoglobulina se neutralizé y, en el método 1 se liofiliz6
directamente, mientras que en el método 2 se ultrafiltré hasta contener un 70% en proteina
antes de liofilizarlo. En ambos casos se produjo una pérdida importante de proteina a lo

largo del proceso.

Bramaud et al. (1997) realizaron una optimizacion sobre la precipitacion selectiva de o-
lactoalbumina mediante tratamiento térmico suave. Como la precipitacion de la o-
lactoalbumina a su punto isoeléctrico esta controlada por el equilibrio de complejacién
calcio-proteina, la adicién de citrato, un quelante de calcio, reduce la concentracion de
calcio idnico libre, desplazando el fendmeno de precipitacion a rangos de temperatura
menores. De este modo, el tratamiento térmico (a pH 3.9) se pudo llevar a cabo a 35 °C, en
lugar de 55°C, consiguiendo asi que permaneciese soluble méas del 98% de la B-
lactoglobulina y que la cantidad de BSA e inmunoglobulinas co-precipitadas se viese
reducida. La fraccion de a-lactoalbimina precipitada dependié de las condiciones de

temperatura y de la concentracion inicial de la misma.

Geésan-Guiziou et al. (1999) investigaron un proceso de precipitacion de a-lactoalbumina a
escala de laboratorio y planta piloto. El proceso constaba de una primera etapa de
clarificacién del concentrado de proteinas de lactosuero, seguido por la precipitacion
térmica (pH 3.9, 55°C, 30 o 150 min) de la a-lactoalbimina, BSA e inmunoglobulinas. La
B-lactoglobulina se separd del precipitado mediante diafiltracion o microfiltracion. El
precipitado se resolubilizd y se concentré mediante diafiltracién o microfiltracion. A escala
de laboratorio, se obtuvieron purezas en el rango de 52-83% y 85-94% para la a-
lactoalbumina y B-lactoglobulina, respectivamente. Sin embargo, a escala de planta piloto,

solo se consiguid recuperar el 6% de la a-lactoalbimina y el 51% de la B-lactoglobulina.
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Konrad et al. (2000) analizaron un nuevo proceso, a escala de planta piloto, para obtener un
aislado de pB-lactoglobulina a partir de lactosuero. EI método comprendié un primer
tratamiento enzimatico con pepsina porcina del lactosuero (pH 1.9, 40°C, 2h) con el que
todas las proteinas excepto la B-lactoglobulina fueron hidrolizadas. Mediante una segunda
etapa con membranas: 1) microfiltracion con membrana de 0.1 um, 40°C, pH 1.9, 2)
ultrafiltracion para concentrar 15 veces el retenido y, 3) diafiltracion con 10 KDa, 40°C, pH
1.9, las proteinas hidrolizadas fueron recogidas en el filtrado mientras que la B-
lactoglobulina permanecio en el retenido. Con este proceso se consiguio recuperar el 67.3%

de la B-lactoglobulina inicial.

Kiesner et al. (2000) propusieron un proceso combinado de precipitacion selectiva y
filtracion con membranas para obtener suero enriquecido en a-lactoalbumina. En la primera
etapa se realizd un tratamiento térmico a 90°C que provoco una desnaturalizacion moderada
de la a-lactoalbimina (73.8%) y una desnaturalizacion casi completa de la B-lactoglobulina
(99.2%). En la segunda etapa, el suero pretratado térmicamente se filtré a través de una
membrana cerdmica de 0.1 um, a 50 °C y 0.7 bar de presion transmembrana. Como
resultado de este proceso combinado se obtuvo un filtrado con el 7.5% de la o-
lactoalbumina inicial y solamente el 0.02% de la B-lactoglobulina. Los autores indicaron

que, aunque la recuperacion de a-lactoalbdmina era baja, la técnica propuesta era simple.

Rodrigues et al. (2001) desarrollaron un sistema de extraccion liquido-solido para obtener
una fraccion rica en a-lactoalbumina y otra rica en B-lactoglobulina a partir de una mezcla
ideal de o-lactoalbumina y p-lactoglobulina y de un concentrado de proteinas de
lactosuero. El sistema de extraccidon estaba formado por un polimero (Polietilenglicol) y
una sal inorganica ((NH,4).SO,). En las condiciones Optimas y utilizando la mezcla ideal se
consiguio recuperar el 96.7% de la a-lactoalbumina en la fase superior y el 83.8% de la -
lactoglobulina en la fase inferior; con coeficientes de particion de 12.8 y 0.34,
respectivamente. Sin embargo, cuando se utilizé el concentrado de proteinas, estos valores
fueron muy inferiores, debido a la complejidad de la mezcla. Utilizando esta misma
estrategia, pero partiendo de suero &cido y utilizando el sistema Tween 80/(K;HPO, y
NaH,PQO,), Liu et al. (2006) consiguieron recuperar el 87.6% de la a-lactoalbdmina en la

fase polimérica solida y el 98.2% de la B-lactoglobulina en la fase acuosa salina. La fase
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solida, mediante la adicion de agua y sales, sufrié una nueva extraccion liquido-solido,

recuperandose el 85.1% de la a-lactoalbumina en la fase acuosa salina.

Alomirah y Alli (2004) investigaron la separacion de a-lactoalbimina y B-lactoglobulina a
partir de distintos preparados de proteina de lactosuero. Se basaron en la solubilidad de la
B-lactoglobulina a bajo pH en presencia de sal, en la debil union de calcio con la a-
lactoalbumina a pH inferior a 3.9, y en la facilidad de secuestro de calcio mediante
quelantes, lo que provoca la desestabilizacion y precipitacion de la forma libre de calcio de
la a-lactoalbimina. Se adiciond al suero inicial citrato sodico y hexametafosfato sédico
(agentes quelantes), ajustando el pH a 3.9 e incubando durante 45 min a 35°C, provocando
la precipitacion de la a-lactoalbumina libre de calcio. Tras centrifugacion se obtuvo el
primer producto, el sobrenadante, conteniendo del 47-69% de la B-lactoglobulina inicial
con una pureza del 84-95%, en funcién del suero inicial. El precipitado se resolubiliz6
afladiendo CaCl,, recuperandose la forma de a-lactoalbumina saturada en calcio. Se
centrifugd y se obtuvo la segunda fraccion final, la de a-lactoalbimina sin ajuste de pH,
con el 23-89% de recuperacion de a-lactoalbimina y purezas del 83-90%. Por ultimo, el
precipitado de esta segunda centrifugacion se resolubilizé con CacCl, y se ajusté el pH a 7.5.
Se centrifugo y se obtuvo en el sobrenadante del 11 al 43% de la a-lactoalbumina inicial

con purezas entre el 68 y 73%.

Fuda et al. (2005) optimizaron la separacién selectiva de p-lactoglobulina de suero dulce
mediante la utilizacién de microburbujas estabilizadas generadas por agitacién intensa de
un surfactante cationico (bromuro de cetil trimetil amonio). La mezcla de estas
microburbujas con el suero provocd la complejacion de la B-lactoglobulina, que quedd asi
separada del resto de proteinas del lactosuero. Tras el estudio de pardmetros del proceso
como pH, fuerza idnica y relacion de la cantidad de surfactante/proteina, llegaron a unas
condiciones optimas (pH 8, fuerza idnica 0.018 M y masa surfactante/masa proteina total
0.26-0.35) en las que el 80-90% de la B-lactoglobulina fue retirada de la fase liquida como
precipitado, mientras que el 75% de la LF y lactoperoxidasa, el 80% de la BSA, el 95% de
las inmunoglobulinas y el 65% de la a-lactoalbdmina fueron recuperadas en la fraccién
liguida. Empleando esta misma técnica pero con un surfactante anidénico, bis(2-

etilhexil)sulfosuccinato sodico, Fuda et al. (2004) separaron el 90% de la LF y
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lactoperoxidasa presentes en el suero dulce inicial. Sin embargo, la adsorcion de otras

proteinas ademas de las pretendidas hizo que la selectividad del proceso fuese baja.

Ekici et al. (2005) realizaron un estudio sobre el fraccionamiento, mediante formacién de
espumas, de BSA, B-lactoglobulina y a-lactoalbimina presentes en lactosuero. Investigaron
la influencia del pH y el tiempo en el proceso, proponiendo una posible estrategia de
separacion consistente en una primera etapa a pH 6.2 durante 1 h que daria lugar a una
recuperacion del 45.2% de la pB-lactogloblina, 31.4% de la a-lactoalbumina y Unicamente
un 6.5% de la BSA. EIl suero restante podria volver a sufrir el proceso de fraccionamiento
pero a pH 2, con lo que se obtendria BSA pura. La fraccion espumosa resultante de la
primera etapa podria volver a espumarse a pH 3.5 y después de 5 min, la nueva fraccion

espumosa contendria el 88% de B-lactoglobulina 'y el 12% de o-lactoalbumina.

Da Fonseca y Bradley (2005) patentaron un método para fraccionar las proteinas del
lactosuero utilizando goma xantica como agente complejante de la pB-lactoglobulina. El
sobrenadante obtenido tenia una pureza del 95% de o-lactoalbumina, mientras que el

precipitado tenia una pureza del 95% de B-lactoglobulina.

Lucena et al. (2006) precipitaron simultaneamente o-lactoalbiumina, BSA e
inmunoglobulinas presentes en un concentrado de proteinas de lactosuero mediante la
adicion, a pH 4, de acido lactico para retirar iones calcio. Mediante centrifugacion se separo
el precipitado, que se resolubilizo restaurando el pH inicial. Con este proceso se obtuvieron
dos fracciones: una solucion enriquecida en a-lactoalbimina (86% de recuperacién con una
pureza del 74%) y una fraccion enriquecida en B-lactoglobulina (99% de la proteina inicial)

con una pureza superior al 85%.

Casal et al. (2006) describieron un método para retirar selectivamente B-lactoglobulina de
suero dulce por la adicién de chitosan. Cuando se adicion6 al suero clarificado 1.9-3.0
mg/mL de chitosan, a pH 6.2, se consiguio retirar el 100% de la B-lactoglobulina presente,

mientras que el 80% del resto de proteinas permanecieron solubles.

48



Antecedentes

2.2.2. Métodos cromatogréaficos

La cromatografia puede definirse como una técnica que separa una mezcla de solutos
basada en la velocidad de desplazamiento diferencial de los mismos que se establece al ser
arrastrados por una fase movil (liquida o gaseosa) a través de un lecho cromatogréafico que
contiene la fase estacionaria, la cual puede ser liquida o sélida. Las propiedades de los
componentes de una mezcla determinan su movilidad entre si y con respecto a la fase
movil. La base de la separacion cromatografica serd, por tanto, la diferencia en la migracién

de los mismos.

Existen muchos procesos que utilizan métodos cromatograficos para fraccionar las
proteinas del lactosuero. A continuacion se indican los trabajos realizados en los ultimos

afios en este sentido, clasificados en funcidn del tipo de cromatografia utilizada.
+ Cromatografia por afinidad

La cromatografia por afinidad es un tipo de cromatografia que permite la separacion de una
0 unas pocas proteinas de una mezcla compleja por su afinidad o capacidad de unién a un
determinado ligando. El lactosuero se introduce en la columna donde la proteina que se
desea purificar queda adsorbida mediante una unidn especifica con un ligando que
previamente se ha unido covalentemente a la matriz de la columna. El resto de proteinas
son lavadas o eluidas a través de la columna mediante una primera fase movil que no
influye en el acoplamiento. A continuacion se introduce una nueva fase maévil que desactiva
el acoplamiento por alteracion reversible de los sitios activos del inhibidor-ligando, de la
proteina o de ambos, eluyéndose asi la proteina de interés. Con este método se obtienen dos
fracciones a partir del lactosuero inicial. La primera de ellas conteniendo la proteina de
interés sola purificada; mientras que la segunda corresponderia al lactosuero exento de

dicha proteina.

Outinen et al. (1996) propusieron dos metodos cromatograficos para fraccionar el
lactosuero. Ambos procesos consiguieron la adsorcion por afinidad de la B-lactoglobulina,
obteniéndose la a-lactoaloimina en la fraccion eluida con agua. Las fases moviles
utilizadas para eluir la B-lactoglobulina fueron: acido clorhidrico en el método 1, en el que
la columna estaba empaquetada con gel de silice; y cloruro sédico en el método 2, que

contaba con resinas de poliestireno para la adsorcion. Las fracciones finales de ambos
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métodos se liofilizaron. La relacion a-lactoalbdmina/p-lactoglobulina en los productos
finales fueron: para el método 1, 1.25y 0.11; para el método 2, 1.67 y 0.17 para la fraccion

rica en a-lactoalbuminay para la rica en B-lactoglobulina, respectivamente.

Blomkalns y Gomez (1997) consiguieron el aislamiento de a-lactoalbdmina presente en un
concentrado de proteinas de lactosuero bovino mediante cromatografia por afinidad con
iones metalicos inmovilizados (Cu(ll) unido a agarosa). La proteina fue eluida con acetato
sodico (pH 5.5-3.8) y pasada por otra columna de agarosa descargada para eliminar los
iones Cu(lIl) presentes. El producto final contenia el 80% de la a-lactoalbimina inicial con

una pureza del 90%.

Li-Chan et al. (1998) aislaron lactoferrina a partir de suero dulce utilizando columnas de
inmunoafinidad. Inmovilizaron anticuerpos especificos para lactoferrina sobre un lecho de
agarosa mediante enlaces covalentes. Como fase movil utilizaron HCI a pH 2.8 0 un
eluyente comercial. Con este proceso consiguieron recuperar 6.2+2 mg de LF pura

partiendo de 100 mL de lactosuero dulce.

Ulber et al. (2001) extrayeron LF y lactoperoxidasa de suero dulce utilizando cromatografia
de adsorcion con membranas fuertemente acidas. A escala de laboratorio estudiaron el
proceso para obtener las condiciones Optimas: adsorcion a pH 6.2 y elucion con 1 M de
cloruro sodico a pH 7, consiguiendo separar las dos proteinas adsorbidas mediante la
utilizacion de un gradiente de cloruro sédico en tres pasos: el primero y segundo (NaCl 0.1
M y 0.2 M) permitieron obtener la fraccion de lactoperoxidasa con 85% de pureza; la
tercera elucion (NaCl 1 M) dio lugar a la fraccion de lactoferrina con 95% de pureza.
Posteriormente, Plate et al. (2006) realizaron el escalado, obteniendo los mismos
resultados.

Gurgel et al. (2001) investigaron el fraccionamiento de las proteinas de lactosuero con un
ligando hexapeptidico enlazado a una resina. Se inyectd un aislado de proteinas de
lactosuero en la columna empaquetada con la resina y el ligando peptidico. La primera
fraccion, eluida con NaCl 0.1 M estaba formada por un 90.6% de a-lactoalbimina, 5.5% de
B-lactoglobulina y 2.5% de LF. Esta fraccion enriquecida en a-lactoalbimina contenia el
47.9% de la a-lactoalbumina inicial. La segunda fraccion, eluida con NaCl 0.25 M contenia

un 80.8% de B-lactoglobulina, 17.8% de a-lactoalbimina y 2.1% de LF. La tercera
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fraccion, eluida con NaCl 0.5 M estaba compuesta por 92.4% de B-lactoglobulina, 7.3% de
o-lactoalbimina y 0.3% de LF. La ultima fraccion, eluida con acido acético al 2% era una
mezcla de todas las proteinas (62.7% B-lactoglobulina, 2.5% a-lactoalbimina y 28.3%
BSA). Estos autores propusieron un proceso en dos etapas, combinando esta resina
peptidica con una amino resina, mediante el que se obtuvo una fraccion enriquecida en o.-
lactoalbumina con mayor pureza (100%) aunque con una recuperacién de la misma menor
(35.2%).

Schlatterer et al. (2004) estudiaron la separacion de [B-lactoglobulina de suero &cido
mediante cromatografia con hidroxiapatita ceramica, utilizando como agente desplazante
una fase movil de fosfato con gradiente iénico de fluoruro. Como resultado del proceso
obtuvieron una fraccion rica en B-lactoglobulina, con una pureza de, al menos, el 96%. Con
el fin de eliminar las trazas presentes (inmunoglobulinas G, BSA y LF), se utilizo
cromatografia de exclusion por tamafio, obteniéndose una pureza final para la f-

lactoglobulina de, aproximadamente, el 99%.

Conrado et al. (2005) utilizaron una resina hidrofobica de alta densidad para recuperar o.-
lactoalbumina de lactosuero bovino. El proceso se llevé a cabo en un lecho expandido,
utilizando Tris-EDTA durante la fase de adsorcion, con el fin de eliminar iones calcio para
hacer la a-lactoalbumina méas hidrofébica vy, asi, favorecer la unién de ésta con la resina.
Para eluir la proteina adsorbida se utilizé Tris y cloruro calcico. El producto obtenido tenia

una riqueza del 79%.

Pessela et al. (2006) propusieron un proceso en dos etapas para purificar inmunoglobulina
G a partir de concentrado de proteinas de lactosuero. La primera etapa de dicha estrategia
consistio en la eliminacion de la BSA mediante una adsorcion selectiva sobre un soporte de
agarosa. El suero, exento de BSA, se pasd a una segunda etapa en la que se consiguid
purificar la inmunoglobulina G por adsorcion selectiva sobre un soporte de monoaminoetil-
N-aminoetil-agarosa. De este modo se consiguié recuperar el 80% de las inmunoglobulinas,

practicamente puras.

Wolman et al. (2007) estudiaron la obtencion de LF a partir de suero de calostro bovino
empleando una membrana de fibras huecas de glicidil metacrilato/dimetil acrilamida

copolimerizados con membranas de polisulfona con un ligando de afinidad enlazado. La
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mejor desorcion (99%) se consiguié con 2 M NaCl en 25% de etilenglicol. Con este
proceso se consiguié un producto final con 94% de pureza de LF, con caseinas e

inmunoglobulinas como impurezas.

Chen et al. (2007) aislaron LF pura de suero bovino mediante adsorcion en microparticulas
superparamagnéticas de poliglicil metacritalo acopladas con heparina. Estas particulas
magnéticas mostraron alta efectividad, ya que retuvieron LF directamente de lactosuero
acido en un solo paso, consiguiéndose una pureza superior al 96%, utilizando soluciones de

cloruro sadico para eluir.
+ Cromatografia de intercambio ionico

Este tipo de cromatografia se utiliza para separar moléculas en base a su carga eléctrica. Se
utilizan resinas gque contienen grupos cargados, teniendo la propiedad de separar especies
ionizadas (cationes o0 aniones). Las proteinas que tengan igual carga que la resina pasaran
sin adsorberse sobre la misma y podran ser encontradas en las primeras fracciones que se
recojan. Las proteinas con carga contraria a la resina se uniran a la misma, mas fuertemente
cuanto mayor sea la carga. En el caso de mezclas proteicas, la cromatografia de intercambio
i6nico se basa en las diferencias en signo y magnitud de la carga eléctrica neta de las
proteinas a un valor de pH determinado. La afinidad de cada proteina por los grupos
cargados de la columna esta influenciada por el pH y por la concentracion de iones en
solucion que compiten con la proteina en la interaccion con la matriz. La separacion de la
proteina de la matriz cargada puede obtenerse gradualmente cambiando el pH y/o la
concentracion salina de la fase mdvil, de tal forma que se genere un gradiente de

concentracion.

Hahn et al. (1998) realizaron un estudio sobre la separacion de inmunoglobulina G, LF y
lactoperoxidasa del resto de proteinas presentes en el lactosuero. Utilizaron cuatro
intercambiadores catidnicos de forma que, en todos ellos, la a-lactoalbimina pasaba
libremente a través de la columna, mientras que las tres proteinas anteriormente indicadas
quedaban retenidas. Para eluir las proteinas adsorbidas se utilizaron gradientes de
concentracion de cloruro sodico, obteniendose diferentes fracciones en funcion del

intercambiador utilizado.
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Ye et al. (2000) describieron un proceso para fraccionar las proteinas de lactosuero
consistente en dos etapas de cromatografia de intercambio idnico. En la primera etapa, el
lactosuero se hizo pasar por un intercambiador cationico fuerte, sulfopropilo, para separar
LF y lactoperoxidasa. La lactoperoxidasa fue eluida utilizando cloruro sédico de 0.16 a
0.19 M a pH 6.5, y posteriormente, aumentando la concentracion (entre 0.42 y 0.55 M) se
eluyd la LF. El lactosuero exento de estas dos proteinas se introdujo en un intercambiador
anionico fuerte, aminoetil cuaternario, donde quedaron retenidas a-lactoaloimina y p-
lactoglobulina. La a-lactoalbumina se eluy6 utilizando como fase mévil HCI-Tris a pH 8.5
con 0.13 M de NaCl. La B-lactoglobulina B y A se eluyeron con la misma fase mévil a pH
6.8 conteniendo 0.17 M y 0.20 M de NaCl, respectivamente. Las fracciones obtenidas
fueron practicamente puras, pero en este proceso se perdieron las inmunoglobulinas y la
BSA.

Xu et al. (2000) consiguieron obtener suero enriquecido en inmunoglobulina G reteniendo
o-lactoalbimina, B-lactoglobulina y BSA en un intercambiador anidnico de poliestireno. El
suero inicial se puso en contacto con la resina durante 30 min a pH 7-8. El suero ya
enriquecido se ultrafiltro para concentrarlo 10 veces y se diafiltrd una vez a traves de una
membrana de 100 kDa. El contenido de inmunoglobulina G en el producto final fue 43.3%
cuando se utilizé suero acido como alimentacion a la resina, y 93% cuando se utiliz6 suero

de calostro.

Zhang et al. (2002) obtuvieron lactoferrina con alto grado de pureza haciendo pasar suero
de calostro bovino por una columna de cromatografia liquida de alta resolucion de
intercambio catidonico (agarosa). La lactoferrina se enlazd6 méas estrechamente al
intercambiador catidnico que el resto de proteinas del lactosuero, lo que permitid, tras su

elucion, obtener una fraccion de lactoferrina muy pura.

Etzel (2004) utilizd una columna de intercambio ionico, gel de agarosa, para separar o.-
lactoalbumina del resto de proteinas presentes en suero dulce de Mozzarella. Este suero, a
pH 4, se hizo pasar por la columna, de 15 cm de longitud y empaquetada con 80 mL de gel,
que retuvo el 95% de las proteinas del suero. La separacion se produjo mediante elucion
selectiva. En primer lugar, se hizo pasar una fase movil de acetato sddico a pH 4.9 para
recuperar, selectivamente, la a-lactoalbdmina enlazada. Como segundo eluyente se utiliz6

hidroxido sodico para recuperar el resto de proteinas. Por tanto, se obtuvieron dos
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fracciones: la primera conteniendo el 92% de la a-lactoalbimina presente en el suero
inicial y la segunda, exenta de a-lactoalbimina, conteniendo el resto de proteinas. Doultani
et al. (2004) propusieron, ademas de este proceso, la utilizacién de 4 fases mdviles para
obtener 4 fracciones: la primera con el 96% de la a-lactoalbumina inicial y exenta del resto
de proteinas; la segunda con la mayoria de la B-lactoglobulina, BSA e 1gG; la tercera con

toda la lactoperoxidasa y exenta de LF; y la cuarta solamente con LF.

Heeboll-Nielsen et al. (2004) fraccionaron las proteinas del lactosuero con
intercambiadores ionicos superparamagnéticos. El lactosuero fue tratado con
intercambiadores cationicos para adsorber las proteinas basicas, y el sobrenadante
resultante se puso en contacto con intercambiadores anidnicos. En la primera etapa se
adsorbieron LF, lactoperoxidasa y parte de las inmunoglobulinas. Estas Gltimas fueron
separadas de las otras dos proteinas eluyéndolas con cloruro sodico poco concentrado. La
LF y lactoperoxidasa fueron co-eluidas con cloruro sodico mas concentrado,
consiguiéndose una pureza 28 veces superior a la del lactosuero inicial. En la segunda etapa
la B-lactoglobulina fue separada del resto de proteinas mediante la adsorcion selectiva en un
intercambiador anionico. La ventaja de estos adsorbentes magnéticos frente a la
cromatografia de afinidad es la rapidez del proceso, debido tanto a que la
adsorcion/desorcion de las proteinas se produce mas rapidamente como a la utilizacion de

flujos mayores.

Bazinet et al. (2004) fraccionaron las proteinas de un aislado de proteinas de lactosuero
mediante el uso de electroacidificacion con membrana bipolar. Esta tecnologia ofrece el
efecto acoplado de desmineralizacion y acidificacion, utilizando las propiedades de las
membranas bipolares para disociar las moléculas de agua en su interfase y las propiedades
de las membranas de intercambio cationico para desmineralizar por migracion de las
especies cationicas de bajo peso molecular. Los resultados mostraron que, segun la
concentracion inicial del aislado de proteinas de lactosuero, los valores de pureza y
recuperacion obtenidos eran diferentes. Asi, con un 5% de concentracion inicial se separo
una fraccion de p-lactoglobulina con 98% de pureza y 44% de recuperacion; mientras que
cuando la concentracion inicial fue 10%, la fraccion enriquecida en B-lactoglobulina tenia
una pureza del 95.3% y recuperacién del 53.4%. No se pudo aumentar mas la concentracion

inicial ya que la conductividad de la solucion fue un factor limitante.
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+ Filtracion en gel

La cromatografia de exclusion molecular, también llamada de filtracion en gel, se basa en
el tamafio molecular para realizar la separacion. La matriz de la columna esta formada por
un polimero entrecruzado con poros de tamafios determinados. Las proteinas de mayor
tamafio atraviesan la columna mas deprisa que las mas pequefias, ya que son demasiado
grandes para introducirse en los poros de las bolas de polimero y, por tanto, siguen una ruta
mas corta y directa a lo largo de la longitud de la columna. Las proteinas de menor tamafio
entran en los poros y su marcha a lo largo de la columna es més lenta. Una eleccion
adecuada del tamarfio de poro del lecho permite separa una mezcla en diferentes rangos de

tamafo.

Al-Mashikhi y Nakai (1987) aislaron inmunoglobulinas a partir de suero de calostro, suero
acido y suero dulce utilizando una filtracion en gel. La actividad bioldgica de las fracciones
obtenidas fueron 99, 83.3 y 92% para el suero de calostro, &cido y dulce, respectivamente.
Tambien aislaron lactoferrina presente en lactosuero dulce mediante cromatografia de
exclusion por tamafio molecular en una columna de agarosa-heparina. La lactoferrina fue
eluida con Veronal-HCl y NaCl a pH 7.4.

Felipe y Law (1997) estudiaron el fraccionamiento de proteinas de lactosuero de vaca,
cabra y oveja utilizando una columna de exclusion en gel. Como resultado del proceso se
obtuvieron cuatro fracciones: 1, inmunoglobulinas; 2, BSA y LF; 3, B-lactoglobulina; y 4,

a-lactoalbumina. La BSA y LF no se pudieron separar debido a la similitud de tamafio.

Neyestani et al. (2003) separaron o-lactoalbimina, B-lactoglobulina y BSA a partir de
lactosuero bovino &cido. En primer lugar precipitaron globulinas adicionando sulfato
amonico. Estas proteinas precipitadas se resolubilizaron y se separaron utilizando filtracion
en gel o cromatografia con dietilaminoetil celulosa, obteniendo B-lactoglobulina pura, con
mayor recuperacion en el caso del intercambiador idnico. Las proteinas en el sobrenadante
fueron fraccionadas en el intercambiador ionico, del que se obtuvieron dos fracciones: B-
lactoglobulina pura, y BSA vy a-lactoalbumina co-eluidas, que fueron separadas
posteriormente mediante filtracion en gel. A partir de 50 mL de leche bovina, se recupero
166 mg de B-lactoglobulina con la filtracion en gel o 178 mg con el intercambiador ionico,

54.5 mg de a-lactoalbuminay 11.5 mg de BSA.
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Liang et al. (2006) propusieron un método cromatogréafico de filtracion en gel para separar
las proteinas del lactosuero. El suero &cido fue introducido en una columna conteniendo gel
de dextrina, eluyéndolo con Tris-HCI a pH 7.2. De este modo se consiguieron obtener 5
fracciones: 1, inmunoglobulinas; 2, BSA; 3, B-lactoglobulina; 4, a-lactoalbdmina; y 5,
pequefias moléculas no proteicas. Como los picos 3 y 4 no estaban suficientemente
separados como para poder recoger aisladamente las proteinas, seria necesaria una segunda

etapa para purificar a-lactoalbimina y p-lactoglobulina.

2.2.3. Filtracién con membranas

La tecnologia de membranas se basa en la accion separadora que ejerce una membrana
sobre una mezcla liquida de composicion compleja. Se realiza una filtracion tangencial,
mediante la cual el fluido circula paralelamente a la membrana, con objeto de evitar la
colmatacion de dichas membranas y prolongar su vida media. Mediante una fuerza
impulsora (normalmente presion) se provoca el paso de aquellas moléculas capaces de
atravesar los poros presentes en la membrana, que actla, por tanto, de barrera selectiva. Al
final del proceso se obtienen dos corrientes liquidas (Figura 2.20): el filtrado, que contiene
las moléculas que han pasado a través de la membrana; y el retenido, que contiene todas

aquellas moléculas que han sido rechazadas.
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Retenido

Membrana

Filtrado

Figura 2.20. Proceso genérico de filtracion con membranas.

Las técnicas de purificacién de proteinas basadas en métodos cromatograficos son
excelentes para producir pequefias cantidades de proteina con alta pureza. Sin embargo,
estos procesos son dificilmente escalables, ya que limita tanto la cantidad de proteina
obtenida como el extremadamente alto coste de la compleja instrumentacion que se utiliza
en dichas técnicas (Ghosh y Cui, 2000a). Por otro lado, la precipitacion selectiva presenta
un coste bajo pero no se consiguen rendimientos adecuados. Por tanto, los métodos
cromatograficos y la precipitacion selectiva empleados para el fraccionamiento de
lactosuero no han podido ser implantados a escala comercial debido a su inadecuada
relacion rendimiento/pureza y/o el coste economico de estos procesos (Cheang y Zydney,
2003). Sin embargo, la filtracion con membranas es una alternativa atractiva ya que

presenta las siguientes ventajas (Ghosh y Cui, 2000a; Pradanos et al., 1996):

» Permite purificar de manera eficiente a bajas temperaturas, por lo que es muy

adecuado para las sustancias termolabiles.

> El producto esta libre de sustancias contaminantes, introducidas durante el proceso de

separacion.

» Son procesos con alto rendimiento de producto.
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» Es una tecnologia facilmente escalable.

Estas ventajas de la filtracion con membranas frente a los otros procesos de separacion han
provocado que, en los ultimos afios, se hayan realizado numerosos estudios encaminados a
la separacion de proteinas utilizando esta técnica. Estos trabajos han mostrado resultados
alentadores, presentandose este proceso como la alternativa mas potente técnicamente y
mas viable desde el punto de vista econdmico para ser implantada satisfactoriamente a
escala industrial. Dada la importancia de la tecnologia de membranas para el
fraccionamiento de las proteinas del lactosuero, en el proximo apartado se profundizara

sobre las posibilidades que ofrece esta técnica para tal fin.
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2.3. FRACCIONAMIENTO POR TECNOLOGIA DE MEMBRANAS

Las operaciones con membranas han sido tradicionalmente utilizadas para separaciones
basadas en diferencias en tamafio molecular. Se pensaba que estos procesos unicamente
podian conseguir la separacién efectiva de proteinas que difirieran en tamafio, al menos, en
un factor de 10. Sin embargo, Van Reis et al. (1997, 1999) acufiaron el nombre de filtracion
tangencial de alta resolucion (HPTFF) para describir procesos con membranas de muy alta
selectividad, que permiten la separacion de proteinas con tamafio molecular muy similar.
Esta nueva técnica de filtracion tangencial explota un gran numero de estrategias para
conseguir esta alta resolucion en el fraccionamiento de proteinas. Entre estas estrategias

cabe destacar (Cheang y Zydney, 2004):

» El uso de membranas cargadas eléctricamente para mejorar la retencion de las

proteinas cargadas con igual signo que la membrana.

» Operar con valores de presion transmembrana en el régimen dependiente de la

presion para maximizar la selectividad.

» Utilizar el modo de diafiltracion para favorecer el paso de producto a través de la

membrana.

> Eleccién del pH y fuerza idnica adecuados para maximizar las diferencias en el

volumen hidrodinamico efectivo de las distintas proteinas.

Por tanto, la filtracion tangencial de alta resolucion ha demostrado ser una técnica muy
prometedora para llevar a cabo las separaciones necesarias en el campo de la biotecnologia
(Van Reis y Zydney, 2001). En este sentido, en los Gltimos afios se estan realizando
numerosos estudios sobre la utilizacion de esta técnica para el fraccionamiento de mezclas
proteicas complejas, como es el caso del lactosuero. Debido a la necesidad del
entendimiento de los distintos fendmenos involucrados en el proceso, la mayoria de estos
trabajos se han centrado en el estudio de la filtracion de proteinas modelo: individuales
(para profundizar en las interacciones proteina-membrana) y mezclas binarias (para estudiar
las interacciones proteina-proteina). A continuacion se indicaran los estudios mas

relevantes sobre el fraccionamiento de proteinas del lactosuero mediante filtracion
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tangencial, diferenciando entre aquellos que utilizan mezclas modelo y los que utilizan

mezclas reales.

En este apartado no se incluiran aquellos trabajos en los que se utilizan membranas como
etapa previa o posterior a algin otro proceso de separacion, es decir, solo se indicaran los
estudios en los que el proceso de fraccionamiento de proteinas en disolucion se lleva a cabo

mediante membranas.

2.3.1. Mezclas modelo

+ Proteinas individuales

La gran mayoria de los trabajos realizados sobre la filtracion de una proteina modelo tienen
por objeto investigar las interacciones electrostaticas proteina-membrana, mediante el
estudio del efecto que tienen sobre el flujo y la transmision de proteina los principales
parametros involucrados en el proceso, fundamentalmente pH y fuerza idnica. A
continuacion se detallan los principales estudios sobre la filtracion de alguna proteina

presente en el lactosuero.

Fane et al. (1983) estudiaron el efecto del pH y la fuerza ionica sobre la ultrafiltracion de
BSA con membranas organicas de 20 y 30 kDa. En el rango de pH estudiado (2-10), en
ausencia de sal, se encontrd un flujo minimo en el punto isoeléctrico de dicha proteina (pH
5), coincidente con el valor de pH donde se produjo la mayor adsorcion de proteina en la
membrana. La adicion de sal provocé un aumento de flujo a pH 5 y disminucién en los
valores de pH maés alejados, desplazandose el minimo flujo a pH 2 cuando se adicion6
NaCl 0.2 M. Estos autores concluyeron que el valor del pH y el contenido en sal de la
disoluciéon provocaban cambios conformacionales y de carga en la BSA, variando la

permeabilidad de la proteina a través de la membrana.

Clark et al. (1991) investigaron los factores que afectaron al flujo de filtrado, adsorcion y
colmatacion durante la ultrafiltracion de BSA con membranas ceramicas de 40, 350 y 1000
A de diametro de poro. Se observd que el flujo de filtrado, que dependia de la
concentracion, presion transmembrana y velocidad tangencial, era minimo y la adsorcion de
proteina sobre la membrana maxima cuando se trabajo a pH cercano al punto isoeléctrico,

dejandose de observar estos efectos cuando se adiciono sal. Por otro lado, los estudios del
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flujo y retencién de proteina en funcién del pH, concentracidn de proteina, fuerza ionica,
tamafio de poro de la membrana y procedimiento de limpieza, junto con los estudios de
adsorcion, indicaron que en las membranas de mayor tamafio de poro era muy importante el

bloqueo de poros debido a la adsorcién de proteina.

Grund et al. (1992) evaluaron el efecto de la concentracion de proteina, la presion
transmembrana, el ambiente idnico y el tamafio de poro de la membrana (30 y 100 kDa)
sobre la transmisién y el flujo de filtrado en estado estacionario para la filtracién con
membranas organicas de BSA y BSA-FAP (BSA pobre en acidos grasos). Se observo que:
un aumento de la concentracion de proteina provoco una reduccion en el flujo de filtrado; el
aumento de la presion transmembrana se trasladé en un aumento no lineal del flujo de
filtrado; la agregacion de proteina dependi6 del tamafio de poro de la membrana asi como
de la fuerza idnica; y la presencia de acidos grasos hizo que las interacciones proteina-
proteina fuesen las causantes principales de la deposicion de proteina en la superficie e
interior de los poros de la membrana, mientras que con insuficientes cantidades de acidos

grasos, fueron mas importantes las interacciones proteina-membrana.

Ko et al. (1993) filtraron BSA y B-lactoglobulina con distintas membranas organicas para
estudiar los mecanismos de colmatacion de la membrana y los efectos de las propiedades y
estructura de la capa de proteina adsorbida en la membrana. Los experimentos de
ultrafiltracion se ajustaron al modelo de resistencia de 3 parametros que separa las
resistencias debidas a la presion osmética y a la adsorcion. Cuando se utilizoé la membrana
de policarbonato, se produjo repulsion por impedimento estérico debido al recubrimiento
con polivinil pirrolidona (PVP); mientras que la matriz hidrofilica de las membranas de
celulosa regenerada mantuvo hidratada la capa adsorbida, lo que provoco una resistencia de
colmatacion inferior. Por ultimo, el tamafio relativo de los poros y de la molécula de
proteina tuvo un efecto muy importante en las propiedades y estructura de la capa adsorbida

y su resistencia de colmatacion.

Millesime et al. (1994) investigaron las interacciones idnicas en la ultrafiltracion de BSA.
Para ello utilizaron membranas de polisulfona sulfonada (40 y 100 kDa) y polietersulfona
(40 kDa) recubiertas con un espesor entre 10 y 40 nm de polivinilimidazol (grupo de
intercambio anidnico fuerte). Los experimentos se realizaron a pH 7 y fuerza ionica entre

15 mM y 1 M de KCI. Para valores pequefios de fuerza iénica, se aprecié una diferencia
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significativa en el rechazo experimentado por las proteinas en funcién de si la membrana
estaba modificada 0 no, ya que proteina y membrana estaban cargadas con distinto signo.
Sin embargo, para fuerzas idnicas altas, tanto el rechazo de proteina como el flujo de
filtrado fueron similares para las membranas modificadas y no modificadas ya que todos los
puntos de interaccion de la membrana modificada se encontraban protegidos. Estos mismos
autores estudiaron en 1995 (Millesime et al., 1995) la influencia de la fuerza iénica en la
transmision de BSA cuando se filtraba, a pH 7, utilizando membranas de zirconio de 150
kDa sin modificar y modificadas con polivinilimidazol. La retencion de BSA se ajustd a un

modelo controlado por la fuerza i6nica (12

). Se observé que, a baja fuerza idnica, la
retencion de BSA fue mayor que la debida a la retencidén por tamafio en el caso de la
membrana no modificada, y similar o incluso menor cuando se utilizé la membrana
modificada. El aumento de la fuerza idnica supuso el acercamiento de la retencion a la
retencion por tamafio. Por ultimo se observo que, cuando se ultrafiltré con la membrana
modificada la retencion tenia forma de U, con un minimo debido a las interacciones,
promovidas por la presencia de sales, entre la proteina y el polimero que recubria la

superficie de la membrana.

Pujar y Zydney (1994) estudiaron el efecto de la fuerza i6nica (1.5 mM a 150 mM NaCl) en
la filtracion de BSA con membranas de polietersulfona de 100 kDa. Se aprecio que un
incremento de la fuerza idnica producia un importante aumento de la transmisién. Se
evalud la contribucion relativa de la difusién, conveccion y transporte electroforético sobre
el flujo global de proteina utilizando un modelo teorico para el transporte a través de poros
cilindricos cargados, observando que el efecto dominante fue el debido a las interacciones
eléctricas. En este mismo sentido, estos autores (Pujar y Zydney, 1998) filtraron BSA
(proteina cargada) y dextranos (esferas no cargadas) para determinar el radio efectivo de
una proteina cargada a partir del radio de dextrano con igual coeficiente de particién que la
proteina. Para ello emplearon una membrana de polietersulfona de 100 kDa. Los resultados
indicaron que el radio efectivo de una proteina cargada depende, inversamente, de la raiz
cuadrada de la fuerza iénica de la disolucién; y, directamente, del radio de la proteina y de
su relacion con el radio de poro, y de la densidad de carga superficial de la proteina.

Oppenheim et al. (1996) realizaron un estudio sobre la colmatacion de la membrana
durante la ultrafiltracién de BSA con membranas de polisulfona de 100 kDaapH5y 7y
fuerza i6nica 0.05 y 0.15 M NaCl. Se encontr6 que, aunque la cantidad de proteina
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depositada era la misma para pH 5 y pH 7, la masa depositada a pH 5 oponia mayor
resistencia al paso de solvente y soluto. Esto se debid probablemente a que la adsorcién a
pH 5 tuvo lugar en el interior de los poros, mientras que a pH 7, la proteina se depositd en

la superficie de la membrana.

Burns y Zydney (1999) analizaron el efecto del pH en la filtracion de BSA mondmero y
BSA dimero. Los experimentos fueron realizados con una membrana de polietersulfona de
100 kDa y una fuerza ionica baja (0.01 M KCI). Las transmisiones de BSA mondmero
fueron en todos los casos uniformemente superiores a las de la forma dimera. La maxima
transmision se produjo en torno al punto isoeléctrico de la proteina (4.5-5.0). Para valores
de pH inferiores al punto isoeléctrico se produjo un descenso brusco de la transmision (casi
dos ordenes de magnitud menos para pH 3.5), mientras que el descenso para pH superiores

no fue tan acusado (un orden de magnitud menos para pH 7).

Howell et al. (1999) investigaron la transmision de BSA a distinto pH (3.5, 4.9 y 8)
utilizando tres membranas diferentes: 2 de polietersulfona (50 y 100 kDa) y una de
polisulfona (0.2 um). Durante las filtraciones se utilizaron presiones transmembrana bajas y
se controld el flujo, partiendo de valores bajos y aumentandolo poco a poco. Con la
membrana de 50 kDa se obtuvieron bajas transmisiones desde valores de flujo bajos hasta
50 L/m*h, donde se produjo un aumento brusco de la transmisién. Sin embargo, la
concentracion de BSA en la superficie de la membrana no aumentd tanto, por lo que
sugirieron que el aumento del esfuerzo cortante debido al flujo elevado pudo provocar
cambios en la conformacion de las moléculas de BSA. Estos cambios no fueron observados
cuando se utilizé la membrana de 0.2 um. También se observo que las transmisiones en el
punto isoeléctrico fueron muy superiores a las obtenidas en los otros valores de pH

ensayados.

Menon y Zydney (1999) estudiaron la transmision de BSA a través de membranas de
polietersulfona a diferentes valores de pH y fuerzas idnicas, con diferentes sales. Los
resultaron mostraron que la composicion ionica especifica, ademas del pH y fuerza i6nica
de la disolucion, afectd significativamente al transporte de proteina a través de la
membrana. La adicién de una sal u otra provoco efectos distintos sobre la transmision de
BSA, debido a la diferente unién de unos iones u otros con la proteina, que se traduce en

cargas netas de la proteina diferentes a un mismo pH y fuerza idnica.
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Ricq et al. (1999) estudiaron las caracteristicas eléctricas de la B-lactoglobulina durante la
ultrafiltraciéon como funcion del pH, fuerza i6nica y naturaleza de la sal (NaCl o CaCl,). La
filtracion se realiz6 con una membrana inorganica de 150 kDa, velocidad tangencial de 3
m/s, 1 bar de presion transmembrana, 50 °C y una concentracién de proteina inicial de 0.5
g/L. Se observd que el menor flujo y méaxima transmision correspondié al punto
isoeléctrico (5), donde la adsorcién de proteina en la membrana era mayor. La unién de f3-
lactoglobulina con iones calcio a pH superior al punto isoeléctrico, provocé la adsorcion de
estos complejos sobre la membrana, obteniéndose flujos menores cuando se utilizé CaCl,
que NaCl. En cuanto a las transmisiones, a pH superior a 5, fueron mayores con CaCl, que
con NaCl porque la carga neta de la membrana con CaCl, fue inferior, disminuyendo, por
tanto, las repulsiones electrostaticas. Para estudiar el efecto de la fuerza idnica, realizaron
experimentos a pH 7. El aumento de la fuerza iénica provocd una disminucion de las
fuerzas de repulsion proteina-membrana y, por tanto, un aumento de la colmatacion de la
membrana y, consiguiente, disminucién del flujo. En el caso de la transmision, el aumento
de fuerza idnica dio lugar a un aumento de la transmision hasta un valor asinto6tico en el
caso de NaCl y hasta un valor méaximo, superior al anterior, en el caso de CaCl,, a partir del

cual la adiciéon de mas sal provocé una disminucion de la transmision.

Huisman et al. (2000) analizaron la influencia de las interacciones proteina-proteina y
proteina-membrana durante la ultrafiltracion de BSA con membranas de polisulfona con
tres tamafios de corte: 30, 100 y 300 kDa, mediante la medida de flujo, potencial de
corriente y transmision de BSA a distintos valores de pH. Los resultados indicaron que en
la membrana de 30 kDa, la colmatacion en los momentos iniciales de la filtracion se debi6 a
las interacciones proteina-membrana, pasando, posteriormente, a predominar las
interacciones proteina-proteina. Sin embargo, las interacciones proteina-membrana vy
proteina-proteina no tuvieron tanta importancia en las membranas de mayor tamafio de
poro. Por otro lado, las imagenes obtenidas por AFM indicaron que, en todos los
experimentos, se habia formado una capa de proteina que recubria totalmente la superficie
de la membrana, cuya estructura dependia enormemente del pH del proceso.

Jones y O"Melia (2000) estudiaron el efecto del pH (3, 4.7, 6.3, 8 y 10) y fuerza ionica (1
mM, 10 mM y 0.2 M) en la adsorcion de BSA en membranas de celulosa regenerada con
tamafio de corte de 30 kDa durante experimentos de ultrafiltracién. Los resultados

mostraron que la maxima adsorcién se produjo para los valores de pH bajo, disminuyendo a
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medida que aumenta el pH. Al aumentar la fuerza ionica, se redujo la repulsion
electrostatica entre particulas de igual carga (aumentando la adsorcién) y se disminuyé la
atraccion entre materiales con carga contraria (disminuyendo la adsorcion). Mediante la
aplicacion de un modelo bimecanistico, confirmaron que, en la adsorcion, controlaban las
reacciones en la superficie de la membrana frente al transporte de la proteina hacia la
superficie. Por tanto, controlando las interacciones electrostaticas se pudo reducir la
adsorcion de la proteina sobre la membrana y, consecuentemente, la colmatacion de la
misma. En un trabajo posterior, estos autores (Jones y O"Melia, 2001) realizaron ensayos
similares para determinar las resistencia debida a la colmatacion reversible y a la
irreversible. Para ello, compararon resistencias en ensayos estaticos y dinamicos con el fin
de determinar el efecto del flujo convectivo y las interacciones electrostaticas en la
colmatacion. Los resultados mostraron que las fuerzas convectivas aumentaban la cantidad
de proteina acumulada cerca de la membrana; mientras que las interacciones electrostaticas
afectaban tanto a la resistencia reversible como a la irreversible, que fueron mayores en el

punto isoeléctrico y disminuian al aumentar el pH.

Mignard y Glass (2001) propusieron un modelo para predecir el efecto del pH y fuerza
ionica sobre la colmatacion en los procesos de ultrafiltracion de proteinas. Para comprobar
dicho modelo filtraron BSA con modulos de fibra hueca de polisulfona de 30 kDa (rechazo
completo de la proteina). Los experimentos se realizaron variando el pH (5, 7 y 9), fuerza
ionica (0.01, 0.1 y 1 M) y presion transmembrana (7.6-100 kPa). EI modelo predijo la
resistencia total al flujo bastante bien en todos los casos, sin embargo no predijo bien las
resistencias depositadas asi como el comienzo de las curvas de colmatacion a valores bajos

de presion transmembrana.

Rabiller-Baudry et al. (2001) realizaron un estudio de la filtracion de lactoferrina a pH 7 a
diferentes valores de fuerza iénica (0-1000 mM NaCl), empleando membranas inorganicas
de 300 kDa y quimicamente modificadas con grupos de pirofosfato (anionico) o
etilendiamina (cationico). La tendencia fue similar en las tres membranas, aunque con
valores diferentes. Los resultados mostraron que el flujo de filtrado permanecié constante
entre 5 y 20 mM, mientras que por encima de 20 mM, el flujo de filtrado aument6 al
aumentar la fuerza ionica. En cuanto a la transmision, aumento al aumentar la fuerza ionica,

aunque fue practicamente nula para valores inferiores a 100 mM.
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Noordman et al. (2002) estudiaron el efecto del pH y la fuerza ionica en la ultrafiltracion de
BSA con membranas organicas de polietersulfona de 30 kDa. EI pH se vario en el rango 3-
8y la fuerza ionica con NaCl desde 5 a 150 mM. El valor de flujo minimo obtenido fue en
el punto isoeléctrico de la proteina. La adicion de fuerza idnica provocd una disminucion
del flujo. A valores de pH superiores al punto isoeléctrico se observo un rechazo negativo
de los iones cloruro debido a la repulsion entre éstos y las moléculas de proteina cargadas
negativamente. Por debajo del punto isoeléctrico, como la proteina se encontraba cargada
positivamente, el rechazo fue positivo. Las tendencias tanto del rechazo como del flujo
fueron bien descritas por la teoria de Maxwell-Stefan.

Marshall et al. (2003) comprobaron el efecto que tenia tanto la fuerza ionica como la
presencia de iones calcio en la filtracion de B-lactoglobulina a través de una membrana de
6xido de zirconio de 50 o 100 nm. Los resultados mostraron que un aumento de la fuerza
i6nica disminuy0 la resistencia de colmatacion y aumentd la transmision de proteina. Se
observd que el comportamiento del sistema dependié principalmente del flujo de filtrado y
de la concentracion de calcio. A 200 L/m?h con la membrana de 50 nm, la presencia de 8
mM de iones calcio aumento la resistencia de colmatacion drasticamente e hizo disminuir la
transmision de proteina desde valores cercanos a 90% a valores del 10%. Sin embargo,
cuando se empez6 a 8 mM de iones calcio, cambiando a una alimentacién libre de calcio
tras una hora de experimento se disminuyd la resistencia de colmatacion y aumento la
transmision de proteina. Parece ser que el calcio fue lavado de la capa de colmatacion
causando su “disolucion”. Las dos principales reacciones responsables de estos efectos del
flujo de filtrado y los iones calcio sobre la colmatacion por soluciones de B-lactoglobulina
podrian ser el desdoblamiento molecular por efecto de cizalladura y el entrecruzamiento del

calcio.

Rao y Zydney (2005) evaluaron la posibilidad de controlar la transmision de BSA usando
un pequefio y altamente cargado ligando, azul cibacron, que se unia selectivamente a la
proteina de interés. Para ello utilizaron membranas de celulosa regeneradas de 30 y 100
kDa, y otra cargada negativamente de 100 kDa. La adicion de 1 g/L de ligando a 8 g/L de
solucion redujo la transmision de BSA en dos 6rdenes de magnitud cuando se utilizé la
membrana cargada negativamente, efecto que se vio eliminado a alta fuerza ionica o al usar
la membrana neutra. Los datos de transmision se ajustaron bien al modelo basado en el

coeficiente de particion de esferas cargadas en el interior de un poro cargado, teniendo en
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cuenta el cambio en la carga neta de la proteina debido a la union con el ligando asi como el

aumento de la fuerza idnica de la disolucion por la presencia de ligando libre.

Zulkali et al. (2005) estudiaron el efecto del pH, la fuerza ionica y la presion en el
fraccionamiento de proteinas. Como proteina de estudio eligieron BSA, filtrandola en
distintas condiciones de pH (3.5-8), fuerza ionica (1.3-5 g/L de NaCl) y presion (2-4 bar)
con una membrana de polietersulfona de 30 kDa. Realizaron 20 experimentos determinados
por la aplicacion de un disefio experimental con superficies de respuesta. Se observé que
los flujos eran mayores para las fuerzas io6nicas menores y el pH 8, debido al
apantallamiento de cargas y a la repulsion electrostatica de proteinas con similar carga. Al
aumentar la presion se redujo el flujo, por el aumento de la concentracion de polarizacion y,

ademas, favorecio el rechazo.

De la Casa et al. (2007) estudiaron la influencia del pH (4-8) y de la fuerza id6nica (0-25
mM NaCl) sobre la filtracion tangencial de BSA. Se empled una membrana ceramica
tubular de 0.14 um, 3.5 m/s de velocidad tangencial, 100 kPa de presion transmembrana y
45 °C. La evolucion temporal del filtrado se explico con el modelo de resistencias en serie,
observandose el maximo valor a pH 7 y el minimo en el punto isoeléctrico. El valor
maximo de la transmisién de BSA se obtuvo en el punto isoeléctrico, obteniéndose una
transmision significativa para el punto de carga cero de la membrana, y transmisiones nulas
para pH 4 y 8. En cuanto a la adicion de sal, ésta dio lugar a una mejora tanto en la

transmisién como en el caudal de filtrado.

Ibafez et al. (2007) estudiaron las interacciones electrostaticas proteina-membrana durante
la ultrafiltracion de dos proteinas modelo: B-lactoglobulina y lisozima, con puntos
isoeléctricos acido (5.2) y basico (10.7), respectivamente. Para ello emplearon una
membrana ceramica tubular de 300 kDa, recirculacién total, velocidad tangencial de 3.5
m/s, 30 °C de temperatura 'y 100 kPa de presion transmembrana. Se analizo la influencia del
pH (3-9) y la fuerza idnica (0-15 mM) sobre el flujo de filtrado y la transmision de proteina.
Con respecto al pH, los menores flujos de filtrado se obtuvieron en los puntos isoeléctricos
de cada proteina. Para B-lactoglobulina, la mayor colmatacion de la membrana se observo a
pH 4, y para la lisozima a su punto isoeléctrico. Las transmisiones iniciales maximas
ocurrieron a los respectivos puntos isoeléctricos. Sin embargo, mientras que para -

lactoglobulina se obtuvo una disminucion a lo largo del tiempo de operacion, la transmision
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de lisozima se mantuvo practicamente constante a lo largo de todo el experimento. La
adicion de sal mejoro el flujo inicial de ambas proteinas. Se observé mayor colmatacion de
la membrana al aumentar la fuerza ionica para la B-lactoglobulina. Por el contrario, el
comportamiento fue inverso para la lisozima. El valor de la transmision a los 15 minutos
aumento con la adicion de sal para B-lactoglobulina, mientras que disminuy6 para la
lisozima. Para los restantes tiempos analizados, la transmision de p-lactoglobulina
disminuyd con el tiempo y aumentd con la adicion de sal hasta 10 mM, permaneciendo
constante al aumentar mas la fuerza ionica. Sin embargo, para la lisozima, la transmision
disminuyd con la fuerza idnica en todo el rango estudiado y permanecid casi constante con

el tiempo.
+ Fraccionamiento de proteinas modelo

Los estudios de separacion de proteinas presentes en una mezcla modelo mediante
tecnologia de membranas suelen tener por finalidad el andlisis de las interacciones proteina-
proteina durante el proceso. Estos trabajos buscan la optimizacién de los factores que
influyen en el fraccionamiento (como pH, fuerza ionica, tamafio de corte de la membrana,
presion transmembrana, velocidad tangencial, modo de operacién o temperatura) para
conseguir una buena relacion pureza/recuperacién. Dado el interés de conocer estas
condiciones de operacion éptimas para su posterior aplicacion en mezclas reales, se
resumiran los trabajos que estudian el fraccionamiento de mezclas de proteinas presentes en

el lactosuero (no se incluiran las mezclas en las que sélo una proteina sea del lactosuero).

Nel et al. (1994) investigaron la filtracion de la mezcla binaria BSA-1gG empleando una
membrana de celulosa de 100 kDa. Se habia observado que a pH 7.4, 0.15 M NaCl y en
presencia de pequefias cantidades de 1gG, se habia producido una retencion de BSA muy
elevada. Estos autores estudiaron como afectaba al flujo de filtrado y a la transmision de
BSA el pH (5.8 y 8.5), la fuerza idnica (0.01 y 0.15 M NaCl) y el % en peso de 1gG (0, 0.07
y 0.15%), manteniendo siempre constante la cantidad de BSA (1% en peso). Los resultados
mostraron que, en determinadas condiciones de las estudiadas, la presencia de IgG

favorecia la transmisién de BSA.

Saksena y Zydney (1994) analizaron el fraccionamiento mediante filtracién con membranas
de una mezcla BSA-1gG. Para ello realizaron experimentos con membranas de

polietersulfona (100 y 300 kDa) a distintos valores de pH y fuerza iénica. ApH 7y 0.15 M
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NaCl (condiciones fisiologicas) la selectividad para la separacion BSA-1gG fue solo 2.0,
debido a la adsorcidn inicial de proteina. Sin embargo, se consiguio una selectividad BSA-
IgG de 50 cuando se filtr6 a pH 4.8 y 0.0015 M NaCl, debido a la contribucion
electrostatica. La selectividad se invirtio, pasando 1gG en lugar de BSA, al utilizar la
membrana de 300 kDa, pH 7.4 y fuerza idnica 0.0015 M NaCl. Por tanto, se comprobd que
la efectividad de una filtracion de una mezcla de proteinas puede ser alterada mediante el
control apropiado de las interacciones electrostaticas a través de cambios de pH y/o fuerza
iGnica. Posteriormente, estos autores (Saksena y Zydney, 1997) desarrollaron un modelo
general para el transporte masico en los procesos de ultrafiltracion de més de una proteina y
lo aplicaron a la filtracion de BSA-IgG a través de membranas de polietersulfona de 30 y
100 kDa a pH 7.4. Este modelo describi6 el flujo y la transmision, teniendo en cuenta las
interacciones proteina-proteina e incluyendo las contribuciones hidrodindmicas vy

termodinamicas.

Van Reis et al. (1997) fraccionaron, utilizando la técnica de filtracion tangencial de alta
resolucion, una mezcla BSA-IgG. En primer lugar, analizaron las condiciones de pH y
fuerza idnica optimas para el fraccionamiento, resultando pH 4 y 10 mM. La filtracién se
realiz6 en el modo de diafiltracion continua, con una membrana de polietersulfona
modificada de 300 kDa y utilizando como alimentacion: 0.30 L de disolucion con 5 g/L de
IgG y 2 g/L de BSA en un buffer de acetato sodico, pH 4 y 10 mM. Tras 80 diavolimenes,
se obtuvo una fraccion de IgG con un factor de purificacion de 30 y una recuperacion del
84%.

Nystrom et al. (1998) estudiaron el fraccionamiento de BSA-lactoferrina utilizando
membranas de celulosa regenerada de 100 kDa. La filtracion se realiz6 a pH 9, punto
isoeléctrico de la lactoferrina, donde la BSA y la membrana se encontraban muy cargadas
negativamente, dificultdndose la transmision de BSA. Cuando se aumentd la concentracion
total de proteina, manteniendo 50% de cada una, se obtuvieron mayores valores de
retencion de ambas proteinas, pero también mayores valores de selectividad para LF. Al
mezclar mas LF que BSA se favorecio la selectividad para BSA. La adicion de sales
favorecio la transmision de ambas proteinas. También realizaron experimentos para
verificar las interacciones entre las proteinas y entre proteina-membrana. Para ello,
realizaron un experimento en el que la alimentacion inicial contenia toda la BSA, mientras

que la LF se fue afiadiendo poco a poco a lo largo del experimento. El flujo fue bien desde
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el principio debido a la repulsién entre las moléculas de BSA y la membrana y a la
formacion de complejos BSA-LF conforme se adiciond LF. El otro experimento partio del
global de la LF y se afiadia BSA. En este caso, la LF bloque6 los poros por formacion de
concentracion de polarizacion cuando estaba sola, produciéndose una mejora del flujo a
medida que se adiciond0 BSA, acercandose a los valores alcanzados en el experimento
anterior. En ambos casos no se consiguieron ni flujos ni transmisiones tan elevados como
cuando se utilizé igual cantidad de ambas proteinas desde el principio. Por ultimo,
investigaron el efecto de la presion (0.2-0.9 bar) y el pH (7.5-8.5) en el fraccionamiento.
Los mejores resultados se obtuvieron a pH 8.5y 0.2 bar, con lo que se consiguio retener el
100% de la BSA y que una pequefia cantidad de LF pasara a través de la membrana, por lo

que la selectividad fue buena.

Ghosh y Cui (2000b) realizaron un estudio teérico sobre el efecto de la velocidad
tangencial y el flujo de filtrado en la selectividad del fraccionamiento de una mezcla binaria
de proteinas mediante ultrafiltracion tangencial. Los resultados mostraron que para una
velocidad tangencial constante, la selectividad aumentaba si el flujo de filtrado aumentaba
desde 1 hasta un valor maximo (correspondiente al flujo 6ptimo). A partir de ese valor
6ptimo, un aumento del flujo se traducia en una disminucion de la selectividad, hasta llegar
nuevamente a 1 para valores muy altos de flujo. El flujo de filtrado éptimo dependio
directamente de la velocidad tangencial. También se observo que a valores muy bajos o
muy altos del flujo de filtrado, la velocidad tangencial no influia en la selectividad. Pero en
el rango de flujos intermedios, al aumentar la velocidad, aumentaba la selectividad, aunque
de forma distinta segin se tratase de flujo laminar o turbulento. En los flujos
correspondientes a la transicién de laminar a turbulento (1.10°-1-10"° m/s) la selectividad
aument6 de forma significativa. Por altimo, estos autores indicaron que seria necesario

optimizar la velocidad tangencial y el flujo de filtrado para un sistema determinado.

Cheang y Zydney (2003) analizaron la separacién de una mezcla a-lactoalbumina/p-
lactoglobulina mediante ultrafiltracion. Los experimentos fueron realizados a distintos
valores de pH, fuerza idnica (5-150 mM), velocidad a través de los poros (2-7 um/s) y
membrana (membrana de celulosa regenerada de 30 kDa y membrana de polietersulfona de
50 kDa). Se estudié el pH 5.5y el 7.2, ya que por debajo de pH 5 la a-lactoalbimina se
insolubiliza y por encima de pH 8 la B-lactoglobulina se desnaturaliza irreversiblemente. En

primer lugar estudiaron las condiciones Optimas para el fraccionamiento. Asi, para la
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membrana de celulosa se encontro la maxima selectividad (58) a pH 5.5 y 50 mM, valor
que disminuy6 al aumentar la velocidad a través de los poros por encima de 4 um/s. Para la
membrana de polietersulfona, la mejor selectividad (sélo 10.5) se consiguio a pH 5.5y 150
mM. Con todo esto, se disefid un proceso de diafiltracion para el fraccionamiento de una
mezcla de 1.5 g de a-lactoalbumina y 3.0 g de B-lactoglobulina, empleando la membrana
de celulosa regenerada, pH 5.5, fuerza idnica 50 mM y velocidad a través de los poros de
2.8 um/s. Tras 16 diavolumenes, se consiguid un factor de purificacion para la -
lactoglobulina superior a 100 veces con mas del 90% de recuperacion de la proteina. En el
filtrado se recuperd mas del 95% de la a-lactoalbimina, con un factor de purificacion de
mas de 10 veces. A pesar de esto, los autores indicaron que antes de implantar este proceso
a escala industrial habria que estudiarlo desde un punto de vista econémico asi como ver el
efecto de otras proteinas sobre la purificacion de a-lactoalbumina y B-lactoglobulina

utilizando directamente el lactosuero o concentrado de proteinas del lactosuero.

Chan et al. (2004) fraccionaron, mediante ultrafiltracion, mezclas binarias de BSA y B-
lactoglobulina para identificar el flujo critico aparente (flujo por debajo del cual la presion
transmembrana es estable) y estudiar los mecanismos y factores que influyen en la
colmatacion de la membrana. Se emplearon membranas de celulosa regenerada (hidrofilica)
y de polisulfona (hidrofébica), ambas con un tamafio de corte de 30 kDa y se estudio la
ultrafiltracion a pH 4 y 6.9. Para la membrana hidrofilica se comprob6 que la deposicion
dependié de fuerzas electrotaticas, produciéndose poca o ninguna colmatacion cuando
ambas proteinas tenian carga de igual signo que la membrana. En el caso de la membrana
hidrofdbica, las fuerzas atractivas entre proteina y membrana fueron suficientemente fuertes
como para causar la deposicion de B-lactoglobulina incluso en presencia de fuerzas
electrostaticas repulsivas. En el caso de esta membrana, la deposicion sobrepaso la
monocapa para todos los valores de flujo, mientras que para la membrana hidrofilica, esto

Unicamente ocurrié cuando se trabajé por encima del flujo critico aparente.

Brisson et al. (2007) aplicaron un campo eléctrico externo durante la microfiltracion de
soluciones de LF y concentrado de proteinas de lactosuero. Utilizaron una membrana de
PVDF de 0.5 um con dos electrodos: el catodo en el lado del retenido y el anodo en lado
del filtrado. Fraccionaron una mezcla LF-WPI (1:1) a pH 7. Se estudio el efecto de la

fuerza del campo eléctrico (0-3333 V/m) y polaridad sobre el flujo de filtrado y la
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transmision de proteina. Se observo que la filtracion de la mezcla empeoré la transmision
de LF y a-lactoalbimina y B-lactoglobulina respecto a los valores obtenidos cuando se
filtraron solas. Esto se debio a que a pH 7, la LF (cargada positivamente) interacciond con
la B-lactoglobulina (en forma anidnica). Los mejores resultados se obtuvieron a 3333 V/m,
donde los factores de separacion entre LF y las dos proteinas lacteas mayoritarias, -
lactoglobulina y a-lactoalbimina, fueron 3.0 y 9.1, respectivamente. El aumento del voltaje
provoco un aumento del flujo de filtrado por un factor 3, sugiriendo una disminucion de la
colmatacion de la membrana. Finalmente, se realizo la separacion entre LF saturada en
hierro y pB-lactoglobulina y a-lactoalbdmina, consiguiéndose factores de separacion de 6.7

y 62.4, respectivamente a 1667 V/m.

2.3.2. Mezclas reales

Como se ha visto en el apartado anterior, existen estudios que demuestran la viabilidad de
utilizar filtracion tangencial de alta resolucion para la separacion de proteinas del
lactosuero, pero en todos ellos los datos fueron obtenidos con sistemas modelo consistentes
en una mezcla artificial de proteinas purificadas previamente. Sin embargo, los estudios
experimentales que utilizan como alimento una mezcla multicomponente real (lactosuero
dulce o acido o concentrado de proteinas de lactosuero) estdn mucho mas limitados y, sobre
todo, los resultados no son tan impresionantes. Los trabajos mas importantes en este campo

se resumen a continuacion.

Cordel et al. (1990) patentaron procesos para enriquecer y concentrar proteinas por
ultrafiltracion. En el caso de lactosuero, este fue tratado utilizando una serie de membranas
de 6xido metélico formado in situ. El primer fraccionamiento se realiz6 a pH 5,
consiguiendo retener preferentemente BSA e inmunoglobulinas, ya que a-lactoalbimina y
B-lactoglobulina, préacticamente descargadas, fueron recogidas en el filtrado. Después, el
pH fue ajustado a 7, siendo en este caso las inmunoglobulinas las que atravesaron la
membrana. El filtrado final contenia un 14% de inmunoglobulinas, frente al 7.5% presentes

en el suero inicial.

Bottomley (1991) patenté un proceso para obtener una fraccién rica en a-lactoalbimina,

mediante su separacion de B-lactoglobulina a partir de lactosuero dulce procedente de la
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fabricacion de queso Cheddar. La estrategia constaba de dos etapas: la primera para separar
o-lactoalbimina de B-lactoglobulina utilizando una membrana orgéanica de 100 kDa; la
segunda para concentrar el filtrado enriquecido en o-lactoalbimina de la etapa anterior,
usando una membrana organica de 10 kDa. El producto final presentd una relacién o-

lactoalbumina:B-lactoglobulina de 3:1.

Lucas et al. (1998) investigaron la extraccién selectiva de a-lactoalbumina a partir de
concentrado de proteinas de lactosuero mediante el empleo de membranas inorganicas
modificadas con polietilenimina, cargadas positivamente. Se estudié la transmisién a pH 7
en funcion de la fuerza ionica afadida en forma de NaCl. Los mejores resultados se
obtuvieron a baja fuerza idnica (<0.02 M) consiguiéndose una baja transmision de j-
lactoglobulina y transmisiones del 10% para la a-lactoalbdmina, que supuso selectividades

cercanas a 10 (con la membrana sin modificar se obtuvo 3).

Muller et al. (1999) realizaron un estudio de la influencia que los distintos modos de
operacion tenian sobre la pureza y recuperacion de o-lactoalbimina por ultrafiltracion de
suero acido. Para ello, realizaron los experimentos con una membrana ceramica de 300
kDa, pH 7 y fuerza ionica 0.2 M NaCl, con un tiempo total de filtracion de 4 h. Los modos
de operacion ensayados fueron: concentracion discontinua (CD), concentracion continua
(CC), diafiltracion continua (DC) y un modo de operacion combinado (CC-DC). Cuando se
utilizaron los modos de concentracion se obtuvieron: para la o-lactoalbdmina,
transmisiones de 0.30 (CC) y 0.25 (CD), con purezas de 0.45 en ambos casos Yy
recuperaciones de 0.45 (CC) y 0.30 (CD); y para la p-lactoglobulina, transmisiones de 0.10
(CC) y 0.06 (CD). Cuando se combinaron los modos de concentracién continua y
diafiltracion continua se consiguié mejorar la recuperacion de a-lactoalbumina de 0.3 a 0.8
(con 12.6 diavolimenes), manteniendo la pureza alrededor de 0.45. Por tanto, esta
combinacion de modos permitié un buen compromiso entre pureza y recuperacion de o.-

lactoalbimina en el filtrado.

Muller et al. (2003a y 2003b) propusieron un proceso de dos etapas para la purificacion de
o-lactoalbimina a partir de un concentrado de proteinas de suero &cido. En su primer
trabajo, estudiaron la primera etapa, consistente en una prepurificacion mediante

ultrafiltracion del suero con membranas ceramicas. Se pretendia aumentar la pureza de a-
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lactoalbumina en el filtrado mediante la retencion total de BSA e inmunoglobulinas con una
transmision limitada de B-lactoglobulina. Tras una optimizacion de las condiciones de
operacion se escogieron para esta primera etapa: una membrana ceramica de 300 kDa, un
concentrado de proteinas de lactosuero liquido como alimentacion, concentracion de 7 g/L,
pH 7.0, fuerza iénica 0.2 M, modo de operacion concentracion continua, presion
transmembrana 1 bar, velocidad tangencial 6 m/s y temperatura 50 °C. Con esto se
consiguio aumentar la pureza de a-lactoalbimina en el filtrado de 0.25 en la alimentacion
inicial a 0.44, con una recuperacion de 0.53. En su segundo trabajo, valoraron la utilizacion
de una segunda etapa de ultrafiltracion o de precipitacién para purificar a-lactoalbimina a
partir del suero prepurificado de la etapa anterior. Con la etapa de ultrafiltracion
(concentracién continua hasta reduccion del volumen 7 veces, pH 7, membrana cerdmica de
50 kDa, 3.4 m/s de velocidad tangencial, 50 °C, 1 bar de presion transmembrana) se obtuvo
un filtrado enriquecido en a-lactoalbimina con una pureza de 0.66, pero una recuperacion
de so6lo 0.28. Con la etapa de precipitacion (acidificacion con acido citrico 2.5 N, seguida
de un tratamiento térmico a 55°C durante 120 min, después una centrifugacion y, por
ualtimo, dos lavados del sedimento obtenido con agua de 6smosis) se consiguieron purezas
en el rango 0.77-0-99 con recuperaciones del 0.46 al 0.83. Estos resultados variaban en
funcion del concentrado de proteinas utilizado y la forma de prepurificar de la primera
etapa, el nimero de etapas de enjuagado utilizadas en la segunda etapa, asi como el agente

empleado para la solubilizacion del precipitado obtenido.

Cheang y Zydney (2004) disefiaron una estrategia en dos etapas para la purificacion de a-
lactoalbumina y pB-lactoglobulina a partir de un aislado de proteinas de lactosuero.
Analizaron las condiciones oOptimas de pH y conductividad del buffer para el
fraccionamiento de estas proteinas mediante el empleo de dos membranas de celulosa
regeneradas con tamafio de corte de 30 y 100 kDa. Se estudiaron dos estrategias diferentes:
una usando la membrana de 100 kDa para obtener en el retenido BSA vy en filtrado a-
lactoalbumina+p-lactoglobulina, seguida por una segunda filtracion a través de la
membrana de 30 kDa, obteniendo la a-lactoalbimina en filtrado y la B-lactoglobulina en
retenido; la otra estrategia fue a la inversa, la primera filtracion por 30 kDa, separ6 o-
lactoalbumina en filtrado de BSA+B-lactoglobulina en retenido, la segunda filtracion, por
100 kDa fraccion0 el retenido de la etapa anterior obteniéndose la p-lactoglobulina en

filtrado y la BSA en retenido. En ambos casos se utilizé el modo de diafiltracion continua
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para llevar a cabo el proceso. Las condiciones dptimas para la separacion con la membrana
de 30 kDa fueron pH 7 y conductividad 1.7 mS/cm, con la que se consiguid una
selectividad para la separacion de 21, valor muy inferior a la selectividad de 60 veces
obtenida para la mezcla binaria en el estudio previo de estos mismos autores. Esta alta
selectividad en la mezcla ideal se consiguié a pH 5.5, sin embargo en el caso de la mezcla
real no fue posible utilizar este pH porque se producian grandes agregados, probablemente
debido a la presencia de trazas de otras proteinas. Los resultados mostraron una
purificacion de o-lactoalbumina superior a 10 veces en ambas estrategias con una
recuperacion del 95% para la estrategia | y 85% para la Il. La recuperacion de j-
lactoglobulina fue alrededor de un 70% para ambas estrategias, con un factor de

purificacion de 8 para la estrategia | y 4 para la Il.

Mehra y Kelly (2004) propusieron un sistema de 3 etapas de filtracion para el
fraccionamiento secuencial de las proteinas de lactosuero. Esta estrategia se baso en la
modificacion del pH y fuerza iénica para influir en la carga molecular de las proteinas y asi,
modificar su volumen hidrodindmico. La primera etapa consistié en la ultrafiltracion de
lactosuero a pH 5-5.5 con una membrana de 0.1 um. Como consecuencia de esta etapa se
obtuvo un filtrado enriquecido en a-lactoalbdmina y B-lactoglobulina y un retenido que
contenia IgG, LF, lactoperoxidasa y BSA. La segunda etapa suponia el fraccionamiento del
filtrado anterior a pH 5.0-7.7 y membrana de 30-50 kDa, obteniéndose la a-lactoalbumina
preferentemente en el filtrado y la B-lactoglobulina en el retenido. En la tercera y ultima
etapa, la utilizacion de una membrana de 100 kDa permitia la obtencion de un filtrado
enriquecido en IgG (filtracién a pH 7) o en LF y lactoperoxidasa (pH 9). Los autores
indicaron que la primera etapa habia sido estudiada pero que las siguientes etapas estaban
en fase de estudio. Sin embargo, no se han encontrado trabajos posteriores sobre esta

estrategia que confirmen o no el éxito de la misma.

Bhattacharjee et al. (2006) propusieron el fraccionamiento de un concentrado de proteinas
de lactosuero acido mediante dos etapas de ultrafiltracion seguidas de una cromatografia de
intercambio i6nico. Obtuvieron un concentrado de proteinas a partir de suero &cido
mediante una centrifugacion, para eliminar particulas de caseina y materia coloidal, seguida
por una microfiltracion con una membrana orgénica de 0.45 umy 4 etapas de diafiltracion

discontinua con membrana organica de 5 kDa para eliminar lactosa y minerales. En los
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experimentos de ultrafiltracion utilizaron membranas organicas de disco rotatorias, de 30 y
10 kDa, respectivamente. Con la membrana de 30 kDa se consiguié separar o-
lactoalbdmina y B-lactoglobulina de BSA, LF e inmunoglobulinas que quedaron retenidas,
mientras que en la segunda etapa, con la membrana de 10 kDa, se consiguié concentrar la
mezcla a-lactoalbumina-B-lactoglobulina procedente del filtrado de la etapa anterior. En
ambas etapas, analizaron variables independientes como el pH (2.8 y 5.6), velocidad del
agitador (0, 500 y 1000 rpm) y velocidad de rotaciéon de la membrana (0, 300 y 600 rpm).
Los mejores resultados se obtuvieron a velocidades altas del agitador y de rotacion de la
membrana y a pH 2.8, donde la B-lactoglobulina se encuentra en forma monomérica. El
retenido procedente de la membrana de 10 kDa fue introducido en un intercambiador
anionico basico fuerte. Se estudié el pH de carga en el rango 4.6-5.0, ya que a ese pH la a-
lactoalbumina se encontraba cargada negativamente por lo que era retenida en el
intercambiador, y la B-lactoglobulina, cargada positivamente, pasaba a través de la
membrana. El valor 6ptimo de pH fue 5.0, consiguiéndose una fraccion rica en f-
lactoglobulina con 87.6% de pureza en base a la proteina total, aunque esta pureza fue
relativamente baja (26%) en base a los solidos totales, por lo que las 4 etapas de
diafiltracion discontinua no fueron suficientes para eliminar toda la lactosa y sales

minerales.

Lu et al. (2007) estudiaron la obtencion de lactoferrina a partir de lactosuero de calostro
mediante el acople de un proceso de ultrafiltracion y otro de cromatografia de intercambio
catiénico. Utilizaron suero de calostro porque la concentracion de LF es 20 veces superior a
la del lactosuero normal. El proceso de ultrafiltracion con membranas de celulosa
regeneradas constd de 2 etapas: la primera de ellas con un tamafio de corte de 100 kDa y la
segunda, de 10 kDa. Se optimizaron presion transmembrana, velocidad tangencial y
temperatura de operacion. Los valores optimos para la etapa 1 fueron: 200 kPa, 5 m/s y
25°C; mientras que para la etapa 2 fueron: 150 kPa, 4 m/s y 50°C. Con este proceso se
consiguio un producto enriquecido en LF con 30.88% de pureza y 94.04% de recuperacion.
Para conseguir aumentar la pureza de la LF, el retenido de la membrana de 10 kDa se paso
a través de un intercambiador cationico fuerte, obteniéndose un producto final con 94.20%

de pureza 'y 82.46% de recuperacion.
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2.4. OBJETIVO DE LA INVESTIGACION

Con los antecedentes descritos, se hace patente la necesidad de fraccionar el lactosuero para
aislar las proteinas que contiene. De todos los metodos de separacion que se pueden
emplear para tal fin, se puede concluir que la tecnologia de membranas se perfila como la
opciébn mas factible, econdmica y técnicamente, para poder ser implantada

satisfactoriamente a escala industrial.

En bibliografia no existen muchos trabajos con mezclas reales sobre la separacion de
proteinas del lactosuero mediante membranas. Ademas, la mayoria de los trabajos
existentes se centran en el estudio de las proteinas mayoritarias, principalmente, o-
lactoalbumina y B-lactoglobulina. Sin embargo, la obtencion de otras proteinas presentes en
el lactosuero en mucha menor concentracion también tiene interés cientifico e industrial.
Este es el caso de la lactoferrina que, como se ha descrito, presenta importantes propiedades
funcionales, entre las que caben destacar las antiviricas y antibacterianas, asi como su
accion inhibidora de carcinogénesis. De este modo, su aislamiento seria de gran

importancia para su uso en férmulas infantiles, alimentos funcionales y nutracéuticos.

Asi, el objetivo de la investigacion propuesta es el desarrollo del proceso para la obtencién
de lactoferrina bovina a partir de lactosuero mediante la técnica de filtracion tangencial de
alta resolucion. Para ello se disefiara, en primer lugar, la estrategia de fraccionamiento del
suero para la recuperacion de lactoferrina. Seguidamente, se llevara a cabo el estudio
tedrico de la recuperacion de lactoferrina bovina por ultrafiltracion empleando dicha
estrategia. Por ultimo, se realizard el estudio experimental del fraccionamiento de

lactosuero para comprobar la viabilidad del proceso propuesto.
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3.1. PREPARACION DEL LACTOSUERO ACIDO BOVINO

El lactosuero acido bovino fue preparado a partir de leche entera pasteurizada comercial,
para asegurar la mayor homogeneidad posible en la composicién de la misma. En primer
lugar, la leche fue centrifugada a 4500 rpm y 4°C durante 30 min para eliminar la grasa.
Después, se ajustd el pH de la leche desnatada a 4.2 mediante la adicion de HCI 2N, para
provocar la coagulacion de las caseinas, cuyo punto isoeléctrico es 4.6. Por ultimo,
mediante una nueva centrifugacion a 4500 rpm y 4°C durante 30 min, se separd la fraccion

de caseinas del lactosuero, obtenido como sobrenadante.
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3.2. MEMBRANA

En esta investigacion se han utilizado membranas ceramicas tubulares, modelo Inside
Céram 120, alojadas en un modulo de acero inoxidable 316L, ambos suministrados por la
casa TAMI (Nyons, Francia) (Figura 3.1). Los tamafos de corte empleados han sido 50
kDa, 300 kDa y 0.14 um. Estas membranas estdn formadas por un soporte tubular de 10
mm de diametro, con tres canales de 3.6 mm de didmetro hidraulico, una longitud de 1.2 m
y un éarea superficial de 0.045 m?. El soporte esta formado por 6xidos de aluminio, titanio y
zirconio, mientras que el material de la capa activa es Oxido de titanio. Este tipo de
membranas pueden operar en condiciones extremas: 10 bar de presion, temperaturas de
hasta 350 °C y pH en el intervalo 0-14.

Figura 3.1. M6édulo y membranas empleadas.

Aunque en los sistemas de ultrafiltracion tradicionalmente se han empleado membranas
poliméricas, para esta investigacion se utilizaron membranas cerdmicas debido a las
ventajas que presentan: son mas resistentes a productos quimicos, se pueden utilizar en un
rango amplio de temperaturas y pH, soportan altos limites de presion, tienen una vida de
operacion mas larga y se pueden esterilizar con vapor (Shah et al., 2007). Por otro lado, en
cuanto a la configuracion, se eligié el modulo tubular porque permite escalar el proceso con

fiabilidad (Cui et al., 1997) y para el caso concreto de las membranas ceramicas, requieren
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menos superficie que las configuraciones planas en idénticas condiciones (Grangeon y
Lescoche, 2000).

3.2.1. Determinacion del punto de carga cero

Las membranas inorganicas presentan un comportamiento anfétero debido a que poseen
puntos en su superficie que pueden ionizarse en disolucion acuosa. Por tanto, la membrana
tendra una carga neta que puede ser de distinto signo en funcién del pH. Esto es muy
importante en la filtracién de proteinas, ya que las interacciones electrostaticas proteina-
membrana seran diferentes en funcién de la carga neta que presente cada una de ellas, es
decir, sera funcion del pH. Estas interacciones, de naturaleza atractiva o repulsiva, afectan a
la colmatacion de la membrana y a la forma en la que se aproxima la proteina a la mismay,
por consiguiente, a la transmisidn o rechazo de esa proteina. Existe un valor de pH para el
cual la membrana presenta una densidad de carga superficial igual a cero. Este valor es
conocido como punto de carga cero (pzc). Para valores de pH superiores al punto de carga
cero, los grupos hidroxilo de la superficie de la membrana se encuentran desprotonados por
lo que la membrana presenta una carga neta negativa; mientras que para valores inferiores,

los grupos hidroxilo estan protonados y la membrana presenta una carga neta positiva.

De acuerdo con los resultados obtenidos por De la Casa (2006), el punto de carga cero de
membranas ceramicas Inside Céram es independiente de la configuracion y del tamafio de
poro, dependiendo Unicamente del material de la membrana. Por tanto, todas las
membranas empleadas en esta investigacion, Inside Céram, presentan un mismo valor de

pcz, cercano a 7 (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Determinacién del punto de carga cero de las membranas cerdmicas Inside

Céram.

3.2.2. Determinacion de la permeabilidad de la membrana

El modelo de resistencias en serie describe el comportamiento observado en el caudal de
filtrado en funcidn de la presion de trabajo. En los procesos de filtracion se distingue una
zona controlada por la presion para valores bajos de la misma y una zona independiente de
la presion para valores altos. Una aproximacion a este fendmeno consistiria en la utilizacién
de resistencias en serie, por analogia con la transferencia de calor (Cheryan, 1998). Segun

este modelo, la ecuacion que relaciona el flujo de filtrado con la presién es:

AP

e S 3.1
" R, +R.+R, 3.4]

donde Jr es el flujo de filtrado, AP es la presion transmembrana, Ry es la resistencia
intrinseca de la membrana, R es la resistencia de colmatacion y Rp es la resistencia de la

capa de polarizacion.
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La resistencia intrinseca de la membrana, Ry, se determina utilizando agua pura como

alimentacion, ya que en este caso R y Rp son nulas:
(‘]F)agua =5 [32]

La permeabilidad de la membrana, L, se define como la relacién entre el flujo de filtrado y

la presion transmembrana, es decir, es la inversa de Ry.

AP
(I Daga == LAP [3.3]

M
Para determinar la permeabilidad inicial de cada una de las membranas, se hizo pasar agua
a 30°C y 400 L/h a través de las membranas virgenes, midiendo el flujo de filtrado en
funcién de la presion transmembrana. A partir de estos valores se determind L como la
pendiente de la recta resultante de la representacion del flujo frente a la presion

transmembrana (ecuacion [3.3]).

+ Membrana de 50 kDa

En la Figura 3.3 se muestran los datos experimentales del flujo de filtrado de agua en
funcion de la presion transmembrana para la membrana de 50 kDa. Como consecuencia, la

permeabilidad de referencia de esta membrana es: Lso kpa = 293.88 L/(bar-m*h).
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Figura 3.3. Flujo de filtrado de agua en funcién de la presién transmembrana para la

membrana de 50 kDa.
+ Membrana de 300 kDa

La permeabilidad de la membrana virgen de 300 kDa es: Lsgo kpa = 780.90 L/(bar-m?h). La
representacion del flujo de filtrado en funcién de la presion transmembrana para esta

membrana se muestra en la Figura 3.4.
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Figura 3.4. Flujo de filtrado de agua en funcion de la presion transmembrana para la

membrana de 300 kDa.
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+ Membrana de 0.14 xm

En la Figura 3.5 se representan los datos experimentales para el célculo de la permeabilidad

inicial de la membrana de 0.14 um. El valor resultante es: Lo.14 ym = 1817.68 L/(bar-m?h).
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Figura 3.5. Flujo de filtrado de agua en funcién de la presién transmembrana para la

membrana de 0.14 pm.
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3.3. DISPOSITIVO EXPERIMENTAL

3.3.1. Modo de operacion: diafiltracién continua

Cuando se opera en el modo de diafiltracion continua, una solucién con pH y temperatura
iguales a los de trabajo es adicionada al tanque de alimentacion con igual caudal que el
caudal de filtrado, de modo que el volumen de retenido permanece constante a lo largo de
todo el proceso. Con este modo de operacion se consigue favorecer el paso de las moléculas
de menor tamario al filtrado, quedando en el retenido las de mayor tamafio. En la Figura 3.6
se esquematiza esta forma de operar y en la Figura 3.7 se muestra la fotografia de dicho

dispositivo.

Figura 3.6. Dispositivo experimental para el modo de diafiltracién continua.

La alimentacion se introduce en un tanque de acero inoxidable de 2 L (1) que dispone de un
termometro digital (8) (Hanna Instrument HI 98509, USA), que permite controlar la
temperatura de trabajo mediante la actuacion sobre el termostato de un bafio (Selecta,
Abrera, Espafia), donde se encuentra sumergido el tanque. La alimentacion es impulsada
mediante una bomba de desplazamiento positivo (2) (motor de 0.56 kw y cabezal Procon,

USA), cuya velocidad puede ajustarse mediante un variador de frecuencia (Omron Sysdrive
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3G3JV Inverter, USA), al modulo de membrana (4), del que se obtienen dos corrientes: la
corriente de retenido (linea continua) y la de filtrado (linea discontinua). La corriente de
alimentacion a la membrana dispone de un manometro (3) (Wika, 1-60 psi, USA) para
medir la presion a la entrada del modulo. En la corriente de retenido se coloca un
manémetro (5) (Wika, 1-60 psi, USA) para medir la presion a la salida del modulo de
membrana, una valvula de membrana (6) para regular la presion y un caudalimetro
magnético (7) (Badger-Meter Type Food Primo V11, Alemania). La corriente de filtrado se
recoge en el tanque de filtrado acumulado (9) y se adiciona al tanque de alimentacion una
solucion al pH y temperatura de trabajo (11), con caudal coincidente con el caudal de
filtrado (10). El valor de caudal de filtrado se determina mediante medida en una balanza
electronica (Mettler Toledo PB 1502-S, Suiza) de la masa recogida en un tiempo

determinado.

Variador de

frecuencia l N

Manometro
salida

Tanque de
retenido

Figura 3.7. Fotografia del dispositivo experimental.
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3.3.2. Modo de operacion: recirculacion total

En este caso, (Figura 3.8), el filtrado es recirculado al tanque de alimentacion junto con la
corriente de retenido. La corriente de filtrado se encuentra abierta y el valor de su caudal se
determina, al igual que en el modo de diafiltracion continua, por medida de masa en una

balanza electrénica. Este modo de operacion permite mantener unas condiciones
homogéneas en el retenido a lo largo de todo el experimento.

6
s T @
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Q7 5P
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Figura 3.8. Dispositivo experimental para el modo de recirculacion total.
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3.4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En cada experimento se diferenciaron tres etapas:
+ Acondicionamiento de la membrana

Se recirculaba agua Milli-Q en las condiciones de pH y temperatura de trabajo durante 15

minutos.
+ Filtracion

En primer lugar, se ajustaba el pH de la alimentacion al pH de trabajo mediante la adicién
de HCI o NaOH, segun el caso. Seguidamente, se filtraba a vacio para retirar posibles
agregados. A continuacién, se colocaban 2 L de alimentacion en el tanque correspondiente
y se iniciaba el proceso. La filtracién se llevaba a cabo en las siguientes condiciones de
operacion: temperatura de 30°C para evitar fendmenos de desnaturalizacion, presion
transmembrana de 1 bar para trabajar dentro de la zona de operacion controlada por la
presion y una velocidad de circulacion de 3.3 m/s que se corresponde con un caudal de
retenido de 400 L/h y que proporciona un régimen turbulento para minimizar la capa de

polarizacion.

En el modo de diafiltracion continua, el caudal de filtrado se recogia en el tanque de
filtrado acumulado, monitorizando la evolucion de su caudal con el tiempo. Con caudal
igual al de filtrado, se afiadia agua de diafiltracién (pH y temperatura de trabajo) al tanque
de retenido. El proceso de diafiltracion concluia cuando se llegaba a 4 diavolimenes, es
decir, cuando se habian recogido 8 L de filtrado. A cada diavolumen (cada 2 L) se tomaban
muestras de 1 mL de retenido y filtrado acumulado para la cuantificacion de la cantidad de
cada una de las proteinas individuales.

En el modo de recirculacion total, la corriente de filtrado se recirculaba al tanque de
alimentacion. El proceso de filtracion concluia cuando se alcanzaba 1 hora de operacién. Se
monitorizaba el caudal de filtrado con el tiempo y se cogian muestras de 1 mL, tanto de
retenido como de filtrado, a los 3, 7, 15, 30 y 60 minutos para cuantificar la concentracién

de proteinas individuales.

91



Obtencion de lactoferrina bovina mediante ultrafiltracion de lactosuero

+ Limpieza

Para regenerar la membrana ceramica tras la ultrafiltracion, se aplicaba el siguiente

protocolo de limpieza:
1. Enjuagado con agua destilada para eliminar los restos de la solucion de trabajo.

2. Limpieza basica: recirculacién total de una disoluciéon de 20 g/L de NaOH (Panreac,
Espafia) y 2 g/L de un agente surfactante, sodio dodecil sulfato (SDS) (Panreac, Espafia) a
50 °C, 350 L/h, 1 bar de presién transmembrana y 60 minutos. Con la limpieza basica se

elimina la suciedad de origen organico y bioldgico.
3. Enjuagado con agua destilada hasta la neutralidad, tanto del retenido como del filtrado.

4. Repeticion de las etapas 2-3 hasta recuperar las condiciones filtrantes iniciales de la

membrana (maximo 3 veces).

5. Limpieza 4cida: sélo en aquellos casos en los que, tras repetir la limpieza basica tres
veces, no se conseguia recuperar la resistencia inicial de la membrana, se realizaba una
limpieza &cida con el fin de eliminar suciedad de origen inorganico, consistente en
recirculacion total de una disolucion de 2.5 mL/L de acido nitrico al 60% a 350 L/h, 50 °C,

1 bar y 15 minutos.
6. Enjuagado con agua hasta neutralidad tanto del retenido como del filtrado.

7. Repeticion de las etapas 2-6 hasta recuperar las condiciones filtrantes iniciales, es decir,

el valor de permeabilidad de la membrana virgen (segun apartado 3.2.2)
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3.5. ANALISIS DEL CONTENIDO EN PROTEINAS INDIVIDUALES

Las concentraciones de las proteinas individuales presentes en el lactosuero (o-
lactoalbumina, B-lactoglobulina, BSA, LF e IgG) fueron determinadas por cromatografia
liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC), utilizando el método descrito por
Elgar et al. (2000), extendido a la deteccion de LF por Palmano y Elgar (2002). El sistema
de HPLC (Waters, Milford MA, USA) estaba formado por un moédulo de separacion
Alliance 2690 conectado a un detector por absorbancia M-474 y a un sistema de
adquisicion y procesado de datos Millenium. Se utilizaba una columna de 1 mL Resource
RPC (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) que operaba a temperatura ambiente y con
un flujo de 1 mL/min. Se trabajaba con gradiente de fases maoviles, por lo que era necesario
la utilizacion de dos solventes: el solvente A era una disolucion de 0.1% (v/v) de &cido
trifluoroacético en agua Milli-Q; mientras que el solvente B era una disolucion de 0.09%
(v/v) de acido trifluoroacético y 90% (v/v) de acetonitrilo en agua Milli-Q. La columna se
equilibraba en 80% de solvente A. En la Tabla 3.1 se recoge el gradiente que se utilizaba
para separar y cuantificar las proteinas. La deteccion por absorbancia se realizaba a una

longitud de onda de 214 nm.

Tabla 3.1. Gradiente utilizado en RP-HPLC para cuantificar las proteinas individuales.

t (min) Solvente B (%)
0-1 20
1-6 20-40

6-16 40-45
16-19 45-50
19-20 50
20-23 50-70
23-24 70-100
24-25 100
25-27 100-20
27-30 20
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Antes de realizar el analisis por RP-HPLC, todas las muestras se filtraban con un filtro de
jeringa de nylon de 0.22 um y los solventes eran filtrados a través de filtros de membrana
Durapore de 0.45 pum (Millipore, Bedford MA, USA) y desgasificados. Los volimenes
inyectados eran: 50 uL para el lactosuero inicial y las muestras de retenido, y 100 uL para

las muestras de filtrado y todas las muestras de proteinas modelo.

El acetonitrilo y el acido trifluoroacético, ambos grado HPLC, fueron comprados a
Scharlau Chemie (Barcelona, Spain), mientras que los patrones de proteinas (o-
lactoalbumina, B-lactoglobulina, BSA, LF e IgG) fueron comprados a Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA).

Previo al andlisis de las muestras se realizaron curvas de calibrado. Para ello se prepard una
mezcla de patrones con las concentraciones indicadas en la Tabla 3.2, correspondientes a

las concentraciones proporcionales de cada proteina en el lactosuero.

Tabla 3.2. Concentracion de cada una de las proteinas en la mezcla de patrones empleada

para las curvas de calibrado.

, ncentracion
Proteina Concentracio

(/L)
a-lactoalbumina 0.80
B-lactoglobulina A + B-lactoglobulina B 1.00 + 1.00
BSA 0.08
Inmunoglobulinas G 0.30
Lactoferrina 0.03

Para la obtencion de las curvas de calibrado se inyectaron volimenes desde 10 hasta 100
uL de la mezcla de patrones anteriormente indicada. De este modo, se realizaron las rectas
de calibrado de cada proteina, con 10 puntos cada una, mediante representacion del area
obtenida en funcion de la cantidad de proteina inyectada, pasando por el origen de
coordenadas. Las pendientes y coeficientes de correlacion resultantes de la recta de

calibrado para cada proteina se recogen en la Tabla 3.3.
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Tabla 3.3. Pendientes y coeficientes de correlacién de las rectas de calibrado de las

proteinas individuales.

Proteina Pendiente (ug™) R?
a-lactoalbumina 1083013 0.9998
B-lactoglobulina A + B-lactoglobulina B 753583 0.9998
BSA 639400 0.9947
Inmunoglobulinas G 463143 0.9946
Lactoferrina 949023 0.9976
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Simulacion de la recuperacion de lactoferrina por ultrafiltracion

4.1. INTRODUCCION

Como se ha indicado en el capitulo de antecedentes, la filtracion con membranas es una de
las técnicas utilizadas para el fraccionamiento de las proteinas del lactosuero. En particular,
la filtracion tangencial de alta resolucion (HPTFF) se presenta como la alternativa mas
potente técnicamente y mds viable desde el punto de vista economico. Fue Zydney, en
1998, el primero que indic¢ la posibilidad de utilizar la HPTFF para el fraccionamiento de
las proteinas del suero lacteo. Este autor sugirid la utilizacion de dos etapas en cascada. En
la primera etapa se deberian retener inmunoglobulinas y lactoferrina; pasando a filtrado,
preferentemente, o-lactoalblimina, [-lactoglobulina y BSA. En la segunda etapa, el
retenido de la etapa anterior se haria pasar por otra membrana, seleccionada de forma que la
lactoferrina fuese recogida en el filtrado, quedando retenidas las inmunoglobulinas. Para
llevar a cabo con éxito dicha estrategia, indicd la necesidad de utilizar las interacciones
electrostaticas proteina-proteina y proteina-membrana mediante el control de las
condiciones de operacion, fundamentalmente pH y fuerza ionica. Sin embargo, no existe en

la literatura ni la simulacion de esta estrategia ni su implementacion en el laboratorio.

En este capitulo se pretende analizar, desde un punto de vista tedrico, la viabilidad de la
aplicacion de la técnica de filtracion tangencial de alta resolucion para la recuperacion de
lactoferrina a partir de lactosuero. Para ello se va a modelar y simular un proceso de
ultrafiltracion en dos etapas, utilizando como modo de operacion la diafiltracion continua

(Figura 4.1).
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Figura 4.1. Esquema del proceso de diafiltracién continua. Dos etapas tedricas.
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4.2. ASPECTOS TEORICOS

4.2.1. Modelo del proceso

Como premisas basicas del modelo se asumira que:

» El modo de operacion es diafiltracion continua, es decir, el volumen de retenido se
mantiene constante mediante adicion de una solucion de agua (a pH y fuerza idnica
apropiadas) de igual caudal que el de filtrado. Esta configuracion permite la retencion

de las proteinas de mayor radio efectivo y el lavado de las de menor.

» La transmision de cada proteina es constante durante la filtracion. Es decir, los
cambios en las propiedades filtrantes de la membrana debidos al fenémeno de la

colmatacion se consideran despreciables.

» Las moléculas de proteina no interactian entre si, es decir, no se consideran

fenomenos de agregacion.
» La transmision observada de cada proteina se aproxima a la transmision asintotica.

Para justificar esta tltima premisa hay que tener en cuenta que la transmision real se
define como la razon, en la capa limite, entre la concentracion de soluto a la salida
(Cp) y a la entrada del poro (Cw). A partir de modelos hidrodindmicos se puede
calcular la transmision real mediante la siguiente ecuacion (Zeman y Zydney, 1996;

de la Casa et al., 2006):

S :&: S..-exp(Pe, )
* C, S,+exp(Pe,)-1

[4.1]

donde Pe,, es el nimero de Peclet de la membrana y es una medida de la contribucion
relativa de la conveccion y la difusion del soluto al transporte del mismo a través de

la membrana. Se calcula como:
Pe = Vo, \[ ¢K, _ Jeo, K, [42]
Doo ¢.Kd Doo €.¢.Kd
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Para valores muy elevados de Pey,, es decir, cuando el transporte del soluto a través
de la membrana se debe principalmente a la conveccion, la transmision real se hace
igual a la transmision asintética. Esta aproximacion es razonable para la mayoria de

los sistemas de ultrafiltracion (Mehta y Zydney, 2005).

Como en la practica se suele conocer el dato de la concentracion en el retenido Cr en
lugar de Cyw, normalmente se utiliza la denominada transmision observada. Esta se
relaciona con la transmision real a partir del modelo de la capa de polarizacion (de la
Casa, 20006):

Co S,-exp(J: /K)

S, =P = [4.3]
C. 1-S,+8,exp(J./k)

Para valores pequefios de caudal de filtrado, la transmision observada es igual a la

transmision real, ya que Cw = Cg.

Ambas aproximaciones son validas en la mayoria de los procesos de ultrafiltracion,
por lo que algunos autores, como Zeman y Wales (1981), utilizan directamente para
el calculo de la transmision observada la ecuacioén correspondiente al célculo de la

transmision asintotica.

Teniendo en cuenta todas las premisas anteriormente indicadas, el proceso se puede
modelar con el sistema de ecuaciones diferenciales y algebraicas que a continuacioén se

detalla.

La ecuacion correspondiente al balance de materia a cada soluto (s) en el tanque de retenido

queda de la siguiente manera:

0=0Q '(Cp)s +w [4.4]
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El balance de materia total y el balance de materia a cada soluto (s) en el tanque de filtrado

acumulado da lugar a las siguientes ecuaciones:

dv.
_ 4.5
Q: o [4.5]

dv.-(C
Qu(C), = WWelbe)) [4.6]
dt
El nimero de diavolimenes, N, se define como:
N = Ve [4.7]
VR

La transmisioén observada, Sy, para cada proteina (s) se calcula con la siguiente ecuacion

(Zeman y Zydney, 1996):

U= ) ) 2= (0= (g )Y [exp(=0.7146 (A )): (A )s <1
(Sp)s = [4.8]
;o (eer)s 21
donde Agpr para cada soluto se define como:
r
(ﬂ’EFF )s = (E;—F)S [4.9]

p

Considerando el modelo propuesto, es necesario calcular el radio efectivo de cada proteina,
que se evalta teniendo en cuenta el radio de Stokes, la carga neta de la proteina, el radio de
poro y la fuerza i6nica del entorno. El radio de Stokes se puede calcular conocido el peso
molecular. La carga neta de la proteina se determina a partir de su estructura primaria y en
funcion del pH. En cuanto a la fuerza idnica del entorno, no podra ser inferior a la minima
posible, que viene determinada por la fuerza i6nica debida a la presencia de las propias
proteinas en el lactosuero y a la que aporta el acido o base anadida para ajustar el pH del
mismo. Por tanto, es necesario calcular como varia esta fuerza iénica minima en funcion

del pH del lactosuero. A continuacion se detallan estos céalculos.
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4.2.2. Estructura primaria

De acuerdo con el codigo recogido en la Tabla 4.1, la secuencia de aminoacidos de las
proteinas del lactosuero se muestra en la Tabla 4.2, Tabla 4.3, Tabla 4.4, Tabla 4.5 y Tabla
4.6. Dichas secuencias han sido obtenidas del servidor de protedmica del Swiss Institute of
Bioinformatics. Es importante destacar que la B-lactoglobulina se presenta en forma de
dimero y que la inmunoglobulina G tiene una estructura de 4 cadenas, comprendiendo dos

cadenas largas y dos cadenas cortas, unidas mediante puentes disulfuro.

Tabla 4.1. Codigo de aminoacidos de 1 letra.

Letra Aminoacido | Letra  Aminoacido

G Glicina W Triptéfano
P Prolina H Histidina
A Alanina K Lisina
\Y Valina R Arginina
L Leucina Q Glutamina
I Isoleucina N Asparagina

M Metionina E Acido glutamico

C Cisteina D Acido aspartico
F Fenilalanina S Serina
Y Tirosina T Treonina

Tabla 4.2. Secuencia de aminoacidos de a-lactoalbumina.

EQLTKCEVFRELKDLKGYGGVSLPEWVCTTFHTSGYDTQAIVQNNDSTEYGLF
QINNKIWCKDDQNPHSSNICNISCDKFLDDDLTDDIMCVKKILDKVGINYWLAH

KALCSEKLDQWLCEKL
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Tabla 4.3. Secuencia de aminoéacidos de p-lactoglobulina.

LIVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLRVYVEELKPTPEGDL
EILLQKWENGECAQKKIAEKTKIPAVFKIDALNENKVLVLDTDYKKYLLFCME

NSAEPEQSLACQCLVRTPEVDDEALEKFDKALKALPMHIRLSFNPTQLEEQCHI

Tabla 4.4. Secuencia de aminoacidos de seroalbimina bovina.

DTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQCPFDEHVKLVNELTEFAKTCV
ADESHAGCEKSLHTLFGDELCKVASLRETYGDMADCCEKQEPERNECFLSHKD
DSPDLPKLKPDPNTLCDEFKADEKKFWGKYLYEIARRHPYFYAPELLYYANKY
NGVFQECCQAEDKGACLLPKIETMREKVLASSARQRLRCASIQKFGERALKAW
SVARLSQKFPKAEFVEVTKLVTDLTKVHKECCHGDLLECADDRADLAKYICDN
QDTISSKLKECCDKPLLEKSHCIAEVEKDAIPENLPPLTADFAEDKDVCKNYQEA
KDAFLGSFLYEYSRRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEECCAKDDPHACYSTVFDK
LKHLVDEPQNLIKQNCDQFEKLGEYGFQNALIVRYTRKVPQVSTPTLVEVSRSL
GKVGTRCCTKPESERMPCTEDYLSLILNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLVNR
RPCFSALTPDETYVPKAFDEKLFTFHADICTLPDTEKQIKKQTALVELLKHKPKA

TEEQLKTVMENFVAFVDKCCAADDKEACFAVEGPKLVVSTQTALA
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Tabla 4.5. Secuencia de aminoacidos de lactoferrina.

APRKNVRWCTISQPEWFKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAFALECIRAIAEKK
ADAVTLDGGMVFEAGRDPYKLRPVAAEIYGTKESPQTHYYAVAVVKKGSNFQL
DQLQGRKSCHTGLGRSAGWIIPMGILRPYLSWTESLEPLQGAVAKFFSASCVPCI
DRQAYPNLCQLCKGEGENQCACSSREPYFGYSGAFKCLQDGAGDVAFVKETTV
FENLPEKADRDQYELLCLNNSRAPVDAFKECHLAQVPSHAVVARSVDGKEDLI
WKLLSKAQEKFGKNKSRSFQLFGSPPGQRDLLFKDSALGFLRIPSKVDSALYLGS
RYLTTLKNLRETAEEVKARYTRVVWCAVGPEEQKKCQQWSQQSGQNVTCATA
STTDDCIVLVLKGEADALNLDGGYIYTAGKCGLVPVLAENRKSSKHSSLDCVLR
PTEGYLAVAVVKKANEGLTWNSLKDKKSCHTAVDRTAGWNIPMGLIVNQTGS
CAFDEFFSQSCAPGADPKSRLCALCAGDDQGLDKCVPNSKEKYYGYTGAFRCL
AEDVGDVAFVKNDTVWENTNGESTADWAKNLNREDFRLLCLDGTRKPVTEAQ
SCHLAVAPNHAVVSRSDRAAHVKQVLLHQQALFGKNGKNCPDKFCLFKSETKN

LLFNDNTECLAKLGGRPTYEEYLGTEYVTAIANLKKCSTSPLLEACAFLTR
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Tabla 4.6. Secuencia de aminoacidos de inmunoglobulina-G.

Cadena larga
EVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCSSSGFIFSSYAMYWVRQAPGKGLEWVAIIWD
DGSDQHYADSVKGRFTISRNDSKNTLFLQMDSLRPEDTGVYFCARDGGHGFCS
SASCFGPDYWGQGTPVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
QPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPQVKFNWYVDGVQVHNAKTKPREQQYNSTYRVVSVLTVLHQ
NWLDGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Cadena corta
QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGTSSNIGSSTVNWYQQLPGMAPKLLIYRDAMR
PSGVPDRFSGSKSGASASLAIGGLQSEDETDYYCAAWDVSLNAYVFGTGTKVT
VLGQPKANPTVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADGSPVKAG

VETTKPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

4.2.3. Calculo de la carga neta

Los aminoécidos que contribuyen, junto con el grupo amino terminal, a la carga positiva de
la proteina son: lisina (K), arginina (R) e histidina (H); mientras que los que contribuyen,
junto con el grupo carboxilo terminal, a la carga negativa de la proteina son: acido aspartico
(D), acido glutamico (E), cisteina (C) y tirosina (Y). En la Tabla 4.7 se muestra el recuento,
para cada proteina, del amino terminal y los aminoacidos que contribuyen a la carga
positiva de la misma, asi como los pK, correspondientes (Mathews et al., 2000); mientras

que en la Tabla 4.8 se muestra el recuento de aminodcidos que contribuyen a la carga
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negativa de la proteina, el grupo carboxilo y los pK, correspondientes (Mathews et al.,
2000). El pK, del grupo amino terminal de cada proteina es el correspondiente al grupo
amino terminal del primer aminodcido de la cadena de la proteina. Del mismo modo, el pK,

del grupo carboxilo terminal es el debido al ultimo aminoacido de la cadena.

Tabla 4.7. Nimero de aminoacidos que contribuyen a la carga positiva en a-lactoalbimina
(ALA), B-lactoglobulina (BLG), seroalbumina bovina (BSA), lactoferrina (LF) e

inmunoglobulinas G (IgG) y pK, de cada uno de ellos.

Aminoacido ALA BLG BSA LF 19G pKa
Amino terminal ALA E 1 0 0 0 0 9.70
Amino terminal BLG L 0 2 0 0 0 9.60
Amino terminal BSA D 0 0 1 0 0 9.80
Amino terminal LF A 0 0 0 1 0 9.70
Ampormimli6S g oo 0 o2 o
Amino terminal IGG
Cadena Corta Q 0 0 0 0 2 9.70
Lisina K 12 30 59 54 82 10.00
Arginina R 6 23 37 38 12.50
Histidina H 3 4 17 10 26 6.00

Tabla 4.8. Numero de aminoacidos que contribuyen a la carga negativa en a-lactoalbimina,

B-lactoglobulina, seroalbimina bovina, lactoferrina e inmunoglobulinas G y pK, de cada uno

de ellos.
Amino&cido ALA BLG BSA LF 1gG pKa
Carboxilo terminal ALA L 1 0 0 0 0 2.40
Carboxilo terminal BLG 1 0 2 0 0 0 2.40
Carboxilo terminal BSA A 0 0 1 0 0 2.30
Carboxilo terminal LF R 0 0 0 1 0 2.20
Carboxilo terminal IGG G 0 0 0 0 ) 230
Cadena Larga
Carboxilo terminal IGG
Cadena Corta S 0 0 0 0 2 2.20
Acido aspartico D 13 20 40 36 56 3.90
Acido glutdamico E 7 32 59 40 52 4.20
Cisteina C 8 10 35 34 36 8.30
Tirosina Y 8 20 21 52 10.10
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Con estos valores, es posible calcular la carga neta, z, de cada proteina en funcioén del pH

(Skoog y Wichman, 1986) mediante la expresion:

lo(pKi*pH) lo(pH—PKj)

z :ZNi.l-i-lO(pKi_pH) _ZN

i 110 [4.10]

Donde el indice i se refiere a los aminodcidos potencialmente cargados positivamente (y al

grupo amino) y el indice j a los negativamente cargados (y al grupo carboxilo).

En la Figura 4.2 se representa la carga neta de las proteinas del lactosuero en funcion del
pH. El pH para el cual la carga neta de la proteina es 0, es conocido como punto
isoeléctrico de esa proteina. Se observa que para valores de pH superiores al punto
isoeléctrico la proteina se encuentra cargada negativamente; mientras que para valores de
pH inferiores al punto isoeléctrico, se encuentra cargada positivamente. En la Tabla 4.9 se

recoge el punto isoeléctrico de las proteinas del lactosuero.
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Figura 4.2. Carga neta de a-lactoalbumina, 3-

lactoglobulina, BSA, LF e IgG en funcion del

pH.

Tabla 4.9. Punto isoeléctrico de las proteinas del lactosuero.

Proteina Punto isoeléctrico

ALA

BLG

BSA
LF
IgG

4.61
4.61
5.48
8.15
7.95
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4.2.4. Calculo del peso molecular

El célculo del peso molecular de cada proteina se realiza teniendo en cuenta su secuencia de
aminoacidos, utilizando la herramienta informatica Peptide Mass (Wilkins et al., 1997). Los

valores obtenidos se muestran en la Tabla 4.10.

Tabla 4.10. Peso molecular de las proteinas del lactosuero.

Proteina Peso Molecular (g/mol)

ALA 14186
BLG 36562
BSA 66433

LF 76144
1gG 145065

4.2.5. Calculo del radio de Stokes

El célculo del radio de Stokes, rS, (también conocido como radio de esfera solida o radio a
carga nula) se efectua a partir del peso molecular empleando un calibrado (Pharmacia
Biotech, 1999) con proteinas modelo (Tabla 4.11). En la Figura 4.3 se muestra el ajuste
lineal que permite determinar el radio buscado para las proteinas del lactosuero, radios que

se recogen en la Tabla 4.12.

Tabla 4.11. Proteinas modelo para el calibrado del radio de Stokes.

Proteina Peso Molecular rs (nm)
Ribonucleasa A 13700 1.64
Quimotripsinégeno A 25000 2.09
Ovoalbiimina 43000 3.05
Albumina 67000 3.55
Aldolasa 158000 4.81
Catalasa 232000 5.22

Ferritina 440000 6.10
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y = 3.0515x - 11.129
R? = 0.9956

O T T T
4 4.5 5 55 6

log (MW)

Figura 4.3. Recta de calibrado del radio de Stokes en funcién del peso molecular.

Tabla 4.12. Radio de Stokes de las proteinas del lactosuero.

Proteina rs(nm)

ALA 154
BLG  2.80
BSA 359
LF 3.77
IgG 4.62
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4.2.6. Calculo del radio efectivo

Para el célculo del radio efectivo (rgpr, nm) de cada proteina (s), se utilizara la expresion

desarrollada por Pujar y Zydney (1998):

(e ). = (1), + T BR1T)e ) gy [4.11]

donde:
» (15)s: radio de Stokes de la proteina (nm)
> (os)s: densidad de carga superficial de la proteina (C/nm?)
> g): permitividad del vacio (8.854-10>° C*s*/nm*Kg)
» ¢: permitividad relativa del agua a 30 °C (76.60)
> k: constante de Boltzman (1.381-10” nm*Kg/s*K)
» T: temperatura (K)
» s = (1s)s/1p (1p: radio de poro, nm)

> k': longitud de Debye (nm)

La densidad de carga superficial de la proteina se puede calcular a partir de su carga
superficial, z, asumiendo que la carga se distribuye uniformemente sobre la superficie de

una esfera con radio igual al de Stokes (Pujar y Zydney, 1997):

ez,

—47[.("8 ¥ [4.12]

(05)s =

donde ¢ = 1.602-10™" C/carga.
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La longitud de Debye (nm), en disolucidn acuosa, viene dada por (Zydney, 1998):

K = 0304172 [4.13]
donde I es la fuerza i6nica, en mol/L.

Por tanto, el radio efectivo de una proteina depende de las condiciones de fuerza idnica y
pH (ya que influye sobre la carga de la proteina), asi como de la relacion entre el radio de la
proteina no cargada y el radio de poro de la membrana. A continuacion se analiza cdmo

influyen estos factores en el radio efectivo.

En la Figura 4.4 se representa el radio efectivo de las proteinas del lactosuero frente al pH
para diferentes valores de la fuerza idnica, con 1,=20 nm. Se puede observar que el menor
radio que presenta cada proteina coincide con su radio de Stokes, valor que se obtiene en su
punto isoeléctrico, donde su carga neta es 0. En cualquier otro valor de pH, el radio efectivo

de la proteina es menor cuanto mayor es la fuerza ionica.
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En la Figura 4.5 se analiza la influencia de A en el radio efectivo, para varios valores de pH
y manteniendo fija la fuerza i6nica (0.1 M). Si la ecuacion [4.11] se deriva respecto a A, se
obtiene que esta derivada es 0 para A= 0.5 (r,=2'1s), y este punto de inflexiéon es un
maximo. Este maximo se puede apreciar en todas las curvas, siendo su valor mas o menos

elevado en funcion del pH (de acuerdo con la Figura 4.4). Las curvas casi planas son las
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correspondientes a pH cercanos al punto isoeléctrico de la proteina, donde el rgpr coincide
con el rs, independientemente del valor de la fuerza idnica y de A. En el resto de los casos,
para r,>2'1s, al aumentar r, aumenta rgpr. Por el contrario, para r,<2-rs, al aumentar 1,

disminuye rgpr.
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4.2.7. Calculo de la fuerza idonica minima

Si se considera que es posible diafiltrar o utilizar otro método para eliminar todas las sales
presentes en el lactosuero inicial, la fuerza i6nica minima serd la correspondiente a las
proteinas y a la adicion de HCI (ecuacion [4.14]) o NaOH (ecuacion [4.15]) para ajustar el
pH al de trabajo. Sin embargo, ninguna de las aportaciones a la fuerza idnica son
constantes, sino que dependen del pH: en el caso de las proteinas, por la influencia que éste
tiene sobre las reacciones de los grupos ionizables de las mismas; y en el caso del 4acido o
base, porque su volumen anadido dependera de la diferencia entre el pH inicial y el de

trabajo.

1 _
Imm=25-cs-z§ +[Cl] [4.14]

1 N
ImmZZE-CS'Z? +[Na'] [4.15]

donde c; es la concentracion de cada una de las proteinas y zg su carga correspondiente. La
concentracion corresponde a la concentracion inicial en cada etapa, modificada por el
volumen de 4cido o base afiadido (se indicard mas adelante); mientras que la carga se

calcula seglin se vio anteriormente, mediante la ecuacion [4.10].

., + -~ . . ’ ’
Para calcular la concentracion de Na' o Cl” afadido es necesario conocer como varia el pH
del lactosuero en funcion de la cantidad de NaOH o HCI afiadido, es decir, la curva de

titracion del lactosuero. Para ello hay que considerar:
» Producto ionico del agua
» Principio de electroneutralidad
» Reacciones de los grupos ionizables de las proteinas
» Dilucion debida a la adicion de acido o base
» Balance de materia

A continuacion se detallan cada uno de estos puntos.
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+ Producto ionico del agua
Ky =[H"][OH"] [4.16]
+ Principio de electroneutralidad

La suma de las concentraciones de las especies i0nicas cargadas positivamente (i) es igual a

la suma de las concentraciones de las especies i0nicas cargadas negativamente (j):

DAL =2 B [4.17]

Ademas de los cationes e iones procedentes de las proteinas, en la ecuacion [4.17] hay que

incluir la concentracion de Na' si se afiade base, o la concentracion de CI si se afiade acido.
+ Reacciones de los grupos ionizables de las proteinas

Las especies cationicas de las proteinas presentes en el lactosuero son: el amino terminal de
cada proteina, la lisina, la arginina y la histidina. Para cada una de ellas tiene lugar la

siguiente reaccion:

Ar—A+H"

[A][H*] [4.18]

TAT]

En el caso de las especies anidnicas (carboxilo terminal de cada proteina, acido aspartico,

acido glutamico, cisteina y tirosina) la reaccion que tiene lugar es:

B&——B +H"
“1[H* 4.19
< [BIH] [4.19]
[B]

Los pKa de los aminoacidos que contribuyen a la carga positiva y negativa de las proteinas

se recogen en la Tabla 4.7 y Tabla 4.8, respectivamente.
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+ Dilucion por la adicién de NaOH o HCI

El volumen de acido o base afiadido se calcula a partir de su molaridad (M):

v _[ion]

afiadido —
M

V, [4.20]
Teniendo en cuenta que el volumen total (Vr) es la suma del volumen inicial (Vy) y el
volumen afiadido (Vaadido), €l volumen total se calcula con la siguiente ecuacion:

Voo Yo [4.21]

L= .
_[ion]
-tk
+ Balance de materia

La concentracion inicial de una especie idnica tiene que coincidir con la suma de las

concentraciones de la especie ionizada y neutra:

SL(Gy), =[A] +AL 14.22]

“(6,), =[B7), +[8], [4.23]

El calculo de la concentracion inicial de cada especie involucrada se hizo a partir de la
concentracion inicial de cada proteina y del nimero de aminoacidos ionizables que tenia de
cada tipo. Estos datos son los mismos que se utilizaron para el calculo de la carga neta de la

proteina (Tabla 4.7 y Tabla 4.8). Por ejemplo, la concentracion inicial de histidina seria:

(Codnistigina = (Co)aa”(3) +(Cp)pie (4 +(Co)asa"(17) +(Co) e (10) + (CO)IgG ((26) [4.24]
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Resolviendo el sistema de ecuaciones planteado (de la ecuacion [4.16] a la [4.23]), se
obtiene que las concentraciones de base o acido afiadidos se calculan con las siguientes

ecuaciones:

KW

——[H"1+C;
[Na*]=[H] T [4.25]
1+M'Cji
—( EVX —[H*]+C,-ij
[Cl]= [H] ; [4.26]
I_M.Cji

donde C;j; se calcula como:

_ [ HT || _[H"]
Cji_z{coj@ Ka,-+[H+]ﬂ Z{cm Kai+[H+J [4.27]

]

siendo i los aminodcidos cargados positivamente (y el grupo amino) y j los cargados

negativamente (y el grupo carboxilo).
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4.3. OPTIMIZACION

4.3.1. Planteamiento

La recuperaciéon de lactoferrina por ultrafiltracion de lactosuero se plantea como un

problema de optimizacion en dos etapas de diafiltracion continua. En la primera etapa, se

requerira que las proteinas o-lactoalbimina, B-lactoglobulina y BSA pasen preferentemente

al filtrado, mientras lactoferrina e IgG permanecen en el retenido. En la segunda etapa, IgG

quedara retenida por la membrana, siendo finalmente la lactoferrina obtenida en el filtrado.

La optimizacién, en términos matematicos, se formula de la siguiente manera:

» Dado: las concentraciones iniciales de proteinas en el lactosuero (Zydney, 1998)

(Tabla 4.13).

» Determinar: pH;, pHo, 11, I, 1p1 y 1.

» Para minimizar: N = N;+N,

» Sujeto a restricciones: Cr; y Crz, dadas en la Tabla 4.13, I} > Ijmin € Lo > Domin

Es preciso indicar que los valores de las concentraciones en retenido requeridas

corresponden:

O Primera etapa: concentracion final en retenido superior al 90 % de la inicial

para IgG y LF; e inferior al 10 % para ALA, BLG y BSA.

0 Segunda etapa: concentracion final en retenido igual a la inicial para ALA,

BLG y BSA; superior al 90 % para IgG; e inferior al 10 % para LF.

Tabla 4.13. Planteamiento del problema de optimizacién.

Proteina Cro (9/L) Cri (9/L) Cr2 (9/L)

ALA

BLG

BSA
LF
IgG

1.20
2.70
0.40
0.10
0.65

<0.120
<0.270
<0.040
>0.090
>0.585

= Cri

= Cri

= Cri
<0.010
>0.585
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4.3.2. Resultado

Para resolver este problema de optimizacion, con funciones no lineales, se utiliza la
herramienta Solver incorporada en MS Excel. Para este tipo de problemas (NLP, Non-
linear Programming), Solver utiliza el algoritmo Generalized Reduced Gradient (GRG);
siempre y cuando la funcidn objetivo o alguna de las restricciones sean funciones continuas

y también sus derivadas sean funciones continuas.

Los pasos de los que consta el algoritmo son:
1. Calculo de gradientes a partir de soluciones de prueba.
2. Eleccion del gradiente: negativo si se minimiza, positivo si se maximiza.
3. Evaluacién numérica de la segunda derivada para estudiar la curvatura.
4. Evaluacion de las restricciones si las hubiera.

5. Localizacion del optimo. Considera Optimo cuando se obtienen 5 valores de la

funcion objetivo dentro de una tolerancia previamente fijada.

La solucion a este problema de optimizacion, planteado en el apartado anterior, se muestra
en la Tabla 4.14. En esta misma tabla se muestran los valores iniciales que conducen a los

valores Optimos.

Tabla 4.14. Solucién del problema de optimizacion.

N1 I o2 I
PR omy oy P2 om) vy Mo Ne N

Valores iniciales 5.10 30.0 0.0010 8.40 15.00 0.0010 2.85 6.00 8.85

Valores optimos  5.04 31.0 0.0082 8.35 12.70 0.0030 2.59 4.28 6.87
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En la etapa 1, teniendo en cuenta la concentracion de cada proteina, el pH inicial del
lactosuero seria 4.81. Si se partiese de 2 L de lactosuero, para ajustarlo a 5.04 seria
necesario afiadir 853 uL de NaOH 1 M. La fuerza idnica minima en esta primera etapa en
las condiciones Optimas seria 0.0081 M. En la etapa 2, el pH inicial de la alimentacion
(retenido de la etapa anterior) seria 6.10. Para ajustarlo a 8.35 se afiadiria 594 uL. de NaOH
1 M. La fuerza i6nica minima en la segunda etapa coincide con el valor optimo de fuerza

16nica obtenido.

En la Figura 4.6 se observa como van variando, con cada iteracion, el valor de rp y pHi, rp2
y pHa, I; € I, Nj, N, y N desde los valores iniciales hasta los valores 0ptimos (Tabla 4.14).

Se observa que son necesarias 23 iteraciones para llegar al 6ptimo.
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Figura 4.6. Evolucién con cada iteraciéon de rp,, pHy, rp2, pH2, 14, I, Ng, N2 y N desde el valor

inicial hasta el valor é6ptimo.
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Los radios efectivos de las proteinas del lactosuero en estas condiciones Optimas de

operacion se indican: numéricamente en la Tabla 4.15 y, graficamente, en la Figura 4.7.

Tabla 4.15. Radios efectivos de las proteinas del lactosuero en las condiciones de operacion

Optimas.
. reer1 (NM) reer2 (NM)
Proteina re;=31.0 nm  rp=12.7 Nm
ALA 1.69 13.33
BLG 391 41.09
BSA 5.15 102.21
LF 25.37 5.19
IgG 48.86 10.87
ALA BLG BSA LF fo[€] o
Etapa . 5 Q
1
Etapa
e Q o | ©

Figura 4.7. Tamanos relativos de las proteinas del lactosuero y radios de poro en las

condiciones 6ptimas.
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Puede observarse que, en la primera etapa, el valor del pHepimo €s cercano al punto
isoeléctrico de las proteinas que se desean recoger en filtrado. Este pH permite su elucion
debido al menor radio efectivo que presentan, como se aprecia en la Figura 4.7, y, restringe
el paso (parcial o totalmente) de las proteinas que se desean retener. El valor 6ptimo de la
fuerza ionica es, practicamente, el minimo permitido. Esto es asi porque un aumento de
fuerza i6nica disminuiria, en gran medida, el radio efectivo de las proteinas que se desean
retener; mientras que no afectaria significativamente al radio efectivo, cercano a su valor
minimo, de aquellas proteinas que se eluyen. Asi, se observa como en esta etapa los radios
efectivos de ALA, BLG y BSA son bastante mas pequefios que el radio de poro,
permitiendo que la concentracion final en retenido sea menor del 10%. Debido a que el
radio efectivo de IgG es mucho mayor que el radio de poro, no pasa nada de esta proteina al
filtrado. Sin embargo, el radio efectivo de LF es similar al radio de poro, un poco menor, lo

que permite el paso de una pequena cantidad a través de la membrana.

En la segunda etapa ocurre algo similar a la primera. En este caso, el pHspimo €5 cercano al
punto isoeléctrico de la lactoferrina, ya que es esta proteina la que se quiere recoger en
filtrado. La fuerza idnica 6ptima en esta etapa coincide con el valor minimo permitido para
no favorecer el paso de las proteinas que se quieren retener. En esta etapa, el radio de poro
es mucho mayor que el de LF, por lo que pasa facilmente a través de la membrana. El radio
efectivo de IgG es similar, aunque algo inferior, al radio de poro, asi que se recoge una
pequeia cantidad en filtrado. Los radios efectivos de ALA, BLG y BSA son superiores al

radio de poro, quedandose en su totalidad en el retenido.

A continuacién se cuantifica el paso o no a través de la membrana mediante el valor de las
concentraciones a lo largo del proceso. En la Figura 4.8 y Figura 4.9 se representa como
varia la concentracion de retenido y filtrado, para cada proteina, a lo largo de la primera y

segunda etapa, respectivamente.
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Figura 4.8. Evolucion con el nimero de diavolimenes de Cr y C, para cada proteina, en la

primera etapa.
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Figura 4.9. Evolucién con el numero de diavolimenes de Cgr y Cr, para cada proteina, en la

segunda etapa.

En la Figura 4.10 se representa el valor de la concentracion de retenido respecto al valor
inicial, para cada proteina, a lo largo del proceso. En la primera etapa, para ALA, BLG y
BSA este cociente pasa de valer la unidad a valer < 0.1; para LF, el cociente final es 0.9; y
para IgG es constante. En la segunda etapa, para ALA, BLG y BSA este cociente es
constante; para LF el cociente final es 0.1; y para IgG el valor final es 0.9. Con esto se

confirma que se cumplen las restricciones impuestas al proceso.
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Figura 4.10. Evolucién con el numero de diavolimenes de Cg/Cr, para cada proteina, a lo

largo de todo el proceso.

4.3.3. Curvas de titracion. Fuerza ionica minima.

Conociendo las concentraciones iniciales de cada etapa se puede calcular la curva de
titracion del lactosuero inicial y del retenido de la primera etapa (alimentacion de la

segunda) para conocer coémo varia el pH con el volumen adicionado de 4cido o base.

Para realizar las curvas de titracion se ha supuesto un volumen de alimentacion de 2 L, y la

adicion de NaOH o HCI 1 M.

En la Figura 4.11 se muestra la curva acida y bdsica de titracién del lactosuero inicial. Se
observa como el pH inicial (punto de partida de ambas curvas) es 4.81. Este valor es muy
cercano al punto isoeléctrico de las proteinas mayoritarias del lactosuero (ALA y BLG),
cuyo valor, calculado en el apartado 4.2.3., es 4.61. Tanto en la titracién 4cida como en la
basica, la primera parte de la curva es mas pronunciada que la parte final. Esto indica que

con poca cantidad de acido o base se puede modificar el pH del lactosuero inicial. Sin
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embargo, para conseguir valores de pH superiores a 12 o inferiores a 2, es necesario afadir

gran cantidad de base o 4cido, respectivamente, por lo que se aumentaria mucho la fuerza

16nica.
14 6
12 1 s
10 4
4 -
8 o
z L3
6 o
2 -
4 o
2 14
0 T T T T T 0 T T T T T
0 25 50 75 100 125 150 0 25 50 75 100 125 150

Vyaon afiadido (mL) Vi aiadido (mL)

Figura 4.11. Titracién acida y basica de la primera etapa.

En la Figura 4.12 se muestra la titracion acida y bésica para la segunda etapa. El pH inicial
en este caso es 6.10. Este aumento de pH se debe a que la concentracioén de las proteinas
acidas (ALA, BLG y BSA) es el 10% de la inicial o incluso menor. A pesar de esto, como
estas proteinas son las mayoritarias en el lactosuero, este 10% supone una concentracion
aun superior a la de LF e IgG aunque del mismo orden. Por eso, el pH es intermedio entre
el punto isoeléctrico de las proteinas acidas y el de las proteinas basicas. En este caso, se
aprecia la necesidad de afadir menos volumen aun de 4cido o base que en la primera etapa
para alcanzar valores de pH entre 2 y 12, siendo necesario la adicion de un volumen

elevado de 4cido o base para bajar de pH 2 o subir de pH 12.
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Figura 4.12. Titracién acida y basica de la segunda etapa.

Conociendo esta relacion entre volumen afiadido de 4cido o base y pH de la alimentacion,
se puede calcular la [Na'] o [CI] y, utilizando la ecuacion [4.14], se puede calcular la
fuerza i6nica minima en cada etapa. Esta fuerza idnica tiene dos componentes: la fuerza
ionica debida a las proteinas presentes en la solucion y la fuerza idnica debida a la adicion
del acido o la base. En la Figura 4.13 y Figura 4.14 se muestra la dependencia de la fuerza
i6nica minima con el pH para la etapa 1 y etapa 2, respectivamente. Esta curva de fuerza
i6nica minima se desglosa en la aportacion correspondiente a las proteinas y la
correspondiente al 4cido o base. Se observa, en las dos etapas, que la fuerza idnica debida a
las proteinas influye mas sobre la fuerza idnica minima, ya que, como se vio en las curvas
de titracion, la cantidad de 4cido o base afiadido es muy pequena para casi todos los valores
de pH, salvo en los extremos (por debajo de pH 2 y por encima de pH 12). Es en estos
valores extremos donde la fuerza idnica minima es significativamente superior a la fuerza

ionica debida a las proteinas.
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Figura 4.13. Fuerza idnica minima en funcién del pH para la primera etapa.
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Figura 4.14. Fuerza idénica minima en funcién del pH para la segunda etapa.
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4.3.4. Evaluacion de la funcién objetivo alrededor del é6ptimo

+ Limites de optimizacion de N con el radio de poro (I y pH 6ptimos)

En la Figura 4.15 se representa el valor de N; en funcion del radio de poro de la primera
etapa, para los valores de fuerza idnica y pH optimos. Las lineas discontinuas representan

limites de optimizacion:

0 Por debajo del limite inferior: el radio efectivo de BSA es mayor que el
radio de poro, por lo que no pasaria nada de esta proteina. Por tanto no se
cumple la restriccion de concentracion de retenido final de BSA inferior al

10%.

0 Por encima del limite superior: pasa demasiada LF, no cumpliéndose la

restriccion de concentracion final de LF superior al 90%.

El valor del radio de poro que minimiza N; es 31.0, como se vio anteriormente, valor que se

encuentra en el limite superior de optimizacion.

20 4

15 A

rpy(NM)

Figura 4.15. Limites de optimizacion para el radio de poro en la primera etapa, para valores

de fuerza iénica y pH 6ptimos.
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En la Figura 4.16 se representa el valor de N, en funcion del radio de poro de la segunda
etapa, para los valores de pH y fuerza idnica optimos. Las lineas discontinuas representan

limites de optimizacion:

0 Por debajo del limite inferior: el radio de la LF es superior al radio de poro,

por lo que no pasa a través de la membrana.

0 Por encima del limite superior: pasa demasiada IgG, no cumpliéndose la

restriccion de concentracion final de IgG superior al 90%.

El valor del radio de poro que minimiza N, es 12.7, como se vio anteriormente, valor que se

encuentra en el limite superior de optimizacion.

20 4

15 A

rp2 (NM)

Figura 4.16. Limites de optimizacion para el radio de poro en la segunda etapa, para valores

de fuerza iénica y pH 6ptimos.
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+ Limites de optimizacion de N con pH y fuerza ionica (radio de poro 6ptimo)

Para analizar las regiones validas para optimizar N en funcion del pH y la fuerza idnica, es
necesario realizar un andlisis conjunto de ambos parametros, ya que la modificacion de uno
de ellos trae consigo la modificacion del otro. Por tanto, se realizard un mapa de dos
variables en el que los limites de optimizaciéon vendran impuestos por las restricciones

exigidas para el proceso.

En la Figura 4.17 se representa la fuerza ionica frente al pH en la primera etapa, para el
valor de radio de poro 6ptimo. Las lineas discontinuas representan las restricciones y, por
tanto, los limites de optimizacion para estas dos variables. Todas estas restricciones dan
lugar a 22 regiones. En la Tabla 4.16 se indican con una X las condiciones que se dan en
cada una de las regiones. Estas condiciones indicadas en la primera fila de la tabla dan lugar
al incumplimiento de alguna de las restricciones. Asi, en las regiones en las que aparece una
X en la primera columna (I<I min) se incumple la restriccion de fuerza i6nica minima. En
el caso de que los radios efectivos de BSA, BLG o ALA sean inferiores al radio de poro,
indica que esa proteina no puede pasar a filtrado, por lo que no se cumple la restriccion de
que quede en retenido s6lo el 10% de la concentracion inicial. Por ultimo, si las
concentraciones de LF o IgG en retenido son inferiores al 90%, ha pasado a filtrado mas
cantidad de proteina que la fijada como restriccion. Como se observa, la Uinica region en la
que se cumplen todas las restricciones es la nimero 4. El 6ptimo, situado en la Figura 4.17
con un punto rojo, se encuentra, obviamente, en dicha region y en el limite tanto de fuerza

i6nica minima como de paso de mas del 10% de LF a filtrado.
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Figura 4.17. Limites de optimizacién para pH y fuerza idénica en la primera etapa, con el valor
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Tabla 4.16. Regiones delimitadas por las restricciones para fuerza iénica y pH en la primera

etapa. Restricciones que no se cumplen en cada una de ellas.

Region | I<Imin rege BSA> s reee BLG> 1 e ALAS 1 0?;:(:(:0':')_;) oc.:;,j é:j(?; c:) Valida
1 X X X NO
2 X X NO
3 X NO
4 sl
5 X NO
6 X X NO
7 X NO
8 X X NO
9 X NO
10 X X NO
11 X X X NO
12 X X X X NO
13 X X X X X NO
14 X X X X NO
15 X X X NO
16 X X X X NO
17 X X X NO
18 X X NO
19 X NO
20 X X NO
21 X X X NO
22 X NO

En la Figura 4.18 y Figura 4.19 (ampliacion de la anterior) y en la Tabla 4.17 se recogen las
regiones determinadas por las restricciones en la segunda etapa. En este caso, se originan
33 regiones, siendo valida unicamente la nimero 26. En esta region se encuentra el optimo,
que se situa en el limite de fuerza idnica minima y en el limite de paso al filtrado de mas del

10% de la IgG.
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Figura 4.18. Limites de optimizacion para pH y fuerza idnica en la segunda etapa, con el

valor del radio de poro éptimo.
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Figura 4.19. Limites de optimizacion para pH y fuerza ionica en la segunda etapa, con el

valor del radio de poro éptimo. Ampliacion de la figura 4.14.
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Tabla 4.17. Regiones delimitadas por las restricciones para fuerza iénica y pH en la primera

etapa. Restricciones que no se cumplen en cada una de ellas.

<
Regién | I1<Imin reee LF > rp CCR::;‘LPX)* CS::BBILGG))# Céif;ﬁf o(.:;:cf:(clz o | Vvalida
1 X X NO
2 X X X NO
3 X X NO
4 X X X X NO
5 X X X X NO
6 X X X NO
7 X X X X X NO
8 X X X X NO
9 X X X NO
10 X X X X NO
1 X X X NO
12 X X X NO
13 X X NO
14 X X X X NO
15 X X X NO
16 X X X X NO
17 X X X X X NO
18 X X X NO
19 X X X X NO
20 X X X NO
21 X X NO
22 X NO
23 X X NO
24 X X X NO
25 X NO
26 sl
27 X NO
28 X X NO
29 X X X NO
30 X X NO
31 X NO
32 X X NO
33 X X X NO
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4.4, CONCLUSIONES

El analisis tedrico realizado pone de manifiesto que la técnica de filtracion tangencial de

alta resolucion permite la recuperacion de lactoferrina a partir del lactosuero.

El proceso a seguir constaria de dos etapas de diafiltracion continua, con las condiciones de

operacion siguientes:
o Etapa 1: pH=15.04, rp =31.0 nm, [ = 0.0082 M, N =2.59
0 Etapa2: pH=28.35,rp =12.7nm, [ =0.0030 M, N =4.28

Como resultado, se obtendria como producto final el filtrado acumulado de la segunda
etapa, conteniendo 19 mg/L de lactoferrina, 15 mg/L de inmunoglobulinas y exento del

resto de proteinas del lactosuero.
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Pretratamiento

5.1. INTRODUCCION

Segun el estudio tedrico realizado en el apartado anterior, la fuerza idnica Optima es
proxima a la fuerza id6nica minima, debida Unicamente a la presencia de las propias
proteinas y al acido o base afiadida para ajustar el pH. Por tanto, la eliminacion de las sales
presentes en el lactosuero antes de la ultrafiltracion, favoreceria el proceso de
fraccionamiento de las proteinas. Por otro lado, existen varios estudios en los que el calcio
y los fosfatos presentes en el lactosuero han sido implicados directamente en la colmatacion
de la membrana durante la ultrafiltracién de lactosuero. Esto parece deberse tanto a la
formacion de sales de calcio insolubles, como a que calcio y fosfatos pueden servir como
catalizadores o agentes de enlace entre la membrana y las proteinas o entre las mismas

proteinas (Musale y Kulkarni, 1998; Matzinos y Alvarez, 2002).

El objetivo de este capitulo es analizar la influencia del pretratamiento del lactosuero para
la eliminacion de sales sobre el proceso de ultrafiltracion. Para ello se realizaran
diafiltraciones continuas de lactosuero clarificado y lactosuero sin pretratar, analizando la
evolucion temporal del flujo de filtrado, asi como la cantidad de proteina y lactosa

presentes en retenidos y filtrados acumulados a lo largo del proceso.
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5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Clarificacion del lactosuero acido bovino

Para clarificar el lactosuero 4cido bovino obtenido a partir de leche entera por acidificacion
segin el método indicado en el apartado 3.1., se utilizé el procedimiento propuesto por
Rinn et al. (1990) y Gesan et al. (1995). El pretratamiento constoé de varias etapas (Figura
5.1):

1) Enfriamiento del lactosuero a 2-5 °C.

2) Adicién de 1.2 g/L de CaCl, para ajustar su contenido en calcio.

3) Ajuste del pH a 7.3 mediante NaOH 6 N.

4) Calentamiento, lo mas rapidamente posible, del lactosuero hasta 55 °C.

5) Mantenimiento del lactosuero a esta temperatura y pH (reajuste con NaOH 6 N)
durante 8 min. Con esto se consigue la agregacion de los complejos lipidicos-

particulas de fosfato célcico.
6) Enfriamiento a 10 °C.

7) Centrifugacion a 4500 rpm durante 30 minutos. De este modo se obtiene la fraccion
precipitada, conteniendo los agregados formados; y el lactosuero 4cido clarificado,

obtenido como sobrenadante.
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Figura 5.1. Diagrama del pretratamiento del lactosuero acido.

En la Figura 5.2 se muestra una imagen del lactosuero antes del proceso de clarificacion
(lactosuero sin pretratar) y del lactosuero obtenido en dicho proceso (lactosuero pretratado).
Se observa que el lactosuero clarificado es translucido y no presenta particulas en
suspension. Por el contrario, el lactosuero acido antes del pretratamiento presenta un
aspecto, aunque también verdoso, mas opaco y con algunas particulas blanquecinas en

suspension.
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Lactosuero st ﬁr_etf_atar

|

Figura 5.2. Imagen de lactosuero pretratado y lactosuero sin pretratar.

5.2.2. Procedimiento experimental

Se llevo a cabo la ultrafiltracién de lactosuero acido sin pretratar y lactosuero acido
pretratado con membranas ceramicas Inside Céram de 50 kDa. Se oper6 en el modo de
diafiltracion continua. Se utilizaron membranas de 50 kDa con el fin de que unicamente
pasaran a través de las mismas: sales, lactosa y proteinas de pequefio tamafio molecular. De
este modo, la adsorcion de proteina en el interior de los poros no enmascararia el efecto de
las sales, objetivo de estos ensayos. Las condiciones de operacion se fijaron en: caudal de
retenido de 400 L/h, 30 °C de temperatura, 1.5 bar de presion transmembrana, para trabajar
en la zona controlada por la presion (Figura 5.3) y pH del lactosuero clarificado, 7.3, para

no adicionar fuerza ionica. El proceso de ultrafiltracion se daba por finalizado cuando la
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caida de caudal de filtrado fuese como maximo del 65 al 70% respecto al valor inicial, para
evitar colmatacion irreversible de la membrana. Se monitorizé el caudal de filtrado cada 50
g recogidos y se tomaron muestras de 20 mL de retenido y 40 mL de filtrado acumulado
cada 0.5 diavolumenes para andlisis de cantidad de proteina (cada 0.5 diavolumenes) y

lactosa (cada diavolumen) presentes en la muestra.

90 - 25 -
80 4 |Lactosuero pretratado Lactosuero sin pretratar
70 20 1
60 -
= £ 154
X E
— —
= 40 1 =
o ~ 10 A
30 -
20 A 5
10 4
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 \ ‘ ‘ ‘ )
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5
AP (bar) AP (bar)

Figura 5.3. Flujo de filtrado en funcién de la presidon transmembrana aplicada para la

filtracion de lactosuero pretratado y lactosuero sin pretratar.

5.2.3. Métodos analiticos

+ Determinacion del contenido en proteina total

Para determinar el contenido en proteinas de una muestra se empled el método Kjeldahl
(Norma UNE 64011). Este método se fundamenta en la conversion del nitrégeno total
presente en la muestra a sales de amonio, que son posteriormente valoradas por volumetria

acido base. Para ello son necesarias tres etapas:

1) Digestion de la muestra. En un matraz Kjeldahl se pesaron 3 g de muestra en el
caso del lactosuero inicial y de los retenidos y 5 g para los filtrados acumulados y se
afiadieron 2 g de catalizador (2.6% selenio en polvo, 13.2% sulfato de mercurio y
84.2% sulfato de potasio anhidro) y 4 mL de 4cido sulfurico al 96%. Tras agitacion

y reposo de 5 min, la mezcla se llevo a ebullicion hasta disolucion y oxidacion de la

147



Obtencion de lactoferrina bovina mediante ultrafiltracion de lactosuero

muestra. Se dejo enfriar el matraz a temperatura ambiente y se adicion6 6 mL de
agua destilada. Con esta etapa se consiguid que todo el nitrogeno de la muestra se

convirtiese en sulfato amonico.

2) Destilacion con arrastre de vapor. El matraz se colocd en el aparato de
destilacion Pro-Nitro S-627 de Selecta (Abrera, Espafia) y se adicioné 25 mL de
NaOH 35% para liberar al 1on amonio en forma de amoniaco que, mediante arrastre
con vapor, se destild y se recogid sobre un erlenmeyer que contenia una solucion de
acido borico. Esta solucion estaba formada por 10 mL de una disoluciéon de acido
borico al 4%, 10 mL de agua destilada y unas gotas de una disolucion de indicador
(0.125 g de rojo de metilo y 0.018 g de azul de metileno en 100 mL de etanol al
95%). Se recogieron 200 mL de destilado.

3) Valoracion acido-base. Por ultimo, el amoniaco recogido en la solucion de acido
borico se valoré con HCl 0.01 N (hasta viraje del indicador de transparente a

violeta, aproximadamente a pH 5.1).

Para determinar la cantidad de proteina presente en la muestra a partir del dato de cantidad
de nitrégeno total obtenido por este método de analisis, es necesario utilizar un factor de
transformacion del nitrogeno en proteina, f, que en el caso de las proteinas del lactosuero
tiene un valor de 6.38 (g proteina/g de nitrégeno). De este modo, el porcentaje de proteina

de la muestra se calcula con la siguiente ecuacion:

VN4 f

Proteina (%) = G

0 [5.1]

donde V (L) es el volumen de HCIl gastado en la valoracion acido base, N (N) es la
normalidad de dicho 4cido clorhidrico y G (g) es el peso de muestra introducida en el

matraz Kjeldahl.

Los datos que se indican en este capitulo para la cantidad de proteina es un valor medio de

los dos analisis realizados a cada muestra.
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+ Determinacion del contenido en proteinas individuales

La cantidad de cada una de las proteinas individuales presentes en el lactosuero se

determiné mediante RP-HPLC, segun se describio en el apartado 3.5.
+ Determinacion del contenido en lactosa

Para determinar la cantidad de lactosa presente en las muestras se utilizo el kit enzimatico
de Lactosa/D-Galactosa de Boehringer Mannheim, R-Biopharm AG (Darmstadt,
Alemania). La lactosa es hidrolizada a D-glucosa y D-galactosa a pH 6.6 en presencia de la

enzima [3-galactosidasa y agua:
Lactosa + H,0 2@ 1y olyycosa + D-galactosa

La D-galactosa es oxidada a pH 8.6 por el nicotinamida-adenina dinucleétido (NAD) a

acido D-galactonico en presencia de la enzima (3-galactosa deshidrogenasa (Gal-DH):
D-galactosa + NAD" —%*P" 3 4cido D-galactonico + NADH + H”

El aumento de NADH producido en esta segunda reaccién se mide por absorbancia a 340
nm. A partir de este dato se puede calcular la cantidad de lactosa y D-galactosa teniendo en

cuenta la estequiometria de las reacciones.

En primer lugar se prepar6 la disolucion que contenia la lactosa a partir de cada una de las
muestras. Se pesd aproximadamente 2 g de muestra en un vaso de precipitado de 100 mL.
Se diluy6 con unos 20 mL de agua destilada y se afiadi6é 1.0 mL de 4cido tricloroacético 3
M para precipitar la proteina. Después de 10 min de incubacidn, se neutralizé con NaOH 1
M hasta pH 6-8. La mezcla se llevo a un matraz aforado donde se enras6 a 100 mL. Se

filtr6 y el sobrenadante se utilizd como muestra que contenia la lactosa.

Una vez preparada la disolucion de lactosa se procedi6 a preparar, en paralelo, las muestras
de lactosa y el blanco para su cuantificacion. En un tubo de ensayo se afiadié 0.200 mL de
solucion 1 (600 mg de liofilizado conteniendo: buffer de citrato, pH 6.6 aproximadamente;
unos 35 mg de NAD y sulfato magnésico; a los que se afiadi6 7.0 mL de agua destilada),
0.050 mL de suspension 2 (1.7 mL de suspension de B-galactosidasa) y en el caso de la

muestra de lactosa, también se afiadid 0.100 mL de la disolucion preparada anteriormente.
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Se mezclo y se incubd durante 20 min a 20-25 °C. Después se afiadio 1.0 mL de solucion 3
(buffer difosfato potésico a pH 8.6 aproximadamente) y 2.0 y 1.9 mL de agua destilada al
blanco y a la muestra de lactosa, respectivamente. Se mezclé y después de 2 min,
aproximadamente, se realiz6 la primera lectura de absorbancia (A;). Para que se produjese
la segunda reaccion, se adiciond 0.050 mL de suspension 4 (1.7 mL de suspension de B-
galactosa deshidrogenasa), se mezcld y se dejé 30 min para que finalizase la reaccion. Se
midi6 nuevamente el valor de absorbancia (A;). La absorbancia debida al NADH

procedente de la lactosa (AAjactosa) S€ calculd como:

AAlactosa:(AZ-Al) [52]

muestra ( A2 -Al )blanco

La concentracion de lactosa presente en la muestra de lactosuero (g lactosa/L. de muestra de

lactosuero) se calcula mediante la siguiente ecuacion:

_11.3100

_— 53
63 GI‘ lactosa [ ]

donde Gr (g) es el peso de la muestra de lactosuero utilizada para preparar los 100 mL de

disolucion que contenia la lactosa.
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5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1. Influencia del pretratamiento en la composicion en proteinas

individuales

Para analizar la influencia del pretratamiento del lactosuero sobre su composicion en cuanto
a proteinas individuales se refiere, se prepar6 lactosuero acido y se clarifico, tomandose
muestras antes y después de pretratar para medir las concentraciones de proteinas
individuales. Los resultados se recogen en la Figura 5.4, donde, ademas del cromatograma
correspondiente a cada muestra, se indican las concentraciones de cada una de las proteinas.
Se observa que los cromatogramas son practicamente coincidentes, obteniéndose valores de
concentraciones casi idénticos. Los mayores picos se corresponden con las proteinas
mayoritarias del lactosuero (a-lactoalbumina y B-lactoglobulina, variantes A y B), que
aparecen a tiempos de elucion de 11.34-11.43 y 19.52-19.56, respectivamente. El eje de
ordenadas estd limitado a 0.60 para poder apreciar con mayor claridad los picos del resto de
proteinas. Asi, entre los dos picos mayoritarios aparecen los picos de lactoferrina y BSA, a
tiempos de 15.43-15.44 y 16.87-16.92, respectivamente. El ultimo pico eluido, a 22.80-
22.81 min, corresponde a IgG. Teniendo en cuenta las curvas de calibracion incluidas en el
apartado 3.5., las concentraciones obtenidas para cada proteina, practicamente iguales para
ambos lactosueros, tuvieron los siguientes valores: o-lactoalbamina, 0.99-1.03 g/L; B-

lactoglobulina, 3.07-3.09 g/L; BSA, 0.10-0.12 g/L; IgG, 0.39-0.41 g/L; LF, 0.04 g/L.

Por tanto, seglin los resultados obtenidos, el pretratamiento realizado al lactosuero no afecta

a la composicion de las proteinas individuales del mismo.
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Figura 5.4. Cromatograma de RP-HPLC de lactosuero sin pretratar y lactosuero pretratado.
Las concentraciones de las proteinas individuales en cada caso se recogen en el cuadro de

texto.

5.3.2. Evolucion del flujo de filtrado

En la Figura 5.5 se representa el flujo de filtrado en funcién del tiempo para la diafiltracion
continua de lactosuero acido pretratado y sin pretratar. En el caso de lactosuero pretratado,
el proceso se dio por finalizado a los 3 diavolumenes ya que se habia producido una caida
de flujo de filtrado del 68%. En cuanto al lactosuero sin pretratar, solamente se pudo

alcanzar 1 diavolumen puesto que el flujo de filtrado ya habia caido un 60%.
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Figura 5.5. Evolucion temporal del flujo de filtrado para la diafiltraciéon continua de
lactosuero pretratado (3 diavolimenes) y lactosuero sin pretratar (1 diavolumen) con
membrana cerdmica de 50 kDa.

Se observa que los valores de flujo de filtrado fueron mucho mayores para el lactosuero
pretratado. Asi, mientras que el flujo inicial para el lactosuero sin pretratar fue 16.5 L/m’h,
para el lactosuero pretratado fue 58.0 L/m’h (3.5 veces superior). Esta diferencia se hizo
mayor conforme avanzo el proceso, llegandose a multiplicar por 5.9 el flujo de filtrado tras
el primer diavolumen (40.4 L/m’h para el lactosuero pretratado frente a 6.8 L/m’h para el
lactosuero sin pretratar). En ambos casos se produjo una fuerte caida de flujo, dando lugar a
valores finales de 18.5 L/m’h cuando se diafiltraron 3 diavolimenes de lactosuero

pretratado y 6.8 L/m’h tras 1 diavolumen diafiltrado de lactosuero sin pretratar.

Para analizar la influencia del pretratamiento sobre la evolucion temporal del flujo de
filtrado, se ajustaron los datos obtenidos a modelos de colmatacion. En trabajos anteriores
del grupo (Ibanez, 2007), se estudio el ajuste de datos de flujo correspondientes a la
filtracion de proteinas mediante modelos individuales asociados a cada uno de los tipos de

bloqueo de poros propuestos por Hermia (1982):
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» Bloqueo completo o bloqueo de poro: las particulas individuales bloquean los poros

sin superponerse unas sobre otras.

» Bloqueo estandar o adsorcion directa: las particulas se depositan en el interior de los

poros.

» Bloqueo intermedio o adsorcion a largo plazo: las particulas o bloquean poros o se

depositan sobre la superficie de la membrana (la superposicion es posible).

» Torta de filtracion o resistencia de la capa limite: las particulas forman una capa sobre

la superficie de la membrana.

Sin embargo, ninguno de los mecanismos aislados ajustaba correctamente los datos
experimentales. Por esta razon se propuso la utilizacion de un modelo combinado: bloqueo
completo + bloqueo estdndar. De este modo, la caida brusca inicial del flujo de filtrado se
atribuye al fenomeno de bloqueo completo, mientras que la disminuciéon menos acusada del

flujo durante el resto del proceso se supone debida al bloqueo estandar.

Para combinar los mecanismos se tiene en cuenta que el tamafio de los poros de una
membrana no es uniforme. Segun esto, se considera que existe una fraccion o de los
mismos que son susceptibles de ser bloqueados por las proteinas, esta fraccion sera la que
experimente el mecanismo de bloqueo completo. El resto de los poros (I-a)
experimentaran el bloqueo estdndar, es decir, se considera que las proteinas en su paso a
través de estos poros se unen a sus paredes dando lugar a una reduccion del area transversal

de los mismos.

Con estas consideraciones, el modelo utilizado para el ajuste de los datos experimentales es

(Ibanez, 2007):

R Gl B [5.4]
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En este modelo, los pardmetros ajustables son:
» o fraccidon de poros de la membrana susceptibles de ser bloqueados.

» A: constante de bloqueo completo. Es un parametro cinético relacionado con la

superficie de membrana bloqueada.

» B: constante de bloqueo estandar. Es un parametro cinético relacionado con la
reduccion en el area transversal de los poros debida a la adsorcion en las paredes de

los mismos.

Para poder calcular el flujo de filtrado relativo (J/Jro), es necesario conocer el flujo de
filtrado a tiempo cero. Ante esta situacion, surgen dos posibilidades, o bien se puede usar el
flujo de filtrado del agua pura a través de la membrana completamente limpia o bien se
obtiene mediante extrapolacion de los datos experimentales para t=0. Los resultados
obtenidos de ambas formas son muy diferentes, lo que indica que durante los dos primeros
minutos de experimento se produce una fuerte colmatacion de la membrana que condiciona
la evoluciodn de la filtracion. Puesto que se quiere estudiar el efecto del pretratamiento en el
proceso, es importante interpretar lo que ocurre en los momentos iniciales. Es por esto que
se utiliza como flujo de filtrado a tiempo cero el correspondiente al agua pura obtenido en
las condiciones de operacion (Jones y O’Melia, 2001). De acuerdo con la permeabilidad de

la membrana de 50 kDa (indicada en el apartado 3.2.2), Jzp=440.82 L/m’h.

En la Figura 5.6 y Figura 5.7 se muestran los datos experimentales y el correspondiente
ajuste al modelo combinado para los flujos de filtrado del lactosuero sin pretratar y

pretratado, respectivamente.
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Figura 5.6. Flujo de filtrado relativo en funcién del tiempo para la filtracion de lactosuero sin

pretratar. Datos experimentales (o) y ajuste al modelo combinado de bloqueo completo +

bloqueo estandar (linea continua).
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Figura 5.7. Flujo de filtrado relativo en funcién del tiempo para la filtracién de lactosuero
pretratado. Datos experimentales (o) y ajuste al modelo combinado de bloqueo completo +

bloqueo estandar (linea continua).
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Los valores de los parametros de ajuste del modelo se recogen en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Parametros de ajuste del modelo combinado de bloqueo completo + bloqueo
estandar para la evolucion temporal del flujo de filtrado durante la filtracion de lactosuero

sin pretratar y de lactosuero pretratado.

o A (hY) B (h%) R’
Lactosuero 0.9691 52 40 0.0953 0.9994
sin pretratar
Lactosuero 0.8655 142.55 0.2088 0.9980
pretratado

Los valores del parametro o indican que en la diafiltracion de lactosuero sin pretratar la
fraccion de poros bloqueables fue mayor que para el lactosuero pretratado. Por tanto, la
eliminacion de sales de calcio y fosfato dio lugar a que el bloqueo de poros durante la
diafiltracion disminuyese desde 97%, valor para el lactosuero sin pretratar, hasta 87%,
correspondiente al suero clarificado, consiguiéndose un consecuente aumento de flujo de
filtrado, incremento que ya habia sido observado por otros autores (Mathews et al., 1978;
Kim et al.,, 1989; Rinn et al., 1990; Musale y Kulkarni, 1998; Ansari et al., 2006).
Probablemente, como ya indicaron otros investigadores como Matzinos y Alvarez (2002),
aunque los principales componentes de la capa de colmatacion formada durante la
ultrafiltracion de suero sean las proteinas, el calcio disuelto en el suero ejerce una
importante influencia sobre la estabilidad de dicha capa. Este calcio sirve de enlace de unas
proteinas con otras o de las proteinas con la membrana, favoreciendo la persistencia de la

colmatacion y aumentando la dificultad de su posterior limpieza.

Los valores tan elevados obtenidos para el parametro A indican que la cinética de bloqueo
de poros es elevada. Asi, a los dos minutos de proceso ya se habian bloqueado el 83% y
99% de los poros bloqueables para lactosuero sin pretratar y pretratado, respectivamente. El
bloqueo de todos los poros bloqueables se produjo a los 11 y 4 minutos, aproximadamente,
para suero sin pretratar y pretratado, respectivamente. La cinética de bloqueo para el
lactosuero sin pretratar pudo ser mas lenta por la formacion de una capa de polarizacion
mas compacta por la accion del calcio que dificultaria el bloqueo de poros, ralentizando

dicho proceso.
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En cuanto a los valores del parametro cinético de reduccion del area transversal de los
poros, B, indican que el proceso fue mas lento en la diafiltracion de lactosuero sin pretratar.
Esto podria explicarse si se tiene en cuenta que la presencia de iones salinos interfiere en
las interacciones electrostaticas entre la membrana y la proteina (Clark et al., 1991). Esta
interferencia se puede deber tanto a la competencia por los puntos de adsorcion existentes
en la superficie de los poros como a la unidon de estos iones a las propias moléculas de

proteina.

5.3.3. Proteina total en retenido y filtrado acumulado

Para poder comparar el comportamiento de la membrana durante la diafiltracion del
lactosuero pretratado y sin pretratar, se monitorizd el rendimiento de proteina total en
retenido y filtrado acumulado cada 0.5 diavolumenes. El rendimiento de proteina total en
retenido (MR-proteina total) Y filtrado acumulado (MF_proteina tota) S€ define como la relacion entre
la masa de proteina total instantdnea en el retenido y filtrado acumulado, respectivamente, y

la masa de proteina total en la alimentacion (ecuaciones [5.5] y [5.6]).

C V

_ R—proteina total VR
nR—protel’natotal - C \ [55]
RO-proteina total * RO
n _ CF— proteina total VF [5 6]
F—proteina total — .
P C V

RO- proteina total VRo

Los 2 L de lactosuero inicial contenian una masa inicial de proteina total de 14.1 g. En Ila
Figura 5.8 se muestran los resultados de ambos rendimientos para la diafiltraciéon continua
de lactosuero pretratado y sin pretratar. El rendimiento en filtrado acumulado fue mayor
cuando se utilizé lactosuero pretratado que cuando se utilizd lactosuero sin pretratar. Asi,
tras diafiltrar 0.5 y 1 diavolumen, se consigui6 recuperar en el filtrado acumulado el 15 y
25% de la proteina total inicial, respectivamente, en el caso de lactosuero pretratado y sélo
el 13 y 20%, respectivamente, cuando se empled lactosuero sin pretratar. En este ultimo
caso no se tienen mas resultados ya que el proceso se tuvo que interrumpir tras el primer

diavolumen por la caida del 60% del flujo. En el proceso en el que se utiliz6é lactosuero
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pretratado, al finalizar el proceso (3 diavoliimenes) el rendimiento de proteina total en el
retenido fue 0.58 y en el filtrado acumulado, 0.30. Si se tienen en cuenta estos valores, al
final de la diafiltracion, el 12 % de la proteina inicial no se encontraria ni en filtrado ni en
retenido. Sin embargo, hay que contemplar la cantidad de proteina que se ha ido retirando
en las muestras para su analisis. De este modo, considerando los 20 mL de retenido y 40
mL de filtrado acumulado tomados en cada muestra, asi como la composicion de dichas
muestras, se puede calcular la cantidad de proteina retirada en las mismas (Tabla 5.2).
Teniendo en cuenta esta proteina acumulada en las muestras retiradas, en el ejemplo
indicado anteriormente del punto final de la diafiltracion de lactosuero pretratado, en lugar
del 12% es el 5% de la proteina total inicial la que al no encontrarse en retenido ni en
filtrado ni en las muestras tomadas, se encontraria formando parte de la capa de

colmatacion de la membrana o en el interior de los poros de la misma.

1.0
° ® Retenido (pretratado)
0.9 A O Retenido (sin pretratar)
A Filtrado (pretratado)
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Figura 5.8. Rendimiento de proteina total en retenido y filtrado acumulado en funcidn del

numero de diavolimenes para la diafiltracidon de lactosuero pretratado y sin pretratar.
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Tabla 5.2. Masa de proteina total retirada en las muestras tomadas respecto a la masa de

proteina total inicial, cada 0.5 diavolimenes, para lactosuero pretratado y sin pretratar.

Diavolumen Masa proteina muestras/Masa proteina total inicial

Lactosuero pretratado Lactosuero sin pretratar
0.5 0.015 0.014
1.0 0.027 0.026
1.5 0.038 -
2.0 0.049 -
2.5 0.058 -
3.0 0.066 -

En este caso, los resultados obtenidos también se corresponden con los mostrados por otros
autores (Musale y Kulkarni, 1998; Ansari et al., 2006) que confirman que el pretratamiento
realizado al lactosuero proporciona un aumento en la permeabilidad de proteinas a través de

la membrana.

5.3.4. Lactosa en retenido y filtrado acumulado

Al igual que en el caso de la proteina total, para la lactosa se monitorizo el rendimiento en

retenido (MRujactosa) ¥ €0 filtrado acumulado (Ng-jactosa), definidos como:

C vV
77R—Iactosa = C R-laciosa _VR [57]
RO-lactosa * RO
C V
Teoacosa = oy Foacost ,VF [5.8]
RO-lactosa " RO

La concentracion de lactosa en el lactosuero inicial fue 47.7 g/L. Los rendimientos de
lactosa en retenido y filtrado acumulado a lo largo de los dos procesos se recogen en la
Figura 5.9. Se observa que, en este caso, los valores obtenidos en el primer diavolumen,
tanto en retenido como en filtrado, son practicamente coincidentes en ambas diafiltraciones.

También cabe resaltar que la permeabilidad de la membrana para la lactosa es muy elevada
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ya que tras un diavolumen se consiguid recoger en el filtrado acumulado,
aproximadamente, un 60% de la lactosa inicial, y al finalizar el proceso de diafiltracion de

lactosuero pretratado, esta cantidad se elevo hasta 92%.
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Figura 5.9. Rendimiento de lactosa en retenido y filtrado acumulado en funcién del nUmero

de diavolumenes para la diafiltracidon de lactosuero pretratado y sin pretratar.

El rendimiento tedrico de un soluto en filtrado acumulado (Mp-tesrico) €n una diafiltracion

continua (Cheryan, 1998) es:
M —torico = 1 —€Xp[=N-(1=1)] [5.9]
donde N es el nimero de diavolumenes y r la retencion del soluto.

Si se tiene en cuenta que la lactosa es un soluto que en una membrana de 50 kDa tiene una
retencion practicamente nula, la fraccion tedrica de lactosa eliminada en funcion del
nimero de diavolimenes seria la indicada en la Tabla 5.3. En esta misma tabla se han

incluido los valores reales obtenidos para lactosuero pretratado y sin pretratar. Se observa
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que los rendimientos en filtrado acumulado durante ambos procesos de diafiltracion se
acercan mucho a los valores tedricos. Esto indica que, en ambos casos, el proceso de
diafiltracion continua lavé con éxito los solutos de menor tamafio, como es el caso de la

lactosa.

Tabla 5.3. Rendimiento de lactosa en filtrado acumulado teérico y real para el lactosuero

pretratado y sin pretratar en funcién del nimero de diavolimenes.

Diavolumen  metesrico NE-real
Lactosuero pretratado Lactosuero sin pretratar
1 0.63 0.58 0.59
2 0.86 0.83 -
3.0 0.95 0.92 -
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5.4. CONCLUSIONES

El pretratamiento propuesto para clarificar el lactosuero acido, consistente en un proceso
fisico-quimico que incluye aumento del calcio idnico y pH, acompainado por calentamiento,

provoco la agregacion de los complejos lipidicos y particulas de fosfato célcico.

El andlisis de la influencia de este proceso de clarificacion sobre la diafiltracion continua de

lactosuero sin pretratar y lactosuero pretratado muestra que:

» La composicion del lactosuero en proteinas individuales (a-lactoalbumina, -

lactoglobulina, BSA, IgG y LF) no se vio afectada por el pretratamiento.

» El pretratamiento dio lugar a un aumento del flujo de filtrado, consecuencia de una
disminucién del nimero de poros bloqueables de la membrana. Inicialmente, el
incremento de flujo fue 3.5 veces respecto al suero sin pretratar. Este incremento
aumentd a lo largo del proceso, llegandose a multiplicar por 5.9 tras el primer

diavolumen.

» El proceso de clarificacion favorece el paso de proteinas a través de la membrana,
consiguiéndose tras el primer diavolumen un rendimiento en filtrado acumulado de
20% y 25% para lactosuero sin pretratar y lactosuero pretratado, respectivamente.
Pero el principal efecto del pretratamiento es el aumento en la permeabilidad de la
membrana, pudiéndose alcanzar 3 diavolimenes en la diafiltracion de lactosuero
pretratado, cuando solo se pudo llegar a 1 diavolumen en la diafiltracion de

lactosuero sin pretratar.
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Seleccion del tamafio de corte de la membrana

6.1. INTRODUCCION

El estudio tedrico realizado mostré la posibilidad de fraccionamiento de las proteinas del
lactosuero en dos etapas. Para la primera etapa, en la que se pretendia que a-lactoalblmina,
B-lactoglobulina y BSA pasaran preferentemente a filtrado, se obtuvo un tamafio de corte

Optimo de la membrana igual a 31.0 nm.

Las membranas ceramicas disponibles comercialmente para el rango de ultrafiltracion
tienen tamafos de corte desde 1 kDa hasta 300 kDa; mientras que los tamarios disponibles
en el rango de microfiltracion son de 0.14 um a 1.4 um. Si se tiene en cuenta que el tamafio
de corte de 300 kDa equivale a un radio de poro medio de 17.5 nm (Palacio, 1999), el radio
de poro 6ptimo de la membrana seria intermedio entre la membrana de 300 kDa y la de
0.14 um.

De este modo, el objetivo de este capitulo es la seleccion del tamafio de corte de la
membrana. Para ello se realizaran diafiltraciones continuas de lactosuero pretratado
empleando membranas de 300 kDa y 0.14 um. A lo largo del proceso se analizaran la
evolucion temporal del flujo de filtrado y los rendimientos en retenido y filtrado acumulado
de las proteinas individuales. La seleccién del tamafio de corte 6ptimo para la primera etapa
del fraccionamiento de las proteinas del lactosuero se realizaré en base al rendimiento de a-

lactoalbumina, B-lactoglobulina y BSA en filtrado acumulado.
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6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1. Procedimiento experimental

Se realizaron experimentos en el modo de diafiltracion continua, utilizando 2 L de
lactosuero acido pretratado como alimentacion. Las condiciones de operacion empleadas
fueron: caudal de retenido de 400 L/h, 30 °C de temperatura y 1.0 bar de presion
transmembrana, para trabajar en la zona controlada por la presion en la membrana de 300
kDa (Figura 6.1). Realmente en la membrana de 0.14 um no se puede trabajar en la zona
controlada por la presion, ya que incluso el valor mas pequefio posible para la presion
transmembrana ya se encuentra en la zona controlada por la transferencia de materia
(Figura 6.1), por lo que también se emple6 1.0 bar de presion. Para seleccionar el tamafio
de corte adecuado para realizar el fraccionamiento, se emplearon dos membranas ceramicas
con diferente tamafio de poro: 300 kDa y 0.14 um. Se escogié como pH de trabajo 7.3, para
no adicionar sales ya que es el pH del lactosuero pretratado y porque al estar préximo al
punto de carga cero de la membrana, las interacciones proteina-membrana se minimizan. El
proceso de diafiltracion finaliz6 cuando se alcanzaron 4 diavolumenes, monitorizandose
durante el mismo, el caudal de filtrado cada 50 g recogidos. Se tomaron muestras de 1.0 mL
de retenido y de filtrado acumulado cada diavolumen para analizar la cantidad de proteina
individual (a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, BSA, 1gG y LF) mediante RP-HPLC.
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Figura 6.1. Flujo de filtrado en funcién de la presion transmembrana aplicada para la

filtracion de lactosuero pretratado a pH 7.3 a través de la membrana de 300 kDa y 0.14 um.
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6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

6.3.1. Composicion del lactosuero acido pretratado

La composicion media del lactosuero acido bovino pretratado utilizado en los experimentos
se indica en el cuadro de texto de la Figura 6.2, donde también se muestra un cromatograma
de dicho lactosuero. Se observa que los picos de la a-lactoalbimina y B-lactoglobulina son
los mayoritarios, encontrandose a tiempos de 11.39 y 19.55 min, respectivamente. Los
picos de la LF y BSA se sitlan entre los dos anteriores, a tiempos de 15.52 y 16.93 min,
respectivamente. El dltimo pico eluido, a 22.81 min, corresponde a la 1gG. La

concentracion media del lactosuero acido pretratado fue: 1.00 g/L de a-lactoalbumina, 2.70

g/L de B-lactoglobulina, 0.10 g/L de BSA, 0.40 g/L de IgG y 0.04 g/L de LF.
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Figura 6.2. Cromatograma de RP-HPLC del lactosuero acido pretratado. La concentracion de

las proteinas individuales se indica en el cuadro de texto.

6.3.2. Evolucion del flujo de filtrado

En la Figura 6.3 se muestra el flujo de filtrado en funcién del tiempo para la membrana de
300 kDa y la de 0.14 um. En ambos casos se produjo inicialmente una disminucion rapida

del flujo de filtrado, manteniéndose posteriormente constante e incluso aumentando
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ligeramente al final. El flujo inicial para la membrana de 300 kDa fue 93 L/m?h y para la de
0.14 um fue 154 L/m*h, es decir un 65% mayor. Esta proporcién fue aumentando con el
transcurso del proceso, llegando a ser el flujo final de la membrana de 0.14 pm (125 L/m*h)

2.5 veces el flujo final de la membrana de 300 kDa (50 L/m*h).
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Figura 6.3. Evolucion temporal del flujo de filtrado durante la diafiltracién continua de

lactosuero &cido pretratado a pH 7.3 con membranas ceramicas de 300 kDa y 0.14 um.

Para analizar la influencia del tamafio de corte de la membrana sobre la evolucién temporal
del flujo de filtrado, se ajustaron los datos al modelo combinado de bloqueo completo +
bloqueo estandar. En la Figura 6.4 y Figura 6.5 se muestran estos ajustes para la membrana
de 300 kDa y 0.14 um, respectivamente. De acuerdo con las permeabilidades de las
membranas de 300 kDa y 0.14 um (indicadas en el apartado 3.2.2) y teniendo en cuenta que

la presion transmembrana es 1.0 bar: (Jro)z00kpa=780.90 L/m*h y (Jr0)0.14,m=1817.68 L/m°h.
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Figura 6.4. Flujo de filtrado relativo en funcidn del tiempo para la filtracion de lactosuero

empleando la membrana de 300 kDa. Datos experimentales (e) y ajuste al modelo combinado

de bloqueo completo + bloqueo estandar (linea continua).
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Figura 6.5. Flujo de filtrado relativo en funcién del tiempo para la filtracién de lactosuero
empleando la membrana de 0.14 um. Datos experimentales (e) y ajuste al modelo combinado

de bloqueo completo + bloqueo estandar (linea continua).

171



Obtencion de lactoferrina bovina mediante ultrafiltracion de lactosuero

En la Tabla 6.1 se recogen los valores de los pardmetros de ajuste.

Tabla 6.1. Parametros de ajuste del modelo combinado de bloqueo completo + bloqueo
estandar para la evolucion temporal del flujo de filtrado durante la filtracion de lactosuero

empleando la membrana de 300 kDa y 0.14 pm.

a A (h™) B (h™) R?
300 kDa 0.8986 323.34 0.1650 0.9951
0.14 pm 0.9170 410.76 0.1822 0.9957

Los valores de o indican que se produce un bloqueo completo de poros importante en
ambas membranas. La fraccion de poros bloqueables es similar, aunque algo superior para
la membrana de 0.14 um. Los parametros cinéticos de bloqueo completo, A, y blogqueo

estandar, B, son superiores para la membrana de 0.14 pum.

Para la discusion de la evolucion de los flujos de filtrado hay que tener en cuenta que en un
proceso de diafiltracion continua tienen lugar dos fendmenos opuestos que afectan a la
evolucion del flujo de filtrado. Por un lado, si se produce transmision de proteina a través
de la membrana, la concentracion de proteina total en retenido va disminuyendo. Esto
provocaria un aumento del flujo de filtrado. Por otro lado, la colmatacion de la membrana
como consecuencia de la adsorcion de las proteinas sobre la misma provocaria un descenso
del flujo de filtrado. Ambos mecanismos (diafiltracion-colmatacion) dependen
principalmente de las interacciones electrostéticas proteina-proteina y proteina-membrana.
Como el pH de trabajo es 7.3, cercano al punto isoeléctrico de la membrana y, por tanto,
debilitadas las interacciones proteina-membrana, el mecanismo de colmatacion es muy
importante inicialmente, como indican los valores de o, provocando un descenso brusco del
flujo de filtrado. Después de esta colmatacion inicial, probablemente se llega a un punto de
saturacion de la membrana que provoca que el flujo de filtrado no continGe disminuyendo.
Los valores de flujo son superiores para la membrana de 0.14 um por su mayor tamafo de
poro. Sin embargo, la colmatacion de esta membrana es similar a la de la membrana de 300
kDa. Esto parece indicar que la membrana de 0.14 um tiene poros de tamafo tal que

pueden sufrir bloqueo superficial o interno por parte de las proteinas de mayor radio
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efectivo, ya que las proteinas causantes del bloqueo de poros de la membrana de 300 kDa,
las proteinas de menor radio efectivo, pasarian sin problema a través de los poros de la

membrana de 0.14 pum.

6.3.3. Rendimiento de proteina individual en retenido y filtrado acumulado

Para poder comparar la capacidad de fraccionamiento de ambas membranas, se analizé el
rendimiento en retenido y filtrado de cada una de las proteinas presentes en el lactosuero. El
rendimiento de proteina individual en retenido (Mr-proteina) Y filtrado acumulado (nr-proteina)
se define como la relacion entre la masa instantanea de esa proteina en el retenido y filtrado
acumulado, respectivamente, y la masa de proteina individual en la alimentacion
(ecuaciones [6.1] y [6.2]).

_ CR—proteina 'VR [6 1]
77R—prote|’na - C v '
RO-proteina " RO
_ CF—proteina 'VF [6 2]
ﬂF—proteina - C \ '
RO-proteina * RO

En la Figura 6.6 se muestran los rendimientos en retenido y filtrado acumulado para cada
una de las proteinas individuales en funcion del nimero de diavolimenes para la membrana
de 300 kDay 0.14 pum.
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La a-lactoalbimina paso a través de ambas membranas. En los dos casos, la suma del
rendimiento en retenido y filtrado acumulado en cada diavolumen fue aproximadamente
100%, por lo que no se produjo pérdida de proteina. Aunque el comportamiento fue similar,

el rendimiento en filtrado fue mayor para la membrana de 300 kDa, obteniéndose, tras 2
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diavolumenes, el 48% de la proteina en filtrado, frente al 35% recogido en el filtrado de la

membrana de 0.14 um.

La B-lactoglobulina se comporté de forma anéaloga a la a-lactoaloumina. No se produjo
pérdida de proteina en ningun experimento. También se obtuvieron mayores rendimientos
en filtrado acumulado para la membrana de 300 kDa. En el segundo diavolumen, el 28% de
la B-lactoglobulina inicial habia pasado a través de la membrana de 300 kDa, mientras que

en la membrana de 0.14 um este rendimiento fue del 19%.

La inmunoglobulina G tampoco sufrié pérdidas de proteina a lo largo de los experimentos.
En cuanto a los rendimientos en filtrado acumulado, fueron 14% y 22% para la membrana

de 300 kDa y 0.14 um, respectivamente.

Tanto BSA como lactoferrina no pasaron a través de ninguna de las membranas. Sin
embargo, se observaron comportamientos diferentes para cada una de ellas. Los
rendimientos de BSA en retenido permanecieron cercanos al 100% durante los 4
diavolimenes en ambos procesos. Pero en el caso de la LF, los rendimientos en retenido
fueron inferiores al 100%. Tras 2 diavolimenes, s6lo se encontraba en retenido el 49% y

59% de la proteina inicial para la membrana de 300 kDa y 0.14 um, respectivamente.

Para analizar el transporte de proteina a través de la membrana se calcularon los valores
tedricos del radio efectivo de cada proteina para cada membrana, asi como la carga que
presenta a pH 7.3 (Tabla 6.2). Estos calculos se han realizado de acuerdo a lo descrito en
los apartados 4.2.3y 4.2.6.

Tabla 6.2. Carga y radio efectivo de las proteinas individuales del lactosuero para pH 7.3

para la membrana de 300 kDa (radio de poro 17.5 nm) y 0.14 pm.

Carga rerr (NM)
300 kDa 0.14 um
ALA -7.61 3.28 1.78
BLG -16.77 10.56 3.93
BSA -19.46 13.48 5.10
19G 9.75 6.92 5.00
LF 12.29 7.66 4.37
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Estos radios efectivos ponen de manifiesto que todas las proteinas podrian pasar al filtrado
en ambas membranas, con mayor facilidad en el caso de 0.14 um donde los radios de las
proteinas son muy inferiores al radio de poro. Si bien a-lactoaloumina y B-lactoglobulina
fueron recogidas en los filtrados de los dos procesos, los rendimientos en filtrado
acumulado fueron mayores en la membrana de 300 kDa. Esto puede deberse a que
proteinas grandes como BSA, IgG o LF, que en la membrana de 300 kDa tienen radios
efectivos similares al radio de poro de la membrana, podrian penetrar en el interior de los
poros de la membrana de 0.14 um, dificultando la transmisién de la a-lactoalbumina y -
lactoglobulina. Esto confirmaria los resultados obtenidos para los flujos de filtrado, donde
la colmatacion es similar en ambas membranas. La inmunoglobulina G paso6 a través de
ambas membranas, aunque con rendimientos en filtrado menores que los obtenidos para a-
lactoalbdmina y B-lactoglobulina. En este caso, la diferencia entre el radio de la proteina y
el radio de poro de la membrana si propicio que los rendimientos en filtrado acumulado

correspondientes a 300 kDa fuesen menores que los correspondientes a 0.14 um.

Los radios tedricos de la lactoferrina son suficientemente pequefios como para que pudiese
atravesar las membranas. Sin embargo, no s6lo no se obtuvieron rendimientos en filtrado
acumulado, sino que se produjo pérdida de proteina. Esta “desaparicion” de proteina pudo
deberse a la adsorcion de LF sobre la membrana o la asociacion de esta proteina con otras

proteinas mayoritarias (Lampreave et al., 1990).

En cuanto a la BSA, que por sus radios efectivos tedricos se esperaba que pasara a través de
las dos membranas, principalmente por 0.14 um, no se recogio en el filtrado acumulado de
ninguna de ellas. A este pH donde la membrana presenta carga neta nula y la BSA esta
cargada negativamente no deberia producirse agregacion ni interaccién con la membrana.
Para minimizar la carga neta y el radio efectivo de la BSA y asi intentar obtenerla en el
filtrado, objetivo de la primera etapa de fraccionamiento, se realizé la diafiltracion al pH

optimo obtenido en la simulacion, pH 5, cercano al punto isoeléctrico de esta proteina.
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6.3.4. Diafiltraciéon de lactosuero al pH 6ptimo de la primera etapa

El proceso de diafiltracion de lactosuero &cido pretratado se llevd a cabo en las condiciones
indicadas en el apartado de procedimiento experimental. EI pH de trabajo fue 5, valor
obtenido como Optimo en la simulacion para la primera etapa de fraccionamiento. Se
empled la membrana de 300 kDa puesto que los resultados obtenidos en los apartados
anteriores indican que la membrana de 0.14 um tiene un tamafio de poro que podria
permitir el paso de las proteinas de mayor radio efectivo, IgG y LF, que en esta primera
etapa deben permanecer en el retenido, ademas de que su inclusion en los poros dificultan

la transmision de las proteinas de menor tamafio.

En la Figura 6.7 se muestra la evolucion temporal del flujo de filtrado. La forma de la curva
es similar a la obtenida para pH 7.3 con la membrana de 300 kDa, pero con valores mas
bajos de flujo. En la dos primeras horas se produjo un descenso muy acusado del flujo de
filtrado, desde el valor inicial, 51 L/m?h, hasta 25.8 L/m°h, permaneciendo después
practicamente constante hasta el valor final de 23.1 L/m*h. El proceso tuvo una duracion

total de 6.63 h.
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Figura 6.7. Evolucion temporal del flujo de filtrado para la diafiltracion de lactosuero a pH 5

empleando la membrana de 300 kDa.
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Los rendimientos de cada una de las proteinas individuales para cada diavolumen tanto en
retenido como en filtrado acumulado se muestran en la Figura 6.8. El rendimiento en el
filtrado acumulado final para a-lactoalbdmina, B-lactoglobulina y BSA fue 8%, 2% y 0%,
respectivamente. Inmunoglobulinas G y lactoferrina quedaron retenidas, pero se observo
pérdida de ambas proteinas. En concreto, al final del proceso solo permanecio en el
retenido el 53% y 27% de la IgG y LF originales, respectivamente.

Los resultados indican que en los momentos iniciales del proceso se produjo un blogueo
importante de poros, provocando la caida brusca del flujo. Tras esta colmatacion inicial, se
produjo un equilibrio entre la colmatacion y el mecanismo de dilucion debido a la
diafiltracion, por lo que el flujo permanecid practicamente constante.

Los radios efectivos de a-lactoalbumina, B-lactoglobulina y BSA estarian minimizados
porque el pH de trabajo esta cercano a su punto isoeléctrico, y, ademas, su carga neta seria
proxima a cero, por lo que deberian atravesar la membrana. Sin embargo, los rendimientos
en filtrado acumulado obtenidos para estas proteinas son muy bajos, mucho menores en el
caso de a-lactoalbumina y B-lactoglobulina que los obtenidos a pH 7.3, por lo que parece
que se producen agregados entre proteinas. Estos agregados de proteinas descargadas

podrian ser los causantes principales de la gran colmatacion inicial de la membrana.

La pérdida de cantidades importantes de IgG y lactoferrina puede deberse a la adsorcion de
proteina sobre la membrana o a la asociacion de proteina con otras proteinas. Por ejemplo,
la lactoferrina se une de forma no covalente a la B-lactoglobulina o a la BSA con razones
molares 2:1 y 1:1, respectivamente, union probablemente favorecida por la carga neta nula

de estas dos proteinas mayoritarias.
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6.4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten llegar a las siguientes conclusiones:

» La membrana mas adecuada para llevar a cabo la primera etapa de fraccionamiento es
la de 300 kDa. Los flujos de filtrado para esta membrana son menores que los
correspondientes a 0.14 um, pero el blogqueo completo de poros es similar debido a
que las proteinas méas grandes pueden adsorberse en el interior de los poros, dando
lugar a transmisiones menores de a-lactoalbimina y B-lactoglobulina que las

transmisiones obtenidas para la membrana de 300 kDa.

> En la diafiltracion de lactosuero a pH 5 no se obtuvieron los resultados previstos. A
este pH se produce un importante blogueo completo de poros y no solo no se
consigue que la BSA pase al filtrado, sino que los rendimientos de a-lactoalbumina y
B-lactoglobulina son practicamente nulos. Por tanto, debe haber interacciones
proteina-proteina que dan lugar a radios efectivos distintos de los tedricos v,

consecuentemente, a transmisiones diferentes a las esperadas.
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Interacciones entre proteinas en la ultrafiltracion de lactosuero

7.1. INTRODUCCION

Los resultados obtenidos en el capitulo anterior parecen indicar que existen interacciones
proteina-proteina en la diafiltracion de lactosuero. Sin embargo, una de las premisas basicas
del modelo propuesto para la simulacion de la recuperacion de lactoferrina por
ultrafiltracion de lactosuero fue la consideracidn de que las proteinas no interactuaban entre
si. No se consideraron que existiesen fenémenos de agregacion entre las moléculas de una

misma proteina o entre moléculas de distintas proteinas.

El objetivo de este capitulo es comprobar si existe 0 no interaccion entre las proteinas del
lactosuero vy, sobre todo, como afecta a la ultrafiltracién de lactosuero. Para ello se han
seleccionado 2 proteinas: seroalbumina bovina y B-lactoglobulina. Estas dos proteinas son
dos de las tres proteinas mayoritarias del lactosuero y deberian, ademas, obtenerse en el
filtrado acumulado de la primera etapa de fraccionamiento, por lo que las interacciones
podrian influir mas que sobre las proteinas que se desean retener. Por otra parte, ambas
proteinas presentan un punto isoeléctrico similar y cercano al pH 6ptimo de la primera
etapa. Por consiguiente, si se realiza el estudio al pH 6ptimo, 5, las interacciones entre
ambas proteinas deberian minimizarse. Para realizar dicho estudio se analizaran las
filtraciones de los sistemas unitarios y de la mezcla binaria, comparando los flujos de
filtrado y transmisiones observadas. Los resultados se discutiran teniendo en cuenta las

interacciones proteina-proteina y proteina-membrana.
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7.2. MATERIALES Y METODOS

7.2.1. Procedimiento experimental

Se realizaron tres experimentos, empleando una membrana de tamario de corte de 300 kDa,

en los que Unicamente vari6 la alimentacion (2 L):
> BSA (0.25 g/L)
» B-lactoglobulina (0.25 g/L)
» BSA + B-lactoglobulina (0.125 g/L + 0.125 g/L)

Las dos proteinas modelo utilizadas en estos experimentos fueron suministradas por Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) y tenian una pureza superior al 90% y 96% para la B-

lactoglobulina y BSA, respectivamente.

Todos los experimentos se realizaron en el modo de recirculacion total, para mantener
condiciones homogéneas en el retenido a lo largo del proceso, y utilizando las siguientes
condiciones de operacion: caudal de retenido de 400 L/h, 30 °C de temperatura, 1.0 bar de
presion transmembrana y pH 5. Se utiliz6 este pH porque, aparte de ser el valor obtenido
como Optimo para la primera etapa de fraccionamiento, es cercano a los puntos
isoeléctricos de las dos proteinas, por lo que se minimizan las interacciones. Cada
experimento tuvo una duracion total de 60 minutos, durante los cuales se monitorizo el
flujo de filtrado cada 2 minutos hasta los 20 minutos y, posteriormente, cada 5 minutos
hasta el final del experimento. Se tomaron muestras de 1 mL de filtrado instantdneo y de
retenido a los 3, 7, 15, 30 y 60 minutos para analizar su composicion en BSA y j-
lactoglobulina mediante RP-HPLC.
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7.3. RESULTADOS Y DISCUSION

7.3.1. Evolucion del flujo de filtrado

En la Figura 7.1 se muestran los flujos de filtrado en funcion del tiempo para los tres
experimentos. Se observa que todas las curvas son similares. Se produjo un descenso
brusco del flujo al inicio, durante los 10-14 primeros minutos y, a partir de ese tiempo, el
flujo permanecié practicamente constante hasta el final. A pesar de esto, los valores
absolutos de los flujos de filtrado fueron muy diferentes. EI mayor valor obtenido fue para
la filtracion de la disolucion unitaria de B-lactoglobulina que presentd un flujo de filtrado a
los 2 minutos de 202 L/m*h que disminuyé durante los primeros 10 minutos hasta 167
L/m?h, valor que permanecié constante hasta concluir el experimento. Por tanto, el
descenso total del flujo de filtrado desde los 2 minutos hasta los 60, fue de 17.4%, respecto

al valor inicial.

Cuando se filtrd la disolucion unitaria de BSA, los flujos de filtrado fueron mucho menores.
A los 10 minutos de filtracion, el flujo de filtrado habfa disminuido de 100 L/m?h, valor a
los 2 minutos, hasta 70 L/m*h. En los restantes 50 minutos, este valor decrecié hasta los 57
L/m?h finales, produciéndose un descenso total de flujo de filtrado de 42.9% respecto al

valor inicial.

En el caso de la filtracion de la mezcla binaria se obtuvieron valores intermedios de flujo de
filtrado entre los correspondientes a las disoluciones unitarias, pero mas cercanos a los
obtenidos para la BSA. El flujo a los dos minutos fue 114 L/m?h y disminuyé hasta 80
L/m?h durante los 14 primeros minutos. Durante el resto del experimento, el flujo
disminuy6 hasta 70 L/m?h, lo que supuso una caida de flujo total de 39.1% respecto al valor

inicial.
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Figura 7.1. Evolucion temporal del flujo de filtrado durante la recirculacion total de BSA, B-

lactoglobulina'y BSA + B-lactoglobulina.

Los datos de flujo de los tres experimentos se ajustaron al modelo combinado de blogueo
completo + bloqueo estandar, con (Jro)s00k0a=780.90 L/m*h. En la Figura 7.2 se muestran
los datos y sus correspondientes ajustes para la filtracion de BSA, B-lactoglobulina y la

disolucién binaria.

En la Tabla 7.1 se indican los parametros de ajuste del modelo combinado para los tres

experimentos.
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Tabla 7.1. Parametros de ajuste del modelo combinado de bloqueo completo + bloqueo
estandar para la evolucion temporal del flujo de filtrado durante la recirculacion total de

BSA, B-lactoglobulinay de la mezcla binaria.

a A (h™ B (h) R?
BSA 0.9028 09.35 0.1890 0.9997
B-lactoglobulina 0.7808 88.72 0.0205 0.9995
Mezcla binaria 0.8824 100.48 0.1746 0.9995
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El parametro o indica que el mayor bloqueo completo de poros tuvo lugar durante la
filtracion de la disolucion unitaria de BSA y el menor correspondié a la filtracion de -
lactoglobulina. El bloqueo correspondiente a la mezcla binaria fue muy similar al de BSA.
En cuanto al parametro cinético de bloqueo completo de poros, A, es muy parecido en los
tres casos. Esto justifica que el descenso brusco de flujo se produjo, aproximadamente, en
el mismo tiempo para los tres experimentos. EI pardmetro B es practicamente coincidente
para la BSA y para la mezcla y, casi nulo para la B-lactoglobulina. El valor en este ultimo
caso indica que una vez producido el blogueo completo no se produjo practicamente
blogueo estandar, lo que resulta en un flujo constante tras el descenso inicial.

7.3.2. Transmision de proteinas

En la Tabla 7.2 y Tabla 7.3 se muestran las concentraciones de BSA y B-lactoglobulina en
retenido y filtrado durante las filtraciones de las disoluciones unitarias y de la mezcla

binaria, respectivamente.

Tabla 7.2. Concentracion de BSA y B-lactoglobulina en retenido y filtrado durante las

filtraciones de las disoluciones unitarias.

Disolucion de BSA Disolucion de BLG
Cr-Bsa (9/L) Crasa (0/L) | Craic(9/L) Ceaic (9/L)
0.227 0.000 0.245 0.000
0.216 0.000 0.214 0.094
0.210 0.000 0.218 0.174
15 0.198 0.000 0.218 0.143
30 0.190 0.000 0.223 0.120
60 0.175 0.000 0.227 0.067
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Tabla 7.3. Concentracion de BSA y B-lactoglobulina en retenido y filtrado durante la filtracién

de la mezcla binaria.

BSA + BLG
Crsa (9/L) Cr-ssa (/L) | CraLe (@/L)  Cppic (d/L)
0.110 0.000 0.131 0.000
0.095 0.002 0.107 0.002
0.094 0.010 0.095 0.030
15 0.090 0.017 0.089 0.060
30 0.091 0.017 0.087 0.063
60 0.080 0.012 0.084 0.054

Para evaluar la influencia que tiene la interaccién entre proteinas sobre el transporte de
proteina a través de la membrana, se evalud la transmision observada de BSA y B-

lactoglobulina (ecuacion [7.1]) para cada experimento.

(S,), (%) == 400 [7.1]
(Cr);
donde (So)s, (Cp)s Y (Cr)s son la transmision observada, la concentracion a la salida del poro
(concentraciéon instantdnea en el filtrado) y la concentracion en el retenido,

respectivamente, para la proteina s.

En la Figura 7.3 se muestran las transmisiones observadas de BSA obtenidas para la
disolucidn unitaria y la mezcla binaria. Hay que resaltar que cuando se filtro6 BSA sola no
pasod nada de proteina al filtrado, obteniéndose transmisiones nulas a lo largo de todo el
experimento. Por el contrario, si pasd BSA a través de la membrana cuando se filtrd junto
con B-lactoglobulina. En este Gltimo caso, se produjo un aumento de la transmision durante
los primeros 15 minutos alcanzandose un valor del 19%, que se mantuvo constante hasta el

minuto 30 y despues disminuy0 hasta el valor final del 15%.
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Figura 7.3. Transmisidon observada de BSA en funcién del tiempo para la recirculacién total

de la disolucién unitariay de la mezcla binaria a pH 5.

La evolucion de la transmision observada de p-lactoglobulina en funcion del tiempo de
filtracion para la disolucion unitaria y la mezcla binaria se recoge en la Figura 7.4. Se
observa que el mayor valor de transmision observada (80%) se obtuvo para la disolucion
unitaria a los 7 minutos. A partir de este maximo, se produjo un descenso continuo de la
transmision observada hasta el final del experimento, donde su valor fue del 29%. En la
mezcla binaria, las transmisiones de B-lactoglobulina no alcanzaron valores tan elevados

pero, desde el minuto 15 hasta el final, la transmisidn sélo disminuy6 desde 70% a 64%.
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Figura 7.4. Transmision observada de B-lactoglobulina en funcién del tiempo para la

recirculacion total de la disolucién unitaria'y de la mezcla binaria a pH 5.

Los resultados obtenidos para los flujos de filtrado y las transmisiones observadas parecen
indicar que al pH de trabajo, cercano al punto isoeléctrico de BSA y B-lactoglobulina, se
favorecen las agregaciones de proteinas. El bloqueo completo de poros que se produce en
los momentos iniciales de los experimentos y que provoca el descenso brusco del flujo de
filtrado puede deberse a que al no existir fuerzas de repulsién entre proteina y membrana,
se produce colmatacion de la membrana por deposicion y adsorcion de las proteinas sobre
la misma. Ademas, la formacion de agregados unido a la tortuosidad e irregularidad de los
poros de la membrana puede favorecer la obstruccion de dichos poros (Persson et al.,
2003).

En las filtraciones de las disoluciones unitarias, los mayores valores para los flujos de
filtrado y transmisiones observadas obtenidos para la B-lactoglobulina podrian explicarse si
se tiene en cuenta el menor tamafio de las moléculas de B-lactoglobulina (peso molecular:
18362 g/mol para el mondmero) (Zydney, 1998) frente a las moléculas de BSA (peso
molecular: 69000 g/mol) (Zydney, 1998). Para la filtracion de la disolucién unitaria de -
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lactoglobulina, los resultados parecen indicar que las moléculas no agregadas inicialmente
pasaron a través de la membrana consiguiéndose transmisiones elevadas. Pero,
probablemente, la agregacion de moléculas de B-lactoglobulina disminuyo la transmision
observada tanto por su mayor dificultad para pasar a través de la membrana debido a su
mayor tamafio como por provocar una mayor colmatacion. En el caso de la disolucion
unitaria de BSA, los agregados formados debian presentar un gran tamafio que impidié el

paso de BSA a través de la membrana, justificadndose la ausencia de proteina en el filtrado.

En el caso de la mezcla binaria, las concentraciones de BSA y de B-lactoglobulina son la
mitad de las concentraciones de sus respectivas disoluciones unitarias. Por tanto, la
colmatacion debida a cada proteina seria menor que la de su disolucion unitaria. De este
modo, los flujos de la mezcla deberian ser muy superiores a los de BSA. Sin embargo,
aungue si son superiores, son muy parecidos. Esto podria deberse a la formacion de
agregados entre las dos proteinas, que contribuirian a aumentar la suma de las
colmataciones individuales de las proteinas. Ademas, estos agregados mixtos deben ser de
menor tamafio que los agregados de BSA, justificandose asi la transmisién de BSA en la
mezcla binaria. Por otro lado, esta transmision también podria verse favorecida por la
dificultad de formarse agregados de moléculas de BSA en presencia de moléculas de -
lactoglobulina. En cuanto a las transmisiones observadas para la B-lactoglobulina en la
mezcla binaria, parecen confirmar la formacién de agregados mixtos que impiden que se
consigan transmisiones tan elevadas como en la disolucion unitaria. Sin embargo, estos
agregados mixtos deben ser de menor tamafio que los agregados de [-lactoglobulina,

obteniéndose transmisiones mas constantes a lo largo del tiempo.
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7.4. CONCLUSIONES

El estudio realizado sobre la filtracion de disoluciones unitarias de BSA y B-lactoglobulina

y de la mezcla modelo de las mismas, han dado lugar a las siguientes conclusiones:

» En las disoluciones unitarias predomina la formacion de agregados, favorecida por la
proximidad al punto isoeléctrico de ambas proteinas. Estas agregaciones influyeron
sobre el flujo de filtrado y transmisiones, especialmente en el caso de la BSA ya que
impidieron el paso de proteina al filtrado.

» En la filtracion de la mezcla binaria, la presencia de otra proteina puede dificultar la
formacion de agregados y, ademas, parece que da lugar a agregados mixtos, que son
de menor tamafio que los agregados de cada una de las proteinas. Como resultado de
estas interacciones se obtuvieron flujos de filtrado menores que los previstos, se
produjo transmision de BSA y la transmision de [B-lactoglobulina no descendio
bruscamente sino que se mantuvo practicamente constante desde el minuto 15 de

experimento.
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8.1. INTRODUCCION

En la simulacion realizada para la recuperacion de lactoferrina por ultrafiltracion de
lactosuero, se obtuvieron como condiciones Optimas para la primera etapa del

fraccionamiento las siguientes:
o Etapal:pH=5.04,r,=31.0 nm, | =0.0082 M, N = 2.59

En el capitulo 5 se propuso un pretratamiento del lactosuero que mejoraba los flujos de
filtrado y permeabilidad de proteinas a traves de la membrana mediante eliminacion de
complejos lipidicos y particulas de fosfato calcico. Con este proceso se consigue, ademas,
un acercamiento al valor optimo de la fuerza idnica. Por otro lado, el estudio realizado
sobre la diafiltracion de lactosuero con membranas comerciales con tamafio cercano al
radio de poro dptimo permitio seleccionar la membrana de 300 kDa como la méas adecuada
para realizar el fraccionamiento de esta primera etapa. El analisis de las filtraciones de
disoluciones unitarias y de la mezcla binaria puso de manifiesto la importancia de las
interacciones proteina-proteina. Con la diafiltracion de lactosuero pretratado, empleando la
membrana de 300 kDa y el pH optimo, 5, se confirmo la influencia de las interacciones
proteina-proteina y proteina-membrana durante la ultrafiltracion. Dada la complejidad del
lactosuero como mezcla real de proteinas, factores de crecimiento, lactosa, oligosacaridos,
sales, materias grasas, minerales y otros compuestos minoritarios, resulta muy complicado
cuantificar de forma individualizada las posibles interacciones electrostaticas existentes.
Por tanto, se hace necesario estudiar experimentalmente el efecto de la carga de las
proteinas y, por consiguiente, el efecto del pH, en el fraccionamiento del lactosuero para
poder determinar el pH optimo para la primera etapa.

De este modo, el objetivo de este capitulo es estudiar el efecto que tiene el pH de trabajo
sobre el fraccionamiento de las proteinas del lactosuero clarificado. Este estudio se realizara
sobre la primera etapa del proceso en la que se pretenden obtener dos fracciones: (1) un
filtrado con un porcentaje significativo de la a-lactoalbumina, B-lactoglobulina y BSA
original y (2) un retenido enriquecido en inmunoglobulinas y lactoferrina. Durante los 4
diavolimenes del proceso de diafiltracion continua, se analizaran los flujos de filtrado en
funcién del tiempo asi como la composicion en proteina individual, determinando los

rendimientos en retenido y filtrado acumulado de cada una de las proteinas. Los resultados
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se trataran de discutir en funcion de las posibles interacciones proteina-proteina y proteina-

membrana.
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8.2. MATERIALES Y METODOS

8.2.1. Procedimiento experimental

Se realizaron experimentos en el modo de diafiltracion continua, utilizando 2 L de
lactosuero acido pretratado como alimentacién, concluyendo cada experimento al
alcanzarse 4 diavolumenes. Las condiciones de operacién empleadas fueron: caudal de
retenido de 400 L/h, 30 °C de temperatura y 1.0 bar de presion transmembrana, para
trabajar en la zona controlada por la presion (Figura 8.1). Se ensayaron los siguientes
valores de pH: 3, 4,5, 6, 7, 8, 9y 10. En cada experimento se monitorizé el flujo de filtrado
cada 50 g recogidos y se retiraron muestras de 1.0 mL de retenido y filtrado acumulado
cada diavolumen para analizar la cantidad de proteina individual (a-lactoaloumina, -
lactoglobulina, BSA, IgG y LF) mediante RP-HPLC.
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Figura 8.1 Flujo de filtrado en funcién de la presion transmembrana aplicada para la

filtracion de lactosuero pretratado a pH 3-10.
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8.3. RESULTADOS Y DISCUSION

8.3.1. Evolucion del flujo de filtrado

Los datos obtenidos de flujo de filtrado en funcion del tiempo para los pHs indicados se
representan en la Figura 8.2. Se observan dos tipos de comportamiento: A) curvas tipicas
caracterizadas por un descenso brusco de flujo en los instantes iniciales del experimento
seguido por un flujo practicamente constante hasta el final del mismo, obtenidas para pH 4,
5, 6, 7y 8,y B) curvas con flujos oscilantes o ascendentes a lo largo de todo el proceso,
obtenidas para los valores extremos de pH, es decir, 3, 9 y 10. Asi, al menor pH ensayado,
pH 3, se obtuvo un flujo inicial de 68 L/m*h. Después de este punto se produjo un aumento
lineal, alcanzandose 85 L/m?h después de 2.2 h al final de los 4 diavolimenes. Las
filtraciones mas lentas tuvieron lugar a pH 4 y 5. Los flujos de filtrado disminuyeron desde
un valor inicial de 40 y 51 L/m*h, respectivamente, hasta 25 L/mh en las primeras 3 horas,
permaneciendo préacticamente constante hasta el final del proceso (méas de 6 horas). Las
curvas obtenidas para pH 6 y 7 fueron casi idénticas. El principal descenso (desde 65 hasta
42 L/Im*h) se obtuvo en las primeras 2 horas, después se mantuvo constante hasta las 3.8 h.
Se observé un comportamiento similar a pH 8, decayendo desde 73 a 50 L/m*h con un
tiempo total de experimento de 3.2 h. Para pH 9 se obtuvo una curva con oscilaciones. El
flujo de filtrado disminuy6 desde 91 a 80 L/m?h en 1 hora. Después, se mantuvo un flujo de
87 L/mh hasta las 2.1 h. Finalmente, la diafiltracién mas rapida se consigui6 a pH 10. En
este experimento, el flujo aumentd casi linealmente desde los 89 L/m?h iniciales hasta los
125 L/m?h finales en 1.6 h totales.
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Figura 8.2. Evolucion temporal del flujo de filtrado para varios valores de pH para la

diafiltracién continua de lactosuero acido bovino pretratado.

Para explicar la evolucion temporal del flujo de filtrado en una diafiltracion continua, hay
que considerar los dos fendmenos opuestos que tienen lugar. En primer lugar, si se produce
transmision de proteina a través de la membrana, la concentracion total de proteina en
retenido disminuye durante el proceso, lo que favorece el aumento de flujo de filtrado. Por
otro lado, la colmatacion de la membrana debida a la adsorcion de proteinas en su
superficie y/o el interior de los poros provoca una disminucién del flujo de filtrado. Ambos
mecanismos (dilucion-colmatacion) dependen principalmente de las interacciones proteina-
proteina y proteina-membrana, determinadas por la posicién relativa del pH de trabajo
respecto a los puntos isoeléctricos de las proteinas del lactosuero y el punto de carga cero
de la membrana. De este modo, a los valores de pH extremos (3 y 10), todas las proteinas
del lactosuero y la membrana tienen carga de igual signo (positiva y negativa,
respectivamente). La colmatacion, que no se ve favorecida debido a la repulsion, es
dominada por el fendmeno de dilucion en el tanque de retenido, dando lugar a un aumento

en el flujo de filtrado con el tiempo. Por el contrario, a pH 4 y 5 (alrededor del punto
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isoeléctrico de las proteinas del lactosuero mas abundantes) la colmatacion domina debido
a la deposicion sobre la membrana de los agregados de las moléculas descargadas de .-
lactoalbumina, B-lactoglobulina y BSA. Esto provocaria el descenso brusco del flujo
durante la primera parte del proceso hasta alcanzar un estado estacionario, probablemente

debido al efecto de barrido de la corriente tangencial de retenido.

8.3.2. Rendimiento de proteina individual en retenido y filtrado acumulado

Para evaluar las caracteristicas filtrantes de la membrana en cada uno de los valores de pH
ensayados, se monitorizd durante los 4 diavolimenes de operacion los rendimientos de
proteina individual tanto para el retenido (nr-proteina) COMO para el filtrado acumulado (ne
proteina). L& composicion del lactosuero acido pretratado utilizado como alimentacion en

todos los experimentos se recoge en la Tabla 8.1.

Tabla 8.1. Concentracion inicial de las proteinas individuales del lactosuero acido

pretratado.

Proteina Cro (9/L)

ALA 1.00
BLG 2.70
BSA 0.10
19G 0.40
LF 0.04

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en los distintos fraccionamientos. En
primer lugar se expondran los rendimientos de a-lactoalbdmina, B-lactoglobulina y BSA en
retenido y filtrado (la estrategia de esta etapa era obtenerlas en el filtrado) y en segundo
lugar, los rendimientos de inmunoglobulinas y lactoferrina en retenido y filtrado (cuyo

objetivo era que permaneciesen en retenido).
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+ a-lactoalbumina, f-lactoglobulina y BSA

Los rendimientos de a-lactoalbumina en funcion del pH y del nimero de diavolimenes se
muestran en la Figura 8.3. En todos los casos, la principal variacion en el rendimiento fue
obtenida en los primeros 2 diavolimenes, con solo pequefias variaciones en los otros 2
diavolimenes. Esto podria deberse a la colmatacion de la membrana, que podria impedir el
transporte de proteina al final del proceso. Se puede observar que las curvas para el retenido
y el filtrado acumulado son précticamente simétricas con respecto a una linea imaginaria
que pasa por rendimiento igual a 0.5. Se observaron tres comportamientos diferentes. Para
pH 4 y 5 se obtuvieron rendimientos muy bajos en filtrado acumulado, lo que supuso la
retencion en retenido de practicamente toda la a-lactoalbimina. Para pH 3, 6 y 10 los
rendimientos en filtrado acumulado fueron superiores al 40% pero inferiores al 50%.
Finalmente, a pH 7, 8 y 9 se consiguieron los mayores rendimientos en filtrado acumulado,
ya que mas del 50% de la proteina original pasé a través de la membrana.

Los rendimientos de B-lactoglobulina en retenido y filtrado acumulado se muestran en la
Figura 8.4. De nuevo, se obtuvieron curvas simétricas y los principales cambios ocurrieron
en los primeros 2 diavolimenes. A pH 4 y 5 no se observd transmision significativa de
proteina. Por el contrario, las maximas transmisiones se consiguieron a pH 3, 7, 8y 9, en
los que el rendimiento en filtrado aumento hasta el 33% aproximadamente, quedando en
retenido sobre el 67% de la proteina inicial. A pH 6 y 10 se obtuvieron rendimientos en

filtrado un poco inferiores (20%).

En la Figura 8.5 se muestran los rendimientos para la BSA. No se aprecié transmision
alguna de BSA en ninguno de los pHs ensayados, y los rendimientos en retenido fueron
cercanos a 1.0 en todos los casos.
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Si se considera sdlo el peso molecular de los mondmeros (a-lactoalbdmina, 14 kDa; B-
lactoglobulina, 18 kDa; BSA, 69 kDa), se podria pensar que tanto a-lactoalbdmina como -
lactoglobulina deberian pasar libremente a través de la membrana y que la BSA también
podria pasar al filtrado, aunque con mayor dificultad. Sin embargo, no se obtuvo
transmision de BSA en ningun caso. Estos resultados parecen indicar que existen
interacciones proteina-proteina (entre las propias moléculas de BSA o con las moléculas de
otras proteinas) que aumentan el radio efectivo de la BSA vy, por tanto, impiden su paso a
través de la membrana. En cuanto a los rendimientos en filtrado de a-lactoalbdmina y p-
lactoglobulina, tuvieron valores muy diferentes en funcién del ambiente electrostatico.
Esto se debe a que la agregacion de las moléculas de proteina es dependiente del pH. Por
ejemplo, a pH 4 y 5 ambas proteinas estan esencialmente descargadas, por lo que se forman
grandes agregados de hasta 8 moléculas (Boye et al., 1997; Taulier y Chalikian, 2001),
resultando transmisiones muy bajas de proteina. Para los valores de pH en el intervalo 7-9,
cercanos al punto de carga cero de la membrana, las interacciones entre las proteinas y la
membrana se minimizan, consiguiéndose las transmisiones mas altas. Cuando las proteinas
y membrana se repelen (es decir, a pH 3 y 10), los valores de los rendimientos en filtrado
acumulado fueron mayores de los esperados, probablemente debido a la importancia del
transporte convectivo de soluto como consecuencia del flujo de filtrado elevado. Un caso
especial ocurrié para la B-lactoglobulina a pH 3, donde se presenta como mondmero y, de
ahi, que los rendimientos en filtrado fueran tan elevados como los obtenidos en el rango 7-
9.

+ Inmunoglobulinas y lactoferrina

Los rendimientos de IgG se representan en la Figura 8.6. Toda la IgG inicial permaneci6 en
el retenido para pH 4, 8, 9 y 10. Para pH 3, 6 y 7, se obtuvieron curvas simétricas con
rendimientos en retenido elevados (85-89%). En el caso de pH 5, se observd un
comportamiento especial. Aunque el rendimiento en filtrado acumulado fue nulo, so6lo el

53% de la 1gG original permanecio en el retenido.
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lactosuero acido bovino pretratado.
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Los rendimientos para la lactoferrina se muestran en la Figura 8.7. Los rendimientos en
filtrado acumulado fueron nulos en todos los casos. A los valores extremos del pH (3 y 10),
el rendimiento en retenido fue 100%. En el experimento correspondiente a su punto
isoeléctrico, pH 9, el rendimiento en retenido final fue elevado, 91%. Sin embargo, en el
resto de experimentos, los rendimientos en retenido fueron muy inferiores, principalmente a
pH 5y 7, en los cuales solo el 26% de la lactoferrina inicial permanecio en el retenido tras

los 4 diavolumenes.

Se observa que estas proteinas no pasaron a través de la membrana, debido a sus mayores
tamafos moleculares (1gG, 150-1000 kDa; LF, 78 kDa).

La pérdida de cantidades importantes de IgG a pH 5 y lactoferrina a pH 4-9 pueden deberse
a tres posibles causas: (1) adsorcion de proteina sobre la membrana; (2) desnaturalizacion
de la proteina por el esfuerzo de cizalladura causado por la circulacion de la corriente de
retenido a altas velocidades (Cheryan, 1998); (3) la asociacion de proteina con otras
proteinas. Por ejemplo, la lactoferrina forma complejos no covalentes con la f-
lactoglobulina o la BSA con razones molares 2:1 y 1:1, respectivamente, siempre que no
exista repulsion proteina-proteina, es decir, no se formarian estos complejos cuando la
lactoferrina se encuentre neutra o cargada con igual signo que las otras proteinas. Esta
agregacion se ve favorecida durante la diafiltracion debido a la elucion de los iones salinos

en solucion, que estan en equilibrio con iones unidos a las cargas locales de las proteinas.
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Figura 8.7. Rendimiento de lactoferrina en retenido (@) y filtrado acumulado (O) en funcién
del namero de diavolimenes a diferentes valores de pH para la diafiltracion continua de

lactosuero acido bovino pretratado.
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8.3.3. Mejora de la pureza de las proteinas retenidas

Los resultados indicados en el apartado anterior muestran algunas tendencias generales.
Excepto para pH 4 y 5, los rendimientos de a-lactoalblmina y p-lactoglobulina en filtrado
acumulado fueron importantes. Por otro lado, para el resto de proteinas estudiadas, las
transmisiones a través de la membrana fueron practicamente nulas. Esto sugiere que la
membrana de 300 kDa podria emplearse para el fraccionamiento del conjunto inicial de
proteinas del lactosuero en dos partes: a-lactoalbumina y p-lactoglobulina en el filtrado y
BSA, 1gG y LF en el retenido. Para evaluar cualitativamente esta posibilidad de
fraccionamiento se calculé la mejora en la pureza experimentada por las proteinas

retenidas.

La pureza en el lactosuero original para BSA, IgG y lactoferrina se calculé como la relacién
entre la concentracion de proteina individual y la suma de las concentraciones de las 5
proteinas. Los valores obtenidos fueron: BSA, 2.4%; 1gG, 9.4%; y LF, 0.9%. La pureza al
final del proceso de ultrafiltracion se calculd6 del mismo modo pero considerando los
valores de las concentraciones a los 4 diavolimenes. Finalmente, el factor de mejora de
pureza se calcula como la relacién entre la pureza final y la inicial. Por tanto, valores del
factor superiores a 1 implican que el proceso ha sido satisfactorio ya que la pureza de la
proteina ha aumentado. Por el contrario, valores inferiores a 1 implican un efecto negativo
de la ultrafiltracion ya que las proteinas en retenido estarian menos puras que en el

lactosuero original.

Los datos del factor de mejora de pureza para BSA, IgG y LF para todo el intervalo de pHs
ensayados se muestran en la Figura 8.8. En el caso de la BSA, los mayores incrementos,
alrededor del 50%, se consiguieron a pH 3 y 9. Para la 1gG, el factor de mejora de pureza
disminuyd desde 1.3 a pH 3 hasta 0.6 a pH 5 y después aumenté hasta el éptimo, 1.6, a pH
9. Finalmente, para la lactoferrina sélo se consiguieron mejoras de pureza en los pH
extremos, con un valor maximo de 1.5 a pH 3 y 9. Por tanto, si el objetivo es fraccionar
BSA, IgG y LF de a-lactoalbumina y B-lactoglobulina con la membrana de 300 kDa, el pH
de trabajo deberia ajustarse a 3 0 9. Ademéas ambos valores podrian ser igual de apropiados
ya que los tiempos de filtracion necesarios para completar los 4 diavolumenes fueron casi

idénticos (2.2 y 2.1 h, respectivamente).
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Figura 8.8. Factor de mejora de pureza conseguido para las proteinas retenidas (BSA, IgG y

LF) en funcién del pH para la diafiltracion continua de lactosuero acido pretratado.
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8.4. CONCLUSIONES

El estudio realizado acerca del efecto del pH sobre el fraccionamiento de las proteinas del

lactosuero ha dado lugar a las siguientes conclusiones:

» Los flujos de filtrado mas bajos se obtuvieron a pH 4 y 5, es decir, a pHs cercanos al
punto isoeléctrico de a-lactoalbimina, B-lactoglobulina y BSA. Esto se debe a la
colmatacion de la membrana, causada principalmente por la deposicion de agregados
de las moléculas de proteina descargada, que lleva consigo el taponamiento de los
poros e implica una caida pronunciada del flujo fundamentalmente en los dos

primeros diavolimenes de operacion.

» A valores de pH extremos, 3y 10, la repulsion entre las proteinas y entre las proteinas
y la membrana dificultan la colmatacién y, por tanto, domina el fendémeno de dilucion
en el tanque de retenido, dando lugar a un aumento continuado del flujo de filtrado

durante el proceso.

> Las proteinas de menor peso molecular, a-lactoalbumina y B-lactoglobulina, fueron
eluidas a través de la membrana. Para estas proteinas se obtuvieron los mayores
rendimientos en filtrado acumulado en los pHs cercanos al punto de carga cero de la
membrana, pH 7-9, con valores de hasta 58% y 33% para a-lactoalbdmina y B-
lactoglobulina, respectivamente. Los menores rendimientos en filtrado acumulado
correspondieron a pH 4 y 5, con menos de 8% y 2% para a-lactoalbumina y -
lactoglobulina, respectivamente. Estos valores tan bajos se deben a la presencia de

agregados de proteina.

» Las proteinas de mayor peso molecular, BSA, inmunoglobulinas y lactoferrina,
fueron preferentemente retenidas. Sin embargo, se observaron pérdidas del 47% de
IgG a pH 5y, de forma méas importante, de lactoferrina en el intervalo 4-9, llegando a
perderse hasta el 74% de la proteina inicial a pH 5y 7. Estas pérdidas de proteina
pudieron deberse a la adsorcién sobre la membrana, a la desnaturalizacién por

esfuerzo de cizalladura y/o a la asociacion entre proteinas.

> Lapureza de las proteinas retenidas se mejora un 50% a pH 3y 9.
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Estrategia de fraccionamiento de lactosuero para la recuperacion de lactoferrina

9.1. INTRODUCCION

Los resultados obtenidos en el estudio de la influencia del pH han puesto de manifiesto que
la pureza de LF se mejora en un 50% sélo a pHs 3y 9. Por otro lado, también cabe destacar
los rendimientos conseguidos en elucion de a-lactoalbdmina y B-lactoglobulina a pH 7.
Ademas, a este pH la B-lactoglobulina no se encuentra desnaturalizada (la desnaturalizacion
se produce a pHs > 8), no se adiciona practicamente fuerza ionica puesto que el pH del
lactosuero clarificado es 7.3, y esta cercano al punto de carga cero de la membrana. Sin
embargo, este pH no seria adecuado para la obtencién de lactoferrina puesto que se pierde
el 74% de la proteina inicial.

La simulacion de obtencion de lactoferrina indico para la primera etapa de fraccionamiento
un numero de diavolimenes, N, optimo de 2.59. Sin embargo, después de 4 diavolumenes
no se obtuvo el rendimiento de a-lactoalbumina y B-lactoglobulina optimo para ningdn
valor de pH. Para obtener un N adecuado para la primera etapa de la estrategia se estudiara
la diafiltracion de lactosuero a pH 9 ya que, a este pH, el flujo de filtrado es oscilante
porque existe un equilibrio entre la colmatacion de la membrana y la dilucion debida a la
diafiltracion. Se analizara el proceso llegando hasta N = 8, bien con una sola etapa de 8
diavolimenes o con dos etapas de 4 diavolimenes con una limpieza intermedia. Otros
autores han llegado a estudiar procesos con numeros de diavolimenes bastante mas
elevados, como por ejemplo, 16 (Cheang y Zydney, 2003) o 80 (van Reis et al., 1997),

valores demasiado elevados y no muy viables a escala industrial.

Tras el estudio de la influencia del pH en la primera etapa de fraccionamiento, se concluye
que la BSA no atraviesa la membrana en ningun caso. Por tanto, el nuevo objetivo de la
segunda etapa de fraccionamiento serd intentar retirar BSA en el filtrado acumulado. Los
agregados de a-lactoalblmina, B-lactoglobulina y de la propia BSA pudieron ser la causa
de la falta de transmision de BSA a cualquier valor de pH. Como en la primera etapa se
retira una importante cantidad de a-lactoalbumina y B-lactoglobulina, durante la segunda
etapa del fraccionamiento la cantidad de agregados de estas proteinas se minimizaran. De
este modo, la segunda etapa se realizard al punto isoeléctrico de la BSA, pH 4.9, para
maximizar la transmision de esta proteina a través de la membrana (Burns y Zydney, 1999;
Howell et al., 1999; Ricq et al., 1999; De la Casa et al., 2007).
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El objetivo de este capitulo es: por un lado, obtener el nimero de diavolimenes adecuado
para la primera etapa de fraccionamiento, y por otro lado, proponer una estrategia en dos
etapas de diafiltracion continua para la obtencion de lactoferrina o a-lactoalbumina y -
lactoglobulina mediante fraccionamiento de lactosuero. Para ello se estudiaran tres
estrategias en las que variara el pH de la primera etapa (3, 7 y 9). La segunda etapa se
realizara a pH 4.9 en todos los casos. En cada estrategia se analizara el flujo de filtrado, los
rendimientos de proteina en filtrado acumulado y retenido y la pureza de LF o a-

lactoalbumina y B-lactoglobulina, segun el caso, a lo largo del proceso.
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9.2. RESULTADOS Y DISCUSION

9.2.1. Composicion del lactosuero acido pretratado

El lactosuero &cido pretratado utilizado como alimentacion en todos los experimentos de
este capitulo presentd una composicion media en proteinas individuales indicada en la
Tabla 9.1.

Tabla 9.1. Concentracion inicial de las proteinas individuales del lactosuero acido

pretratado.

Proteina Cro (9/L)

ALA 1.00
BLG 2.70
BSA 0.10
1gG 0.40
LF 0.04

9.2.2. Seleccion del numero de diavolimenes adecuado para la primera etapa

Durante un proceso de filtracion se produce colmatacion de la membrana. Este
ensuciamiento supone una resistencia adicional que puede dar lugar a la disminucion de la
cantidad de proteina que pasa a traves de la membrana. Para comprobar si durante la
diafiltracion continua de lactosuero se produce este fendmeno vy, asi, poder seleccionar el
namero de diavolumenes adecuado para la primera etapa del proceso, se realizaron dos
experimentos a pH 9 y con un nimero de diavolimenes total de 8. En el primer ensayo, se
diafiltraron 2 L de lactosuero durante 8 diavoliumenes (N=8). En el segundo experimento se
diafiltraron 2 L de lactosuero durante 4 diavolimenes y, empleando otra membrana limpia
se diafiltro el retenido final anterior durante 4 diavolimenes mas (N=4+4). En ambos
experimentos se utilizé un caudal de retenido de 400 L/h, 30°C de temperatura y 1.0 bar de

presion transmembrana para trabajar en la zona controlada por la presion (Figura 9.1 y
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Figura 9.2). Durante los procesos se monitorizaron el flujo de filtrado y los rendimientos de

proteina individual en retenido y filtrado acumulado mediante andlisis por RP-HPLC.
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Figura 9.1. Flujo de filtrado en funcién de la presidon transmembrana aplicada para la

filtracion de lactosuero pretratado a pH 9 durante 8 diavolimenes.
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Figura 9.2. Flujo de filtrado en funcién de la presidon transmembrana aplicada para la

filtracién de lactosuero pretratado a pH 9 durante 4 + 4 diavolimenes.
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9.2.2.1. Evolucion del flujo de filtrado

Los flujos de filtrado en funcion del tiempo de diafiltracion tanto para el experimento de 8
diavolimenes como para el experimento de 4 diavolumenes y otros 4 diavolimenes con
otra membrana limpia (N=4+4) se muestran en la Figura 9.3. La linea discontinua
corresponde al tiempo final (1.61 h) de los primeros 4 diavolimenes del experimento 4+4.
En el ensayo de 8 diavolimenes, los primeros 8 L de filtrado acumulado se consiguieron
tras 1.58 h de diafiltracion. Se observa que, durante los primeros 4 diavolimenes, los flujos
de filtrado para ambos experimentos fueron muy similares. Estos flujos fueron oscilantes o
ligeramente ascendentes desde valores iniciales de 102 L/m*h y 108 L/m?h hasta valores, a
los 4 diavolimenes, de 119 L/m?h y 111 L/m*h para N=8 y N=4+4, respectivamente. Sin
embargo, los flujos de los segundos 4 diavolimenes fueron muy diferentes. En el
experimento de 8 diavolimenes el flujo de filtrado permanecié constante hasta las 2 h de
experimento y después disminuy6 linealmente hasta los 98 L/m?h finales. Por otro lado, la
limpieza de la membrana antes de los Gltimos 4 diavolimenes del experimento de 4+4, dio
lugar a un aumento del flujo desde los 111 L/mh hasta 167 L/m?h. Durante los segundos 4
diavolimenes, el flujo oscilé entre 167 y 182 L/m’h.
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Figura 9.3. Evolucion temporal del flujo de filtrado durante la diafiltracién continua de

lactosuero acido pretratado a pH 9 durante 8 diavolimenes y 4 + 4 diavolimenes.

Los resultados indican que en el experimento de los 8 diavolumenes, después de 2 h de
diafiltracion (aproximadamente N=5.5) la colmatacion de la membrana provoco la
disminucion continua del flujo de filtrado. Por el contrario, el uso de la membrana limpia
después de los primeros 4 diavolimenes del experimento de N=4+4, dio lugar no s6lo a que
el flujo no disminuyera sino a aumentar enormemente el flujo de filtrado con respecto al
flujo inicial debido a que el retenido final de N=4 contenia menos concentracion total de

proteina que el lactosuero inicial.

9.2.2.2. Rendimiento de proteina individual en retenido y filtrado acumulado

Con el proposito de comparar la capacidad filtrante de la membrana de 300 kDa en la

primera etapa segun se utilice N=8 o N=4+4, se analiz6 la evolucion de los rendimientos de
proteina individual en retenido (nr-proteina) Y filtrado acumulado (Me-proteina). EStos datos se

muestran en la Figura 9.4.
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La a-lactoalbumina fue la proteina con mayor rendimiento en filtrado acumulado. Después
de 4 diavolimenes, el 72 y 76% de la proteina inicial habia pasado a filtrado en el
experimento de N=8 y N=4+4, respectivamente. En los Ultimos 4 diavolumenes, no se
aprecid paso significativo de proteina al filtrado en el ensayo de 8 diavolimenes; mientras
que en el de 4+4, se alcanzé un rendimiento en filtrado final del 85%. En ambos casos, no
se produjo pérdida de proteina ya que se obtuvieron curvas simétricas para retenido y

filtrado respecto a n=0.5.

En el caso de la B-lactoglobulina, tampoco se produjo pérdida de proteina a lo largo del
proceso. En el experimento de 8 diavolimenes, el rendimiento en filtrado acumulado fue
0.47 en N=4 y solo aumentd hasta 0.48 en los diavolimenes finales. En la diafiltracion de
4+4, tras los primeros 4 diavolumenes pasoé el 50% de la B-lactoglobulina al filtrado y con

los siguientes 4 diavolimenes se consiguié aumentar este rendimiento hasta el 53%.

El comportamiento de la BSA fue similar en los dos casos. Durante los primeros 4
diavolimenes ocurrieron los principales cambios, permaneciendo tanto rendimiento en
filtrado como en retenido constantes durante los Gltimos 4 diavolimenes. El rendimiento en
filtrado acumulado final fue 14 y 19% para N=8 y N=4+4, respectivamente. También en
este caso la suma de rendimiento en retenido y filtrado fueron aproximadamente 100% en

todos los casos.

Los rendimientos de la IgG sufrieron los principales cambios también durante los primeros
4 diavolimenes. Pero a diferencia de la BSA, en el proceso de N=4+4 si se produjo un
aumento del rendimiento en filtrado acumulado durante los Gltimos 4 diavolimenes desde
el 23 al 30%. Sin embargo, en la diafiltracion de 8 diavolimenes, nuevamente los

rendimientos permanecieron constantes en la segunda fase del experimento (ng-ige-n=6=0.81

Y NMF-1ge-n=8=0.18).

Por altimo, no se obtuvo lactoferrina en el filtrado acumulado en ninguno de los dos
experimentos. Los rendimientos en retenido no fueron 100% sino que se produjo alguna
pérdida de proteina, siendo los rendimientos finales del 94 y 89% para N=8 y N=4+4,

respectivamente.
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Figura 9.4. Rendimiento de a-lactoalbimina,

B-lactoglobulina, BSA, inmunoglobulina Gy

LF en retenido (@-N=4+4 y l-N=8) y filtrado

acumulado (O-N=4+4y [O-N=8) en funci6n
del nUmero de diavolimenes para la
diafiltracién continua de lactosuero

pretratado a pH 9 para los experimentos de

N=8 y N=4+4.

Por lo general, se observa que después de los primeros 4 diavolimenes, los rendimientos en

retenido y filtrado permanecieron constantes cuando se llevo a cabo la diafiltracion durante

8 diavolimenes seguidos, mientras que disminuyeron y aumentaron, respectivamente, en el

proceso de N=4+4. Por tanto, el empleo de una membrana limpia para los segundos 4
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diavolumenes favorece el paso a filtrado de las proteinas que se transmiten a través de la

membrana.

9.2.2.3. Numero de diavolimenes seleccionado para la primera etapa

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos realizados para seleccionar el nimero
de diavolimenes para la primera etapa del proceso de fraccionamiento de las proteinas del

lactosuero, han dado lugar a las siguientes conclusiones:

» Tras los primeros 4 diavolumenes, el empleo de una membrana limpia causd un
aumento del 50% del flujo de filtrado, impidiendo ademas, la disminucién del mismo
observada en la diafiltracién durante 8 diavolimenes, consecuencia de la colmatacion

de la membrana.

> Los rendimientos de las proteinas individuales en filtrado acumulado permanecieron
constantes desde el diavolumen 4 hasta el final del proceso cuando se diafiltrd el
lactosuero durante 8 diavolimenes. Sin embargo, al utilizar una membrana limpia
para N=4-8 en el experimento de N=4+4 se consiguid que siguiera pasando proteina a
través de la membrana durante los dltimos 4 diavolimenes, aumentando asi el

rendimiento de proteina en filtrado acumulado.

Con todo esto, se selecciona, para la primera etapa, la forma de operar del experimento de
N=4+4. Asi, tras diafiltrar el lactosuero inicial durante 4 diavolimenes, se empleara una
membrana limpia para diafiltrar el retenido final de la fase anterior durante 4 diavolimenes

mas.

9.2.3. Estrategia |

Esta estrategia de fraccionamiento constara de las etapas indicadas en la Figura 9.5:

» Etapa 1: diafiltracion continua de lactosuero empleando la membrana de 300 kDa,
400 L/h de caudal de retenido, 30°C de temperatura, 1.0 bar de presién

transmembrana (zona controlada por la presion-Figura 9.6-), pH 9 y N=4+4.
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> Etapa 2: centrifugacion del retenido final de la etapa 1 ajustado a pH 4.9, 4500 rpm,

4°C durante 30 minutos. Como la B-lactoglobulina se encuentra desnaturalizada a pH

9, cabe esperar que al disminuir el pH hasta 4.9, cercano a su punto isoeléctrico, se

produzca agregacion y precipitacion de esta proteina. Por tanto, en la segunda etapa

se realizard una centrifugacion del retenido ajustado a pH 4.9 para separar el

precipitado del sobrenadante.

Filtrado
etapal

1

pHO

Lactosuero ——p

pH 4.9

Sobrenadante

Precipitado

Figura 9.5. Esquema de la estrategia | de fraccionamiento.
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Figura 9.6. Flujo de filtrado en funcién de la presion transmembrana aplicada para la etapa 1

de la estrategia |, N=0-4 y N=4-8.

9.2.3.1. Evolucion del flujo de filtrado

En la Figura 9.7 se muestra el flujo de filtrado en funcién del tiempo de filtracion para la

etapa 1 de esta estrategia. Las lineas discontinuas indican la separacion entre cada 4

diavolimenes, o lo que es lo mismo, limpieza de la membrana. Se observa que los flujos de
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filtrado de la segunda fase fueron muy superiores a los de la primera, aunque en ambos
casos fueron oscilantes. En los primeros 4 diavolumenes (1.61 h) se produjo oscilacion
entre 105 y 114 L/m?h, mientras que en los Gltimos 4 diavolimenes, el flujo varié entre 167

y 182 L/m*h. El tiempo total del proceso fue 2.61 h.
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Figura 9.7. Evolucion temporal del flujo de filtrado durante la etapa 1 de la estrategia .

La oscilacion obtenida para ambas fases de los flujos de filtrado en torno a un valor medio
indica que a pH 9 existe un equilibrio entre el fendmeno de dilucién y colmatacion. Esta
altima puedo deberse a la proximidad al punto isoeléctrico de LF e 1gG, que podrian ver
favorecida su deposicion sobre la superficie de la membrana. Sin embargo, como la
concentracion de estas proteinas es muy inferior a la de a-lactoalbimina y B-
lactoglobulina, no se produce el descenso brusco caracteristico de colmatacion de la
membrana provocado por la deposicion de estas proteinas mayoritarias como ocurre, por

ejemplo, a pH 5.
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9.2.3.2. Rendimiento de proteina individual en retenido y filtrado acumulado

Los rendimientos de cada una de las proteinas del lactosuero en retenido y filtrado

acumulado en cada uno de los diavolimenes de la etapa 1 se muestran en la Figura 9.8.

La a-lactoalbumina fue la proteina con mayor rendimiento en filtrado acumulado. Se
obtuvieron curvas simétricas respecto a n=0.5 a lo largo de los 8 diavolimenes, por lo que
no se produjo pérdida de proteina. Los principales cambios ocurrieron en los dos primeros
diavolimenes, obteniéndose un rendimiento en filtrado acumulado igual a 0.64. Durante los
restantes diavolimenes sigui6 recogiéndose proteina en el filtrado. Al final del proceso, el

85% de la a-lactoalbumina original habia atravesado la membrana.

Para la B-lactoglobulina tampoco se observaron pérdidas significativas de proteina. Al igual
que ocurrié con la a-lactoalbimina, las variaciones mas importantes en los rendimientos
sucedieron durante los 2 primeros diavolumenes, mediante los cuales se consiguié un
rendimiento en filtrado acumulado de 0.49. Desde este punto y hasta el final del proceso, el
paso de proteina a través de la membrana fue bastante menor, obteniéndose un rendimiento
en filtrado final del 53%.

La suma del rendimiento de BSA en retenido y filtrado para cada diavolumen fue
aproximadamente 100% en todos los casos. Durante los 4 primeros diavolimenes, pasé a
través de la membrana el 19% de la proteina inicial. Sin embargo, durante los Gltimos 4

diavolimenes no se aprecio transmision alguna de BSA.

Aunque los rendimientos para la 1gG también sufrieron los principales cambios durante los
4 diavolumenes iniciales, durante los segundos 4 diavolimenes se consiguid aumentar el
rendimiento en filtrado desde 0.23 (N=4) hasta el 30% final. En este caso tampoco se

apreci6 pérdida significativa de proteina.

El rendimiento de lactoferrina en el filtrado acumulado fue 0 a lo largo de todo el proceso.
Sin embargo, los rendimientos en retenido no fueron 100% sino que al final de la estrategia

se habia perdido el 13% de la proteina original.
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LF en retenido (@) y filtrado acumulado (O)

en funcion del niamero de diavolimenes para

la estrategia I.

En esta estrategia se produjeron transmisiones considerables de a-lactoaloumina y B-

lactoglobulina y, algo inferiores, pero también importantes, de IgG y BSA. El pH de esta

etapa fue 9, cercano al punto isoeléctrico de LF e 1gG. Por tanto, el paso de IgG a través de

la membrana estaria justificado por su escasa carga neta. Sin embargo, a este valor de pH,

a-lactoalbumina, B-lactoglobulina y BSA estan cargadas negativamente, al igual que la
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membrana. Pero, la repulsion existente entre la membrana y estas proteinas mayoritarias no
debe ser muy elevada por la relativa cercania al punto de carga cero de la membrana, por lo
que existen transmisiones elevadas de estas proteinas, probablemente favorecidas, ademas,

por la importancia del transporte convectivo causado por el elevado flujo de filtrado.

La pérdida de lactoferrina a lo largo del proceso fue inferior a la observada en otros valores
de pH. Esto pudo deberse a que la posibilidad de interaccionar con BSA y B-lactoglobulina

se minimiza puesto que, a pH 9, la LF presenta carga neta nula.

9.2.3.3. Etapa de centrifugacion

Cuando se ajusto el pH del retenido final de la primera etapa a 4.9, se produjo, como se
presuponia, una precipitacion notable de proteina. Por tanto, se centrifug6 este retenido
final con el fin de separar el precipitado del sobrenadante y analizar mediante RP-HPLC
qué proteina o proteinas componian cada fraccion. Para poder realizar el analisis de la
fraccion precipitada, se redisolvié mediante adicion de agua, agitacién y ajuste de pH a 9.
En la Tabla 9.2 se muestra el rendimiento de proteina en la fraccion precipitada (nep), la
fraccion de cada proteina presente en la fraccion precipitada respecto al total de esa
proteina en el retenido final ajustado a pH 4.9 (retenido N=8) y la pureza de esta fraccion

(Purezagp).

Tabla 9.2. Rendimientos de proteina individual en la fraccidn precipitada, fraccion
precipitada de cada proteina respecto al total de dicha proteina en el retenido antes de

centrifugar y pureza de la fraccién precipitada. Estrategia .

(g proteina
Proteina FP)/(g proteina Nrp Purezagp
retenido N=8)

ALA 0.085 0.014 0.027
BLG 0.367 0.136 0.700
BSA 0.207 0.148 0.028
19G 0.416 0.274 0.210
LF 0.611 0.452 0.034
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Se observa que practicamente no precipité o-lactoalbimina, mientras que el 61.1% de la
lactoferrina presente en el retenido final precipito al ajustar el pH a 4.9. Una fraccion
importante, en torno a un 40%, de la 1gG y B-lactoglobulina del retenido final también
precipitaron, al igual que el 21% de la BSA. Como indica la pureza de cada proteina, la -
lactoglobulina es la proteina mayoritaria, con diferencia, en esta fraccion precipitada. Estos
resultados corroboran que como a pH 9 la B-lactoglobulina se encuentra desnaturalizada
irreversiblemente (Taulier y Chalikian, 2001), al bajar el pH hasta su punto isoeléctrico se
favorece su agregacion y precipitacion. La interaccion de la lactoferrina con la B-
lactoglobulina pudo causar la precipitacion de la lactoferrina. En cuanto a la BSA, como a

pH 4.9 se encuentra débilmente cargada, pudo formar agregados y precipitar.

9.2.3.4. Fracciones resultantes y mejora de la pureza de la lactoferrina

Como resultado de la estrategia de fraccionamiento I, a partir del lactosuero &cido

pretratado inicial se obtienen 2 fracciones:
o0 Filtrado acumulado de la etapa 1 (N=8)

o Retenido final (N=8) o la fraccion precipitada y el sobrenadante tras ajuste

de este retenido a pH 4.9 y centrifugacion.

El rendimiento y pureza de cada una de las proteinas del lactosuero inicial se muestra en la
Tabla 9.3.

Tabla 9.3. Rendimiento y pureza de las proteinas individuales en el lactosuero inicial.

Lactosuero inicial

Proteina Nr Pureza
ALA 1.00 0.236
BLG 1.00 0.637
BSA 1.00 0.024

I9G 1.00 0.094
LF 1.00 0.009
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En la Tabla 9.4 se muestran los rendimientos y purezas en las fracciones del filtrado
acumulado de la etapa 1 y del retenido final. Los principales componentes del filtrado
acumulado son a-lactoalbumina y B-lactoglobulina. En el retenido final, el componente
principal es B-lactoglobulina que supone el 67.3% de la fraccion. Aungue el rendimiento de
BSA y LF en el retenido final sea superior al 80%, sus pequefias concentraciones en el

lactosuero inicial dan lugar a bajas purezas: 5.0 y 2.2 %, respectivamente.

Tabla 9.4. Rendimiento y pureza de las proteinas individuales en el filtrado acumulado de la

etapa 1y en el retenido final de la estrategia I.

Filtrado acumulado etapa 1 Retenido final (N=8)

Proteina nr Pureza nrR Pureza
ALA 0.849 0.351 0.165 0.101
BLG 0.530 0.592 0.407 0.673
BSA 0.186 0.008 0.819 0.050
19G 0.297 0.049 0.631 0.155
LF 0.000 0.000 0.887 0.022

En la Tabla 9.5 se muestran los rendimientos y purezas de la fraccion precipitada y del
sobrenadante obtenidos después de centrifugar el retenido final a pH 4.9. En ambas
fracciones la B-lactoglobulina es la proteina mayoritaria. En la fraccion precipitada es
ademas importante la cantidad de 1gG presente; mientras que en el sobrenadante, o-
lactoalbumina e 1gG son las otras dos proteinas predominantes. En cuanto a la lactoferrina,

presenta mejor rendimiento y pureza en la fraccion precipitada que en el sobrenadante.
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Tabla 9.5. Rendimiento y pureza de las proteinas individuales en la fraccién precipitada y

sobrenadante de la estrategia I.

Fraccion precipitada Sobrenadante
Proteina nr Pureza nrR Pureza
ALA 0.014 0.027 0.154 0.153
BLG 0.136 0.700 0.234 0.627
BSA 0.148 0.028 0.566 0.056
IgG 0.274 0.210 0.386 0.153
LF 0.452 0.034 0.287 0.011

Para evaluar la estrategia | desde el punto de vista del objetivo de enriquecer el lactosuero
en lactoferrina es necesario analizar como varia el factor de mejora de pureza de la
lactoferrina a lo largo del proceso. Este factor de mejora para un diavolumen determinado
se calcula como la relacién entre la pureza de lactoferrina en el retenido de ese diavolumen
y la pureza de lactoferrina en el lactosuero original (0.9%). En la Figura 9.9 se muestra el
factor de mejora de la pureza de la lactoferrina en funcion del nimero de diavolimenes
para esta estrategia. La linea punteada vertical indica la separacion entre la etapa de
filtracién y el factor de mejora de la pureza correspondiente a la fraccion precipitada de la
etapa de centrifugacion. Los resultados indican que la pureza se mejora a lo largo de todo el
proceso, consiguiendo una mejora de pureza del 207% para lactoferrina después de los
primeros 4 diavolimenes y 230% al final del experimento. En la fraccidon precipitada se
consiguio aumentar el factor de mejora hasta 3.66, aunque el rendimiento disminuyé desde

0.89 para N=8 hasta 0.45 para la fraccion precipitada.
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Figura 9.9. Factor de mejora de pureza de lactoferrina en funcién del nimero de

diavolimenes para la estrategia l.

9.2.4. Estrategia ll

Esta estrategia de fraccionamiento constara de las etapas indicadas en la Figura 9.10:

» Etapa 1: diafiltracion continua de lactosuero empleando la membrana de 300 kDa,
400 L/h de caudal de retenido, 30°C de temperatura, 1.0 bar de presién

transmembrana (zona controlada por la presion-Figura 9.11-), pH 7 y N=4+4.

» Etapa 2: diafiltracion continua de lactosuero empleando la membrana de 300 kDa,
400 L/h de caudal de retenido, 30°C de temperatura, 1.0 bar de presion

transmembrana (zona controlada por la presion-Figura 9.12-), pH 4.9 y N=4.
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Figura 9.10. Esquema de la estrategia Il de fraccionamiento.
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Figura 9.11. Flujo de filtrado en funcién de la presién transmembrana aplicada para la etapa
1 de la estrategia Il, N=0-4 y N=4-8.
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Figura 9.12. Flujo de filtrado en funcién de la presién transmembrana aplicada para la etapa
2 de la estrategia Il (N=8-12).
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9.2.4.1. Evolucion del flujo de filtrado

En la Figura 9.13 se muestra el flujo de filtrado en funcién del tiempo total de diafiltracidn
para las dos etapas de la estrategia Il. Los flujos mas elevados se obtuvieron en la segunda
fase de la primera etapa; mientras que los menores flujos correspondieron a la segunda
etapa. El flujo descendié bruscamente desde los 95 L/m?h iniciales hasta 70 L/m?h durante
la primera hora de experimento. Desde ese punto y hasta finalizar los primeros 4
diavolimenes, el flujo permanecio6 practicamente constante. Al utilizar la membrana limpia
para la segunda fase de la primera etapa, el flujo de filtrado aumenté hasta 143 L/m*h. Al
inicio de esta fase el flujo aumenté hasta un maximo de 154 L/mh, oscilando después entre
142 y 148 L/m*h durante la mayor parte de la fase, y disminuyendo hasta 138 L/m?h al final
de la misma. La duracién total de la primera etapa fue 3.57 horas.

El flujo de filtrado inicial de la segunda etapa fue 53 L/m*h, 2.6 veces inferior al flujo final
de la primera etapa. En la primera hora de esta segunda etapa, se produjo un descenso
moderado del flujo desde el valor inicial hasta 47 L/m?h. A partir de ahi y hasta las 7.28 h
totales de proceso, el flujo de filtrado permanecid practicamente constante.
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Figura 9.13. Evolucién temporal del flujo de filtrado durante las dos etapas de la estrategia Il.
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En la primera etapa, como a pH 7 la membrana se encuentra con carga neta nula, se
favorece la deposicion de las proteinas sobre la superficie de la membrana, dando lugar a
una disminucién del flujo de filtrado. Este descenso es muy brusco principalmente al
comienzo del proceso ya que la concentracion de proteinas es elevada y la membrana se
encuentra limpia con todos los puntos activos libres. Cuando se emplea la membrana limpia
para los segundos 4 diavolimenes, el descenso no es tan acusado porque la concentracion
total de proteinas es bastante inferior. Por esta misma razén se obtienen flujos de filtrado

mas elevados que en los primeros 4 diavolimenes.

En la segunda etapa de esta estrategia, desarrollada a pH 4.9, la colmatacién de la
membrana debida a la adsorcion de agregados de a-lactoalbdmina, B-lactoglobulina y BSA
(por encontrarse en las inmediaciones de sus respectivos puntos isoeléctricos) da lugar al

descenso del flujo de filtrado durante la primera parte de esta etapa.

El estado estacionario observado tras los descensos iniciales en ambas etapas puede deberse

al efecto de barrido de la corriente tangencial de retenido.

9.2.4.2. Rendimiento de proteina individual en retenido y filtrado acumulado

Los rendimientos de cada una de las proteinas del lactosuero en retenido y filtrado

acumulado en cada uno de los diavolimenes de la estrategia Il se muestra en la Figura 9.14.

Los rendimientos en filtrado acumulado de a-lactoalbimina fueron muy elevados a lo largo
de todo el proceso. Tras los primeros 3 diavolimenes, ya habia pasado al filtrado el 73% de
la proteina inicial. Durante los 5 diavolumenes restantes de esta primera etapa, este
rendimiento aument6 hasta el 83%. Con la segunda etapa de la estrategia se consiguio
elevar aln mas este valor hasta el 94% final. Sin embargo, también fue durante esta
segunda etapa donde el balance de a-lactoalbdmina fue alejandose de 1, quedando en el

retenido final, solamente, el 1% de la proteina original.

Algo similar ocurrid con la B-lactoglobulina. En este caso, con los primeros 3 diavolimenes
se consiguid un rendimiento en filtrado acumulado de 0.51. Valor que aument6 hasta 0.58
al final de la primera etapa. Durante la segunda etapa incremento bruscamente la cantidad
de proteina en el filtrado, obteniéndose en el filtrado acumulado de N=12 el 86% de la -

lactoglobulina inicial. Como el paso de proteina a través de la membrana fue més elevado
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que en el caso de la a-lactoalbimina, la suma de los rendimientos en retenido y filtrado
acumulado fueron ain menores que en el caso de esta proteina. De hecho, el balance al

final del proceso indicé que se habia perdido el 14% de la B-lactoglobulina original.

En el primer diavolumen de proceso, paso al filtrado acumulado el 13% de la BSA inicial y
se produjo una pérdida de proteina del 10%. Durante los siguientes diavolumenes y hasta el
final de la primera etapa, no se obtuvo mas transmision de BSA y los rendimientos en
retenido fueron ma&s 0 menos constantes, es decir, no se produjo mas pérdida de proteina.
Sin embargo, durante la segunda etapa, el rendimiento en filtrado acumulado aumento hasta
0.26 y el rendimiento en retenido disminuyo hasta 0.22, por lo que al final del proceso se
habia perdido el 52% de la BSA original.

La inmunoglobulina G paso a través de la membrana durante todo el proceso. En la primera
etapa se consigui6 un rendimiento en filtrado de 0.25, llegando a convertirse en 0.48 al final
del proceso. El balance de proteina se mantuvo en torno a 1 durante los primeros 4
diavolimenes. En el diavolumen 5 se produjo una pérdida del 10% de la proteina, pero fue
en el transcurso del diavolumen 8 al 9 donde se produjo la mayor pérdida de IgG,
contabilizdndose entre retenido y filtrado acumulado el 65% de la proteina original al final

de la estrategia.

En cuanto a la lactoferrina, no se observé transmisién a través de la membrana a lo largo de
todo el experimento. Sin embargo, el rendimiento en retenido no permanecid constante e
igual a 1, sino que, como ocurrié con el resto de proteinas, se produjo pérdida de
lactoferrina a lo largo del proceso. Durante el primer diavolumen, se perdio el 44% de la
cantidad inicial. En el transcurso restante de la primera etapa se apreciaron pequefias
pérdidas, pero durante la segunda etapa se produjo una pérdida muy importante de proteina,
quedando en el retenido final tan sélo un 6% de la lactoferrina original.
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Durante la primera etapa del proceso se produjeron transmisiones elevadas para casi todas
las proteinas, especialmente o-lactoalbumina y B-lactoglobulina, debido a que las
interacciones entre las proteinas y la membrana neutra se minimizan. En la segunda etapa,
BSA, a-lactoalbimina y p-lactoglobulina pasaron con mayor facilidad al filtrado,

favorecidas por su escasa carga neta a pH 4.9.
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A pesar de que no se aprecio posible precipitacion de proteina en ninguno de los retenidos,
para analizar donde podria encontrarse la proteina desaparecida, se procedi6 a centrifugar el
retenido final a 4500 rpm y 4°C durante 30 min. No se obtuvo fraccion precipitada, por lo
que la pérdida pudo deberse a las 3 causas indicadas ya en capitulos anteriores: adsorcion
de la proteina sobre la membrana, desnaturalizacién de la proteina por el esfuerzo de
cizalladura o interaccion con otras proteinas. Dado que las principales pérdidas para la
mayoria de las proteinas se producen cuando la membrana estd limpia y/o cuando las
transmisiones a través de la membrana son elevadas, parece que la adsorcion de proteina
sobre la membrana podria ser la causa principal de la desaparicion de proteina. En el caso
de la lactoferrina, ya que no se produce transmision, ademas de la adsorcion, la interaccion

con BSA y B-lactoglobulina podria ser la causa de su pérdida.

9.2.4.3. Fracciones resultantes y mejora de la pureza

Como resultado de la estrategia de fraccionamiento Il, a partir del lactosuero &cido
pretratado inicial se obtienen 3 fracciones:

o0 Filtrado acumulado de la etapa 1 (N=8)
o Filtrado acumulado de la etapa 2 (N=8-12)
o0 Retenido final (N=12) o si se parase a los 10 diavolumenes, retenido N=10.

El rendimiento y pureza de cada una de las proteinas del lactosuero inicial coincide con el
de la estrategia | (Tabla 9.3). En la Tabla 9.6 se muestran los rendimientos y purezas en las
fracciones del filtrado acumulado de la etapa 1 y de la etapa 2, asi como la suma de ambas
por si se prefiriese unirlas. Los principales componentes son a-lactoalbumina y j-
lactoglobulina, aunque en la segunda etapa también es importante el porcentaje de IgG que
contiene. La suma de ambas fracciones da lugar a purezas intermedias y a la suma de los

rendimientos.
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Tabla 9.6. Rendimiento y pureza de las proteinas individuales en el filtrado acumulado de la

etapa 1, filtrado acumulado de la etapa 2 y en las dos fracciones juntas de la estrategia Il.

Filtrado acumulado Filtrado acumulado Filtrado acumulado
etapa 1 etapa 2 etapa 1+etapa 2

Proteina nr Pureza nr Pureza nr Pureza
ALA 0.828 0.332 0.108 0.111 0.936 0.270
BLG 0.575 0.623 0.281 0.777 0.856 0.667
BSA 0.105 0.004 0.153 0.016 0.258 0.007
IgG 0.251 0.040 0.234 0.096 0.484 0.056
LF 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

En la Tabla 9.7 se muestran los rendimientos y purezas del retenido para N=10 y N=12 y
para la suma de los filtrados acumulados de las etapas 1 y 2 parando el proceso a los 10
diavolimenes. Los rendimientos de todas las proteinas son superiores para el retenido de
N=10. En cuanto a las purezas en retenido, para a-lactoalbimina, pB-lactoglobulina y LF

también son superiores para N=10.

Tabla 9.7. Rendimiento y pureza de las proteinas individuales en el retenido final, en el

retenido N=10y en la suma del filtrado acumulado de la etapa 1 y etapa 2 con N=10 para la

estrategia Il.
Filtrado acumulado
Retenido final (N=12) Retenido (N=10) etapa 1+etapa 2
(N=10)

Proteina nr Pureza nr Pureza Ne Pureza
ALA 0.010 0.088 0.037 0.106 0.913 0.277
BLG 0.006 0.147 0.056 0.430 0.817 0.669
BSA 0.221 0.190 0.449 0.127 0.196 0.006
IgG 0.161 0.554 0.269 0.305 0.401 0.049
LF 0.062 0.021 0.286 0.032 0.000 0.000
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Por tanto, como resultado de esta estrategia se consigue obtener un filtrado acumulado rico
en a-lactoalbimina y B-lactoglobulina, conteniendo el 94 y 86% de la proteina inicial,
respectivamente. En cuanto al retenido resultante, el correspondiente al diavolumen 12
presenta un rendimiento de 16 y 6% y una mejora de pureza de 589 y 225% para
inmunoglobulina y lactoferrina, respectivamente. Sin embargo, el maximo factor de mejora
para lactoferrina se obtiene en el diavolumen 10, cuyo retenido presenta un rendimiento de
27 y 29% y una mejora de pureza de 324 y 343% para inmunoglobulina y lactoferrina,
respectivamente. Por tanto, para obtener mayor pureza y rendimiento de lactoferrina seria
aconsejable parar el proceso tras alcanzar los 10 diavolumenes, obteniéndose un filtrado

acumulado con rendimientos y purezas similares a los correspondientes a N=12.

9.2.5. Estrategia lll

Esta estrategia de fraccionamiento constara de las etapas indicadas en la Figura 9.15:

» Etapa 1: diafiltracion continua de lactosuero empleando la membrana de 300 kDa,
400 L/h de caudal de retenido, 30°C de temperatura, 1.0 bar de presién

transmembrana (zona controlada por la presion-Figura 9.16-), pH 3 y N=4+4.

> Etapa 2: diafiltracion continua de lactosuero empleando la membrana de 300 kDa,
400 L/h de caudal de retenido, 30°C de temperatura, 1.0 bar de presion

transmembrana (zona controlada por la presion-Figura 9.17-), pH 4.9 y N=4.

Filtrado Filtrado
etapal etapa 2
Lactosuero —» 1 . 2
pH 3 | pH49
Retenido
etapa 2

Figura 9.15. Esquema de la estrategia Ill de fraccionamiento.
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Figura 9.16. Flujo de filtrado en funcién de la presién transmembrana aplicada para la etapa

1 de la estrategia lll, N=0-4 y N=4-8.
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Figura 9.17. Flujo de filtrado en funcién de la presion transmembrana aplicada para la etapa

2 de la estrategia lll (N=8-12).

9.2.5.1. Evolucion del flujo de filtrado

En la Figura 9.18 se muestra el flujo de filtrado en funcién del tiempo total de diafiltracion

para las dos etapas de la estrategia Ill. Las lineas discontinuas indican la separacion entre 4

diavolumenes, es decir, indica limpieza de la membrana. Los flujos de filtrado mayores

correspondieron a N=4-8, mientras que los menores se dieron en la segunda etapa del

proceso. El flujo inicial fue 63 L/m*h. Durante los primeros 4 diavolimenes se produjo un
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ascenso lineal del flujo desde este valor inicial hasta el valor final de 73 L/m*h obtenido
tras 2.63 h de proceso. EI empleo de la membrana limpia para la segunda fase de la primera
etapa causo un aumento del flujo de filtrado desde el valor final indicado para N=4 hasta
114 L/m?h. Durante los primeros instantes de estos segundos 4 diavoliimenes se produjo un
aumento de flujo hasta 125 L/m?h, permaneciendo este valor constante durante el resto de

la primera etapa. La duracion total de la primera etapa fue 4.05 horas.

El flujo de filtrado inicial de la segunda etapa fue 37 L/m?h, 3.4 veces inferior al flujo final
de la primera etapa. Durante el primer diavolumen de esta segunda etapa, se produjo un
descenso del flujo desde el valor inicial hasta 28 L/m?h. A partir de ahi y hasta las 10.33 h

totales de proceso, el flujo de filtrado permanecié practicamente constante.
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Figura 9.18. Evolucién temporal del flujo de filtrado durante las dos etapas de la estrategia
[l

Los resultados indican que durante los primeros 4 diavolimenes, donde la diafiltracion se
realizd a pH 3, existe repulsion entre las proteinas del lactosuero y la membrana (cargadas

todas positivamente), dificultando la colmatacion de la membrana. Por tanto, el fenémeno
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de dilucion debido a la adicidon de agua de diafiltracion al tanque de retenido domina el

proceso, causando un aumento del flujo de filtrado con el tiempo.

Durante los segundos 4 diavolumenes, el pH de la diafiltracion fue también 3 por lo que el
comportamiento es similar al de los primeros 4 diavolumenes. Sin embargo, en este caso el
flujo de filtrado es muy superior debido a que la alimentacion es el retenido de N=4 que
tiene una concentracion total de proteina menor que la del lactosuero pretratado utilizado
como alimentacién al inicio de la primera etapa en la misma membrana y al mismo pH que

en esta segunda fase.

Por Gltimo, en la segunda etapa de esta estrategia, desarrollada a pH 4.9, domina la
colmatacion debido a la deposicion sobre la membrana de agregados de o-lactoalbumina,
B-lactoglobulina y BSA (por encontrarse en las inmediaciones de sus respectivos puntos
isoeléctricos). Esto provoca el descenso del flujo de filtrado durante la primera parte de esta
etapa. El estado estacionario observado tras este descenso puedo deberse al efecto de

barrido de la corriente tangencial de retenido.

9.2.5.2. Rendimiento de proteina individual en retenido y filtrado acumulado

En la Figura 9.19 se muestran los rendimientos en retenido y filtrado acumulado para cada
una de las proteinas individuales del lactosuero a lo largo de los 12 diavolimenes totales de

la estrategia IlI.

La a-lactoalbumina presento sus principales cambios durante los 2 primeros diavolimenes
y durante los 4 Gltimos. Desde el principio del proceso y hasta N=2, el 49% de la proteina
inicial habia sido recogida en el filtrado acumulado. Sin embargo, durante los restantes 6
diavolimenes de esta primera etapa no se obtuvo transmision alguna de o-lactoalbumina.
En la segunda etapa del proceso, la permeabilidad de proteina a través de la membrana
mejord considerablemente, aumentando el rendimiento en filtrado acumulado desde 0.49
hasta 0.75 en los ultimos 4 diavolimenes. La suma de los rendimientos en retenido y
filtrado fue practicamente 1 hasta N=5. A partir de aqui, la suma fue alejandose del 100%,
principalmente durante la segunda etapa, al final de la cual s6lo permanecio en el retenido

el 7% de la proteina inicial.
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La suma de los rendimientos de B-lactoglobulina en retenido y filtrado acumulado fue
cercana a 1 durante toda la primera etapa. Sin embargo, durante la segunda etapa el
rendimiento en retenido disminuyd mas rapidamente de lo que aumenté el rendimiento en
filtrado, por lo que la suma total fue disminuyendo hasta un valor final de 0.89. En los
primeros 4 diavolumenes paso a través de la membrana el 52% de la B-lactoglobulina
original. Durante el resto de la primera etapa, s6lo se consiguié aumentar el rendimiento en
filtrado acumulado hasta el 54%. Nuevamente, desde N=8 hasta N=12 aumentd el paso de
proteina a través de la membrana, alcanzandose un rendimiento en filtrado acumulado final
de 0.81.

La mayor parte de la seroalbimina bovina original permanecio retenida durante la primera
etapa, pasando al filtrado tan s6lo el 6%. Durante la segunda etapa se obtuvo algo mas en el
filtrado acumulado, siendo el rendimiento final en éste de 0.11. Al igual que ocurrié con las
otras dos proteinas, durante los ultimos 4 diavolimenes se produjo una pérdida de proteina.

En este caso la suma de los rendimientos en retenido y filtrado al final del proceso fue 0.88.

Durante los 4 diavolumenes iniciales, pas6 a través de la membrana un 41% de la
inmunoglobulina G inicial; mientras que durante el resto del proceso no se recogié mas
proteina en el filtrado acumulado. A pesar de no producirse transmision de 1gG durante la
segunda etapa, el rendimiento en retenido disminuy6 desde 0.62 hasta 0.38, lo que significa

que se produjo pérdida de proteina.

Por ultimo, no se observo transmision de lactoferrina a través de la membrana a lo largo de
todo el experimento. Si bien el rendimiento en retenido permanecié practicamente
constante (91-96%) con un valor préximo a 1 durante la primera etapa del proceso, se
aprecié una pérdida importante de lactoferrina durante la segunda etapa del mismo,
obteniéndose un rendimiento en retenido final de 0.65.
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Durante la primera etapa del proceso, a pH 3, se produjo una transmision considerable de
o-lactoalbumina, p-lactoglobulina e I1gG a través de la membrana, favorecida
probablemente por la importancia del transporte convectivo como consecuencia del elevado
flujo de filtrado. Ademas, en el caso de la B-lactoglobulina el rendimiento en filtrado

acumulado fue muy elevado debido también a que a este pH la proteina se encuentra en
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forma monomerica. Durante la segunda etapa, a pH 4.9, sélo se produjo transmision de las
proteinas cuyo punto isoeléctrico se encuentra cercano a este pH, es decir, a-lactoalblimina,
B-lactoglobulina y BSA. Los mayores rendimientos en filtrado correspondieron a las dos
primeras puesto que presentan tamafios moleculares menores que la BSA. En esta segunda
etapa se observo pérdida de proteina para las cinco proteinas estudiadas. Como al ajustar el
pH del retenido final de la primera etapa a 4.9 se observé un ligero color blanquecino que
se fue acentuando conforme avanzaba la diafiltracion, se decidio reajustar el pH del
retenido final a 3 para redisolver la posible proteina precipitada. EI rendimiento de proteina
en el retenido final (N=12) y en el retenido final redisuelto se recoge en la Tabla 9.8. Segun
estos resultados, un porcentaje elevado de la lactoferrina e inmunoglobulina G original, 21
y 24%, respectivamente, y menos del 10% de la B-lactoglobulina y BSA inicial se
encontraban precipitados en el retenido final. La precipitacion de B-lactoglobulina y BSA
puede explicarse si se tiene en cuenta que a pH 4.9 ambas se encuentran débilmente
cargadas, por lo que pueden formar agregados y precipitar. Como la lactoferrina se une a
estas dos proteinas, también aparece, en parte, precipitada.

Tabla 9.8. Rendimiento de proteina individual en el retenido final (N=12) y el retenido final

redisuelto (N=12 redisuelto) de la estrategia lll.

Proteina (MRIN=12 (MRIN=12redisuelto
ALA 0.072 0.074
BLG 0.085 0.178
BSA 0.772 0.842

19G 0.383 0.627
LF 0.649 0.854

En la Tabla 9.9 se muestra la suma de los rendimientos de cada proteina en el retenido final
redisuelto y en filtrado acumulado final. Practicamente no se aprecian pérdidas
significativas para B-lactoglobulina, BSA e inmunoglobulina G. Por el contrario, se
produjo un 18 y 15% de pérdida para a-lactoalbimina y lactoferrina, respectivamente. En

el caso de la a-lactoalbumina, esta pérdida pudo deberse a la adsorcion de la proteina, con
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carga neta nula, sobre la membrana o por desnaturalizacion de la proteina por el esfuerzo de
cizalladura causado por la circulacion de la corriente de retenido a altas velocidades. En el
caso de la lactoferrina, ademas de estas dos posibles causas, podria deberse a la interaccion

de esta proteina con la BSA o con la B-lactoglobulina.

Tabla 9.9. Suma de los rendimientos de proteina individual en el retenido final redisuelto

(N=12 redisuelto) y en el filtrado acumulado final (N=12) en la estrategia lll.

Proteina  (nr)n=12redisueito + (NF)N=12

ALA 0.82
BLG 0.98
BSA 0.95
[o[€} 1.03
LF 0.85

9.2.5.3. Fracciones resultantes y mejora de la pureza de la lactoferrina

Como resultado de esta estrategia de fraccionamiento, a partir del lactosuero &cido

pretratado inicial se obtienen 3 fracciones:
o Filtrado acumulado de la etapa 1 (N=8)
o0 Filtrado acumulado de la etapa 2 (N=8-12)
o0 Retenido final (N=12) o el retenido final redisuelto ajustando el pH a 3.

El rendimiento y pureza de cada una de las proteinas del lactosuero inicial coincide con el
de la estrategia | y Il (Tabla 9.3). En la Tabla 9.10 se recogen los valores de los
rendimientos y purezas de las proteinas en el filtrado acumulado de la primera etapa y en el
de la segunda etapa. También se muestra el rendimiento y pureza de ambas fracciones
conjuntas. El rendimiento de la fraccion conjunta es la suma de los rendimientos
individuales, mientras que la pureza presenta un valor intermedio. Ambas fracciones estan

formadas practicamente s6lo por o-lactoalbumina y B-lactoglobulina. La principal
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diferencia es que la fraccion de la segunda etapa no presenta IgG, mientras que el 7.7% del

filtrado de la primera etapa corresponde a esta proteina.

Los rendimientos y purezas para el retenido final y el retenido final redisuelto se recogen en
la Tabla 9.11. Cabe resaltar que en ambos casos, a pesar de que la B-lactoglobulina es, junto
con la a-lactoalbimina, la proteina que menos rendimiento presenta, debido a su elevada
concentracion inicial, supone un porcentaje bastante elevado de la fraccion. En el retenido
final, todas las proteinas excepto la p-lactoglobulina tienen purezas mayores que en el
retenido redisuelto. Por el contrario, todos los rendimientos menos el de a-lactoalbimina,

son mayores para el retenido redisuelto.

Tabla 9.10. Rendimiento y pureza de las proteinas individuales en el filtrado acumulado de la

etapa 1, filtrado acumulado de la etapa 2 y en las dos fracciones juntas de la estrategia lll.

Filtrado acumulado Filtrado acumulado Filtrado acumulado
etapa 1 etapa 2 etapa l+etapa 2

Proteina nr Pureza nr Pureza nr Pureza
ALA 0.484 0.230 0.261 0.264 0.745 0.241
BLG 0.538 0.690 0.268 0.730 0.806 0.703
BSA 0.055 0.003 0.057 0.006 0.112 0.004
1gG 0.408 0.077 0.000 0.000 0.408 0.053
LF 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Tabla 9.11. Rendimiento y pureza de las proteinas individuales en el retenido final y en el

retenido final redisuelto de la estrategial lll.

Retenido final Retenido final redisuelto
Proteina nr Pureza nrR Pureza
ALA 0.072 0.129 0.074 0.080
BLG 0.085 0.412 0.178 0.520
BSA 0.772 0.138 0.842 0.091
19G 0.383 0.275 0.627 0.271
LF 0.649 0.046 0.854 0.037
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Para evaluar la estrategia 111 desde el punto de vista del objetivo de enriquecer el lactosuero
en lactoferrina es necesario analizar como varia el factor de mejora de pureza de la
lactoferrina a lo largo de los 12 diavolimenes del proceso. En la Figura 9.20 se muestra el
factor de mejora de pureza para la lactoferrina en funcion del nimero de diavolumen del
proceso. Las dos lineas discontinuas verticales separan las dos etapas del proceso, filtracion
1 a pH 3y filtracion 2 a pH 4.9, asi como el retenido final redisuelto. Se observa que a lo
largo del proceso siempre se produce mejora de la pureza de lactoferrina ya que el menor
valor, 1, corresponde al lactosuero inicial, donde la pureza de lactoferrina es 0.9%. Durante
la primera etapa, la pureza inicial de lactoferrina se mejord hasta un 182%, si bien la mayor
parte de esta pureza se consiguio durante los primeros 4 diavolumenes. Pero fue en la
segunda etapa donde se produjo el principal aumento del factor de mejora. Asi, durante los
altimos 4 diavolimenes, la pureza aumentd bruscamente alcanzandose un valor maximo
tras los 12 diavolimenes de casi 500% de mejora respecto al valor original. Cuando se
redisolvio el retenido de N=12, el factor de mejora disminuyO hasta 392%, pero el
rendimiento de lactoferrina en retenido aumentd desde 0.65 (N=12) hasta 0.85 (retenido

final redisuelto) segun se vio en el apartado anterior.
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Figura 9.20. Factor de mejora de pureza de lactoferrina en funcion del nUmero de

diavolimenes para la estrategia lll.
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Lineas futuras de investigacion

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral han puesto de manifiesto la viabilidad de la
filtracion tangencial de alta resolucién para el fraccionamiento de proteinas. Las estrategias
de fraccionamiento propuestas mediante dos etapas de ultrafiltracion en serie han dado
lugar a filtrados y retenidos interesantes desde el punto de vista de la concentracion y la
purificacion de determinadas proteinas. Estas fracciones con mayores purezas en proteina
individual que en el lactosuero original, pueden ser empleadas para la formulacion de
alimentos funcionales, o en el caso de requerimiento de mayor grado de pureza, como
partida de procesos de separacién por cromatografia, suponiendo una reduccién de los
costes de esta técnica. No obstante, aunque los resultados son alentadores, se hace
necesaria una mayor experimentacion para profundizar en el conocimiento de estos
sistemas. Las interacciones electrostaticas, principalmente las interacciones proteina-
proteina, hace que los resultados obtenidos con disoluciones modelo no sean facilmente
extrapolables a mezclas reales.

De este modo, una de las lineas futuras de investigacion ira dirigida a completar el estudio
integral del fraccionamiento del lactosuero. Para ello, empleando la estrategia 11l (primera
etapa a pH 3), se optimizara el nimero de diavolumenes de ambas etapas, y se realizara el
estudio del efecto de la etapa de limpieza sobre el comportamiento del sistema.

Otra linea ird dirigida a determinar la funcionalidad de las proteinas presentes en las
fracciones resultantes. En este sentido, ya se han comenzado estudios preliminares para
comprobar la bioactividad de la lactoferrina de la fraccion enriquecida en la misma
obtenida en el proceso propuesto. Estos estudios se estan realizando en colaboracién con la
Dra. Olga Martinez del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la

Universidad de Granada.

Como ya se ha mencionado en los antecedentes, la leche materna y, concretamente, algunas
proteinas de la misma, asi como péptidos derivados, ejercen diversos efectos sobre la
inmunidad intestinal con el fin de proteger al recién nacido. Entre las proteinas activas
presentes en la leche humana cabe destacar la lactoferrina (LF), que se ha descrito que
posee efectos bacteriostaticos, que estimula la fagocitosis de patdgenos por macréfagos y
que inhibe la accién de virus. Ademas, diversos estudios han indicado que la lactoferrina es
capaz de inhibir la produccion de interleukina-8 (IL-8) estimulada por bacterias o por

lipopolisacarido (LPS) en distintos tipos de células (Elass et al., 2002; Berlutti et al., 2006),
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incluyendo células del epitelio intestinal (Berlutti et al., 2006). La IL-8 es una citokina
proinflamatoria producida por enterocitos y otros tipos de células como monocitos y células
del epitelio intestinal. Su funcion esencial es activar y atraer neutrofilos y otras células

inmunocompetentes al lugar de la inflamacion.

Con el fin de analizar la funcionalidad de la lactoferrina en las fracciones obtenidas, se
determind el efecto sobre la produccion de IL-8 del lactosuero inicial (WP) y de la fraccion
con mayor pureza de lactoferrina (WPLF), es decir, el retenido final (N=12) de la estrategia
I11. Para ello, se utilizé la linea celular de epitelio intestinal HT-29, cultivada en el medio al
que se adicionaron los distintos productos. Se determiné la IL-8 producida en 24 horas
empleando varias concentraciones de producto, resultando la concentracion mas activa la
de 1 mg de proteina/mL. Ademas, como la IL-8 se produce en respuesta a agentes
patdgenos, se estimularon las células en algunos experimentos con LPS con el fin de
observar el efecto de los distintos productos sobre la respuesta inmune en un modelo que

simularia una infeccion bacteriana.

En la Figura 10.1 se muestra la produccién de IL-8 para las distintas proteinas individuales
presentes en el lactosuero. En la Figura 10.2 se muestra la produccion de IL-8, con y sin
presencia de LPS, para lactoferrina, lactosuero inicial y fraccion enriquecida en
lactoferrina. Los resultados indican que la lactoferrina presente en la fraccion resultante de

la estrategia 111 sigue manteniendo su funcionalidad.
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Figura 10.1. Efecto de la adicion de proteinas del suero licteo sobre la produccion de IL-8 en células
HT-29. Todas las proteinas fueron adicionadas al medio de cultivo en la concentracion de 1 mg/mL.
Tras 24 h de incubacién se determiné la concentracion de IL-8 en el medio de cultivo mediante ELISA.
Se muestran los datos como media + sem de dos experimentos (n=6). C: control, LF: lactoferrina, BSA:
albumina sérica bovina; GMP: glycomacropéptido bovino; B-LG: B-lactoglobulina; a-LA: a-
lactoalbimina, IgG: inmunoglobulinas. Se realizé un ANOVA de una via y un test a posteriori de LSD.
*: vs C, p<0.05.
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Figura 10.2. Efecto de la adicion de lactoferrina (LF), de lactosuero (WP) y de la fraccién de proteinas
enriquecida en lactoferrina (WPLF) sobre la produccion de IL-8 por células HT-29. Todos los
productos fueron afiadidos en concentraciones finales de 1mg de proteina por mL de medio de cultivo.
Tras 24 h de incubacion con los distintos productos se determiné la concentracion de IL-8 en el medio
de cultivo mediante ELISA. Se muestran los datos como media + sem de dos experimentos (n=6). Se
realizéo un ANOVA de una via para células no estimuladas y otra para células estimuladas con LPS y

un test a posteriori de LSD.
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