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OBTENTION OF OLIGOSACCHARIDES FROM MILK OF DIFFERENT SPECIES BY MEMBRANE
TECHNOLOGY

Breast milk is the ideal nourishment for newborn children, providing all the necessary nutrients for their
adequate growth and development, such as proteins, fats, carbohydrates, minerals and vitamins. In addition, breast milk
is the origin of a range of compounds with critical biochemical and physiological properties for the development and
growth of some newborn child's organs and tissues, as well as providing defence mechanisms against antigens and
pathogenic agents. Namely, breast milk contains hormones, growth factors, enzymes, proteins, bioactive peptides,
nucleotides, polyamines, oligosaccharides and long-chain polyunsaturated fatty acids. As a whole, these compounds
are called “milk trophic factors”. In particular, oligosaccharides are the third largest component of human milk, that
contains around 8-10 g/L and more than 130 different structures, which implies a complexity and variability of structures

not found in milk from other species.

The interest for oligosaccharides started about a hundred years ago after observing that these components
were most likely the factors responsible for the development of a bifidogenic flora in breastfed children. Nowadays, milk
oligosaccharides are thought to be beneficial for the human milk fed infant with regard to their prebiotic and anti-infective
properties. Indeed, there is currently a great interest in the role of these oligosaccharides as pathogen receptors. Since
they are synthesized by the same glycosyltransferases that join in the synthesis of glycoproteins and glycolipids from
the endothelium cells surface, it is possible the appearance of similarities among these glyco-compounds and milk
oligosaccharides. This fact stands up the hypothesis that asserts oligosaccharides may mimic cellular receptors for
pathogenic microorganisms, thus producing specific interactions between these oligosaccharides and pathogens and

acting as intestinal mucosa cell protectors.

Another important research topic is the influence of oligosaccharides on leukocyte-endothelial cell interactions.
Presently, there are therapeutic agents that block these interactions having dramatic effects on the progression of
inflammatory responses in numerous animal models. This effect could be obtained by applying the appropriate antibody
or using specific ligands (enzymatic synthesized carbohydrates) for selectins, a family of cell adhesion molecules, which
are directly implied on cell adhesion phenomena during inflammatory processes. It has been demonstrated that many

sialylated and fucosylated oligosaccharides from human milk have similar effects.

Besides all these properties previously raised, human milk oligosaccharides would be able to develop an
important function as suppliers of sialic acid, essential for the infant brain development, and galactose, the main
component of galactocerebrosides, the predominating glycolipid in myelin and cell membranes of neurones. Thus a

possible role of milk oligosaccharides is that they may ensure that the levels of these monosaccharides do not become
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limiting in the young mammal when its organism is not capable of providing all the amount needed, for example, during

the period of myelination and brain development.

On the basis of all these biological functions previously described for human milk oligosaccharides, which
reveal its important action in the development and growth of the newborn, the addition of these compounds to infant
formula would contribute a new step in the difficult challenge of imitate the human milk composition. On the other hand,
besides of the potential application in infant nutrition, milk oligosaccharides would find a market for supplementation of
specific functional foods for the elderly destined to the prevention of infections, and even in clinical and hospital
nutrition, for the treatment of patients with certain pathologies, contributing to a better and fast recovery, and definitely,

to improve their quality of life.

Unfortunately, in spite of the relevance of oligosaccharides for infant nutrition, most companies do not
supplement their formulas with them, since of the extreme difficulty of synthesis or isolation, in the case of finding a
natural source enriched in these biomolecules. In fact, no company supplements their infant formulas with
oligosaccharides similar to those found in human milk, and the ones doing so, just enrich with fructo- and/or galacto-
oligosaccharides, very simple structures which possess a prebiotic effect stimulating Bifidobacteria and Lactobacilli in
the gut, but where the other important functions described for human milk oligosaccharides are lacking. Other
components that currently are added with similar limitations are isomalto-oligosaccharides and oligosaccharides isolated

from soy.

In this sense, the research work described in this Thesis, belongs to the research activities that the Bioreactor
Group from the Department of Chemical Engineering of the University of Granada in collaboration with the Department
of Biomedicine from Puleva Biotech S.A. are carrying out for the development of new techniques to produce and purify

bioactive compounds. In summary, the objectives of this work are the following:

e Find a natural source of oligosaccharides similar to those found in breast milk for infant nutrition, among the

milk from the main farm mammals: cow, goat and sheep milk.

e  Evaluation of its functional activity at a gastrointestinal level studying the influence of oligosaccharides on the
differentiation (alkaline-phosphatase, leucin-aminopeptidase and disacaridases activity), proliferation (taking
the PCNA as biomarker) and expression of mucins (MUC2, MUC4 y MUC5B) and “trefoil-factors” (TFF1 and
TFF3) of cultured intestinal cells (Caco-2 and HT29/MTX).

e Evaluation of its functional activity at an immunological level by means of the determination of the influence of
oligosaccharides on the monocytes adhesion to human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) stimulated

with TNF-o; under flow conditions.
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e Recovery of the oligosaccharide fraction by membrane technology. The aim pursued is to design and
implement an ultrafiltration process for the separation of the 90-95% of the oligosaccharide fraction from the

major proteins, caseins and whey proteins, without altering its biological properties neither its bioavailability.

e Dynamic modelling of the ultrafiltration process.

e Optimisation of the separation process to minimise the filtration area, which would determine the most

economic way of operation and would provide essential information for the scale up of the process.

The results obtained are exposed subsequently:

Selection of the natural source of oligosaccharides.

Goat milk is a good natural source of oligosaccharides regarding to both composition and concentration, and
the best among the commercially available milks examined (cow and sheep), containing a large array of acidic
oligosaccharides and N-acetyl-glucosaminyl-lactose together with galactosyl-lactose as major neutral structures. These
qualities have been proved by the following analytical techniques: gel filtration chromatography and high-pH anion-
exchange chromatography with pulsed amperometric detection (HPAEC-PAD) for the quantification and high-
performance thin layer chromatography (HP-TLC) and fast atom bombardment-mass spectrometry (FAB-MS) for the

characterization.

Although the content of oligosaccharides detected in goat milk is significantly lower compared to mature
human breast milk, however, structurally goat milk oligosaccharides and glycoconjugates are similar to those found in
human milk. Thus, it is reasonable to assume that the bioactivity of such molecules would also be similar and therefore

can be used in products for human nutrition.

The values of concentration of oligosaccharides and lactose detected in goat, cow, sheep and human milk are

shown in the following table:

Animal milk Oligosaccharides (g/L) Lactose (g/L)
Goat milk 0.25-0.30 45
Bovine milk 0.03-0.06 46
Ovine milk 0.02-0.04 48

Human milk 5-8 68

The analysis by HPAEC-PAD of each sample is shown subsequently:
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Oligosaccharides profile by HPAEC-PAD of human (A), ovine (B), bovine (C) and caprine milk (D).

As can be seen in the previous figures, the chromatographic profile of goat milk is the most similar to human
milk, showing a greater number of peaks as compared to the chromatograms of sheep or cow’s milk, which show a
limited number of structures. Besides, the figures show that the sialylated fraction of goat milk is rich in structures
containing both one and two molecules of sialic acid, like human milk, while the sheep milk acidic fraction contains
mainly structures with two molecules of sialic acid and the cow’s milk acidic fraction shows molecules with just one

molecule of sialic acid.

The next figure shows the FAB-MS spectra from the goat milk oligosaccharide fraction, including some acidic
and neutral permethylated oligosaccharides. By this technique, we found 15 new oligosaccharide structures that have

never been reported so far to be present in goat milk: 4 are neutral and 11 are acidic oligosaccharides.
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FAB-MS spectra of the goat milk oligosaccharide fraction.

In summary, the major oligosaccharides detected in goat milk by HPAEC-PAD and FAB-MS, their

abbreviations and concentrations are collected in the following table.

Abbreviation Name Concentration(g/L)

Acidic oligosaccharides

6-SL 6-Sialyl-lactose 0.07-0.08
3-SL 3-Sialyl-lactose 0.05-0.06
NGL N-glycolyl-neuraminyl-lactose 0.03-0.04
SLNH Sialyl-lacto-N-hexaose 0.001-0.005
DSL Di-sialyl-lactose 0.001-0.005
SNGL Sialyl-N-glycolyl-neuraminyl-lactose 0.001-0.005
SHL Sialyl-hexosyl-lactose Trace
NGHL N-glycolyl-neuraminyl-hexosyl-lactose Trace
SNGHL Sialyl-N-glycolyl-neuraminyl-hexosyl-lactose Trace
DSHL Di-sialyl-hexosyl-lactose Trace
DNGL Di-N-glycolyl-neuraminyl-lactose Trace
SDHL Sialyl-di-hexosyl-lactose Trace
DNGHL Di-N-glycolyl-neuraminyl-hexosyl-lactose Trace
NGLNH N-glycolyl-neuraminyl-lacto-N-hexaose Trace

Neutral oligosaccharides
GL Galactosyl-lactose 0.05-0.06
NAL N-acetyl-glucosaminyl-lactose 0.03-0.04
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LNH Lacto-N-hexaose 0.001-0.005
NALNH N-acetyl-glucosaminyl-lacto-N-hexaose 0.001 -0.005
DNAL Di-N-acetyl-glucosaminyl-lactose 0.001-0.005
NAHL N-acetyl-glucosaminyl-hexosyl-lactose Trace
NADHL N-acetyl-glucosaminyl-di-hexosyl-lactose Trace
Total oligosaccharides 0.25-0.30

Evaluation of the functional activity of goat milk oligosaccharides at a gastrointestinal level.

Goat milk oligosaccharides induce the intestinal epithelium maturation, which involves a major resistance to
the adhesion of pathogens on the epithelial surface, and stimulate the cellular differentiation, but not the cellular

proliferation, since:

e the addition of purified goat milk oligosaccharides to the culture media of Caco-2 cells increases the majority
of the enzymatic activities assayed, like alkaline-phosphatase, lactase, maltase and sacarase, generating at

the same time a tendency of increase of the leucin-aminopeptisase activity.

e the supplementation of the culture media of Caco-2 and HT29/MTX cells with goat milk oligosaccharides, does
not produce any significant alteration in the levels of the proliferating cell nuclear antigen (PCNA), a biomarker
of proliferation widely used to study the effects of different nutrients present in the intestinal lumen on the

maintenance and proliferation of the colon epithelium.

Up to now, the interest for oligosaccharides has been focused on its role as pathogen receptors, protecting the
intestinal mucosa against the attack of pathogenic bacteria or as growth factors for Bifidobacterium and Lactobacillus,
but its implication on epithelial cells differentiation phenomena has never been addressed. In this sense, it has been
suggested that the glycosylation of the intestinal epithelium is a process regulated by the development, in which
probiotic bacteria and trophic factors present in the diet could have an important effect. This immaturity of the small
intestine could be a determinant factor in the colonization by microorganisms, being directly related to intestinal
infections in children. Therefore, the oligosaccharide fraction from human milk or any other ruminant, like goat milk
oligosaccharides, enriched in sialic acid, N-acetyl-glucosamine, glucose, galactose and N-glycolyl-neuraminic acid could

have an influence in the glycosylation patterns of epithelial cells toward a major level of differentiation.

On the other hand, the addition of purified goat milk oligosaccharides to the culture media has influence on the
genetic expression of mucoproteins and “trefoil-factors” synthesis in Caco-2 and HT29/MTX cells, producing a

significant and specific decrease in the expression of MUC2, MUC4 and MUC5B. Moreover, this supplementation
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decreases significantly the expression of TFF1 and TFF3 in Caco-2 cells, but does not produce any effect in HT29/MTX

cells.

Evaluation of the functional activity of goat milk oligosaccharides at an immunological level.

The supplementation of the culture media with goat milk oligosaccharides inhibits in vitro the adhesion of
monocytes to human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) stimulated with TNF-a under flow conditions in 21.1%,
which suggests the existence of similar epitopes of selectins ligands, developing an important action on the cellular

adhesion cascade, which lead to the extravasation of blood cells to tissues during inflammatory processes.

This result has been obtained by means of an hydrodynamic in vitro assay where the circulation of monocytes

into the blood, the endothelium and the interaction between both has been simulated.

The selectins are classified in three different types, namely E-, L-, and P-selectins, depending on the molecule
where they have the capability to be expressed: endothelium cells upon stimulation with cytokines, leukocytes or
activated platelets. They play a very important role in the cellular adhesion cascade, since they are capable to withdraw
leukocytes from the blood circulation. These cells start a tethering or rolling on the endothelium wall, receiving signals
that produce the signal transduction cascade which activate integrins, another family of cell adhesion molecules
responsible for the firm adhesion. The existence of similar epitopes among the human milk oligosaccharide fraction to
selectins ligands, and the fact that they are minimally digested in the gastrointestinal tract of the infant and are partially
absorbed in breastfed children, reinforces the hypothesis that asserts human milk oligosaccharides could have not only
functions in the gut, but also to systemic level, as for example, in inflammatory processes.

In this sense, since the main structures found in goat milk are also present in human milk and they are also
capable of inhibit the cellular adhesion of monocytes, we could postulate that goat milk oligosaccharides could have the
same protective action than human milk oligosaccharides. In any case, in order to confirm these results, we are

carrying out different studies to discern if these oligosaccharide structures could be immunomodulators in vivo.

Recovery of the oligosaccharide fraction by membrane technology.

The skimmed goat milk tangential ultrafiliration process with tubular ceramic membrane modules of molecular
weight cut-off (MWCO) of 50 KDa has been carried out in the following operating conditions: T = 30°C, velocity of
recirculation v = 3.30 m/s and transmembrane pressure Pmm = 0.90 bar. This process permits the separation of the 90-
95% of the oligosaccharide fraction from the major proteins, caseins and whey proteins, without altering its biological

properties neither its bioavailability.

To this end, a number of experiments in the diafiltration mode have been carried out, which have been
monitored by measuring the volume of permeate with time and the concentrations in the feed, retentate and

accumulated permeate of oligosaccharides, lactose, calcium, casein, soluble protein and total protein each half

10
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diafiltration cycle. Subsequently, the evolution of the permeate flow, F, and the recovered percentage (REC) of each

component during the process are shown.
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Evolution of the permeate flow vs. time.

In this figure, a progressive decrease of the permeate flow during the process can be seen. This fall, is due to
the decrease of the pore size as a result of the membrane fouling caused by the levels of calcium in the retentate, which
has been identified as one of the most important factors responsible of fouling in dairy products, because of its
precipitation as tricalcium phosphate and its capability to link the membrane and the protein fraction when it is in soluble

form.

Lactose
——CQligosaccharides
Soluble protein

Calcium
= Total protein

0,5 1 1,5 2 2,5
To (Number of diavolumes)

Recovered percentage of each component vs. number of diavolumes (Tbp).

Concerning to the composition of the permeate, this figure shows that after the third diafiltration cycle, more
than 95% of the lactose, oligosaccharides and soluble protein content, has crossed the membrane. These three
fractions have a similar behaviour because their molecular weights are significantly lower than the pore size of the
membrane, which means a rejection coefficient close to 0. However, in the 4 diafiltration cycles performed, only 24.79%
of the total calcium content passed through the membrane, resulting a rejection coefficient of 0.26. It is important to

know that just the 34% of the total calcium concentration is soluble, since the remainder is associated to the casein

11
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fraction. Related to the protein fraction, the 5.73% of the total protein which crossed the membrane corresponded with
the soluble protein fraction filtered. This result confirms that neither the casein fraction nor the major whey proteins, a-

lactalbumin and B-lactoglobulin, pass through the membrane.

Dynamic modelling of the ultrafiltration process.

The dynamic model developed for the ultrafiltration process of goat milk is comprised of 10 independent
equations, 4 differential and 6 algebraic equations, that are the following:

dVF:F [1] J=£ 2]
dt A
dR ce-J
J=aR" 3 —=-p& 4
[3] " B L
dCy® _ F-8,-CP 5 dCy" _ F-S,,-Cy' o
dt vV, dt vV,
COS CCa
S - 7] Se, =—= 8]
oS CI?S C C}g
R R
Aos =—2 [9 Aeg =55 10
(0N R [] Ca R [ ]

Dynamic model for the process of ultrafiltration of goat milk.

Therefore, setting the values of the retentate volume (Vr) and the membrane area (A), and determining
experimentally the variation of the permeate volume (Vr) and the concentrations of oligosaccharides and calcium in the
retentate with time, the parameters of the model can be estimated as follows:

e  Flow coefficient, oo = 4.98 x 102 L/(h m2nm?*)

e Fouling coefficient, p = 2.15 x 10-° (nm? m2) / mg Ca

e  Effective radius for the oligosaccharides molecules, Ros = 0.562 nm
e Effective radius for calcium, Rca=2.884 nm

e |[nitial pore radius, R = 4.299 nm.

12
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To estimate these parameters, the deviation between the model's output and the set of experimental data is
minimised. To this purpose, the software Berkeley Madonna for Modelling and Analysis of Dynamic Systems (version
8.0.1) has been employed. The deviation is the root mean square (rms) of the differences between individual data points

and the corresponding points in the run:

J_ i
z z pj (xexp,- - xcali )2

n

rms =

where j represents the experimental variables, i the pairs of data and p; the weight of each sequence.

It is verified that the model reproduces faithfully the experimental data, as it can be seen in the following
figures where the evolution of permeate volume (V) and concentration of oligosaccharides and calcium in the retentate

(C2® y CE?) with time are represented.
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Simulation and optimisation of the separation process.

For the optimisation of the separation process, an industrial case of isolation of goat milk oligosaccharides has

been simulated as an illustrative example. The following constraints have been assumed:

e  The initial process volume of skimmed goat milk is 1000 L.

e The recovery of oligosaccharides in the permeate should be 95% at least.

e The membrane modules employed have to be commercially available. In this work, the Tournasol
modules, marketed by Tami Industries S.A., have been considered.

By using the software gPROMS General Process Modelling System (version 2.0.4), it is demonstrated that in
order to obtain the recovery of 95%, it is necessary to employ a minimum membrane area of 10.5 m2, which
corresponds to 30 membrane modules. This is verified for two possible operation modes: DF (continuous diafiltration)
and CDF (concentration followed by continuous diafiltration).

0,8 4

0,6 1

REC x 100

0.41 DF mode

CDF mode

0,2 1

0 5 10 15 20 25 30
Number of membrane modules

Maximum recovery of oligosaccharides vs. number of membrane modules.
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The existence of this minimum area is due to the decrease of the membrane pore radius by effect of fouling,

being even lower than the effective radius of the oligosaccharides after a certain process time for low area values.

The operating time has been calculated as a function of the number of modules and of the concentration factor

(FC) to obtain the 95% of recovery according to the requests of the product. These values are shown in the following

table.
Time (h)

Number of Membrane

modules | area, m? FC=1 FC=2 FC=3 FC=4
30 10.50 533.471 274.683 185.098 140.663
35 12.25 67.342 34.530 24.193 19.270
40 14.00 39.943 20.695 14.792 12.042
45 15.75 28.707 14.982 10.855 8.959
50 17.50 22.495 11.808 8.639 7.198
55 19.25 18.527 9.769 7.200 6.042
60 21.00 15.768 8.344 6.186 5.218
65 22.75 13.735 7.289 5.429 4.600
70 2450 12.169 6.474 4.841 4.116
75 26.25 10.927 5.826 4.370 3.729
80 28.00 9.916 5.297 3.985 3.401
85 29.75 9.079 4.857 3.662 3.137
90 31.50 8.372 4.485 3.389 2.908
95 33.25 7.768 4.167 3.154 2.711
100 35.00 7.240 3.891 2.950 2.539

It can be seen that the filtration time decreases gradually with the concentration factor and the number of
modules.

In membrane installations, the membrane area determines regularly the capital cost (the cost of the
membrane modules are dramatically greater than those for tanks or pumps) and the operating cost (cleaning costs are
proportional to membrane area). Thus, process optimisation consists of minimising the membrane area for a given
productivity. Therefore, the results from the last table reveal that the optimum operation mode to obtain the goat milk
oligosaccharide fraction by tangential ultrafiltration through tubular ceramic membranes at industrial scale is to
concentrate to factor 4 (the maximum allowed by the system fluidodynamics) and then to follow continuous diafiltration

until the required recovery is reached.

As an example, considering an initial volume of skimmed goat milk of 1000 L and specifying a recovery over
95% and a productivity of 250 L/h, it results a minimum filtration area of 25.20 m2 and an optimum operation time of 3.95
h, divided into approximately 1.90 h of concentration and 2.10 h of diafiltration. The simulation of some of the most
significant variables during the process are represented subsequently: retentate volume, pore radius, ratio effective

radius/pore radius for the oligosaccharides and the percentage of recovery of oligosaccharides.

15
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It is important to emphasize the decrease of the pore radius with time, which value ranges from 4.30 nm to
3.52 nm as a result of fouling effects, being always greater than the effective radius of the oligosaccharides. Moreover,
the ratio effective radius/pore radius for oligosaccharides is lower than 0.2 during the whole process, which means that
the pore radius is more than 5 times wider than the effective radius for oligosaccharides. This guarantees the practical
absence of steric effects in the transmission through the membrane and a rejection coefficient for this component close

to zero.
With respect to the percentage of recovery of oligosaccharides, the last figure shows that, indeed, the 95% of

recovery has been reached after 4 h, which is 3 times faster when compared to the approximately 12 h needed using

the continuous diafiltration mode, DF (FC = 1).
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La leche materna es el alimento ideal en los primeros meses de vida del neonato, aportando todos los
nutrientes necesarios para su adecuado desarrollo y crecimiento, tales como proteinas, grasas, hidratos de carbono,
minerales y vitaminas. No obstante, es también fuente de una serie de compuestos con importantes actividades
bioquimicas y fisioldgicas de gran importancia para numerosos 6rganos y tejidos, y de cuantiosos factores de defensa
contra antigenos y agentes patégenos. Asi, la leche humana contiene hormonas y factores de crecimiento, enzimas,
proteinas y péptidos bioactivos, nucledtidos, poliaminas, oligosacaridos, y un largo etcétera que en conjunto reciben el

nombre de “factores troficos de la leche”.

En particular, los oligosacaridos constituyen el tercer componente de la leche materna, que contiene
alrededor de 8-10 g/L, habiéndose identificado mas de 130 estructuras distintas, lo que implica una complejidad y

variabilidad de estructuras no encontrada en la leche de otras especies.

El interés de los investigadores por los oligosacaridos comenz6 hace afios con la observacién de que podrian
ser promotores de la flora bifidogénica en los nifios alimentados al pecho. Hoy dia existe evidencia cientifica que
demuestra que los oligosacaridos poseen efectos beneficiosos para el nifio recién nacido tanto por su caracter
prebidtico como por sus propiedades anti-infecciosas. En este sentido, existe un creciente interés en el papel de los
oligosacéridos de leche materna como receptores de patdégenos. El hecho de que sean sintetizados por las mismas
glicosiltransferasas que participan en la sintesis de las glicoproteinas y glicolipidos de la superficie de las células
intestinales, hace que existan similitudes entre los carbohidratos de la superficie de las células epiteliales y los
oligosacéridos. Esto apoya la hipétesis de que estos Ultimos actuarian como homélogos o anélogos de los receptores
celulares para microorganismos patogenos, produciéndose interacciones especificas entre ambos y actuando de esta

forma como protectores de las células de la mucosa intestinal frente al ataque de patdgenos.

Otro aspecto importante es la influencia de los oligosacaridos sobre la interaccion entre leucocitos y células
endoteliales. Existen actualmente agentes terapéuticos que bloquean dicha interaccion, provocando un efecto
dramatico en la progresion de la respuesta inflamatoria en numerosos modelos animales. Dicho efecto se puede
conseguir aplicando el anticuerpo apropiado o utilizando ligandos (carbohidratos sintetizados enzimaticamente)
especificos para las selectinas, una familia de moléculas de adhesién celular que se expresan en la superficie de
leucocitos, plaquetas y células endoteliales, que estan directamente implicados en los fenémenos de adhesién celular
durante los procesos inflamatorios. Se ha demostrado que muchos oligosacaridos acidos y fucosilados de leche

humana poseen efectos similares.

Ademas de todo lo sefialado anteriormente, los oligosacaridos de la leche materna podrian desempefiar un
importante papel como suministradores de acido sidlico, esencial para el desarrollo cerebral del lactante, y galactosa,
principal componente de los galactocerebrosidos que constituyen la mielina y las membranas celulares de las
neuronas, ya que en determinadas ocasiones la capacidad de sintesis del recién nacido podria no superar las

necesidades de los mismos.
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En base a las importantes funciones biolégicas descritas anteriormente para los oligosacéaridos, que revelan
su importante accion en el desarrollo y crecimiento del recién nacido, la adicién de los mismos a las leches infantiles
aportaria un nuevo paso en el dificil reto de conseguir maternizar al maximo las férmulas para lactantes existentes en el
mercado. Por otro lado, ademas de su potencial aplicabilidad en nutricion infantil, los oligosacaridos encontrarian
mercado en la suplementacion de alimentos funcionales especificos para la tercera edad destinados a la prevencion de
infecciones e incluso en nutricién clinica y hospitalaria, en la formulacién de preparados o dietas especiales para el
tratamiento de pacientes con ciertas patologias, lo que contribuiria a una mejor y mas rapida recuperacion, y en

definitiva, a mejorar la calidad de vida de estas personas.

No obstante, la suplementacién con oligosacaridos esta condicionada por la extrema dificultad de sintesis,
tanto por via enzimatica como biotecnoldgica, y por la capacidad de aislamiento de dichas biomoléculas minoritarias en
caso de existir una fuente natural rica en las mismas. De hecho, ninguna compafia suplementa sus férmulas con
oligosacéridos similares a los de la leche humana, y las que lo hacen adicionan estructuras simples producidas
enzimaticamente como fructooligosacaridos (FOS), de origen vegetal, y/o galactooligosacaridos (GOS), de origen
lacteo, que poseen un efecto prebiotico estimulando de forma dosis-dependiente el crecimiento de Bifidobacteria y
Lactobacilli en el intestino, pero carecen del resto de funciones descritas previamente para los oligosacaridos de leche
humana. Otros compuestos que actualmente se adicionan con las mismas carencias que los FOS y GOS son

isomaltooligosacaridos y oligosacaridos obtenidos de la soja.

Asi, el trabajo que se describe en la presente Memoria recoge la labor investigadora que el Grupo de
Biorreactores del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Granada en colaboracién con el
Departamento de Biomedicina de Puleva Biotech S.A. estan llevando a cabo para el desarrollo de técnicas de
produccion y separacién de compuestos con actividad bioldgica. En concreto, los objetivos planificados para ésta Tesis

Doctoral han sido los siguientes:

e Busqueda de una fuente de oligosacaridos similares a los de leche materna para nutricién infantil entre las

principales especies animales productoras de leche: vaca, cabra y oveja.

e Evaluacién de su actividad funcional a nivel gastrointestinal mediante el estudio de la influencia de los
oligosacaridos sobre la diferenciacion (actividad fosfatasa alcalina, leucin-aminopeptidasa y disacaridasas),
la proliferacién (tomando como marcador el PCNA) y la expresién de mucinas (MUC2, MUC4 y MUC5B) y
“trefoil-factors” (TFF1y TFF3) en células intestinales en cultivo (Caco-2 y HT29/MTX).

e  Evaluacién de la actividad funcional a nivel inmunolégico mediante la determinacion de la influencia de los

oligosacaridos en la adhesion de monocitos sobre células endoteliales de cordén umbilical humano (HUVEC)

estimuladas con TNF-a bajo condiciones de flujo.
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e  Obtencion de la fraccion de oligosacaridos por tecnologia de membranas. El objetivo perseguido es poner a
punto el proceso de ultrafiltracién que permita la separacién o aislamiento del 90-95% de los oligosacéridos
de la fraccion proteica sin alterar sus propiedades biolégicas ni su biodisponibilidad.

e Modelizacion dindmica del proceso de ultrafiltracién.

e  Optimizacion de la etapa de separacién para minimizar el area de filtracién lo que determinaria el modo de

operacion mas idéneo para llevar este proceso a cabo a escala industrial.

A continuacién se exponen los resultados obtenidos:

Seleccion de la fuente de oligosacéridos.

La leche de cabra es una optima fuente de oligosacaridos tanto por su composicion como por su
concentracion, y la mejor en comparacion con las leches comercialmente disponibles (vaca y oveja), conteniendo una
gran variedad de oligosacaridos acidos y N-acetil-glucosaminil-lactosa junto con galactosil-lactosa como oligosacaridos
neutros mayoritarios, tal como lo demuestra el analisis realizado por las siguientes técnicas: cromatografia de
permeacion en gel y cromatografia liquida de intercambio anionico a alto pH con deteccién amperométrica pulsante
(HPAEC-PAD) para la cuantificacién y cromatografia de capa fina de alta resolucién (HP-TLC), junto con

espectrometria de masas de bombardeo atdémico rapido (FAB-MS) para la caracterizacion de los mismos.

Por otra parte, el contenido de oligosacéridos de la leche de cabra es significativamente menor en
comparacion con el de la leche humana, aunque las similitudes estructurales encontradas entre los oligosacéaridos y
otros glicoconjugados de leche de cabra y los de leche materna sugieren que podrian desarrollar una bioactividad

similar, pudiendo ser utilizados en productos para nutricién humana.

Los valores de concentracién de oligosacaridos y lactosa detectados en leche de cabra, vaca, oveja y

humana se muestran en la siguiente tabla:

Tipo de leche Oligosacaridos (g/L) Lactosa (g/L)
Leche de cabra 0.25-0.30 45
Leche de vaca 0.03-0.06 46
Leche de oveja 0.02-0.04 48
Leche materna 5-8 68

El andlisis por HPAEC-PAD de cada una de ellas se muestra a continuacion:
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Perfil de oligosacéridos por HPAEC-PAD de leche materna (A), oveja (B), vaca (C) y cabra (D).

Como se puede observar en las figuras anteriores, el perfil cromatogréfico de la leche de cabra el mas similar
al de la leche humana, mostrando a su vez un mayor numero de picos en comparacién con los cromatogramas de
leche de oveja o vaca. Ademas, las figuras muestran que la fraccidn de oligosacaridos &cidos de leche de cabra es rica
en estructuras conteniendo tanto una como varias moléculas de &cido sidlico, al igual que la leche humana, mientras
que la fraccién de oligosacéridos &cidos de leche de oveja contiene principalmente estructuras con dos moléculas de

acido sidlico y el perfil &cido de la leche de vaca esta compuesto fundamentalmente por estructuras con solo una
molécula de &cido sialico.

La siguiente figura muestra el espectro obtenido por FAB-MS de la fraccion de oligosacaridos de leche de
cabra, incluyendo algunos de los oligosacaridos permetilados acidos y neutros encontrados. Mediante ésta técnica, se
han encontrado, ademas de los ya identificados por cromatografia, 15 nuevos oligosacaridos en leche de cabra no
descritos anteriormente, 4 de ellos neutros y 11 acidos.
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Espectro obtenido por FAB-MS de la fraccién de oligosacaridos de leche de cabra.

En resumen, los oligosacaridos mayoritarios detectados en leche de cabra por HPAEC-PAD y FAB-MS, su

abreviatura y concentracion se recogen en la siguiente tabla.

Abreviatura Nombre Concentracién (g/L)

Oligosacéridos acidos

6-SL 6-Sialil-lactosa 0.07 -0.08
3-SL 3-Sialil-lactosa 0.05-0.06
NGL N-glicolil-neuraminil-lactosa 0.03-0.04
SLNH Sialil-lacto-N-hexaosa 0.001-0.005
DSL Di-sialil-lactosa 0.001-0.005
SNGL Sialil-N-glicolil-neuraminil-lactosa 0.001-0.005
SHL Sialil-hexosil-lactosa Trazas
NGHL N-glicolil-neuraminil-hexosil-lactosa Trazas
SNGHL Sialil-N-glicolil-neuraminil-hexosil-lactosa Trazas
DSHL Di-sialil-hexosil-lactosa Trazas
DNGL Di-N-glicolil-neuraminil-lactosa Trazas
SDHL Sialil-di-hexosil-lactosa Trazas
DNGHL Di-N-glicolil-neuraminil-hexosil-lactosa Trazas
NGLNH N-glicolil-neuraminil-lacto-N-hexaosa Trazas

Oligosacaridos neutros

GL Galactosil-lactosa 0.05-0.06
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NAL N-acetil-glucosaminil-lactosa 0.03-0.04
LNH Lacto-N-hexaosa 0.001 -0.005
NALNH N-acetil-glucosaminil-lacto-N-hexaosa 0.001 -0.005
DNAL Di-N-acetil-glucosaminil-lactosa 0.001 -0.005
NAHL N-acetil-glucosaminil-hexosil-lactosa Trazas
NADHL N-acetil-glucosaminil-di-hexosil-lactosa Trazas
Total oligosacaridos 0.25-0.30

Evaluacién de la actividad funcional de los oligosacéridos de leche de cabra a nivel gastrointestinal.

Los oligosacéridos de la leche de cabra inducen la maduracion del epitelio intestinal, lo que permite una
mayor resistencia a la adhesion de patdgenos en la superficie epitelial, y estimulan la diferenciacion celular, pero no la

proliferacion celular, ya que:

e la adicion de oligosacaridos purificados de leche de cabra al medio de cultivo de células Caco-2 aumenta la
mayoria de las actividades enzimdticas ensayadas, entre ellas fosfatasa alcalina, lactasa, maltasa y

sacarasa, generando a su vez una tendencia al aumento de la actividad leucin-aminopeptidasa.

e la suplementacién del medio de cultivo, tanto en células Caco-2 como en HT29/MTX, con oligosacaridos de
leche de cabra no produce ninguna alteracion significativa en los niveles del antigeno nuclear de proliferacion
celular (PCNA), un marcador de proliferacion utilizado habitualmente para estudiar el efecto de diferentes

nutrientes presentes en el lumen intestinal sobre el mantenimiento y la proliferacién del epitelio del colon.

Hasta ahora, el interés de los oligosacéridos estaba centrado en su papel como receptores de patdgenos,
protegiendo la mucosa intestinal del ataque de bacterias patdégenas o como factores de crecimiento para
Bifidobacterium y Lactobacillus, pero su implicacién en fenémenos de diferenciacion de células epiteliales no habia sido
descrita. Asi, se ha sugerido que la glicosilacion a nivel de las microvellosidades intestinales es un proceso que se
regula a través del desarrollo, en el que pueden influir bacterias probitticas y factores tréficos presentes en la dieta.
Esa inmadurez del intestino delgado puede ser un factor determinante en la colonizacion microbiana, relacionandose
directamente con las infecciones intestinales en nifios. De esa forma, los oligosacaridos procedentes de la leche
humana y otros rumiantes, como los de leche de cabra, ricos en &cido sialico, N-acetil-glucosamina, glucosa, galactosa,
acido N-glicolil-neuraminico y N-acetil-galactosamina, pueden influenciar los patrones de glicosilacion de las células

epiteliales hacia un mayor grado de diferenciacion.

Por otra parte, la adicidn de oligosacaridos purificados de leche de cabra al medio de cultivo influye sobre la
expresion génica de la sintesis de mucoproteinas y “trefoil factors” en células Caco-2 y HT-29/MTX, produciendo una

disminucion significativa y especifica en la expresion de MUC2, MUC4 y MUC5B. Ademas, disminuye
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significativamente la expresion de TFF1 y TFF3 en células Caco-2, pero no produce efecto alguno en células
HT29/MTX.

Evaluacion de la actividad funcional de los oligosacaridos de leche de cabra a nivel inmunolégico.

La suplementacion del medio de cultivo celular con oligosacéridos de leche de cabra inhibe in vitro la
adhesion de monocitos sobre células endoteliales de cordon umbilical humano (HUVEC) estimuladas con TNF-a bajo
condiciones de flujo en un 21.1%, lo que sugiere la existencia de epitopos similares a los ligandos de las selectinas,
ejerciendo una importante accion sobre la cascada de adhesion celular que conduce a la extravasacion de células de la

sangre a los tejidos durante los procesos de inflamacion.

Esto ha sido puesto de manifiesto mediante un ensayo hidrodindmico in vitro en el que se simula la

circulacion de los monocitos en el corriente sanguineo, el endotelio y la interaccidn entre ambos.

Las selectinas se clasifican en ftres tipos, E-, L- y P-selectina, en funcion del tipo de molécula en cuya
superficie son capaces de expresarse, y juegan un papel importante en la cascada de adhesién celular, pues son
capaces de retirar leucocitos de la circulacién sanguinea, que comienzan a rodar por la pared endotelial hasta que
quedan perfectamente unidos a la pared, proceso que es mediado por otro tipo de moléculas de activacion endotelial
llamadas integrinas. El hecho de que entre los oligosacaridos de leche humana existan varias estructuras que tienen
epitopos muy similares a los ligandos para las selectinas y que sean minimamente digeridos en el tracto
gastrointestinal del neonato y parcialmente absorbidos en nifios alimentados con leche materna, refuerza la hipétesis
de que podrian no solo tener funciones en el intestino, sino también ejercer efectos a nivel sistémico, como por

ejemplo, en procesos inflamatorios.

En este sentido, dado que las principales estructuras de oligosacéaridos encontradas en leche de cabra
también estan presentes en leche humana, lo que, unido al hecho de que también son capaces de inhibir la adhesion
celular de monocitos, podriamos postular que los oligosacaridos de leche de cabra podrian tener esta misma accién
protectora que se les confiere a los de leche humana. En cualquier caso, para confirmar estos resultados, en nuestro
laboratorio estamos llevando a cabo estudios que permitan discernir si estas estructuras oligosacaridicas pueden

también actuar como inmunomoduladores in vivo.
Obtencion de la fraccién de oligosacéridos por tecnologia de membranas.
El proceso de ultrafiltracidn tangencial de leche de cabra desnatada con mddulos de membrana cerdmicos

tubulares de tamafio de corte 50 KDa en las siguientes condiciones de operacion: T2 = 30°C, velocidad de recirculacién

v =3.30 m/s y Pmm = 0.90 bar, permite la separacion de la fraccion proteica mayoritaria de la fraccion de oligosacaridos,
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permitiendo la recuperacion de mas del 95% de los mismos sin alterar sus propiedades bioldgicas ni su

biodisponibilidad.

Para ello, se han realizado una serie de experimentos en el modo de diafiliraciéon continua que se han
monitorizado mediante la evolucién del volumen y el caudal de filtrado durante el proceso, y la concentracién en las
corrientes de alimentacion, retenido y permeado acumulado cada medio ciclo de diafiltracién de cada componente:
oligosacéridos, lactosa, calcio, caseina, proteina soluble y proteina total. A continuacion se representa la evolucién del

caudal de filtrado, F, y el porcentaje recuperado (REC) de cada componente durante el proceso.

£
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200 400 600 800 1000 1200
t, min

Representacion del caudal de filtrado (F) vs. tiempo.

Se observa una caida progresiva del caudal de filtrado a medida que transcurre el proceso. Esta caida es
debida a la disminucién del tamafio de poro a consecuencia del fouling de la membrana producido por los niveles de
calcio existentes en la corriente de retenido, que ha sido identificado como una de las mayores causas de fouling en
productos lacteos, no solamente debido a la precipitacion en forma de fosfato tricalcico sino también a que en forma

i6nica puede actuar como puente salino entre la membrana y las proteinas existentes.

Lactosa
—Oligosacaridos
Proteina soluble

Calcio
= Proteina total

0,5 1 1,5 2 2,5
To (NUmero de diavolumenes)

Porcentaje recuperado de cada componente cada medio ciclo de diafiltracion.
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En cuanto a la composicion del filtrado, se observa que en el tercer ciclo de diafiltracion mas del 95% de la
lactosa, oligosacaridos y proteina soluble, han atravesado la membrana. Estas tres fracciones muestran un
comportamiento similar debido a que el peso molecular de todos ellos es significativamente inferior al tamafio de poro
de la membrana, lo que se traduce en un indice de rechazo igual a cero. En cambio, en los 4 ciclos de diafiltraciéon, solo
atraviesa la membrana el 24.79% del calcio total presente, cuyo indice de rechazo calculado ha sido 0.26. Nétese que
solo el 34% del calcio total presente es soluble, ya que el resto esté asociado a las caseinas. Por su parte, el 5.73% de
la proteina total que atraviesa la membrana se corresponde con la fraccién de proteina soluble filtrada, lo que confirma
el hecho de que ni la fraccion caseinica ni las proteinas séricas mayoritarias, a-lactalbimina y B-lactoglobulina, han

atravesado la membrana.

Modelizacion dinamica del proceso de ultrafiltracion.

El modelo dinamico desarrollado para el proceso de ultrafiltracion de leche de cabra consta de 10 ecuaciones
independientes, 4 diferenciales y 6 algebraicas:

dVF:F 1] s=£ 2]
dt A
dR cs.J
J =aR* 3 —=—p& 4
3] " B 7 [4]
dCy®  F-S,-CY 5 dCy _ F-S-Cy o
dt v, dt v,
COS CCa
SOS :C;(;S [7] SCa :Cg" [8]
R R
Aps =—2 19 Acg =5 10
os = p (9] = p [10]

Modelo dinamico del proceso de ultrafiltracion de leche de cabra.

de forma que fijados los valores del volumen de retenido (Vr) y area de membrana (A), y determinados
experimentaimente la variacion del volumen de filtrado (Vr) y de las concentraciones de oligosacaridos (C3°) y calcio (C$
) en el retenido con el tiempo, se pueden estimar los valores de los parametros del modelo, que han resultado ser los
siguientes:
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e coeficiente de flujo, oo = 4.98 x 102 L/(h m2nm?*)

e coeficiente de fouling, B =2.15x 105 (nm2 m2) / mg Ca

e radio efectivo de la molécula de oligosacéaridos, Ros= 0.562 nm
e radio efectivo para el calcio, Rca= 2.884 nm

e yelradio inicial de poro, R = 4.299 nm.

Para ello, se minimiza la desviacion entre datos experimentales y calculados por el modelo, utilizando el
software Berkeley Madonna (Modelling and Analysis of Dynamic Systems, version 8.0.1 para Windows, 2003). La

desviacion es la raiz cuadratica media, rms, definida como sigue:

J

Zzp] (xexp,. - xcal,. )2

n

rms =

donde el indice j representa las variables experimentales y el indice i, las parejas de datos. Por su parte, pj son los

pesos para cada serie.

Se comprueba que el modelo reproduce fielmente los datos experimentales, como se observa en las
siguientes figuras donde se representa la evolucién del volumen de filtrado (Ve), y concentracién de oligosacéridos y

calcio en la corriente de retenido (C2° y C$* ) con el tiempo de proceso.

o Experimental

VE (L)

Simulado

0 5 10 15 20
Tiempo (h)

Valores de Ve simulados y experimentales.
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Valores de concentracion de oligosacaridos en el retenido, ch, simulados y experimentales.
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Valores de concentracion de calcio en el retenido, C &, simulados y experimentales.
Simulacién y optimizacion de la etapa de separacion.

Para la optimizacién de la etapa de separacion, se realiza la simulacién de un caso industrial de obtencién de
oligosacaridos de leche de cabra, considerando las siguientes condiciones:

e Un volumen de leche de cabra inicial a tratar de 1000 L.
e Larecuperacion de oligosacaridos en el filtrado no debe ser inferior al 95%.

e La utilizacion de modulos de membrana industriales disponibles en el mercado.
Mediante el software gPROMS (Introductory User Guide, Process Systems Engineering Ltd., 2003) se comprueba

que para obtener la recuperacién deseada, es necesario emplear un area minima de membrana de 10.5 m?

correspondiente a 30 modulos, tanto en el modo de operacion DF (diafiltracion continua) como en el CDF
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(concentracion hasta el maximo factor que permitan las condiciones fluidodinamicas del sistema, seguida de

diafiltracion continua).

0,8 1

0,6 1

REC x 100

041

0,2 4

Modo DF
Modo CDF

15

20

Numero de médulos

Maéxima recuperacion alcanzable segun el area de membrana utilizado.

La existencia de este area minima es debida a la disminucion que experimenta el radio de poro de la

membrana por efecto del fouling, llegando a ser menor que el radio efectivo de los oligosacaridos.

Se han calculado los tiempos de operacion en funcién del nimero de médulos y del factor de concentracién

(FC) para alcanzar el 95% de recuperacion de acuerdo con los requerimientos del producto. Estos valores se recogen

en la siguiente tabla.

] ] ) Tiempo (h)

Modulos |~ Area, m FC =1 FC=2 FC=3 FC=4
30 10.50 533,471 274.683 185.098 140.663
35 12.25 67.342 34,530 24193 19.270
40 14.00 30.943 20,695 14.792 12.042
45 15.75 28.707 14.982 10.855 8.959
50 17.50 22495 11.808 8,639 7.198
55 19.25 18.527 9.769 7.200 6.042
60 21.00 15.768 8.344 6.186 5218
65 2275 13.735 7.289 5.429 4.600
70 2450 12.169 6.474 4.841 4116
75 26.25 10.927 5.826 4370 3.729
80 28.00 9.916 5.297 3.985 3.401
85 2075 9.079 4,857 3,662 3137
90 3150 8.372 4.485 3.389 2,908
95 33.25 7.768 4.167 3154 2.711
100 35.00 7.240 3.891 2.950 2,539

Se observa que el tiempo de filtracién disminuye gradualmente con el factor de concentracion y el nimero de

modulos.
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En procesos de membrana, el area de la instalacién determina regularmente los costes tanto de capital (el
coste de los mddulos de membrana es sensiblemente mayor que el de tanques y bombas) como de operacion
(fundamentalmente debidos a ciclos de limpieza). De esta forma, la optimizacion del proceso pasa por minimizar el area
de membrana para una productividad dada. Por tanto, los resultados de la tabla anterior revelan que el modo de
operacién 6ptimo para obtener a nivel industrial la fracciéon de oligosacaridos de leche de cabra por ultrafiltracion
tangencial a través de moédulos ceramicos tubulares es concentrar hasta factor 4, méximo permisible por la

fluidodinamica del sistema, y posteriormente realizar diafiltracion continua hasta alcanzar la recuperacién requerida.

Para un caso practico, partiendo de 1000 L de leche de cabra y especificando una recuperacién de
oligosacéridos superior al 95% y una productividad de 250 L/h, se comprueba que existe un &rea minima de filtracién
de 25.20 m? y un tiempo 6ptimo de operacion de 3.95 h, dividido en aproximadamente 1.90 h de concentracion y 2.10 h
de diafiltracidn continua. A continuacidn, se representa la evolucién de algunas de las variables mas significativas del
proceso, como volumen de retenido (VR), radio de poro (R), relacion radio efectivo/radio de poro para los oligosacaridos

(Aos) y porcentaje de recuperacién de oligosacaridos (REC):

1200
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800 1

Vg, L

600 1

400 1

200 1

0 i 2 s
Tiempo (h)

Evolucion del volumen de retenido con el tiempo.
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2 3
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Evolucion del radio de poro con el tiempo.
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Evolucion del cociente radio efectivo/radio de poro para los oligosacaridos con el tiempo.
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Evolucion del porcentaje de recuperacion de oligosacaridos con el tiempo.

Cabe destacar la disminucién del radio de poro con el tiempo, que pasa de 4.30 nm a 3.52 nm por efecto del
fouling, que nunca llega a ser inferior al valor del radio efectivo de los oligosacaridos. Concretamente, la relacién radio
efectivo/radio de poro para los oligosacaridos, Aos, es durante todo el proceso inferior a 0.2, lo que implica que el radio
de poro es superior en mas de 5 veces al efectivo de los oligosacaridos, lo que garantiza la no influencia de los efectos

estéricos y que el indice de rechazo para este componente sea cero.
En cuanto al porcentaje de recuperacion de oligosacaridos (REC), en la dltima figura se observa que,

efectivamente, a las 4 h de proceso se ha alcanzado el 95% de recuperacion de los oligosacéaridos, un tiempo 3 veces

inferior en comparacion con las aproximadamente 12 horas necesarias en el modo de operacién DF (FC = 1).
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2. INTRODUCCION.
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La leche materna es un complejo fluido biolégico que aporta la energia y los nutrientes esenciales para el
desarrollo y crecimiento del recién nacido. En definitiva, es el alimento ideal en los primeros meses de vida del nifio. La
composicion de la leche humana esta adaptada, al igual que en cada especie, a las necesidades nutricionales del

recién nacido, siendo su composicion distinta en cada especie de mamifero (tabla 2.1).

Tabla 2.1. Composicion de la leche materna, vaca, cabra y oveja (% en peso).

Componente Humana Vaca Cabra Oveja
Proteina 1.0 3.4 29 55
Caseina 0.4 2.8 25 4.6
Grasa 3.8 3.7 45 74
Lactosa 7.0 4.6 4.1 48
Minerales 0.2 0.7 0.8 1.0

Jensen, 1995

Ademas de los nutrientes necesarios para el crecimiento del bebé (proteinas, grasas, hidratos de carbono,
minerales y vitaminas), la leche humana es también fuente de una serie de compuestos con importantes actividades
bioquimicas vy fisioldgicas de gran importancia para el desarrollo de numerosos 6rganos y tejidos, y de cuantiosos
factores de defensa contra antigenos y agentes patdgenos. Asi, la leche humana contiene hormonas y factores de
crecimiento, enzimas, proteinas y péptidos bioactivos, nucledtidos, poliaminas, oligosacaridos, y un largo etcétera que

en conjunto reciben el nombre de “factores troficos de la leche”.

Aunque los conocimientos actuales sobre el papel biologico de algunos de estos compuestos bioactivos es
aln limitado, existen suficientes datos para apoyar la hipétesis de que ejercen importantes funciones en el desarrollo y
crecimiento del recién nacido (tabla 2.2, Goldman, 2000) y de que son potencialmente esenciales en el tratamiento de
determinadas enfermedades, por lo que se ha sugerido incluso la suplementacion de leches maternizadas en algunos

de estos componentes para el tratamiento de ciertas patologias (tabla 2.3, Bohles et al, 1998).

Tabla 2.2 Sitios de accion de distintos componentes bioactivos de la leche humana.

Lugar de accién

Epitelio Sistema inmune Sistema nervioso
IGF-1 + - -
Poliaminas + - -
TGF + + -
Lactoferrina + + -
Prolactina + + -
TNF-a + + -
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Oligosacaridos + + -
IL-6 - + .
IL-10 - + .
Péptido vasoactivo - + +
Sustancia P - + +
Somatostatina - + +

Goldman, 2000

Tabla 2.3. Suplementos en férmula infantiles y formulas enterales destinados al tratamiento de determinadas

patologias.

Patologia Suplementacion sugerida

Sindrome de intestino corto  EGF, nucleétidos, poliaminas, glutamina, vitaminas

Inflamacién crénica Acidos grasos w-3, vitamina E, carnitina, antioxidantes, cisteina
Infecciones Antioxidantes, cisteina, oligosacaridos, lisozima, lactoferrina
Diarrea Acidos grasos polinsaturados de cadena larga, taurina,

antioxidantes, cisteina, nucleédtidos, lactoferrina, lisozima

Bohles et al, 1998

A pesar de todos estos conocimientos, hoy dia, las férmulas infantiles carecen de muchos de estos

compuestos, aunque, evidentemente, aportan todos los nutrientes basicos para el desarrollo del neonato.
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3. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS.
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3.1. “FACTORES TROFICOS” DE LA LECHE MATERNA.

Los factores troficos de la leche materna son fundamentalmente los siguientes: oligosacaridos, poliaminas,
hormonas y factores de crecimiento, nucledtidos, lactoferrina, péptidos bioactivos, acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga, etc. A continuacion se describen brevemente algunos de ellos, indicando qué son, su bioactividad y su

presencia en las formulas infantiles actualmente comercializadas.

3.1.1. Oligosacaridos.

La fraccion glucidica de la leche humana se compone no solo de lactosa, que es el azlicar mayoritario, sino
también de otros carbohidratos como por ejemplo azlcares de nucleétidos, glicolipidos, glicoproteinas y oligosacéaridos.
Estos Ultimos constituyen el tercer componente de la leche materna y Ultimamente son objeto de un gran nimero de
investigaciones. Dichas biomoléculas constan de un extremo reductor con una molécula de lactosa y otro extremo no
reductor con la presencia o no de acido sialico y fucosa (Newburg, 1996), y estan formados por combinaciones de 5
monosacaridos diferentes (apéndice 11.1): glucosa, galactosa, acido sialico, fucosa y N-acetilglucosamina (McVeagh y
Miller, 1997). Se calcula que la leche materna contiene alrededor de 8-10 g/L (Kunz et al, 1999a), habiéndose
identificado mas de 130 estructuras distintas (apéndices 11.2, 11.3 y 11.4), lo que implica una complejidad y
variabilidad de oligosacéridos no encontrada en la leche de otras especies.

Los oligosacaridos de leche humana y la flora bifidogénica del lactante.

En los primeros meses de vida, el feto y su tracto intestinal son estériles, pero, ya desde su nacimiento, una
serie de factores ambientales, asi como el tipo de parto y la forma de alimentacion, condicionan una rapida colonizacién
microbiana del aparato digestivo, demostrable a las pocas horas de vida, en lo que viene a representar la “primera

herencia biolégica adquirida” (Hanson y Korotkova, 2002).

El aparato digestivo del ser humano esté colonizado por unos cien billones de microorganismos, un nimero
10 veces superior al nimero de células que componen el propio organismo. De entre las mas de 400 especies
descritas, solo unas 30-40 representan el 99 % de la “flora intestinal microbiana normal’, que convive en estrecha
simbiosis con el huésped. A la luz de los trabajos cientificos aparecidos en los Ultimos afios, parece claro que la flora
bacteriana intestinal contribuye al mantenimiento de la salud y esta ausente de cualquier patogenicidad, en especial las
llamadas bacterias acido-lacticas que conforman la flora bifidogénica, como son los Lactobacilos y las Bifidobacterias
(Borriello et al, 2003).

La importancia de la flora bifidogénica radica en que la mucosa del colon es incapaz de nutrirse a través de la

sangre, por lo que la demanda nutritiva debe suministrarse a través del lumen, donde la flora no patogénica produce los
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siguientes nutrientes, algunos de los cuales inhiben o destruyen patdgenos: acidos grasos de cadena corta (favorecen
un pH mas bajo en el colon), aminoacidos (arginina, cisteina, glutamina), poliaminas, factores de crecimiento, vitaminas
y antioxidantes (Cummings y Macfarlane, 1997; Metges, 2000; Milovic y Turchanowa, 2003).

Algunos de los efectos positivos para la salud y el bienestar de la flora microbiana intestinal, en especial la
bifidogénica, son los siguientes: proteccion frente a bacterias patdgenas (efectos bacteriostaticos y bactericidas),
inhibicion competitiva de la adhesion bacteriana (efecto barrera), consumo competitivo de nutrientes para el crecimiento
de patogenos, regulacién de la funcion digestiva (aumento de la digestibilidad de la leche y de la tolerancia a la lactosa
y proteinas), actividad inmunomoduladora y de prevencion de la alergia a macromoléculas, etc (Guarner, 2002).
Asimismo, la microflora del &cido lactico puede participar en la degradacion de compuestos tdxicos, la eliminacién de
sustancias cancerigenas y/o mutagénicas, produccion de compuestos antimutagénicos o antitumorales, etc (Rafter,
2002).

Por otra parte, el interés de los investigadores por los oligosacaridos comenzé hace afios con la observacion
de que podrian ser promotores de ésta flora bifidogénica en los nifios alimentados al pecho (Mountzouris et al, 2002).
Hoy dia, existe evidencia cientifica que demuestra que los oligosacaridos poseen efectos beneficiosos para el nifio
recién nacido por su caracter prebiético y propiedades anti-infecciosas (Kunz et al, 2000). Ademas, parecen ser
resistentes a la hidrélisis enzimatica del tracto gastrointestinal, como se comprueba mediante digestiones in vitro con
preparaciones enzimaticas de pancreas humano y porcino y membranas intestinales (Engfer et al, 2000). En particular,
se ha demostrado que menos del 5 % de los oligosacaridos de leche humana son digeridos en el tracto gastrointestinal
(Gnoth et al, 2000), lo que implica su papel como prebidtico y/o su influencia sobre el sistema inmune local en el
intestino del nifio alimentado con leche materna. En este sentido, los oligosacaridos constituirian la “fibra soluble” de la
leche humana, proporcionando sustrato para todas las bacterias beneficiosas en el colon del lactante, contribuyendo
asi a las diferencias en el pH y flora que existen entre los nifios alimentados al pecho y con férmulas infantiles
(McVeagh y Miller, 1997).

Ademas, los oligosacéridos, por su efecto bifidogénico, estimulan el crecimiento de ciertas especies de
lactobacilos y bifidobacterias capaces de excretar antibiéticos naturales (por ejemplo lactocinas, helveticinas,
lactacinas, curvacinas, nisina o bifidocina) con amplia actividad, ya que pueden ejercer un efecto antimicrobiano sobre
numerosos patdgenos gram-positivos y gram-negativos, tales como Salmonella, Campilobacter y Escherichia Coli
(Guarner y Malagelada, 2003).

Los oligosacaridos de leche materna como receptores de patégenos.

En la actualidad existe un creciente interés en el papel de los oligosacéridos de leche materna como
receptores de patogenos (Tabla 3.1).
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El hecho de que sean sintetizados por las mismas glicosiltransferasas que participan en la sintesis de las
glicoproteinas y glicolipidos de la superficie de las células intestinales, hace que existan similitudes entre los
carbohidratos de la superficie de las células epiteliales y los oligosacéridos. Esto apoya la hipétesis de que estos
Ultimos actuarian como homélogos o anélogos de los receptores celulares para microorganismos patdgenos,
produciéndose interacciones especificas entre ambos y actuando de esta forma como protectores de las células de la
mucosa intestinal al ataque de los patégenos (Newburg, 1996). Constituirian un mecanismo de defensa adicional para
los recién nacidos, cuyo pH gastrico es menos acido que en el adulto y cuyo sistema inmunitario no estd todavia
maduro (McVeagh y Miller, 1997).

Tabla 3.1. Oligosacaridos presentes en la leche humana como receptores de microorganismos.

Receptores Microorganismo
Glicoproteinas conteniendo manosa Escherichia coli (tipo 1 Fimbrae)
Oligosacéridos fucosilados E.coli (enterotoxina termorresist.)
Tetra y pentasacaridos fucosilados E. coli

Sialil a(2-3) lactosa y glicoproteinas E. coli (S-fimbriae)

Sialil («2-3) galactdsidos y mucinas E. coli (S-fimbriae)
Oligosacaridos neutros Sreptococcus pneumoniae

Fuc (a1-2) Gal epitopos Candida Albicans

Gal B(1-4) GlcNAc o Gal B(1-3) GIcNAc Pseudomonas aeruginosa
Sialil-lactosa Campylobacter pylori
Sialil-lactosa Streptococcus sanguis
Sialil-lactosa y glicoproteinas Campylobacter pylori
Glicoproteinas sialiladas (ot2-3) Mycoplasma pneumoniae
Poli-N- acetillactosaminas Mycoplasma pneumoniae
o(2-3) poly-N-acetillactosaminoglicanos Streptococcus suis

Sialil a(2-3)lactosa Influenza virus A

Sialil a(2-3)lactosa Influenza virus B

9-O-Ac de NeuAc a(2-3) Rad Influenza virus C

Kunz y Rudloff, 1993

De hecho, los nifios alimentados al pecho muestran menores tasas de diarrea, enfermedades respiratorias,
otitis media, y en general, enfermedades infecciosas (Newburg, 1999; Kunz et al, 2000) en comparacién con aquellos
alimentados con formula. Varios ejemplos se han descrito: inhibicion del efecto toxico de la toxina estable de
Escherichia coli (Cravioto et al, 1991; Newburg et al, 1992; Crane et al, 1994), inhibicion de la infeccién por
Campylobacter jejuni (Cervantes et al, 1995), bloqueo de la unién de Streptococcus pneumoniae y Haemophilus
influenzae con sus respectivos receptores (Andersson et al, 1986), inhibicion de la union de Helicobacter pylori al
epitelio gastrointestinal (Simon et al, 1997), etc. La tabla 3.2 recoge los patdégenos mas cominmente conocidos y sus

correspondientes ligandos de adhesion.
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Tabla 3.2. Patdgenos y sus correspondientes ligandos de adhesion.

Patégeno Especificidad Referencia
Bacterias

Escherichia Coli (Tipo 1-Fimb) Man Duguid y Gillies, 1957
Escherichia Coli (S-Fimbr) NeuAc o(2-3) Parkinnen et al, 1983
Escherichia Coli (K 99) NeuGce Ouadia et al, 1992
Escherichia Coli (P-Fimbr) Gal a(1-4) Gal Strémberg et al, 1990
Campylobacter pylori Monosialil-gangliosidos Emady et al, 1988
Campylobacter pylori NeuAc o(2-3) Gal Evans et al, 1988

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus suis

Streptococcus suis
Streptococcus sanguis
Helicobacter pylori
Helicobacter pylori
Helicobacter pylori

Vibrio cholerae
Pseudomonas aeruginosa

Chlamydia trachomatis
Virus

Influenza A

Influenza B

Influenza C
Polyomavirus

Rotavirus
Toxinas
Toxina de Vibrio cholerae

Toxina de Escherichia Coli
Toxina Pertussin
Micoplasma

Micoplasma pneumoniae

Hongos
Candida albicans
Protozoos

Gal B(1-4) GlcNAc / Gal
B(1-3) GlcNAc
GalNAc B(1-3) Gal / GalNAc
B(1-4) Gal
NeuAc o(2-3) Gal B(1-4)
GlcNAc B(1-3) Gal
Gal a(1-4) Gal
NeuAc o(2-3) Gal B(1-4) Glc
NeuAc o(2-3)

NeuAc a(2-3) Gal
NeuAc o(2-3) Gal 3(1-4) Glc
Fuc
Gal B(1-4) GlcNAc / Gal
(1-3) GlcNAc
Man

NeuAc o(2-6) Gal B(1-4) Glc
NeuAc o(2-3) Gal B(1-4) Glc
NeuAc:

NeuAc o(2-3) Gal B(1-3)
GalNAc
NeuAc

Gangliosido GM1 / NeuAc
o(2-3) Gal B(1-4) Gle
Fuc
NeuAc

NeuAc o(2-3) Gal con
unidades de polilactosamina

Fuc a(1-2) Gal B

Andersson et al, 1986
Cundell y Tuomanen, 1994
Liukkonen et al, 1992

Haataja et al, 1992
Murray et al, 1982
Hirmo et al, 1996
Miller-Prodraza et al, 1996
Simon et al, 1997
Holmgren et al, 1983
Ramphal et al, 1991

Cho-chou Kuo et al, 1996
Weis et al, 1988
Weis et al, 1988

Rogers et al, 1986
Cahan y Paulson, 1980
Svensson, 1992

|dota et al, 1995

Cravioto et al, 1991
Brennan et al, 1988

Loveless y Feizi, 1989

Brassart et al, 1991

Tripanosoma cruzi NeuAc Schenkman y Eichinger, 1993

Es importante destacar que las madres lactantes se diferencian genéticamente en su capacidad para producir
oligosacéridos, y esto podria influir de manera importante en la susceptibilidad de los recién nacidos alimentados al
pecho a las infecciones intestinales (Erney et al, 2001). La tabla 3.3 muestra las estructuras predominantes en leche

humana en funcion del grupo sanguineo.
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Tabla 3.3. Estructuras predominantes en leche materna en funcion del grupo sanguineo.

Grupo sanguineo Estructura predominante
H Fuc o(1-2) Gal B - Rad
Lewis @ Gal B(1-3) GlcNAc B - Rad
|
Fuc o(1-4)
Lewis Fuc a(1-2) Gal B(1-3) GlcNAc B - Rad
|
Fuc o(1-4)
Lewis * Gal B(1-4) GlcNAc B - Rad
|
Fuc o (1-3)
Lewis ¥ Fuc a(1-2) Gal B(1-4) GlcNAc B - Rad
|
Fuc o(1-3)

Los oligosacaridos de leche materna y la respuesta inflamatoria.

Otro aspecto importante es la influencia de los oligosacaridos sobre la interaccion entre leucocitos y células
endoteliales. Existen actualmente agentes terapéuticos que bloquean dicha interaccion, provocando un efecto
dramético en la progresion de la respuesta inflamatoria en numerosos modelos animales. Dicho efecto se puede
conseguir aplicando el anticuerpo apropiado o utilizando ligandos (carbohidratos sintetizados enzimaticamente)
especificos para las selectinas, una familia de moléculas de adhesion celular que se expresan en la superficie de
leucocitos, plaquetas y células endoteliales, que estan directamente implicados en los fenémenos de adhesién celular
durante los procesos inflamatorios (McEver, 1994; Springer, 1994; Lasky, 1995). Se ha demostrado que muchos

oligosacaridos acidos y fucosilados de leche humana poseen efectos similares (Kunz et al, 1999a).

Rudloff et al (2002) confirmaron la presencia de ligandos sialyl-Lewis entre la fraccion de oligosacaridos de
leche materna, lo que sugiere que podrian ser ligandos especificos de algunas selectinas y por tanto influir en la

respuesta inflamatoria.

Los oligosacaridos de leche materna como suministradores de acido sialico.

Ademas de todo lo sefialado anteriormente, los oligosacaridos de la leche materna podrian desempefiar un
importante papel como suministradores de &cido sialico, esencial para el desarrollo cerebral del lactante. Asi, Sdnchez-
Diaz et al (1997), han encontrado valores mas bajos de acido sialico total y oligosacaridos en nifios alimentados con

formulas de iniciacion que en aquellos alimentados con leche materna, concretamente un 36 y 28% menos
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respectivamente, de los valores encontrados en nifios alimentados al pecho. Por otro lado, Wang et al (2001)
encontraron niveles de acido sialico en leche materna entre 933 y 1405 mg/L, mientras que en férmulas infantiles
menos de 192 mg/L. Ademas, vieron que el acido sidlico presente en las formulas infantiles estéa unido a las proteinas
de la leche, o esta ausente por completo en aquellas que carecen de suero lacteo, mientras que en leche humana la

mayoria del &cido siélico esta unido a oligosacaridos libres que son capaces de actuar como receptores de patdgenos.

Sin embargo, a pesar de la especial relevancia de los oligosacaridos en nutricion infantil, ninguna compafia
suplementa sus férmulas con oligosacaridos similares a los de la leche humana, debido tanto a la complejidad en la
sintesis enzimatica de dichas biomoléculas como a que no se ha encontrado hasta la fecha ninguna especie animal
entre los mamiferos principales productores de leche cuya leche contenga una proporcién de oligosacaridos similar a la
leche materna, tanto cualitativa como cuantitativamente (Martinez-Férez et al, 2001). En este sentido, tan solo la leche
de muy pocas especies, como por ejemplo la de elefante (20.8 g/L) o primate (0.5 — 1 g/L), han demostrado tener un
perfil de oligosacaridos relativamente similar al de la leche humana (Kunz et al, 1999b; Warren et al, 2001), pero no ser

una buena fuente de dichas estructuras dada su escasa produccion y su dificil obtencion.

No obstante, existen compafiias que adicionan estructuras simples producidas enzimaticamente como
fructooligosacéridos (FOS), de origen vegetal, y/o galactooligosacéridos (GOS), de origen lacteo, que poseen un efecto
prebidtico estimulando de forma dosis-dependiente el crecimiento de Bifidobacteria y Lactobacilli en el intestino (Moro
et al, 2002), pero carecen del resto de funciones descritas previamente para los oligosacaridos de leche humana. Otros
compuestos que actualmente se adicionan con las mismas carencias que los FOS y GOS son isomaltooligosacaridos y
oligosacéridos obtenidos de la soja. Algunos ejemplos de productos infantiles enriquecidos con pre- y probidticos se
muestran en la tabla 3.4.

Tabla 3.4. Alimentos infantiles presentes en el mercado enriquecidos con pre-y probiéticos.

Nombre Producto Fabricante Enriquecido con
Almirén Omneo 1 Leche de inicio Nutricia FOS'/ GOS?
Conformil 1 Leche de inicio Milupa FOS/GOS
Conformil 2 Leche de continuacién Milupa FOS/GOS
Nativa 2 Leche de continuacion Nestlé Bifidus BI® + ST4
Nidina 2 Leche de continuacién Nestlé Bifidus Bl + ST
Simbiotic Leche de continuacion Nutribén Bifidus Bl y ST/FOS
Almirén Omneo 2 Leche de crecimiento Nutricia FOS/GOS
Baby 2 Leche de crecimiento Hero Bifidus Bb5 y Bl
Blemil 3 efecto bifidus ~ Leche de crecimiento Ordesa FOS

Blevit Plus Bifidus Cereales infantiles Ordesa FOS

1 FOS: fructooligosacaridos; 2 GOS: galactooligosacaridos; ® Bl: Bifidobacterium longum; 4 ST: Streptococcus thermophilus; 5
Bb: Bifidobacterium bifidum.
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En base a todo lo expuesto, uno de los campos actuales de investigacién es la influencia de la
suplementacion de los preparados para lactantes con oligosacaridos en la susceptibilidad de los recién nacidos a las

enfermedades del tracto gastrointestinal, por ejemplo diarrea aguda.

3.1.2. POLIAMINAS.

Las poliaminas son un grupo de compuestos nitrogenados presentes en tejidos animales, bacterias y virus.
Reciben distintos nombres, como putrescina (diamina), espermidina y espermina (poliaminas). Sus concentraciones
varian segun tejidos y 6rganos, pero aumentan durante los periodos de proliferacion rapida, estimulando la sintesis
proteica y la acumulacién de nucleétidos. Por ello, son buenos marcadores del desarrollo y la proliferacion de la
mucosa intestinal y pancreas. En definitiva son esenciales para el crecimiento y diferenciacion celulares (George y

Defrancesca, 1989).

La leche humana contiene cantidades importantes de poliaminas, aunque sus niveles varian segin los
diversos autores. No obstante, parece claro que la concentracién de poliaminas muestra el siguiente perfil:
espermina>espermidina>putrescina, con una relaciéon de espermidina/espermina de 0.78-0.86. Buts et al (1995),
determinan una concentracion media de espermina, espermidina y putrescina en leche humana de 313, 220 y 24
nmol/dL respectivamente. Numerosos factores modifican la cantidad de poliaminas en leche humana, como factores
genéticos, fase de la lactancia, factores ambientales, y por supuesto, estado nutricional y dieta ingerida. Por ejemplo,
estos autores describen que durante la primera semana posparto, los niveles de putrescina permanecen muy bajos
mientras las concentraciones de las otras dos poliaminas aumentan considerablemente durante los tres primeros dias

hasta alcanzar valores 8-10 veces mayores que el primer dia posparto.

Papel bioldgico de las poliaminas de la leche humana.

Como hemos sefialado anteriormente, las poliaminas son buenos marcadores del desarrollo y la proliferacién
de la mucosa intestinal y pancreas. A pesar de ello, su accién sobre el crecimiento, desarrollo y la permeabilidad
intestinal no es del todo conocida y suscita controversia. Sin embargo, las investigaciones realizadas parecen indicar
que las poliaminas son necesarias para el desarrollo intestinal, y mas concretamente, pueden ejercer efectos tréficos
directos sobre las células intestinales inmaduras, mejorando la permeabilidad de la mucosa. Buts et al (1993),
consiguieron mediante administracién oral de poliaminas a ratas recién nacidas prematuras una maduracion intestinal
prematura. Ter Steege et al (1997), mediante administracién oral de espermina en ratones recién nacidos, obtuvieron
paralelamente a una maduracién bioquimica, una maduracién del sistema inmune intestinal, afectando particularmente
a la diferenciacién de la poblacién linfocitaria intraepitelial. Resultados positivos se han obtenido también en ensayos in
vitro (Capano et al, 1998). De manera opuesta, la deprivacion de poliaminas gastrointestinales mediante dietas
deficientes en las mismas y la inhibicién de la sintesis de poliaminas por bacterias mediante antibiéticos orales,
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conduce a una significativa hipoplasia del intestino delgado y mucosa coldnica, evidenciando su importante papel como

factores esenciales en el desarrollo intestinal (Loser et al, 1999).

Otro capitulo importante de la actividad biologica de las poliaminas de la leche materna es su posible accién
como agentes preventivos de la alergia alimentaria. Una ingesta deficiente de poliaminas podria jugar un papel en la
induccion de la sensibilizacion a alergenos de la dieta. Estudios en humanos indican que existe una variabilidad
individual de la concentracion de poliaminas en la leche de las distintas madres debido a factores genéticos, dietéticos
y de estilos de vida. En base a esto, la probabilidad de desarrollar alergia alimentaria por el nifio puede llegar al 80% si
la concentracion media de espermina en leche es menor de 2 nmol/mL, y, 0% si la concentracion de la misma es mayor
de 13 nmol/mL. También se ha observado que la espermina incrementa la proliferacion y diferenciacion de linfocitos
(Dandrifosse et al, 2000).

En cuanto a la concentracién de poliaminas en los preparados para lactantes es menor que la de la leche
humana. Buts et al (1995), estiman alrededor de 10 veces menos la cantidad de poliaminas en formulas para lactantes
en polvo. Mas aun, Capano et al (1998), sugieren que sdlo la leche humana, y no la leche de vaca ni las férmulas
infantiles, contiene suficientes poliaminas para prevenir la inhibicion del desarrollo celular intestinal en un modelo
celular donde esta inhibida la sintesis de poliaminas.

3.1.3. HORMONAS Y FACTORES DE CRECIMIENTO.

Esta claramente establecido que el calostro y la leche humana contienen numerosas hormonas y factores de
crecimiento. Estas hormonas tienen influencia en un amplio nimero de sistemas. Entre estos sistemas se incluyen el
sistema hipotalamico-hipofisario (ya que la leche contiene prolactina, somatostatina, oxitocina, etc), glandula tiroides
(ya que contiene hormona estimulante del tiroides, tirosina y calcitonina), glandulas sexuales (por su contenido en

estrégenos y progesterona), y glandulas adrenales y pancreaticas (Koldovsky y Strbak, 1995).

Estos compuestos parecen tener poca influencia en el adulto debido a que la escasa permeabilidad del
epitelio intestinal no deja pasar a la mayoria de estos factores. Ahora bien, es importante destacar que cuando estos
compuestos son administrados a pacientes con afecciones intestinales (ej. enfermedad celiaca o de Crohn) la mayor
permeabilidad intestinal asociada a estas patologias podria permitir que estos compuestos alcanzaran sus receptores y
ejercer sus efectos fisioldgicos. En los recién nacidos, al contrario que los adultos sanos, estos péptidos pueden
penetrar debido a la mayor permeabilidad del tracto gastrointestinal. Ademas, la resistencia de estos péptidos y
hormonas a la accion proteolitica del tracto gastrointestinal, que es condicion indispensable para su accién, es grande y
mucho mayor que en adultos. Por tanto, en recién nacidos estos compuestos parecen tener un papel funcional
(Playford et al, 2000).
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Se han realizado numerosos estudios (practicamente todos en modelos celulares y animales) que evidencian
el efecto beneficioso de estos compuestos en el desarrollo y estado inmunitario del recién nacido alimentado con leche

materna. Entre estos compuestos podemos destacar:

a. El factor de crecimiento epidérmico (EGF), que podria participar en la regulacion del desarrollo hepatico e
intestinal. Ingestas orales de EGF producen un aumento de sintesis de DNA, trascripcién de RNA y como
consecuencia, un aumento de la sintesis proteica, asi como una estimulacién del transporte de glucosa, agua
y electrolitos (Bohles et al, 1998; Playford et al, 2000) y podria jugar un papel en la prevencién del fendmeno

de la traslocacion bacteriana (Okuyama et al, 1998).

b. El factor a transformador del crecimiento (TGF-¢), cuyo papel fisioldgico més importante, de acuerdo con la
mayoria de los trabajos, es el mantenimiento de la continuidad del epitelio intestinal asi como su normal

funcionamiento (Playford et al, 2000).

c. El factor g transformador del crecimiento (TGF-/), que parece estar implicado en numerosos procesos como
desarrollo y diferenciacion del epitelio intestinal, crecimiento, carcinogénesis y regulacion de la respuesta
inmune (Playford et al, 2000). Respecto a esta ultima, tiene un efecto crucial en dos mecanismos esenciales
del sistema inmune de la mucosa intestinal: produccién de Ig A e induccion de la tolerancia oral (Kalliomaki et
al, 1999).

d. Factores de crecimiento insulinicos tipo | y Il (IGF-I, IGF-ll), expresados en grandes cantidades en el
estomago e intestino fetal y alcanzando el maximo tras el nacimiento. Parecen promover la proliferacion y

diferenciacion celular (Playford et al, 2000).

e. Hormona del crecimiento (GH), presente en calostro, leche humana y bovina. Parece ejercer un importante

papel en el desarrollo y funcion intestinal (Playford et al, 2000).
. Neuropéptidos, como la neurotensina, sustancia P, somatostatina o el péptido vasoactivo. Parecen potenciar
la respuesta inmunitaria mediante el incremento de produccion de IgA (péptido vasoactivo), estimulacion de

células T, activacion de macréfagos y produccién de IL-12 (Goldman, 2000).

El interés por la presencia de todas estas sustancias bioldgicamente activas en la leche de mujer viene

reforzado por su ausencia casi general en los preparados para lactantes.
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3.1.4. NUCLEOTIDOS.

Los nucledtidos son compuestos constituidos por una base nitrogenada purinica o pirimidinica, una pentosa y
uno o varios grupos fosfatados. Pertenecen a la fraccion nitrogenada no proteica de la leche materna que constituye
entre el 18-30% del nitrégeno total, mientras que en la leche de vaca solo constituye un 5%. Los nucledtidos
representan del 2 al 5% del nitrégeno no proteico de la leche humana, cantidad no despreciable que podria contribuir a
la excelente utilizaciéon de la proteina por los nifios alimentados con leche materna. No obstante, la leche humana,
ademas de nucledtidos, contiene significativas cantidades de compuestos relacionados, como nucledsidos, bases
puricas y pirimidinicas, acidos nucleicos y productos que se derivan de ellos, como la uridina difosfato galactosa (Gil y
Uauy, 1995).

Los nucledtidos y sus metabolitos derivados desempefian un papel clave en numerosos procesos bioquimicos
y fisiolégicos, tales como procesos de transferencia de energia, precursores de la sintesis de &cidos nucleicos (DNA y
RNA) y son claves en la sintesis de carbohidratos, lipidos y proteinas. También actuan sobre el sistema inmunitario,
metabolismo lipidico y funcionalidad hepatica (Gil y Uauy, 1995).

Los nucledtidos pueden ser sintetizados enddgenamente, sin embargo, pueden llegar a ser esenciales en
ciertas ocasiones cuando esta sintesis es insuficiente para cubrir las necesidades del organismo, aunque su ausencia
no provoque carencia en el sentido clasico del término. Ejemplo de estas situaciones son determinadas patologias,
cuadros donde se limite la sintesis endogena, casos de déficit alimentario y periodos de crecimiento rapido como
ocurre en el recién nacido (Uauy, 1989). Por ello se recurre al término semiesencial para describir el papel de los
nucledtidos en la nutricién humana. En base a lo anterior, el aporte exégeno de estos nutrientes en tales condiciones
ahorraria al organismo el costo de la sintesis de nucleétidos o el de la via de recuperacién de los mismos, optimizando
las funciones histicas. Una de estas situaciones fisioldgicas donde los nucleétidos desempefian un papel semiesencial
es la del recién nacido, debido a que ciertos tejidos en rapido desarrollo como el epitelio intestinal o las células linfoides

necesitan una cantidad incrementada de estos compuestos, situacién que pasamos a tratar a continuacion.

Papel bioldgico de los nucleétidos en el recién nacido.

En primer lugar, es importante destacar que la leche humana es la exclusiva fuente de nucleétidos para el
recién nacido en los primeros meses de vida y su perfil de nucleétidos es marcadamente diferente al de las formulas
infantiles, asi como al de la leche de vaca, cabra y oveja (Gil y Sdnchez-Medina, 1982). Ademas, los datos referidos a
la adicion de nucledtidos a lactantes son limitados. Carver et al (1991), encuentran en lactantes alimentados al pecho y
con formulas adicionadas de nucledtidos, un aumento de la actividad de NK y produccion de IL-2 respecto de aquellos
alimentados con preparados libres de nucledtidos. Pickering et al (1998) demostraron que férmulas infantiles
enriquecidas con nucledtidos al mismo nivel que la leche humana incrementa la respuesta inmune humoral

produciendo anticuerpos frente a Haemophilus influenzae tipo b (Hib) y diphtheria.
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Por otra parte, se han llevado a cabo diversos estudios que muestran el efecto de los nucleétidos en el perfil
de &cidos grasos, provocando un aumento de las concentraciones plasmaticas y eritrocitarias de &cidos grasos
polinsaturados de cadena larga tanto en recién nacidos (Gil et al, 1986) como en modelos animales (Boza et al, 1992;
Jiménez et al, 1992). Esos trabajos sugieren que los nucledtidos exdgenos favorecerian la elongacion a 20 atomos de
carbono de los acidos grasos esenciales. Otro mecanismo de actuacion podria estar relacionado con la inhibicién de la
actividad de las desaturasas por altos niveles de 18:2n-6 (&cido linoleico) en la dieta (caso de algunos preparados para
lactantes). De esta forma, los nucledtidos de la dieta favorecerian la desaturacion y elongacién de los &cidos grasos
esenciales revertiendo la situacion de inhibicion de las desaturasas en situaciones de exceso de sustrato (acido
linoleico) en la dieta (Martinez-Valverde et al, 1996).

En base al caracter semiesencial de los nucleétidos, a su carencia en férmulas maternizadas y a los distintos
estudios mencionados que sugieren el potencial de los nucleétidos de la leche materna en inmunidad, absorcion de
hierro, flora intestinal, metabolismo lipidico, y desarrollo intestinal, se estan adicionando en la actualidad a las formulas

infantiles con el fin de aproximarlas lo més posible a la leche materna (Gil y Valverde, Patent # US 4.544.559, 1985).

3.1.5. LACTOFERRINA.

La lactoferrina es uno de los componentes mas importantes de las proteinas de la leche materna,
constituyendo alrededor del 10-15% de las mismas. El calostro contiene aproximadamente entre 2-3 g/L, mientras que
en la leche madura desciende a 1-1,5 g/L (Lonnerdal et al, 1976). Mas recientemente, Montagne et al (2001) detectaron
niveles de lactoferrina de 5.8 g/L en calostro y 2.0 g/L en leche madura. Es una glicoproteina de peso molecular
alrededor de 80.000 Da capaz de unirse a dos atomos de hierro férrico, conjuntamente con los aniones bicarbonato o
carbonato. Debido a esta capacidad de ligante de hierro, se le han atribuido funciones de mantenimiento del status de

hierro en el periodo neonatal y propiedades inhibitorias del crecimiento bacteriano como se describe mas adelante.

Esta proteina posee la capacidad de resistir la proteolisis, especialmente en su forma saturada de hierro, por
tanto, puede resistir en el intestino del lactante la accion de las enzimas pancreéticas y pepsina. Prueba de ello es la
recuperacion de lactoferrina intacta en deposiciones de lactantes alimentados al pecho o con lactancia artificial en
numerosos estudios (Brines y Brock, 1983; Davidson y Lonnerdal, 1987). También se ha hallado en orina, lo que

prueba que no sélo puede resistir la digestidn sino también ser absorbida y excretada intacta (Hutchens et al, 1991).

Funciones biolégicas atribuidas a la lactoferrina.

Se han propuesto numerosas funciones fisioldgicas, aunque unas deben ser consideradas con mas

precaucion que otras. A continuacion describimos las mas importantes.
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a. Papel de la lactoferrina en la absorcion de hierro.

A partir del conocimiento de que una parte significativa del hierro en la leche humana va unida a la
lactoferrina, se ha formulado la hipdtesis de que la lactoferrina podria favorecer la absorcion de hierro en los lactantes
alimentados con leche materna. La capacidad de una parte de la lactoferrina de escapar a la digestion, asi como la
existencia de lactoferrina suficiente como para ligar la totalidad del hierro de la leche humana apoyan esta hipétesis
(Lonnerdal, 1997). Mas aun, se ha observado que los lactantes alimentados con leche materna, que contiene 0,2-0,4
mg/L de hierro, tienen un status de hierro a los seis meses de edad mejor que el de los alimentados con preparados
para lactantes que tenian una mayor cantidad de hierro (0,7 mg/L) (Fransson y Lonnerdal, 1980). Saarinen et al (1977)
encontraron una absorcion del 50% del hierro en leche humana y del 20% en férmulas infantiles. Sin embargo, diversos
estudios realizados con aporte de lactoferrina bovina no encuentran diferencias significativas respecto de su adicién o
no a preparados con sulfato ferroso, argumentandose que esta falta de efecto puede deberse a que la lactoferrina

bovina es incapaz de unirse a los receptores intestinales humanos (Lonnerdal, 1997).

b. Papel de la lactoferrina como antimicrobiano, antiviral y antifingico.

Se han sugerido diversos mecanismos responsables de la actividad antimicrobiana de la lactoferrina (Naidu y
Arnold, 1997). Esta capacidad antimicrobiana no es exclusiva de la lactoferrina integra, sino que se ha demostrado la
existencia de derivados procedentes de la digestion de la misma con dicha capacidad. Kuwata et al (1998), evidencian
la generacion de péptidos antimicrobianos (lactoferricina) resultantes de la digestion de la ingesta oral de lactoferrina

bovina.

En los Ultimos afios ha cobrado gran interés la actividad antiviral de la lactoferrina. Los mecanismos de accion
parecen estar relacionados con la inhibicién del proceso de adsorcion de la particula viral por parte de la célula. Se ha
encontrado este efecto protector en estudios in vitro con citomegalovirus, Herpes simplex, hepatitis C y otros (Yi et al,
1997; Marcheti, 1998). No obstante, existen otros estudios que muestran un efecto fungistatico de la leche humana

mediada por lactoferrina debido a su capacidad ligante del hierro (Andersson et al, 2000).

A través de todos estos mecanismos, y de algun otro, la lactoferrina humana puede desempefiar un papel

esencial en la proteccion del recién nacido frente a infecciones gastrointestinales (Lonnerdal, 1997).

c. Papel de la lactoferrina como factor de crecimiento.

La lactoferrina parece estimular el crecimiento y la proliferacidon de la mucosa intestinal. Segin Nichols et al
(1987), la lactoferrina humana favorece la incorporacion de timidina en el DNA de las células de las criptas de rata. Este

efecto no parece ser dependiente de la presencia de hierro en la lactoferrina humana y el hecho de que la mayor parte

de la misma no esté saturada de hierro parece apoyar esta hipétesis.
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Debido a estas capacidades y dadas sus importantes funciones bioldgicas descritas, la lactoferrina esta
siendo afiadida a algunas leches maternizadas. Para ello existen preparados comerciales de lactoferrina bovina y se
investiga en la obtencién de lactoferrina humana recombinante insertando el gen en el genoma de la levadura de

cerveza, Aspergillus, células renales de hamster y/o vaca.

3.1.6. PEPTIDOS BIOACTIVOS.

En los Ultimos afios existe un creciente interés por determinados fragmentos especificos de las proteinas de
la dieta, liberados tras la digestién de las mismas, que tienen una actividad bioldgica, regulando procesos fisioldgicos,
ademas de su valor nutricional. La literatura cientifica evidencia que estos péptidos bioactivos pueden atravesar el
epitelio intestinal y llegar a tejidos periféricos via circulacién sistémica, pudiendo ejercer funciones especificas a nivel
local, tracto gastrointestinal, y a nivel sistémico. Dentro de estas actividades, los péptidos bioactivos podrian alterar el
metabolismo celular y actuar como vasorreguladores, factores de crecimiento, inductores hormonales y

neurotransmisores (Robert y Zaloga, 1994).

La gran diversidad de péptidos encontrados en leche humana y de vaca viene determinado por la variabilidad
de las proteinas de una especie animal respecto de la otra. Por ejemplo, la caseina de la leche de vaca esta formada
por caseina aS1, aS2, B y k, mientras que la caseina humana contiene sobre todo caseina B y un poco de caseina «.
La caseina parece ser la mayor fuente de estos péptidos, pero las proteinas del suero también contienen fragmentos
con actividad biologica. En la tabla 3.5 se reflejan los principales péptidos bioactivos obtenidos por hidrélisis de las
proteinas de leche humana y de vaca. Estos péptidos bioactivos se han obtenido mediante digestiones in vitro, con

enzimas proteoliticas tanto de origen animal como microbiano, e in vivo, por digestién de la proteina precursora.

Tabla 3.5. Principales péptidos bioactivos obtenidos por hidrdlisis de las proteinas de leche humana y de vaca.

Origen de la leche  Péptidos bioactivos Bioactividad descrita
Caseina o Vaca o casomorfina Actividad opiacea
Vaca caseina o exorfina Actividad opiacea
Vaca casokinina Actividad antihipertensiva
Caseina B Humana  Vaca [ casomorfina Actividad opiacea
Humana Vaca casokinina Actividad inmunomoduladora

Humana Vaca Caseinfosfopéptido + antihipertensiva
Biodisponibilidad mineral
Caseina Vaca Caseinmacropéptido  Modulacion de la motricidad
gastrointestinal y liberacion
de hormonas

Humana Vaca Casoxina Antagonista opiaceo
Casoplatelinas Actividad antitrombotica
o-lactoalbumina Humana  Vaca Fragmentos 50-53 Actividad opiacea
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[B-lactoglobulina Vaca B-lactorfinas Actividad opiacea +
antihipertensiva

Lactoferrina Vaca
Lactoferrosina Antagonista opiaceo
Lactotransferrina  Humana

Beneficios de los péptidos bioactivos.

a. Peptidos con efectos sobre el sistema digestivo.

Se han aislado péptidos que muestran actividad opiacea. Estos, se unen a los receptores en el lumen
intestinal y actian como moduladores exdgenos de la motilidad gastrointestinal, permeabilidad intestinal y liberacién de
hormonas intestinales. Entre ellos se encuentran las casomorfinas, péptidos de 4-10 aminoacidos derivados de la aty B
caseina. Concretamente las [B-casomorfinas son capaces de reducir la secrecidn gastrica y la motilidad intestinal,
importante efecto para el tratamiento de la diarrea, e incluso podrian ejercer un efecto local, sin necesidad de

absorcion sistémica, reduciendo el reflejo peristaltico mediante reduccién de la respuesta refleja (Allescher et al, 2000).

También se han descrito péptidos de actividad opioide antagonista, como las casoxinas (procedente de x-
caseina) y lactoferroxinas, que podrian antagonizar el efecto de inhibicién de la motilidad gastrica inducida por las
casomorfinas. En la leche madura domina la actividad opioide dado que las o y B caseinas se encuentran en mayor

concentracion que la k-caseina (Schanbacher et al, 1998).

Otros péptidos de accién sobre el sistema gastrointestinal son los llamados caseinmacropéptidos,
relacionados con la secrecion de la hormona colecistoquinina reguladora de la secrecion pancredtica y reguladora del
vaciamiento gastrico (Beucher et al, 1994). El denominado glicomacropéptido (GMP) ha sido objeto de numerosos
estudios. Es el resultado de la inicial digestion de la k-caseina con obtencién de la x-paracaseina y el GMP, que
comprende los aminoacidos 106-169 de la x-caseina. Se le atribuyen numerosas funciones biologicas como ser factor
estimulador de bifidobacterias (al contener oligosacéaridos), fuente de acido sialico (importante para el desarrollo
cerebral del lactante), actividad antiviral (debido a los residuos de &cido sialico), modulador de las secreciones gastricas
y puede ser objeto de nuevas digestiones dando lugar a péptidos bioactivos con actividad antitrombética (Steijins,
1996).

b.  Péptidos con efectos inmunomoduladores y antimicrobianos.

Suelen ser pequefios péptidos de 4-6 aminoacidos, como por ejemplo el Met-enkephalin, que altera la

respuesta inmune y retrasa la respuesta de hipersensibilidad cutanea (Jankovic y Maric, 1990). Como ejemplo de
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actividad antimicrobiana, podemos citar fragmentos de la caseina a conocidos como isracidina, que muestran in vivo

un efecto antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus (Lahov y Regelson, 1996).

c. Péptidos con efectos sobre el sistema cardiovascular.

Los principales efectos descritos sobre el sistema cardiovascular son de actividad antihipertensiva y actividad
antitrombotica. Los péptidos que poseen actividad antihipertensiva lo hacen por inhibicion de la enzima de la
conversion de angiotensina. Esta enzima es clave en la regulacion de la presién sanguinea al convertir la angiotensina |
en angiotensina Il que es un potente vasoconstrictor. Se han descrito tres péptidos de la a1 caseina y dos de la 3-
caseina que muestran esta actividad (Schlimme y Meissel, 1995). El efecto antitrombético de otra serie de peptidos
procedentes, entre otros lugares, de la caseina- « de la leche de vaca, parece venir dada de la similitud estructural de
éstos con la cadena vy del fibrindgeno, de forma que entran en competencia con los receptores plaquetarios, inhibiendo

asi, la agregacion plaquetaria (Jolles et al, 1986).

Hoy en dia, existen diferentes férmulas nutricionales que contienen péptidos, pero el tipo y cantidad de los
mismos varia de unas a otras dependiendo de la fuente proteica utilizada (caseina, lactoalbimina, soja, carne) y del
grado y tipo de hidrolisis enzimatica empleada. Se han obtenido mejores respuestas inmunolégicas en ratones
alimentados con hidrolizados de lactoalbumina que de caseina (Bounous y Kongshavn, 1982), mejor respuesta inmune
con caseina que con proteina de legumbres (Martinez et al, 1992) y menor presion arterial en individuos alimentados

con proteina vegetal que con animal (Rouse y Beilin, 1994).

3.1.7. SUPLEMENTACION DE FORMULAS INFANTILES CON FACTORES TROFICOS.

En base a las importantes funciones biolégicas descritas anteriormente para los factores tréficos de la leche
materna y que son nutrientes potencialmente esenciales en periodos de crecimiento y desarrollo o cuando la capacidad
de sintesis no supera las necesidades de los mismos, como es el caso del recién nacido, la adicion de factores tréficos
a las férmulas infantiles aportaria un nuevo paso en el dificil reto de conseguir maternizar lo maximo posible las leches
para lactantes existentes en el mercado. Por otro lado, ademas de su potencial aplicabilidad en nutricién infantil, la
suplementacion de alimentos funcionales especificos para la tercera edad con algunos de estos factores tréficos, e
incluso en nutricion clinica y hospitalaria para el tratamiento de pacientes con ciertas patologias, como sindrome de
intestino corto e inflamacion crénica, podria contribuir a una mejor y mas rapida recuperacion, y en definitiva a mejorar

la calidad de vida de estas personas.
No obstante, dicha suplementacién esta condicionada por la dificultad de sintesis, tanto por via enzimatica

como biotecnoldgica, y por la posibilidad de aislamiento de dichas biomoléculas minoritarias en caso de existir una

fuente natural rica en las mismas.
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En la actualidad existe una amplia gama de técnicas para la separacion y purificacion de compuestos

minoritarios de matrices complejas, algunas de las cuales se describen a continuacion.

3.2. SEPARACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS MINORITARIOS.

En la separacion de compuestos bioactivos (proteinas, péptidos y otros componentes minoritarios de bajo
peso molecular) existe una amplia gama de procesos, entre los que se pueden mencionar los siguientes: métodos
cromatograficos (de fase normal y reversa, de adsorcidn, de intercambio iénico, de exclusion por tamafio, por afinidad),
separacion multidimensional (electroforesis bidimensional en gel y cromatografia multidimensional), tecnologia de
membranas, sistemas de dos fases, purificacién y electroforesis capilar (Larive ef al, 1999). De entre todos los métodos
mencionados, a excepcion de la tecnologia de membranas, ninguno ha tenido implantacién a gran escala, bien por su
complejidad, alto costo, pobre selectividad, baja produccion y/o degradacién (asociada a pH, temperatura o

concentracion de sales usados en el proceso) inaceptable del producto (Zydney, 1998).

Asi por ejemplo, Pearce (1992) desestimo la cromatografia de intercambio iénico para el fraccionamiento de
proteinas y componentes de bajo peso molecular por ser anti-econémico a gran escala, aunque conducia a una
separacién efectiva. En este sentido, Skudder (1985) demostrd que la resina de intercambio anionico Spherosil-QMA
adsorbia preferentemente B-lactoglobulina a pH 6.63 con una minima adsorcion de inmunoglobulinas, lactoferrina y

lactoperoxidasa, aunque a nivel industrial su aplicacion era econémicamente inviable.

También se han usado procesos de precipitacion selectiva por combinacién de cambios de pH, concentracion
de sales y temperatura, aunque no han llegado a utilizarse a escala comercial debido a los altos costes y la gran
cantidad de efluentes no deseados (Maubois y Ollivier, 1997). Por ejemplo, segiin Amundson et al (1982), la proteina
B-lactoglobulina puede ser precipitada del suero a pH 4.65, o las inmunoglobulinas utilizando sulfato de sodio o amonio
(Maubois y Ollivier, 1997).

Sin embargo, la tecnologia de separacién por membranas tiene en el presente un alto impacto industrial, con
un mercado en constante crecimiento ya que es efectiva y econémicamente viable. En este sentido, se aplica a un
amplio rango de procesos de separacidn y/o concentracion debido a que ofrece ventajas respecto a los métodos
convencionales mencionados, tales como reduccién de costes, mayor selectividad y menor aparicién de productos no
deseados (puesto que no se requieren aditivos), mayor simplicidad, posibilidad de llevar a cabo la operacion en
continuo, menor consumo de energia (ya que no hay un cambio de fase asociado al proceso), facilidad de combinacién

con otros procesos, posibilidad de efectuar la operacidn en condiciones no severas y facil escalado.

Dado que es la tecnologia de mayor viabilidad, se describird en mas detalle y se recogeran las

investigaciones mas relevantes.
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3.2.1. SEPARACION POR MEMBRANAS: GENERALIDADES.
En general, la filtracién se define como la separacion de dos mas componentes de una corriente fluida

(Cheryan, 1986), siendo en este caso la membrana la que actia como barrera selectiva entre dos fases: la

alimentacion y el filtrado o permeado (Figura 3.1).

Retenido

L

« Alimentacion

Permeado

Figura 3.1. Diagrama general de un proceso de filtracion por membranas.

Clasificacion de los procesos de separacion por membranas.

Los procesos de membrana en los que la fuerza impulsora es la presion se clasifican generalmente en 4
categorias, basandose en las particulas o moléculas separadas, y por tanto en funcién del tamafio de poro de la
membrana, que son: microfiltracion (MF), ultrafiltracion (UF), nanofiltracion (NF) y ésmosis inversa (RO). A medida que
se reduce el tamafio de poro, la resistencia a la transferencia de materia se hace mayor y por tanto la presién a aplicar

tiene que ser mayor. A continuacidn se describen cada uno de ellos.

e Microfiltracion (0.05-10 um, 0.5-3 bar).

La microfiltracién se utiliza para separar particulas en el rango de 0.05 a 10 um utilizando membranas
porosas, y suele trabajar con presiones en un rango entre 0.5 y 3 bar (figura 3.2). La mayoria de las membranas de
microfiltracion suelen estar fabricadas con materiales poliméricos, aunque los materiales inorganicos son también muy
utilizados, tales como alumina, zirconio, titanio, carbono y varios metales (acero, estafio, niquel, etc). Se utilizan
principalmente para retener sélidos suspendidos y pueden usarse en procesos de clarificacion (como paso previo de

limpieza), esterilizacion y concentracion. Algunas aplicaciones importantes son: esterilizacion en frio de bebidas y
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productos farmacéuticos, clarificacion de zumos de frutas, vino y cerveza, recuperacion de metales como éxidos o

hidroxidos coloidales, tratamiento de aguas residuales y de superficie y separacion de emulsiones aceite-agua.

Microfiltracion - MF
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Figura 3.2. Esquema general de un proceso de microfiltracion.

e Ultrafiltracion (0.1-0.001 um, 1-10 bar).

La ultrafiltracién se utiliza para retener moléculas de relativo gran tamafio en un rango entre 2 y 100 nm, como
por ejemplo proteinas, polimeros o particulas coloidales y emulsiones, aplicando presiones comprendidas entre 1y 10
bar (figura 3.3). Las moléculas pequefas tales como sales y disolventes o solutos de bajo peso molecular pueden
pasar libremente a través de la membrana. Al igual que en microfiltracién, las membranas de ultrafiltracién pueden
estar fabricadas tanto de polimeros como de materiales inorganicos. La ultrafiltracion tiene muchas aplicaciones como
etapa de concentracién y purificacidon en la industria lactea (leche, lactosuero, queso, etc) y alimentaria (almidon,
proteinas, etc), asi como en metalurgia, industria textil (recuperacion de tintes) y del automdvil (recuperacion de

pinturas) y tratamiento de aguas residuales.

Ultrafiltracion — UF
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Figura 3.3. Esquema general de un proceso de ultrafiltracion.

e Nanofiltracién (0.005-0.0005 um, 5-30 bar)

La nanofiltracién es un proceso de membrana intermedio entre la ultrafiltracion y la dsmosis inversa,

empleado para retener moléculas organicas de bajo peso molecular (200-1000 Da) e iones multivalentes, como por

58



TESIS DOCTORAL

ejemplo Ca?* (figura 3.4). La separacidn de iones se realiza en base a sus caracteristicas de difusion y carga, con lo
que dicha separacion se encuentra gobernada por fenomenos de transferencia de materia, consistentes en difusion y
flujo a través de poros. Las presiones aplicadas se mueven en el rango comprendido entre 5-30 bar, relativamente bajo
en comparacion con la dsmosis inversa. Las membranas de nandfiltracién son principalmente membranas compuestas
(composite), mas parecidas a las de dsmosis inversa que a las de ultrafiltracion. Las principales aplicaciones de este
proceso son la separacion de pequefias moléculas, tales como péptidos, enzimas, antibioticos, tintes, herbicidas,

pesticidas e insecticidas, eliminacion de la dureza del agua y tratamiento de aguas residuales.

Nanofiltracion - NF
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Figura 3.4. Esquema general de un proceso de nanofiltracion.

o Osmosis inversa (<0.0005 um, 10-50 bar).

La 6smosis inversa permite retener moléculas de bajo peso molecular, tales como las sales. La retencion de
disolventes organicos generalmente no es alta debido a que se disuelven en la membrana. La resistencia de ésta es
mayor que en la nanofiltracion, lo que implica que el flujo, para una presién determinada, es siempre menor. Las
presiones a aplicar son del orden de 10 a 50 bar. Se utilizan membranas tanto asimétricas como compuestas, siendo

los materiales mas comunes triacetato de celulosa, poliamidas aromaticas y polibenzimidazoles.
Su mayor campo de aplicacidn esta en la desalinizacién de agua de mar, produccion de agua ultrapura,
concentracion de zumos, azlcares y leche en la industria alimentaria y tratamiento de aguas residuales. La figura 3.5

muestra un esquema general de un proceso de 6smosis inversa.

En concreto, para la leche, se pueden sintetizar de forma esquematica los componentes que separa cada

operacidn de acuerdo con la figura 3.6.
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Osmosis inversa - RO
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Figura 3.5. Esquema general de un proceso de 6smosis inversa.
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Figura 3.6. Espectro de filtracion de los componentes de la leche por procesos de membrana.

Morfologia y materiales de membrana.
Las membranas se pueden clasificar atendiendo a su morfologia y al material en que estén fabricadas. Desde
el punto de vista de su morfologia, se distinguen basicamente 3 tipos de membranas: homogéneas, asimétricas y

compuestas (A. Guadix, Tesis Doctoral, 2001).

a. Membranas homogéneas.
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Las membranas homogéneas tienen un espesor comprendido entre 10 y 200 um, siendo la resistencia a la
transferencia de materia proporcional al espesor de la membrana. No obstante, se encuentran poco desarrolladas

puesto que presentan una permeabilidad relativamente débil.

b. Membranas asimétricas.

Las membranas asimétricas, también denominadas anisotrdpicas, estan constituidas por una pelicula fina y
densa superior de 0.1 a 1.5 um de espesor, soportada por una sub-capa porosa de estructura relativamente porosa con
un espesor de entre 50 a 150 um que permite un elevado flujo de solvente. Por tanto, combina la selectividad de una
membrana densa con el alto indice de permeabilidad de una membrana delgada, puesto que la resistencia a la

transferencia de materia esta determinada fundamentalmente por la primera pelicula.

¢. Membranas compuestas.

Un tipo especial de membranas asimétricas, son las membranas compuestas, que fueron desarrolladas con el
fin de aumentar la permeabilidad de las membranas asimétricas mediante una disminucion del espesor de la capa
activa. Se elaboran depositando una delgada pelicula semipermeable de 10 a 100 nm sobre un soporte poroso de
polisulfonas u otros polimeros. Entre el soporte y la capa activa se sitla una capa mesoporosa que actia de union
entre capas y aporta estabilidad al conjunto. El soporte macroporoso y la capa activa estan formados de materiales

diferentes, de ahi el nombre de “compuestas”.

A su vez, en cuanto al material del que estan fabricadas, las membranas porosas de filtracion se clasifican en

organicas, minerales o inorganicas y liquidas. A continuacion se describen brevemente cada una de ellas.

a. Membranas organicas.

Las membranas organicas estan fabricadas a base de polimeros o mezcla de estos, como por ejemplo
acetato de celulosa, poliamidas, polisulfona, etc. Se hallan bien desarrolladas y son competitivas en cuanto a sus
propiedades de separacién y costes. Pueden ser hidrofilicas, si estan hechas de materiales altamente polares con alta
afinidad por el agua, como ésteres celuldsicos, poliamidas alifaticas, etc o bien hidrofébicas, si se componen de

materiales apolares con baja afinidad por el agua, como polietileno, polipropileno, etc.

Las primeras membranas organicas fueron las de acetato de celulosa, en las que el material de base es la
celulosa en las que se reemplazan uno o varios grupos hidroxilo por grupos acetilo. Su fabricacion es facil y barata y
ofrece baja adsorcion de proteinas, por lo tanto, poseen una tendencia al colmatado inferior a otros polimeros. Sin
embargo, este tipo de polimero actualmente esta en desuso puesto que presenta sensibilidad a la temperatura, pH y

cloro, lo que dificulta el trabajo a temperaturas elevadas sobre todo durante los procesos de limpieza. Igualmente, son
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sensibles a la degradacion por parte de microorganismos y a la compactacion por efecto de la presion aplicada, lo que

disminuye la permeabilidad y modifica la selectividad.

Las membranas de poliamidas fueron desarrolladas para las aplicaciones de dsmosis inversa y nanofiltracion,
teniendo en cuenta los inconvenientes del acetato de celulosa. Este material tiene mayor resistencia a temperaturas
elevadas, mejor estabilidad quimica, mayor tolerancia a pHs extremos y una resistencia mecanica superior. No
obstante, tiene gran sensibilidad a los oxidantes, en concreto al cloro, permeabilidad reducida y presenta problemas de

adsorcion, en particular de proteinas, debido a su caracter menos hidréfilo que el acetato de celulosa.

Por su parte, las membranas de polisulfonas se caracterizan por tener un grupo —SO2- relativamente estable.
La carga de la membrana va a depender en cada momento del pH de la solucién en contacto con ella. Actualmente
alcanzan una gran difusién en el mercado, ya sea formando la capa activa 0 como base de los componentes
macroporosos. Ofrecen una buena estabilidad térmica, correcta resistencia a los pHs extremos (1-13), lo que le
confiere un gran interés desde el punto de vista de la limpieza, y buena resistencia a concentraciones de cloro
relativamente elevadas (5-200 mg/L) segun el periodo de exposicion. Aunque las evoluciones habidas en los Ultimos
afios han mejorado esta caracteristica, tienen cierta sensibilidad al compactado, dado que en general no soportan

presiones superiores a 25 bar.

Otros materiales ampliamente utilizados en la fabricacion de membranas organicas son los polimeros
acrilicos y los fluorados. Los principales polimeros acrilicos utilizados son el acido acrilico (también conocido como
acido acroleico) y el poliacrilonitrilo, ya sea bien solos, asociados (&cido acrilico sobre poliamidas o polialcoholes) o
formando copolimeros. Ofrecen buena estabilidad térmica y quimica y la posibilidad de almacenado en seco. Por el
contrario, su resistencia mecanica es limitada y se encuentra dificultad para obtener pequefios didmetros de poro. En
cuanto a los polimeros fluorados se emplean exclusivamente en microfiltracion, siendo los mas comunes el polifluoruro
de vinilideno (PVDF) y el politetrafluoroetileno (PTFE), ya sea de forma aislada, formando uniones con otros polimeros
o en forma de copolimeros unidos. Su resistencia térmica y estabilidad quimica son excelentes, aunque la
permeabilidad es reducida, debido al caracter hidréfobo de la membrana, siendo también dificil obtener pequefios

diametros de poro.

b. Membranas inorgénicas o minerales.

Las membranas inorganicas o minerales son conocidas como las membranas de tercera generacion por ser
las mas avanzadas del mercado. Las de soporte de carbono estan constituidas por tubos de carbono poroso de 6 mm
de didmetro interior, 2 mm de espesor y 1200 mm de longitud. El interior del tubo esta recubierto de una capa fina de
dxido de zirconio de 10 a 20 um de espesor. Estas membranas son susceptibles de separar moléculas con una masa

molar de 20000 o més hasta particulas de 0.1 um.
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Las membranas inorganicas compuestas de alimina han surgido de la investigacion realizada en la industria
nuclear. En el mercado se encuentran fundamentalmente bajo la geometria tubular y de monolito o multicanal, es decir,
se trata de un bloque ceramico atravesado en toda su longitud por varios canales. El soporte suele estar realizado en
alumina o con un diametro de poro de 12 um. Las capas activas con un espesor de 20 um pueden tener diferente

naturaleza (alumina a, alimina v, 6xido de zirconio), segun el diametro de poro deseado.

Con las membranas minerales se puede trabajar a pHs comprendidos entre 0 y 14 y a presiones de 20 bar.
Son muy pocos los agentes quimicos que afectan a estas membranas, excepto el acido fluorhidrico, y en el caso de
membranas en base de alimina, el acido fosférico. Ademas, soportan temperaturas de esterilizacién, por lo que son de
gran aplicabilidad en la industria alimentaria dadas las normas higiénicas exigidas. Ademas, se caracterizan por su
capacidad de “backflushing”, técnica por la que se aplica presién desde la corriente de filtrado hacia la alimentacién o
retenido, a fin de cambiar el sentido del flujo en el interior de los poros de la membrana y asi mejorar los fenémenos de
fouling. Sin embargo, su precio es muy elevado y el volumen muerto es muy importante (1.5 L/m2) debido a su

configuracion tubular.

¢. Membranas liquidas.

Las membranas liquidas se utilizan tanto adsorbidas en capilares como emulsionadas, y aunque han sido
muy estudiadas, se les han encontrado pocas aplicaciones a nivel industrial. Una de ellas es la recuperacion de uranilo
del agua de mar y las salmueras (Franklin et al, Patente CU #22269 A1, 1989).

Por otra parte, en cuanto a los métodos de fabricacién de membranas porosas de filtracién, es importante
resaltar que tanto el material de la membrana como el tamafio de poro deseado influyen en la seleccién del método
mas apropiado. En este sentido, los principales métodos de fabricacion de membranas son los siguientes: separacion o
inversidn de fases para las membranas organicas de microfiltracion o ultrafiltracién, polimerizacién interfacial para las
membranas orgénicas de nanofiltracion y 6smosis inversa y sinterizacion para las membranas minerales de

microfiltracién, ultrafiltracién y nanofiltracion.

Configuraciones de membrana.

Para sus aplicaciones industriales, las membranas deben montarse sobre unos determinados soportes

denominados modulos, que le confieren diferentes configuraciones: plana, espiral, tubular y de fibra hueca; algunas de

éstas configuraciones se muestran en la figura 3.7.
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Planas

Espirales

Ceramicas tubulares

Organicas tubulares

Figura 3.7. Configuraciones de membrana plana, espiral y tubular (cedido por Invensys APV group, New York, USA).

A continuacion se describen brevemente cada una de ellas:

a. Médulos planos.

La configuracion en modulos planos es la mas simple y la mas antigua. Se puede presentar en forma de
placas unitarias o en forma de cartucho (figura 3.8). Uno de los pardmetros importantes es la distancia entre
membranas. Una distancia reducida hace necesaria la prefiltracion, dificulta la limpieza e impide el tratamiento de
productos viscosos. Por otra parte, una distancia elevada implica un volumen muerto importante, aunque disminuye la

energia necesaria para el bombeo.

L o e > Permeado
et = TR Retenido

Alimentacion =) - = e

Membrana

Placa de soporte Membrana

Figura 3.8. Esquema de una membrana de configuracioén plana en forma de cartucho.
Este sistema es muy modular, pudiendo ser modificado de manera relativamente sencilla, con gran facilidad

para el recambio de membranas. No obstante, el sistema es poco compacto (de 100 a 400 m2 por m?) y requiere una

inversion relativamente elevada. La figura 3.9 muestra membranas planas reales utilizadas a escala industrial.
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Figura 3.9. Membranas de configuracién plana.

b. Médulos espirales.

En los mddulos de configuracién espiral, las membranas planas son enrolladas alrededor de un tubo
perforado y hueco destinado a conducir el permeado, tal como se muestra en la figura 3.10. Entre las membranas se
instala una rejilla plastica de espesor variable, que tiene la funcion de separar las membranas y, al mismo tiempo, crear

una turbulencia en la vena del fluido.

Alimentacion

Membrana .
Retenido

Permeado

Espaciador del canal de

permeado Espaciador del canal de

alimentacion

Figura 3.10. Enrollamiento de membranas planas en configuracion espiral.

Para poder ejercer la presion necesaria al proceso, los rulos de membrana, denominados cartuchos, son
insertados en cuerpos de presion tubulares con un sistema de juntas en los extremos (figura 3.11). En general, en un
tubo de presion se instalan varios cartuchos. El sistema es modular, pudiendo ser adaptado a las necesidades de la

industria con relativa facilidad.
La compacidad de éstos modulos es elevada (de 300 a 1000 m2 por md), el coste de inversion es

relativamente reducido y el consumo energético es bajo. Por el contrario, presenta baja adaptabilidad a productos

viscosos, con flujos reducidos. Las pérdidas de carga y la colmatacion son elevadas y aparecen zonas muertas.
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Cartucho
en espiral

Sistema de
juntas

Figura 3.11. Membranas de configuracion espiral.

e Modulos tubulares.

Los médulos tubulares estan constituidos por tubos porosos sobre los cuales esta fijada la membrana. El
didmetro del tubo resulta de un compromiso entre el consumo de energia (que disminuye con el didmetro) y el coste de
fabricacion (que aumenta con el diametro). Al tratarse de tubos con diametros relativamente importantes, los médulos
tubulares pueden aceptar fluidos relativamente cargados de particulas y ofrecen sencillez en la instalacion, limpieza y
reemplazamiento de las membranas. Las figuras 3.12 y 3.13 muestran membranas tubulares ceramicas y orgénicas
respectivamente (Invensys APV group).

Segun Martinez-Alonso (1999), las ventajas de la configuracion tubular frente a las demas son las siguientes:
facilidad de limpieza, simplificacién de los pretratamientos, simplicidad de la tecnologia de reemplazo e instalacion de
las membranas y, por Ultimo, posibilidad de escalar el proceso con fiabilidad. Ademas, si se comparan las membranas
ceramicas tubulares con las planas en un proceso de filtracidén de leche, se aprecia que debido a la diferencia de
velocidades de circulacion entre ambas en idénticas condiciones de presion, las planas necesitan mas superficie
(Grangeon y Lescoche, 2000).

Figura 3.12. Membranas cerdmicas tubulares.
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Figura 3.13. Membranas organicas tubulares.

d. Médulos de fibra hueca.

Los modulos de fibra hueca pueden ser considerados como mdédulos tubulares compuestos de tubos de
pequefio diametro (figura 3.14). Generalmente, los tubos huecos tienen un diametro exterior comprendido entre 50 y
1000 um y un didmetro interior entre 25 y 800 um, y se obtienen mediante procesos de hilado analogos a los utilizados
en la industria textil. La diferencia con los médulos tubulares es que éstos estan constituidos por una membrana activa
y un soporte inerte, mientras que las fibras huecas juegan a la vez el papel de soporte y de membrana. Su estructura
es generalmente asimétrica, con la capa activa situada bien en el exterior o en el interior de la fibra. Poseen alta
compacidad, con la relacién superficie de intercambio/unidad de volumen mas elevada (entre 1000 y 10000 m2 por m3)
y un volumen muerto reducido. El consumo energético es bajo, ya que el régimen de circulacién es laminar. La
sensibilidad al colmatado es elevada, debido al reducido diametro de las fibras, por lo que es necesario realizar
pretratamientos relativamente exhaustivos y se encuentra dificultad para el tratamiento de productos viscosos. No

obstante, existe la posibilidad de limpieza en contracorriente.

Figura 3.14. Configuracion en mddulos de fibra hueca.
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Modos de operacion.

Los modos de operacién que existen en la separacion de componentes por membranas son basicamente

dos: concentracion y diafiltracién (continua o discontinua) (Schwartz, 2003).

e  Concentracion.

En el modo de operacion por concentracion, la solucién a filtrar es bombeada al modulo de membrana de
forma continua, lo que se traduce en una reduccion de volumen de la fraccién que no es capaz de atravesar la
membrana, definiéndose el factor de concentracién (FC) como el nimero de veces que la corriente de alimentacion

reduce su volumen desde el volumen inicial (Millipore, Technical Brief, 2003).

La figura 3.15 muestra un ejemplo de filtracion convencional (aunque el mismo principio se aplica en los
procesos de filtracion tangencial) por concentracion con un FC = 2 de una muestra compuesta por agua, moléculas de
gran tamafio y sales solubles. Se observa que las moléculas de tamafio superior al corte de la membrana quedan
retenidas en la mitad del volumen original (de ahi el nombre de concentracion) junto con la mitad de las sales solubles.
Por su parte, el filtrado contiene la otra mitad de las sales solubles, pero ninguna de las moléculas de mayor tamafio.
Por tanto, las moléculas grandes son concentradas por eliminacion de agua y sales. La relacién sales solubles/volumen
en el concentrado permanece constante, por lo que la fuerza ionica de dicha solucién también se mantiene

relativamente constante.

Presion
aplicada
A 4
e® ° ¢ O
.o... ?.. o0, ° 0o Concentrado
pihtd K odl R ) o retenido
Membrana — [LALLAALAA PA7 7777277
® Moléculas de tamafio > poro — Permeado o
[ ] ' .
o Sales solubles filtrado
INICIAL FINAL

Figura 3.15. Proceso de filtracién por concentracion 2X.

No obstante, la posibilidad de concentrar esta limitada por las condiciones fluidodinamicas del proceso, ya
que al concentrar, la viscosidad del producto incrementa, lo que se traduce en un descenso del flujo a través de la

membrana.
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o Diafiltracion.

El modo de operacion por diafiltracion es esencialmente un proceso de dilucidén que se realiza junto con un
proceso de concentracion, en el que agua, o cualquier otro solvente, es adicionado mientras se va retirando el filtrado.
Se utiliza ampliamente en procesos de filtracion para eliminacién de compuestos cuya retencién es nula o préxima a
cero, por ejemplo sales solubles (reduccién de la fuerza iénica), ya que presenta ventajas frente a los métodos
tradicionales de didlisis y filtracion en gel, tales como un menor tiempo de proceso, menor volumen de agua requerido,
la muestra podria ser posteriormente concentrada en el mismo dispositivo, minimizando el riesgo de contaminacion o
pérdida de muestra, etc (Schwartz, 2003).

Se define el volumen de diafiltracion o diavolumen (Vo) como el volumen de retenido cuando comienza el
proceso de diafiltracion (Millipore, Technical Brief, 2003), y tasa de diafiltracion (Tp) al nimero de diavolumenes de

solucién afiadidos.

Existen varias formas de realizar la diafiltracién, pero aunque el fin podria ser el mismo, el tiempo de
operacion y el volumen de solvente requerido para completar el proceso puede variar considerablemente de una a otra.

Son las siguientes:

a. Diafiltracion continua.

La técnica de la diafiltracion continua (también denominada como diafiltracion a volumen constante) conlleva
la adicion de agua o un tampén a la misma velocidad que se genera la corriente de filtrado, con lo que el volumen de

retenido permanece constante.

b. Diafiltracion discontinua.

La diafiltracién discontinua se puede realizar de dos formas diferentes, mediante dilucién secuencial o por
reduccién de volumen:
e Dilucidn secuencial: implica en primer lugar diluir la muestra hasta un predeterminado volumen, con agua o el
tampdn deseado, y posteriormente concentrar la muestra por ultrafiltracion hasta el volumen original. Dicho
proceso se repite el nimero de veces necesario hasta que el porcentaje deseado de las sales, solventes o
moléculas de bajo peso molecular es filtrado a través de la membrana.

e Reduccion de volumen: consiste en el proceso inverso a la diafiltracién discontinua por dilucién secuencial.
En ella, la muestra es previamente concentrada hasta un volumen predeterminado y a continuacién es diluida
hasta su volumen original por adicidn de agua o cualquier otro solvente. Al igual que la anterior, este ciclo se

repite hasta conseguir el porcentaje de separacion requerido.
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3.2.2. SEPARACION POR MEMBRANAS: ESTUDIOS REALIZADOS.

Las investigaciones realizadas en el campo de la separacién de biomoléculas minoritarias por tecnologia de

membranas se pueden agrupar en dos lineas fundamentales:

e Aquellos autores que se han centrado en la optimizacion de la separacion basandose en los efectos estéricos
y en el modo de operacion del proceso, que son las denominadas técnicas convencionales de filtracion
tangencial (TFF).

e Aquellos grupos de investigacion que consideran otros factores ademas de los estéricos en los procesos de
separacién de biomoléculas por membranas, como los factores de exclusion ionica, pH y fuerza idnica,
modificando por tanto la carga y el radio idnico, conocido como proceso de filtracion tangencial de alta
resoluciéon, HPTFF (Nystrém, 1998; Zydney, 1998).

Los procesos de TFF tienen una aplicacion limitada a separaciones de solutos cuyo tamafio difiere entre si un
minimo de 10 veces (van Reis et al, 1997). Como razones para dicha limitacién se han citado frecuentemente la amplia
distribucion de tamafios de poro (Mochizuki y Zydney, 1993), el fouling de la membrana (Meireles et al, 1991) y los
fendmenos de polarizacion por concentracion (Nakatsuka y Michaels, 1992). No obstante, a pesar de sus limitaciones,
son muchos los trabajos de investigacion en los que la separacion de proteinas en soluciones modelo se ha llevado a
cabo mediante TFF (Nakao et al, 1988; Lentsch et al, 1993; Balakrishnan y Agarwal, 1996; Millesime et al, 1996;
Sannier et al, 1996).

Por otra parte, a escala comercial, el uso de la TFF en la industria biotecnoldgica se ha visto restringido a
separaciones de mezclas célula-proteina (Arathoon et al, US Patent #5.053.334, 1991), virus-proteina (DiLeo et al,
1992) y proteina-tampdn (Kurnik et al, 1995). A continuacién se detallan cronolégicamente los estudios mas revelantes

realizados en la ultima década.

Suréwka y Celej (1996) estudiaron el fraccionamiento y la retencion de algunos componentes de leche de
vaca desnatada (materia seca, proteina, plomo, cobre y zinc) durante procesos sucesivos de ultrafiltracion y
diafiltracion discontinua a través de 3 membranas sucesivas de fibra hueca con peso molecular de corte decreciente
(100, 30 y 10 KDa). El permeado procedente de la primera etapa de ultrafiltracion de tamafio de poro 100 KDa
constituy6 el alimento para la siguiente etapa de 30 KDa, cuyo permeado aliment a la ultima etapa de tamafio de corte
10 KDa. Los retenidos procedentes de cada etapa de ultrafiltracion se sometieron a diafiltracién discontinua. La mayor
retencidn se observé para la primera membrana, 49.0 y 96.9 % para materia seca y proteina respectivamente, y 40.3,
40.7 y 92.4 % para plomo, cobre y zinc, respectivamente. Esto se debid a la impermeabilidad de dicha membrana a la
caseina y a la afinidad de dicha proteina por los metales analizados, especialmente zinc. Algunas de las sustancias

proteicas que atravesaron esta primera membrana fueron retenidas por las membranas de 30 y 10 KDa, lo que sugiere
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que no todas las proteinas del suero estan asociadas, permaneciendo por tanto en forma de monémeros o agregados
de peso molecular inferior a 100 KDa. Estas proteinas estan parcialmente unidas a zinc, pero muestran una menor
afinidad a cobre e hierro, ya que el 34, 78 y 77 % respectivamente del zinc, cobre y plomo contenido en el permeado
tras la retencion de la caseina no fueron retenidos por las membranas de 30 y 10 KDa, y fueron transmitidas al Gltimo

permeado.

Punidadas y Rizvi (1998) separaron leche parcialmente desnatada en una fraccién rica en caseina y otra en
proteinas séricas utilizando membranas ceramicas de tamafio de poro de 0.05 y 0.2 um. De entre los tamafios de corte
ensayados, la membrana de 0.05 um tuvo un mejor comportamiento, pues retuvo todas las caseinas y sélo permitio el
paso a su través de B-lactoglobulina, o-lactoalbumina y componentes de bajo peso molecular. El flujo de permeado se
vio afectado principalmente por la velocidad de flujo, mientras que la presion transmembrana tuvo poco efecto. Las
condiciones de operacion optimas fueron 5.4 ms' y 138 KPa a 50°C. El permeado poseia una excelente capacidad

espumante y un contenido en proteina de 0.31 %.

Vellenga y Tragardh (1998) estudiaron la retencién en procesos de nanofiltracion de soluciones de sales,
azlcares y mezclas de azlcares y sales en distintas proporciones. Observaron que: 1. La retencién de las sales
dependia de la concentracion de la mismas; 2. La retencion de los azlcares no era dependiente de su concentracion ni
de la velocidad de flujo para concentraciones hasta 90 g/L y nimero de Reynolds comprendido entre 2200 y 6600; 3.
Cuando azlcares y sales estaban presentes, la retencidn de las sales dependia tanto de la concentracién de sales
como de azlcares. Asi, observaron que un incremento en la concentracion de azucar conllevaba un descenso en la

retencion de sales.

Gésan-Guiziou et al (1999) obtuvieron dos fracciones, una rica en o-lactoalbimina (52-83 %) y otra en 3-
lactoglobulina (85-94 %), procedente de suero lacteo por un proceso secuencial que incluye las siguientes etapas:
clarificacién-desnatado del concentrado de proteinas del suero, precipitacion de o-lactoalbimina, separacion de [3-
lactoglobulina soluble por diafiltracion o microfiliracién (membranas de 0.2 micras de tamafio de corte en ambos casos),

lavado del precipitado, solubilizacién del precipitado, concentracién y purificacion de o-lactoalbimina.

Muller et al (1999) estudiaron tres modos de operacion para la purificacién de o-lactoalbimina de suero
lacteo acido: diafiltracion continua, concentracion discontinua y concentracion continua. Utilizaron para ello membranas
ceramicas de 1.20 m de longitud, 3.6 mm de di&dmetro hidrdulico interno y 0.045 m2 de superficie de filtracion (TAMI
Industries, Nyons, Francia). Comprobaron que el rendimiento dependia de la pureza de la alimentacion inicial, de la
transmision (membrana y condiciones de operacion) y del modo de operacion. Concluyeron que una concentracion
continua hasta una reduccién de volumen entre 11 y 15 o una combinacion de concentracion y diafiltracién continua

conducia a un mayor rendimiento y pureza de o-lactoalbimina en el permeado final.
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Goulas et al (2002) nanofiltraron diferentes soluciones modelo de azlcares y una mezcla comercial de
galacto-oligosacaridos en un dispositivo de filtracion tangencial. Observaron que los factores de rechazo de los
azucares individuales aumentaban con la presion debido a un incremento del flujo de solvente y a una compactacion de
la membrana, siendo mayor dicho efecto para las moléculas de bajo peso molecular. También vieron que un aumento
de la concentracion total de azlcares en la alimentacién conducia a un descenso en la retencién de los mismos y que
un aumento de la temperatura de filtracién conllevaba un descenso en la retencién de los azlcares de bajo peso
molecular. Ensayaron diferentes membranas y modos de operacion, concluyendo que los mejores rendimientos se
obtenian con diafiltracidn continua a través de las membranas NF-CA-50 de InterSep (a 25 °C) y DS-5-DL de Desal (a

60 °C): 14-18 % para monosacaridos, 59-89 % para disacaridos y 81-98 % para trisacaridos, respectivamente.

Por ofra parte, la HPTFF, al estar basada en las diferencias de tamafio y carga de las biomoléculas a separar,
permite separar moléculas de igual peso molecular o incluso retener biomoléculas de tamafio inferior a otras que
atraviesan la membrana (Christy et al, 2002). Por tanto, la HPTFF, a diferencia de la TFF, es un método de purificacién
bidimensional. A continuacién se describen cronolégicamente los trabajos de investigacién publicados méas importantes

en éste campo.

Aimar et al (1986) estudiaron la adsorcion de albumina sérica bovina en membranas IRIS 3038 utilizando
proteinas marcadas con yodo-125, y ensayaron diferentes valores de pH y concentracion sin aplicar presion.
Concluyeron que simplemente el contacto de la membrana con una solucién diluida de albimina sérica bovina
conducia a drasticos cambios de las propiedades de filtracion, lo que habria que tener en cuenta en el proceso de

ultrafiltracion.

Mehra y Donnelly (1993) filtraron por una membrana de celulosa de 100 KDa modelo YM100 de Amicon Ltd
(Millipore Corporation, Massachussets, EEUU) diferentes soluciones de proteinas séricas, encontrando que un
aumento de pH en el rango comprendido entre 5 y 10 incrementaba la transmision de cada proteina, al contrario que la
presencia de calcio. También observaron que el fraccionamiento de las proteinas séricas de bajo peso molecular (j3-
lactoglobulina y o-lactoalbimina) de las de mayor peso molecular (albUmina sérica bovina, lactoferrina e

inmunoglobulinas) se conseguia mejor a pH 8.0.

Saksena y Zydney (1994) separaron albimina de inmunoglobulinas (I9gG) mediante membranas de
polietersulfona de 100 y 300 KDa, demostrando que la efectividad de la filtracion selectiva de proteinas se veia
fuertemente alterada mediante un control apropiado de las interacciones electrostaticas a través de cambios en el pH
ylo fuerza ibnica. Asi, modificaciones de pH y fuerza iénica de 7.0 y 0.15 M respectivamente (condiciones fisiolégicas) a
4.8y 0.0015 M, aumentaba la selectividad de 2.0 a 50 a través de la membrana de 100 KDa. Por otra parte, se produjo

un mayor paso de IgG a través de la membrana de 300 KDa a pH 7.4 y una fuerza iénica de 0.0015 M NaCl.
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Pujar y Zydney (1994) demostraron como la transmision de la proteina BSA a través de una membrana de
polietersulfona de 100 KDa disminuia en mas de dos unidades de magnitud cuando la fuerza iénica se reducia de 0.15
a 0.0015 M. Concluyeron que las caracteristicas de rechazo de éstas membranas semipermeables podian ser

drasticamente alteradas por cambios en la solucion que la rodea.

Palecek y Zydney (1994) estudiaron la microfiltracion por membranas de polietersulfona de 0.16 um de
albumina, lisozima, ribonucleasa A, hemoglobina e inmunoglobulinas, obteniendo en estado estacionario que la
permeabilidad de cada proteina era maxima en su punto isoeléctrico y disminuia conforme se aumentaba la

concentracion de sal a pH por encima y por debajo de su punto isoeléctrico.

Tsuru et al (1994) ensayaron varias membranas de nanofiltracion fabricadas con diferentes materiales
(poliamida y poliéter sulfonado) con objeto de separar péptidos y aminoacidos basandose en la diferencia de carga
entre ellos y su interaccidn con la membrana. Observaron que las membranas de nanofiltracion con un tamafio de corte
por debajo de 300 Da no eran capaces de separar la fraccion de aminoacidos; en cambio, al ensayar membranas de
tamafio de corte comprendido entre 2000 y 3000 Da consiguieron que los aminoacidos cargados y los péptidos
quedasen retenidos mientras que los aminodcidos neutros atravesaban la misma. Consiguieron asimismo separar

péptidos de diferente punto isoeléctrico por modificacion del pH.

Bouhallab y Henry (1995) estudiaron la transmisién de 3-CN (193-209), un péptido hidrofébico derivado de la
[3-caseina bovina, durante la ultrafiltracién a través de membranas M5 Carbosep de 10 KDa, M2 Carbosep de 15 KDa y
Kerasep de 15 KDa en funcién del pH, fuerza idnica y en presencia de mezclas de péptidos pequefios utilizados como
competidores de adsorcién. Se obtuvieron transmisiones de 6, 53 y 66% mientras que el porcentaje de péptidos

adsorbidos fue de 41, 89 y 0% con las membranas M5, M2 y Kerasep, respectivamente.

Raymond et al (1995) demostraron el potencial de los sistemas de membranas para el fraccionamiento de
proteinas plasmaticas de similar peso molecular, trabajando con soluciones modelo de hemoglobina (67000 Da) y
albumina (69000 Da) a través de membranas de polietersulfona de 100 KDa de tamafio de corte. Observaron que el
factor de separacion del sistema hemoglobina-albiimina podia ser incrementado a mas de 70 simplemente reduciendo
la concentracién de sales y ajustando el pH alrededor de 7 (préximo al punto isoeléctrico de la hemoglobina).
Realizaron experimentos de diafiltracién en los que vieron que la recuperacién de la hemoglobina fue superior al 70%

tras 3 ciclos de diafiltracion, con un factor de purificacion de la hemoglobina préximo a 100 bajo dichas condiciones.

Nystrom et al (1998) realizaron gran cantidad de experimentos con diferentes membranas para mostrar como
las propiedades fisicoquimicas de las membranas y las proteinas influyen en el proceso de fraccionamiento. Utilizaron
para ello proteinas globulares de peso molecular comprendido entre 15000 y 80000 g mol-!, cuyo punto isoeléctrico

variaba entre 4.6 y 11 (BSA, ovoalbimina, lisozima, lactoferrina, mioglobina y conalbimina). Observaron, tal como se
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esperaba, que trabajando en las condiciones optimas de pH y fuerza ionica, se podian conseguir muy buenos valores

de selectividad, incluso para proteinas de similar peso molecular.

Pujar y Zydney (1998) realizaron estudios de cromatografia de exclusidén por tamafio y ultrafiltracion en
paralelo utilizando dextrano neutro y proteinas cargadas, centrados en las interacciones electrostaticas entre ellos.
Observaron un comportamiento similar asi como una similitud en las interacciones electrostaticas entre compuestos y

en la separacion conseguida entre ambas técnicas de separacion.

Ghosh y Cui (1998) estudiaron el efecto de la modificacion de pH en el fraccionamiento de BSA y lisozima por
ultrafiltracion a través de una membrana de polisulfona de 50 KDa de tamafio de corte. Encontraron que la selectividad
en mezclas diluidas de BSA y lisozima dependia en gran medida del pH y varia desde 3,3 a pH 5,2 hasta 220,0 a pH
8,8. Sin embargo, vieron que a medida que aumentaba la concentracién en la alimentacion disminuia dramaticamente
la transmision de lisozima a través de la membrana. Por otra parte, encontraron un aumento de la transmisién de
lisozima hasta el 63% pretratando la superficie de la membrana con mioglobina, incluso con elevadas concentraciones

en la alimentacion.

Posteriormente, Ghosh et al (1998) estudiaron la influencia de la inyeccién de aire presurizado (proceso
conocido como gas sparging) durante el fraccionamiento de dichas proteinas por ultrafiltracion a través de una
membrana de polisulfona de tamario de poro 100 KDa. Observaron un incremento significativo en la selectividad (més
de 18 veces) asi como una disminucién en la transmision de ambas proteinas, mayor en el caso de la BSA, mejorando
por tanto el fraccionamiento de ambas proteinas. Dicho incremento en la selectividad se consigui6 con un bajo flujo de

gas lo que impidio la formacion de espuma y la desnaturalizacion de las proteinas fraccionadas.

Martin-Orue et al (1998) nanofiltraron varios péptidos y aminoécidos cargados en soluciones de complejidad
creciente a través de una membrana inorganica. Comprobaron que los efectos debidos a la carga, repulsién de iones y
atraccion de contraiones, prevalecieron sobre el comportamiento del soluto mas que los efectos debidos al tamafio en
cualquier solucién estudiada. La transmision de cualquiera de los solutos, y por tanto la selectividad de la separacién se
vio profundamente afectada por el medio que rodea a dicho soluto, principalmente debido a las interacciones

competitivas soluto/soluto y soluto/membrana.

Pouliot et al (1999) estudiaron la posibilidad de separar los péptidos presentes en un hidrolizado de proteinas
de suero con tripsina por ultrafiltracion y nanofiltracién. Utilizaron una membrana de tamafio de corte de 10 KDa para
separar la enzima y el producto no hidrolizado de la mezcla de reaccién. Evaluaron 5 modelos de membranas
diferentes de Osmonics (Minnetonka, MN, Estados Unidos) y vieron que el modelo SG13 de tamafio molecular de corte
comprendido entre 1000 y 5000 g mol-' poseia las mejores propiedades de separacion y mayores flujos de permeado.
Observaron que un incremento de pH de 5 a 9 en dicha membrana no solo aumentaba el flujo de permeado y los

valores de transmision de nitrégeno, sino que también disminuia el indice de fouling. Sin embargo, al adicionar NaCl
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incrementaba la permeabilidad pero conllevaba un incremento del fouling. Por ultimo, un estudio detallado de la
separacion proteica obtenida mostré que los péptidos cargados negativamente se encontraban en menor proporcion en
el permeado, mientras que la tendencia opuesta se observd con los péptidos neutros y aquellos cargados

positivamente.

Van Reis et al (1999) estudiaron el efecto de la carga de la membrana, en combinacién con el pH del tampon,
en la separacién de proteinas por HPTFF, obteniendo mejoras significativas tanto en la selectividad como en el
rendimiento y factores de purificacion de hasta 990 veces. Dichos resultados fueron obtenidos en sistemas a escala
similares a los utilizados actualmente en la industria para ultrafiltracion de productos farmacéuticos humanos

producidos por métodos de DNA recombinante.

Howell et al (1999) estudiaron la transmision de la albimina bovina a través de membranas de tamario de
corte de 50 KDa, 100 KDa y 0,2 um en condiciones controladas de flujo y bajas presiones transmembrana. La
membrana de 50 KDa resulté en bajos valores de transmisién, aunque aumenté gradualmente con el flujo,
observandose un agudo incremento cuando el flujo alcanzé los 50 L m2 h-'. De la misma manera, la membrana de 100
KDa tuvo un comportamiento similar. En cambio, la membrana de 0.2 um no mostré este fendmeno de flujo critico,
obteniendo aproximadamente un 100 % de transmision hasta flujos de 200 L m2 h-'. Observaron también que la
transmision en el punto isoeléctrico de la albumina bovina (pH 4.9) fue mucho mayor que a pH 3.5 u 8 bajo las mismas

condiciones de operacién.

Sannier et al (2000) purificaron B-lactoglobulina caprina procedente de suero mediante un proceso de
ultrafiltracion acoplado a un reactor enzimatico de membrana. La base de dicho proceso de purificacion fue la hidrélisis
enzimatica de las proteinas contaminantes (cr-lactoalbimina y trazas de albimina sérica) con pepsina a 40 °C y pH 2,
condiciones bajo las cuales la B-lactoglobulina es resistente a la digestion péptica. Simultdneamente a dicho proceso,
la B-lactoglobulina fue separada de los péptidos por ultrafiltracion. Ensayaron 3 membranas de diferente tamafio de
corte, 10, 30 y 50 KDa; observaron que la segunda ofrecia un mayor porcentaje de recuperacién y pureza de [3-
lactoglobulina en el producto final, 74 y 84 % respectivamente, asi como una concentracion 6.6 veces superior en

comparacion con el suero inicial.

Ghosh y Cui (2000 a) estudiaron la separacion de lisozima de la clara de huevo por ultrafiltracion a través de
membranas de polisulfona de 25 y 50 KDa. Observaron que valores elevados de pH reportaban mayores valores de
flujo de permeado y transmisién de lisozima con ambas membranas, aunque la primera condujo a una mayor pureza.
También observaron que el flujo de permeado, la productividad y la pureza obtenidos con la membrana de 50 kDa se
veian mejorados con el aumento de la presidn transmembrana. También investigaron la posibilidad de utilizar un
proceso secuencial en dos etapas de ambas membranas, 50 y 25 KDa, obteniendo una pureza del 99.2% bajo

determinadas condiciones de operacion.
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Posteriormente, Ghosh y Cui (2000 b) estudiaron la influencia del pretratamiento de la membrana con
mioglobina sobre la separacion citada anteriormente. Encontraron que la transmision de lisozima fue aproximadamente
un 26 % superior con la membrana pretratada, y que la transmision de otras proteinas presentes como ovoalbimina o
conalbimina era inversamente dependiente de la presion transmembrana. De esta manera, con una presion

transmembrana de 20 KPa el porcentaje de pureza de lisozima fue del 18 %, llegando al 96 % a 120 KPa.

Sarney et al (2000) disefiaron un proceso para el aislamiento de la fraccién de oligosacaridos biolégicamente
activos de leche que combina tratamiento enzimatico previo de la leche desnatada con [B-galactosidasa, y posterior
ultrafiltracién y nandfiltracion. Demostraron que la hidrélisis enzimatica de la lactosa a pH 5.2 con -galactosidasa (EC
3.2.1.23) procedente de Aspergillus oryzae hidrolizé practicamente el 100 % de la lactosa en 4-5 horas, sin observar
ningln cambio aparente en la fraccion de oligosacaridos. La enzima fue retirada del hidrolizado por ultrafiltracién a
través de una membrana de tamafio de poro 10 KDa de Amicon (Beverly, MA, EEUU). Posteriormente, ensayaron
varias membranas de nanofiltracion de diferentes tamafios de corte y materiales, observando un mejor comportamiento
con la membrana modelo NF-CA-50 de acetato de celulosa de InterSep (Wokingham, UK), con la que consiguieron
obtener en 4 ciclos mas del 97 % de la fraccion inicial de oligosacaridos. Por dltimo, comprobaron que el perfil de

oligosacéridos obtenido por este método era idéntico al obtenido por cromatografia de permeacidn en gel convencional.

Ulber et al (2001) investigaron la posibilidad de purificar lactoferrina bovina procedente de suero dulce
mediante un proceso basado en dos etapas: microfiltracién tangencial y aislamiento con membranas de intercambio
cationico. Comprobaron la idoneidad de las membranas adsorbentes para el objetivo perseguido frente a la
cromatografia de intercambio idnico dados los mayores flujos obtenidos y por tanto ciclos de trabajo mas cortos, asi

como por su facil manejo y escalado.

Lapointe et al (2003) investigaron el fraccionamiento de un hidrolizado de B-lactoglobulina por nanofiltracion.
La mezcla de péptidos se prepard por hidrdlisis con tripsina de B-lactoglobulina comercial seguida de un proceso de
ultrafiltracion para retirar la enzima. Para el fraccionamiento utilizaron una membrana de nanofiltracién modelo SG13 de
Osmonics con un peso molecular de corte de 2500 g mol-'. Investigaron la influencia de la presion de trabajo (0.2 y 0.5
MPa), la velocidad de recirculacion (0.17 y 0.29 m s) y el tiempo de recirculacion (30 y 120 minutos) sobre la
transmision de los diferentes péptidos individuales. En particular, observaron que la transmision de los péptidos B-Lg
102-105 y B-Lg 142-148 se veia fuertemente aumentada incrementando el tiempo de recirculacion a 120 minutos y
trabajando a baja velocidad de recirculacién, a cualquiera de las presiones de trabajo ensayadas. En general,
concluyeron que la selectividad de la membrana de nanofiltracion estaba influenciada por las condiciones

hidrodinamicas y el tiempo de recirculacion a través de una posible interaccion péptido-péptido.
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4. OBJETIVOS.
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El trabajo que se describe en la presente Memoria forma parte de la labor investigadora que el Grupo de

Biorreactores del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Granada y el Departamento de

Biomedicina de Puleva Biotech S.A. estan llevando a cabo para el desarrollo de técnicas de produccion y separacion de

compuestos con actividad bioldgica.

Una de sus lineas esta centrada en la obtencién de oligosacaridos por ultrafiltracion. Estos carbohidratos son

considerados nutrientes potencialmente esenciales en periodos de desarrollo y en determinadas enfermedades,

aunque actualmente no se incluyen en la formulacién de alimentos infantiles por su dificultad de sintesis o aislamiento

de fuentes naturales a gran escala.

Por ello, los objetivos planificados para ésta Tesis Doctoral fueron los siguientes:

Busqueda de una fuente de oligosacaridos similares a los de leche materna para nutricion infantil en la leche

de las principales especies animales productoras: vaca, cabra y oveja.

Evaluacién de su actividad funcional a nivel gastrointestinal mediante el estudio de la influencia de los
oligosacaridos sobre la diferenciacion (PCNA, actividad fosfatasa alcalina, leucin-aminopeptidasa y
disacaridasas) y la expresion de mucinas (MUC2, MUC4 y MUCS5B) y “trefoil-factors” en células intestinales
en cultivo (Caco-2 y HT29/MTX).

Evaluacion de la actividad funcional a nivel inmunolégico mediante la determinacion de la influencia de los
oligosacaridos en la adhesion de monocitos sobre células endoteliales de cordén umbilical humano (HUVEC)
bajo condiciones de flujo.

Obtencién de la fraccidn de oligosacaridos por tecnologia de membranas. El objetivo perseguido era poner a
punto el proceso de ultrafiltracion que permitiera la separacion o aislamiento de la fraccién proteica del 90-
95% de los oligosacéridos sin alterar sus propiedades bioldgicas ni su biodisponibilidad.

Modelizacién dinamica del proceso de ultrafiltracion.

Optimizacion de la etapa de separacién para minimizar el area de filtracién lo que determinaria el modo de

operacion mas idéneo para llevar este proceso a cabo a escala industrial.
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5. MATERIALES Y METODOS.
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5.1. SELECCION DE LA FUENTE DE OLIGOSACARIDOS.

5.1.1. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LA FRACCION DE OLIGOSACARIDOS.

La identificacion y cuantificacion de la fraccion de oligosacaridos en las muestras se realizo usando el método
descrito por Kunz et al (1996, 1999b). En dicho método se aplican las siguientes técnicas analiticas: cromatografia
liquida de intercambio anionico a alto pH con deteccion amperométrica pulsante (HPAEC-PAD) para la cuantificacion
de oligosacaridos y cromatografia de capa fina de alta resolucion (HP-TLC) junto con espectrometria de masas de

bombardeo atémico rapido (FAB-MS) para la caracterizacién de los mismos.

5.1.1.1. Sustrato.

Para el andlisis comparativo de la fraccién de oligosacéridos de leche procedente de diferentes especies
animales, se utilizé leche materna que fue amablemente donada por mujeres en estado de lactacion a través del
Hospital Clinico de la Universidad de Granada, leche de vaca y de oveja suministrados por las empresas Puleva Food
S.A.y Puleva Biotech S.A. respectivamente, asi como leche de cabra de la raza Murciano-Granadina suministrada por

la Granja Experimental Ganadera de la Diputacién Provincial de Granada (Albolote, Granada, Espafia).

Previamente a la identificacién, la fraccién de oligosacéridos fue aislada y purificada del resto de
componentes por delipidacién, precipitacion proteica y cromatografia de permeacién en gel. La grasa de las muestras
se elimino por centrifugacion a 6500 xg y 4 °C durante 25 minutos, mientras que la fraccién proteica fue precipitada con
etanol al 66 %. El etanol se elimind posteriormente en trampa de vapor refrigerada Speed Vac® modelo SPD121P
(Savant Instruments, NY, EEUU) a vacio. La solucién resultante conteniendo lactosa, oligosacéridos y sales minerales

se denomind solucién 0S-1.

5.1.1.2. Cromatografia de capa fina de alta resolucién (HP-TLC).

Una alicuota de 5 pL de la solucién OS-1 se analiz6é por cromatografia de permeacién en gel aplicando una
solucion butanol:4cido acético:agua (2.5:1:1). Posteriormente, las placas se trataron con una solucidén conteniendo
orcinol 35 mM en &cido sulfirico al 4 % (v/v). Por ultimo, las placas se calentaron a 100 °C durante 5 minutos haciendo
posible la deteccion cualitativa por medio de bandas de los oligosacaridos presentes en la muestra (Kunz et al, 1999b).

5.1.1.3. Purificacion por cromatografia de permeacién en gel.

La solucion OS-1 se diluy6 hasta 1 mL con agua milli-Q y se inyectd en una columna Sephadex G-25

(Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) conectada a un sistema de FPLC (Akta Prime, Amersham Biosciences,
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Uppsala, Suecia) y se eluy6 con agua calidad milli-Q a un flujo de 1.0 mL/min. Las fracciones libres de sales y lactosa
se recogieron, se mezclaron, se secaron por liofilizacidn, se resuspendieron en 500 uL de agua milli-Q y se congelaron
a — 20 °C para el posterior analisis por HPAEC-PAD y FAB-MS. Esta solucién se denomind solucién OS-2 (Kunz et al,
1996).

5.1.1.4. Cromatografia liquida de intercambio aniénico a alto pH con deteccion amperométrica
pulsante (HPAEC-PAD).

La cuantificacion de los oligosacéridos se realizé por cromatografia liquida de intercambio aniénico a alto pH,
utilizando una columna CarboPac™ PA-1 conectada a un cromatégrafo Dionex DX-600 (Sunnyvale, CA, Estados

Unidos) equipado con detector amperométrico pulsante.

Se utilizaron patrones puros de oligosacaridos (Oxford Glycosystems, Cambridge, Gran Bretafia) para
identificar los picos mayoritarios de los cromatogramas. Se inyectaron 20 uL de la solucién OS-2 descrita anteriormente
y se aplicé un flujo de 1.0 mL/min, consiguiendo separar todas las estructuras acidas y neutras a temperatura ambiente.
Los eluyentes fueron los siguientes: eluyente A, NaOH 100 mM,; eluyente B, NaOH 100 mM y acetato sodico 250 mM;
el programa de elucion comenzo6 con 3 mL de eluyente A, seguido por un gradiente lineal de 30 minutos (0-100 %) de
eluyente B, y finalmente 4 mL de eluyente B. Tras el andlisis se aplicaron 3 mL de eluyente A para re-equilibrar la

columna (Kunz et al, 1999b).

5.1.1.5. Espectrometria de masas de bombardeo atémico rapido (FAB-MS).

Una alicuota de 100 pL de la solucion OS-2 descrita anteriormente se liofilizo y se reconstituyd con 500 pL de
dimetil-sulféxido, 500 puL de iodometano y 100 mg de hidréxido sédico. La solucion se mantuvo en agitacién durante 2
horas a temperatura ambiente, se afiadieron 3 mL de cloroformo y se centrifugd a 1026 xg durante 20 minutos. Se
recogid el sobrenadante acuoso y se concentré con nitrégeno hasta un volumen final aproximado de 500 pL. Esta
muestra se inyectd posteriormente en una columna de cromatografia de permeacién en gel con Sephadex LH-20
(Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) y se eluyd con una solucién cloroformo:metanol (1:1) para purificar
finalmente la fraccion de oligosacaridos. Se inyectaron entonces 5 pL de dicha solucién en una placa de silica y se
analizaron por cromatografia de capa fina de alta resolucién (HP-TLC). Por Ultimo, se rasparon las bandas de interés,
se disolvieron con tioglicerol y se guardaron a —-80°C en viales listos para el analisis (Pohlentz et al, 1992; Egge vy
Peter-Katalinic, 2002; Rudloff et al, 2002).

La espectrometria de masas se realizo con un espectrometro VG Analytical ZAB-HF de geometria reversa en

el modo de ionizacién FAB que dispone de atomizador lon-Tech (VG, Manchester, Gran Bretafia). Se aplico xendn para
el bombardeo atémico y un voltaje de aceleracién de 7 KV. El espectro se guard6 y se analizé posteriormente en un

81



TESIS DOCTORAL

equipo informatico SAM 11/68 K (KWS, Ettlingen, Alemania) utilizando para ello el programa DP10 de AMD (Harpstedt,

Alemania).

5.1.2. EVALUACION DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES.

Para la realizacién de las distintas pruebas se cultivaron 3 lineas celulares diferentes, que son las siguientes:

1. Células Caco-2 (ECACC n° 85011430).

2. Células HT-29/MTX, cedidas por la Dra. Thécla Lesuffleur (INSERM U550, Centre de Recherches
Biomédicales des Cordeliers, Paris, Francia).

3. Células endoteliales de cordén umbilical humano (HUVEC). Los cordones umbilicales fueron cedidos por la

unidad de Ginecologia y Obstetricia del Hospital Clinico de la Universidad de Granada (Espafia).

5.1.2.1. Determinacion del efecto sobre la diferenciacion de enterocitos y células calciformes.

El objetivo de esta experiencia fue determinar el efecto de los oligosacaridos presentes en leche de cabra
sobre la diferenciacion (PCNA, actividad fosfatasa alcalina, leucin-aminopeptidasa y disacaridasas) y la expresién de
mucinas (MUC2, MUC4 y MUCS5B) y “trefoil factors” en células intestinales en cultivo (Caco-2 y HT29-MTX).

Cultivo de las lineas celulares.

Las células Caco-2 tras alcanzar confluencia se diferencian en cultivo hasta adquirir un fenotipo muy parecido
al de enterocitos, mientras que las células HT-29/MTX se diferencian en cultivo hasta células calciformes productoras

de mucus.

Las lineas celulares utilizadas (CaCo-2 y HT-29/MTX) se cultivaron en medio DMEM (PAA Laboratories
GmbH, Linz, Austria) suplementado con glucosa (25 mM), suero fetal bovino inactivado (10% v/v) y glutamina (2 mM).
Ademas se adicion¢ anfotericina B (0.25 ug/mL) y penicilina Glestreptomicina (0.2 mg/mL).

Las células se cultivaron durante 7 dias (hasta confluencia) en ausencia (Control) o presencia de
oligosacéridos de leche de cabra purificados por cromatografia de permeacion en gel Sephadex®™ T-25 Fine
(Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) en una concentracion de 5 mg/L (OC) o de un extracto rico en
oligosacéridos procedente de leche de cabra obtenido por ultrafiltracion (apartado 5.2) en una concentracién de 5 mg

de oligosacéridos equivalente/L (EC).

Se utilizé solucion salina equilibrada de Hank’s, HBSS, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) para lavar las

células y una solucion de tripsina/EDTA 25 mM para despegar las células antes de subdividirlas.
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Preparacion de las muestras.

Los cultivos celulares se homogeneizaron y se recogieron en tampén RIPA (apéndice 11.5) adicionado de
inhibidores de proteasas (iodoacetamida, 1,10-fenantrolina, aprotinina, leupeptina y fluoruro de fenil metil sulfonilo o
PMSF). Los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos.

Determinacién del contenido proteico.

La concentracion proteica de las diferentes muestras ensayadas en el estudio se determind mediante el

método del &cido bicinconinico (BCA), descrito por Smith et al (1985), utilizando como estandar albumina sérica bovina.

Reactivos utilizados:

Reactivo A: 10 g de acido bicinconinico, 20 g de Na:COsH20, 1.6 g de tartrato sédico, 4 g de
NaOH y 9.5 g de NaHCOs, H20 c.s.p. 1L (pH 11.25).
Reactivo B: CuSO4-5H20 4% (p/v) en agua.

Solucién estandar de albiimina sérica bovina, 1 mg/L (Roche, Basel, Suiza).

El reactivo de coloracién se obtuvo mezclando reactivo A y reactivo B en una proporcion de 50:1 (v/v). Se
prepard la reaccién adicionando a cada pocillo 180 pL del reactivo de coloracion ademas de las muestras. En los casos
en que fue necesario se completd el volumen en el pocillo hasta 200 uL con tampon RIPA. A continuacion, se
incubaron las placas a 37°C durante 30 minutos. Transcurrido el periodo de incubacién, se determiné la absorbancia de

las muestras a 540 nm en un lector de placas.

Los resultados obtenidos se extrapolaron en una curva patron realizada con albimina sérica bovina (1

mg/mL).

5.1.2.1.1. Determinacion de las actividades enzimaticas fosfatasa alcalina, leucin-aminopeptidasa y

disacaridasas en células Caco-2.

Determinacion de la actividad fosfatasa alcalina.

La medida de esta actividad se fundamenta en la reaccién catalizada por la fosfatasa alcalina utilizando como

sustrato p-nitrofenil fosfato. El p-nitrofenol, producto de la reaccién, presenta un maximo de absorcion a 405 nm siendo

la intensidad del color proporcional a la actividad enzimatica (Goldstein et al, 1970).
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Reactivos utilizados:

Tampoén glicina: glicina 50mM, MgCl2 0.5 mM (pH: 10.5).

Solucién sustrato: p-nitofenilfosfato 5.5 mM en tampén glicina (extemporaneo).
NaOH 20 mM.

Se vertid 1 mL de solucién de sustrato en un tubo de ensayo y se afiadié 100 pL del homogenado celular
diluido 1:2 en agua destilada, incubandose a 37°C durante 30 min. Tras la incubacion, se afiadieron 10 mL de NaOH 20
mM y se midié la absorbancia a 405 nm. Los ensayos se realizaron por duplicado y los resultaron se expresaron en
unidades internacionales de fosfatasa alcalina por mg de proteina del homogenado.

Determinacién de la actividad leucin-aminopeptidasa.

Las aminopeptidasas son exopeptidasas especificas que hidrolizan enlaces peptidicos en el extremo amino
terminal de la molécula proteica. La actividad leucin-aminopeptidasa se determina mediante la hidrélisis del sustrato, L-
leucin-p-nitroanilida, hasta L-leucina y p-nitroanilina, compuesto éste Ultimo que presenta un maximo de absorcién a
405 nm siendo la intensidad del color proporcional a la actividad enzimatica (Maroux et al, 1977).

Reactivos utilizados:
Tampén Tris 50 mM pH 7.2.
L- leucin-p-nitroanilida 1.2 mM en tampén Tris.

p-nitroanilina: 1 mM en tampon Tris.

En tubos de ensayo, se afiadieron 1 mL de la dilucién del homogenado celular y 2 mL de la solucion del
sustrato, midiendo inmediatamente la extincion a 405 nm y tras incubacion durante 30 min a 37°C. La cuantificacion de
la actividad leucin-aminopeptidasa se realizd a partr de una recta de calibrado elaborada con diferentes
concentraciones de p-nitroanilina, expresandose como umoles de p-nitroanilina producidos/h por mg de proteina del

homogenado celular.

Determinacion de las actividades disacaridasas.

Las actividades disacaridasas determinadas fueron las siguientes: lactasa, maltasa y sacarasa. El método de
determinacion fue el desarrollado por Dahlqvist (1968), que consta de dos etapas: una primera, en la que se efectla la
hidrélisis de los disacaridos por las enzimas correspondientes, y una segunda, donde se determina la glucosa
producida. En esta segunda etapa se utilizan glucosa oxidasa y peroxidasa y, al oxidarse la o-dianisidina reducida, se

produce un compuesto que presenta su maximo de absorcion a 450 nm.
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Reactivos utilizados:

Tampén maleato sédico 0.1 M (pH 6).

Soluciones patrones de disacaridos: lactosa, maltosa y sacarosa (56 mM) en tamp6n maleato.

Tampén Tris 0.5 M (pH 7).

Solucién de Triton X-100 (20% (v/v) en etanol).

o-dianisidina (10 mg/mL en agua destilada).

Reactivo de glucosa: 2 mg de glucosa oxidasa y 0.5 mg de peroxidasa en 100 mL de tampdn Tris y adicién de 1 mL de
la solucion de o-dianisidina y 1 mL de la solucion de Tritén-X (preparacién extemporanea).

Solucién estandar de glucosa 2mM.

A 100 uL del homogenado celular diluido 1:2 en agua se le afiadieron 100 plL de la solucion del disacarido
correspondiente, incubandose la mezcla 1 hora a 37°C. Posteriormente, se adicionaron 3 mL del reactivo de glucosa,
incubadndose nuevamente 1 hora a 37°C, tras lo cual se midi6 la absorcién a 450 nm. Las actividades de las diferentes
disacaridasas se expresaron en pumoles de glucosa hidrolizados/min por mg de proteina del homogenado.

5.1.2.1.2. Determinacion del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA).

Electroforesis unidimensional de proteinas.

Reactivos utilizados:

Acrilamida 40% (p/v) / bisacrilamida 0.8% (p/v).

Tris HCI 1.5 M (pH 8.8).

Tris HCI 0.5 M (pH 6.8).

SDS al 10% (p/v).

Persulfato aménico al 10% (p/v).

TEMED.

Tampén de electroforesis: Tris-HCI 0.025 M (pH 8.3), glicina 0.192 M, SDS 0.1% (p/v).

Se cargaron 50 g de muestra por pocillo. La concentracién de acrilamida/bisacrilamida del gel separador fue
del 8 % 015 % (v/v) en funcién de la muestra a determinar. Para el gel concentrador se utilizé una concentracion del 4
% (v/v). Como referencia se puso un marcador de peso molecular en una de las calles. Los reactivos utilizados y las

formulas de preparacion para dos minigeles (Mini-Protean II, BioRad, CA, EEUU) se recogen en la tabla 5.1.

El desarrollo electroforético se llevd a cabo en tampdn de electroforesis, y a un voltaje constante de 150 V.
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Tabla 5.1. Concentraciones de los geles de poliacrilamida utilizados en el estudio.

Gel separador 15 % Gel separador 8 % Gel concentrador 4 %

Acrilamida 40 % (p/v) / bis- 25mL 2mL 1mL
acrilamida 0.8 % (p/v)

Tris HCI 1.5 M (pH 8.8) 2.5mL 2.5mL

Tris HCI 0.5 M (pH 6.8) 25mL

Agua destilada 4.95 mL 5.35mL 6.4 mL

SDS 10 % (p/v) 100 uL 100 pL 100 pL

Persulfato amonico 50 uL 50 uL 50 uL
al 10% (p/v)

TEMED 5uL 5uL 5uL

Tincién de geles de electroforesis de proteinas.

Reactivos utilizados:

Solucion de tincion: acido acético glacial al 5% (v/v), 0.025% (p/v) de Coomassie brilliant blue G y
etanol al 50% (v/v).

Solucién de lavado: &cido acético glacial al 10% (v/v) y etanol al 40% (v/v).

Una vez finalizada la electroforesis, los péptidos se visulizaron incubando los geles en 20 mL de la solucion
de tincion durante 3-4 horas, con agitacién. El exceso de solucion de tincién se elimind incubando el gel en solucion de

lavado.

Anélisis de proteinas mediante Western blot.

El ensayo de Western blot se emplea para detectar y cuantificar la cantidad de una proteina determinada
presente en una muestra. Para ello, las proteinas son sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida adicionado de
SDS (SDS PAGE) separandose en funcién de su tamafio, y posteriormente son transferidas a una membrana. La
deteccion de las proteinas en la membrana o filtro se realiza gracias a la unién especifica de un anticuerpo desarrollado
frente a la proteina a estudiar.

Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa.

Reactivos utilizados:

Tampdn de transferencia: Tris base 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20% (v/v).
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Tras la electroforesis se transfirid el gel a una membrana de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell, Dassel,
Alemania), utilizando el sistema de transferencia Miniprotea System Il (Bio Rad). La transferencia se llevo a cabo en

tampén de transferencia durante 1 hora, utilizando una corriente de 150 V.

Hibridacién y anélisis de blots de proteinas.

Reactivos utilizados:

TBS: Tris-HCI 50 mM (pH 7.5) y NaCl 150 mM.

Solucién de bloqueo: leche desnatada en polvo al 5% (p/v) en TBS.

TBS-Tween: TBS suplementado con Tween 20 al 0.1% (v/v).

Anticuerpo primario frente al Antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) (Ref. 610665, BD transduction
laboratories, KY, EEUU) diluido 1:5000.

Anticuerpo secundario: Anti mouse IgG-peroxidasa (Sigma) diluido 1:1000.

Kit de deteccion: Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer Lifesciences, Boston, MA, EEUU).
Una vez transferidas las proteinas a la membrana, se procedio al bloqueo de la misma durante 1 hora a
temperatura ambiente en solucion de bloqueo. Tras este periodo, se adicioné el anticuerpo primario en la concentracion

adecuada y se incubé a 4°C durante 18 horas.

A continuacion, se lavé la membrana 3 veces en TBS-0.1% Tween durante 15 minutos cada vez y se incubé

con el anticuerpo secundario diluido 1:1000 durante 2 horas a temperatura ambiente.

Por ultimo, se llevd a cabo la deteccion utilizando el kit de deteccion basado en una reaccion de

quimioluminiscencia. La membrana se expuso utilizando peliculas fotogréficas Bio Max MS-1 (Kodak, Sigma). Tras el

periodo de exposicidn se revelo la pelicula.

5.1.2.1.3. Determinacion de la expresion de mucinas y “trefoil factors” en células Caco-2 y HT29/MTX.

Extraccion de RNA de cultivos celulares.

Reactivos utilizados

Solucién de tiocianato de guanidio: ver apéndice 11.5.
Acetato sédico 2 M (pH 4.0).

Citrato sddico 0.75 M (pH 7.0).

Cloroformo:alcohol isoamilico, 50:1 (v/v).

Fenol (pH 4.0).
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Isopropanol.
Dietil pirocarbonato (DEPC), 1% (v/v).
Etanol al 70% (v/v) en agua tratada con DEPC al 0.1% (v/v).

La extraccion de RNA se realiz6 de acuerdo al método descrito por Murnane et al (1991).

Para minimizar los efectos de las ribonucleasas, el aislamiento de RNA se llevo a cabo en hielo. Con el
mismo fin, todo el equipamiento y las soluciones utilizadas fueron tratados con un inhibidor de RNAsas, el dietil
pirocarbonato (DEPC). Para ello, se prepar6 una solucién de DEPC en agua bidestilada al 1% (v/v) y se agité durante
al menos 4 horas. Esta solucion se utilizd para la preparacion de los reactivos y para la eliminacién de RNAsas del
material de plastico, que se mantuvo inmerso en ella durante 4 horas. A continuacion, tanto los reactivos como el

material de plastico fueron autoclavados dos veces eliminando asi el DEPC.

Con el fin de purificar el RNA, cada muestra procedente de cultivo celular se traté con 500 uL de la solucion
de tiocianato de guanidio, y se homogeneizd utilizando un homogeneizador mecanico (T25 basic, IKA Labortechnik,
Staufen, Alemania). A la mezcla resultante se le afiadieron 100 pL de acetato sddico y se agitd vigorosamente.

Posteriormente, se afiadieron 1 uL de fenol y 200 pL de la mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico.

La mezcla resultante se agito vigorosamente y se centrifugd a 16000 xg y 4°C, durante 30 minutos. Tras esta
centrifugacion, se paso la fase acuosa a un tubo nuevo y se afiadié 1 mL de isopropanol a 4°C, se invirtié el tubo y la
mezcla se mantuvo 1 hora a —20°C. Transcurrido el tiempo de incubacién, se centrifug6 la mezcla a 16000 xg y 4°C,
durante 30 minutos. El precipitado resultante se someti6 a una segunda precipitacién, para lo que se resuspendié en

300 pL de la solucion de tiocianato de guanidio, y se afiadieron 300 uL de isopropanol frio.

Tras incubar de nuevo 1 hora a —20°C, se centrifugd a 16000 xg y 4°C durante 30 minutos. El precipitado
resultante se lavo con 1 mL de etanol al 70% (v/v), centrifugando a continuacién a 16000 xg durante 30 minutos. Por
ultimo, se elimind el sobrenadante y se seco el precipitado que fue resuspendido en un volumen adecuado de agua
tratada con DEPC.

La cantidad de RNA que contenian las muestras se determind espectrofotométricamente a 260 nm (1 unidad
de densidad optica D.O. equivale a 40 pug de RNA). La pureza de las muestras obtenidas se determin6 obteniendo la
relacion de absorbancia a 260 nm/280 nm.

Electroforesis de RNA en geles de agarosa.

Reactivos utilizados:

Agarosa.
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Formaldehido 37% (v/v).

Tampén de carga de RNA (apéndice 11.5).

Solucién de bromuro de etidio al 2% (v/v) en borato 1x (apéndice 11.5).
Tampdn Borato 10x: ver apéndice 11.5.

Todos los reactivos utilizados, excepto la solucién de EDTA fueron preparados en agua tratada con DEPC tal

y como se recoge en el apartado anterior de extraccién de RNA de cultivos celulares.

Se prepararon geles de agarosa al 1% (p/v) en tampdn borato 1x. Se calent6 la mezcla hasta ebullicion y se
adiciond formaldehido en frio, hasta una concentracion final de 0.8% (v/v). Posteriormente, se vertié la mezcla en el

molde dejandose solidificar.

Con el fin de desnaturalizar el RNA, se incubaron las muestras durante 10 minutos a 65°C antes de cargarlas
en el gel. Las muestras contenian 5 uL de tampdn de carga y 2 uL de una solucion de bromuro de etidio, que nos
permitié observar las muestras a la luz ultravioleta y comprobar mediante el sistema de analisis Scion Image Beta 4.02

Win que contenian aproximadamente la misma cantidad de RNA, ademas de indicarnos la calidad del mismo.

A continuacion se procedio6 a la electroforesis del gel a 70 V durante aproximadamente dos horas, en frio. El

tampén utilizado para la electroforesis fue borato 1x.

Reacciones de retrotranscripcion (RT). Obtencién de cDNA.

La retrotranscripcién consiste en la obtencién de DNA complementario (cDNA) a partir de RNA mediante la

accion de una transcriptasa reversa y un cebador Not/-dT obteniéndose como producto final DNA.

Todas las reacciones de retrotranscripcion se realizaron utilizando el kit comercial First strand cDNA synthesis
(Boheringer Pharmacia Biotech, Barcelona, Espafia). Se utilizaron random primers y se retrotranscribieron 8 pg de RNA

por muestra, para un volumen final de reaccion de 30 pL, siguiéndose las instrucciones del fabricante.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

El objetivo de esta técnica es la amplificacion directa de un gen o un fragmento de DNA, o indirecta de un
RNA (en este caso seria necesaria una retrotranscripcion previa), presentes en mezclas de muy diversas fuentes, sin

necesidad de una purificacién previa de la muestra integra original. Sin embargo, es imprescindible que se conozca la

secuencia de una parte de la region de DNA o RNA que se quiere amplificar.
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Reactivos utilizados:

Tampon 10xPCR.

DNTPs 10mM (dCTP, dTTP, dATP, dGTP).
Taq polimerasa.

DNA molde.

Cebadores (ver tabla 5.2)

Todas las reacciones de PCR realizadas en este estudio se llevaron a cabo utilizando tampoén de PCR 1x,
dNTPs 0.04 mM, 5 unidades de taq polimerasa y como molde 2 uL del cDNA obtenido en la retrotranscripcién, para un

volumen final de las reacciones de 25 pL.

En la tabla 5.2 se recogen los cebadores, los parametros determinados mediante RT-PCR y las condiciones

que se utilizaron en los mismos.

Tabla 5.2. Cebadores utilizados, parametros determinados mediante RT-PCR y las condiciones de las PCRs.

Gen Condiciones Cebadores (*)

MUC 2 94°C 30s S: 5’-ctgcaccaagaccgtcctcatg- 3°
60°C 30 s A: 5’-gcaaggactgaaagactcagac- 3’
72°C45s
30 ciclos

MUC 4 94°C 30 s S:5'-gttcttcggeatcttctttgggge-3'
60°C 30 s A:5'-caccttcccttttccagtcteee-3'
72°C45s
30 ciclos

MUC 5B 94°C 30s S: 5’-ctgcgagaccgaggtcaacatc-3°
58°C 30s A: 5’-tgggcagcaggagcacggag-3°
72°C45s
30 ciclos

Trefoil factor 1 94°C 30s S: 5’-cctggtgtcacgeccteee-3°
60°C 30s A: 5’-ccggtggaggtggeagec -3
72°C45s
30 ciclos

Trefoil factor 3 94°C 30 s S: 5'-gctetgetgaggagtacgtggg -3°
60°C 30s A: 5’-ggggcttgaaacaccaaggc -3
72°C45s
30 ciclos

B actina 94°C 30's S: 5’-ccatggatgatgatatcgeeg -3
60°C 30 s A: 5’-gcctagaagcatttgeggtgg -3
72°C45s
30 ciclos

(*) S: sentido; AS: antisentido

Electroforesis de DNA en geles de agarosa.
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Las moléculas de DNA con un tamafio comprendido entre 200 pb y 50 Kb de longitud se pueden separar en

geles de agarosa de diversa concentracion. Este tipo de geles se someten a electroforesis horizontales en un campo
eléctrico de direccion constante.

Reactivos utilizados:

Agarosa.

Tampén de carga de DNA 6x: 30% (v/v) glicerol y 0.25% (p/v) azul bromofenol-xileno cianol.
Marcador de pesos moleculares.

Tampén TAE (Tris acetato 0.04 M pH 8.0, EDTA 1mM).

Solucién de bromuro de etidio al 2% (p/v) en TAE.

Se prepararon los geles en tampén TAE, pesando la cantidad adecuada de agarosa en funcién de la
concentracion del gel deseada (tabla 5.3). Esta concentracion dependié del fragmento o fragmentos de DNA que se

deseaba separar. Posteriormente, se calent6 la mezcla hasta ebullicién y se vertié en el molde dejandose solidificar.

Tabla 5.3. Concentraciones de agarosa a utilizar en la preparacion de geles destinados a la separacion de DNA.

% Agarosa Tamafio de DNA (Kb)
0.6 1-20
0.7 0.8-10
0.9 0.5-7
1.2 0.4-6
1.5 0.2-3
20 0.1-2

Tanto las muestras de DNA (5 ulL) como el marcador de pesos moleculares se mezclaron con tampén de

carga y se cargaron en los pocillos del gel. A continuacién, se procedié a la electroforesis del gel a 70V.

Por Ultimo, se tifi6 el gel en la solucién de bromuro de etidio durante 5 minutos y se observaron las bandas en
un transiluminador con luz ultravioleta.

5.1.2.2. Estudio de la adhesién de monocitos sobre células HUVEC bajo condiciones de flujo.

El objetivo de este ensayo fue estudiar la influencia de los oligosacaridos de leche de cabra en el proceso de
adhesion de monocitos sobre células endoteliales de cordén umbilical humano (HUVEC) bajo condiciones de flujo.
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Para ello se realizé un ensayo hidrodinamico in vitro en el que se simul6 la circulacion de los monocitos en el corriente

sanguineo, el endotelio y la interaccion entre ambos.

La adhesion celular también puede ser estudiada aplicando ensayos de adhesion estaticos, pero en los
ensayos dinamicos se pueden simular ademas las fuerzas que aparecen en el corriente sanguineo, por lo que pueden

ser utilizados para estimar la fuerza de las uniones entre células y ligandos.

En general, este ensayo hidrodinamico se utiliza para estudiar la importancia relativa de varias interacciones
receptor/ligando en la adhesion célula-célula y célula-substrato y para cuantificar la fuerza de dichas uniones. Asi,
puede ser utilizado para estudiar la adhesién entre cualquier célula en suspensién y posibles sustratos de union.

Algunos ejemplos se muestran en la tabla 5.4.

Las etapas que componen este ensayo se describen a continuacién, y son las siguientes: aislamiento de las

células HUVEC, aislamiento de monocitos y evaluacion de la adhesion bajo condiciones de flujo.

Tabla 5.4. Ejemplos de células y sustratos de unidn en ensayos de adhesion hidrodinamicos.

Células Sustrato de unién Referencia
HUVEC Ninguno Wechezak et al (1989)
HUVEC Neutréfilos humano adulto Smith et al (1991)
Kaplanski et al (1993)
Abbassi et al (1993)
HUVEC Neutréfilos humano neonato Anderson et al (1991)

Células endoteliales de perro
Bicapa lipidica con P-selectina
Bicapa lipidica con ICAM-1
E-selectina soluble
ICAM-1 soluble
Plaquetas de humano adulto
Plaquetas de humano adulto
Colageno
HUVEC
L-ELAM de ratén
L-VCAM-1 de ratén
L-ICAM-1 de ratén
HUVEC
Fibronectina

Neutréfilos de perro adulto
Neutréfilos humano adulto
Neutréfilos humano adulto
Neutréfilos humano adulto
Neutréfilos humano adulto
Neutréfilos humano adulto
Plaquetas humano adulto
Plaquetas humano adulto
Linfocitos T
Linfocitos T
Linfocitos T
Linfocitos T
Monocitos
Fibroblastos

Abbassi et al (1991)
Lawrence y Springer (1991
Lawrence y Springer (1991
Lawrence y Springer (1993

—_ = = =

Lawrence y Springer (1993
Buttrum et al (1993)
Alevriadou et al (1993)
Alevriadou et al (1993)
Jones et al (1994)
Jones et al (1994)
Jones et al (1994)
Jones et al (1994)
Luscinskas et al (1994)
Truskey y Pirone (1990)

Abreviaturas: ELAM, molécula de adhesion leucocito-endotelial; HUVEC, célula endotelial de cordén umbilical humano; ICAM-1,
molécula de adhesién intercelular 1; VCAM-1, molécula de adhesion celular vascular 1.
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5.1.2.2.1. Aislamiento de células de cordén umbilical humano (HUVEC).

Reactivos utilizados:

Tampén HBSS (Hank'’s balanced salt solution): ver apéndice 11.5.
Solucién EGF (factor de crecimiento epidérmico): 5 ng/mL.

Medio HUVEC: ver apéndice 11.5.

Colagenasa tipo |A-S (Sigma Aldrich, EEUU): 0.1% (p/v) en tampén HBSS.
Solucién tripsina-EDTA: tripsina al 0.5 % (p/v) con EDTA 10 mM.

Una vez recogido el cordén umbilical procedente de parto normal o cesarea (longitud minima 20 ¢m), éste se
guardé a 4 °C hasta ser procesado (como maximo una semana). El corddn se seccion6, 1 cm aproximadamente, por
ambos extremos con bisturi estéril para eliminar tejidos no estériles y se lavo la vena interior y todo el exterior con

tampdn HBSS libre de calcio y magnesio.

A continuacién, se introdujo en la vena la solucion de colagenasa, cerrando previamente los dos extremos del
corddn, y se dejé incubar durante 20 minutos a 37 °C. Tras este tiempo, se lavé de nuevo con tampén HBSS libre de
calcio y magnesio y se adicion6 1 mL de suero fetal bovino para inactivar la enzima. A continuacién se centrifugd a 250

xg durante 5 minutos, se elimind el sobrenadante y se resuspendio el pellet de células en 15 mL de medio HUVEC.

La suspension de células se vertio en placas de cultivo pretratadas con gelatina al 0.2 % para su crecimiento
y se incubaron aproximadamente 72 horas a 37 °C y 5.1 % CO.. Entonces, se elimind el sobrenadante y se trat6 con 10
mL de medio comercial 1640 RPMI (PAA laboratories GmbH, Linz, Austria) y 8 mL de la solucién tripsina-EDTA para
separar las células; por Ultimo, se incubaron a 37 °C durante 2 minutos. A continuacion, se centrifugd 5 minutos a 250

xg, se elimind de nuevo el sobrenadante y el pellet de células se resuspendié en 5 mL de medio HUVEC.

A continuacién, con la ayuda de un hematocitometro (Bright-Line, Hausser Scentific, Horsham, PA, EEUU) se
contabilizé el numero de células, con objeto de afiadir a cada placa de la cdmara de adhesion los L necesarios para
tener 400000 células por ensayo. Por ultimo, se incubaron a 37 °C y 5.1 % CO2 unos 5 6 6 dias en placas de 6 pocillos
que incluyen las laminas de la camara de adhesion para que crezcan sobre ellas hasta que se vieron confluentes al

microscopio.

5.1.2.2.2. Aislamiento de monocitos.

Reactivos utilizados:

Tampén PBS: ver apéndice 11.5.
Tampon PBS-EDTA: EDTA 5mM en PBS.
Solucién Lymphoprep (Progen Biotechnik, Heidelberg, Alemania).

Suero fetal bovino.
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Medio de elutriacion: HBSS 0.4% BSA, EDTA 0.3 mM.

Se obtuvo sangre heparinizada de donantes sanos que fue diluida 1:1 con PBS-EDTA 5mM, y se aislaron las
células mononucleares mediante centrifugacion en gradiente de densidad con solucién Lymphoprep a 800 xg y 22°C
durante 20 minutos. El halo de células mononucleares fue recuperado, lavado dos veces con PBS-EDTA y por Ultimo
centrifugado sobre suero fetal bovino a 175 xg y 22°C durante 10 minutos para eliminar las plaquetas. Tras otro lavado

con PBS, las células fueron resuspendidas en medio de elutriacion.

La separacion de monocitos de los linfocitos se llevo a cabo mediante centrifugacion de contracorriente,
utilizando el sistema de elutriaciéon JE-6B (Beckman Instruments, Palo Alto, CA, EEUU). Las células fueron introducidas
en una camara de elutriacion estandar mediante una bomba peristaltica, a una velocidad de flujo constante (18
mL/min). La velocidad del rotor se disminuy6 paulatinamente desde las 2500 rpm iniciales, en pasos de 20 rpm. La
poblacién obtenida se monitorizd mediante citometria de flujo cada 12.5 mL de medio eluido. La temperatura del medio
de elutriacién y de la cdmara de centrifugacion se mantuvo constante a 4°C. El rotor fue detenido cuando la velocidad
de salida de las células cayo por debajo de 100 células/segundo. La pureza y viabilidad de la muestra obtenida se

determind mediante citometria de flujo.

Los estudios de citometria de flujo fueron realizados en un citdmetro EPICS Profile Il (Beckman Instruments,

Palo Alto, CA, EEUU) equipado con el sistema PowerPak que permite la medicién simultanea de 3 fluorescencias en

una escala de 4 logaritmos.

5.1.2.2.3. Evaluacion de la adhesion bajo condiciones de flujo.

Reactivos necesarios:

Tampén PBS: ver apéndice 11.5.
Medio HUVEC: ver apéndice 11.5.
Solucién de TNF-oi: 10 mg/mL en tampén PBS.

Las células HUVEC deben estimularse previamente a la realizacion del ensayo con TNF-o, que es un potente
activador de células endoteliales. Dicha estimulacion se realiz como sigue: se tomaron 5 ulL de la solucién de TNF-ou y

se mezclaron con 5 mL de medio HUVEC previamente atemperado a 37 °C.
A continuacion, se tomaron las células HUVEC una vez confluentes, se elimind el sobrenadante y se

adicionaron 2 mL de la solucion anterior. Las células se incubaron durante 4 horas a 37 °C y 5.1 % CO: antes de

realizar el ensayo.
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Los oligosacaridos de cabra a ensayar, previamente purificados por delipidacion, precipitacidn proteica y
cromatografia de permeacion en gel segun el apartado 5.1.1.3, se filtraron a través de columnas Detoxi-Gel® (Pierce,
Rockford, IL, EEUU) con polimixina B inmovilizada para reducir los niveles de endotoxinas. A continuacién, se
disolvieron en medio HUVEC hasta una concentracion de 125 pg/mL, y se repartieron 100 pL en cada una de los
pocillos donde se encuentran las células HUVEC confluentes. Las placas se agitaron en un termomixer a 350 rpm

durante 60 minutos a 37 °C antes de realizar el ensayo.

Por Ultimo, se monté el sistema de flujo de acuerdo con la figura 5.1. La cdmara de adhesién con las células
HUVEC en confluencia se colocd en el microscopio, se conecto la videocdmara y se enfoc6 hasta ver las células en
confluencia. Se cargaron 0.5 mL de la solucién con monocitos, se conecté el flujo a 6.7 mL/min y se comenzo6 la
grabacion de la adhesion. El recuento de monocitos adheridos se realizd a los 10 minutos de empezar el ensayo de

adhesion. Los experimentos se documentaron y evaluaron con el sistema mostrado en la figura 5.2.

Microscopio .
Carga monocitos

T

Monitor

J

Videocamara

Bomba jeringa

Bomba de vacio

Ordenador

Figura 5.1. Esquema del sistema de flujo para realizar el ensayo de adhesién dinamico.
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Figura 5.2. Sistema utilizado para el ensayo de adhesién dinamico.

5.2. OBTENCION DE OLIGOSACARIDOS POR ULTRAFILTRACION.

5.2.1. SUSTRATO.

El sustrato empleado en los ensayos de ultrafiltracién ha sido leche de cabra de la raza murciano-granadina
suministrado por la Granja Experimental Ganadera de la Diputacién Provincial de Granada (Albolote, Granada,
Espafa). Inmediatamente después de su recogida de la granja, la leche fue desnatada por centrifugacién a 6500 xg
durante 25 minutos y pasteurizada a 65 °C durante 30 minutos (pasteurizacion LTLT). El analisis medio de proteinas,
hidratos de carbono (lactosa y oligosacaridos), grasa, extracto seco y calcio por 100 g de dicho sustrato se muestra en

la tabla 5.5. Los analisis han sido realizados en el departamento de Biomedicina de Puleva Biotech S.A. (Granada,
Espafia).

Tabla 5.5. Composicién media del sustrato inicial.

Proteina total (g) 3.30+£0.10
Caseina (g) 250+0.10
Nitrégeno soluble (g) 0.20+0.10

Hidratos de carbono
Lactosa (g) 440+0.15
Oligosacaridos (mg) 27151+ 25

Grasa (g) 0.30+0.05

Extracto seco (g) 9.20+0.10

Calcio (mg) 1300 + 50

Media = SD (n=10)
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Otros parametros fisico-quimicos de interés son, la densidad, que oscil6 entre 1.026 y 1.042 g/L, en funcion
de la estacion, del estado fisiologico y de la raza, y el pH, que mostr6 variaciones comprendidas entre 6.5y 6.8 a lo
largo de toda la lactacién.

5.2.2. MODULO DE MEMBRANA.

Los modulos de membrana utilizados en esta investigacion han sido médulos ceramicos tubulares,
suministrados por la casa TAMI Industries S.A. (Nyon, Francia), modelo Céram Inside 100 (figura 5.3). El soporte es
tubular de 10 mm. de diametro con 3 canales de 3.6 mm. de didmetro hidraulico (modelo Clover). Tienen una longitud
de 1.2 metros y estan hechas de éxido de aluminio, zirconio y titanio. Pueden soportar hasta 10 bar de presion, pHs
entre 0y 14 y temperaturas hasta 350°C. El tamafio de corte utilizado ha sido 50000 Da, con un area de 0.045 m2 por

membrana. La figura 5.3 muestra los médulos de membrana y la carcasa utilizados.

TE M| ¢ & C6RAM INSIDE"

TREU ST RTE: Tubular ceramic membranes

Figura 5.3. Modulo de membrana y carcasa utilizados.

Limpieza del médulo de membrana.

La limpieza de la membrana se realiza una vez terminado el proceso de filtracion. El protocolo que se ha
establecido para el médulo Céram Inside 100 es el siguiente:

1. Se desaloja el producto con agua calidad milli-Q hasta que se comprueba por la salida de retenido que el
producto ha dejado de salir.

2. Serecircula una mezcla de SDS (2 g/L) y NaOH (20 g/L) a 50 °C (solucién de limpieza) durante el tiempo
necesario hasta alcanzar los valores de flujo en las corrientes de filirado y retenido previamente
obtenidos con la membrana nueva, y que sirven de referencia para cada limpieza.

3. Se recircula agua milli-Q hasta conseguir pH neutro tanto por la corriente de retenido como por la de
permeado.

97



TESIS DOCTORAL

4. Se procede a la determinacién del caudal de fitrado de agua milli-Q a 30°C con la presion
transmembrana para comprobar que la membrana esta limpia.

5. En aquellos casos en que no se alcanzan los valores de flujo de referencia, se repiten los pasos 2 a 4.
Cuando con esto tampoco se consigue recuperar la membrana, se recircula una segunda solucién de
limpieza compuesta de hidroxido sodico (15 g/L) y lejia comercial (NaCIO) al 0.5% (v/v) a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Tras ello, se desaloja la solucién de limpieza utilizada, y se repiten los
pasos 3y 4.

5.2.3. DISPOSITIVO EXPERIMENTAL.

El dispositivo experimental utilizado en ésta investigacion incluye los siguientes componentes: un tanque de
alimentacion de 5 L de capacidad, un médulo de membrana con una membrana tubular de ultrafiltracién, una bomba
rotatoria de recirculacion, valvulas, manémetros, una balanza analitica y un tanque adicional para suministro de agua.
La figura 5.4 representa un esquema del dispositivo experimental utilizado, mientras que las figura 5.5 incluye
fotografias reales del dispositivo: una visién general (A) o solo algunos componentes (B).

e  Alimentacién de sustrato:
La solucion a filtrar, al pH y temperatura de trabajo, es depositada en el tanque de alimentacion, que esta
previsto de una camisa de refrigeracion/calefaccion conectada a un bafio Tectron S-473 (J.P. Selecta S.A., Barcelona,

Espafia) con agua a la temperatura adecuada y bocas en la parte superior para las correspondientes sondas de
temperatura, alimentacion de sustrato, retorno de retenido y diafiltracién con agua.

@ QL@

Alimentacion

Retenido

9%

~Cr s

Bomba rotatoria —*
A Tanque de alimentacion
®-

Permeado

—

Balanza analitica

Figura 5.4. Esquema del dispositivo experimental de filtracién tangencial.
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Caudalimetro  Manémetro

Vélvula  Modulo de membrana

Figura 5.5. A. Vision general del dispositivo experimental de filtracion utilizado.

B. Algunos componentes del equipo de filtracién.

También dispone de dos salidas por la parte inferior para desagiie y conexién con el resto de componentes. La

agitacion mecanica en el tanque se consigue por el flujo turbulento existente al recircular el retenido.

El tanque de alimentacién se conecta al médulo de membrana por conduccion Masterflex (Chicago, Estados
Unidos) a través de una bomba rotatoria de velocidad variable PROCON® modelo RR7 2607XL con un motor trifasico
de 220 V y 550 W de potencia (Standex Int. Corp., Tennessee, EEUU) conectada a un controlador digital OMRON
modelo Sysdrive 3G3JV inverter (Omron Electronics S.A., Madrid, Espafia) que regula la frecuencia de giro del émbolo.

e Modulo de membrana:

El médulo de membrana utilizado es el descrito en el apartado 5.2.2. El retorno del mismo esta conectado a
un caudalimetro Badger Meter® (Iberfluid Instruments S.A., Barcelona, Espafia) (figura 5.5 B) mediante conduccion
Masterflex y es recirculado de nuevo al tanque de alimentacion. Dicha conduccion estd equipada de un manémetro y
valvula para medida y control de la presion transmembrana. La salida, permeado, esta equipada igualmente con
sendos manémetro y valvula, y el flujo se monitoriza por pesada en una balanza electrénica de precision Mettler Toledo
modelo PB1501-S (Columbus, Ohio, EEUU).

e Medida y control de la presién transmembrana:
Las presiones fueron medidas por 3 manoémetros con un rango de 0 a 60 psi (figura 5.4) situados a la entrada
y salida del modulo de filtracién, y en la corriente de perneado. Los valores de presion a la entrada y salida del modulo

de membrana fueron controlados variando la velocidad de la bomba de recirculacion y mediante la valvula instalada en

la linea de recirculacion.
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5.2.4. METODOS ANALITICOS.

Las corrientes de permeado y retenido, incluida la alimentacion, han sido caracterizadas durante el proceso
de ultrafiltracion por la cuantificacién de: proteina (proteina total, caseina y nitrégeno soluble), grasa, lactosa, extracto
seco, oligosacaridos y la distribucién de pesos moleculares de la fraccion proteica. A continuacion se describe cada uno
de ellos.

5.2.4.1. Métodos analiticos estandar.

Los métodos analiticos estdndar utilizados y su documentacion de referencia se muestran en la tabla 5.6.

Tabla 5.6. Métodos analiticos y documentacién de referencia.

Parametro Método de analisis Documentacion de referencia
Proteinas Kjeldahl Norma Internacional FIL-IDF 20B: 1993
(Proteina total, Norma Internacional FIL-IDF 29: 1964
soluble y BOE 27-Jul-77, N° 178, Orden 31-Ene-1977
caseina) Norma UNE 64011
Grasa Gerber Norma Internacional 1ISO 2446: 1976
BOE 27-Jul-77, N° 178, Orden 31-Ene-1977
Lactosa Enzimatico Manual kit 176303 Lac/D-Gal Boehringer Mannheim
Calcio Absorcién atomica BOE 27-Jul-77, N° 178, Orden 31-Ene-1977
Extracto seco Desecacion Norma Internacional FIL-IDF 21: 1962
BOE 27-Jul-77, N° 178, Orden 31-Ene-1977
Oligosacaridos Cromatografico  Kunz et al, 1996

Kunz et al, 1999b

5.2.4.2. Distribucion de pesos moleculares.

La determinacion de la distribucion de pesos moleculares se ha realizado por dos métodos diferentes:

cromatografico y electroforético.

Cromatografia de exclusién por tamario.

El método cromatografico se realizd segln la técnica desarrollada por Richter et al (1983) y Knights (1985),

basado en cromatografia de exclusion, SE-HPLC, que condujo a una buena separacion de péptidos y a una correlacion
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entre el logaritmo del peso molecular y el tiempo de retencion (A. Guadix, Tesis Doctoral, 2001). Este ha sido el método

que mejores resultados ha dado por su mayor resolucion y mas facil cuantificacion.

Se utilizaron dos columnas en serie TSK-gel G2000-SW (Tosohaas GmbH, Stuttgart, Alemania) de 30 cm de
longitud y 7.5 mm de didmetro interno (Mahmoud et al, 1992; Gonzalez-Tello et al, 1994). El eluyente fue guanidina
clorhidrica 6 M a 1 mL/min. Los efluentes de la columna se detectaron mediante lecturas de absorbancia a 280 nm. Las

proteinas y los péptidos utilizados como referencia, su peso molecular y tiempo de retencion se recogen en la tabla 5.7.

Tabla 5.7. Pesos moleculares y tiempos de retencion de los patrones utilizados.

Patrén Peso molecular (g/mol)  tr (min)
Lactoperoxidasa 89000 9.62
Lactoferrina 78000 10.41
Albimina de huevo 44000 10.51
Quimotripsinégeno 25000 12.07
Ribonucleasa A 13700 14.02
Insulina 6000 16.27
Insulina A 2531 17.38
Péptido inductor del suefio 849 18.81
Phe-Gly-Gly 279 20.42

Se observd una dependencia lineal entre el tiempo de retencion y el logaritmo del peso molecular,
distinguiéndose dos zonas correspondientes a pesos moleculares mayores y menores de 7000 Da, limite que coincide
con el valor por debajo del cual encontramos péptidos solubles en TCA (ver figura 5.6).

Se han encontrado los siguientes ajustes:

PM <7000, tr = -4.9711log PM + 34.035, r2=0.9937
PM > 7000, tr = -3.2241log PM + 28.293, r2=0.9995
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Figura 5.6. Curva de calibrado de la distribucion de pesos moleculares.

Electroforesis en gel de poliacrilamida y SDS (SDS-PAGE).

A pesar de sus limitaciones en la separacion de péptidos de peso molecular bajo, la electroforesis en gel,
conocida como SDS-PAGE (sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis), ha sido utilizada ampliamente

por varios autores: Leaver y Thomson 1993, Parrado et al. 1993, Perea et al. 1993, etc.
El objeto del método es la separacién en un gel unidimensional de acrilamida con SDS de las distintas fracciones

de proteinas en base a su peso molecular, de acuerdo con Laemmili et al (1970). Esta técnica se describe en el apartado
5.1.21.2.

102



TESIS DOCTORAL

6. RESULTADOS Y DISCUSION.
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6.1. SELECCION DE LA FUENTE DE OLIGOSACARIDOS.

Para la seleccion de la fuente natural con un perfil de oligosacaridos mas similar, tanto cualitativa como
cuantitativamente, al de la leche materna, se ha analizado la leche de diferentes especies animales de granja, entre

ellas, la bovina, caprina y ovina. También se ha analizado la leche humana como referencia.

6.1.1. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LA FRACCION DE OLIGOSACARIDOS.

La concentracion de oligosacaridos y lactosa detectada en leche de cabra, vaca, oveja y humana segun las
técnicas descritas en el apartado 5.1.1 de la seccién de Materiales y Métodos se muestra en la tabla 6.1. Como puede
observarse, el rango de concentracién de oligosacéridos en leche de cabra oscila entre 250 y 300 mg/L, lo que
representa aproximadamente entre 4 y 5 veces superior a la cantidad detectada en leche de vaca, y entre 9 y 10 veces
superior a los niveles en leche de oveja. Sin embargo, el contenido de oligosacaridos de la leche de cabra es

significativamente menor en comparacion con el de la materna, cuyos valores oscilan entre 5y 8 g/L (Kunz et al, 2000).

Tabla 6.1. Concentracion de oligosacaridos y lactosa en leche de cabra, vaca, oveja y materna.

Tipo de leche Oligosacaridos (g/L) Lactosa (g/L)
Leche de cabra’ 0.25-0.30 45
Leche de vaca? 0.03-0.06 46
Leche de oveja’ 0.02-0.04 48
Leche materna# 5-8 68

"n=10;2n=5;3n=5;4n=3

En la figura 6.1 se muestra el analisis mediante HP-TLC de las muestras de leche de vaca, oveja y cabra
desnatadas y desproteinizadas. En el carril 1 se cargaron diferentes patrones de oligosacaridos, mientras que en los
carriles 2, 3 y 4 se depositaron las alicuotas correspondientes de leche de vaca, oveja y cabra, respectivamente. Es

importante resaltar que se cargaron cantidades similares de carbohidratos en cada una de las calles.

Se observa un patron de bandas similar en cada una de las calles, a excepcion de una intensa banda en el
carril 4 correspondiente a la leche de cabra que aparecié justo debajo del estandar de 3-sialil-lactosa (flecha 1). Dicha
banda es una indicacion de la presencia de diferentes estructuradas sialiladas en leche de cabra a diferencia de la
leche de las otras dos especies (carriles 2 y 3). Esta hipétesis fue posteriormente confirmada por cromatografia de

intercambio aniénico a alto pH con deteccién amperométrica pulsante (HPAEC-PAD).

104



TESIS DOCTORAL

Patrones

Gal ——

Lac —
2-FL—
3SL

LNT —
LNFP I —
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Figura 6.1. Placa de HP-TLC de leche desnatada y desproteinizada. Calle 1: patrones; Calle 2: leche de vaca; 3: leche
de oveja; 4: leche de cabra.

Con respecto a la fraccion de oligosacaridos neutros, la intensa banda superior que aparece en los 3 carriles
es lactosa, que no fue eliminada previamente al andlisis por HP-TLC. También encontramos una banda comdn a las 3

muestras justamente debajo de la anterior (flecha 2), que fue posteriormente identificada como Galactosil-lactosa.

Todas las muestras fueron a continuacion analizadas por HPAEC-PAD, que es un método de andlisis mas
especifico para carbohidratos. Las figuras 6.2 a 6.5 muestran el perfil cromatografico de la fraccién de oligosacaridos
de las diferentes muestras de leche analizadas: humana (figura 6.2), oveja (figura 6.3), vaca (figura 6.4) y cabra (figura
6.5).

Oligosacaridos . . -
cidos 2 moléculas de &cido sialico
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Figura 6.2. Perfil de oligosacaridos por HPAEC-PAD de leche materna.
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Figura 6.3. Perfil de oligosacéridos por HPAEC-PAD de leche de oveja.
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Figura 6.4. Perfil de oligosacaridos por HPAEC-PAD de leche de vaca.
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Figura 6.5. Perfil de oligosacaridos por HPAEC-PAD de leche de cabra.
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Los tiempos de retencion para los oligosacaridos neutros estan comprendidos entre los minutos 1y 16,
mientras que el tiempo de retencion para la fraccion de oligosacaridos acidos con una molécula de acido sialico es
superior a 16 minutos. Por su parte, los oligosacaridos conteniendo 2 0 més moléculas de &cido sidlico son detectados

a tiempos de elucién superiores a 25 minutos.

Como se puede observar en las figuras anteriores, los cromatogramas de leche de oveja y vaca muestran un
menor nimero de picos (figuras 6.3 y 6.4) en comparacion con los de leche humana o cabra (figuras 6.2 y 6.5), siendo

el perfil cromatografico de la leche de cabra el mas similar al de la leche humana.

Ademas, el analisis cromatografico revela que la fraccion de oligosacaridos &cidos de leche de oveja contiene
principalmente estructuras con dos moléculas de &cido sialico (figura 6.3), mientras que el perfil cido de la leche de
vaca estd compuesto fundamentalmente por estructuras con solo una molécula de &cido sidlico (figura 6.4). Sin
embargo, la fraccion de oligosacaridos cidos de leche de cabra es rica en estructuras conteniendo tanto una como

varias moléculas de acido sialico (figura 6.5), al igual que la leche humana (figura 6.2).

Los picos numerados en el cromatograma de la figura 6.2 correspondiente a leche materna se corresponden
con los siguientes oligosacaridos: 1. Lacto-N-difucohexaosa Il; 2. 3-fucosil-lactosa; 3. Lacto-N-difucohexaosa I; 4.
Lacto-N-fucopentaosa lll; 5. Lacto-N-fucopentaosa Il; 6. Lactosa; 7. 2-fucosil-lactosa; 8. Lacto-N-fucopentaosa I; 9.
Lacto-N-neotetraosa; 10. Galactosil-lactosa; 11. Lacto-N-tetraosa; 12. Lacto-N-hexaosa; 13. Acido sidlico; 14. Sialil-
lacto-N-tetraosa c; 15. 6-sialil-lactosa; 16. 3-sialil-lactosa; 17. Sialil-lacto-N-tetraosa a; 18. Sialil-lacto-N-tetraosa b; 19.

Disialil-fucosil-lacto-N-hexaosa; 20. Disialil-lacto-N-tetraosa.

En la tabla 6.2 se recoge la cuantificacion de este cromatograma, incluyendo la abreviatura y la concentracion

de la mayoria de los oligosacéridos identificados.

En el caso del cromatograma HPAEC-PAD de leche de cabra (figura 6.5), existen varios picos
correspondientes a estructuras que no han sido elucidadas por dicha técnica sino por FAB-MS, al no existir patrones

comercialmente disponibles, ya que no se encuentran presentes en leche materna.

Utilizando dicha técnica se han encontrado, ademas de los ya identificados por cromatografia, 15 nuevos
oligosacéridos en leche de cabra no descritos anteriormente, 4 de ellos neutros y 11 &cidos. Todas estas estructuras
identificadas tanto por HPAEC-PAD como por FAB-MS aparecen representadas en la figura 6.5 con el correspondiente
pico numerado: 1. Galactosa; 2. Lactosa; 3. Galactosil-lactosa; 4. N-acetilglucosaminil-lactosa; 5. Lacto-N-hexaosa; 6.
Acido sialico; 7. 6-sialil-lactosa; 8. 3-sialil-lactosa; 9. N-glicoliineuraminil-lactosa; 10-20. Estructuras elucidadas por FAB-
MS: Sialil-lacto-N-hexaosa, N-acetilglucosaminil-lacto-N-hexaosa, Disialil-lactosa, Di-N-glicolilneuraminil-lactosa, Sialil-

N-glicolilneuraminil-lactosa, Sialil-hexosil-lactosa, N-glicoliineuraminil-hexosil-lactosa, Sialil-N-glicoliineuraminil-hexosil-
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lactosa, Disialil-hexosil-lactosa, Di-N-glicolilneuraminil-hexosil-lactosa, Sialil-dihexosil-lactosa, N-acetilglucosil-hexosil-

lactosa y N-acetilglucosil-dinexosil-lactosa.

Tabla 6.2. Oligosacaridos identificados en leche materna por HPAEC-PAD.

Abreviatura Nombre Concentracion (g/L)!

Oligosacaridos 4cidos

DSLNT Disialil-lacto-N-tetraosa 0.30-0.60
6-SL 6-sialil-lactosa 0.30-0.50
3-SL 3-sialil-lactosa 0.20-0.30
LSTc Sialil-lacto-N-tetraosa ¢ 0.20-0.30
LSTa Sialil-lacto-N-tetraosa a 0.05-0.20
LSThb Sialil-lacto-N-tetraosa b 0.05-0.20
Oligosacaridos neutros

LNFP | Lacto-N-fucopentaosa | 1.20-1.70
LNT Lacto-N-tetraosa 1.00-1.50
LNFP I Lacto-N-fucopentaosa |l 0.30-1.00
2-FL 2-fucosil-lactosa 0.40-0.50
LNDFH Il Lacto-N-difucohexaosa I 0.20-0.30
LNDFH | Lacto-N-difucohexaosa | 0.10-0.20
LNFP 1ll Lacto-N-fucopentaosa Il 0.01-0.20
LNH Lacto-N-hexaosa 0.10-0.15
LNnT Lacto-N-neotetraosa 0.10-0.15
3-FL 3-fucosil-lactosa 0.05-0.10
Total oligosacaridos 5-8

"n=3

La figura 6.6 muestra el espectro obtenido por FAB-MS de leche de cabra, incluyendo algunos oligosacaridos
permetilados acidos y neutros. Los picos numerados y la relacion masa/carga que aparecen se corresponden con las
siguientes estructuras: 1. Lactosa, 2. Galactosil-lactosa, 3. 3- y 6-sialil-lactosa, 4. N-glicolilneuraminil-lactosa, 5. Sialil-
hexosil-lactosa, 6. N-glicoliineuraminil-hexosil-lactosa, 7. Disialil-lactosa, 8. Sialil-N-glicolineuraminil-lactosa, 9. Di-N-
glicoliineuraminil-lactosa, 10. Lacto-N-hexaosa, 11. Disialil-hexosil-lactosa, 12. Sialil-N-glicoliineuraminil-hexosil-lactosa,

13. Di-N-glicolilneuraminil-hexosil-lactosa.

108



TESIS DOCTORAL

100
80 1
477.2

< .
B
kS
Qo
e 2
S 40
©
B 681.4
c
L
=

20 4

600

4
868.6
838.5
7
6 11998 8
5 1072.8 [1229.8 9
10428/ 12508 11 12
10 1404'11433.8
1376.0| J/ 13
N\ | (714639
s
T T T T T T
800 1000 1200 1400 1600
m/z

Figura 6.6. Espectro obtenido por FAB-MS de la fraccidn de oligosacaridos de leche de cabra.

Los oligosacaridos mayoritarios detectados en leche de cabra, su abreviatura y concentracion se resumen en

la tabla 6.3.

Tabla 6.3. Oligosacaridos mayoritarios encontrados en leche de cabra por HPAEC-PAD y FAB-MS

Abreviatura Nombre Concentracion (g/L)!
Oligosacaridos 4cidos

6-SL 6-Sialil-lactosa 0.07 -0.08
3-SL 3-Sialil-lactosa 0.05-0.06
NGL N-glicolil-neuraminil-lactosa 0.03-0.04
SLNH Sialil-lacto-N-hexaosa 0.001-0.005
DSL Di-sialil-lactosa 0.001-0.005
SNGL Sialil-N-glicolil-neuraminil-lactosa 0.001 -0.005
SHL Sialil-hexosil-lactosa Trazas
NGHL N-glicolil-neuraminil-hexosil-lactosa Trazas
SNGHL Sialil-N-glicolil-neuraminil-hexosil-lactosa Trazas
DSHL Di-sialil-hexosil-lactosa Trazas
DNGL Di-N-glicolil-neuraminil-lactosa Trazas
SDHL Sialil-di-hexosil-lactosa Trazas
DNGHL Di-N-glicolil-neuraminil-hexosil-lactosa Trazas
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NGLNH N-glicolil-neuraminil-lacto-N-hexaosa Trazas
Oligosacaridos neutros

GL Galactosil-lactosa 0.05-0.06
NAL N-acetil-glucosaminil-lactosa 0.03-0.04
LNH Lacto-N-hexaosa 0.001-0.005
NALNH N-acetil-glucosaminil-lacto-N-hexaosa 0.001 -0.005
DNAL Di-N-acetil-glucosaminil-lactosa 0.001 -0.005
NAHL N-acetil-glucosaminil-hexosil-lactosa Trazas
NADHL N-acetil-glucosaminil-di-hexosil-lactosa Trazas
Total oligosacaridos 0.25-0.30
"n=10

Los resultados obtenidos indican que dentro de la fraccién de oligosacaridos &cidos de leche de cabra, las
moléculas de 6- y 3-sialil-lactosa son significativamente mayoritarias (figura 6.5, picos 7 y 8), y mas abundantes en
comparacion con la leche de vaca (figura 6.4) u oveja (figura 6.3). En total, dicha fraccion acida representa mas del
40% de la cantidad total de oligosacaridos en leche de cabra. En particular, la molécula de sialil-lactosa ha sido descrita
como un excelente receptor de patdgenos ampliamente conocidos, como por ejemplo Campylobacter pylori,
Streptococcus sanguis, Helicobacter pylori y Streptococcus pneumoniae, previniendo por tanto la union de estos
patdgenos sobre las paredes del tracto gastrointestinal e inhibiendo su crecimiento en el intestino (Kunz et al, 1999g;
Wang y Brand-Miller, 2003). También se ha descrito recientemente que la fraccion sialilada de los oligosacéridos de
leche es capaz de unirse a determinadas especies enterotdxicas y uropatdgenas de Escherichia coli humanas (Martin-
Sosa et al, 2002). En el caso de los oligosacaridos de leche de cabra, la elevada concentracion encontrada de 3-sialil-
lactosa y 6-sialil-lactosa sugiere que podrian prevenir el ataque de patégenos sobre el intestino, actuando como
receptores de virus y bacterias de una manera similar a como se ha descrito para las mismas estructuras en leche

humana.

Con respecto a la fraccién de oligosacéridos neutros encontrados en leche de cabra, ésta es
significativamente superior en comparacion con la de la leche de vaca u oveja. El oligosacarido neutro mayoritario
encontrado en las 3 leches animales (oveja, vaca y cabra) es galactosil-lactosa (figura 6.3, figura 6.4 y figura 6.5, pico
3), lo que tiene importantes repercusiones en el desarrollo cerebral postnatal, como se demuestra a continuacion. Los
glicolipidos mayoritarios constituyentes de la mielina y las membranas celulares de las neuronas son los
galactocerebrésidos, que incluyen una molécula de galactosa como grupo polar. Durante el periodo de mielinizacion y
desarrollo cerebral del recién nacido, el higado podria no ser capaz de proporcionar toda la galactosa necesaria para el
neonato, por lo que la suplementacién con oligosacéridos de leche de cabra donde la galactosa es uno de los
principales componentes, tanto liore como en forma de galactosil-lactosa, podria asegurar que dichos niveles no

lleguen a ser limitantes durante este periodo de desarrollo (Kunz et al, 1999b).
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También dentro de la fraccidn neutra, se ha detectado lacto-N-hexaosa en leche de cabra, un oligosacarido
tipico de leche materna descrito por primera vez hace mas de tres décadas (Akira y Ginsburg, 1972). Ademas, también
contiene N-acetil-glucosaminil-lactosa (30-40 mg/L), que representa aproximadamente el 15% del total de la fraccion de
oligosacéridos de leche de cabra y que no ha sido identificado en leche humana. No obstante, el monosacarido N-
acetil-glucosamina ha sido descrito como un factor de crecimiento especifico de Bifidobacterium bifidum (Moro, 1900;
Kunz et al, 1999a).

En base a los resultados obtenidos se puede considerar la leche de cabra como una éptima fuente de
oligosacaridos tanto por su composicidn como por su concentracion, y la mejor en comparacion con las leches
comercialmente disponibles, conteniendo una gran variedad de oligosacéaridos acidos y N-acetil-glucosaminil-lactosa

junto con galactosil-lactosa como oligosacaridos neutros mayoritarios.

Ademés, las similitudes estructurales encontradas entre los oligosacéridos y otros glicoconjugados de leche
de cabra y los de leche materna sugieren que los primeros podrian desarrollar o imitar las actividades descritas para los

segundos, pudiendo ser utilizados en productos para nutricion humana, como se demuestra a continuacion.

6.1.2. EVALUACION DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES.

6.1.2.1. Determinacion del efecto sobre la diferenciacion de enterocitos y células calciformes.

6.1.2.1.1 Determinacion de las actividades enzimaticas fosfatasa alcalina, leucin-aminopeptidasa y

disacaridasas en células Caco-2.

La adicion de oligosacéridos purificados de leche de cabra (OC) o de un extracto rico en oligosacéridos
obtenido por filtracidn tangencial a partir de leche de cabra (EC) ambos en una concentracion de 5 mg oligosacaridos/L
de medio de cultivo se tradujo en un aumento de la actividad fosfatasa alcalina. En cuanto a la actividad leucin-
aminopeptidasa se observa una tendencia parecida, aunque las diferencias entre los grupos tratados y el grupo control
no son significativas. El patron de actividades lactasa y maltasa, fue muy similar. De hecho, las actividades de estas
dos enzimas se vieron incrementadas por la adicién de oligosacaridos al medio de cultivo (OC). Por ofra parte, la
actividad sacarasa no se vio incrementada en este grupo (OC), aunque cuando la adicion procedia del extracto rico en
oligosacéridos obtenido por ultrafiltracion de leche de cabra (EC) si se produjo un incremento significativo de la misma

(p<0.05). Todos estos resultados se muestran en la figura 6.7.
Las células Caco-2, procedentes de una linea celular de carcinoma de colon humano, se utilizan

habitualmente en ensayos de diferenciacion y proliferacion celular (Tanaka et al, 1996). La diferenciacion epitelial

puede afectar a la expresion de proteinas estructurales, proteinas de secrecidn y también de actividades enzimaticas
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del borde en cepillo intestinal, como es el caso de las actividades fosfatasa alcalina, leucin-aminopeptidasa y
disacaridasas (Sanderson et al, 1996). Asi, ha sido descrito que estas actividades enzimaticas, que juegan un papel
importante en la digestion y absorcion de nutrientes, pueden ser alteradas por una serie de factores como la
maduracion intestinal, procesos de malnutricion, malabsorcion, inflamacién intestinal, asi como por determinados
nutrientes (Boza et al, 1995 y 1996). De hecho, un aumento en cualquiera de estas actividades enzimaticas se

correlaciona con una mayor maduracién-diferenciacion de la células del epitelio intestinal.
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Figura 6.7. Efecto de la adicién de oligosacaridos purificados de leche de cabra (OC) o de un extracto rico en
oligosacéridos obtenido por filtracion tangencial a partir de leche de cabra (EC) al medio de cultivo sobre las actividades
enzimaticas fosfatasa alcalina, leucin-aminopeptidasa y disacaridasas de células Caco-2. Los resultados son Medias +
EEM (n=6). *: p < 0.05 vs Control.

112



TESIS DOCTORAL

En este sentido, nuestros resultados, en su conjunto, irian en la direccion de que los oligosacaridos de la
leche de cabra inducirian la maduracién intestinal, ya que su adicion al medio de cultivo de células Caco-2 aumenta la

mayoria de las actividades enziméticas ensayadas.

Hasta ahora, el interés de los oligosacéridos estaba centrado en su papel como receptores de patdgenos,
protegiendo la mucosa intestinal del ataque de bacterias patégenas (Kunz et al, 2000; Newburg, 2000) o como factores
de crecimiento para Bifidobacterium y Lactobacillus (Dai & Walker, 1999) mas que como factores tréficos del epitelio
intestinal propiamente dichos. Asimismo, se ha sugerido que los procesos de glicosilacion a nivel de las
microvellosidades intestinales es un proceso que se regula a través del desarrollo, en el que pueden influir bacterias
probidticas y factores tréficos presentes en la dieta (Dai et al, 2000). Esa inmadurez del intestino delgado puede ser un
factor determinante en la colonizacién microbiana y su relacion directa con las infecciones intestinales en nifios. Asi,
esa inmadurez en los sistemas de glicosilacion se ha relacionado con una mayor sensibilidad y respuesta a la toxina
termoestable de E. coli en ratas (Cohen et al, 1986), cerdos (Mezoff et al, 1991) y nifios (Cohen et al, 1988), debido a
un mecanismo receptor-dependiente. De esa forma, los oligosacéridos procedentes de la leche humana y otros
rumiantes, ricos en acido sialico, fucosa, manosa, N-acetil-glucosamina, N-acetil- galactosamina, etc., podrian
influenciar los patrones de glicosilacion de las células epiteliales hacia un mayor grado de diferenciacion (maduracion)
que permitiria una mayor produccion de glicoconjugados fucosilados, que aparecen mas tarde en la vida postnatal y

que permitirian una mayor resistencia a la adhesion de patdgenos en la superficie epitelial.

6.1.2.1.2. Determinacion del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) en células Caco-2 y
HT29-MTX.

El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) es un marcador de proliferacion celular que se utiliza
habitualmente para estudiar el efecto de diferentes nutrientes presentes en el lumen intestinal sobre el mantenimiento y
la proliferacion del epitelio del colon (Jenab y Thompson, 2000). La adicién de oligosacaridos purificados de leche de
cabra (OC) o de un extracto rico en oligosacaridos obtenido por filtracién tangencial a partir de leche de cabra (EC) al
medio de cultivo no produjo ninguna alteracién significativa en los niveles del antigeno nuclear de proliferacién celular
(PCNA) tanto en células Caco-2 como en HT29/MTX (Figura 6.8).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos cuando se estudiaron las actividades enzimaticas de borde en
cepillo intestinal, podriamos concluir que los oligosacaridos procedentes de leche de cabra afiadidos al medio de cultivo
de células Caco-2 y HT29/MTX cultivadas hasta confluencia estimulan la diferenciacién celular (actividades fosfatasa
alcalina, leucin-aminopeptidasa y disacaridasas), pero no estimulan la proliferacién celular, tomando como marcador el
PCNA.
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Figura 6.8. Efecto de la adicién de oligosacaridos purificados de leche de cabra (OC) o de un extracto rico en
oligosacéridos obtenido por filtraciéon tangencial a partir de leche de cabra (EC) al medio de cultivo sobre la
concentracion del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) de células Caco-2 y HT29/MTX. Los resultados son
Medias + EEM (n = 6).

6.1.2.1.3. Determinacion de la expresion de mucoproteinas y “trefoil factors” en células Caco-2 y
HT29-MTX.

El mucus gastrointestinal es una compleja mezcla de glicoproteinas, agua, macromoléculas celulares,
electrolitos, microorganismos y células descamadas. Su consistencia, asi como su capacidad de proteger la superficie

epitelial se debe principalmente a las glicoproteinas llamadas mucinas o mucoproteinas (Neutra y Forstner, 1987).

Las mucoproteinas son glicoproteinas de muy alto peso molecular, cuya parte proteica representa el 10-20%
de la estructura, siendo particularmente rica en treonina, serina y prolina. Las cadenas de oligosacaridos (80-90%)
estan principalmente formadas por N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, galactosa, fucosa y manosa, que se

unen a la parte peptidica a través de enlaces O-glicosilicos a treonina y serina (Faure et al, 2002).

La capa de mucus juega un papel relevante en varias funciones gastrointestinales muy importantes
incluyendo proteccién, lubricacion y eliminacion de bacterias intestinales. Constituye una barrera fisica entre el epitelio
y el lumen intestinal (bacterias, virus, toxinas, enzimas digestivos, proteasas bacterianas, etc). Por tanto, la cantidad y
calidad de ese mucus juega un papel importante en la propia salud intestinal. De hecho, se sabe que en procesos
inflamatorios como la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn se produce una alteracion de la capa de mucus, a nivel
de la expresion de mucoproteinas y “trefoil factors” aumentando asi la permeabilidad intestinal a bacterias, toxinas, etc
(Hollander, 1999; Makkink et al, 2002; Faure et al, 2003).

Hoy dia se sabe que el estatus nutricional del individuo es crucial para la integridad de la capa de mucus.

Estados de malnutricién o ayuno afectan a su composicion, disminuyendo su capacidad de proteccion, haciendo al
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epitelio mas susceptible a la accién de bacterias y endotoxinas (Boza et al, 1999). Sin embargo, muy pocos estudios se
han hecho para comprobar el efecto de determinados nutrientes en la composicién de mucoproteinas y en su
funcionalidad. Asi, ha sido descrito que diferentes fibras dietarias han sido capaces de estimular la produccién de
mucoproteinas a nivel de colon en ratas (Vahouny et al, 1985; Satchithanadam et al, 1990). Asimismo, se ha
demostrado que la fuente proteica de la dieta también influencia la produccién de mucoproteinas en intestino delgado
de vacas (Montagne et al, 2000 a y b). Faure y Boza (2001, resultados no publicados) estudiaron en células HT29-MTX
el efecto de la adicién de treonina al medio de cultivo sobre la sintesis de mucoproteinas siguiendo la incorporacion de
L- (®H) treonina, viendo que ésta aumenta significativamente incrementando el nivel de treonina del medio de cultivo de
0.220.8 mM.

La familia de péptidos conocida como “trefoil factors” es un grupo de péptidos expresada en una region
selectiva del tracto gastrointestinal. Se caracterizan por tener en su estructura un dominio de 6 residuos de cisteina
que se creen que resultan de la formacion de tres “loops” entrecadenas. Los principales son los TFF1, TFF2 'y TFF3 y
se suelen expresar por las células caliciformes (Dignass y Sturm, 2001). Estos péptidos juegan un importante papel en
el restablecimiento de la mucosa intestinal tras un periodo de agresion (Mashimo et al, 1996), sugiriéndose que la
modulacién de estos mecanismos de reparacion intestinal la harian a través de la funcion del complejo E-
caderina/catenina (Liu et al, 1997). Aunque los receptores para los “trefoil factors” no se han identificado todavia de
forma definitiva, se asume que son secretados en la superficie del lumen intestinal por la parte apical a través de

mecanismos que son diferentes a los que actdan en la parte basolateral de estas células.

El objetivo de este experimento fue comprobar cual era el efecto de la adicion de oligosacaridos de leche de

cabra al medio de cultivo de células Caco-2 y HT-29/MTX sobre la expresién de mucoproteinas y trefoil factors.

Las figuras 6.9 (a y b) y 6.10 (a y b) muestran el efecto de la adicidn de oligosacéridos purificados de leche de
cabra (OC) o de un extracto rico en oligosacaridos obtenido por filtracidn tangencial a partir de leche de cabra (EC) al
medio de cultivo sobre la expresion génica de mucoproteinas y “trefoil factors” en células Caco-2 y HT-29/MTX,
respectivamente. De los resultados obtenidos podria deducirse que la fraccion EC produce una disminucion
significativa y especifica en la expresion de MUC2, MUC4 y MUC 5B en células Caco-2 y HT29/MTX. La fraccién OC
podria ser en parte responsable de los efectos observados en el caso de la expresion de MUC5B y de MUC2, ya que
se observa una disminucion significativa en las células HT-29/MTX en ambos casos y en las células Caco-2 en el caso
de la expresion de MUC5B.

Por otra parte, la expresion de TFF1y TFF3 se vio significativamente disminuida en células Caco-2, en todos

los grupos ensayados, mientras que en las células HT29/MTX no se produjo efecto alguno debido a la adicion de las

fracciones OC o EC al medio de cultivo.
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Huet et al (1998) y Gouyer et al (2001a), trabajando con células Caco-2 y HT29-MTX, sugirieron que la 02,3
sialilacién juega un papel muy importante en el transporte intracelular de las glicoproteinas asociadas al borde de
cepillo intestinal y también en la secrecion de mucus y que este proceso podria ser modificado por las especies
oligosacaridicas asociadas a la glicoproteinas de la parte apical de la superficie epitelial. Dai et al (2000) sefialan que la
secuencia terminal de carbohidratos en las glicoproteinas es critica para la adhesién de bacterias y toxinas bacterianas
y que, por tanto, la disponibilidad de glicosiltransferasas en el aparato de Golgi de las células epiteliales es critica en la
respuesta celular frente a bacterias y sus toxinas. Estos mismos autores postulan que la presencia de algunos factores
tréficos procedentes de la dieta en las células epiteliales, sefiales hormonales, bacterias probidticas, etc pudiesen

proteger el tracto gastrointestinal a través de una regulacion en los procesos de glicosilacion.

Nuestros resultados, tanto en células Caco-2 como en HT29-MTX, sugieren que los oligosacaridos de leche
de cabra pueden alterar la expresion génica de la sintesis de mucoproteinas y “trefoil factors”, si bien la implicacion de
estos cambios en los procesos de glicosilacion celular, su posible efecto beneficioso en los procesos de adhesién
bacteriana y su extrapolacion a los efectos que esta suplementacion podria tener en un organismo vivo no han sido

objeto de esta memoria de tesis doctoral y, por tanto, permanecen sin ser estudiados.

En cualquier caso, los resultados obtenidos tanto en Caco-2 como en HT29-MTX, para los genes que
codifican la expresiéon de MUC 2, MUC 3 y MUC 5B son muy claros en el sentido de una inhibicion de su expresion en
presencia de oligosacaridos en el medio de cultivo. En el mismo sentido, la expresion de TFF1 y TFF3, también se vio
disminuida en células Caco-2 en presencia de oligosacaridos de leche de cabra, cosa que no ocurri6 en células HT29-
MTX. Se ha descrito por Gouyer et al (2001b) que la secreciéon de péptidos TFF o “trefoil factors” es un proceso
coordinado que tan solo ocurre después de la diferenciacion de estas células en un fenotipo de células secretoras de
mucus, momento que ocurre a los 9-11 dias de cultivo donde se observa la méxima produccion de mucus (Gouyer et
al, 2001c) o por su induccién como es el caso cuando se adicionan al medio de cultivo agentes secretagogos. En este
caso, las células se cultivaron 7 dias con lo que ese cambio en la expresion fenotipica todavia no habia ocurrido y

podria explicar el hecho de que no se alterase la expresion de TFF1y TFF3 en células HT29-MTX.
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Figura 6.9. A. Efecto de la adicién de oligosacaridos purificados de leche de cabra (OC) o de un extracto rico en
oligosacéridos obtenido por filtracién tangencial a partir de leche de cabra (EC) al medio de cultivo sobre la expresion
génica de mucoproteinas y “trefoil factors” en células Caco-2. Los resultados son Medias + EEM (n = 6). *: p < 0.05 vs

Control.
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Figura 6.9. B. Fotografias de la RT-PCR del ensayo para la determinacion del efecto de la adicién de oligosacaridos
purificados de leche de cabra (OC) o de un extracto rico en oligosacaridos obtenido por filtracién tangencial a partir de
leche de cabra (EC) al medio de cultivo sobre la expresion génica de mucoproteinas y “trefoil factors” en células Caco-
2. Los resultados son Medias £ EEM (n = 6). *: p < 0.05 vs Control.
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Figura 6.10. A. Efecto de la adicion de oligosacaridos purificados de leche de cabra (OC) o de un extracto rico en
oligosacaridos obtenido por filtracidn tangencial a partir de leche de cabra (EC) al medio de cultivo sobre la expresion
génica de mucoproteinas y “trefoil factors” en células HT29-MTX. Los resultados son Medias + EEM (n = 6). *: p < 0.05

vs Control.
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Figura 6.10. B. Fotografias de la RT-PCR del ensayo para la determinacién del efecto de la adicion de oligosacéridos
purificados de leche de cabra (OC) o de un extracto rico en oligosacéridos obtenido por filtracién tangencial a partir de
leche de cabra (EC) al medio de cultivo sobre la expresion génica de mucoproteinas y “trefoil factors” en células HT29-
MTX. Los resultados son Medias + EEM (n = 6). *: p < 0.05 vs Control.
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6.1.2.2. Estudio de la adhesion de monocitos sobre células HUVEC bajo condiciones de flujo.

El ensayo de adhesién dindmico se realizd tal como se describe en el apartado 5.1.2.2. de la seccién de
Materiales y Métodos. Se fundamenta en que los oligosacaridos de la leche humana son minimamente digeridos en el
tracto gastrointestinal del neonato (Gnoth et al, 2000) y son parcialmente absorbidos en nifios alimentados con leche
materna (Kunz et al, 2000), por lo que podrian no solo tener funciones en el intestino, sino también ejercer efectos a

nivel sistémico, como por ejemplo, en procesos inflamatorios.
La etapa inicial en el proceso de adhesién leucocitaria sobre células endoteliales (figura 6.11) esta mediada

por moléculas de adhesion celular de la familia de las selectinas (CD62) y ligandos especificos que son moléculas de

oligosacaridos.

seEEaEE®

neutrophil

blood

specific
P vessel

oligosaccharide

endothelial cell

SITE OF INFECTION

Figura 6.11. Proceso de adhesion leucocitaria sobre células endoteliales.

Las selectinas (figura 6.12), un grupo de moléculas de adhesion celular, se expresan en la superficie celular
de leucocitos, plaquetas, asi como células endoteliales y tienen un importante papel en la cascada de adhesion celular
que conduce a la extravasacién de células de la sangre en los tejidos durante los procesos de inflamacién. A través de
la unién a ligandos-carbohidratos situados en la superficie de las células endoteliales, los leucocitos son retirados de la
circulacion sanguinea y comienzan a rodar en la pared endotelial hasta que quedan perfectamente unidos a la pared,

proceso que es mediado por otro tipo de moléculas de activacién endotelial denominadas integrinas (Varki, 1994).
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Figura 6.12. Tipos de selectinas (L-, E- y P-selectina).

Nuestro objetivo fue investigar si los oligosacaridos de leche de cabra son capaces de actuar como analogos
de los ligandos de las selectinas y por tanto inhibir la adhesién de monocitos sobre células endoteliales de cordén
umbilical humano (HUVEC) bajo condiciones de flujo. Para ello se realizaron 3 tipos de ensayos en diferentes
condiciones para comprobar la influencia de la suplementacion con oligosacaridos de leche de cabra sobre la adhesién
de monocitos en células endoteliales. Se utilizd el factor de necrosis tumoral o (TNF-o) para estimular las células
HUVEC, pues es una citoquina proinflamatoria y un potente agonista en la activacion de células endoteliales (Imaizumi
et al, 2000).

Los 3 tipos de ensayos realizados son los siguientes:

1. Sin estimulacién previa de las células con TNF-au y sin suplementacion con oligosacaridos (control 1).
2. Con estimulacion previa de las células con TNF-a y sin suplementacion con oligosacaridos (control 2).
3. Con estimulacion previa de las células con TNF-a y con suplementacion con oligosacaridos de leche de

cabra.

En total se realizaron 9 experimentos independientes, 3 de cada tipo de ensayo. En los ensayos con
estimulacién previa de las células endoteliales, ésta se realiz6 con TNF-a a una concentraciéon de 10 ng/mL y 4 horas
antes de la realizacién de los mismos. Por su parte, la suplementacién del medio de cultivo celular con oligosacaridos

se realizé una hora antes y con una concentracion final de 125 ug/mL.

Los monocitos se aplicaron sobre las células endoteliales a un flujo de 6.7 mL/min, que fue calculado para

generar una presion fisioldgica de 1 dina/cm2. El recuento de monocitos adheridos se realizé a los diez minutos de
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aplicar el flujo de monocitos, resultando que la suplementacién del medio de cultivo celular con oligosacaridos de leche
de cabra redujo la adhesiéon de monocitos en un 21.1% + 11.4 (valor dado como media + SD). Comparada con el

control 2 sin suplementacién con oligosacéridos, el efecto fue altamente significativo: P = 0.00074.

Las figuras 6.13, 6.14 y 6.15 (cedidas por el departamento de Nutricion Humana de la Universidad Justus
Liebig de Giessen, Alemania) muestran la adhesion de los monocitos sobre las células endoteliales para cada uno de
los ensayos realizados; en particular, en las figuras 6.13 y 6.14 (controles 1y 2) se puede observar la influencia de la
activacién de las células HUVEC con TNF-a, mientras que en las figuras 6.14 y 6.15 se puede observar la influencia de

la adicién de oligosacaridos de leche de cabra sobre la adhesion en células endoteliales activadas.

Células
HUVEC

Figura 6.13. Adhesion de monocitos en células HUVEC no estimuladas (control 1).

Monocitos

Figura 6.14. Adhesion de monocitos en células HUVEC estimuladas con TNF-a. (control 2).

Figura 6.15. Adhesion de monocitos en células HUVEC estimuladas con TNF-a tras incubacidn con oligosacéridos de

leche de cabra.
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Los tetrasacaridos sialilados y fucosilados sialil-Lewis-x y sialil-Lewis-a han sido identificados como
estructuras esenciales y determinantes de la unién con selectinas (Chhabra et al, 2003). Entre los oligosacaridos que
existen en la leche humana, existen varias estructuras que tienen epitopos muy similares a los ligandos para las
selectinas (Grénberg et al. 1992). Rudloff et al (2002) estudiaron si los oligosacaridos de la leche humana contenian o
no estos epitopos ligandos para estas selectinas que median en las etapas iniciales de la extravasacion de leucocitos
en los procesos inflamatorios. Estos autores encontraron estructuras ligandos sialil- Lewis y sugirieron la posibilidad de

su funcién fisiolégica en procesos inflamatorios.

Nelson et al (1993) y Tyrell et al (1991) en estudios in vitro de inhibicién de la adhesidn celular, comprobaron
que los oligosacéridos prevenian esta adhesion por lo que pensaban que los oligosacaridos de la leche humana
también serian efectivos. Bode y Rudloff (2002) comprobaron que los oligosacaridos de leche humana eran capaces de
inhibir la adhesién celular de monocitos sobre células endoteliales de cordén umbilical (HUVEC) estimuladas con TNF-
. En tanto que los los oligosacaridos de la leche humana no se digieren en el tracto gastrointestinal (Gnoth et al 2001),
uno podria pensar que tras el paso por estomago e intestino, todavia conservarian esos epitopos para selectinas.
Ademas, se ha comprobado en nifios que algunos lacto-oligosacéaridos son absorbidos y encontrados posteriormente
en orina. Asi, algunos epitopos existentes en los oligosacaridos de la leche humana podrian circular por la sangre
algun tiempo antes de ser excretados por orina. En cualquier caso, su principal punto de actuacién seria a nivel de
intestino delgado y grueso, ayudando en la prevencién de enfermedades inflamatorias intestinales por unién a
leucocitos presentes en la mucosa.

En definitiva, nuestros resultados demuestran que los oligosacaridos de la leche de cabra, al igual que los de
leche materna, son capaces de inhibir in vitro la adhesion de monocitos sobre células HUVEC estimuladas con TNF-a.
Asimismo y como esta memoria describe, las principales estructuras de oligosacaridos encontradas en leche de cabra
también estan presentes en leche humana, por lo que unido a estos resultados sobre inhibicién de adhesion celular,
podriamos postular que los oligosacaridos de leche de cabra podrian tener esta misma accién protectora que se les
confiere a los de leche humana. En cualquier caso, para confirmar estos resultados, en nuestro laboratorio estamos
llevando a cabo estudios que permitan discernir si estas estructuras oligosacaridicas pueden también actuar como

inmunomoduladores in vivo.

6.2. OBTENCION DE OLIGOSACARIDOS POR ULTRAFILTRACION.
El objetivo perseguido en este apartado es la puesta a punto del proceso de membranas que permitiera el

fraccionamiento de la leche de cabra en un concentrado proteico y en otra fraccion que contuviera al menos el 95% de

los oligosacaridos sin modificar sus propiedades bioldgicas ni su biodisponibilidad.
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6.2.1. ESTUDIO EXPERIMENTAL.

Los ensayos de ultrafiltracion se llevaron a cabo en el dispositivo experimental descrito en el apartado 5.2.3
de la seccion de Materiales y Métodos. Previamente a la realizacion de los ensayos se preseleccionaron el médulo de
membrana: material, configuracién y tamafio de poro, y las condiciones de operacion: temperatura, velocidad de

recirculacién y presién transmembrana.

6.2.1.1. Seleccion del médulo de membrana.

Material del médulo de membrana.

El criterio mas importante a la hora de seleccionar el material del médulo de membrana es que éste debe
estar autorizado para el contacto con alimentos. Ademas, se tuvieron en cuenta otras cualidades, como la capacidad de
limpieza, la durabilidad, la escalabilidad y su resistencia frente a condiciones de operacién extremas. En base a los
criterios citados, se seleccionaron las membranas ceramicas de Ultima generacion fabricadas de 6xido de aluminio,
titanio y zirconio por sus mejores propiedades, ya que son faciimente escalables, soportan temperaturas de
esterilizacién de hasta 350°C, pHs comprendidos entre 0 y 14 y presiones de hasta 10 bar, lo que les confiere una
resistencia mecanica superior en comparacion con el resto de membranas organicas utilizadas tanto a nivel industrial
como a escala de laboratorio. Esta mayor resistencia se traduce experimentalmente en una mayor vida media, lo que le
confiere la posibilidad de tener largos tiempos de operacién, pudiendo trabajar hasta 10-14 afios tras su instalacion y

tolerando frecuentes limpiezas agresivas.

Configuracién del médulo de membrana.

Segun se describié en el apartado 3.2.1 de la seccién de Antecedentes bibliograficos, las membranas se
pueden disponer en diferentes configuraciones, que son: tubular, fibra hueca, plana y espiral. La eleccién de una u otra
depende de diferentes criterios, entre ellos el sanitario, que es esencial para todas las aplicaciones en la industria
agroalimentaria, la compacidad (definida como la relacién entre superficie filtrante con respecto al volumen del equipo),
el tipo de régimen de flujo, la facilidad de desmontado y sustitucién de membranas defectuosas, etc. Ademas, para
satisfacer la legislacion, la configuracién del mddulo de filtracion debe evitar la existencia de zonas muertas,
susceptibles de colmatarse y de favorecer el desarrollo bacteriano. La evaluacion de todos estos criterios condujo a la
seleccion de madulos tubulares por su sencillez en la instalacidn, limpieza y reemplazamiento de las membranas, y por

su mayor facilidad de modelizacion y escalado.
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Tamario de poro de la membrana.
La principal cualidad del tamafio de poro a seleccionar es que debe ser capaz de retener la fraccion de
proteinas mayoritarias, cuyo peso molecular se muestra en la tabla 6.4, permitiendo en cambio el paso de la fraccion de

oligosacaridos.

Tabla 6.4. Peso molecular de las proteinas mayoritarias de leche de cabra y los oligosacaridos.

Componente Peso Molecular (Da)

Fraccion proteica
Os1-caseina 233752
Os2-caseina 255993
[3-caseina 237412
K-caseina 193062
o-lactalbimina 141942
[3-lactoglobulina 181912

Oligosacéridos 500-1500

@ Calculado a partir de la secuencia primaria

Los tamafios de corte existentes para el material y configuracién del médulo de membrana previamente
seleccionado son los siguientes: 300, 150, 100, 50, 30, 15 y 10 kDa. La figura 6.16 muestra los distintos tamafios de
poro suministrados por la casa comercial TAMI Industries S.A. (Nyons, Francia), incluyendo la equivalencia Da — nm y

las principales aplicaciones industriales de cada uno de ellos.

o 100
10000 100 000

L]
-
LH ]
g
(=

Figura 6.16. Tamafios de poro suministrados por TAMI Industries (Nyons, Francia).
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Si tan solo se tiene en cuenta el factor estérico en la separacion, los compuestos capaces de atravesar la
membrana son aquellos con un peso molecular entre 5-10 veces inferior al tamafio de corte, debido a la dispersién en
el tamafio de los poros de la membrana y al ensuciamiento de la misma (Nystrdm et al, 1998). Por tanto, de acuerdo
con los pesos moleculares que aparecen en la tabla 6.4, tan solo serian eficaces para la separacion deseada las
membranas de 50, 30 y 10 KDa.

Ademas, el tamafio de poro debera ser aquél que genere un mayor flujo de permeado a través de la
membrana, lo que se traduce en el mayor de los anteriormente detallados, por lo que se seleccion6 el tamafio de 50
KDa.

Para comprobar la idoneidad del tamafio de poro seleccionado, se determin la eficacia de la membrana en la
separacién determinando la distribucion de pesos moleculares de la fraccion proteica como se describe en el apartado

5.2.4.2 de la seccién de Materiales y Métodos. Este analisis se realizd por los métodos de:

e cromatografia de exclusidn por tamario (figura 6.17);

e electroforesis en gel de poliacrilamida y SDS o SDS-PAGE (figura 6.18).

La figura 6.17 representa la distribucion de pesos moleculares por cromatografia de exclusion por tamafio de
la fraccion proteica de la leche caprina (A), y en las corrientes de retenido (B) y permeado (C) tras el proceso de
ultrafiltracion a través de la membrana de 50 KDa. El pico 1 corresponde a las proteinas séricas de mayor peso
molecular, entre ellas la lactoferrina, lactoperoxidasa y seroalbimina, de peso molecular aproximadamente igual a
90000, 77500 y 66000 Da, respectivamente. El pico 2 engloba la fraccion de caseinas, de peso molecular comprendido
entre 19000 y 26000 (tabla 6.4), mientras que el pico 3 representa la o-lactalbumina y la B-lactoglobulina, de peso
molecular 14194 y 18191 (tabla 6.4), respectivamente. Los picos 4, 4’ y 4” se corresponde con las estructuras de bajo

peso molecular, en concreto con proteinas menores de 5000 Da.

El cromatograma de la figura 6.17 B, que representa la fraccidn proteica en la corriente de retenido, muestra
como la membrana de 50 KDa es capaz de retener de forma eficaz la fraccion de proteinas de peso molecular superior
a 14000 Da (correspondiente a los picos 1, 2 y 3), observandose el pico residual de péptidos inferiores a 5000 Da que

no atraviesan la misma (pico 4’).
Del mismo modo, el cromatograma de la figura 6.17 C revela que la fracciéon de proteinas mayoritarias,

incluyendo caseinas y proteinas séricas, no atraviesan el tamafio de poro seleccionado, pues no aparecen en el

cromatograma mencionado.
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Figura 6.17. Distribucion de pesos moleculares de la fraccién proteica de leche de cabra por cromatografia de
exclusién por tamafio en las distintas fracciones obtenidas: A. Leche de cabra inicial; B. Retenido de 50 KDa; C.
Permeado de 50 KDa.
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Figura 6.18. Distribucion de pesos moleculares de la fraccion proteica por electroforesis en gel de poliacrilamida y SDS
(SDS-PAGE).

De forma similar, la figura 6.18 muestra la distribucion de la fraccion proteica por SDS-PAGE tras el proceso
de ultrafiltracion por la membrana de 50000 Da. En el carril 1 se cargaron algunos patrones de pesos moleculares
conocidos, y en los carriles 2, 3 y 4 se cargaron alicuotas de leche de cabra, retenido y permeado, respectivamente,
tras el proceso de ultrafiltracién. En el carril 4, correspondiente a la corriente de permeado, solo aparecen las bandas
correspondientes a proteinas de peso molecular inferior a 5000 Da, lo que revela nuevamente la idoneidad del tamafio

de corte seleccionado para la separacion de la fraccién de proteinas mayoritarias.

6.2.1.2. Seleccion de las condiciones de operacion.

Temperatura de filtracion.

La temperatura de filtracion se fijé en base a las evidencias descritas en la literatura y a ensayos previos. La
temperatura de filtracién debe ser la maxima posible, ya que un aumento de la temperatura conlleva una disminucién
de la densidad y la viscosidad del fluido, lo que se traduce en el consiguiente aumento de la velocidad de filtracion. No
obstante, existe un limite impuesto por el material de la membrana y el sustrato a filtrar. Dado que el material ceramico
soporta temperaturas muy elevadas, en este caso el limite lo impone el sustrato, en concreto la desnaturalizacién y/o
dimerizacion de la fraccion proteica de la leche de cabra durante el tiempo de operacién. En este sentido, numerosos
estudios han puesto de manifiesto que en el fraccionamiento de proteinas lacteas, la temperatura debe permanecer por
debajo de 50°C a fin de evitar la agregacion térmica de la o-lactoalbumina (Zydney, 1998), lo que supondria un mayor

fouling de la membrana.

Por tanto, tomando como margen superior éste valor, se realizaron varios ensayos de ultrafiltracion de leche
de cabra desnatada con el médulo de membrana seleccionado en el modo de diafiltracion continua (a volumen

constante) a varias temperaturas: 45, 35 y 30°C, observandose que, a pesar de no ser temperaturas demasiado
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agresivas, valores superiores a 30°C conducian a la desnaturalizacion de la fraccion caseinica por la extremada

duracion de los ensayos, que superaba las 12-14 horas.

En base a todo ello se determiné 30°C como temperatura de filtracion.

Velocidad de recirculacion.

La capa de polarizacién se produce por un aumento de la concentracion de soluto en las inmediaciones de la
pared de la membrana, formandose incluso en ocasiones un gel que interfiere en el proceso global de transferencia de
materia. La velocidad de recirculacion debe ser tal que sea capaz de generar un régimen de flujo ligeramente turbulento
en el interior de los canales de la membrana, de manera que minimice la capa de polarizacién pero manteniendo el
sustrato a filtrar en las proximidades de la pared de la membrana, facilitando de esta forma su paso a través de la

misma.

Para la seleccion de esta velocidad, a continuacion, en la figura 6.19, se esquematiza el modulo de

membrana tubular seleccionado y se sefialan las dimensiones mas significativas.

e Soporte tubular de 10 mm de diametro.

e 3 canales de 3.6 mm de diametro hidraulico.
e Longitud: 1.2 m.
o  Area: 0.045 m2.

Canales

Figura 6.19. Esquema y dimensiones del modulo de membrana seleccionado.

Como se observa en la figura anterior, los canales del mddulo de membrana no son circulares, con lo que

para calcular el médulo de Reynolds deberemos aplicar las ecuaciones correspondientes a conducciones no circulares:

_dyvip _4F,p
) w, - pL

Re, [6.1]

donde Ren es el médulo adimensional de Reynolds hidraulico, v la velocidad media de recirculacion, dn el didmetro

hidraulico, p la densidad, u la viscosidad del fluido, Fr el caudal de retenido y wp el perimetro mojado.
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Por tanto, de la ecuacion anterior resulta:

d,v= [6.2]

Dado que el area de membrana puede calcularse por:

A=w, L [6.3]

donde A es el area y L la longitud de la membrana, despejando el caudal de retenido de la ecuacion [6.2] se obtiene:

dy-w, v d, -A-v
4

F,= =121.5-v (Lh) [6.4]

por lo que dando valores a la velocidad media de recirculacién v, podemos calcular el caudal de retenido Fr (ecuacion
6.4) y el mddulo de Reynolds hidraulico (ecuacién 6.1). Los valores de la densidad y viscosidad de la leche de cabra a

30°C son 1030 g/L y 1,186 cP respectivamente, con lo que Ren se calcularia por:

Re, =3126.5-v [6.5]

Tabla 6.5. Valores del caudal de retenido, Fr,y el modulo de Reynolds hidraulico, Ren, en funcién de la velocidad media

de recirculacion, v.

Velocidad mediade  Caudal de retenido Ren

recirculacion v, m/s Fr, L/h
0.5 60.8 1563.3
1.0 1215 3126.5
15 182.25 4689.8
2.0 243.0 6253.0
25 303.8 7816.3
3.0 364.5 9379.5
35 425.3 10942.8
4.0 486.0 12506.0
45 546.8 14069.3
5.0 607.5 15632.5

A la vista de los datos calculados, se selecciond un caudal de retenido de 400 L/h, lo que supone una
velocidad media de recirculacién de 3.3 m/s y un valor de Ren = 10293.0, es decir, un régimen de flujo ligeramente

turbulento.
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Presion transmembrana.

En el proceso de filtracion por membranas se puede considerar que el flujo de permeado, J, es proporcional a
la presion transmembrana, Ptw, € inversamente proporcional a un conjunto de resistencias que son las siguientes: la
resistencia intrinseca de la propia membrana (Rwu), la resistencia de fouling o ensuciamiento (Rf) y la resistencia de

polarizacion (R).

P
=— [6.6]
R, +R. + R,
Estas resistencias se representan en la figura 6.20.
Rm
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Figura 6.20. Conjunto de resistencias que rigen el proceso de filtracion tangencial.

La resistencia de membrana es fija y no se puede actuar sobre ella, ya que es intrinseca a la propia
membrana. Ru sirve de referencia para saber si la membrana tras su utilizacién y limpieza ha recuperado las
condiciones originales. Para calcular su valor, se determina la influencia de la presién transmembrana (Ptw) en el
caudal de filtrado (F) en la filtracién de agua milli-Q a la temperatura de trabajo. En la tabla 6.6 se recogen los datos

obtenidos con la membrana de 50 KDa, que se representan en la figura 6.21.
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Tabla 6.6. Valores de la presién de entrada (Pe), presion de salida (Ps), presion transmembrana (Ptu), temperatura (T)

y caudal de filtrado (F) en la filtracién de agua milli-Q a 30°C con la membrana de 50 KDa.

Pe,bar Ps, bar P, bar T,°C  F, mL/min

1.172 0.241 0.707 29.9 131.2
1.310 0.414 0.862 30.1 173.1
1.551 0.689 1.120 30.0 231.2
1.827 0.965 1.396 30.0 291.2
2.137 1.310 1.724 30.0 363.9

2.517 1.724 2121 30.0 447.3
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Figura 6.21. Representacidn gréfica del caudal de filtrado (F) frente a la presion transmembrana (Prm) con agua milli-Q.

En este caso, las resistencias de fouling, R, y de polarizacion, Rs, son nulas, por lo que la ecuacién [6.6]

queda como sigue:

J=—M [6.7]

asi, la inversa de la pendiente de la grafica 6.21, teniendo en cuenta el area de la membrana, nos daréa el valor de la

resistencia de membrana, Ru:
Rm = 3.599 x 103 bar/(L/m2h),
valor que se toma como referencia y que se debe alcanzar tras cada ciclo de trabajo y limpieza, y con el que se

establece el protocolo de limpieza del médulo de membrana descrito en el apartado 5.2.2 de la seccién de Materiales y

Métodos.
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Por su parte, la resistencia de fouling Rr, es una medida del ensuciamiento de la membrana a consecuencia
de la oclusion de los poros. Esta resistencia es especifica de la suspension a filtrar y se afecta relativamente poco por

los pardmetros de operacion, por lo que en muchas ocasiones Rr y Ru se engloban como Rew.

El Unico factor que es funcién de las condiciones de operacién y de las propiedades fisicas es la resistencia
de polarizacion, Re, que generalmente se considera dependiente de la permeabilidad del gel formado y su espesor, es

decir, de la presién transmembrana, Pru, aplicada:
R = 9P, [6.8]

siendo ¢ un coeficiente de proporcionalidad.

Por tanto, la ecuacion del flujo queda de la siguiente forma:

= PT—M [6.9]

RFM + ¢])TM

Esta ecuacién representa los datos tipicos de una curva de flujo, J, frente a presion transmembrana, P,
distinguiéndose 2 zonas en funcion de la presién aplicada. Asi, a bajas presiones Re es pequefia comparada con Rem y
el flujo sera funcion de la presion. A altas presiones, Rs se hace relativamente mayor y el flujo es cada vez menos
dependiente de la presion.

Por tanto, para establecer la presion transmembrana de trabajo, se determina la influencia de la presion
transmembrana, Pru, en el flujo de filtrado, J, con la alimentacion a filtrar, leche de cabra desnatada a 30°C. Los datos

obtenidos se resumen en la tabla 6.7 y se representan en la figura 6.22.

Tabla 6.7. Valores de la presion de entrada (Pe), presion de salida (Ps), presion transmembrana (Pmv), temperatura (T?)

y caudal de filtrado (F) durante la filtracion de leche desnatada caprina a 30°C con la membrana de 50 KDa.

Pe,bar Ps, bar P, bar T3,°C F, mL/min

1.103 0.190 0.647 30.0 7.9
1.310 0.414 0.862 30.1 9.9
1.551 0.689 1.120 29.9 12.2
1.827 0.965 1.396 30.1 14.1
2.086 1.241 1.664 30.0 15.6
2.275 1.448 1.862 30.0 16.9
2.448 1.655 2.052 30.1 17.8
2.689 1.931 2.310 30.0 19.3
2.861 2.137 2.499 29.9 20.0
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Figura 6.22. Representacion del caudal de filtrado (F) frente a la presion transmembrana (Ptu) con leche desnatada

caprina a 30°C.

Como puede verse en la figura 6.22, se observan perfectamente diferenciadas las 2 zonas descritas
anteriormente, separadas por la linea vertical: la primera, a presiones inferiores a 1.5 bar, donde el proceso esta
controlado por la presién, y la segunda, a presiones superiores a 1.5 bar, donde es la transferencia de materia la que
regula el proceso. En este sentido, se fijo como presion de trabajo 0.90 bar, un valor conservativo dentro de la zona

controlada por la presion que nos permitié que el proceso estuviese en todo momento controlado por la misma.

6.2.1.3. Proceso de separacion.

Para el estudio del proceso se realizaron una serie de experimentos en el modo de diafiltracién continua, a
volumen constante, hasta un total de 4 ciclos de diafiltracién con las condiciones de operacion seleccionadas, T2 =

30°C, Pmm = 0.90 bar y velocidad de recirculacién v = 3.3 m/s, que se monitorizaron mediante el seguimiento de:

e elvolumeny el caudal de filtrado con el tiempo (tablas 6.8 y 6.9);

e la concentracion en las corrientes de alimentacion, retenido y permeado acumulado cada medio ciclo de

diafiltracion de cada componente: oligosacaridos, lactosa, calcio, caseina, proteina soluble y proteina total

(tablas 6.10 a 6.15).
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Tabla 6.8. Evolucién del volumen de filtrado (Vi) con el tiempo para el ensayo de diafiltracién continua de leche de
cabra a T2 = 30°C, Prm = 0.90 bar y velocidad de recirculacion v = 3.3 m/s con la membrana de 50 KDa.

t, min Vi, L t, min Vg, L t, min Vi, L t, min Vi, L t, min Vg, L

0.000  0.00 |181.317 175 |390.683 3.50 |626.400 5.25 | 894.250 7.00

4383  0.05 [186.933 1.80 |396.433 3.55 |633.550 5.30 | 902.583 7.05

8.783  0.10 192550 1.85 [402.750 3.60 |640.733 5.35 | 910.950 7.10
13500 0.15 |198.200 1.90 |409.100 3.65 |647.933 540 | 919.367 7.15
18267 0.20 |203.883 1.95 |415450 3.70 |655.167 545 | 927.817 7.20
23.050 025 |209.567 2.00 |421.850 3.75 |662.433 550 | 936.283 7.25
27.867 030 |215.283 2.05 |428.267 3.80 |669.733 555 | 944.883 7.30
32717 035 |221.017 210 |434.750 3.85 |677.033 560 | 953.517 7.35
37617 040 |226.750 2.15 |441.267 3.90 |684.383 565 | 962.217 740
42517 045 232533 220 |447.817 3.95 |691.717 570 | 970.967 745
47517 050 |238.350 2.25 |454.400 4.00 |699.117 5.75 | 979.750 7.50
52.550  0.55 |244.200 2.30 |461.000 4.05 |706.550 5.80 | 988.533 7.95
57.600 0.60 |250.067 2.35 |467.650 4.10 |714.000 5.85 | 997.317 7.60
62.683 0.65 |255.950 240 |474.333 4.15 |721483 590 | 1006.067  7.65
67.767 0.70 |261.833 245 |481.050 4.20 |728.983 595 |1014.783 7.70
72917  0.75 |267.733 250 |487.767 425 |736.517 6.00 |1023.650  7.75
78.050 0.80 |273.700 255 |494.500 4.30 |745600 6.06 |1032.617  7.80
83250 0.85 |279.683 2.60 |501.283 4.35 |751.650 6.10 | 1041.650  7.85
88.500 0.90 |285.683 2.65 |508.050 4.40 |759.250 6.15 |1050.717  7.90
93.750 0.95 |291.750 2.70 |514.833 4.45 |766.900 6.20 | 1059.783  7.95
99.117  1.00 |297.750 2.75 |521.650 4.50 |774.583 6.25 | 1068.900  8.00
105.033 1.06 |303.800 2.80 |528.483 455 |782317 6.30
109.900 1.10 |309.867 2.85 |535.867 4.60 |790.067 6.35
116,300 1.15 |315.950 2.90 |542.233 4.65 |797.867 6.40
120.767 1.20 |322.050 2.95 |549.100 4.70 |805.683 6.45
126.250 1.25 |328.183 3.00 |556.017 4.75 |813.533 6.50
131.583 1.30 |334.383 3.05 |562.950 4.80 |821.433 6.55
136.967 1.35 |340.600 3.10 |569.917 4.85 |829.350 6.60
142.383 140 |346.817 3.15 |576.883 4.90 |837.300 6.65
147.867 145 |353.067 3.20 |583.900 495 |845.283 6.70
153.350 1.50 |359.217 3.25 |590.917 500 |853.383 6.75
158.917 155 |365.383 3.30 |598.000 505 |861.467 6.80
164.567 1.60 |371.550 3.35 |605.083 5.10 |869.600 6.85
170117 165 |377.750 3.40 |612.167 5.15 |877.783 6.90
175717 1.70 |383.950 3.45 |619.267 520 |886.000 6.95

136



TESIS DOCTORAL

Tabla 6.9 Evolucion del caudal de filtrado (F) con el tiempo para el ensayo de diafiltracién continua de leche de cabra a

T2 =30°C, Prm = 0.90 bar y velocidad de recirculacién v = 3.3 m/s con la membrana de 50 KDa.

t, min  F, mLmin t, min FmlUmin | t min FmlUmin] t min F mUmin t, min F, mL/min

0.000 - 181.317 8.929 |390.683 8.020 |626.400 7.009 | 894.250  6.061

4383 11.407 | 186.933 8.902 |396.433 8.000 |633.550 6.993 | 902.583  6.000

8.783  11.364 | 192.550 8.902 [402.750 7.916 |640.733 6.961 | 910.950  5.976
13.500 10.601 | 198.200 8.850 |409.100 7.874 |647.933 6.944 | 919.367  5.941
18.267 10.490 |203.883 8.798 |415.450 7.874 |655.167 6.912 | 927.817 5917
23.050 10.453 | 209.567 8.798 |421.850 7.813 |662.433 6.881 | 936.283  5.906
27.867 10.381 | 215.283 8.746 |428.267 7.792 |669.733 6.849 | 944.883  5.814
32.717 10309 |221.017 8.721 |434.750 7.712 |677.033 6.849 | 953517  5.792
37.617 10.204 |226.750 8.721 |441.267 7.673 |684.383 6.803 | 962.217  5.747
42517 10.204 | 232533 8.646 |447.817 7.634 |691.717 6.818 | 970.967 5714
47517 10.000 | 238.350 8.596 |454.400 7.595 |699.117 6.757 | 979.750  5.693
52.550 9.934 |244.200 8.547 |461.000 7.576 |706.550 6.726 | 988.533  5.693
57.600 9.901 |250.067 8.523 |467.650 7.519 |714.000 6.711 | 997.317  5.693
62.683 9.836 |255.950 8.499 |474.333 7.481 |721.483 6.682 | 1006.067 5.714
67.767 9.836 |261.833 8.499 |481.050 7.444 |728.983 6.667 | 1014.783  5.736
72917 9709 |267.733 8.475 |487.767 7.444 |736.517 6.637 | 1023.650 5.639
78.050 9.740 |273.700 8.380 |494.500 7.426 |745.600 6.606 | 1032.617 5.576
83.250 9.615 |279.683 8.357 |501.283 7.371 |751.650 6.612 | 1041.650  5.535
88.500 9.524 |285.683 8.333 |508.050 7.389 |759.250 6.579 | 1050.717  5.515
93.750 9.524 |291.750 8.242 |514.833 7.371 |766.900 6.536 | 1059.783  5.515
99.117  9.317 |297.750 8.333 |521.650 7.335 |774.583 6.508 | 1068.900  5.484
105.033 9.296 |303.800 8.264 |528.483 7.317 |782.317 6.466
109.900 9.247 |309.867 8.242 |535.867 7.314 [790.067 6.452
115.300 9.259 |315.950 8.219 |542.233 7.225 |797.867 6.410
120.767 9.146 |322.050 8.197 |549.100 7.282 |805.683 6.397
126.250 9.118 |328.183 8.152 |556.017 7.229 |[813.533 6.369
131.583 9.375 |334.383 8.065 |562.950 7.212 [821.433 6.329
136.967 9.288 |340.600 8.043 |569.917 7.177 [829.350 6.316
142.383 9231 |346.817 8.043 |576.883 7.177 |[837.300 6.289
147.867 9.119 |353.067 8.000 |583.900 7.126 |845.283 6.263
153.350 9.119 |359.217 8.130 |590.917 7.126 |[853.383 6.173
158.917 8.982 |365.383 8.108 |598.000 7.059 |861.467 6.186
164.567 8.850 |371.550 8.108 |605.083 7.059 [869.600 6.148
170.117 9.009 |377.750 8.065 |612.167 7.059 [877.783 6.110
175.717  8.929 |383.950 8.065 |619.267 7.042 |886.000 6.085
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Tabla 6.10. Evolucion del contenido en oligosacéridos, balance y % de recuperacion (REC) en el ensayo de diafiltracion
continua de leche de cabra a T2 = 30°C, Prm = 0.90 bar y velocidad de recirculacién v = 3.3 m/s con la membrana de 50
KDa.

Retenido Permeado Balance
To Masa [0S] OStotal, Masa [0S] OStotal, | Cantidad total | % REC
Kg mg/Kg mg Kg mg/Kg mg 08, mg
0 20 2400 480.0 0.0 0.0 0.0 480.0 0.00
o 20 1433 286.6 1.0 1934 193.4 480.0 40.29
1 20 875 175.0 20 1525 305.0 480.0 63.54
15 20 612 122.4 30 1192 357.6 480.0 74.50
2 20 283 56.6 40 1059 423.6 480.2 88.25
25 20 204 40.8 50 878 439.0 479.8 91.46
3 20 120 24.0 6.0 76.0 456.0 480.0 95.00
35 20 45 9.0 70 673 4711 480.1 98.15
4 20 1.9 3.8 80 595 476.0 479.8 99.17

Tabla 6.11. Evolucién del contenido en lactosa, balance y % de recuperacion (REC) en el ensayo de diafiltracion
continua de leche de cabra a T2 = 30°C, Prm = 0.90 bar y velocidad de recirculacién v = 3.3 m/s con la membrana de 50
KDa.

Retenido Permeado Balance
To Masa [Lac] Lactosa  Masa [Lac] Lactosa | Cantidad total | % REC
Kg g/Kg total, g Kg g/Kg total, g Lactosa, g

0 20 4426 88.52 0.0 0.00 0.0 88.52 0.00
% 20 2596 51.92 1.0  36.59 36.59 88.51 41.34
1 20 1577 31.54 20 2849 56.98 88.52 64.37
15 20 9.05 18.10 3.0 2348 70.44 88.54 79.58
2 20 487 9.74 40 19.69 78.76 88.50 88.97
25 20 328 6.56 50 16.39 81.95 88.51 92.58
3 20 203 4.06 6.0 14.08 84.48 88.54 95.41
35 20 116 2.32 70 1232 86.24 88.56 97.42
4 20 005 0.10 80 11.05 88.40 88.50 99.86
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Tabla 6.12. Evolucion del contenido en calcio, balance y % de recuperacion (REC) en el ensayo de diafiltracion
continua de leche de cabra a T = 30°C, Ptm = 0.90 bar y velocidad de recirculacion v = 3.3 m/s con la membrana de 50
KDa.

Retenido Permeado Balance

To Masa [Ca] Calcio Masa [Ca] Calcio | Cantidad total | 7 REC
Kg mg/Kg total, mg Kg mg/Kg total, mg | Calcio, mg

0 20 129983  2599.66 00 0.0 0.00 2599.66 0.00
» 20 117596  2351.92 1.0 24775 24775 2599.67 9.53
120 111824 223648 20 18159 363.18 2599.66 13.97
1.5 20 107431  2148.62 30 150.35 451.05 2599.67 17.35

2 20 101829  2036.58 40 140.77  563.08 2599.66 21.66
25 20 1013.35  2026.70 50 11459  572.95 2599.65 22.04
3 20 100529 2010.58 6.0 9818  589.08 2599.66 22.66
35 20 99450  1989.00 70 8724  610.68 2599.68 2349
4 20 99060  1981.20 80 7731 61848 2599.68 23.79

Tabla 6.13. Evolucion del contenido en proteina total, balance y % de recuperacion (REC) en el ensayo de diafiltracion
continua de leche de cabra a T2 = 30°C, Prm = 0.90 bar y velocidad de recirculacién v = 3.3 m/s con la membrana de 50
KDa.

Retenido Permeado Balance
To Masa [Prot] Proteina Masa [Prot] Proteina | Cantidad total | % REC
Kg g9/Kg total, g Kg g/Kg total, g Proteina, g

0 20 3282 65.64 0.0 0.00 0.00 65.64 0.00
% 20 3201 64.02 1.0  1.61 1.61 65.63 245
1 20 3153 63.06 20 129 2.58 65.64 3.93
15 20 3135 62.70 3.0 0098 2.94 65.64 448
2 20 3119 62.38 40 082 3.28 65.66 5.00
25 20 31.09 62.18 50  0.69 345 65.63 5.26
3 20 3099 61.98 6.0 061 3.66 65.64 5.58
35 20 3097 61.94 70 053 3.71 65.65 5.65
4 20 3095 61.90 80 047 3.76 65.66 5.73
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Tabla 6.14. Evolucién del contenido en caseina, balance y % de recuperacion (REC) en el ensayo de diafiltracion
continua de leche de cabra a T2 = 30°C, Prm = 0.90 bar y velocidad de recirculacién v = 3.3 m/s con la membrana de 50
KDa.

Retenido Permeado Balance
To Masa [Cas] Caseina Masa [Cas] Caseina | Cantidad total | 7 REC
Kg g9/Kg total, g Kg d/Kg total, g Caseina, g
0 20 2484 49.68 0.0 0.0 0.00 49.68 0.00
2 20 2484 49.68 1.0 0.00 0.00 49.68 0.00
1 20 2484 49.68 20 0.00 0.00 49.68 0.00
15 20 2484 49.68 3.0 0.00 0.00 49.68 0.00
2 20 2484 49.68 40 0.00 0.00 49.68 0.00
25 20 2484 49.68 50  0.00 0.00 49.68 0.00
3 20 2484 49.68 6.0 0.00 0.00 49.68 0.00
35 20 2484 49.68 70  0.00 0.00 49.68 0.00
4 20 2484 49.68 8.0 0.0 0.00 49.68 0.00

Tabla 6.15. Evolucion del contenido en proteina soluble, balance y % de recuperacion (REC) en el ensayo de
diafiltracion continua de leche de cabra a T2 = 30°C, Pmv = 0.90 bar y velocidad de recirculacion v = 3.3 m/s con la

membrana de 50 KDa.

Retenido Permeado Balance
To Masa [PSL] PSLtotal, Masa [PSL], PSL total, | Cantidad total | % REC
Kg d/Kg g Kg g/Kg g PSL, g
0 20 214 4.28 0.0 0.00 0.00 4.28 0.00
% 20 1.20 240 1.0 1.87 1.87 4.27 43.69
1 20 072 1.44 2.0 1.42 2.84 4.28 66.36
15 20 049 0.98 3.0 1.10 3.30 4.28 77.10
2 20 024 0.48 40 095 3.80 4.28 88.79
25 20 018 0.36 50 0.78 3.90 4.26 91.12
3 20 009 0.18 6.0 0.68 4.08 4.26 95.33
35 20 009 0.18 70 059 413 4.31 96.50
4 20 008 0.16 80 051 4.14 4.24 96.73

Los resultados obtenidos se discuten a continuacion.
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En la figura 6.23 se representa el caudal de filtrado F frente al tiempo de acuerdo con los valores recogidos
en la tabla 6.9. Se observa una caida progresiva del caudal de filirado a medida que transcurre el proceso. Esta caida
puede ser debida a la disminucion del tamafio de poro por efecto del ensuciamiento de la membrana. En este sentido,
el calcio ha sido identificado como una de las mayores causas de fouling en productos lacteos (Cheryan, 1998), no

solamente debido a la precipitacion en forma de fosfato tricalcico sino también a que en forma idnica puede actuar

como puente salino entre la membrana y las proteinas.
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Figura 6.23. Evolucion del caudal de filtrado (F) frente al tiempo para el ensayo de diafiltracion continua de leche de

cabra a T2 = 30°C, Pmm = 0.90 bar y velocidad de recirculacion v = 3.3 m/s con la membrana de 50 KDa.

En las tablas 6.10 a 6.15 se resumen las composiciones de las corrientes de retenido y filirado acumulado
cada medio ciclo de diafiltracién. Para comprobar el comportamiento de cada componente a medida que transcurre el
proceso, se puede representar el porcentaje de recuperacion (REC) en la corriente de permeado de cada uno de ellos

frente al nimero de diavolumenes o tasa de diafiltracion To (figura 6.24).

Lactosa
—CQligosacaridos
Proteina soluble

Calcio
= Proteina total

Figura 6.24. Evolucién del porcentaje recuperado (REC) vs. Tb.
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En la figura 6.24 se observa que en los 4 ciclos de diafiltracion el 5.73% de la proteina total atraviesa la
membrana, lo que se corresponde con la fraccion de proteina soluble filirada, confirmandose el hecho de que ni la
fraccion caseinica ni las proteinas séricas mayoritarias, o-lactoalbimina y PB-lactoglobulina, han atravesado la

membrana.

En cambio, con respecto al calcio, en los 4 ciclos de diafiltracién el 23.79 % atraviesa la membrana, lo que
concuerda con el hecho de que aproximadamente el 34% del calcio presente en leche de cabra es soluble y no esta
asociado a las caseinas.

Por su parte, en el tercer ciclo de diafiltracion mas del 95% de la lactosa, oligosacaridos y proteina soluble,
han atravesado la membrana. Estas tres fracciones muestran un comportamiento similar debido a que el peso
molecular de todos ellos es significativamente inferior al tamafio de poro de la membrana, lo que se traduce en un
indice de rechazo muy préximo a cero.

A continuacién se procede al calculo del indice de rechazo (IR) de cada uno de los componentes analizados.

6.2.1.4. Célculo de los indices de rechazo (IR).

En sintesis, la diafiltracion continua se puede definir como el proceso de filtracion en el que se afiade agua al
retenido a la misma velocidad que tiene lugar el flujo de filtrado hacia el exterior. Por tanto, la concentracidn de soluto
en el retenido (Cr) vendra dada por el balance correspondiente al retenido:

Entrada de soluto + Generacién de soluto = Salida de soluto + Acumulacion de soluto [6.10]

La entrada es nula, ya que solo introducimos agua y no soluto. En lo que se refiere a la generacion, también
es nula, ya que no hay ninguna reaccién quimica que origine ni consuma soluto. Por tanto, el balance queda como
sigue:

0 = Salida de soluto + Acumulacién de soluto [6.11]

o lo que es lo mismo:

0=F-CF+VO-& [6.12]
dt

donde F es el caudal de filtrado, Vo el volumen inicial de sustrato y Cr y Cr la concentracién instantanea de soluto en el

filtrado y retenido, respectivamente. Si introducimos el indice o coeficiente de rechazo IR, que se define como:
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IR=1-—F [6.13]

sustituyendo en la ecuacién anterior nos queda:

F-CR-(l—IR)z—VO-& [6.14]
dt
Separando variables e integrando:
x dC (1=
jc R =—fF U=R) 4 [6.15]
o C, 0 Vv
se llega a:
C F-(1-
In—2e = (1= 1R) 1 [6.16]

C, %

o

donde Cr es la concentracién de soluto en el retenido en el instante t y Cro es la concentracién inicial de soluto en el

retenido en el instante t = 0.

Si aplicamos la definicidn de la tasa de diafiltracion o nimero de diavolumenes Tb:

r,=to 6.17]

donde Vra es el volumen de filtrado acumulado, se obtiene:

1 Cro _ F-(=IR)-t _Vy-(1=IR)
Cy v %

o o

=T, -(1-IR) [6.18]

Finalmente, se obtiene la expresion de la concentracion de soluto en el retenido:

Cp = Cyo -expl=T, -(1-IR)] [6.19]
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Por otro lado, la concentracion de soluto en el filtrado acumulado Cra vendra dada por:
V -Cho =V, -Co+V, -Cp, [6.20]
de donde:

c Vo(Crwo=C) _Cro-(=expl-T,-0-1R)]
= = ; (6:21]
FA D

Por tanto, para la estimacién del indice de rechazo IR se puede proceder de 3 formas diferentes:

e A partir de valores de la concentracién de soluto en el retenido frente al nimero de diavolumenes, utilizando

la siguiente expresion:

In %‘0 =T, -(1-1IR) [6.22]

R

de manera que representando el In [Cro/Cg] frente a Tp, se obtiene una recta que pasa por el origen de pendiente (1 -
IR).

e  Mediante la expresion:
InC, =InCp, —T,,-(1-1R) 6.23]

con lo que representando In Cr frente a Tp, obtendriamos una recta de ordenada en el origen In Cro y pendiente — (1 -
R).

e Y por ultimo, también se podria obtener el valor del indice de rechazo a partir de valores de la concentracion

de soluto en el filtrado acumulado frente al nimero de diavolumenes, haciendo uso de la siguiente expresion:

ln{l - TDC—CFA} =T, -(1-IR) [6.24]

RO

luego, representando In[1-To*Cra/Cro] frente a To, se obtiene una recta que pasa por el origen de pendiente — (1 - IR).
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A continuacién se procede al calculo del indice de rechazo para cada uno de los componentes:

e Oligosacaridos:

Los valores calculados, tabla 6.16, se representan en las figuras 6.25 a 6.27.

Tabla 6.16. Valores obtenidos para el calculo del indice de rechazo para los oligosacéridos.

To Cr,mg/Kg Cra,mg/Kg  Ln (Cro/Cr) Ln Cr Ln [1-(Tp*Cra/Cro)]
0 240.0 0.0 0.0000 5.4806 0.0000
2 143.3 193.4 0.5157 4.9649 -0.5157
1.0 87.5 152.5 1.0090 44716 -1.0090
15 61.2 119.2 1.3665 4.1141 -1.3665
2.0 28.3 105.9 2.1378 3.3429 -2.1413
25 20.4 87.8 2.4651 3.0155 -2.4602
3.0 12.0 76.0 2.9957 2.4849 -2.9957
35 4.5 67.3 3.9766 1.5041 -3.9877
4.0 1.9 59.5 4.8388 0.6419 -4.7875
6
5 ®
S 41 /
C% 3 G
= 21 y =1.0983x
- 1 ® r2=0.9769
0 ‘
0 1 2 3 4 5
To
Figura 6.25. Ln (Cro/Cr) vs. To para los oligosacaridos.
6
5 ) y =-1.1603x + 5.6563
r2=0.9809
= 4
S .
f =
5, \
1
[ J
0 ; ;
0 1 2 3 4 5

Figura 6.26. Ln (Cro) vs. To para los oligosacéridos.
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Ln [1-To*Cra/Crol

R G NEN
‘ ‘

Por tanto, las ecuaciones obtenidas son las siguientes:

/

y =-1.0950 x

r2=0.9785

Figura 6.27. Ln [1-To*Cra/Cro) vs. To para los oligosacaridos.

1. Ln (Cro/Cr) = 1.0983 To
2. Ln(Cr)=-1.1603 To + 5.6563
3. Ln[1-To*Cea/Cro] = - 1.0950 To

con lo que el indice de rechazo para los oligosacaridos es IR = 0.

e Lactosa:

Los datos obtenidos se resumen en la tabla 6.17 y en las figuras 6.28 a 6.30.

Tabla 6.17. Valores obtenidos para el célculo del indice de rechazo para la lactosa.

To  Cr,g/Kg Cra,g/Kg Ln (Cro/Cr) Ln Cr Ln [1-(To*Cra/Cro)]
0 44.26 0.00 0.0000 3.7901 0.0000

Y 2596  36.59 0.5335 3.2566 -0.5333

1.0 15.77 2849 1.0320 2.7581 -1.0320

15 9.05 23.48 1.5873 2.2028 -1.5884

2.0 4.87 19.69 2.2070 1.5831 -2.2049

25 3.28 16.39 2.6022 1.1878 -2.6007

3.0 2.03 14.08 3.0820 0.7080 -3.0870

35 1.16 12.32 3.6417 0.1484 -3.6591

4.0 0.05 11.05 6.7858 -2.9957 -6.6035
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4
3,5
E 2,5 1
o 2]
= 15
4 1 y = 1.0455x
0,5 r2=0.9985
0 ‘
0 1 2 3 4
To
Figura 6.28. Ln (Cro/Cr) vs. To para la lactosa.
4 L
3,5 - y = -1.0373x + 3.7696
= 3 12 = 0.9985
O 25
5 27
1,5
1 a
0,5
0 : : >
0 1 2 3 4
To
Figura 6.29. Ln (Cro) vs. To para la lactosa.
To
0 1 2 3 4
0
.05 ||
’ N y=-1.0474 x
1 2=09996 |

Ln [1-Tp*Cra/Crol

Figura 6.30. Ln [1-To*Cra/Cro) vs. To para la lactosa.

Las ecuaciones obtenidas son las siguientes:
1. Ln (Cro/Cr) = 1.0455 Tp

2. Ln(Cr)=-1.0373 Tp + 3.7696
3. Ln[1-To*Cra/Cro] = -1.0474 Tp
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con lo que se comprueba que el indice de rechazo para la lactosa es IR = 0.

e  Proteina soluble.

Para la proteina soluble se han obtenido los siguientes valores:

Tabla 6.18. Valores obtenidos para el célculo del indice de rechazo para la proteina soluble.

To  Cr,g/Kg Cra, g/Kg Ln (Cro/Cr) Ln Cr Ln [1-(To*Cra/Cro)]
0 2.14 0.00 0.0000 0.7608 0.0000
Y 1.20 1.87 0.5785 0.1823 -0.5743
1.0 0.72 1.42 1.0893 -0.3285 -1.0893
15 0.49 1.10 1.4742 -0.7133 -1.4742
2.0 0.24 0.95 2.1879 -1.4271 -2.1879
2.5 0.18 0.78 2.4756 -1.7148 -2.4215
3.0 0.09 0.68 3.1688 -2.4079 -3.0634
35 0.09 0.59 3.1688 -2.4079 -3.3511
4.0 0.08 0.51 3.2865 -2.5257 -3.0634
3,5
3 /
3 25 ¢
2 2]
Q15
c =1.0400x
1 y
- 2= 0.9943
0,5
0 ‘
0 1 2 3
To
Figura 6.31. Ln (Cro/Cr) vs. To para la proteina soluble.
To
0 1 2 3 4
1 !
[
_ 0,8 \ y =-1.0285x + 0.7358
3 2= (.9944
Q.05 AN r
S
-1,5 1
-2
25 ~
-3

Figura 6.32. Ln (Cro) vs. To para la proteina soluble.
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To
0 1 2 3 4

_ o
o

-0,5 |
S y =-1.0201 x
2 1 2= 0.9928
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=
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Figura 6.33. Ln [1-To*Cra/Cro) vs. To para la proteina soluble.

Asi, las ecuaciones obtenidas son las siguientes:

1. Ln(Cro/Cr) = 1.0400 To
2. Ln(Cr)=-1.0285Tp +0.7358
3. Ln[1-To*Cra/Cro] = -1.0201 Tp

con lo que el indice de rechazo para la proteina soluble es IR = 0.

e (Caseina.

De acuerdo con los datos de la tabla 6.14 correspondiente al balance de caseina, se observa que no aparece

caseina en el filtrado en ningin momento del proceso, por lo que su indice de rechazo es IR = 1.

e (Calcio.

Para el célculo del indice de rechazo del calcio, se tiene en cuenta la existencia de dos tipos de calcio, el
soluble, que es el que atraviesa la membrana, y el asociado a la caseina, que supone aproximadamente el 66 % y cuyo
indice de rechazo es 1, al igual que el de la caseina, como se ha demostrado anteriormente. Por tanto, el valor del
indice de rechazo para el calcio se ha calculado corrigiendo los valores de calcio total determinado en retenido (tabla
6.12) con el porcentaje que se encuentra unido a la caseina. Los valores y graficas obtenidos se recogen en la tabla

6.19 y se representan en las figuras 6.34 y 6.35:

Tabla 6.19. Valores obtenidos para el célculo del indice de rechazo para el cacio.

To CR corregido, Mg/Kg Cra, 9/Kg Ln (Cro/Cr) Ln Cr
0 883.88 0.00 0.0000 6.7843
Y 551.91 247.75 0.4709 6.3134
1.0 397.22 181.59 0.7998 5.9845
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15 279.49 150.35 1.1514 5.6330
2.0 129.36 140.77 1.9217 4.8626
2.5 116.12 114.59 2.0297 47546
3.0 94.52 98.10 2.2355 4.5488
35 65.60 87.24 2.6008 41836
4.0 55.15 77.31 2.7743 4.0100
3
— 25 s
Q 2
€15
S
c ! y=0.7613x ||
— 05 7L r2=09943 |
0 ‘ ‘ : :
0 1 3 4 5
To
Figura 6.34. Ln (Cro/Cr) vs. To para el calcio.
7

y=-0.7393x + 6.7316
r2=0.9953

Figura 6.35. Ln (Cro) vs. To para el calcio.

To

Por tanto, las ecuaciones obtenidas son las siguientes:

1. Ln (Cro/Cr) =0.7613 To

2. Ln(Cr)=-0.7393 Tp + 6.7316

con lo que el indice de rechazo para el calcio es IR = 0.26.

6.2.2. MODELIZACION.

En este apartado se va a desarrollar un modelo dinamico que permita la prediccidn de la variaciéon temporal
del volumen de filtrado y de la concentracién de oligosacaridos en el tanque de retenido. Dicho modelo consistira en un
sistema de ecuaciones diferenciales y algebraicas que engloben balances de materia, ecuaciones para el célculo del

flujo a través de la membrana, del fouling y de la transmisién de diferentes especies.

150




TESIS DOCTORAL

En primer lugar, el balance volumétrico resulta:

dv,.
dt

=F [6.25]

donde Ve es el volumen de filtrado y F el caudal de filtrado.

El flujo a través de la membrana (J) se define como el caudal por unidad de area:
F

J=— [6.26]
A

donde A es el area de la membrana.

Suponiendo régimen de circulacién laminar a través de los poros de la membrana, el flujo a través de los

poros puede calcularse mediante la ecuacion de Hagen-Poiseuille:

P, 7R’
J= TSM;z—Lﬁ [6.27]

P

donde P es la presion transmembrana, R es el radio de poro, W es la viscosidad del filtrado y L, es la longitud de

poro.

Manteniendo constante la presion transmembrana, definimos el coeficiente de flujo o como:

o= % [6.28]

p

De esta forma, se puede expresar el flujo como:

J =oR* [6.29]

Para el calculo de la influencia del fouling, se asume el modelo de bloqueo interno de poros (Jaffrin et al,
1997):
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27rNLR6;—I: =-y-J [6.30]

donde N es el numero de poros por unidad de area y vy es un factor de fouling que depende de la composicion del
retenido. Como ya se ha indicado, el calcio ha sido identificado como una de las mayores causas de fouling en
productos lacteos (Cheryan, 1998), no solamente debido a la precipitacion en forma de fosfato tricalcico sino también a
que en forma iénica puede actuar como puente salino entre la membrana y las proteinas. Por tanto, el factor de fouling

se considera proporcional a la concentracién de calcio en el retenido:
_ Ca
y=C-Cy [6.31]

siendo C un coeficiente de proporcionalidad y C  Ja concentracion de calcio en la corriente de retenido. Por lo que:

dR C- Cff“J
= TR [6.32]
dt 27ZNLR
Definiendo el coeficiente de fouling, B, como:
C
= 6.33
p 27NL 0.53
la ecuacion anterior queda como sigue:
dR CytJ
— == [6.34]
dt p R

Por otra parte, de un balance de oligosacaridos en el retenido resulta:

os os
dC _ F-Sy-Cy 63
dt Ve

donde C gses la concentracion de oligosacaridos en el retenido, Vr es el volumen de retenido y Sos es el coeficiente de

transmision para los oligosacaridos, definido como:
os

— C1F

SOS - CI?S

[6.36]
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donde CQS es la concentracion de oligosacaridos en el filtrado.
Analogamente, un balance para el calcio da:

dC&  F-S, -C&

= [6.37]
dt Ve
siendo Sca el coeficiente de transmision para el calcio, definido como:
c
. = [6.38]
C C[ga

Definiendo Aos y Aca como el cociente entre el radio efectivo y el radio de poro para oligosacaridos y calcio,

respectivamente:
R
Aps = ;S [6.39]
R
A, = 1? [6.40]

se calcula el coeficiente de transmisién para cada especie por la expresién (Membrane Handbook, 1992):
Sys = (1= Aog - (2= Aps ) Jexp(~0.7146 22, [6.41]
S, = (1= Ay, (2= g,)? Jexp(=0.7146 22, ) [6.42]

Por tanto, el modelo dindmico del proceso de ultrafiltracion de leche de cabra consta de 10 ecuaciones
independientes, 4 diferenciales y 6 algebraicas. Fijados los valores del volumen de retenido (Vr) y area de membrana
(A), y determinados experimentalmente la variacién del volumen de filtrado (Ve) y de las concentraciones de
oligosacaridos (C2° ) y calcio (CS* ) en el retenido con el tiempo, se pueden estimar los valores de los siguientes
parametros del modelo:

e coeficiente de flujo, o
e coeficiente de fouling, B
e radio efectivo de la molécula de oligosacaridos, Ros

e radio efectivo para el calcio, Rca
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e yelradio inicial de poro, R

Para ello, con el software Berkeley Madonna (Modelling and Analysis of Dynamic Systems, versién 8.0.1 para

Windows, 2003) se minimiza la raiz cuadratica media, rms;

J i
Z z pj (xexp,» - xcal‘. )2
rms = [6.43]
n

donde el indice j representa las variables experimentales y el indice i, las parejas de datos. Por su parte, p; son los

pesos para cada serie. En este caso, se han tomado Pve = 25, Pc =5y Pc = 1gatendiendp al orden de magnitud de

los datos experimentales.

Los valores obtenidos para los parametros han sido:

e 0=4.98x102L/(h m2nm*)

e [=215x10%(nm2m?)/mg Ca
e Ros=0.562 nm

®  Rca=2.884nm

e R=4299nm

con un valor minimo de rms = 43.12.

Los valores obtenidos por simulacién de volumen de filtrado (VF) y concentracién de oligosacaridos y calcio
en la corriente de retenido se recogen en los apéndices 11.7 y 11.8 y se representan, junto con los datos

experimentales, en las figuras 6.36 a 6.38.

° Experimental

VE (L)

Simulado

0 5 10 15 20

Tiempo (h)
Figura 6.36. Valores de Ve simulados y experimentales.
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Figura 6.37. Valores de concentracion de oligosacaridos en el retenido, Cgs , simulados y experimentales.
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Figura 6.38. Valores de concentracion de calcio en el retenido, C&* , simulados y experimentales.

Como puede observarse en estas tres figuras, existe una buena concordancia entre datos experimentales y

simulados por el modelo tedrico desarrollado, lo que valida el modelo propuesto para el proceso de

ultrafiltracion de leche de cabra.

MULACION Y OPTIMIZACION.

Una vez determinados los parametros del modelo, se realiza la simulacion de un caso industrial de obtencién

de oligosacaridos de leche de cabra. Para ello se considera:

Un volumen de leche de cabra inicial a tratar de 1000 L.
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e La recuperacion de oligosacaridos en el filtrado no debe ser inferior al 95%, libre de caseinas y proteinas
séricas.

e La utilizacion de modulos de membrana industriales disponibles en el mercado.

Las siguientes figuras muestran los diferentes mddulos cerdmicos tubulares suministrados por la casa
comercial TAMI Industries S.A. (figura 6.39), asi como la equivalencia entre el modulo de membrana a escala de
laboratorio utilizado en esta investigacion, modelo Clover, y el correspondiente a nivel industrial para fluidos de

viscosidad media como la leche, modelo Tournasol (figura 6.40).

Modelo Clover

| Modelo Dais
" /V Y

Modelo Dahlia

Modelo Toumaso! e :.. ~__'\_) L

Figura 6.39. Mddulos de membrana ceramicos tubulares suministrados por TAMI Industries S.A.

(Nyons, Francia).

& &~

TAMI 4 _?;:f‘a—

MinouveThiEs /r_—_;, -

Modelo Tournasol

Modelo Clover

Figura 6.40. Equivalencia entre el modulo de membrana de laboratorio utilizado y el correspondiente a nivel industrial

para fluidos de viscosidad media.
Por tanto, el médulo industrial para la membrana utilizada en esta investigacién es el modulo de membrana

ceramico Tournasol, con capacidad para trabajar con soluciones de amplio rango de viscosidades, 25 mm de diametro

exterior, 23 canales de 3.5 mm de didmetro hidraulico, 0.35 m? de superficie de membrana y 1.2 m de longitud. El
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numero de modulos que componen las carcasas comercialmente disponibles y su superficie de filtracion se muestran
en la tabla 6.20.

Tabla 6.20. Numero de médulos y superficie de filtracion de las carcasas comercialmente disponibles.

Numero de médulos  Area de filtracion, m2

1 0.35
3 1.05
7 245
19 6.65
37 12.95
55 19.25
99 34.65

Para la simulacién del proceso se ha empleado el software gPROMS (Introductory User Guide, Process

Systems Engineering Ltd., 2003).

Mediante simulaciones sucesivas, se comprueba que para obtener la recuperaciéon deseada, es necesario
emplear un &rea minima de membrana de 10.5 m2 correspondiente a 30 modulos. En la tabla 6.21 y en la figura 6.41 se
recoge la maxima recuperacion alcanzable (REC) con areas menores a la minima para los dos casos extremos de
operacion: diafiltracién continua desde el inicio (modo DF) y concentracién hasta el méximo factor que permita las
condiciones fluidodinamicas del sistema, seguida de diafiltracion continua (modo CDF). Experimentaciones previas
pusieron de manifiesto que el maximo factor de concentracion permisible es 4 para la filtracion de leche de cabra
desnatada a 30°C. Por encima de este factor se observo la desestabilizacidn de la fraccién caseinica, que modifica
extremadamente las propiedades fluidodindmicas del sistema dando lugar a una caida drastica de la velocidad de

filtracion y a un ensuciamiento irreversible de la membrana.

Tabla 6.21. Ma&xima recuperacién alcanzable de oligosacaridos para &reas inferiores a la minima para los dos modos

extremos de operacion: DF y CDF.

Nimero de Area de % de recuperacién (REC)
modulos filtracion, m?
Modo DF Modo CDF
1 0.35 8.6625 8.6626
5 1.75 36.8065 36.8064
10 3.50 60.6716 60.6719
15 5.25 75.9178 75.9154
20 7.00 85.5035 85.5018
25 8.75 91.4305 91.4275
29 10.15 94.4494 94.4455
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REC x 100
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0,4 4
= Modo CDF
0,2 4
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Numero de modulos

Figura 6.41. M&xima recuperacion alcanzable de oligosacaridos para areas inferiores a la minima para los dos modos

extremos de operacion: DF y CDF.

La existencia de este area minima es debida a la disminucion que experimenta el radio de poro de la
membrana por efecto del fouling, que llega a ser menor que el radio efectivo de los oligosacéridos. En los apéndices
11.9 y 11.10 se recoge la evolucion con el tiempo de los valores simulados del radio de poro y el porcentaje de
recuperacion maximo alcanzable (REC) de oligosacéridos para 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 médulos en ambos modos

extremos de operacidn, DF y CDF, respectivamente. Estos valores se representan en las figuras 6.42 a 6.45.

4,5 -
4 Numero de modulos:

3,5 - 1 —5 10
3 4 15 —20 ——25
2,5 1 —29
2 4
1,5 4
1 4
0,5 1
o +-r-—r—r—r—rr—r—r-rrr—rrrr-rrrrrrrrrrrrrrrrr
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

R (nm)

Tiempo (h)

Figura 6.42. Evolucion del radio de poro con el tiempo para 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 médulos en el modo de operacion
DF.
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5
4,5 Nimero de modulos:
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3,5
£ 3 20 25 29
£
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Figura 6.43. Evolucion del radio de poro con el tiempo para 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 médulos en el modo de operacion
CDF.

0,9 1
0,8 1
0,7 -
0,6
0,5 1
0,4 -
0,3 1
0,2 1
0,1 1

o +¥—+r—r—r—r"r—r——"T"T"""T"TTrTTTTTr

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

REC

Tiempo (h)
NUmero de médulos:
1 5 10 15 20 25 29

Figura 6.44. Evolucion del porcentaje recuperado de oligosacaridos (REC) para 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 mddulos en el

modo de operacion DF.
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Figura 6.45. Evolucion del porcentaje recuperado de oligosacaridos (REC) para 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 mddulos en el

modo de operacion CDF.

Se pone de manifiesto que previamente a la consecucion de las especificaciones del producto, REC = 95%,
el radio de poro se ha hecho inferior por efecto del fouling al radio efectivo de los oligosacaridos Ros = 0.562 nm,
impidiendo su paso a través de la membrana tanto en el modo de operacién DF como en el CDF. Asi, por ejemplo,
para 25 médulos con un area de 8.75 m2, en el modo CDF, segun las graficas 6.43 y 6.45 y los datos recogidos en el
apéndice 11.10, a las 306 horas aproximadamente el radio de poro empieza a ser inferior al radio efectivo de los
oligosacéridos, alcanzando una recuperacién méaxima del 91.4% aproximadamente. Por su parte, en el modo DF,
segun las figura 6.42 y 6.44 y los datos mostrados en el apéndice 11.9, esto ocurre a las a las 1142 h de proceso
aproximadamente, alcanzando un porcentaje similar de recuperacion del 91.4%, inferior a las especificaciones

requeridas del 95%.

Por tanto, como se ha indicado, una recuperacion de oligosacaridos del 95% requiere para el caso simulado

un area de membrana minima de 10.5 m, correspondiente a 30 modulos.

A continuacion, en la tabla 6.22 se recogen los tiempos de filtracién para diferentes factores de concentracion

(FC: 1,2, 3y 4)ynumero de médulos comprendido entre 30 y 100.
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Tabla 6.22. Tiempo de filtracién para diferentes factores de concentracion y nimero de médulos.

Tiempo (h)

Modulos | Area,m* | pc .y FC=2 FC=3 FC=4
30 1050 533471 274683 185.098 140,663
35 1225 67.342 34530 24.193 19270
40 14.00 39.943 20,695 14792 12042
45 15.75 28.707 14.982 10.855 8.959
50 17.50 22495 11.808 8.639 7.198
55 19.25 18527 9.769 7.200 6.042
60 21,00 15.768 8.344 6.186 5.218
65 2275 13735 7.289 5.429 4,600
70 2450 12169 6.474 4,841 4116
75 26.25 10927 5,626 4370 3.729
80 28.00 9.916 5.297 3.985 3.401
85 29.75 9.079 4.857 3.662 3.137
90 31.50 8.372 4.485 3.389 2.908
9 33.25 7.768 4167 3.154 2711
100 36.00 7.240 3.891 2.950 2.539

Estos valores se representan en la figura 6.46.

1000
—®— (=1 =@=FC=2
= 100 —8—FC-3—8—FC=4
o
(=1
£
(%]
L
10
1

30 40 50 60 70 80 90 100 110
Nimero de mddulos

Figura 6.46. Evolucion del tiempo de operacidn con el nimero de médulos.

Se comprueba que el tiempo de filtracién disminuye gradualmente con el factor de concentracion y el nimero
de médulos.

En procesos de membrana, el area de la instalacién determina regularmente los costes tanto de capital (el

coste de los modulos de membrana es sensiblemente mayor que el de tanques y bombas) como de operacion

(fundamentalmente debidos a ciclos de limpieza). De esta forma, la optimizacion del proceso pasa por minimizar el area
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de membrana para una productividad dada. Segun se observa en la figura 6.46, los resultados de la simulacion revelan
que el modo de operacién 6ptimo es concentrar hasta el factor maximo permitido y diafiltrar posteriormente hasta

obtener la recuperacién requerida.
En la tabla 6.23 aparecen los valores de productividad, definida como el volumen procesado por unidad de
tiempo para el caso estudiado, Vo = 1000 L y FC = 4, valores que se representan en la figura 6.47 frente al nimero de

maédulos a partir del minimo necesario para el caso simulado.

Tabla 6.23. Valores de productividad para FC =4y Vi, = 1000L en funcién del nimero de médulos.

Médulos Area, m? T('Egz°4')h P’°d‘(‘flt"]‘)"dad’
30 10.50 140.663 7.10919
35 12.25 19.270 51.89414
40 14.00 12.042 83.04268
45 15.75 8.959 111.61960
50 17.50 7.198 138.92748
55 19.25 6.042 165.50811
60 21.00 5.218 191.64431
65 22.75 4.600 217.39130
70 24.50 4.116 242.95432
75 26.25 3.729 268.16841
80 28.00 3.401 294.06575
85 29.75 3.137 318.77590
90 31.50 2.908 343.87895
95 33.25 2.711 368.86758
100 35.00 2.539 393.85585

500

400 1

300 1

200 -

Productividad (L/ h)

100 1

30 40 50 60 70 80 90 100 110

Nimero de mddulos necesario

Figura 6.47. Evolucién de la productividad para Vo = 1000 L y FC = 4 con el nimero de mddulos .
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Como ejemplo ilustrativo, para una productividad de 250 L/h, de acuerdo con los datos calculados, tabla 6.23,

esta productividad se obtendria en aproximadamente 4 h de proceso y un nimero éptimo de moédulos comprendido

entre 70 y 75.

En la tabla 6.24 se recogen los valores de area minima, tiempo y productividad simulados para un nimero de

mddulos intermedio comprendido en este rango.

Tabla 6.24. Valores de area, tiempo y productividad para un nimero de modulos entre 70 y 75.

Médulos Area, m2 Tiempo, h Productividad, L/h
70 24.50 4.116 242.954
71 24.85 4.031 248.077
72 25.20 3.950 253.165
73 25.55 3.873 258.198
74 25.90 3.798 263.296
75 26.25 3.726 168.384

Por tanto, el area de membrana dptima necesaria para la productividad especificada de 250 L/h seria de

25.20 m?, correspondiente a 72 médulos.

En las graficas que se muestran a continuacion se representa la evolucion de las variables més significativas

del proceso para este caso (datos en apéndice 11.11), como son:

tiempo de filtracion (tiempo de concentracion y tiempo de diafiltracion)

radio de poro, R

cociente radio efectivo/radio de poro para los oligosacaridos, Aos

concentracion de oligosacaridos en las corrientes de retenido y filtrado, C3°y C °

porcentaje de recuperacién de oligosacaridos, REC.
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Vg, L

Vi, L

1200

1000 1

800 4

600 -

400 4

200 1

1400

1200 -

1000 -

800 4

600 4

400 4

200 4

1 2 3 4 5
Tiempo (h)

Figura 6.48. Evolucion del volumen de retenido con el tiempo.

1 2 3 4 5
Tiempo (h)

Figura 6.49. Evolucion del volumen de filtrado con el tiempo.
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W, mL/min

F, mL/min

350

300 -

250 1

200 1

150 1

100 1

50 1

0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)

Figura 6.50. Evolucion del caudal de agua de diafiltracion adicionado con el tiempo.

450

400 1
350
300 1
250
200
150 1
100 1

50 -

0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)

Figura 6.51. Evolucién del caudal de filtrado con el tiempo.
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J, mL/(min m2)

R, nm

18

16 -
14 -
12 -
10 -

4,5 -

3,5 1

2,5 4

1,5 1

0,5 1

o N O~ OO

2 3 4 5
Tiempo (h)

Figura 6.52. Evolucidn del flujo de filtrado con el tiempo.

1 2 3 4 5

Tiempo (h)

Figura 6.53. Evolucion del radio de poro con el tiempo.
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Aos

0,18
0,16
0,14
0,12
0,10

0,08
0,06 1
0,04 4
0,02 4

0,00

: S

0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)

Figura 6.54. Evolucién del cociente radio efectivo/radio de poro para los oligosacaridos con el tiempo.

xCa

0,9

0,8
0,7

0,6 1
0,5 -
0,4
0,3 1
0.2
0,11

0,0

0 1 2 3 4 5

Tiempo (h)

Figura 6.55. Evolucion del cociente radio efectivo/radio de poro para el calcio con el tiempo.
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C% , mglL

mg/L

0s
F?

c

300

250 A

200 A

150

100 A

50 1

0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)

Figura 6.56. Evolucion de la concentracion de oligosacaridos en el retenido con el tiempo.

300

250 -

200 A

150 -

100 1

50 -

Tiempo (h)

Figura 6.57. Evolucidn de la concentracion de oligosacaridos en el filtrado con el tiempo.
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C&, mglL

C mglL

5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500 A

450

0 1 2 3 4 5

Tiempo (h)

Figura 6.58. Evolucidn de la concentracion de calcio en el retenido con el tiempo.

400 -
350 1
300 1
250 -
200 -
150 1
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50 -

0 1 2 3 4 5
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Figura 6.59. Evolucion de la concentracion de calcio en el filtrado con el tiempo.
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Sos

SCa

0,935

0,930 -
0,925 1
0,920 -
0,915 -
0,910 1
0,905 -

0,900 A

0,895

Tiempo (h)

Figura 6.60. Evolucién del coeficiente de transmision para los oligosacaridos con el tiempo.
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Figura 6.61. Evolucién del coeficiente de transmision para el calcio con el tiempo.
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1,0
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0,0

REC x 100

0 1 2 3 4 5
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Figura 6.62. Evolucién del porcentaje de recuperacidn de oligosacaridos con el tiempo.

En las figuras 6.48 y 6.50 correspondientes a la evolucion del volumen de retenido y del agua de diafiltracion
con el tiempo, se observa que el tiempo total del proceso son aproximadamente 4 horas, que se dividen en 1.90 h de

concentracion y 2.10 h de diafiltracién continua.

Por otra parte, cabe destacar la disminucién del radio de poro con el tiempo, recogida en el apéndice 11.11y
en la figura 6.53, asi durante el proceso el radio pasa de 4.30 nm a 3.52 nm, lo que supone una disminucion de &rea
del 32.99%. No obstante, se observa que durante todo el proceso la relacion radio efectivo/radio de poro para los
oligosacaridos, Aos, es inferior a 0.2 (figura 6.54), lo que implica que el radio de poro de la membrana es superior en
mas de 5 veces al radio efectivo de los oligosacéridos, lo que garantiza la no influencia de los efectos estéricos y que el

indice de rechazo para los oligosacaridos IR sea 0.

En cuanto al porcentaje de recuperacion (REC), en la figura 6.62 se muestra su evolucidén con el tiempo,
observandose que a las 4 h de proceso se alcanza el 95% de recuperacion de los oligosacaridos, un tiempo 3 veces
inferior en comparacion con las aproximadamente 12 horas necesarias en €l modo de operacion DF (tabla 6.22, FC =

1) para el caso estudiado.
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7. CONCLUSIONES.

172



TESIS DOCTORAL

Como resultado de la investigacién que se describe en esta Memoria, se ha llegado a las siguientes

conclusiones:

1. Laleche de cabra es una éptima fuente de oligosacaridos tanto por su composicién como por su concentracion, y
la mejor en comparacion con las leches comercialmente disponibles (vaca y oveja), conteniendo una gran variedad
de oligosacéridos &cidos y N-acetil-glucosaminil-lactosa junto con galactosil-lactosa como oligosacéridos neutros

mayoritarios.

2. El contenido de oligosacaridos de la leche de cabra es significativamente menor en comparacién con el de la leche
humana, aunque las similitudes estructurales encontradas entre los oligosacaridos y otros glicoconjugados de
leche de cabra y los de leche materna sugieren que podrian desarrollar una bioactividad similar, pudiendo ser

utilizados en productos para nutricion humana.

3. Los oligosacéridos de la leche de cabra inducen la maduracién del epitelio intestinal, ya que estimulan la
diferenciacion celular, pero no la proliferacion celular. Su suplementacion al medio de cultivo de células del epitelio
intestinal aumenta la mayoria de las actividades enzimaticas ensayadas, entre ellas fosfatasa alcalina, lactasa,
maltasa y sacarasa, generando a su vez una tendencia al aumento de la actividad leucin-aminopeptidasa. Sin
embargo, esta suplementacién no produce ninguna alteracion significativa en los niveles del antigeno nuclear de

proliferacion celular (PCNA).

4. La suplementacion del medio de cultivo celular con oligosacaridos de leche de cabra inhibe in vitro la adhesién de
monocitos sobre células endoteliales de cordon umbilical humano (HUVEC) estimuladas con TNF-o bajo
condiciones de flujo en un 21.1%, lo que sugiere la existencia de epitopos similares a los ligandos de las
selectinas, ejerciendo una importante accion sobre la cascada de adhesion celular que conduce a la extravasacion

de células de la sangre a los tejidos durante los procesos de inflamacién.

5. El proceso de ultrafiltracidén tangencial de leche de cabra desnatada con modulos de membrana ceramicos
tubulares de tamafio de corte 50 KDa en las siguientes condiciones de operacion: T2 = 30°C, velocidad de
recirculacion v = 3.30 m/s y Pmu = 0.90 bar, permite la separacion de la fraccion proteica mayoritaria de la fraccion
de oligosacaridos, permitiendo la recuperacién de mas del 95% de los mismos sin alterar sus propiedades

bioldgicas ni su biodisponibilidad.
6. En las condiciones de operacién ensayadas, el modulo de membrana ceramico tubular de 50 KDa presenta los

siguientes indices de rechazo: IR = 0, Oligosacaridos: IR = 0, Proteina soluble: IR = 0, Caseina: IR = 1y Calcio:
IR =0.26.
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7. El'modelo dinamico desarrollado para el proceso de ultrafiltracion de leche de cabra reproduce fielmente los datos
experimentales y consta de 10 ecuaciones independientes:

v,
dt

=F [ J =

J=aR® 3 =-p

dCP  F .S, CE

d v, o di v, o
COS CCa
S,s = CZOS 7] S, = CZC“ 8]
R R,
Aos =% [9] A, = 15 [10]

Modelo dinamico del proceso de ultrafiltracion de leche de cabra.

cuyos paradmetros son los siguientes:

e coeficiente de flujo, oe = 4.98 x 102 L/(h m2nm?*)

e coeficiente de fouling, B =2.15x 105 (nm2 m2) / mg Ca

e radio efectivo de la molécula de oligosacéaridos, Ros= 0.562 nm
e radio efectivo para el calcio, Rca=2.884 nm

e yelradio inicial de poro, R =4.299 nm.

8. El tiempo de operacion del proceso de ultrafiltracion de leche de cabra a través de membranas cerdmicas
tubulares, disminuye gradualmente con el factor de concentracion y el nimero de médulos.

9. El modo de operacién éptimo para obtener a nivel industrial la fraccion de oligosacaridos de leche de cabra por
filtracidn tangencial a través de modulos ceramicos tubulares es concentrar hasta factor 4, maximo permisible por
la fluidodinamica del sistema, y posteriormente realizar diafiltracion continua hasta alcanzar la recuperacion
requerida.
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10. Para un caso practico, partiendo de 1000 L de leche de cabra y especificando una recuperacion de oligosacaridos
superior al 95% y una productividad de 250 L/h, se comprueba que existe un area minima de filtracion de 25.20 m?

y un tiempo ptimo de operacion de 3.95 h, dividido en aproximadamente 1.90 h de concentracion y 2.10 h de

diafiltracion continua.
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8. INVESTIGACION FUTURA.

176



TESIS DOCTORAL

Las futuras actividades de investigacion iran dirigidas basicamente en dos direcciones: la primera de ellas,

hacia la reduccién de los niveles de lactosa del producto final, y la segunda, hacia la comprobacion de la capacidad de

los oligosacéridos de leche de cabra de actuar como inmunomoduladores in vivo.

Con respecto al primero de los objetivos marcados, éste se abordara con dos disefios experimentales

diferentes que consisten en:

e La utilizacién de un reactor de membrana, en el que se hidrolicen continuamente las moléculas de lactosa y
se separe la fraccién de oligosacéridos de los monosacaridos generados, glucosa y galactosa. La hidrdlisis se
debera realizar con una enzima de tales caracteristicas que no afecte a la estructura original de los

oligosacaridos.

e La utilizacion de una segunda membrana en serie con la membrana de 50 KDa de tamafio molecular de corte
alrededor de 1000 Da, capaz de filtrar las moléculas de lactosa, sales solubles y otros componentes de

menor peso molecular, reteniendo en cambio la fraccion de oligosacaridos. La figura 8.1 muestra la secuencia

de filtracion sugerida.

Caseinas + proteinas séricas +
péptidos de gran tamafio

Leche de cabra desnatada

N
>

Agua milli-Q

50000.Da
Fiftracion
.~ tangencial

’

Oligosacaridos +
lactosa + sales + otros
compuestos bioactivos

—_—

Agua milli-Q

.

1000 D
Fittracion
_~’tangencial

/]

Oligosacaridos + otros
compuestos bioactivos

Lactosa + sales solubles
N,

>

Figura 8.1. Secuencia de filtracion para reducir los niveles de lactosa.

La secuencia de filtracidn en dos etapas generara dos valiosos productos: la corriente de retenido procedente
de la primera de ellas compuesta por la casi totalidad de la fraccion proteica de la leche de cabra, de gran aplicacion en
la formulacién de alimentos funcionales, fermentados, etc y el retenido de la segunda etapa, incluyendo la fraccion de

oligosacaridos y algunos otros compuestos bioactivos de similar peso molecular, libre de sales y lactosa. En este caso,

se han realizado ya algunos ensayos preliminares (Martinez-Férez et al, 2003).
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En cuanto al segundo de los objetivos perseguidos, se estudiaran las propiedades inmunomoduladoras de los
oligosacéridos de leche de cabra en dos modelos experimentales, in vitro (células Caco-2) e in vivo (en ratones).
Concretamente, en el primer caso, se cultivaran células Caco-2 hasta confluencia en un medio de cultivo que contenga
o0 no oligosacaridos de leche de cabra al que se le adicionara a dia 7 un microorganismo patégeno (Escherichia coli,
Campylobacter jejuni, etc). De forma especifica, se estudiara el porcentaje de inhibicién de la adhesién del

microorganismo patogeno a la superficie de las células Caco-2 producido por los oligosacaridos de leche de cabra.

Asimismo, y con objeto de confirmar esta protecciéon que confieren las estructuras oligosacaridicas en la
prevencion de infecciones por union especifica a receptores de la pared bacteriana, se haran estudios en modelos
animales in vivo. Para ello, se alimentaran ratones con una dieta que contenga oligosacaridos de leche de cabra o no
en una cantidad similar a la existente en leche humana durante 15 dias. En ese momento, se inducira una infeccion
tras la administracion de microorganismos patogenos por via oral (Escherichia coli, Campylobacter jejuni, etc) y se
comprobara el efecto de los oligosacaridos de leche de cabra en la incidencia y evolucién de la propia infeccion.
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9. NOMENCLATURA.
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NOMENCLATURA

Area de la membrana

c Coeficiente de proporcionalidad

Cr Concentracion instantanea de soluto en la corriente de filtrado
Cra Concentracion de soluto en el filtrado acumulado
ce Concentracion de calcio en el filtrado

cos Concentracion de oligosacaridos en el filtrado

Cr Concentracion de soluto en la corriente de retenido
Cro Concentracion inicial de soluto en el retenido

Cx Concentracion de calcio en el retenido

cos Concentracion de oligosacaridos en el retenido

dn Didmetro hidraulico

F Caudal de filtrado

Fr Caudal de retenido

J Flujo a través de la membrana

IR indice de rechazo

L Longitud de la membrana

Lp Longitud de poro

N NUmero de poros por unidad de area

pi Pesos de cada serie

P Presion transmembrana

R Radio de poro

Rea Radio efectivo para el calcio

Re Médulo de Reynolds

REC Porcentaje de recuperacion de cada componente
Ren Médulo de Reynolds hidraulico

Rr Resistencia de fouling

Rem Resistencia de (fouling + intrinseca de la membrana)
Re Resistencia de polarizacion

I Radio hidraulico de los canales

Rm Resistencia intrinseca de la membrana

rms Raiz cuadrética media

Ros Radio efectivo para los oligosacaridos

Sca Coeficiente de transmision para el calcio

Sos Coeficiente de transmision para los oligosacaridos
To Tasa de diafiltracion o nimero de diavolumenes
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v Velocidad media de recirculacion por los canales

Vo Volumen de diafiltracion

Vr Volumen de filtrado

Vea Volumen de filtrado acumulado

VR Volumen de retenido

w Caudal de agua de diafiltracion

Wp Perimetro mojado

Letras griegas

o Coeficiente de flujo

B Coeficiente de fouling

0 Coeficiente de proporcionalidad

Y Factor de fouling

Aca Relacién entre radio efectivo y radio de poro para los oligosacaridos

Aos Relacion entre radio efectivo y radio de poro para el calcio
Densidad

18 Viscosidad

ABREVIATURAS

Ca Calcio

Cas Caseina

BCA Acido bicinconinico

BSA Albumina sérica bovina

CDF Modo concentracion seguido de diafiltracidn continua

DEPC Dietil pirocarbonato

DF Modo diafiltracion continua

DNA Acido desoxirribonucleico

DNAL Di-N-acetil-glucosaminil-lactosa

DNGHL Di-N-glicolil-neuraminil-hexosil-lactosa

DNGL Di-N-glicolil-neuraminil-lactosa

DSHL Disialil-hexosil-lactosa

DSL Disialil-lactosa
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DSLNT Disialil-lacto-N-tetraosa

EC Extracto rico en oligosacaridos

EDTA Acido etilendiamino tetraacético

EGF Factor de crecimiento epidérmico

ELAM Molécula de adhesidn leucocito-endotelial
FAB-MS Espectrometria de masas de bombardeo atémico répido
FC Factor de concentracion

2-FL 2-fucosil-lactosa

3-FL 3-fucosil-lactosa

FSE Fraccién de soluto eliminada

Fuc Fucosa

Gal Galactosa

GalNAc N-acetil-galactosamina

GH Hormona del crecimiento

GL Galactosil-lactosa

Glc Glucosa

GlcNAc N-acetil-glucosamina

GMP Glicomacropéptido

HBSS Solucién salina equilibrada de Hank’s
HPAEC-PAD Cromatografia de intercambio anionico a alto pH con deteccién amperométrica pulsante
HPTFF Proceso de filtracién tangencial de alta resolucién
HP-TLC Cromatografia de capa fina de alta resolucién
HUVEC Células endoteliales de cordén umbilical humano
ICAM-1 Molécula de adhesién intercelular 1

IGF Factor de crecimiento insulinico

IL Interleuquina

Lac Lactosa

Lg Lactoglobulina

LNDFH I Lacto-N-difucohexaosa |

LNDFH I Lacto-N-difucohexaosa I

LNFPI Lacto-N-fucopentaosa |

LNFPII Lacto-N-fucopentaosa |l

LNFP 1l Lacto-N-fucopentaosa Il

LNH Lacto-N-hexaosa

LNnT Lacto-N-neotetraosa

LNT Lacto-N-tetraosa

LSTa Sialil-lacto-N-tetraosa a
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LSThb Sialil-lacto-N-tetraosa b

LSTc Sialil-lacto-N-tetraosa ¢

Man Manosa

MF Microfiltracion

NADHL N-acetil-glucosaminil-dihexosil-lactosa
NAHL N-acetil-glucosaminil-hexosil-lactosa
NAL N-acetil-glucosaminil-lactosa

NALNH N-acetil-glucosaminil-lacto-N-hexaosa
NeuAc Acido N-acetil-neuraminico o cido sialico
NeuGc Acido N-glicolil-neuraminico

NF Nanofiltracion

NGHL N-glicolil-neuraminil-hexosil-lactosa
NGL N-glicolil-neuraminil-lactosa

NGLNH N-glicolil-neuraminil-lacto-N-hexaosa
(0] Oligosacaridos puros de leche de cabra
0s Oligosacaridos

PCNA Antigeno nuclear de proliferacion celular
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
Pe Presion de entrada

PM Peso molecular

Ps Presion de salida

PS Proteina soluble

PTFE Politetrafluoroetileno

PVDF Polifluoruro de vinilideno

Rad Radical

RNA Acido ribonucleico

RO Osmosis inversa

RT Retrotranscripcion

SDHL Sialil-dihexosil-lactosa

SDS Dodecil-sulfato de sodio

SDS PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida adicionado de SDS
SHL Sialil-hexosil-lactosa

3-SL 3-sialil-lactosa

6-SL 6-sialil-lactosa

SLNH Sialil-lacto-N-hexaosa

SNGHL Sialil-N-glicolil-neuraminil-hexosil-lactosa
SNGL Sialil-N-glicolil-neuraminil-lactosa

183



TESIS DOCTORAL

T2
TEMED
TFF
TGF
TNF-o
tr

UF
VCAM-1

w-3

Temperatura

1,2-Bis-(dimetil-amino)-etano

Técnicas convencionales de filtracion tangencial
Factor transformador del crecimiento

Factor de necrosis tumoral o

Tiempo de retencion

Ultrafiltracién

Molécula de adhesion celular vascular 1

Omega 3
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APENDICE 11.1. Monosacaridos constituyentes de los oligosacaridos detectados.

Nombre quimico Abreviatura | Estructura quimica Peso molecular (Da)

! S

Glucosa Glc o 180,16
o3,

Galactosa Gal © an 180,16
oL

Fucosa Fuc * ap 164,16

Acido sialico NeuAc 309,28

N-acetil-glucosamina GlcNAc a0 221,21

NHAC
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APENDICE 11.2. Oligosacaridos neutros identificados en leche humana.

Gal B(1-4) GloNAc B(13)”

Nombre quimico | Estructura quimica PM (Da) | Referencia
2-Fucosil-Lactosa Fuc o(1-2) Gal B(1-4) Glc 488,44 Kuhn et al, 1956
Gal B(1-4) Gle
3-Fucosil-Lactosa | 488,44 Montreuil, 1956
Fuc o(1-3)
Fuc a(1-2) Gal B(1-4) ﬁlc
Di-Fucosil-Lactosa 634,59 Kuhn y Gauhe,
Fuc o(1-3) 1958
Lacto-N-Tetraosa Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3) Gal B(1-4) Glc 707,64 | Kuhny Baer, 1956
Lacto-N-neoTetraosa Gal B(1-4) GlcNAc B(1-3) Gal B(1-4) Glc 707,64 | Kuhn'y Baer, 1962
Lacto-N-Fucopentaosa | Fuc a(1-2) Gal B(1-3) GIcNAc B(1-3) Gal B(1-4) Glc 853,78 Kuhn et al, 1956
Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3) Gal B(1-4) Glc
Lacto-N-Fucopentaosa | 853,78 Kuhn et al, 1958
Il Fuc of(1-4)
Lacto-N-Fucopentaosa Gal B(1-4) GlcNAc B(1-3) Gal B(1-4) Glc Kobata y
1l 853,78 Ginsburg, 1969
Fuc o(1-3)
Lacto-N-Fucopentaosa Gal (1-3) GlcNAc B(1-3) Gal (1-4) Gle Ginsburg et al,
v | 853,78 1976
Fuc o(1-3)
Lacto-N-Difucohexaosa Fuc o(1-2) Gal B(1-3) GlcNAc 3(1-3) Gal B(1-4) Glc Kuhn y Gauhe,
[ | 999,92 1958
Fuc a(1-4)
Lacto-N-Difucohexaosa Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3) Gal (1-4) Gle Kuhn y Gauhe,
I | | 999,92 1960
Fuc a(1-4) Fuc a(1-3)
Gal B(1-4) GleNAc B(1-6) \ Kobata y
Lacto-N-Hexaosa Gal B(1-4) Glc 1072,97 Ginsburg, 1972
Gal B(1-3) GleNAc B(1-3) /
Gal 3(1-4) GlcNAc [3(1-6)\ Kobata y
Lacto-N-neoHexaosa Gal B(1-4) Gle 1072,97 Ginsburg, 1972
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APENDICE 11.2. Oligosacaridos neutros identificados en leche humana (Continuacion).

Nombre quimico | Estructura quimica PM (Da) | Referencia
Para-Lacto-N-Hexaosa Gal B(1-3) GIcNAc f(1-3) Gal (1-4) GIcNAc B(1-3) Gal B(1-4) Gle 1072,97 Sabharwal et al,
1988
Para-Lacto-N- Gal B(1-4) GIcNAc (1-3) Gal B(1-4) GIcNAG B(1-3) Gal B(1-4) Glc 107297 | Yamashita et al,
neoHexaosa ' 1977
Gal B(1-4) GIcNAc B(1-6) \
Fucosil-Lacto-N- Gal B(1-4) Gle 1219,12 Yamashita et al,
Hexaosa | Fuc o(1-2) Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3) 7 1977
Fuc a(1-3)
Fucosil-Lacto-N- Gal B(1-4) GleNAc B(1-6) \\ 1219,12 Dua et al, 1985
Hexaosa Il Gal B(1-4) Glc
Gal B(1-3) GlNAC B(1-3) /
Gal B(1-4) GlcNAc B(1-6)
Fucosil-Lacto-N- Fuco(1-™ \ Gal B(1-4) Glc 1219,12 Kobata y
neoHexaosa —Gal B(1-4) GleNAc B(1-3) / Ginsburg, 1972
Fucosil-para-Lacto-N- Gal B(1-3) GIcNAc f(1-3) Gal B(1-4) GerAc B(1-3) Gal B(1-4) Gle 1219,12 Sabharwal et al,
Hexaosa 1988
Fuc o(1-3)
Fuc a(1-3)
Di-Fucosil-Lacto-N- Gal B(1-4) GlcNAc B(1-6) \
Hexaosa Gal B(1-4) Glc 1365,26 Dua et al, 1985
Gal B(1-3) Glcl\1Ac B(1-3)
Fuc a(1-4)
Fuc a(1-3)
Di-Fucosil-Lacto-N- Gal B(1-4) GllcNAc B(1-6) 1356,26 Yamashita et al,
Hexaosa a Gal B(1-4) Glc 1977
Fuc o(1-2) Gal B(1-3) Glehac B(1-3)
Fuc o(1-3)
Di-Fucosil-Lacto-N- Gal B(1-4) GlcNAc B(1-6)
neoHexaosa > Gal B(1-4) Glc 1356,26 Haeuw-Fievre et
Gal B(1-4) GIchAc B(1-3) al, 1993
Fuc a(1-3)
Di-Fucosil-para-Lacto- Gal B(1-3) GIcNAc f(1-3) GJII B(1-4) GIcNAc B(1-3) Gal B(1-4) Glc Yamashita et al,
N-Hexaosa 1356,26 1977

Fuc o(1-4) Fuc o(1-3)
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Nombre quimico | Estructura quimica PM (Da) | Referencia
Di-Fucosil-para-Lacto- Gal B(1-4) Glch\Cﬁ(1-3) Gal B(1-4) GICFAC B(1-3) Gal B(1-4) Gle 1356,26 Yamashita et al,
N-neoHexaosa 1977
Fuc o(1-3) Fuc o(1-3)
Fuc a(1-3)
Tri-Fucosil-Lacto-N-Hexaosa Gal [3(1-4) GIcNAc [3(1-6)
N\ Gal B(14) Glc 1511,40 Sabharwal et al,
Fuc o(1-2) Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3) / 1988
Fuc o1h4)
Tri-Fucosil-para- Fuc (1-2) Gal B(1-3) flcNAc B(1-3) Gal B(1-4) GleNAc B(1-3) Gal B(1-4) Gle Strecker et al,
Lacto-N-Hexaosa 1511,40 1988
Fuc o(1-4) Fuc o(1-3)
Lacto-N-Octaosa Gal B(1-4) GleNAc B(1-3) Gal B(1-4) GlcNAc |3(1-6)\ 5 Yamashita et al,
Gal B(1-4) Gl
Gal B(1-3) GleNAc B(1-3y” 1438,31 1976
Lacto-N-neoOctaosa Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3) Gal B(1-4) GlcNAc B(f? Sl B4 Yamashita et al,
al B(1-4) Glc
Gal B(1-4) GleNAG B(1- 1438,31 1976
Iso-Lacto-N-Octaosa | Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3) Gal B(1-4) GlcNAc B(1-6>> a4 G Yamashita et al,
al B(1-4) Glc
Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3) 1438,31 1976
Para-Lacto-N- Gal B(1-3) GIcNAc B(1-3) Gal B(1-4) GIcNAC B(1-3) Gal B(1-4) GIcNAC B(1-3) Gal B(1-4) Gl 1438,31 Haeuw-Fievre et
Octaosa al, 1993
Fuc a(1-3
Fucosil-Lacto-N- Yamashita et al,
Octaosa Gal B(1-4) GlcNAc B(1-3) Gal B(1-4) GIcNAc B(1-6) \ 1584 46 1976
Gal B(1-4) Glc !
Gal B(1-3) GleNAc B(1-3) /
Fuc o(1-3)
Fucosil-Lacto-N- 1584,46 Yamashita et al,
neoOctaosa Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3) Gal B(1-4) GlcNAc B(1-6) N\ 1976
Y Gal B(1-4) Gl
Gal B(1-4) GlcNAc B(1-3)
Fuc a(1-3) Fuc 011 -3)
Di-Fucosil-Lacto-N- Gl B(14) GoNAe 13 Gal (1) GoNAe B1) 1730,60 Tachibana et al,
al B(1-4) GlcNAc B(1-3) Gal B(1-4) GlcNAc B(1-
Octaosa | AN Gal p14) Gle 1978
Gal B(1-3) GlcNAc [3(1-3)/
Fuc o(1-4) Fucor](1-3)
Di-Fucosil-Lacto-N- Tachibana et al,
neoOctaosa | Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3) Gal B(1-4) GlcNAc [5(1-6)\ 1 730,60 1978

/ GalB(14) Glc
Gal B(1-4) GleNAc B(1-3)
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TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.2. Oligosacaridos neutros identificados en leche humana (Continuacion).

Nombre quimico | Estructura quimica PM (Da) | Referencia
Fuc (x(1«F)
Di-Fucosil-Lacto-N- | ©alB(1-4) GleNAc B(1-3) Gal B(1-4) GloNAC B(1-6) \ 1730,60 Tachibana et al,
7 GalB(1-4) Gle 1978
Octaosa Il Gal B(1-3) GICNTC B(1-3)
Fuc o(1-4)
Fuc 0c(1|-3)
O eocemsal Gl B1-3) GeNAc 1-) Gl B1-4) G Bt6) 173060 | Tachibana et al,
. /Gal B(1-4) Gle ! 1978 !
al B(1-4) GIcPAc B(1-3)
Fuc a(1-3)
Fuc cx11 -3) Fuc o(1-3)
TriFucosikLacto-N- | GG GABGH GNP N | 187674 | Tachibana etal,
Octaosa Gal B(1-3) GoNAc p1-3) 1978
Fuc o(1-4)
Fuc a(1-4 Fuc 0c(1[3)
Tri-Fucosil-Lacto-N- Gal B(1-3) GicNAc B(1-3) Gal B(1-4) GicNAG B(1-6) "\ 1 (14) Gl 1876,74 Tachibana et al,
neoOctaosa Gal B(1-4) GloNAG B(1-3) /~ 1978
Fuc a(1-3)
Fuc T(M)
TrI-FuoooS(I:It-;zZI;acto-N- Fuc o(1-2) Gal B(1-3) GIcNAC B(1-3) Gal B(1-4) GIcNAC B(1-6) >G o 1876,74 Stre(?kggrzet al,
al B( c
Fuc o(1-2) Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3)
Fuc T( 1-3)
Tetra-Fucosil-
isoLacto-N-Octaosa Fuoal12) Galp1-9) GeNAo P Gal B GANACBOI B(1-4) Glo 2022,88 Haeuw-Fievre et
Fuc o(1-2) Gal B(1-3) rlcNAc B(13) / al, 1993
Fuc a(1-4)
Tetl’a-FUOOSil- Fuc o(1-2) Gal B(1-3) GI1NAC B(1-3) Gal B(1-4) TCNAC B(1-3) Gal BM-AT}\CNAC B(1-3) Gal B(1-4) Gle. 2022 88 HaeuW-FieVl’e et
paraLacto-N-Octaosa Fucai) Fuca(i4) Fuca(ia) al, 1993
Fuc o(144) Fuq o(1-3)
Penta-Fucosil- Fuc o(1-2) Gal B(1-3) GIcNAC B(1-3) Gal B(1-4) GlcNAC B(1-6) N\
H Gal B(1-4) Gl i
isoLacto-N-Octaosa PG4 o9 2l B(1-4) Glo 2169,03 Hael;\//v}Fég\ére et
Fuc a(1-4) ’
Fuc 0c(1|-3) Yamashita et al,
Lacto-N-Decaosa 1584,46 1976

Gal B(1-3) GleNAc B(1-3) Gal B(1-4) GIcNAc B(1-6) \\
/ Gal B(1-4) Glc
Gal B(1-4) GleNAc B(1-3)
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Nombre quimico | Estructura quimica P.M. (Da) | Referencia
3-Galactosil-Lactosa Gal B(1-3) Gal B(1-4) Gle 504,44 Donald y Feeney
1988
4-Galactosil-Lactosa Gal B(1-4) Gal B(1-4) Glc 504,44 Snow Brand Co.,
1995
6-Galactosil-Lactosa Gal B(1-6) Gal B(1-4) Glc 504,44 Yamashita y
Kobata, 1974
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TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.3. Oligosacaridos monosialicos identificados en leche humana.

Nombre quimico | Estructura quimica P.M. (Da) | Referencia
3-Sialil-Lactosa NeuAc ou(2-3) Gal B(1-4) Glc 633,56 Kuhn'y Brossmer,
1959
6-Sialil-Lactosa NeuAc ou(2-6) Gal B(1-4) Gle 633,56 Kuhn, 1959
NeuAc o(2-3) Gal B(1-4) Glc Gronberg et al,
Fucosil-Sialil-Lactosa 779,70 1989
Fuc ay(1-3)
Sialil-Lacto-N-Tetraosa a NeuAc ou(2-3) Gal 3(1-3) GlcNAc B(1-3) Gal B(1-4) Glc 998,90 Kuhn'y Gauhe,
1962
NeuAc o(2-6)
Sialil-Lacto-N-Tetraosa b | 998,90 Kuhn y Gauhe,
Gal B(1-3) GlecNAc B(1-3) Gal B(1-4) Glc 1962
Sialil-Lacto-N-Tetraosa ¢ NeuAc oi(2-6) Gal B(1-4) GlcNAc B(1-3) Gal B(1-4) Gle 998,90 Kuhn y Gauhe,
1962
Fucosil-Sialil-Lacto-N- NeuAc ai(2-3) Gal B(1-3) GIcNAc B(1-3) Gal B(1-4) Glc
Tetraosa a 1145,04 Wieruszeski et al,
Fuc ou(1-4) 1985
Fucosil-Sialil-Lacto-N- NeuAc ou(2-6)
Tetraosa b 1145,04 Wieruszeski et al,
Fucou(1-2) Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3) Gal B(1-4) Glc 1985
Fucosil-Sialil-Lacto-N- NeuAc c(2-6) Gal B(1-4) GIcNAc B(1-3) Gal B(1-4) Gl
Tetraosa ¢ 1145,04 Smith et al, 1987
Fuc au(1-4)
NeuAc ou(2-6) Gal B(1-4) GIcNAc B(1-6) Kobata y
Sialil-Lacto-N-Hexaosa Gal B(1-4) Gle 1364,23 Ginsburg, 1972
Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3)
Sialil-Lacto-N- NeuAc o,(2-6) Gal B(1-4) GlcNAc B(1-6) N Kobata y
neoHexaosa | s Gal B(1-4) Gle 1364,23 Ginsburg, 1972
Gal B(1-4) GIcNAC B(1-3)
Sialil-Lacto-N- Gal B(1-4) GIcNAc B(1-6)
neoHexaosa Il Gal B(1-4) Gle 1364,23 Gronberg et al,

NeuAc au(2-6) Gal B(1-4) GlcNAc B(1-3) 4

1989
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Nombre quimico | Estructura quimica PM (Da) | Referencia
Fuc oc(1-P)
Fucosil-Sialil-Lacto-N- Gal B(1-4) GlcNAc B(1-6) \
Hexaosa | / Gal B(1-4) Glc 1510,38 Gronberg et al,
Gal B(1-3) GloNAc B(1-3) 1992
NeuAc ou(2-6)
Fuc oc(*‘—B)
Fucosil-Sialil-Lacto-N-Hexaosa Il
Gal B(1-4) GIcNAC B(1-6) 1510,38 | Grénberg et al,
/ GalB(1-4) Gl 1992
NeuAc ou(2-3) Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3)
NeuAc ou(2-6) Gal B(1-4) GlcNAc B(1-6) N
Fucosil-Sialil-Lacto-N- / Galp(1-4)Gle | 1510,38 Gronberg et al,
Hexaosa lll Gal B(1-3) GICNAC B(1-3) 1992
Fuc au(1-4)
Fuc oc(1|-3)
Fucosil-Sialil-Lacto-N- N
neoHexaosa | Gal B(1-4) GleNAc B(1-6) 1510,38 Gronberg et al,
/ Gal B(1-4) Glc 1989
NeuAc ou(2-6) Gal B(1-4) GlcNAc B(1-3)
—
NeuAc o(2-6) Gal B(1-4) GIcNAC B(1-6) N\
Fucosil-Sialil-Lacto-N- | Fuea(t— Gal p(1-4) Gle 1510,38 Kobata y
neoHexaosa Il Gal p(1-4) GicNAc B(1-3) Ginsburg, 1972
NeuAc ou(2-6) Gal B(1-4) GlcNAc B(1-6) N
Di-Fucosil-Sialil-Lacto-N- /" Gal B(1-4) Glc 1656,52 Gronberg et al,
Hexaosa Fuc o(1-2) Gal B(1-3) GlCPfAC B(1-3) 1992
Fuc au(1-4)
Fuc oc(1r3)
Di-Fucosil-Sialil-Lacto-N- N Grénberg et al,
neoHexaosa Fuc a(1-2) Gal B(1-4) GIcNAc B(1-6) 1656,52 1992
/ GalB(1-4) Glc
NeuAc o(2-6) Gal B(1-4) GlcNAc B(1-3)
Gal B(1-4) GIlcNAc B(1-3) Gal B(1-4) GIcNAc B(1-6) >
il-Sialil-| -N- Gal B(1-4) Glc :
Fucosnoscltaalgsl.aacto N Neuho a(2:3) Gal B(1-3) GicAc B1-3) 1875,71 K|tag1a$\;v9a3eta/,
Fuc o(1-4)
Fuc (x(1r3)
Tri-Fucosil-Siali-isoLacto- | ¢, 1) ca -3 onse pit-3 Gal et-4 cionas i) N\ Kitagawa et al,
N-Octaosa / Galp(14) Gl 2168,00 1993

NeuAc o(2-3) Gal B(1-3) GICN{\C B(1-3)

Fuc ou(1-4)

214




TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.3. Oligosacaridos monosialicos identificados en leche humana (Continuacion).

Nombre quimico

Estructura quimica

PM (Da)

Referencia

Fuc o(1-4)

NeuAc o(2-3) Gal B(1-3) GlcNAc

820,75

Kitagawa et al, 1990

Fuc oc(1-|4)

NeuAc o(2-3) Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3) Gal

982,90

Kitagawa et al, 1990

Fuc a(1-3)

Gal B(14) GleNAC B(1-6)\_
Gal B(1-4) Glc
NeuAc o(2-3) Gal ;3(1-3)/

1307,18

Gronberg et al,
1992
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APENDICE 11.4. Oligosacaridos acidos, di- y trisialicos identificados en leche humana.

Nombre quimico | Estructura quimica PM (Da) | Referencia
Di-Sialil-Lacto-N- NeuAc o.(2:6) 1290,16 Grimmonprez y
Tetraosa Montreuil, 1968
NeuAc o(2-3) Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3) Gal B(1-4) Glc
NeuAc o(2-6)
Fucosil-Di-Sialil-Lacto- Kitagawa et al,
N-Tetraosa NeuAc o(2-3) Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3) Gal B(1-4) Gle 1436,30 1991
Fuc ou(1-4)
Di-Sialil-Lacto-N- NeuAc o(2-6) Gal B(1-4) GlcNAc B(1-6) Kitagawa et al,
Hexaosa | / Gal B(1-4) Glc 1655,49 1991
NeuAc au(2-3) Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3)
Di-Sialil-Lacto-N- Gal B(1-4) GIeNAC B(1-6) \
Hexaosa Il / Gal B(1-4) Gle 1655,49 Kitagawa et al,
NeuAc au(2-3) Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3) 1991
NeuAc o(2-6)
Di-Sialil-Lacto-N- NeuAc ou(2-6) Gal B(1-4) GIcNAc B(1-6) N Gronberg et al,
neoHexaosa Gal B(1-4) Gle 1655,49 1992
NeuAc ou(2-6) Gal B(1-4) GlcNAc B(1-3)
Fuc au(1-3) Gal B(1-4) GIcNAc B(1-6)
Fucosil-Di-Sialil-Lacto- v Gal B(1-4) Gle 1801,63 Yamashita et al,
N-Hexaosa | NeuAc a(2-3) Gal B(1-3) ilcNAc B(1-3) 1976
NeuAc ou(2-6)
Fuc au(1-3)
Fucosil-Di-Sialil-Lacto- Gal B(1-4) GleNAc B(1-6) \ Kitagawa et al,
N-Hexaosa I  CalBa-4)Cle 180163 1991
NeuAc au(2-3) Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3)
NeuAc ou(2-6)
NeuAc o(2-3/6) Gal B(1-4) GIcNAc B(1-6)
Fucosil-Di-Sialil-Lacto- Y Gal B(1-4) Gle 1801,63 Yamashita et al,
N-neoHexaosa NeuAc ou(2-3/6) Gal B(1-4) GlcNAc B(1-3) 1976
Fuc o(1-3)
NeuAc ou(2-6) Gal B(1-4) GIcNAc B(1-6)
Tri-Sialil-Lacto-N- / Gal B(1-4) Gle
Hexaosa NeuAc 0,(2-3) Gal B(1-3) GlcNAc B(1-3) 1946,75 | Fievre etal, 1991
NeuAc ou(2-6)
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APENDICE 11.5. Composicion de los medios de cultivos y tampones utilizados en los ensayos para evaluar las

propiedades funcionales de los oligosacaridos.

Tampon HBSS (Hank’s balanced salt solution)

KCl 5.37 mM
NazHPO4 7H20 0.34 mM
KHzPO4 0.44 mM
NaHCOs; 417 mM
CaCl 1.26 mM
MgCl; 6H2.0 0.49 mM
MgS04 7H20 0.41 mM
NaCl 0.14 M
D-glucosa 5.55 mM
Agua destilada c.s.p. 1L

Filtrar por 0.22 um

Tampodn PBS

NaCl 0.14M
KCI 048 M
NazHPO4 17.08 mM
KH2PO4 1.41 mM
Agua destilada c.s.p. 1L
Ajustara pH 7.4

Tampodn RIPA

Dodecil-sulfato de sodio, SDS 0.1% (p/v)
Desoxicolato sédico 0.1 % (p/v)
Triton X-100 1.0 % (vIv)
Tampon PBS 1L
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APENDICE 11.5. Composicion de los medios de cultivos y tampones utilizados en los ensayos para evaluar las
propiedades funcionales de los oligosacéridos (Continuacion).

Solucioén de tiocianato de guanidio

Tiocianato de guanidio 6.32 M

Citrato sodico 0.039MpH7.0
H20 tratada con DEPC 0.1% (v/v)
Lauril sarcosina 0.68% (p/v)
[3-Mercaptoetanol 0.75 % (V)

Tampodn Borato 10x

Acido bérico 05M
Borato sodico 50 mM
Sulfato sédico 100 Mm
EDTA 10 mM
Tampodn de carga de RNA

Glicerol 30% (viv)
Formamida 50% (viv)
Formaldehido 15% (VIV)
Azul bromofenol-xileno cianol 0.25% (p/v)

Agua bidestilada tratada con DEPC ~ 0.1% (v/v)

Tampon borato 1x

Medio HUVEC

MCDB 131 (Biomol) 438 mL
Suero fetal bovino 10% (VIv)
Solucion Pen/Strep 1% (Vi)
L-glutamina 1% (VIV)
Solucién EGF (5 ng/mL) 5uL
ECGS (PromoCell GMBH) 0.4% (viv)

Filtrar por 0.22 um
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APENDICE 11.6. Modelo dinamico propuesto para el proceso de ultrafiltracién de leche de cabra.

AV =F [ J=£ [2]
dt A
J=oR" 3 d—R——ﬁC?’J 4]
dt R
dc¥® _ F-Sy CP 5 dc” __F-s8, -CL o
dt v, dt vV,
COS CCa
Sos C:‘)S [7] S, = CZC“ 8]
R R
Aps == 19 Aeg =52 M0
os = p (9] = [10]

Parametros del modelo:

e Coeficiente de flujo, oe = 4.98 x 102 L/(h m2nm?*)

e  Coeficiente de fouling, B =2.15 x 105 (nm2 m2) / mg Ca

¢ Radio efectivo de la molécula de oligosacaridos, Ros = 0.562 nm
¢ Radio efectivo para el calcio, Rca=2.884 nm

e Radio inicial de poro, R =4.299 nm.
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APENDICE 11.7. Simulacion de la evolucién del volumen de filtrado, V, para el ensayo de diafiltracion continua de

leche de cabra a T2 = 30°C, Pmm = 0.90 bar y velocidad de recirculacion v = 3.3 m/s con la membrana de 50 KDa.

t,h Vg, L t,h Vg, L t,h Vi, L

0.0 0.00000 7.0 4.02998 14.0 6.57495
0.2 0.15145 7.2 411777 14.2 6.63473
0.4 0.29991 74 4.20448 14.4 6.69394
0.6 0.44547 76 4.29011 14.6 6.75257
0.8 0.58824 7.8 437471 14.8 6.81064
1.0 0.72833 8.0 4.45828 15.0 6.86816
1.2 0.86585 8.2 4.54085 15.2 6.92514
1.4 1.00087 8.4 4.62244 15.4 6.98157
1.6 1.13350 8.6 4.70307 15.6 7.03748
1.8 1.26381 8.8 4.78276 15.8 7.09287
20 1.39188 9.0 4.86152 16.0 7.14774
22 1.51778 9.2 4.93938 16.2 7.20211
24 1.64159 9.4 5.01635 16.4 7.25598
26 1.76337 9.6 5.09245 16.6 7.30936
28 1.88318 9.8 5.16770 16.8 7.36225
3.0 2.00108 10.0 5.24210 17.0 7.41466
3.2 2.11713 10.2 5.31568 17.2 7.46661
3.4 2.23138 10.4 5.38845 17.4 7.51808
3.6 2.34390 10.6 5.46043 17.6 7.56910
3.8 2.45471 10.8 5.53163 17.8 7.61967
4.0 2.56388 11.0 5.60206 18.0 7.66979
42 2.67144 1.2 5.67174
44 2.77744 11.4 5.74068
4.6 2.88192 11.6 5.80890
4.8 2.98492 11.8 5.87640
5.0 3.08647 12.0 5.94319
5.2 3.18662 12.2 6.00930
5.4 3.28540 12.4 6.07472
5.6 3.38284 12.6 6.13948
5.8 3.47897 12.8 6.20358
6.0 3.57383 13.0 6.26703
6.2 3.66744 13.2 6.32985
6.4 3.75984 13.4 6.39204
6.6 3.85104 13.6 6.45361
6.8 3.94108 13.8 6.51458
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APENDICE 11.8. Simulacion de la evolucion de la concentracion de oligosacaridos y calcio en la corriente de
retenido, CSy C 95 para el ensayo de diafiltracion continua de leche de cabra a T# = 30°C, Ptm = 0.90 bar y

velocidad de recirculacion v = 3.3 m/s con la membrana de 50 KDa.

th C¥mgL CF mgL| th CSmgL CImgL | th CSmglL C3imglL

0.0 240.000 1300.00 | 7.0  37.668  1048.78 | 140  11.989 988.28
02 223711 128563 | 7.2 36197 104570 | 142 11.674 987.48
04 208820 1272.00 | 7.4  34.801 1042.74 | 144  11.370 986.71
06 195198 1250.08 | 7.6 33476  1039.90 | 146 11.078 985.97
08 182708 1246.81 | 7.8 32217 103716 | 148 10.795 985.26
1.0 171237 123516 | 8.0  31.020 103452 | 15.0  10.523 984.58
12 160685 122407 | 82  29.882  1031.98 | 152  10.260 983.93
14 150964 121352 | 84 28799  1029.54 | 154  10.007 983.30
1.6 141994 120348 | 86  27.768  1027.19 | 156  9.762 982.70
1.8 133704 119391 | 88  26.786  1024.92 | 158  9.525 982.12
20 126.032 118478 | 9.0 25850  1022.74 | 16.0  9.296 981.57
22 118923 1176.06 | 92 24957  1020.65 | 162  9.075 981.04
24 112329 1167.75 | 94 24106 101862 | 164  8.861 980.53
26 106.204 1159.80 | 9.6 23293  1016.68 | 166  8.655 980.05
28 100508 115220 | 9.8 22516  1014.81 | 168  8.455 979.58
30 95204  1144.94 | 100 21775  1013.00 | 17.0  8.261 979.14
32 90260  1137.99 | 102 21.065 1011.27 | 172  8.074 978.71
34 85645  1131.34 | 104 20.387  1009.60 | 174  7.892 978.30
36 813365 112497 | 106 19.738  1007.99 | 176  7.717 977.91
38 77304 111886 | 108 19.116  1006.44 | 17.8  7.547 977.54
40  73.531 1113.01 | 11.0  18.521 1004.95 | 18.0  7.382 977.19
42 6999 110741 | 112  17.951 1003.51
44  66.680  1102.03 | 114 17404  1002.13
46 63567 1096.87 | 116  16.880  1000.80
48 60642 109192 | 118 16.377 999.92
50 57.892  1087.17 | 120  15.895 998.29
52 55304  1082.60 | 122  15.431 997.10
54 52866  1078.22 | 124  14.986 995.96
56  50.567  1074.01 | 126  14.559 994.87
58 48399  1069.97 | 128  14.148 993.81
6.0 46.352  1066.08 | 13.0  13.753 992.80
6.2 44418  1062.34 | 13.2 13.372 991.82
6.4 42589  1058.75 | 134  13.007 990.88
66  40.859  1055.29 | 13.6  12.654 989.98
6.8 39220  1051.97 | 13.8  12.315 989.11
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APENDICE 11.9. Valores simulados del radio de poro y % de recuperacion de oligosacaridos (REC) con el tiempo

para el modo DF y 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 mddulos de membrana.

1 mddulo de membrana

t,h R, nm RECx100| th R,nm RECx100| th R,nm RECx100

0 4,29936  0,000000 | 380 0.95092 0.086263 | 760 0.68079 0.086614
10 349600 0,035331 | 390 0.93924 0.086292 | 770 0.67646 0.086615
20 3,02199  0,051720 | 400 0.92798 0.086320 | 780 0.67222 0.086616
30 2,70000 0,061024 | 410 0.91711 0.086344 | 790 0.66805 0.086617
40 2,46294 0,006941 | 420 0.90662 0.086367 | 800 0.66397 0.086618
50 2,27904  0,070990 | 430 0.89648 0.086388 | 810 0.65995 0.086619
60 2,13101  0,073907 | 440 0.88667 0.086407 | 820 0.65601 0.086620
70 2,00852 0,076089 | 450 0.87718 0.086425| 830 0.65214 0.086620
80 1,00498 0,077779 | 460 0.86799 0.086441 | 840 0.64833 0.086621
90 1,81597  0,079095 | 470 0.85908 0.086456 | 850 0.64459 0.086621
100 1,73836  0,080160 | 480 0.85044 0.086470 | 860 0.64092 0.086622
110 1,66993 0,081030 | 490 0.84205 0.086483 | 870 0.63731 0.086622
120 1,60899 0,081748 | 500 0.83391 0.086494 | 880 0.63375 0.086623
130 1,55427 0,082349 | 510 0.82600 0.086505 | 890 0.63026 0.086623
140 1,50478  0,082857 | 520 0.81831 0.086515| 900 0.62682 0.086623
150 1,45973  0,083289 | 530 0.81083 0.086524 | 910 0.62344 0.086624
160 1,41850 0,083660 | 540 0.80355 0.086532 | 920 0.62012 0.086624
170 1,38058  0,083981 | 550 0.79646 0.086540 | 930 0.61684 0.086624
180 1,34554  0,084259 | 560 0.78956 0.086547 | 940 0.61362 0.086624
190 1,31305 0,084502 | 570 0.78284 0.086554 | 950 0.61045 0.086624

200 1,28280 0,084715 | 580 0.77628 0.086560 | 960 0.60732 0.086624
210 1,25455  0,084903 | 590 0.76989 0.086565 | 970 0.60425 0.086625
220 1,22808 0,085069 | 600 0.76365 0.086570 | 980 0.60122 0.086625
230 1,20322  0,085217 | 610 0.75759 0.086575 | 990 0.59823 0.086625
240 1,17982  0,085348 | 620 0.75161 0.086579 | 1000 0.59529 0.086625
250 1,15773  0,085466 | 630 0.74581 0.086583 | 1010 0.59239 0.086625
260 1,13684 0,085571 | 640 0.74013 0.086587 | 1020 0.58954 0.086625
270 1,11703  0,085668 | 650 0.73458 0.086591 | 1030 0.58672 0.086625
280 1,09823  0,085750 | 660 0.72916 0.086594 | 1040 0.58395 0.086625
290 1,08035 0,085826 | 670 0.72385 0.086597 | 1050 0.58121 0.086625
300 1,06331 0,085896 | 680 0.71866 0.086599 | 1060 0.57851 0.086625
310 1,04705 0,085958 | 690 0.71358 0.086602 | 1070 0.57585 0.086625
320 1,03152  0,086015 | 700 0.70860 0.086604 | 1080 0.57323 0.086625
330 1,01666  0,086066 | 710 0.70373 0.086606 | 1090 0.57064 0.086625
340 1,00242  0,086113 | 720 0.69895 0.086608 | 1100 0.56808 0.086625
350  0,98876 0,086156 | 730 0.69428 0.086609 | 1110 0.56556 0.086625
360 097565 0,086195 | 740 0.68969 0.086611 | 1120 0.56308 0.086625
370 0,96305 0,086230 | 750 0.68519 0.086612 | 1123 0.56243 0.086625

222



TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.9. Valores simulados del radio de poro y % de recuperacion de oligosacaridos con el tiempo

para el modo DF y 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 modulos de membrana (Continuacién).

5 médulos de membrana

t,h R,nm RECx100 | t/h R,nm RECx100| th R,nm RECx100
0 429936  0,000000 | 380 095806 0,366724| 760 0,68606 0,368020
10 350171  0,164968 | 390 0,94631 0,366832| 770 0,68170 0,368024
20 3,03159  0,234199 | 400 093497 0,366932| 780 0,67743 0,368029
30 271116 0,271610 | 410 092403 0,367023| 800 0,66912 0,368036
40 247471 0294711 | 420 091347 0,367106| 810 0,66507 0,368039
60 2,14290  0,321244 | 430 090326 0,367183| 820 0,66110 0,368042
70 2,02027  0,329413 | 440 0,89339 0,367254| 830 0,65720 0,368045
80 1,91654  0,335660 | 450 0,88383 0,367319| 840 0,65337 0,368047
90 1,82730  0,340559 | 460 0,87458 0,367378| 850 0,64960 0,368049

100 1,74947  0,344479 | 470 0,86561 0,367433| 860 0,64590 0,368051

110 1,68080  0,347668 | 480 0,85690 0,367484| 870 0,64226 0,368053

120 1,61964  0,350298 | 490 0,84846 0,367530| 880 0,63868 0,368055

130  1,56470  0,352494 | 500 0,84026 0,367573| 890 0,63516 0,368056

140 1,51499  0,354344 | 520 0,82455 0,367649| 900 063170 0,368057

150 1,46974  0,355919 | 530 0,81702 0,367683| 910 0,62829 0,368058

160 1,42832  0,357268 | 540 0,80969 0,367714| 920 0,62495 0,368059

170 1,39021  0,358432 | 550 0,80256 0,367743| 930 0,62165 0,368060

180 1,35500  0,359443 | 560 0,79561 0,367769| 940 0,61840 0,368061

190 1,32234  0,360326 | 570 0,78884 0,367794| 950 0,61521 0,368062

210 1,26352  0,361782 | 590 0,77579 0,367837| 970 0,60896 0,368063

220 1,23691  0,362385 | 600 0,76952 0,367856| 980 0,60591 0,368063

230 1,21192  0,362921 | 610 0,76338 0,367874| 990 0,60289 0,368064

240 1,18838  0,363397 | 620 0,75739 0,367890| 1000 0,59994 0,368064

250 116616  0,363823 | 630 0,75155 0,367905| 1010 0,59702 0,368064

260 1114514  0,364205 | 640 0,74583 0,367919| 1030 0,59130 0,368065

270 112522 0,364548 | 660 0,73478 0,367943| 1040 0,58851 0,368065

280 110630  0,364856 | 670 0,72943 0,367954| 1050 0,58575 0,368065

290 1,08831  0,365134 | 680 0,72421 0,367964| 1060 0,58303 0,368065

300 1,07117  0,365386 | 690 0,71909 0,367973| 1070 0,58035 0,368065

310 1,05481  0,365613 | 700 0,71408 0,367982| 1080 0,57771 0,368065

320 1,03918  0,365820 | 710 0,70917 0,367990| 1100 0,57253 0,368065

340 1,00989 0366178 | 720 0,70436 0,367997| 1110 0,56999 0,368065

350 0996151 0,366334 | 730 0,69965 0,368003| 1120 0,56748 0,368065

360 0982954 0,366476 | 740 0,69503 0,368009| 1130 0,56501 0,368065

370 0,970269 0,366605 | 750 0,69050 0,368015] 1140 0,56243 0,368065

223




TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.9. Valores simulados del radio de poro y % de recuperacion de oligosacaridos con el tiempo

para el modo DF y 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 modulos de membrana (Continuacién).

10 médulos de membrana

t,h R, nm REC x 100 t,h R,nm RECx100] th R,nm RECx100
0 429936  0,000000 390 0,95537 0,605043| 780 0,68412 0,606661
10 3,50885  0,303478 400 0,94394 0,605175] 790 0,67988 0,606666
20 3,04368  0,415468 410 0,93291 0,605297| 800 0,67573 0,606671
30 2,72533  0,472233 420 0,92226 0,605409| 810 0,67165 0,606676
40 2,48968  0,505971 430 091196 0,605512] 820 0,66764 0,606680
50 2,30619  0,528058 440 0,90200 0,605606| 840 0,65983 0,606688
60 2,15807  0,543483 450 0,89237 0,605693| 850 0,65603 0,606691
70 2,03526  0,554767 460 0,88303 0,605774] 860 0,65229 0,606694
80 1,93129  0,563315 470 0,87398 0,605848| 870 0,64862 0,606696

100 1,76366  0,575264 500 0,84842 0,606036| 890 0,64146 0,606701

110  1,69470  0,579551 510 0,84038 0,606090| 900 0,63797 0,606703

120  1,63325  0,583075 520 0,83257 0,606139| 910 0,63453 0,606704

130  1,57804  0,586007 530 0,82497 0,606185] 920 0,63114 0,606706

140  1,52806  0,588474 540 081758 0,606227| 930 0,62782 0,606707

150  1,48256  0,590569 550 0,81038 0,606266| 940 0,62454 0,606708

160  1,44089  0,592362 560 0,80337 0,606302] 950 0,62131 0,606710

170  1,40255  0,593907 570 0,79654 0,606335| 960 0,61814 0,606710

180  1,36711  0,595248 580 0,78988 0,606366| 970 0,61501 0,606711

200  1,30362  0,597442 590 0,78338 0,606394| 990 0,60889 0,606713

210  1,27502  0,598345 600 0,77704 0,606421| 1000 0,60589 0,606713

220  1,24823  0,599144 610 0,77086 0,606445] 1010 0,60295 0,606714

240  1,19934  0,600484 630 0,75891 0,606488| 1030 0,59719 0,606714

250 1,17696  0,601048 650 0,74751 0,606525| 1040 0,59436 0,606715

260 1,15578  0,601553 660 0,74199 0,606541] 1050 0,59158 0,606715

270 1,13571  0,602007 670 0,73659 0,606556| 1060 0,58884 0,606715

280 111665 0,602416 680 0,73132 0,606570| 1070 0,58613 0,606715

290  1,09852  0,602785 690 0,72616 0,606583| 1090 0,58083 0,606716

300 1,08124  0,603118 700 0,72109 0,606595| 1100 0,57823 0,606716

310  1,06475  0,603420 710 0,71615 0,606606 | 1110 0,57567 0,606716

330  1,03392  0,603944 720 0,71129 0,606616 | 1120 0,57314 0,606716

340  1,01948  0,604171 730 0,70654 0,606625| 1130 0,57064 0,606716

350 1,00563  0,604378 740 0,70188 0,606633| 1140 0,56818 0,606716

360 0,99232  0,604567 750 0,69731 0,606641| 1150 0,56574 0,606716

370 0,97953  0,604740 760 0,69283 0,606648 | 1160 0,56334 0,606716

380 0,96722  0,609848 770 0,68843 0,606655| 1170 0,56243 0,606716

224




TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.9. Valores simulados del radio de poro y % de recuperacion de oligosacaridos con el tiempo

para el modo DF y 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 modulos de membrana (Continuacién).

15 modulos de membrana

t,h R, nm REC x 100 t,h R,nm RECx100] th R,nm RECx100
0 429936  0,000000 380 097665 0,757358| 780 0,69101 0,759118
10 3,61596  0,419648 390 0,96469 0,757501 790 0,68673 0,759123
20 3,05583  0,555335 400 0,95317 0,757632| 800 0,68254 0,759129
30 2,73964  0,619683 410 0,94204 0,757752]| 810 0,67842 0,759134
40 2,50486  0,656414 420 0,93129 0,757863| 820 0,67437 0,759138
50 2,32164  0,679827 430 0,92092 0,757965| 830 0,67039 0,759142
60 2,17353  0,695873 440 0,91087 0,758058 | 840 0,66649 0,759146
70 2,05056  0,707453 450 0,90115 0,758145]| 850 0,66266 0,759149
80 1,94636  0,716134 460 0,89173 0,758224| 870 0,65518 0,759155

100 1,77818  0,728139 470 0,88260 0,758298] 880 0,65153 0,759158

110  1,70894  0,732411 480 0,87375 0,758365] 890 0,64795 0,759160

120  1,64720  0,735908 490 0,86516 0,758428 ] 900 0,64442 0,759163

140  1,54147  0,741245 510 0,84871 0,758539] 920 0,63753 0,759166

150  1,49570  0,743307 520 0,84083 0,758588| 930 0,63417 0,759168

160  1,45379  0,745070 530 0,83316 0,758634| 940 0,63086 0,759169

170 1,41521  0,746588 540 0,82570 0,758676| 950 0,62761 0,759170

180  1,37955  0,747903 560 0,81136 0,758752| 970 0,62124 0,759172

190  1,34645  0,749049 570 0,80447 0,758785] 980 0,61813 0,759173

200  1,31563  0,750053 580 0,79775 0,758816] 990 0,61507 0,759174

210  1,28684  0,750937 590 0,79119 0,758845]| 1000 0,61205 0,759175

220  1,25985  0,751719 600 0,78479 0,758871] 1010 0,60907 0,759175

230  1,23449  0,752413 610 0,77855 0,758896| 1020 0,60614 0,759176

240  1,21061  0,753030 620 0,77245 0,758918| 1030 0,60325 0,759176

250 1,18806  0,753582 630 0,76649 0,758940| 1040 0,60039 0,759177

260 116672  0,754077 640 0,76068 0,758959| 1050 0,59759 0,759177

270  1,14650  0,754521 650 0,75499 0,758977| 1060 0,59482 0,759177

280 1,12729  0,754922 660 0,74942 0,758994]| 1080 0,58939 0,759178

290  1,10902  0,755283 670 0,74398 0,759009| 1090 0,58673 0,759178

300 1,09160  0,755610 680 0,73865 0,759023| 1100 0,58411 0,759178

310 1,07498  0,755907 690 0,73344 0,759036| 1110 0,58152 0,759178

320  1,05910 0,756176 700 0,72834 0,759049| 1120 0,57897 0,759178

340  1,02934  0,756643 730 0,71364 0,759080| 1140 0,57396 0,759178

350  1,01537  0,756847 740 0,70894 0,759089| 1160 0,56908 0,759178

360 1,00196  0,757033 750 0,70432 0,759097 | 1180 0,56432 0,759178

370  0,98906  0,757203 760 0,69979 0,759104 | 1188 0,56243 0,759178

225




TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.9. Valores simulados del radio de poro y % de recuperacion de oligosacaridos con el tiempo

para el modo DF y 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 modulos de membrana (Continuacién).

20 modulos de membrana

t,h R, nm REC x 100 t,h R,nm RECx100] th R,nm RECx100
0 429936  0,000000 380 0,98635 0,853441 780 0,69811 0,854976
10 3,52307  0,516965 390 097429 0,853564| 790 0,69379 0,854981
20 3,06808  0,662864 400 0,96267 0,853677| 800 0,68956 0,854986
30 2,75413  0,727441 410 0,95145 0,853781 810 0,68539 0,854991
40 2,52028 0,762773 420 0,94061 0,853877] 830 0,67730 0,854999
50 2,33739  0,784666 430 0,93013 0,853965| 840 0,67336 0,855003
60 2,18929  0,799373 440 0,92000 0,854046] 850 0,66948 0,855006
70 2,06619  0,809831 450 0,91019 0,854121 860 0,66568 0,855009
80 1,96177  0,817585 460 0,90069 0,854190| 870 0,66193 0,855011
90 1,87173  0,823522 470 0,89148 0,854254| 880 0,65825 0,855014

100  1,79305 0,828184 480 0,88255 0,854313| 890 0,65463 0,855016

120  1,66150  0,834967 510 0,85728 0,854464| 920 0,64412 0,855022

130  1,60573  0,837486 520 0,84933 0,854507] 930 0,64072 0,855023

140  1,55522  0,839593 530 0,84159 0,854547| 940 0,63738 0,855025

150  1,50920  0,841374 540 0,83406 0,854584] 950 0,63409 0,855026

160  1,46703  0,842893 550 0,82673 0,854618| 960 0,63085 0,855027

170 1,42821  0,844199 560 0,81959 0,854650| 970 0,62767 0,855028

190  1,35901  0,846314 570 0,81264 0,854679| 980 0,62452 0,855029

200  1,32797  0,847175 580 0,80585 0,854707| 1000 0,61838 0,855030

210  1,29897  0,847934 590 0,79924 0,854732| 1010 0,61538 0,855031

220 1,27180  0,848604 600 0,79278 0,854755] 1030 0,60949 0,855032

230  1,24625  0,849198 610 0,78648 0,854777| 1040 0,60662 0,855033

240  1,22219  0,849728 620 0,78033 0,854797| 1050 0,60378 0,855033

260 1,17798  0,850624 640 0,76844 0,854833| 1070 0,59822 0,855034

270  1,15759  0,851005 650 0,76269 0,854849| 1080 0,59550 0,855034

280 113823  0,851348 660 0,75708 0,854864 | 1090 0,59282 0,855034

290  1,11981  0,851658 670 0,75158 0,854878| 1100 0,59017 0,855034

300 1,10226  0,851939 680 0,74621 0,854891| 1120 0,58497 0,855034

310  1,08551  0,852193 690 0,74095 0,854903| 1130 0,58243 0,855034

320  1,06950  0,852424 700 0,73579 0,854914 | 1150 0,57744 0,855034

330 1,05417  0,852634 710 0,73075 0,854924 | 1170 0,57257 0,855035

340  1,03949  0,852826 730 0,72096 0,854942| 1190 0,56782 0,855035

350  1,02540  0,853001 740 0,71621 0,854950 | 1200 0,56549 0,855035

360 1,01188  0,853161 750 0,71155 0,854957 | 1210 0,56319 0,855035

370  0,99887  0,853307 760 0,70250 0,854970| 1213 0,56243 0,855035

226




TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.9. Valores simulados del radio de poro y % de recuperacion de oligosacaridos con el tiempo

para el modo DF y 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 modulos de membrana (Continuacién).

25 moédulos de membrana

t,h R, nm REC x 100 t,h R,nm RECx100] th R,nm RECx100
0 429936  0,000000 390 0,98418 0,913117| 780 0,70543 0,914253
10 3,63016  0,598393 400 0,97245 0,913207] 790 0,70107 0,914258
20 3,08040  0,745258 410 0,96113 0,913290] 800 0,69679 0,914262
30 2,76879  0,805772 430 0,93963 0,913436] 810 0,69259 0,914266
40 2,53595 0,837434 440 0,92941 0,913501 820 0,68847 0,914270
50 2,35342  0,856476 450 0,91951 0,913561 830 0,68442 0,914273
60 2,20538  0,868997 460 0,90993 0,913616| 840 0,68044 0,914276
70 2,08216  0,877760 470 0,90063 0,913667| 860 0,67268 0,914281
80 1,97753  0,884180 480 0,89162 0,913714]| 870 0,66889 0,914284
90 1,88723  0,889051 490 0,88287 0,913758| 880 0,66518 0,914286

100  1,80828  0,892847 500 0,87437 0913798 890 0,66152 0,914288

110  1,73847  0,895872 510 0,86612 0,913836| 900 0,65793 0,914290

120 1,67616  0,898326 520 0,85809 0,913871 910 0,65439 0,914291

130  1,62011  0,900347 530 0,85028 0,913903| 930 0,64748 0,914294

140  1,56933  0,902033 540 0,84269 0,913933| 940 0,64411 0,914295

150  1,52305 0,903454 550 0,83529 0,913960| 950 0,64078 0,914297

160  1,48063  0,904664 560 0,82808 0,913986| 960 0,63751 0,914298

170  1,44157  0,905702 570 0,82106 0,914010] 970 0,63429 0,914298

180  1,40545  0,906599 580 0,81421 0,914032] 980 0,63112 0,914299

190  1,37191  0,907379 590 0,80753 0,914052| 1000 0,62491 0,914301

200 1,34066  0,908062 600 0,80102 0,914072| 1010 0,62188 0,914301

220  1,28408  0,909192 610 0,79465 0,914089| 1020 0,61889 0,914302

230  1,25835  0,909662 620 0,78844 0,914106| 1040 0,61303 0,914303

240  1,23411  0,910081 630 0,78237 0,914121| 1050 0,61017 0,914303

250  1,21122  0,910454 640 0,77644 0,914135| 1060 0,60734 0,914303

260 1,18955  0,910789 660 0,76497 0,914160| 1070 0,60455 0,914304

270  1,16901  0,911090 670 0,75943 0,914172] 1090 0,59909 0,914304

280  1,14950  0,911362 680 0,75399 0914182 1100 0,59642 0,914304

300 1,11324  0,911829 700 0,74348 0,914201]| 1120 0,59117 0,914305

320 1,08020 0,912213 710 0,73839 0,914210| 1130 0,58860 0,914305

340  1,04994  0,912531 730 0,72850 0,914225| 1170 0,57864 0,914305

350 1,03574  0,912670 740 0,72371 0,914231| 1190 0,57385 0,914305

360  1,02209  0,912797 750 0,71900 0,914237| 1210 0,56917 0,914305

370  1,00897  0,912913 760 0,71439 0,914243| 1230 0,56461 0,914305

380 0,99635 0,913019 770 0,70987 0,914249| 1240 0,56243 0,914305

227




TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.9. Valores simulados del radio de poro y % de recuperacion de oligosacaridos con el tiempo

para el modo DF y 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 modulos de membrana (Continuacién).

29 modulos de membrana

t,h R, nm REC x 100 t,h R,nm RECx100] th R,nm RECx100
0 429936  0,000000 390 0,99231 0,943534| 790 0,70706 0,944453
10 3,53582  0,653803 400 0,98050 0,943606| 810 0,69852 0,944460
20 3,09031  0,796921 410 0,96910 0,943672| 820 0,69436 0,944463
30 2,78068  0,852488 430 0,94744 0,943789] 830 0,69028 0,944465
40 2,54868  0,880506 440 0,93715 0,943841 840 0,68626 0,944468
50 2,36648  0,896937 450 0,92718 0,943889| 860 0,67844 0,944472
60 2,21849  0,907547 460 0,91752 0,943933| 870 0,67463 0,944475
70 2,09520 0,914874 470 0,90816 0,943974] 880 0,67088 0,944476
90 1,89992  0,924184 480 0,89908 0,944012| 890 0,66719 0,944478

100  1,82074  0,927281 490 0,89026 0,944047] 900 0,66357 0,944480

110  1,75071  0,929736 500 0,88170 0,944079| 910 0,66001 0,944481

120 1,68818  0,931719 510 0,87339 0,944109| 930 0,65304 0,944484

130  1,63190  0,933347 520 0,86529 0,944137| 940 0,64964 0,944485

140  1,58090  0,934701 530 0,85743 0,944163| 950 0,64629 0,944486

150  1,53441  0,935839 540 0,84978 0,944187]| 960 0,64299 0,944487

160  1,49178  0,936807 550 0,84232 0,944210] 970 0,63975 0,944487

170  1,45253  0,937636 560 0,83506 0,944231 980 0,63655 0,944488

190 1,38250  0,938973 580 0,82109 0,944268| 1010 0,62723 0,944490

200  1,35108  0,939516 590 0,81436 0,944284 | 1020 0,62422 0,944490

210 1,32171  0,939993 600 0,80779 0,944300| 1030 0,62124 0,944491

220 1,29417  0,940415 610 0,80138 0,944314| 1040 0,61831 0,944491

230  1,26829  0,940788 630 0,78900 0,944340]| 1060 0,61258 0,944492

240 1,24390  0,941121 640 0,78303 0,944352| 1070 0,60977 0,944492

250  1,22087  0,941418 650 0,77718 0,944362| 1080 0,60699 0,944492

260  1,19907  0,941684 660 0,77147 0,944372| 1090 0,60426 0,944493

270 1,17839  0,941923 670 0,76588 0,944382| 1110 0,59890 0,944493

280 1,15876  0,942138 680 0,76041 0,944390| 1120 0,59627 0,944493

290  1,14007  0,942333 690 0,75505 0,944398| 1130 0,59368 0,944493

300 1,12225  0,942509 700 0,74981 0,944406| 1140 0,59112 0,944493

330 1,07344  0,942947 730 0,73471 0,944425] 1180 0,58121 0,944494

340  1,05853  0,943068 740 0,72988 0,944431] 1200 0,57643 0,944494

350 1,04423  0,943178 750 0,72514 0,944436 | 1220 0,57178 0,944494

360  1,03049  0,943279 760 0,72049 0,944440| 1240 0,56723 0,944494

370 1,01728  0,943372 770  0,71593 0,944445| 1260 0,56279 0,944494

380 1,00456  0,943456 780 0,71146 0,944449| 1262 0,56243 0,944494

228




TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.10. Valores simulados del radio de poro y % de recuperacion de oligosacaridos con el tiempo

para el modo CDF y 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 médulos de membrana.

1 mddulo de membrana

t,h R, nm RECx100| th R,nm RECx100| th R,nm RECx100

0 4.29936  0.000000 | 380 0.90699 0.086367 | 760 0.64647 0.086621
10 3.48251 0.035842 | 390 0.89567 0.086390 | 770 0.64232 0.086622
20 299369 0.052597 | 400 0.88476 0.086411 | 780 0.63826 0.086623
30 266170 0.062033 | 410 0.87423 0.086431 | 790 0.63426 0.086623
40 241821 0.067969 | 420 0.86408 0.086448 | 800 0.63034 0.086623
50 223017 0.071987 | 430 0.85426 0.086464 | 810 0.62649 0.086624
60 207947 0.074851 | 440 0.84478 0.086479 | 820 0.62272 0.086624
70 1.95530 0.076972 | 450 0.83560 0.086492 | 830 0.61900 0.08624
80 1.85074 0.078591 | 460 0.82671 0.086504 | 840 0.61536 0.086625
90 1.76115  0.079857 | 470 0.81810 0.086515| 850 0.61178 0.086625
100 1.68329  0.080865 | 480 080976 0.086526 | 860 0.60826 0.086625
110 1.61482 0.081682 | 490 0.80166 0.086535| 870 0.60480 0.086625
120 1.55401  0.082353 | 500 0.79380 0.086543 | 880 0.60139 0.086625
130 149953  0.082909 | 510 0.78617 0.086551 | 890  0.59805 0.086625
140 145035 0.083376 | 520 0.77875 0.086558 | 900 0.59476 0.086625
150 140569 0.083771 | 530 0.77154 0.086564 | 910 0.59152 0.086625
160 1.36488 0.084108 | 540 0.76452 0.086570 | 920 0.58834 0.086625
170 1.32740  0.084397 | 550 0.75769 0.086575 | 930 0.58520 0.086625
180 1.29283 0.084646 | 560 0.75104 0.086580 | 940 0.58212 0.086625
190 1.26081 0.084863 | 570 0.74456 0.086585 | 950 0.57908 0.086625

200 1.23105 0.085051 | 580 0.73825 0.086589 | 960 0.57610 0.086625
210 1.20329  0.085217 | 590 0.73210 0.086592 | 970 0.57315 0.086625
220 147731 0.085362 | 600 0.72609 0.086596 | 980 0.57025 0.086626
230 115294  0.085490 | 610 0.72023 0.086599 | 990 0.56740 0.086626
240 1.13001 0.085604 | 620 0.71451 0.086602 | 1000 0.56458 0.086626
250 1.10839  0.085705 | 630 0.70892 0.086604 | 1008 0.56243 0.086626
260 1.08797 0.085795 | 640 0.70347 0.086606
270 1.06862 0.085875 | 650 0.69813 0.086608
280 1.05027 0.085946 | 660 0.69292 0.086610
290 1.03283 0.086011 | 670 0.68782 0.086612
300 1.01622  0.086068 | 680 0.68283 0.086614
310 1.00039  0.086120 | 690 0.67795 0.086615
320  0.98528 0.086167 | 700 0.67317 0.086616
330 097082 0.086209 | 710 0.66849 0.086617
340  0.95698 0.086247 | 720 0.66391 0.086618
350  0.94372 0.086282 | 730 0.65942 0.086619
360  0.93099 0.086313 | 740 0.65502 0.086620
370  0.91876 0.086341 | 750 0.65070 0.086621
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TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.10. Valores simulados del radio de poro y % de recuperacion de oligosacaridos con el tiempo

para el modo CDF y 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 médulos de membrana (Continuacion).

5 médulos de membrana

th R, nm RECx100 | th R,nm RECx100| th R,nm RECx100

0 4,29936  0,000000 | 230 096312 0,366675| 460 0,67659 0,368028
10 342890 0,176910 | 240 0,94249 0,366865| 470  0,66922 0,368035
20 2,87572  0,253310 | 250 0,92312 0,367029| 480  0,66208 0,368040
30 2,50032 0,292381 | 260 0,90487 0,367170| 490  0,65517 0,368045
40 2,23021  0,314899 | 270 0,88765 0,367292| 500  0,64846 0,368049
50 2,02630  0,329030 | 280 087136 0,367397| 510 0,64196 0,368052
60 1,86643  0,338464 | 290  0,85592 0,367488| 520  0,63564 0,368055
70 1,73728  0,345063 | 300 0,84127 0,367567| 530 0,62951 0,368057
80 1,63044  0,349847 | 310 0,82733 0,367635| 540 0,62354 0,368059
90 1,54031  0,353417 | 320 0,81405 0,367695| 550 0,61775 0,368060
100  1,46306 0,356141 | 330 0,80138 0,367746| 560 0,61211 0,368061
110  1,39595  0,358261 | 340 0,78928 0,367791| 570 0,60662 0,368062
120 1,33700  0,359936 | 350 0,77770 0,367830| 580  0,60127 0,368063
130  1,28470 0,361276 | 360 0,76662 0,367863| 590  0,59607 0,368063
140 123792 0,362362 | 370 0,75598 0,367892| 600  0,59099 0,368064
150 119575  0,363250 | 380  0,74578 0,367918| 610 0,58604 0,368064
160 115752 0,363982 | 390  0,73597 0,367940| 620 0,58122 0,368064
170 112264  0,364590 | 400 0,72653 0,367959| 630 0,57651 0,368064
180  1,09066  0,365098 | 410 0,71745 0,367975| 640 0,57191 0,368064
190  1,06120 0,365525 | 420 0,70869 0,367989| 650 056742 0,368064
200 1,03396  0,365886 | 430  0,70025 0,368001| 660  0,56303 0,368064
210 1,00868  0,366191 | 440 0,69209 0,368012| 661 0,56243 0,368064
220 098512 0,366452 | 450 0,68421 0,368021

230



TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.10. Valores simulados del radio de poro y % de recuperacion de oligosacaridos con el tiempo
para el modo CDF y 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 médulos de membrana (Continuacion).

10 modulos de membrana

th R, nm RECx100 | th R,nm RECx100| th R,nm RECx100

0 4,29936  0,000000 | 140 097423 0,604813| 280 0,66784 0,60668
10 3,34644  0,347059 | 150 0,93783 0,605247 | 290  0,65539 0,60669
20 2,68575 0,478364 | 160 0,90509 0,605581| 300  0,64359 0,60670
30 2,24495  0,534688 | 170  0,87547 0,605840| 310  0,63241 0,60671
40 1,04239  0,562449 | 180 0,84848 0,606040] 320 0,62178 0,60671
50 1,72466 0577737 | 190 0,82378 0,606196| 330 0,61166 0,60672
60 1,56088  0,586879 | 200 0,80106 0,606317| 340  0,60200 0,60672
70 1,43306  0,592690 | 210 0,78008 0,606412| 350  0,59279 0,60672
80 1,33028  0,596557 | 220 0,76063 0,606486| 360  0,58398 0,60672
90 1,24561  0,599223 | 230 0,74253 0,606543| 370 0,57554 0,60672
100 117447 0601113 | 240 0,72564 0,606588 | 380  0,56746 0,60672
110  1,11372  0,602481 | 250 0,70983 0,606622| 386  0,56243 0,60672
120 1,06111  0,603489 | 260 0,69498 0,606648
130  1,01502  0,604243 | 270 0,68102 0,606668

15 modulos de membrana

th R, nm RECx100 | th R,nm RECx100| th R,nm RECx100

0 4,29936  0,000000 | 110 095035 0,757639| 220  0,66552 0,759123
10 3,23885  0,508267 | 120  0,90841 0,758056| 230  0,65062 0,759134
20 2,42699  0,666853 | 130 0,87157 0,758357 | 240  0,63668 0,759142
30 192272 0,717939 | 140 0,83889 0,758576| 250  0,62359 0,759147
40 1,63280  0,736658 | 150  0,80962 0,758736| 260 0,61129 0,759151
50 1,44385  0,745446 | 160 0,78322 0,758853 | 270  0,59968 0,759152
60 1,30825  0,750260 | 170 0,75924 0,758939| 280  0,58872 0,759153
70 1,20485  0,753150 | 180  0,73734 0,759002| 290 0,57833 0,759154
80 112264  0,754991 | 190 0,71723 0,759048 | 300  0,56847 0,759154
90 1,05524  0,756215 | 200 0,69868 0,759082| 306  0,56243 0,759154
100 099868  0,757052 | 210 0,68149 0,759106

231



TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.10. Valores simulados del radio de poro y % de recuperacion de oligosacaridos con el tiempo

para el modo CDF y 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 médulos de membrana (Continuacion).

20 moédulos de membrana

t,h R, nm REC x 100 t,h R,nm RECx100] th R,nm RECx100
0 429936  0,000000 | 110  0,94208 0,853848| 220 0,66619 0,854992
10 3,09085 0,657209 | 120 0,90198 0,854164| 230 0,65155 0,855001
20 2,20813  0,797617 | 130  0,86661 0,854394| 240 0,63784 0,855008
30 1,80334 0,827583 | 140 0,83509 0,854563 | 250 0,62495 0,855012
40 1,56192 0,839305 | 150 0,80678 0,854687| 260 0,61282 0,855015
50 1,39712  0,845165 | 160 0,78116 0,854778| 270 0,60136 0,855017
60 1,27545 0,848499 | 170 0,75784 0,854846| 280  0,59053 0,855018
70 1,18088  0,850552 | 180  0,73649 0,854896| 290 0,58026 0,855018
80 1,10464  0,851885 | 190 0,71685 0,854932| 300 0,57050 0,855018
90 1,04148  0,852784 | 200 0,69871 0,854959| 306 0,56243 0,855018

100 0,98805 0,853407 | 210 0,68187 0,854978

25 modulos de membrana

t,h R, nm REC x 100 t,h R,nm RECx100] th R,nm RECx100
0 4,29936  0,000000 110  0,94503 0,913370| 220 0,67082 0,914252
10 291767  0,779877 120  0,90537 0,913611| 230 0,65619 0,914260
20 2,14327  0,873545 130  0,87033 0,913786| 240 0,64247 0,914265
30 1,77354  0,894355 140 0,83906 0,913916| 250 0,62958 0,914269
40 1,54645 0,902716 150 0,81094 0,914011| 260 0,61743 0,914272
50 1,38893  0,906957 160  0,78547 0,914083| 270 0,60597 0,914273
60 1,27144  0,909395 170  0,76225 0,914135| 280  0,59511 0,914274
70 1,17947  0,910908 180  0,74098 0,914175]| 290  0,58483 0,914274
80 1,10496  0,911897 190  0,72139 0,914204| 300 0,57505 0,914274
90 1,04298 0,912569 200 0,70329 0,914225]1 310 0,56575 0,914275

100 0,99038  0,913037 210  0,68648 0,9142411 314 0,56243 0,914275

232




TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.10. Valores simulados del radio de poro y % de recuperacion de oligosacaridos con el tiempo

para el modo CDF y 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 29 médulos de membrana (Continuacion).

29 moédulos de membrana

th R, nm RECx100 | th R,nm RECx100| th R,nm RECx100

0 4,29936  0,000000 | 110 094983 0,943738| 220 0,67546 0,944436
10 2,84501  0,842842 | 120 0,91025 0943926 | 230  0,66077 0,944442
20 212220 0913321 | 130 0,87524 0944064 | 240  0,64701 0,944447
30 1,76631  0,929166 | 140 0,84398 0,944166| 250 0,63407 0,944450
40 1,54484  0,935549 | 150 0,81584 0,944242| 260 0,62188 0,944452
50 1,39009  0,938795 | 160  0,79035 0,944299| 270 0,61036 0,944454
60 1,27412  0,940666 | 170 0,76711 0,944341] 280 0,59946 0,944455
70 118305  0,941831 | 180  0,74579 0,944373| 290 0,58913 0,944455
80 1,10908  0,942595 | 190 0,72617 0,944396| 300 0,57931 0,944455
90 1,04744  0,943115 | 200 0,70802 0,944414] 310 0,56997 0,944455
100 099506 0943479 | 210 0,69116 0,944426| 318  0,56243 0,944455

233



TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.11. Valores simulados para el ejemplo de productividad = 250 L/h, volumen inicial 1000 L y %

de recuperacion de oligosacaridos superior al 95%.

Concentracion de calcio en el retenido (C) y filtrado (C £*).

th Crmgl Cromgl | th CrymgL CromgL | th CrimglL CF, mglL

0,00 1300,00 1931130 | 1,40 260496 307,140 | 2,70 411098 293,435
0,10  1349,17 198,093 | 1,50 279922 321,746 | 2,80 408219 278,629
020 1402,10 203,358 | 1,60 302312 338,006 | 2,90 405552 264,614
0,30  1459,23 208,958 | 1,70  3283,82 356,231 | 3,00 4030,79 251,328
040 152107 214925 | 1,80 3590,81 376,822 | 3,10 4007,85 238,717
0,50 158821 221,298 | 1,90 395719 400276 | 3,20 3986,56 226,733
060 166135 228,121 1,09 439172 426,684 | 3,30 3966,81 215,332
0,70 174128 235442 | 200 4390,69 426,220 | 3,40 394846 204,475
080 1828,98 243320 | 2,10 434036 403,373 | 3,50 3931,42 194,128
0,90 192562 251,825 | 220 429404 382,035 | 3,60 391560 184,257
1,00 203261 261,037 | 230 425138 362,059 | 3,70 3900,90 174,834
110  2151,65 271,040 | 2,40 4212,02 343,318 | 3,80 3887,24 165,833
1,20 2284,88 281969 | 250 417567 325697 | 3,90 387457 157,231
1,30 243489 293947 | 2,60 4142,07 309,098 | 3,95 386854 153,053

Concentracion de oligosacaridos en el retenido (Cgs) y filtrado (C?s).

0s 0S8 0s 08 0s 0S
t,h Cr,mg/lL  Cr,mg/lL tth Cr,mglL Cr,mg/lL t,th  Cr,mglL Cr,mg/L

0,00 240,000 222,908 | 1,40 254,762 234,938 | 2,70 130,282 118,481
0,10 240,748 223519 | 1,50 256,387 236,258 | 2,80 118,890 107,998
020 241,527 224155 | 1,60 258,149 237,687 | 2,90 108,75 98,673
0,30 242,341 224,820 | 1,70 260,067 239,242 | 3,00 99,601 90,354
040 243192 225515 | 1,80 262,170 240,944 | 3,10 91,585 82,914
0,50 244,084 226,243 | 1,90 264,492 242,822 | 320 84,309 76,242
060 245,020 227,007 | 1,99 267,026 244,867 | 3,30 77,764 70,245
0,70 246,006 227,810 | 2,00 266,437 244322 | 340 71,862 64,843
0,80 247,043 228,656 | 2,10 238,392 218,338 | 3,50 66,528 59,965
090 248139 229,550 | 220 213,997 195758 | 3,60 61,699 55,551
1,00 249,300 230,496 | 2,30 192,695 176,062 | 3,70 57,316 51,549
110 250,534 231,500 | 240 174,025 158,816 | 3,80 53,331 47,913
1,20 251,848 232570 | 250 157,605 143,662 | 3,90 49,701 44,604
1,30 253253 233,712 | 2,60 143,114 130,301 | 3,95 48,000 43,054
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TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.11. Valores simulados para el ejemplo de productividad = 250 L/h, volumen inicial 1000 L y %
de recuperacion de oligosacaridos superior al 95% (Continuacion).

Caudal (F) y flujo (J) de permeado.

tth F,mLimin  J,mL/(m2min) | tth F,mlUmin J,mL/(m2min)| t,h F,mL/min J, mL/(m2min)

0,00 428,461 17,0024 1,40 354,063 14,0501 | 2,70 254,777 10,1102
0,10 424,012 16,8259 1,50 347,294 13,7815 | 2,80 248,535  9,8625
0,20 419,465 16,6454 1,60 340,218 13,5007 | 2,90 242,559  9,6254
0,30 414,813 16,4608 1,70 332,794 13,2061 | 3,00 236,832  9,3981
0,40 410,049 16,2718 1,80 324,977 12,8959 | 3,10 231,337  9,1801
0,50 405166 16,0780 1,90 316,710 12,5679 | 3,20 226,061  8,9707
0,60 400,156 15,8792 1,99 308,097 122261 | 3,30 220,988  8,7694
0,70 395,009 15,6749 2,00 307,920 12,2191 | 3,40 216,107  8,5757
0,80 389,714 15,4648 2,10 299111 11,8695 | 3,50 211,407  8,3892
0,90 384,260 15,2484 2,20 290,764 11,5383 | 3,60 206,877  8,2094
1,00 378,633 15,0251 2,30 282,844 11,2240 | 3,70 202,508  8,0360
1,10 372,820 14,7944 2,40 275313 10,9251 | 3,80 198,291  7,8687
1,20 366,800 14,5556 2,50 268,143 10,6406 | 3,90 194,218 7,7071
1,30 360,556 14,3078 2,60 261,306 10,3693 | 3,95 192,225  7,6280

Volumen de retenido (Vr) y filtrado (V).

t,h Vg, L Vg, L t,h Vg, L Vg, L t,h Vg, L Vi L

0,00 1000,000 0,000 1,40 448,713 551,287 | 2,70 249,999 946,461
0,10 957,376 42,624 1,50 413,643 586,357 | 2,80 249,999 971,625
020 915201 84,799 1,60 379,265 620,735 | 2,90 249,999 996,177
0,30 873486 126,514 | 1,70 345,612 654,388 | 3,00 249,999 1020,14
040 832,242 167,758 | 1,80 312,720 687,280 | 3,10 249,999 1043,55
050 791,481 208519 | 1,90 280,632 719,368 | 3,20 249,999 1066,42
060 751,214 248,786 | 1,99 249,999 750,001 | 3,30 249,999 1088,77
0,70 711,455 288,545 | 2,00 249,999 750,604 | 3,40 249,999 1110,62
080 672,218 327,782 | 210 249,999 780,948 | 3,50 249,999  1132,00
090 633,518 366,482 | 220 249,999 810,438 | 3,60 249,999 1152,91
1,00 595372 404,628 | 2,30 249,999 839,115 | 3,70 249,999 117338
110 557,798 442202 | 2,40 249,999 867,020 | 3,80 249,999 119342
1,20 520,816 479,184 | 2,50 249,999 894,190 | 3,90 249,999 1213,04
1,30 484,446 515554 | 2,60 249,999 920,659 | 3,95 249,999 122275
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TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.11. Valores simulados para el ejemplo de productividad = 250 L/h, volumen inicial 1000 L y %

de recuperacion de oligosacaridos superior al 95% (Continuacion).

Radio de poro (R) y porcentaje de recuperacion (REC).

th R, nm RECx100 | th R,nm RECx100| th R,nm RECx100

0,00 4,29936  0,000000 | 1,40  4,00917 0523688 | 2,70 3,77543 0,864290
0,10 428816  0,039643 | 1,50 4,07944 0558113 | 2,80 3,75209 0,876157
020 427661 0,078977 | 160 4,05850 0,592055| 2,90 3,72933 0,886723
0,30 426471  0,117994 | 1,70  4,03617 0,625491| 3,00 3,70712 0,896155
040 425241  0,156688 | 1,80 4,01226 0,658393| 3,10 3,68542 0,904600
0,50 4,23969  0,195050 | 1,90 3,98650 0,690729| 3,20 3,66423 0,912179
060 422652 0,233072 | 1,99 3,95911 0,721850| 3,30 3,64349 0,918997
0,70 421287 0,270744 | 2,00 3,95854 0,722462| 3,40 3,62321 0,925144
0,80 4,19868  0,308056 | 2,10  3,92992 0,751676| 3,50 3,60335 0,930700
0,90 4,18391  0,344997 | 220 3,90222 0,777088| 3,60 3,58389 0,935731
1,00 4116851 0381556 | 2,30  3,87537 0,799277| 3,70 3,56481 0,940296
110 4115241 0417720 | 2,40 3,84931 0,818724| 3,80 3,54611 0,944447
1,20 413555  0,453473 | 2,50  3,82400 0,835829| 3,90 3,52776 0,948228
1,30 411784  0,488802 | 2,60 3,79939 0,850924| 3,95 3,51867 0,950000

Coeficiente de transmision para los oligosacaridos (Sos) y para el calcio (Sca).

t,h Sos SCa t,h Sos Sca t,h Sos Sca

0,00 0928783 0,148561 | 1,40  0,922187 0,117906 | 2,70 0,909426 0,071378
0,10 0928436 0,146825 | 1,50  0,921488 0,114939| 2,80 0,908388 0,068255
0,20 0928076 0,145039 | 1,60  0,920736 0,111805| 2,90 0,907359 0,065248
0,30 0927702 0,143198 | 1,70  0,919923 0,108480| 3,00 0,906338 0,062352
040 0927313 0,141299 | 1,80  0,919038 0,104940| 3,10 0,905324 0,059562
0,50 0926907 0,139338 | 1,90 0,918068 0,101152| 3,20 0,904318 0,056874
0,60 0926483 0,137311 | 1,99 0917018 0,097156| 3,30 0,903319 0,054284
0,70 0926039 0,135211 | 2,00 0,916996 0,097074| 3,40 0902326 0,051786
0,80 0925574 0,133035 | 2,10  0,915876 0,092935| 3,50 0,901339 0,049379
0,90 0925086 0,130774 | 220  0,914771 0,088969| 3,60 0,900357 0,047057
1,00 0924571 01128421 | 2,30  0,913679 0,085163| 3,70 0,899381 0,044819
110 0,924028 0,125969 | 2,40  0,912599 0,081509| 3,80 0,898410 0,042661
1,20 0,923452 0123406 | 2,50 0,911531 0,077999| 3,90 0,897444 0,040580
1,30 0,922840 0,120723 | 2,60 0,910474 0,074624] 3,95 0,896960 0,039564
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TESIS DOCTORAL

APENDICE 11.11. Valores simulados para el ejemplo de productividad = 250 L/h, volumen inicial 1000 L y %

de recuperacion de oligosacaridos superior al 95% (Continuacion).

Aos ¥ Aca, cociente entre el radio efectivo y radio de poro de los oligosacaridos y el calcio.

t; h MS Ma t; h MS Ma t’ h MS Ma

0,00 0,130816 0,670870 | 1,40  0,137205 0,703632| 2,70 0,148970 0,763969
0,0 0,131158 0,672622 | 1,50  0,137868 0,707036| 2,80 0,149897 0,768721
020 0131512 0,674438 | 1,60 0,138580 0,710684 | 2,90 0,150811 0,773413
0,30 0,131879 0,676321 | 1,70  0,139346 0,714615| 3,00 0,151715 0,778047
040 0,132260 0,678277 | 1,80  0,140177 0,718874| 3,10 0,152608 0,782626
0,50 0,132657 0,680311 | 1,90 0,141083 0,723520 | 3,20 0,153491 0,787154
0,60 0,133070 0,682431 | 1,99  0,142058 0,728524 | 3,30 0,154364 0,791633
0,70 0,133502 0,684643 | 2,00 0,142079 0,728629| 3,40 0,155228 0,796065
0,80 0,133953 0,686957 | 2,10  0,143113 0,733936| 3,50 0,156084 0,800453
0,90 0,134426 0,689381 | 220  0,144130 0,739147| 3,60 0,156932 0,804800
1,00 0,134922 0,691928 | 2,30  0,145128 0,744268 | 3,70 0,157771 0,809106
110 0,135445 0,694610 | 2,40  0,146111 0,749306| 3,80 0,158603 0,813373
1,20 0,135998 0,697443 | 2,50 0,147078 0,754265| 3,90 0,159428 0,817604
1,30 0,136583 0,700443 | 2,60 0,148030 0,759151] 3,95 0,159840 0,819716

Caudal de agua adicionado durante el proceso de diafiltracion (W).

t,h W, mL/min t,h W, mL/min t,h W, mL/min

0,00 0,000 1,40 0,000 2,70 254,777
0,10 0,000 1,50 0,000 2,80 248,535
0,20 0,000 1,60 0,000 2,90 242,559
0,30 0,000 1,70 0,000 3,00 236,832
0,40 0,000 1,80 0,000 3,10 231,337
0,50 0,000 1,90 0,000 3,20 226,061

0,60 0,000 1,99 308,097 3,30 220,988
0,70 0,000 2,00 307,920 3,40 216,107
0,80 0,000 2,10 299,111 3,50 211,407
0,90 0,000 2,20 290,764 3,60 206,877
1,00 0,000 2,30 282,844 3,70 202,508
1,10 0,000 2,40 275,313 3,80 198,291
1,20 0,000 2,50 268,143 3,90 194,218
1,30 0,000 2,60 261,306 3,95 192,225
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