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Resumen. El escalamiento y optimizacién de las operaciones cro-
matogréficas de afinidad presenta actualmente un gran interés indus-
trial. Un enfoque que permite ayudar arealizar estas tareas de lainge-
nieria de bioprocesos, consiste en el desarrollo de model os mateméti-
cos y el uso de estos modelos en programas de computacion, para
predecir el comportamiento de estos procesos cromatograficos. En
este trabajo, se utilizé un modelo de transporte que incluye la
difusion en el poro, la resistencia en la pelicula'y una cinética de ad-
sorcion finita, para describir mateméticamente el comportamiento de
un sistema de adsorcién por afinidad en un tanque perfectamente agi-
tado. Como sistema modelo se utilizaron datos experimentales de la
literatura que describen la adsorcion por afinidad de b-galactosidasa
en anti-b-galactosidasa inmovilizada en particulas de silice porosa. El
sistema de ecuaciones diferenciales del modelo matemético fue
resuelto utilizando € método numérico de lineas (NUMOL) utilizan-
do € algoritmo de integracion Runge-Kutta-Fehlberg. Esta solucion
fue comparada con una més simplificada obtenida con el modelo de
parametros agrupados. El mejor gjuste a los datos experimentales se
obtuvo con la solucion del modelo de transporte, sin embargo, €l
gjuste con el modelo de pardmetros agrupados también fue bastante
preciso. El uso del modelo de transporte permitié obtener los perfiles
de concentracion de proteinaen el liquido del poroy en lafase sdlida
del adsorbente. Los pronunciados perfiles de concentracion observa-
dos en la etapa inicial del proceso de adsorcion en ambas fases, mos-
traron que la velocidad a la transferencia de masa en el sistema expe-
rimental eramuy alta. Slo bajo esta condicion los resultados del mo-
delo de transporte y del modelo de parametros agrupados son muy
préximos. El uso del modelo de transporte es una forma Unica para
predecir el comportamiento de la adsorcion por afinidad en un tanque
perfectamente agitado, asi como para lograr un mejor entendimiento
de los mecanismos fundamentales responsables de las biosepara-
ciones.

Palabras clave: Cromatografia de afinidad, simulacion, modelos
mateméti cos.

Abstract. The scale-up and optimization of large-scale affinity chro-
matographic operations is of mgjor industrial importance. The deve-
lopment of mathematical models and their use in computer programs
to predict the performance of these chromatographic processes is an
approach that can help to perform these bioprocess engineering tasks.
In this work, a transport model which include pore diffusion, external
film resistance, and finite kinetic rate, was used to mathematically
describe the performance of a batch affinity adsorption system.
Experimental data from literature describing the adsorption of b-ga
lactosidase onto anti-b-galactosidase immobilized on porous silica
was used as a model system. The differential equations system of the
mathematical model was solved using the numerical method of lines
(NUMOL) with a Runge-Kutta-Fehlberg integration algorithm. This
solution was compared with a simpler one, given by the analytical
solution of the lumped parameters model. The best fit to the experi-
mental data was obtained with the transport model solution, however,
the fit with the lumped parameters model was accurate too. The use
of the transport model allowed to obtain the protein concentration
profiles in the liquid inside the adsorbent pores and in the solid phase
of the adsorbent. The sharp concentration profiles observed during
the initial step of the adsorption process in both phases, showed a
very high mass-transfer rate in this experimental system. Only under
this condition the results using transport model and the lumped para-
meters model are very close. The use of the transport model is a
unigque way to predict batch affinity performance as well as to obtain
a better understanding of the fundamental mechanisms responsible
for the bioseparations.

Keywords: Affinity chromatography, simulation, mathematical mo-
dels.

I ntroduccion

La cromatografia de afinidad es un método industrial muy uti-
lizado en procesos de purificacion de proteinas de ato valor en el
mercado como enzimas, hormonas, vacunas, citocinas y anti-
cuerpos monoclonales [1-4]. Recientemente, las operaciones por
afinidad también han sido consideradas en la purificacién a gran
escala de plasmidos de &cido desoxiribonucleico (ADN) para su
aplicacion en terapia génica 'y vacunacion [5]. Este método cro-

matogréfico es especialmente competitivo en este tipo de proce-

sos donde las moléculas de interés se encuentran presentes a
muy bajas concentraciones en fluidos complgjos como caldos de

fermentacion y sueros sanguineos. Los adsorbentes por afinidad

se preparan inmovilizando sobre la superficie del soporte los li-

gandos que interaccionan especificamente con las macromol écu-

las de interés. Las moléculas utilizadas como ligandos bioespeci-

ficos o pseudoespecificos incluyen anticuerpos, proteinas,

inhibidores, cofactores, colorantesy iones quelatantes [6-10].
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El disefio y optimizacion de las operaciones de afinidad
cromatografica es de gran importancia industrial [11-14]. El
desarrollo de modelos mateméticos para describir el compor-
tamiento de los procesos de afinidad es un enfoque que puede
ayudar a desarrollar estas tareas de |os ingenieros de bioproce-
sos [12, 15]. El uso de estos model os generalmente requiere la
determinacion experimental de los parametros asociados
mediante experimentacion y con el uso de correlaciones mate-
méticas. Las expresiones obtenidas a través de este enfoque
generalmente involucran ecuaciones diferenciales parciales
(EDP) no lineales que no presentan una solucion analitica. La
simulacién de los procesos se realiza mediante programas de
computacion que facilitan la obtencidn de la solucion aproxi-
mada del modelo.

Existen varios trabajos reportados sobre la modelacion y
simulacion de procesos de adsorcion por afinidad por lotes co-
mo los de Chase [16], Arnold et al. [1], Arve and Liapis[17] ¥
Hortsmann and Chase [18]. Sin embargo, actualmente existe
una necesidad real del uso de métodos numeéricos avanzados
pararesolver este tipo de model os, actividad que continua ocu-
pando a muchos ingenieros y cientificos.

Existen dos estrategias principales para resolver EDP: el
meétodo global y el método de lineas. En el método global se
discretizan tanto las derivadas espaciales como las temporales.
El método numérico de lineas (NUMOL de sus siglas en in-
glés) es un enfoque modular para programar la solucion de
ecuaciones diferenciales. Es un método nuevo que utiliza al-
goritmos robustos para la solucion de ecuaciones diferenciales
ordinarias de valor inicial de tipo duro (stiff) [19-20]. La solu-
cion de las ecuaciones diferenciales parciales se lleva a cabo
en dos pasos:. € problema de valor de frontera se resuelve uti-
lizando una técnica de discretizacion, seguidamente el proble-
ma de valor inicia resultante se resuelve utilizando un inte-
grador apropiado. Actualmente, NUMOL es una de las técni-
cas més utilizadas para resolver ecuaciones diferenciaes par-
ciales en escalas de tiempo grandes [21]. No obstante que
existen paquetes que utilizan esta metodologia para resolver
problemas bidimensionales, no es fécil insertar 1as ecuaciones
de adsorcion por afinidad en estos paguetes, debido a que la
descripcion de estos procesos no es exactamente bidimension
al sino un modelo de dos regiones [22].

En este trabajo se utiliza un modelo de transporte que
considera tres resistencias consecutivas a una separacion de
equilibrio ideal: resistencia en la pelicula externa del adsor-
bente, difusion interna en los poros del adsorbente y cinética
de adsorcion finita; con el proposito de simular el compor-
tamiento de la adsorcién de proteinas por afinidad en procesos
por lotes. Este tipo de modelos proporciona una descripcion
general realista de la mayoria de los sistemas de interés préacti-
co [23]. La solucion del modelo fue obtenida utilizando el
NUMOL. Esta solucién fue comparada con la solucién analiti-
ca del modelo de parametros agrupados de afinidad por lotes
[16, 24], y con datos experimentales de la literatura para la
adsorcion por lotes de b-galactosidasa en anti- b-gal actosidasa
inmovilizada en particul as de silice porosa[17].
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Descripcion de procesos de adsor cion
por afinidad por lotes

Gran parte de lainformacion necesaria para evaluar el compor-
tamiento de los procesos de afinidad por lotes, esta contenida en
las curvas tipicas de concentracion de soluto vs. tiempo. Estas
curvas pueden ser utilizadas para determinar: 1) la capacidad
del adsorbente que ha sido utilizada, 2) la cantidad de soluto
que no se adsorbe al final de laoperaciony 3) el tiempo de pro-
ceso. Un modelo matemético que pueda ser utilizado para pre-
decir apropiadamente este comportamiento dinamico, propor-
ciona una forma préctica de obviar muchos experimentos para
€l disefio y escalamiento de procesos de afinidad.

Modelo de transporte

El modelo de afinidad por lotes utilizado en esta investiga-
Ccion, se basa en la adsorcidn isotérmica de una proteina sobre
particulas esféricas de adsorbente de radio promedio, r, Yy
porosidad, e. La operacion se supone se conduce en un tanque
bien agitado con un volumen de sistema V. El volumen de
liquido externo a la matriz de adsorbente es e,V y el volumen
de adsorbente es (1 — ;) V. La concentracién inicial y transien-
te de proteina en el seno del liquido son ¢, y c(t), respectiva-
mente. La concentracion de proteina en el liquido de los poros
y en la superficie del adsorbente sonc; y q;, respectivamente.

Para desarrollar una descripcion matemética del proceso
cromatografico de afinidad por lotes, se incorporan tres resis-
tencias ala separacion de equilibrio ideal: resistenciaen la pe-
licula, difusion intraparticula e interaccion cinética soluto-li-
gando. Se considera que el movimiento de soluto involucra su
transporte interfacial desde el seno del liquido hastala superfi-
cie del adsorbente a través de una pelicula estancada que ro-
dea al adsorbente caracterizada por un coeficiente de transfe-
rencia de masa, k; la difusion dentro del liquido del poro del
adsorbente descrita por un coeficiente, D;, y €l paso de adsor-
cién del soluto en los sitios activos sobre |a superficie del
adsorbente. La velocidad de adsorcion intrinseca puede ser
descrita por diferentes tipos de modelos. En este trabajo se uti-
liza un modelo de adsorcién-desorcion tipo Langmuir.

Debido al equilibrio no lineal que caracteriza a la croma-
tografia de afinidad, el comportamiento de la adsorcion se
describe mas apropiadamente mediante teorias cinéticas. Este
enfoque ingenieril para la obtencién de modelos, involucra el
uso de ecuaciones de conservacion, leyes de equilibrio en
interfases y leyes cinéticas de transporte y adsorcion, conjun-
tamente con condicionesiniciales y de frontera.

Para describir el cambio de concentracion de proteina con
el tiempo, se puede derivar mediante un balance de soluto en
el seno del liquido la ecuacion siguiente:

. @-e0
—_— = e ka(c Q)|r:rm (1)

La ecuacion para describir el cambio de concentracién de
soluto en €l fluido de los poros del adsorbente puede ser obte-
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nida mediante un balance de soluto en la particula,

) .
eiE+ (1- ei)mzeiDiamcz' +EEQ @)
It it e rirg
Generalmente se utilizan modelos simplificados para des-
cribir las complejas interacciones entre el soluto y el adsor-
bente de afinidad [1,16,18]. En estos modelos se utiliza una
expresion cinética reversible de segundo orden, donde se su-
pone que el soluto interacciona en forma monovalente con el
adsorbente,

P+ sj’;j@ PS

donde: P es el soluto en la solucidn, Ses el sitio de adsorcion
y PSes el complejo soluto-ligando.

La velocidad de adsorcion de este tipo de interaccion se
representa frecuentemente por la expresion de Langmuir,

g _ CVer
o G (G- a)- k. ®3)

donde: q,, es la capacidad méxima de adsorcion del adsorben-
te; ky y k4 son las constantes cinéticas de adsorcion y desor-
cion, respectivamente.

Al inicio de la operacién la concentracién de proteina en
el seno del liquido es ¢, y el sistema se encuentra libre de so-
luto, por tanto se utilizan las condiciones inicial es siguientes:

t=0 c=c, (4)
t=0 ¢ =0, Ofr£r, (5)
t=0 g =0 O0£rfr, (6)

Debido ala simetria de la particul a, se considera la condi-
cion de frontera siguiente;
1

r=0, =0 t>0 @)
il
Mediante un balance de soluto en la boca de un poro de la
particula, se obtiene una segunda condicién de frontera,

Tc

r=r, Kk(c- Q)L:rm =e,b, "

, 1>0 (8)

M odelo de par ametr os agr upados

El modelo de pardmetros agrupados [16, 24] utiliza un
enfoque empirico sencillo para describir el proceso de adsor-
cion, donde se supone que todos los procesos que limitan la
velocidad de adsorcién del soluto pueden ser representados
por constantes cinéticas. En este enfoque, la velocidad de
transferencia de masa de soluto al adsorbente se supone que es
descrita por la Ec. (3). En un proceso de adsorcién por afini-
dad en un tanque bien agitado, la concentracion de soluto en

solucién a un cierto tiempo esté dada por la siguiente solucién
analitica del modelo:

i é ® - ol
ib+a)d-ep g zal-e,) ka0
Lo Bed e i al (9
G 8% g ab+ag expa? 23(1' eb)ktg%/
I éb- ag g e EL
|
donde:
€ce, U
a’=b"- a2, (20)
e(l' eb)H
_léce, K,g U (11)

=— +qm+ d™b >
28(1' &) (1- eb)H

Estimacion de pardmetros

Un requisito fundamental para el uso de los modelos mate-
maticos de adsorcion por afinidad para predecir el comporta-
miento, escalar o disefiar un proceso de interés; es la estima-
cion precisa, en forma experimental o0 mediante correlaciones,
de los paréametros asociados a modelo.

Los parametros que caracterizan €l equilibrio del sistema:
la capacidad méxima de adsorcion, g, y la constante de diso-
ciacion de equilibrio, Ky = k 5 / k;, pueden ser estimadas a partir
de datos del sistema de adsorcion por lotes en equilibrio. El
parametro cinético k; puede ser calculado de datos de adsorcion
dindmicos obtenidos en sistemas por lotes o en columnas [16,
18]. El coeficiente de transferencia de masa, k;, puede ser esti-
mado mediante correlaciones empiricas [12]. La difusividad
intraparticula, D;, puede estimarse mediante experimentos de
adsorcion por afinidad en lotes o0 en columna de acuerdo a los
procedimientos detallados reportados en la literatura [4]. Este
pardmetro también ha sido estimado en forma precisa utilizando
model os generados para adsorbentes de estructura porosa
obtenidos mediante la teoria de redes. Esta teoria representa en
forma apropiada la natural eza discreta de | as estructuras porosas
de los medios cromatogréficos y sirve para describir la difusién
restringida dentro del poro [25-27]. En agunos trabajos recien-
tes, la difusividad efectiva dentro del poro ha sido estimada
combinando el método experimenta de la microscopia laser de
escaneo confocal con los modelos matematicos de adsorcion
[28-31].

Una vez que los valores de los parametros que caracteri -
zan los mecanismos de transferencia de masa y de adsorcién
en el sistema han sido determinados, los model os mateméticos
correspondientes pueden ser utilizados para predecir y estu-
diar el comportamiento dinamico del sistema bajo diferentes
condiciones de disefio y operacion.

En este trabajo se selecciond como sistema modelo la ad-
sorcion por afinidad de b-gal actosidasa sobre anti- b-galactosi-
dasa inmovilizada en una matriz de silice porosay los valores
de los pardmetros reportados para este sistema por Arve y
Liapis [17]. Los datos utilizados para conducir |os estudios de
simulacién se presentan en laTabla 1.
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Tabla 1. Datos utilizados en los estudios de simulacion del sistema
de adsorcion por afinidad de b-galactosidasa sobre anti-b-galactosi -
dasainmovilizada en silice porosa (datos de Arvey Liapis[17]).

Variable

Valor

Conc. inicial de proteinaen el tanque
Capacidad de adsorcion méxima

Porosidad de particula
Capacidad de adsorcion maxima

Constante de desorcién de eqguilibrio
Constante cinética agrupada
Constante de adsorcion intrinseca
Radio delaparticula

Coef. de transf. de masa en pelicula
Difusividad de proteinaen € poro
Volumen de solucién inicial
Volumen de absorbente afiadido

C, = 0.0158 mg/ mL
O =2.2mg/ mL

de absorbente

=05

On=4.4mg/ mL

de sdlido

Ky =0.00022 mg / mL
k, =0.0055mL /mg—s
ki =0.0235mL / mg-—s
m=75mm

k=584" 10-4cm/s
D, =69  10-8cm2/s
100 mL

1.5mL

Volumen solucién / Volumen total 6 =100/101.5

Simulacion del proceso de afinidad por lotes

El modelo de transporte para describir la adsorcion por afini-
dad de proteinas en un sistema tipo tanque perfectamente agi-
tado esta dado por las ecs.(1-8). Este modelo no tiene una
solucion analitica'y sélo puede ser resuelto mediante técnicas
numéricas avanzadas. En este estudio la solucién del modelo
fue obtenida utilizando el método numérico de lineas NU-
MOL de acuerdo a diagrama de bloques que se presentaen la
Figura 1. Primeramente, €l problema de valor de frontera fue
resuelto utilizando las subrutinas DSS004 y DSS044. El pro-
blema de valor inicial resultante se resolvié utilizando el inte-
grador de cuarto orden Runge-Kutta-Felhberg RKF45, con
una correccién de error de truncacién de quinto orden [20].
Estos codigos fueron incorporados en un programa escrito con
Fortran 90 que fue corrido en una computadora Digital XP-
1000.

Resultadosy discusion

La solucion del modelo de transporte para la adsorcion por
afinidad en un tanque perfectamente agitado, de b-galacto-
sidasa sobre anti-b-galactosidasa inmovilizada en una matriz
de silice porosa, fue obtenida utilizando el método numérico
de lineas. Esta solucién fue comparada con la solucion analiti-
ca del modelo de pardmetros agrupados y con datos experi-
mentales. Estos resultados se muestran en lafigura 2 donde se
grafica la concentracion adimensional de b-galactosidasa en el
seno del liquido, ¢/ c,, contra el tiempo del proceso de adsor-
cion, t. Las corridas simuladas, tanto con la solucion NUMOL
como con la del modelo de parametros agrupados, se gjustan
bien alos datos experimentales, con una ligera ventaja del pri-
mer método.

Los perfiles de concentracion adimensional de b-galac-
tosidasa en el liquido del poro, ¢ / ¢,y en lafase sdlida, q; /
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o 7l Parametros
Programa principal iniciales
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T
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¥
” - Impresion
Seleccion de soluciones
del integrador INTEG |-t PRINT
Integrador EDO
RFK45
Derivadas - Derivada espacial
temporales 1ler. orden
DERV o DSS0044

i1

Derivada espacial
2°orden
DSS044

Fig. 1. Diagrama de bloques de la solucién con e método numérico
de lineas del modelo de transporte para € sistema de adsorcion por
afinidad en un tanque agitado.
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0 100 200 300 400
t (min)

Fig. 2. Cinética de adsorcién en un tanque agitado de b-galactosidasa

sobre anti-b-galactosidasa inmovilizada en una matriz de silice

porosa, bajo las condiciones de operacion especificadas en la Tabla 1.

- Datos experimentales (Arve y Liapis, [17]). - - - -Modelo cinético
de parametros agrupados. —— Solucién numérica con el método de
lineas.

Fig. 3. Perfil de concentracion de b-galactosidasa en el liquido del
poro del adsorbente, bajo las condiciones de operacién especificadas
enlaTablal.
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qi fqm

1500 o

Fig. 4. Perfil de concentracion de b-galactosidasa en lafase solida del
adsorbente, bajo las condiciones de operacion especificadas en la
Tablal.

Oy Obtenidos mediante la simulacién con NUMOL, se mues-
tran en las Figuras 3 y 4, respectivamente. En estas figuras la
concentracién se grafica como funcién del radio de particula
adimensional, R=r /r,y el tiempo de adsorciodn, t.

En la Fig. 3 puede observarse que el perfil de concen-
tracion en el liquido del poro disminuye rdpidamente dentro
de los 300 minutos iniciales del proceso, hasta alcanzar un
valor préximo a equilibrio. Los perfiles de concentracion en
la fase sdlida del adsorbente de la Fig. 4, muestran que la ad-
sorcién de proteina se realiza principalmente dentro de esos
300 minutos, después de los cuales estos perfiles permanecen
practicamente inalterados.

L os empinados gradientes de concentracién de soluto que
se observan en la etapa inicial del proceso de adsorcién en
ambas fases, sugieren que la velocidad de la transferencia de
masa en €l sistema es alta. Esto explica la coincidencia de re-
sultados de la simulacion de la adsorcion de b-galactosidasa
con los dos modelos empleados, porque sélo bajo esta condi-
cion, como es bien conocido, estos modelos coinciden en sus
predicciones.

Conclusiones

La comparacién de |os resultados obtenidos en las corridas de
simulacién con el modelo de transporte y con el modelo sin+
plificado de pardmetros agrupados, indican que ambos mode-
los presentan un buen ajuste a los datos experimentales. Sin
embargo, la descripcion detallada del proceso de adsorcion
sblo puede ser realizada mediante €l uso del modelo de trans
porte, el cual permite generar los perfiles de concentracion
que se requieren para el andlisis del comportamiento del sis-
tema, o bien mediante analisis paramétricos para determinar la
influencia de los principal es pardmetros de operacion.

Los pronunciados perfiles de concentracion de soluto que
se observan durante la etapa inicial del proceso de adsorcion
en ambas fases, sugieren que la semejanza en la descripcion
del proceso de afinidad con ambos modelos obedece a las
condiciones particulares del sistema experimental selecciona-
do, donde la velocidad de transferencia de masa es relativa-
mente alta. En sistemas donde la resistencia a la transferencia
de masa sea mayor, el modelo de transporte de tres resisten-
cias puede ofrecer una mejor descripcién del comportamiento
del sistema.

Notacion

C, concentracion inicial de soluto en el tanque, mg / mL

¢ concentracion de soluto en el seno del liquido, mg/ mL

¢; concentracion de soluto en el liquido de los poros del ad-

sorbente, mg / mL

diametro de la particula de adsorbente, m

D; difusividad en el poro (difusividad molecular libre / tortu-
osidad de poro), m2/s

k, velocidad especificade adsorcion, mL /mge s

k, constante agrupada de adsorcion, mL / mg e s

k., velocidad especifica de desorcion, s

ki coeficiente de transferencia de masaen lapelicula, m/ s

K4 constante de equilibrio de desorcion, k_; / k;

P moléculade soluto

PS complejo soluto-sitio activo

g concentracion de soluto en la fase sdlida del adsorbente,
mg/ mL

O, capacidad de adsorcion maxima, mg / mL de volumen
sdlido de adsorbente

Oma Capacidad de adsorcién maxima, mg / mL de volumen de
adsorbente

r distanciaradial en la particula de adsorbente, m

rn radio dela particula de adsorbente, mm

R radio adimensional

S sitioactivo

t tiempo, s

V  volumen del sistema de adsorcién, mL

Letrasgriegas
g, Vvolumen de solucién/volumen total
g porosidad de la particula de adsorbente
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