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Introduccién. El desarrollo de nuevos adsorbentes
cromatograficos es de gran relevancia para la separacion y
recuperacion de proteinas con mayor eficiencia en la industria
biotecnolégica. La modificacion de la superficie de resinas u
otros materiales con grupos quimicos como ligandos para la
generacion de nuevos adsorbentes cromatogréaficos es un area
de oportunidad para innovar. Es deseable que estos nuevos
materiales tengan altas capacidades de adsorcion, por lo tanto la
eleccion del tipo de ligando es de gran importancia. De las
diferentes modalidades, la cromatografia de interaccién
hidrofébica (HIC) es una técnica de gran importancia en el disefio
de estrategias de separacion de proteinas (1). En este contexto,
se propone la incorporacion de nano-estructuras dendriticas —
moléculas ramificadas con arquitectura bien definida conocidas
como dendrones (2)— activadas con ligandos hidrofobicos en
resinas de agarosa para aumentar la superficie de contacto entre
la proteina de interés y el ligando, con la finalidad de mejorar la
eficiencia en la separacion y la capacidad de adsorcion.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un adsorbente
cromatografico con estructuras ramificadas para la separacién
de proteinas mediante interaccion hidrofébica.

Metodologia. Para la sintesis del adsorbente, primero se
incorporé el dendrén (Bis-MPA de tercera o quinta generacion,
G3 6 Gb5) a la resina Sepharose™ 4 FF activada con NHS via
enlace amida en medio alcalino. Luego, el acido valérico se
esterifico a los grupos —OH del dendrén dejando libre una cadena
hidrofébica de cuatro atomos como ligando (Fig. 1). Se realizaron
analisis de UV/Vis y FTIR del adsorbente para verificar la
presencia del dendrén, y posteriormente se evalué su capacidad
de adsorcion y su desempefio en la separacion de ribonucleasa
A (RNasa A) modificada con poli-etilen-glicol (PEG), conjugado
proteina-PEG con propiedades terapéuticas, obtenida de
acuerdo al método descrito por Mayolo-Deloisa et. al. (3).

Resultados.
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Fig. 1. Andlisis FTIR de los adsorbents dendronizados. Negro: resina
sola; rojo: RG3; azul: RG5.

El analisis infrarrojo mostré la presencia de un banda intensa
alrededor de los 1050 cm™ correspondiente al enlace glicosidico
de la agarosa, lo que indica que la estructura de la resina se
mantiene intacta después de la sintesis quimica. La presencia de
grupos fenilo (~830 cm™) y carbonilo (1500-1730 cm™) en las
resinas dendronizadas confirman la presencia del dendron.
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Fig. 2. (A) Modelo de Langmuir que describe la capacidad de adsorcién
en batch de la resina, [SA]=sulfato de amonio. (B) Separacién de una

mezcla de reaccion de RNasa A PEGilada: 1 nativa, 2 mono-PEG, 3 di-
PEG. La elucion fue en gradiente por pasos a un flujo de 1.5 mL/min.

La méaxima adsorcion fue ~60 mg BSA/mL resina cuando se usé
SA 15M (Fig. 1A). En la Fig. 2B se observan tres picos
correspondientes a las varias especies PEGiladas de RNasa A.
La Tabla 1 muestra la densidad de dendrén y ligandos en la
superficie del adsorbente.

Tabla 1. Densidad de ligandos en la superficie del adsorbente.

Adsorbente pmol dendrén/mL resina pmol ligando/mL resin
RG3 10.1+0.5 825+4.2
RG5 56+0.3 175.6 £5.6

Conclusiones. Se logro sintetizar quimicamente un adsorbente
con nano-estructuras dendriticas, el cual fue capaz de separar
proteinas PEGiladas de ribonucleasa A de acuerdo a su
hidrofobicidad conferida por el PEG. El adsorbente mostré una
capacidad de adsorcion comparable con resinas comerciales.
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