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Introduccién:  El desarrollo de nuevos métodos de
bioseparacion es un requerimiento urgente para el
avance de la Biotecnologia. La etapa de purificacién de
macromoléculas puede llegar a representar el 80% del
costo final del producto [1]. La adsorcion de proteinas
sobre matrices insolubles es una alternativa viable para
solucionar este inconveniente, si se logran desarrollar
nuevos adsorbentes de bajo costo y reciclables. En este
trabajo se estudié la adsorcién de una proteina de alto
valor comercial (Tripsina; Trip) sobre una matriz formada
por dos polimeros naturales, de bajo costo vy
biodegradables: alginato (Alg) y goma guar (GG).

Metodologia : Se preparé una mezcla de Alg (0,2%P/V) y
GG (0,5%P/V). La misma fue goteada sobre CaCl, (0,2
M) para obtener esferas uniformes que posteriormente
fueron entrecruzadas utilizando epiclorohidrina.

La adsorcion de Trip se realizé en batch y se siguié por
medidas de actividad enzimatica utilizando un reactivo
especifico: N-benzoil-arginina-p-nitroanilida (BAPNA). Se
determinaron las condiciones 6ptimas para la adsorcion,
las curvas de absorciéon en el tiempo y las isotermas de
adsorcion en el equilibrio.

Resultados : Como primer paso, se determinaron las
condiciones 6ptimas para la adsorcion variando dos
factores que influyen notablemente en la adsorcion: el pH
y la fuerza idnica del medio. Basandonos en resultados
previos, el pH se vari6 entre 4,00 y 6,00 y la fuerza i6nica
fue variada adicionando NaCl, entre 0 y 200 mM, al
medio. Como era de esperarse, ambos parametros
influencian la capacidad de adsorcion de la matriz. El pH
Optimo para la adsorciéon es 5,00 con un 81,02 % de
proteina adsorbida. La disminuciéon o aumento del pH del
medio lleva a una disminuciéon en el porcentaje de
proteina adsorbida. Por su parte, el aumento de la fuerza
i6nica del medio disminuye el porcentaje de proteina
adsorbida desde 90,1 % hasta 11,6 % al utilizar la mayor
cantidad de sal en el buffer de trabajo. A partir de estos
resultados se eligié como buffer de trabajo citrato pH 5,00
25 mM.

La cinética de la adsorcién a pH 5,00 present6 una forna
exponencial alcanzando el equilibrio a los 10 min de
contacto. La figura 1 muestra las isotermas de adsorciéon
de Trip sobre la matriz de Alg-GG obtenidas a dos
temperaturas. Los datos obtenidos a 25°C ajustan a la
isoterma de Freundlich (Q=b.C™; donde Q es la carga del
adsorbato y b y m son constantes), mientras que la

isoterma a 5°C presenta una forma sigmoidea. Se
observa también un leve incremento en la capacidad

maxima de adsorcion del sistema al disminuir la
temperatura de trabajo.
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Figura 1. Isotermas de adsorcion de Trip a 25°C y 5°C. Medio: buffer
citrato 25 mM, pH 5,00

Conclusiones . Durante este trabajo se determinaron las
condiciones 6ptimas para el proceso de adsorcion de Trip
sobre una matriz insoluble de Alg-GG. Se encontré que el
mejor rendimiento de la adsorcion se da a pH 5,00
requiriendo de tan sélo 10 min para completarse. Las
isotermas de adsorcion se mostraron altamente
favorables. La variacibn de las condiciones
experimentales del medio afecté notablemente la
capacidad de adsorcion de la matriz. El efecto del pH y
de la fuerza i6nica sobre el proceso permite concluir que
la interaccion entre la Trip y la matriz es de naturaleza
principalmente electrostatica. Es importante destacar que
ninguno de los pasos del proceso afectd la actividad
enzimatica de la Trip. Los datos obtenidos muestran su
potencial para ser aplicados a la purificacion de la Trip a
partir de fuentes mas complejas.
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