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Resumen / Abstract

RESUMEN

La separacion de proteinas de medios complejos como el lactosuero bovino suele
representar entre el 50 y el 80 % de los costes de produccion, por lo que esta etapa constituye
el cuello de botella para su valorizacidén. La extraccién liquido-liqguido puede tener un gran
potencial para reducir estos costes, debido a su mayor capacidad, selectividad e integracién de
las etapas de recuperacion y purificacion respecto a las técnicas convencionales. Ademas, la
sustitucion de los disolventes organicos convencionales por liquidos idnicos permite superar los

principales problemas ambientales y de seguridad asociados a la extraccion.

La presente tesis doctoral tiene como objetivo desarrollar una técnica innovadora para la
recuperacion de proteinas basada en liquidos idnicos. Para ello, el proceso a desarrollar debe
permitir tanto la recuperacién de la proteina como la reutilizacién del liquido i6nico, dos
cuestiones poco estudiadas en este campo y que son claves para su viabilidad técnica. Como
proteina de interés, se ha escogido la lactoferrina, presente en el lactosuero bovino en bajas

concentraciones y que destaca por sus propiedades nutracéuticas.

De este modo, tras comprobar la imposibilidad de reextraer la lactoferrina de liquidos
idnicos hidrofébicos de base imidazolio, se propone una nueva técnica que consiste en sistemas
de tres fases basados en liquidos idnicos (ILTPP, Jonic Liquid-based Three Phase Partitioning).
Esta técnica ILTPP emplea los mismos sistemas liquido idnico/sal que los sistemas acuosos
bifasicos basados en liquidos idnicos (ILTAPS, Ionic Liguid-based Aqueous Two Phase Systems)
para obtener resultados que son caracteristicos de la técnica de reparto en tres fases (TPP,
Three Phase Partitioning), por cuanto la proteina de interés se acumula en la interfase liquido-

liquido formando una capa blanquecina, evitando asi la etapa de reextraccion.

El sistema ILTPP mas adecuado para el desarrollo de la técnica es el basado en BmimTfO y
NaH,PO,, con el que se consigue recuperar en la interfase entre el 83 y el 99 % de la
lactoferrina introducida en el sistema. Ademas, la selectividad con respecto a la seroalbumina
bovina (BSA) varia entre 1 y 3 dependiendo de las condiciones experimentales. Por
consiguiente, esta técnica puede emplearse para recuperar proteinas especificas como la

lactoferrina o bien grupos de ellas, como las proteinas del lactosuero bovino.

En relacion a la reutilizaciéon del liquido idnico, el estudio y caracterizacion de los sistemas
ILTPP permite concluir que, en funcidén de la concentracion de la proteina en la alimentacion,
pueden reducirse las pérdidas de liquido idnico por debajo del 1 % sin necesidad de ninguna
etapa de recuperacion adicional. No obstante, la evaporacion a vacio de parte del agua
contenida en la fase rica en sal conduce a que se pueda reutilizar la practica totalidad del
liquido idnico y sal del sistema, con lo que la técnica ILTPP no precisaria de un consumo neto

de reactivos.
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Resumen / Abstract

ABSTRACT

The separation of proteins from complex mixtures such as bovine whey usually represents
between 50 and 80 % of total production costs, so it constitutes the major bottleneck for their
valorization. Liquid-liquid extraction seems to have a great potential to reduce these costs due
to its higher capacity, selectivity and integration between recovery and purification with respect
to conventional techniques. Moreover, the replacement of conventional organic solvents by ionic
liquids allows overcoming the main environmental and safety problems associated with

extraction.

The aim of this PhD thesis is the development of an innovative technique for protein
recovery based on ionic liquids. For this purpose, this technique should be able to recover the
protein as well as to reuse the ionic liquid, two issues about which there are very few studies in
this field but that are crucial for the technical viability of the process. Lactoferrin, which is
present in the bovine whey at low concentrations, is selected as protein of interest due to its

important nutraceutical properties.

In this way, considering the impossibility of the lactoferrin back-extraction from
hydrophobic imidazolium-based ionic liquids, a new technique called Ionic Liquid-based Three
Phase Partitioning (ILTPP) is proposed. The ILTPP technique uses the same ionic liquid/salt
systems as the Ionic Liquid-based Aqueous Two Phase Systems (ILATPS) to obtain results that
are characteristic of the Three Phase Partitioning (TPP) technique, since the protein of interest
is accumulated at the liquid-liquid interface forming a white layer and avoiding the back-

extraction step.

The most suitable ILTPP system for the performance of the technique is based on
BmimTfO and NaH,PO,4, because it can recover at the interface between 83 and 99 % of the
lactoferrin present in the system. Regarding the selectivity with respect to bovine serum
albumin (BSA), it varies between 1 and 3 depending on experimental conditions. Therefore, this
technique can be used to recover specific proteins, such as lactoferrin, or groups of them, such

as bovine whey proteins.

With respect to the ionic liquid recycling, the study and characterization of the ILTPP
systems leads to the conclusion that, depending on the protein concentration in the feed
stream, the ionic liquid losses can be lower than 1 % without any additional recovery step.
However, vacuum evaporation of part of the water contained in the salt-rich phase allows,
under almost all the operating conditions, the recyclability of all the ionic liquid and salt of the

system, so the ILTPP technique does not require any net reagent consumption.
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Capitulo 1. Planteamiento

CAPiTULO 1. PLANTEAMIENTO

1.1. Justificaciéon y antecedentes

Las proteinas son componentes de los organismos vivos que juegan un papel fundamental
en los mismos y resultan de gran utilidad en aplicaciones terapéuticas y de diagndstico, por lo
que la obtencidn de proteinas purificadas de un modo eficiente resulta esencial. Las proteinas
se encuentran de forma natural en los fluidos bioldgicos, o bien se producen en medios que
suelen ser mezclas complejas de otras proteinas, material de paredes celulares y acidos
nucleicos (Pei et al., 2009). En consecuencia, la separacion y purificacion de proteinas es una
tarea dificil, por lo que estos procesos aguas abajo (downstream) suelen representar entre el
50 y el 80 % del coste total de produccion de proteinas (Alvarez-Guerra e Irabien, 2012). Por
esta razon, puesto que el mayor coste de su procesado radica en las etapas aguas abajo, las
ventajas competitivas en la produccidon de proteinas no dependerdn Unicamente de
innovaciones en areas de la Biologia basica, sino también de la innovacién y optimizacion de

estos procesos de separacion y purificacion (Asenjo, 1990).

Los métodos tradicionales de purificacion de proteinas, como cromatografia o
electroforesis, poseen elevados costes y tiempos de procesado (Ndiaye et al., 2010; Zeng et al.,
2013). Por lo tanto, la demanda de procesos de separacion y purificacion de proteinas
eficientes, de bajo coste y respetuosos con el medio ambiente ha estimulado el desarrollo de
métodos de fabricaciébn mas limpios y técnicas de relevancia industrial que sean facilmente

escalables (Tonova, 2012).

En este sentido, la extraccion liquido-liquido parece tener un gran potencial para aislar las
proteinas de interés, dado que presenta mayor capacidad, mejor selectividad e integra las
etapas de recuperacion y purificacion, con las consiguientes mejoras en rendimientos, purezas y
costes (Dreyer et al., 2009; Martinez-Aragén et al., 2009; Tomé et al., 2010). La principal
limitacion de estas técnicas esta asociada al empleo de compuestos organicos volatiles como el
disolvente constituyente del extracto, que se caracterizan por ser en la mayoria de los casos
inmiscibles en agua y presentar elevada toxicidad. Por ello, a pesar del relativo bajo coste de
los disolventes organicos volatiles, una regulacién cada vez mas exigente ha limitado su
aplicacién por los problemas medioambientales y de seguridad y salud en el trabajo que su uso
lleva asociados, que se afiaden a posibles problemas de tipo operativo y de eficiencia (Soto et
al., 2005; Ventura et al., 2009; Wang et al., 2010). En este sentido, los liquidos idnicos se
consideran una alternativa de gran interés para reemplazar a estos disolventes organicos

volatiles convencionales (Shimojo et al., 2006a; Tomé et al., 2009).
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Los liquidos idnicos, conocidos antiguamente como sales fundidas, se definen como sales
cuyo punto de fusion es aproximadamente de 100 °C o inferior, de modo que el liquido
Unicamente esta formado por iones (Stark y Seddon, 2007; Alvarez-Guerra e Irabien, 2011). La
mayor parte de los liquidos idnicos estan constituidos por cationes organicos, si bien los aniones
suelen ser tanto organicos como inorganicos (Han y Armstrong, 2007). Los liquidos idnicos,
ademas de las propiedades caracteristicas propias de un buen disolvente (excelente capacidad
de solvatacion, rango variable de viscosidades, liquido en un amplio rango de temperaturas),
presentan numerosas ventajas respecto a los disolventes convencionales, como una presién de
vapor despreciable, altas estabilidades térmica y quimica, no inflamabilidad, elevada
conductividad iénica y una amplia ventana electroquimica (Absalan et al., 2010; Bihari et al.,
2010; Han y Row, 2010). Pero la ventaja fundamental de los liquidos idnicos reside en que la
eleccién adecuada del par catién-anidon permite ajustar sus propiedades para una aplicacion
especifica, por lo que se les considera como “disolventes de disefio” (Stark y Seddon, 2007;
Patel et al., 2014). Por todo lo expuesto, se concluye que de entre las multiples aplicaciones
gue poseen los liquidos idnicos (electroquimica, aplicaciones analiticas, catalisis...), su empleo
en procesos de separacion y extraccion es una de las mas significativas (Zhang et al., 2007;
Han y Row, 2010).

Existen diversas aproximaciones para separar y purificar proteinas mediante extraccion
liquido-liquido basada en liquidos idnicos. De entre todas ellas, los sistemas acuosos bifasicos
basados en liquidos idnicos (ILATPS, en su acronimo inglés: Ionic Liquid-based Aqueous Two
Phase Systems) concentra el mayor nimero de estudios en este campo (Dominguez-Pérez et
al., 2010). Dado que esta técnica se considera una de las predecesoras de la técnica

desarrollada en la presente tesis doctoral, se expondra con mayor detalle en el apartado 1.2.1.

Otra alternativa con un gran potencial es la extraccién directa con liquidos idnicos
hidrofébicos, puesto que es la mas sencilla, por cuanto no se precisa de agentes quimicos
adicionales y el liquido idnico puede reutilizarse con facilidad (Alvarez-Guerra et al., 2012). De
esta forma, pueden encontrarse recomendaciones acerca de la seleccion del liquido idnico que
deberia emplearse para extraer diversas proteinas (Martinez-Aragon et al., 2009). En este
sentido, destacan los trabajos de Cheng et al. (2008a, 2008b) en los que se extrae
hemoglobina y citocromo-c mediante un liquido idnico no comercial (BtmsimPFg). La extraccion
de estas proteinas se consigue mediante el enlace covalente coordinado que se establece entre

los atomos de hierro de las mismas y el cation imidazolio del liquido idnico.

Por su parte, también se han empleado liquidos idnicos que junto con agua conducen a
sistemas con una temperatura inferior de disolucion critica para extraer proteinas como el
citocromo-c (Kohno et al., 2011, 2012; Kohno y Ohno 2012). La singularidad de estos sistemas
radica en que pueden escindirse en dos fases con pequefios cambios de temperatura (p.€j. de

20 a 25 °C), lo que permite cambios de fase con pequefios requerimientos energéticos. Asi, la

10
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alimentacién con la proteina de interés se mezcla intimamente con el liquido idnico a la
temperatura en la que el sistema es homogéneo, para posteriormente conseguir su extraccion
por reparto favorable hacia el liquido idnico cuando el sistema pasa a ser bifasico mediante el

pequefio incremento de temperatura mencionado.

No obstante, el nimero de trabajos que emplean liquidos idnicos para recuperar proteinas
mediante extraccion directa es limitado, puesto que las proteinas suelen ser insolubles o muy
poco solubles en la mayoria de liquidos idnicos. En consecuencia, la extraccion directa de
proteinas con liquidos idnicos, en general, se considera que tiene una eficacia muy limitada (Du
et al., 2007; Dreyer et al., 2009), si bien su uso para la recuperacion de biomoléculas de menor
tamafio, como aminoacidos (Fortunato et al., 2005; Wang et al., 2005; Absalan et al., 2010;
Tomé et al., 2010) o antibidticos (Cull et al., 2000; Soto et al., 2005), parece tener mayor
potencial. Por todo ello, se ha recurrido a la adicién de extractantes u otros aditivos (p. €j.
éteres corona) para mejorar la solubilidad en los liquidos idnicos de biomacromoléculas como
las proteinas (Shimojo et al., 2006a, 2006b). También se ha descrito la funcionalizacion del
liguido idnico mediante estos mismos éteres corona (Kubota et al., 2007) o pigmentos con

elevada afinidad (Tzeng et al., 2008) para mejorar la eficiencia de extraccion de las proteinas.

En el siguiente apartado, se describirdn con mayor detalle las dos técnicas que se
consideran predecesoras de la técnica ILTPP (reparto en tres fases basado en liquidos i6nicos)
que se propone y desarrolla en la presente tesis. De este modo, en el apartado 1.2 se describen
los sistemas acuosos bifasicos basados en liquidos idnicos (ILATPS) y el reparto en tres fases
(TPP). Una descripcidon mas detallada de estas técnicas predecesoras de ILTPP puede hallarse

en la revisién de Alvarez-Guerra e Irabien (2015).

1.2. Técnicas predecesoras del reparto en tres fases basado en liquidos i6nicos

(ILTPP)

1.2.1. Sistemas acuosos bifasicos basados en liquidos ionicos (ILATPS)

Los sistemas acuosos bifasicos (ATPS, en su acrénimo inglés: Agueous Two Phase
Systems) constan de dos fases liquidas, ambas con una cantidad relativamente alta de agua,
gue se forman por la combinacidn con el agua de dos componentes hidrofilicos pero
mutuamente incompatibles entre si, tradicionalmente polimero/polimero y polimero/sal, para
posibilitar que se produzca la separacion de fases (Miller y Gorak, 2012). Los ATPS fueron
propuestos como un método econdmico y eficiente para la separacidon, preconcentracion y
purificacion de iones metalicos, nanoparticulas o biomoléculas (Li et al., 2013a). Esta técnica ha
sido ampliamente aplicada a esta ultima clase de compuestos, como proteinas o aminoacidos,

debido a las ventajas que introduce sobre otros métodos convencionales: elevado contenido en
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agua, biocompatibilidad, baja tension superficial, alta capacidad y rendimiento, y facilidad de
escalado (Wu et al., 2011). Sin embargo, la mayoria de ATPS basados en el uso de polimeros
presentan elevada viscosidad, forman disoluciones opacas y presentan un rango limitado de
diferencia de polaridad entre las dos fases liquidas que limitan su aplicabilidad (Haghtalab et al.,
2013; Pereira et al., 2013).

En 2003, Rogers y colaboradores propusieron por primera vez la utilizacién de liquidos
ionicos de base imidazolio y sales inorganicas (KsPO4) para formar ATPS (Gutowski et al.,
2003). Estos ATPS alternativos, denominados sistemas acuosos bifasicos basados en liquidos
ionicos (ILATPS, en su acronimo inglés: Jonic Liquid-based Aqueous Two Phase Systems),
combinan las ventajas asociadas tanto a los liquidos idnicos como a los ATPS. De este modo,
los ILATPS, con respecto a los ATPS convencionales, presentan menor viscosidad, cortos
tiempos de separacion y, especialmente, una gran habilidad para controlar la polaridad de las
fases, dada la gran variedad de liquidos idnicos que pueden obtenerse por combinacion de
diferentes cationes y aniones (Pereira et al., 2013; Zeng et al., 2013). Es por ello por lo que los
ILATPS se consideran la alternativa mas comun para extraer biomoléculas con liquidos i6nicos
habiéndose aplicado para separar, concentrar y purificar proteinas, aminoacidos, antibidticos
antioxidantes o alcaloides (Dominguez-Pérez et al., 2010; Alvarez-Guerra e Irabien, 2012;
Ventura et al., 2013). Asi, el nimero de publicaciones en las que se exponen nuevos ILATPS ha
ido creciendo en los Ultimos anos, por lo que se dispone de un elevado nimero de liquidos
ionicos y sales que estan disponibles para formar ILATPS (Ventura et al., 2012a). Ademas,
también se ha descrito el empleo de carbohidratos, polimeros, aminoacidos o surfactantes
anidénicos para, junto con liquidos idnicos, formar los mencionados sistemas bifasicos (Ventura
et al., 2011a).

La mayoria de estudios relativos a ILATPS formados por liquido idnico y sal se centran en
liquidos idnicos con aniones CI, Br, TfO" o BF, y cation de base imidazolio, y en sales de base
fosfato (Freire et al., 2012a). Asi, se ha evaluado la capacidad para formar sistemas bifasicos de
multiples combinaciones liquido idnico/sal. En relacién al cation, se ha analizado especialmente
la influencia de la longitud de sus cadenas laterales alquilicas, concluyendo que una mayor
longitud de la cadena confiere mayor hidrofobicidad y, por tanto, se incrementa la capacidad
para formar sistemas bifasicos, lo que origina curvas binodales mas proximas a los ejes del
diagrama ternario y mayores regiones bifasicas en el mismo (Neves et al., 2009; Deive et al.,
2011a). No obstante, esta tendencia sdlo es valida para cadenas de hasta 6 atomos de
carbono, ya que para mayores longitudes de cadena se invierte el efecto dada la complejidad
del fendmeno, jugando un papel importante la habilidad de auto-agregacion del liquido idnico
(Freire et al., 2012b). Respecto del efecto del nicleo del catién, los basados en amonio o
fosfonio cuaternarios tienen una capacidad para inducir la separacion de fases
considerablemente mayor que los cationes de nucleo piridinio o imidazolio (Bridges et al., 2007;
Li et al., 2010).
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La influencia del anién del liquido iénico en la formacidon de ILATPS viene marcada por su
capacidad de formar complejos de hidratacion, puesto que cuanto menor sea esta, mayor sera
su habilidad para formar sistemas acuosos bifasicos (Ventura et al., 2012a). Por consiguiente, el
anion triflato, TfO", es el que presenta la mayor capacidad para formar ILATPS (Freire et al.,
2012a). No obstante, también se han estudiado nuevos ILATPS con criterios distintos al de su
capacidad para formar sistemas bifasicos, como por ejemplo empleando liquidos idnicos de
menor toxicidad o mayor biodegradabilidad. En este sentido, se ha descrito la formacion de
ILATPS con liguidos idnicos basados en colina (Shahriari et al., 2013) o en aminoacidos (Wu et
al., 2013).

Con respecto del efecto de los iones constituyentes de la sal sobre la formacién de ILATPS,
estos siguen la serie de Hofmeister, que es una serie propuesta para describir la habilidad de
los iones para precipitar proteinas pero que también permite describir otros muchos fendmenos
(Shahriari et al., 2012). Por ello, el anién PO,> es el que presenta una mayor capacidad para
lograr la separacidon de fases mientras que el anidn Cl" es el de menor capacidad; de manera
similar, la capacidad formadora de fases de los cationes divalentes es mayor que la de los
monovalentes (Freire et al.,, 2012a). El uso de sales organicas, como citratos o tartratos,
también se ha descrito para sustituir a las sales inorganicas, debido a la biodegradabilidad y
baja toxicidad de las primeras (Han et al., 2010, 2011; Li et al.,, 2013b), si bien se han

estudiado en mucha menor medida que las sales inorganicas.

Las sales inorganicas también pueden ser reemplazadas por carbohidratos como glucosa o
sacarosa, que se caracterizan por ser especies no cargadas, biodegradables, no tdxicas y de
origen renovable (Chen et al., 2010; Freire et al., 2011). Unas ventajas similares presentan los
ILATPS formados por liquidos idnicos y aminoacidos, al proporcionar sistemas
medioambientalmente mas benignos y menos agresivos para la extraccion de biomoléculas
(Zhang et al., 2007; Dominguez-Pérez et al., 2010). Sin embargo, el nimero de liquidos idnicos
gue forman sistemas acuosos bifasicos en combinacién con carbohidratos o aminoacidos es
reducido, debido a su menor capacidad para lograr la escision de fases con respecto a las sales

inorganicas (Freire et al., 2012a).

a. Aplicaciones a la separacion de proteinas

Una de las propiedades mas interesantes de los ILATPS es el ambiente suave que
proporciona a biomoléculas como las proteinas por la presencia de agua en ambas fases
liquidas, lo que convierte a esta técnica en la aproximacidon mas estudiada para separar
proteinas que involucre el empleo de liquidos idnicos (Li et al., 2010; Alvarez-Guerra e Irabien,
2012). La tabla 1.2.1 muestra los ILATPS que se han utilizado para extraer proteinas en los

diferentes estudios publicados al respecto. Como puede apreciarse, la mayoria de los estudios
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emplean sistemas que utilizan sales de base fosfato, si bien se han evaluado liquidos idnicos d

diferentes cationes y aniones.

Tabla 1.2.1. Proteinas cuyo reparto se ha estudiado en cada uno de los ILATPS (Alvarez-
Guerra e Irabien, 2015).”
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>Cao et al. (2008), ®Ventura et al. (2011b), "Ventura et al. (2012b), ®Pei et al. (2009), °Lin et al. (2013), *Lu
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En muchos de los trabajos anteriores, se obtienen elevadas eficiencias de extraccion de la
proteina, en algunos casos alcanzando la extraccion practicamente cuantitativa. Sin embargo,
debido a la complejidad del proceso de separacion de proteinas mediante ILATPS, no existe un
consenso acerca de las fuerzas impulsoras predominantes en este tipo de separacién. Asi, en
funcion del liquido idnico, la sal, la proteina objeto de la separacién y las condiciones
experimentales, se han identificado diferentes fuerzas impulsoras: interacciones electrostaticas
(Dreyer et al., 2009; Du et al., 2007), interacciones hidrofdbicas (Pei et al., 2009, 2012; Lu et
al., 2011; Wu et al., 2013) e, incluso, se ha propuesto la formacion de agregados de liquido
ionico y de complejos entre estos agregados y las proteinas como responsables de su

separacion (Pei et al., 2010; Zeng et al., 2013).

Cuando las proteinas que se separan son enzimas, debe destacarse que los ILATPS no sélo
proporcionan elevadas eficiencias en su extraccion, sino que también pueden conducir a
incrementos muy notables de su actividad especifica, como lo demuestran los aumentos
obtenidos en su factor de purificacién (Dreyer y Kragl, 2008; Ventura et al., 2011b, 2012b). De
este modo, los ILATPS permiten combinar las etapas de extraccion y de reacciones catalizadas
enzimaticamente. Por otro lado, también se han estudiado distintas configuraciones en las que
desarrollar los ILATPS, como los microcanales (Novak et al., 2012) o las columnas

cromatograficas en contracorriente (Ruiz-Angel et al., 2007).

Por consiguiente, los ILATPS se perfilan como una técnica con un gran potencial para
separar y purificar proteinas de medios complejos de una forma mas eficiente que las técnicas
convencionales empleadas en la actualidad. La mayoria de las proteinas recuperadas mediante
ILATPS (ver tabla 1.2.1) destacan por sus aplicaciones terapéuticas o nutracéuticas (Pei et al.,
2009). Asimismo, se ha estudiado la aplicacion de ILTAPS para preconcentrar proteinas con
fines analiticos y de diagndstico, de forma que gracias a esta preconcentracion se puedan
cuantificar bajos contenidos de la proteina de interés que permitan detectar en sus primeros
estadios cambios fisioldgicos asociados a patologias (Du et al., 2007). En relacion a las enzimas,
los ILTAPS no solo se postulan como un medio para su purificacion, sino también para llevar a
cabo reacciones bioquimicas catalizadas por estas biomoléculas con productos de interés
industrial, debido a los incrementos de actividad especifica que estas enzimas experimentan en

la fase rica en liquido idnico (Ventura et al., 2011b).

b. Limitaciones de la técnica

De acuerdo a lo expuesto en el apartado anterior, diversos trabajos han descrito el empleo
de ILATPS para separar proteinas con resultados prometedores. Sin embargo, la investigacion

se ha centrado en la influencia de la sal y el liquido idnico sobre la formacion de fases y el
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coeficiente de reparto de los compuestos de interés (Miiller y Gérak, 2012). En consecuencia,
hay algunas cuestiones relativas a los ILATPS que apenas se han estudiado y de cuya
resoluciéon depende el desarrollo de esta técnica. Asi, si bien se ha realizado algun estudio para
la recuperacion de biomoléculas de pequefio tamafo en comparacion con las proteinas como el
acido galico (Claudio et al., 2014), en la mayoria de los trabajos relativos a extraccion con
liquidos idnicos la reextraccion de las biomoléculas no suele considerarse (Oliveira et al., 2012),
si bien este constituye el principal obstaculo para la viabilidad de estos procesos (Alvarez-
Guerra e Irabien, 2012). Otra cuestién que debe evaluarse cuando se recurre a ILATPS es la
solubilidad mutua de componentes entre las fases, que puede dificultar la reutilizacion del
liquido idnico (Jiang et al., 2007; Dominguez-Perez et al., 2010). Finalmente, puesto que
efluentes residuales que contengan altas concentraciones de sales inorganicas como las
empleadas en los ILATPS pueden ocasionar problemas medioambientales (Han et al., 2011), la

recuperacion de dichas sales para su reutilizacion también seria aconsejable.

1.2.2. Reparto en tres fases (TPP)

El reparto en tres fases (TPP en su acronimo inglés: Three Phase Partitioning) es una
técnica emergente para la separacion de proteinas que consiste en la acumulacion de material
precipitado en la interfase que separa una fase organica, generalmente constituida por t-
butanol, y una soluciéon acuosa salina, en la que normalmente se emplea sulfato de amonio
como sal (Przybycien et al., 2004; Dhananjay y Mulimani, 2009). En este sentido, esta técnica
es capaz de precipitar y recuperar proteinas mediante una capa de las mismas formada entre la
fase acuosa y la organica (Szamos et al., 1998a). De este modo, la fase liquida superior
contiene mayoritariamente alcohol y algo de agua con sulfato de amonio en trazas, mientras
que la fase inferior esta formada por una disolucién acuosa del electrolito con bajo contenido en
t-butanol (Borbas et al., 2001a; Sen at al., 2011). En la fase superior se concentran pigmentos,
lipidos y enzimas inhibidoras, mientras que la fase acuosa inferior queda enriquecida en
componentes polares como sacaridos, permaneciendo ambas fases separadas por la capa de
proteina acumulada en la interfase liquido-liquido (Kiss et al., 1998). Los sistemas TPP podrian
formarse con otros alcoholes (p. €j., n-butanol) y sales (p. €j., CaCl,), pero se ha concluido que
el t-butanol y el sulfato de amonio son los que proporcionan los mejores resultados (Rather y
Gupta, 2013).

La técnica TPP fue propuesta por primera vez por Tan y Lovrien (1972), describiéndose en
mayor detalle por Lovrien et al. (1987) y habiéndose aplicado para la concentracion de varias
proteinas y enzimas (Kumar et al., 2011a; Gautam et al., 2012a). A pesar del incremento en el
numero de trabajos basados en TPP observado durante los Ultimos afos, esta técnica todavia
no posee la madurez de otras técnicas convencionales como las cromatograficas (Przybycien et

al., 2004; Gautam et al., 2012a). Este creciente interés debe atribuirse a las ventajas asociadas
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a esta técnica, puesto que la TPP se define como simple, mas eficiente y un método econémico
para separar y purificar las proteinas de interés, con relacion a las técnicas convencionales
(Akardere et al., 2010). De esta forma, mientras que la mayoria de las tecnologias
convencionales involucran un elevado nimero de etapas que consumen tiempo y recursos,
precisan de un pretratamiento y su escalado es complicado (Sen et al., 2011), la TPP destaca
por su simplicidad, bajos costes, ser facilmente escalable, poder tratar suspensiones sin
pretratamientos previos, operar a temperatura ambiente y la facilidad para reutilizar los
reactivos usados en el proceso (Harde y Singhal, 2012). Por estas razones, la técnica TPP se

considera atractiva como método de prepurificacion o separacion (Kiss et al., 1998).

a. Aplicaciones

Si bien TPP se desarrollé como una técnica aguas arriba (upstream), se ha usado para
procesos de purificacion de proteina tanto aguas arriba como aguas abajo (downstream),
utilizandose como un método de purificacién de una etapa (Wati et al., 2009; Akardere et al.,
2010). Adicionalmente, la TPP consigue la concentracién de las proteinas de interés, asi como la
practica eliminacion de la viscosidad y turbidez (Ward y Swiatek, 2009). De este modo, la
técnica TPP suele purificar las proteinas en mas de 2 érdenes de magnitud, obteniendo purezas
finales en el rango del 70-85 % y reducciones en volumen de al menos 50 veces (Ward, 2009).
No obstante, la eficiencia del proceso depende tanto de las propiedades de la proteina (punto
isoeléctrico, masa molecular, hidrofobicidad, solubilidad) como de las condiciones de operacion
(pH, temperatura, saturacion en sulfato de amonio, ratio extracto crudo:t-butanol) de la técnica
(Wati et al., 2009; Kumar et al., 2011a). Estos resultados tan prometedores han permitido

aplicar con éxito la técnica TPP a gran escala (Kumar et al., 2011b).

Se ha estudiado, obteniéndose resultados satisfactorios, la purificacion mediante TPP de
muchas proteinas, tales como BSA (Kiss et al., 1998; Kiss y Borbas, 2003); ovoalbimina (Kiss et
al., 1998; Kiss y Borbas, 2003); lisozima (Kiss et al., 1998; Kiss y Borbas, 2003); gelatina (Kiss
et al., 1998); B-lactoglobulina (Kiss y Borbas, 2003); peroxidasa de rabano picante (Kiss y
Borbas, 2003); peroxidasa Ipomoea palmata (Narayan et al.,, 2008); a-galactosidasa
(Dhananjay y Mulimani, 2008, 2009; Calci et al., 2009; Sen et al., 2011); B-galactosidasa
(Choonia y Lele, 2013), lacasa (Kumar et al., 2011a; Rajeeva y Lele, 2011); proteasas de las
visceras de siluros gigantes (Rawdkuen et al., 2012), de piel de papaya (Chaiwut et al., 2010) y
de latex Calotropis procera (Rawdkuen et al., 2010); invertasa (Dhananjay y Mulimani, 2008;
Akardere et al., 2010; Ozer et al., 2010); inhibidores de tripsina y amilasa (Saxena et al., 2007);
fosfolipasa D (Sharma y Gupta, 2001); catalasa (Duman y Kaya, 2013); o xilanasa (Roy et al.,
2004). Asimismo, TPP también se ha utilizado para recuperar polisacaridos en la interfase
(Sharma y Gupta, 2002; Coimbra et al., 2010) y para extraer aceites y grasas en la fase rica en
t-butanol (Sharma et al., 2002).
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A pesar del elevado nimero de estudios acerca del reparto de proteinas mediante TPP, los
principios fisico-quimicos que estan tras esta técnica son complejos y no estan del todo
comprendidos (Roy et al., 2004; Gautam et al., 2012b), si bien se ha publicado algun trabajo en
el que se persigue explicar el mecanismo que rige la separacién basada en TPP (Dennison y
Lovrien, 1997; Kiss et al., 1998; Kiss y Borbas, 2003). Por otro lado, el analisis del
comportamiento reoldgico de la fase intermedia formada en la interfase y en la que se acumula
la proteina de interés permite concluir que se trata de un gel (Borbas et al., 2001b). En relacion
a la posibilidad de que la proteina sufra cambios estructurales en la interfase, Rather y Gupta
(2013) concluyen que en todo caso estos serian sutiles (no drasticos) por lo que la técnica TPP
puede emplearse con seguridad para la purificacién de proteinas. Ademas, esta técnica no solo
no provoca cambios estructurales profundos en la proteina, sino que puede utilizarse como un
método de renaturalizacion de proteinas que proporciona rendimientos superiores a los de otros
convencionales, con lo que la técnica TPP permite combinar simultaneamente las etapas de

purificacion y renaturalizacion de proteinas (Gautam et al., 2012a).

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, la mayoria de las proteinas cuya purificacion
mediante TPP se ha estudiado son enzimas. Asi, TPP permite incrementar la actividad de
diversos enzimas, con aumentos de rendimientos de hasta 1000% (Rajeeva y Lele, 2011),
probablemente debido a los sutiles cambios estructurales que pueden producirse (Rather y
Gupta, 2013). De esta forma, la mejora de la actividad enzimatica constituye una aplicacion
alternativa de la TPP, ademas de las ya mencionadas de purificacién y renaturalizacion de
proteinas. También se han descrito otras aplicaciones de la técnica TPP relativas a la
construccidn de biosensores (Adanyi et al., 1999), la extraccion y purificacién de ADN (Szamos
et al., 1998b; Ujhelyi et al., 2011) o el ajuste de la permeabilizacion de células microbianas
(Raghava y Gupta, 2009).

Finalmente, debe mencionarse que la técnica TPP constituye la base de otra técnica
denominada reparto en tres fases facilitado por ligandos con macroafinidad (MLFTPP en su
acronimo inglés: Macroaffinity Ligand-Facilitated Three Phase Partitioning). De este modo,
MLFTPP emplea, ademas de t-butanol y sulfato de amonio, un polimero inteligente que actia
como macroligando de afinidad inteligente, con lo que la interfase liquido-liquido contendria
tanto al propio polimero como al complejo de afinidad formado entre la proteina y el polimero
(Mondal et al., 2003a, 2003b). La principal ventaja de MLFTPP es que proporciona mayor
selectividad que la TPP convencional para las mismas o similares condiciones de operacion
(Sharma et al., 2003).

b. Limitaciones de la técnica

Aunque el t-butanol tiene un mayor punto de ebullicion y es considerablemente menos

inflamable que otros disolventes organicos convencionales empleados en procesos de
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extraccion (p. €j., hexano, metanol o etanol) (Harde y Singhal, 2012), el mayor obstaculo para
la utilizacion de la técnica TPP a gran escala es la necesidad de emplear cantidades industriales
de este compuesto (Przybycien et al., 2004). En este sentido, el Registro de Clasificacion y
Etiquetado de la Agencia Europea de sustancias y preparados Quimicos (ECHA en su acrénimo
inglés: European Chemicals Agency) no solo clasifica al t-butanol como inflamable, sino que
también presenta las siguientes clases de peligro: toxicidad aguda, irritacién ocular y toxicidad
especifica en determinados drganos por exposicion Unica (ECHA, 2014). Por consiguiente, la
técnica TPP presenta las desventajas y limitaciones asociadas al uso de disolventes organicos

volatiles.

1.3. El lactosuero bovino como fuente de proteinas

El lactosuero bovino es el subproducto de la fabricacion del queso que se genera tras la
coagulacion selectiva de la caseina. El lactosuero contiene todos los constituyentes solubles de
la leche en una composicion variable dependiendo del proceso de fabricacién del queso
(Eugster et al., 2012). En la tabla 1.3.1 se muestra la composicion tipica del lactosuero y de la

leche bovinos.

Tabla 1.3.1. Composicion tipica del lactosuero y leche bovinos (Fox et al., 2000).

Componentes Lactosuero bovino (g L) Leche bovina (g L)
Sdlidos totales 63,0-67,0 122,5
Proteina total 6,1-6,6 33,0
Lactosa 44,0-52,0 47,0
Grasa 0,2-3,0 35,0
Minerales 5,0-7,9 7,5

Debido a su elevada demanda bioldgica de oxigeno (DBO), el lactosuero bovino es uno de
los mayores contaminantes de las aguas residuales de la industria lactea (Chen et al., 2007).
Tradicionalmente, la gestion del lactosuero se ha centrado en los métodos mas econdmicos de
vertido, como su descarga a corrientes residuales (Santos et al., 2011), lo que exige su
tratamiento mediante métodos bioldgicos (sin o con valorizacién) o fisico-quimicos (Prazeres et
al., 2012). Sin embargo, esta gestion del lactosuero como residuo supone un coste adicional.
Por ello, también se ha empleado el lactosuero como suplemento de la alimentacion animal
(especialmente de ganado porcino) o como fertilizante de suelos (Eugster et al., 2012; Prazeres
et al., 2012), si bien estas son aplicaciones de bajo valor dado que la composicion del
lactosuero no es muy equilibrada, al contener basicamente agua (93,5 %) y lactosa (4,5-5,0 %)

(Zydney, 1998), en consonancia con lo expuesto en la tabla 1.3.1.
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Por todo ello, el lactosuero se ha considerado como un subproducto, que en ocasiones se
gestiona como residuo, con nulo o muy pequefio valor. Sin embargo, debido al creciente
numero de aplicaciones técnicas y nutricionales de sus componentes, en la actualidad el
lactosuero es visto como un co-producto de la fabricacién del queso (Walzem et al., 2002). Asi,
las proteinas del lactosuero constituyen el componente nutricional mas importante (Eugster et
al., 2012), debido a sus importantes funciones bioldgicas: previenen el cancer, poseen actividad
antimicrobiana e incrementan los niveles de antioxidantes como el glutation (Madureira et al.,
2007). De este modo, estas proteinas se comercializan como concentrado o aislados de
proteinas del lactosuero (WPC y WPI en sus acronimos ingleses: Whey Protein Concentrate y
Whey Protein Isolate, respectivamente). Estos se diferencias entre si en su contenido proteico,
ya que mientras que los WPC poseen una composicion en proteinas del 34 al 85 %, los WPI
precisan que el contenido en estos componentes supere el 90 % (Huffman y Harper, 1999).
Tanto los WPC como los WPI se obtienen por ultrafiltracion del suero hasta que las proteinas
alcanzan una concentracion del 10-20 %, seguido de las etapas de diafiltracion y secado hasta
alcanzar el contenido proteico deseado. En las primeras etapas del proceso de WPI, pueden
emplearse técnicas de intercambio idnico en lugar de recurrir a la tecnologia de membranas
(Fox et al., 2000; Eugster et al., 2012). Los WPC se utilizan como aditivos alimentarios
funcionales, destinados por ejemplo a la preparacion de geles, espumas y emulsiones. Por su
parte, los WPI presentan una funcionalidad mayor, por lo que ademas de las aplicaciones ya
mencionadas para los WPC, también se usan en la preparacion de bebidas deportivas y
productos especiales de nutricién (Huffman y Harper, 1999; Fox et al., 2000).

Tabla 1.3.2. Principales proteinas del lactosuero bovino junto con su concentracion, masa
molar y punto isoeléctrico (Zydney, 1998; Nystrom et al., 1998).

Proteina Concenz‘_cac/dn Masa mo/alr Punto isoeléctrico
(gL?) (10° g mol”)
B-Lactoglobulina 2,7 18 5,2
a-Lactoalbimina 1,2 14 4,5-4,8
Inmunoglobulinas 0,65 150-1000 5,5-8,3
Seroalbimina bovina 0,4 69 4,7-4,9
Lactoferrina 0,1 78 8-9
Lactoperoxidasa 0,02 89 9,5

En la tabla 1.3.2 se muestran las principales proteinas del lactosuero bovino, junto con
algunas de sus caracteristicas. A su vez, cada una de ellas de forma individual presenta
importantes efectos beneficiosos sobre la salud humana asociados a sus caracteristicas
bioldgicas, funcionales y nutricionales Unicas (Almécija et al., 2007; Madureira et al., 2007;
Santos et al., 2011). De esta forma, el interés comercial en la produccién individual de las

proteinas del lactosuero bovino se ha ido acrecentando a medida que se han ido describiendo
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sus propiedades beneficiosas, ya que estas pueden no ser perceptibles cuando se encuentran

en los WPC o WPI, debido a posibles interacciones entre las mismas (Zydney, 1998).

De entre las proteinas del lactosuero, la lactoferrina (LF) destaca por sus importantes
propiedades bioldgicas, tales como antimicrobiana, antiinflamatoria, anticarcinogénica o
inmunomodulatoria (Brisson et al., 2007; Bokkhim et al., 2013). Por ello, esta proteina se
emplea como suplemento alimentario de propiedades nutracelticas en preparados para ninos,
yogures, leche desnatada..., asi como aditivo en productos de higiene bucal y en cosméticos
(Wakabayashi et al., 2006).

La LF es una glicoproteina de 78 kDa que puede contener hasta 2 atomos de hierro por
molécula, aunque su saturacién en hierro no suele exceder del 10 % en total (Adlerova et al.,
2008). En la actualidad, se obtiene con elevada pureza a escala industrial mediante
cromatografia de intercambio catidnico, si bien esta tecnologia ve limitada las opciones de
valorizacion de la LF de corrientes residuales o con bajo valor por sus elevados costes y
relativamente bajos rendimientos (Ndiaye et al., 2010). Otras técnicas como la cromatografia
de filtracién en gel, cromatografia de afinidad, la adsorcion en membranas o anticuerpos
monoclonales inmovilizados presentan resultados de separacion prometedores, pero también
adolecen de elevados costes y, con frecuencia, requieren de una preclarificacion de la
alimentacion (Lu et al., 2007; Du et al., 2013).

Los procesos basados en membranas se postulan como una alternativa interesante a las
técnicas cromatograficas para la recuperacion de LF, pero sus principales desventajas son su
pobre selectividad y los problemas relacionados con el ensuciamiento de las membranas. En
este sentido, se ha investigado la mejora del proceso mediante la aplicacion de un campo
eléctrico, pero la migracion de otras proteinas del lactosuero imposibilita alcanzar elevadas
purezas de LF (Brisson et al.,, 2007; Ndiaye et al., 2010). Por otro lado, el empleo de
membranas de ultrafiltracion cargadas permite separar a la LF completamente de la
seroalbumina bovina (BSA), proteinas de similar masa molecular y que, por tanto, su separacion
mediante membranas es especialmente dificultosa (Valifio et al., 2014). Sin embargo, esta
Ultima aproximacién presenta aun bajos rendimientos, asi como el problema de ensuciamiento
comun a todos los procesos con membranas. De este modo, se precisa de una tecnologia de
separacion innovadora que supere las limitaciones de las técnicas anteriores para la obtencion

de LF del lactosuero bovino.

Por todo lo expuesto, la recuperacion de la LF constituye el caso de estudio sobre el que
se aplicara la técnica innovadora basada en liquidos iénicos cuyo desarrollo constituye el objeto

de la presente tesis doctoral.
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1.4. Obijetivos y estructura de la tesis

El objetivo general de la presente tesis doctoral es el desarrollo de una técnica
innovadora para la recuperacion de proteinas en sistemas de tres fases basados en
liquidos idnicos. Esta tesis es una contribucion innovadora por abordar dos cuestiones poco
estudiadas en este campo y que son claves para su viabilidad técnica: la recuperacion de la
proteina de interés y la reutilizacion del liquido idnico. Ademas, la presente tesis doctoral
incluye el primer trabajo publicado relativo al empleo de la extraccion para la recuperacion de la

lactoferrina, que es la proteina sobre la que se ha centrado el interés.
Para alcanzar este objetivo general, se han abordado los siguientes objetivos especificos:

e Estudio de la viabilidad de recuperar lactoferrina mediante su extraccion con liquidos
ionicos hidrofébicos.

o Identificacion y propuesta de una nueva técnica denominada reparto en tres fases
basada en liquidos i6nicos (ILTPP, Ionic Liguid-based Three Phase Partitioning) para la
recuperacion de proteinas.

e Seleccion del sistema liquido idnico/sal mas adecuado para la recuperacion de la
lactoferrina mediante ILTPP.

o Caracterizacion de los sistemas ILTPP para la evaluacion de las pérdidas de liquido idnico
en el proceso.

e Evaluacion de etapas adicionales de recuperacion del liquido idnico para minimizar el

consumo neto de reactivos.

En la figura 1.4.1 se muestran esquematicamente las diferentes etapas de trabajo llevadas
a cabo en la presente tesis doctoral para lograr la consecucion de los objetivos anteriores. De
igual forma, en dicha figura se indica la etapa de trabajo a la que se asocia cada una de las

publicaciones que conforman esta tesis doctoral.

De acuerdo con estos objetivos especificos, y considerando la normativa de tesis basada
en compendio de articulos, el trabajo se desarrolla en cuatro capitulos: el Capitulo 1 incluye el
planteamiento de la tesis. El Capitulo 2 incluye una descripcion detallada de los procedimientos
y materiales empleados para la realizacion de la tesis, asi como un desarrollo de los resultados
y la discusion de los mismos. El Capitulo 3 resume las conclusiones generales obtenidas y el
progreso de la investigacién. Y finalmente el Capitulo 4 es el nlcleo central de la tesis,

incluyendo copia de los articulos cientificos que la sustentan.
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Figura 1.4.1. Esquema de las etapas de trabajo y publicaciones asociadas llevadas a cabo
en la presente tesis doctoral.
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CAPITULO 2. DESARROLLO

2.1. Experimentos previos de extraccion de lactoferrina con liquidos idnicos

hidrofébicos

El estudio de la extraccion de proteinas mediante liquidos idnicos hidrofdbicos se realizd en
sistemas experimentales basados en el empleo de tubos en U, como se muestra en el esquema
de la figura 2.1.1. En cada tubo en U, el liquido idnico se dispone en su parte inferior, mientras
gue las fases acuosas que forman las disoluciones de alimentacién y de reextraccion ocupan las
dos ramas del tubo. De este modo, ambas disoluciones acuosas estan separadas por el liquido
ionico hidrofébico, que actia como membrana liquida tipo “bulk”. El volumen de cada una de
las fases es de 7,5 mL, manteniéndose agitada a 300 rpm la fase constituida por el liquido
idnico para asegurar su homogeneidad. Este tipo de sistema experimental permite evaluar tanto
la extraccidbn como la reextraccion del compuesto de interés considerando Unicamente la
influencia del liquido i6nico y de las condiciones de operacion, pero evitando la interaccién con
otras variables como pudieran ser los materiales soporte en membranas soportadas (Branco et
al., 2002).

Figura 2.1.1. Esquema del sistema experimental para evaluar la extraccién/reextraccion de
proteinas con liquidos idnicos hidrofdbicos. (A) Fase acuosa de alimentacion, que contiene la
proteina objeto de estudio; (B) liquido idnico; (C) fase acuosa de reextraccion.

Durante el transcurso de los experimentos, la concentracién de la proteina en las fases
acuosas se determind mediante espectrofotometria UV-Vis a 280 nm (Adam et al., 2008; Pei et
al., 2009), empleando para ello un espectrofotdmetro modelo Hach Lange DR 5000 UV-Vis. En
cada medicidn, se tomaron 2,5 mL de cada fase acuosa, los cuales se devolvian al tubo en U
inmediatamente después de la medicién (Fortunato et al., 2005). La concentracién de la

proteina en el liquido idnico se calculd por diferencia a través del balance de materia a la
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proteina, asumiendo que el volumen de las distintas fases permanece constante, dada la
elevada hidrofobicidad de los liquidos idnicos empleados que minimiza el mezclado de las fases.
Todos los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente y contaron con un tubo en U
que actuaba de blanco (con idéntica composicion al resto de los tubos del experimento, pero

sin la presencia de proteina) para asegurar que el liquido idnico no interferia en la medicién.

La lactoferrina (LF) empleada en el estudio fue proporcionada gratuitamente por 7he
Tatua Co-operative Dairy Company Limited (Nueva Zelanda) con una pureza del 98,6 % y un
porcentaje de saturacion en hierro igual a 8 %. La seroalblimina bovina (SAB o, en su acrénimo
inglés, BSA, que sera el empleado) fue suministrada por Sigma-Aldrich (Alemania) con una
pureza superior al 98 %. En relacién a los liquidos idnicos, la bis[(trifluorometil)sulfonil]limida de
1-butil-3-metilimidazolio (BmimNTf,) fue adquirida a IoLiTec (Alemania) y el hexafluorofosfato
de 1-butil-3-metilimidazolio (BmimPFs) fue proporcionado por Solchemar (Portugal). Una
informacién mas detallada de los reactivos empleados en este estudio puede encontrarse en el

trabajo de Alvarez-Guerra e Irabien (2012).

El proceso de extraccion se caracteriza mediante la eficiencia de extraccion, £ (Liu et al.
2006; Cheng et al., 2008a; Wang et al., 2010; Han et al., 2011), definida como la fraccion del

soluto que se ha extraido de la fase de alimentacion, de acuerdo a la ecuacion 2.1.1:

[X]F,O B min([X]F,t)
[X ko

E(%)= 100 (2.1.1)

donde [X],, representa la concentracion inicial de la proteina X (donde X puede ser LF o BSA)

F,0
en la fase de alimentacién (denotada como A en la figura 2.1.1) y [X]g, esla concentracion de

proteina en A medida en un tiempo t durante el experimento. Puesto que £ depende de un
Unico punto experimental, es muy sensible al error experimental. Por esta razon, la evolucion

temporal de la concentracion de la proteina en A se ajustd a la ecuacion 2.1.2:

(X1, =7 +(1-r)exp(- k) (2.1.2)

* 7 - - r’ - )
donde [X];, es la concentracion adimensional de la proteina en A, k es la constante cinética y

rse define segun:

_ X
Pt X3

= (2.1.3)
[Xko

donde [X], . es la concentracién de proteina en A cuando se alcanza el equilibrio. La ecuacion

2.1.2 se corresponde con una cinética de pseudo-primer orden con respecto de la fuerza

impulsora, que es la diferencia entre [X]., vy [X];., . El parametro rrepresenta la fracciéon de

proteina que permanece en la fase de alimentacion en el equilibrio, de modo que el significado
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de (1-/) expresado como porcentaje puede identificarse con el de la eficiencia de extraccion, £,
con la salvedad de que este Ultimo se calcula a partir de un Unico punto experimental y (1-/) a

partir de toda la evolucion temporal de la concentracion.

Como paso previo al estudio de las diferentes variables que pueden tener influencia en el
proceso de extraccion, se procedié a la seleccion del liquido idnico con el cual se realizaria dicho
andlisis. Para este objetivo, se evaluaron dos liquidos idnicos: BmimPFs y BmimNTf,. El primero,
BmimPFs, es el liquido idnico comercial empleado por Cheng et al. (2008a) para extraer de
forma prometedora proteinas como la hemoglobina que, al igual que la LF, también contienen
atomos de hierro. Por su parte, BmimNTf, es seleccionado como ejemplo de otro liquido idnico
altamente hidrofébico que contiene el cation Bmim* (que es el que interactia con los atomos

de hierro de la proteina).

Los resultados del proceso de extraccion sefialan que la eficiencia es significativamente
mayor cuando se emplea BmimPFg: 21 % frente a 12 %. Estos resultados son consistentes con
la diferente hidrofobicidad de ambos liquidos idnicos, ya que en términos de solubilidad en
agua, la de BmimPFs (2 %) es mas del doble que la de BmimNTf, (0,7 %). Esta relacion inversa
entre eficiencia de extraccién e hidrofobicidad ya ha sido reportada en trabajos previos relativos
a la extraccion de proteinas (Shimojo et al., 2006; Zhao et al., 2009) o aminoacidos (Wang et
al., 2005; Absalan et al., 2010). Desde un punto de vista de proceso, es deseable que la
solubilidad en agua del liquido i6nico sea la menor posible, ya que asi se reduciran sus
pérdidas, facilitando su recuperacién y reutilizacién. Ademas, Freire et al. (2010) han estudiado
la estabilidad de diferentes liquidos idnicos, concluyendo que el BmimPFg puede experimentar
hidrdlisis en contacto con disoluciones acuosas. Si bien no se detectaron cambios en el pH que
pusieran de relieve dicha hidrolisis, por su mayor estabilidad y su menor solubilidad en agua, se

selecciono al BmimNTf, como el liquido idnico con el que se realiza el resto del estudio.

En el estudio del proceso de extraccion, se analiza la influencia del pH, fuerza idnica y
concentracion de la proteina en la extraccion de LF mediante BmimNTf,. En la tabla 2.1.1 se
muestran las condiciones experimentales analizadas en dicho estudio. Asimismo, se evalua la
selectividad ideal del proceso hacia la LF con respecto de la BSA. Todos los experimentos se
realizaron por duplicado, reportandose como valores experimentales el promedio de las dos
réplicas. En todos los casos, ambas réplicas presentaron resultados muy similares, como lo

demuestra que la desviacion absoluta media fuese de 0,4 %.
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Tabla 2.1.1. Condiciones experimentales del estudio de la extraccién de LF con BmimNTf,.

vo Concentracion 2S¢ alimentacion (A) Fase reextraccion (C)

exp. EdgeLL';; pH Fuerza ionica pH Fuerza ionica
M) M)
1 0,10 3,2 0,03 3,2 0,03
2 0,10 6,4 0,03 3,2 0,03
3 0,10 8,2 0,03 3,2 0,03
4 0,10 8,2 0,30 3,2 0,03
5 0,35 8,2 0,03 3,2 0,03
6 1,0 8,2 0,03 3,2 0,03
7 2,0 8,2 0,03 3,2 0,03
8 0,10 6,4 0,01 4,6 0,06

9 0,10 6,4 0,01 (Agua desionizada)

10" 0,10 8,2 0,03 3,2 0,03
11 0,10 4,6 0,06 6,4 0,01

“El liquido idnico, BmimNTf,, estuvo en contacto con dodecilsulfato de sodio (SDS) durante una
semana antes del experimento.

a. Influencia del pH

La influencia del pH en el proceso de extraccion se llevd a cabo modificando el pH de la
disolucion de alimentacién (A) de acuerdo a los valores 3,2 (exp. 1), 6,4 (exp. 2) y 8,2 (exp. 3).
Estos pH, por un lado, permanecen dentro del rango de esta variable en el que la LF es estable
a temperatura ambiente (Sreedhara et al., 2010a; Sreedhara et al., 2010b), y por otro lado, se
pueden alcanzar con sistemas tampodn fosfato, de modo que todos ellos puedan prepararse con
los mismos reactivos (H3PO4 y KOH) evitando que la naturaleza de la sal pueda interferir en el

estudio.

La tabla 2.1.2 recoge los resultados de los experimentos incluidos en el estudio de la
influencia del pH. Como puede apreciarse, esta influencia del pH es moderada y conduce a una
menor eficiencia de extraccion a pH acidos. Asi, mientras se obtiene una eficiencia de
extraccion del 9 % (o, en términos de 1-r=0,08) a pH de alimentacion igual a 3,2, para valores
de pH préximos a la neutralidad (6,4 y 8,2) se alcanzan eficiencias superiores a 12 % (1-
r=0,11) siendo los resultados a estos pH cercanos a la neutralidad no significativamente
distintos entre si. En relacion a la cinética de la extraccion, el pH no presenta una influencia

significativa sobre la misma.
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Tabla 2.1.2. Eficiencia de extraccion, £, y parametros de ajuste (ry k) de los experimentos
incluidos en el estudio de la influencia del pH de la fase de alimentacion, pHa.

o exp. oH, E (%) Parametros de. a_jl'uste
k (min?) R
1 3,2 9,1 0,922+0,006  7,27+3,25:10° 0,899
2 6,4 12,6 0,885+0,006 6,25+1,60°10 0,946
3 8,2 12,4 0,888+0,008 5,75+1,95-10° 0,928

La influencia del pH en los procesos de extraccion con proteinas se asocia a los cambios
que dicha variable origina en la carga de estas biomoléculas y, por consiguiente, al impacto que
ello tiene en la importancia de las interacciones electrostaticas (Dreyer et al., 2009; Pei et al.,
2009). En el caso de la LF, la carga positiva que posee a pH=3,2 disminuye de forma monotona
a medida que aumenta el pH hasta casi desaparecer a pH=8,2 (Peinado et al., 2010), dado que
su punto isoeléctrico se sitia en ese entorno de pH, 8-9 (Rabiller-Baudry et al., 2001). Por
consiguiente, si la influencia del pH se debiese fundamentalmente a las variaciones de carga de
la proteina, la tendencia observada entre los resultados a pH=3,2 y 6,4 deberia mantenerse en
el caso de los resultados obtenidos a pH=8,2, obteniendo valores de eficiencia de la extraccion
superiores y no iguales a los de pH=6,4. Asi, se concluye que las interacciones electrostaticas

entre la LF y el liquido i6nico no parecen ser la principal fuerza impulsora del proceso.

Por su parte, Cheng et al. (2008a) han estudiado la extraccién de hemoglobina mediante
el empleo de liquidos i6nicos basados en cationes de nucleo imidazolio, explicando estos
resultados mediante la formacion de un enlace covalente coordinado entre el cation del liquido
ionico y el atomo de hierro del grupo hemo de la proteina. En el caso de la LF, esta posee hasta
2 atomos de hierro por molécula, aunque lo mas habitual es que Unicamente esté parcialmente
saturada de hierro (la LF empleada en estos experimentos tiene una saturacion en hierro del
8%). No obstante, la cantidad de hierro presente en la LF varia de forma acusada con el pH,
dado que esta es maxima a pH neutros y se reduce considerablemente a pH acidos (Sreedhara
et al., 2010b).

Por lo tanto, podria concluirse que de forma analoga a lo descrito para la hemoglobina, los
atomos de hierro juegan un papel fundamental en la extraccién de LF con liquidos idnicos de
base imidazolio. Ello explicaria que los resultados obtenidos a pH=6,4 y 8,2 no fuesen
significativamente distintos, ya que la cantidad de hierro contenido en la proteina es la misma a
ambos pH, de acuerdo a Sreedhara et al. (2010b). Por otro lado, un nivel de saturacion en
hierro de la LF del 8 % implica que hasta un maximo del 16 % de moléculas de proteina
podrian contener un atomo de hierro, con lo que los valores de eficiencias de extraccion
obtenidos se podrian asociar a altas tasas de extraccién de las moléculas de LF que contuviesen

hierro.
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b. Influencia de la fuerza ionica

La influencia de la fuerza idnica en el proceso de extraccidon se realiza incrementando un
orden de magnitud esta variable, desde 0,03 hasta 0,30 M (ver exp. 3y 4 en la tabla 2.1.1). Un
valor de fuerza idnica igual a 0,30 M se considera elevado puesto que dobla el correspondiente
a las concentraciones salinas isotdnicas de muchos seres vivos (0,15 M), que marcan el limite
de las fuerzas ionicas clasificadas como bajas (Franks, 1993). En la tabla 2.1.3 se muestran los
resultados de los experimentos incluidos en el estudio de la influencia de la fuerza idnica.

Tabla 2.1.3. Eficiencia de extraccidn, £, y parametros de ajuste (ry k) de los experimentos
incluidos en el estudio de la influencia de la fuerza idnica de la fase de alimentacion, .

VO ex, L E%) Pardmetros de ajuste
P ° k (min) R
3 0,03 12,4 0,888+0,008 5,75+1,95°10 0,928
4 0,30 4,0 0,966+0,004 1,28+0,65°103 0,835

Como puede apreciarse, el aumento en un orden de magnitud de la fuerza idnica de la
disolucién de alimentacion provoca que la constante cinética del proceso sea casi 4 veces
inferior y la eficiencia de extraccion se reduzca a menos de un tercio. De igual forma que se
apunté para el pH, la influencia de la fuerza idnica no solo deberia asociarse a posibles cambios
de conformacioén de la proteina, sino también a la capacidad que la LF tiene para enlazarse con
los atomos de hierro. De hecho, Kawakami et al. (1992) han demostrado que incluso para
fuerzas idnicas iguales a 0,10 M, la LF experimenta una notable disminucién de su contenido en

hierro.

¢ Influencia de la concentracion de proteina

La dependencia del proceso de extraccion de la concentracion de LF en la disolucion de
alimentacién se estudia en el rango 0,10-2,0 g L™ (exp. 3 y 5-7), cuyos resultados se exponen
en la tabla 2.1.4. La eficiencia de extraccion disminuye drasticamente con la concentracion, ya
que se reduce desde un 12 % para concentraciones de LF de 0,10 g L hasta valores
ligeramente superiores al 1 % cuando se trabaja a 2,0 g L'.. De este modo, la eficiencia
(medida tanto a través de £como de 1-7) se reduce en un orden magnitud como resultado de
que la cantidad de proteina extraida se incrementa en un factor de 2, mientras que la
concentracion de la disolucién de alimentacién se multiplica por 20. Esta misma reduccién de la
eficiencia de extraccion con la concentraciéon también ha sido descrita en otros trabajos en el

campo de la extraccion con liquidos idnicos (Yan-Ying et al., 2007; Cheng et al., 2008b).
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Tabla 2.1.4. Eficiencia de extraccion, £, y parametros de ajuste (ry k) de los experimentos
incluidos en el estudio de la influencia de la concentracion de lactoferrina en la fase de
alimentacion, [ LAk

N exp. ([gL /L:JIF) E(%) Parametri(s(la:; :il)lsl'e >
3 0,10 12,4 0,888+0,008  5,75+1,95'107 0,928
5 0,35 4,7 0,955+0,002  3,22+0,91'107 0,927
6 1,0 2,1 0,981+0,002  2,51+0,98:107 0,874
7 2,0 1,5 0,987+0,001 1,88+0,82:10% 0,908

En el equilibrio, se debe cumplir la ecuacion 2.1.4:
a=a (2.1.4)
donde ¢ y a son las actividades del soluto (LF) en las fases acuosa y organica,
respectivamente. Considerando la definicion de actividad para una concentracion de soluto [X]:

a=y[X] (2.1.5)

donde y es el coeficiente de actividad, se obtiene la siguiente definicién de coeficiente de

distribucién, D, para presiones relativamente bajas (p. ej. atmosférica):

po Xl

4
_7 (2.1.6)
(X1, 7

donde el subindice O o las lineas sobre las variables hacen referencia a la fase organica y el
subindice A a la fase acuosa. Aplicando la ecuacion 2.1.6 al caso de la separacion de
lactoferrina mediante liquidos iénicos, D se calcula como el cociente entre la concentracién de

lactoferrina en el liquido idnico (fase organica) en el equilibrio, [LF'], . , y la concentracion de

esta proteina en la fase acuosa [LF],  :

LF _
po . _1-r (2.1.7)
[LF],.. r

La figura 2.1.2 representa D frente a [LF],, Y [LF] expresada en coordenadas

IL,0 !
logaritmicas. De acuerdo a lo expuesto en el presente apartado, D disminuye de forma notable
con la concentracion de la proteina. Esta reduccion del coeficiente de reparto con la
concentracion permite concluir que la extraccion estda limitada por la solubilidad de la
lactoferrina. Por lo tanto, puede deducirse que la influencia de variables como el pH o la fuerza
ionica en el proceso de extraccion puede atribuirse, ademas de a la variacion que origina en el

contenido en atomos de hierro de cada molécula de proteina, a cambios en los coeficientes de
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actividad, de acuerdo a lo expresado por la ecuacion 2.1.6. Puede apreciarse en la figura 2.1.2
como la influencia de la concentracidn de lactoferrina en la fase organica es muy superior a la

influencia en la fase acuosa, como lo refleja el mayor valor absoluto de la pendiente de la recta

de ajuste de log(D) en funcién de log([LF ]IL’OO). Ello implica que la concentracion tiene

mayor influencia sobre el coeficiente de actividad de la lactoferrina en la fase organica.
Finalmente, cabe resaltar que el hecho de que la eficiencia de extraccién se vea favorecida a
bajas concentraciones de lactoferrina hace que este proceso sea especialmente adecuado para
separar esta proteina en medios donde se encuentre en pequefias cantidades, como sucede en

el lactosuero bovino.

log (D)= 0,550 —0,744-log ([LF] )

1,0 R?=0,998

Log [D ()]

-14 1

-16 log (D)=2,06 —2.83-log([LF]; .)
18 R?=0.966
2.0
1.0 1,5 2.0 25 3.0 3.5

Log {[LF] (mg L)}

Figura 2.1.2. Coeficiente de reparto, D, respecto de las concentraciones de lactoferrina en
el equilibrio en la fase acuosa, [LF], ., Yy en el liquido i6nico, [LF], ,, en coordenadas

logaritmicas. (O) D en funcién de [LF'],_ ; (O) D en funcién de [LF], . ; (—) Recta de
ajuste de cada funcion.

d. Selectividad con respecto a la BSA

La selectividad del proceso de extraccion de LF se ha evaluado con respecto de la BSA.
Esta dltima también se encuentra presente en el lactosuero bovino y se caracteriza por tener
una masa molecular similar a la de la LF, lo que dificulta la separacion entre ambas por otros
métodos (Nystrom et al., 1998). Ademas, debe tenerse presente que debido al bajo valor del
lactosuero bovino y la facilidad para reutilizar el liquido idnico del proceso (por su despreciable
volatilidad y alta hidrofobicidad que minimizan las pérdidas de este disolvente), asi como debido
al alto valor afadido de la LF, este proceso podria resultar econdmicamente competitivo incluso
con las relativamente bajas eficiencias reportadas en apartados anteriores. Por todo ello, la
variable clave para evaluar la viabilidad del proceso de separacién es la selectividad hacia la LF
respecto de otras proteinas cuya separacion sea especialmente dificultosa, como la BSA. De

este modo, se ha analizado la selectividad del proceso, mediante la comparacion del proceso de
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extraccion de LF y BSA en las mismas condiciones que las descritas para el exp. 8 (ver tabla
2.1.1), exponiéndose los resultados en la tabla 2.1.5.
Tabla 2.1.5. Eficiencia de extraccion, £, y parametros de ajuste (ry k) de los experimentos

incluidos en el estudio de la selectividad del proceso mediante la extraccion de LF y BSA en
las mismas condiciones que el experimento 8 (v. tabla 2.1.1).

, Parametros de ajuste
Proteina E (%) ]
r k (min) R
LF 12,4 0,882+0,007 2,24+0,55°10° 0,956
BSA 2,1 0,987+0,010 1,49+4,21-10° 0,348

De acuerdo a los resultados de la tabla 2.1.5, la cantidad de BSA extraida es
practicamente despreciable, dado que el 98,7 % de esta proteina permanece en la fase acuosa
de alimentacion en el equilibrio (segin el parametro 7). La baja calidad del ajuste de los datos
para el experimento con BSA radica precisamente en esta muy baja eficiencia de extraccion
debida a la muy baja solubilidad de la proteina en el liquido idnico, ya que esta es del mismo
orden que el error experimental. Puesto que en estas condiciones la eficiencia de extraccion
para la LF es del 12 %, la selectividad ideal del proceso hacia la LF con respecto a la BSA es
igual a 9, calculada como el ratio de los valores de (1-r) obtenidos para la LF y la BSA. Debe
resaltarse que este valor relativamente alto de selectividad es competititivo con los descritos en
otros trabajos basados en tecnologias alternativas a las cromatograficas para llevar a cabo esta
misma separacion, como por ejemplo la electrodialisis con membranas de ultrafiltracién (Ndiaye
et al., 2010).

Los diferentes resultados obtenidos para la LF y la BSA pueden explicarse teniendo
presente la importante diferencia estructural por la cual la LF presenta hasta dos atomos de
hierro por molécula, mientras que la BSA no contiene ninguno en su molécula (Nystrom et al.,
1998). En consecuencia, se refuerza la idea del papel crucial que los atomos de hierro juegan
en la extraccion con liquidos idnicos de base imidazolio como el BmimNTf, y por lo tanto
explicarian la alta selectividad del proceso, de manera analoga a los resultados de Cheng et al.

(2008a) para hemoproteinas.

e. Reextraccion de la proteina

Los apartados anteriores se han centrado en el proceso de extraccion de la proteina. Sin
embargo, para conseguir un proceso de recuperacion para la LF, no debe estudiarse
Unicamente su extraccidn, sino también su reextraccion del liquido idnico de forma que se
pueda recuperar la proteina de esta fase organica. Puesto que en ninguno de los experimentos

anteriores se detectd la presencia de la LF en la fase de reextraccion, se llevaron a cabo
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experimentos adicionales en los que se impusieron moderados cambios simultaneos de pH y
fuerza idnica, asi como se estudid la influencia de dodecilsulfato de sodio (SDS, en su acrénimo
inglés). El empleo de SDS en el proceso viene motivado por el hecho de que fue el Unico agente
reextractante que permitid la reextraccion de la hemoglobina de otro liquido idnico de base
imidazolio (Cheng et el., 2008a).

En la tabla 2.1.6 se muestra la influencia que todas estas modificaciones tienen sobre la
etapa de extraccion. Puede apreciarse como los ligeros cambios de pH y fuerza idnica
introducidos en el exp. 8 y el contacto previo del liquido idnico con SDS durante una semana
(exp. 10), no tienen una influencia significativa sobre la eficiencia de extraccion al compararse
con el exp. 3 de referencia. Ademas, otro experimento (no incluido en la tabla 2.1.6) en el que
se empled como disolucién de reextraccion la misma basada en SDS que utilizaron Cheng et al.
(2008a) no sdlo no consiguid la recuperacién de la proteina del liquido i6nico, sino que
proporciond menores eficiencias de extraccion. Por su parte, el empleo del agua desionizada
como fase de reextraccion introduce ligeras mejoras en la eficiencia de extraccion, lo que puede
atribuirse a la menor fuerza idnica que presenta el agua desionizada, que ejerce su influencia
en la etapa de extraccion a través del coeficiente de actividad en la fase organica de la
proteina. Finalmente, la reduccion de £ en mas de un 50 % observada en el exp. 11 puede
atribuirse a que en el mismo se imponen condiciones desfavorables tanto de pH como de fuerza
idnica en la fase de alimentacion: un pH acido (4,6) y una fuerza idnica (0,06 M) que dobla a la
empleada en la mayoria de experimentos.

Tabla 2.1.6. Eficiencia de extraccion, £, y parametros de ajuste (ry k) de los experimentos
incluidos en el estudio de la reextraccion de la lactoferrina.

Fase Fase

Ao alimentacion (A)  reextraccion (C) Parametros de juste
ex Fuerza Fuerza E(%)

P pH  idnica pH r k (min?) R

M) /onica (M)

3 8,2 0,03 3,2 0,03 12,4 0,888+0,008 5,75+1,95°10° 0,928
8 6,4 0,01 4,6 0,06 12,4 0,882+0,007 2,24+0,55°10° 0,956
9 6,4 0,01 (Agua desionizada) 15,8 0,857+0,012 2,25+0,79-10° 0,924
10° 8,2 0,03 3,2 0,03 12,9 0,886+0,012 2,30+0,94:10° 0,882
11 4,6 0,06 6,4 0,01 57 0,954+0,008 1,40+0,85-10° 0,813

“El liquido idnico, BmimNTf,, estuvo en contacto con dodecilsulfato de sodio (SDS) durante una
semana antes del experimento.

No obstante, debe resaltarse que en ninguno de los experimentos recogidos en la tabla
2.1.6 se consigue la reextraccion de la LF. Ademas, los resultados del exp. 1 sugieren que la

proteina sufre cambios irreversibles en su estructura cuando se encuentra en el liquido idnico
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ya que, considerando que en dicho experimento tanto la fase de alimentacion como de
reextraccion son idénticas (ver tabla 2.1.1), de lo contrario deberia haberse alcanzado en el

equilibrio la misma concentracion de proteina en ambas fases acuosas.

Por consiguiente, ante la imposibilidad de recuperar la proteina extraida del liquido idnico y
dada su importancia para que el proceso de separacion sea técnicamente viable, en el apartado
siguiente se analizara la posibilidad de llevar a cabo esta separacion mediante el empleo de
sistemas acuosos bifasicos basados en liquidos i6nicos (ILATPS, en su acronimo inglés). Si bien
esta alternativa (ILATPS) presentara mayor complejidad que el empleo de liquidos idnicos
hidrofdbicos en relacion a la reutilizacion del liquido idnico, por estar presentes dos
componentes (liquidos idnicos hidrofilicos y sal), constituye la mas estudiada para extraer
biomoléculas con liquidos idnicos (Dominguez-Pérez, 2010; Alvarez-Guerra e Irabien, 2012),

con lo que se persigue asi superar las dificultades para recuperar la proteina extraida.

2.2. Viabilidad de la separacion de lactoferrina mediante reparto en tres fases
basado en liquidos idnicos (ILTPP)

De acuerdo a lo expuesto en la seccidn 2.1, y ante la imposibilidad de conseguir recuperar
la proteina extraida cuando se emplean liquidos idnicos hidrofdbicos, se concluyd que el
siguiente paso consistiria en analizar la posibilidad de llevar a cabo la separacion de la proteina
mediante sistemas acuosos bifasicos basados en liquidos idnicos (ILATPS, en su acrénimo
inglés: JIonic Liquid-based Aqueous Two Phase Systems). En este sentido, en la literatura
pueden encontrarse algunos ejemplos en los que se describe la recuperacion del soluto en
ILATPS basados en el liquido idnico BmimBF, (Jiang et al., 2007a, 2007b; Tan et al., 20123,
2012b). En algunos de estos trabajos, la recuperacion del soluto se logra mediante extraccion
inversa, en la que el liquido idnico es transferido a la fase formada por el extractante empleado
en esta segunda etapa. Este segundo disolvente empleado como extractante puede ser otro
liquido idnico (p. ej.,, BmimPFs) (Jiang et al., 2007a, 2007b) o un disolvente organico
convencional (p. €j., diclorometano, CH,Cl,) (Tan et al., 2012a). Otra alternativa implica retirar
la fase rica en sal, afiadir agua y sal a la fase rica en liquido idnico y ajustar el pH (Tan et al.,
2012b).

De este modo, se intentd sin éxito extraer y recuperar la lactoferrina (LF) con el sistema
BmimBF,/NaH,PO, siguiendo la aproximacion propuesta por Jiang et al. (2007b). Sin embargo,
en la etapa de extraccion se detectd que en los tubos que contenian LF se formaba una
pequefia capa blanquecina en la interfase entre las dos fases liquidas. Esta capa blanquecina no
se formaba en los blancos, confirmando mediante analisis con el método Bradford que la mayor

parte de la proteina se encontraba en ese precipitado en la interfase. Por lo tanto, se obtienen
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resultados analogos a los que conduce la técnica de reparto en tres fases (TPP en su acronimo
inglés, Three Phase Partitioning). En la figura 2.2.1 se muestran las imagenes de un sistema
ILTPP en presencia y en ausencia de proteina, comprobando como Unicamente en el tubo que

contiene proteina se forma la mencionada capa blanquecina en la interfase liquido-liquido.

L < FasericaenlL——> IL

<—— Proteina

S «—— Fasericaensal—— S

Figura 2.2.1. Fotografias de un sistema ILTPP en presencia (izda.) y ausencia (dcha.) de
proteina, ampliando la interfase liquido-liquido entre la fase rica en liquido idnico (IL) y la
fase rica en sal (S).

En consecuencia, se propone una nueva técnica para la recuperacion de proteinas
denominada ILTPP (Jonic Liquid-based Three Phase Partitioning, o en espanol, reparto en tres
fases basado en liquido idnico), que auna las ventajas tanto de ILATPS como de TPP, tal y
como se recoge en la tabla 2.2.1. Asi, ILTPP permite recuperar la LF mediante el concurso de
ILATPS, esto es, sin necesidad de recurrir a los disolventes convencionales como el t-butanol
que emplea la técnica TPP. Cabe destacar que mientras que el enfoque convencional basado en
ILATPS persigue extraer el soluto de interés en la fase rica en liquido i6nico, con el proceso
ILTPP el objetivo se centra en conseguir la acumulacion de la proteina que se desea recuperar
en la interfase entre las dos fases liquidas.
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Tabla 2.2.1. Principales ventajas y desventajas de ILATPS y TPP, y las caracteristicas de
estas técnicas que presenta la ILTPP.

ILATPS PP
e Control de la polaridad de las ¢ Recuperacién de las proteinas en
fases la interfase
e Ambiente biocompatible e Sencillez
Ventajas o BaJ_a f(_)rma_aon de emulsiones o Fac_:ll operacion
e Baja viscosidad e Bajos costes
¢ Cortos tiempos de separacion ¢ Cortos tiempos de separacion
¢ Bajos requerimientos energéticos | ¢ Bajos requerimientos energéticos
e Escalado fiable o Escalado fiable
Desventajas | * D_|f|cult§d para recuperar las o Usq c_le disolventes organicos
biomoléculas volatiles

De esta forma, se ha estudiado la distribucion de la LF y la seroalbdmina bovina (BSA, en
su acrénimo inglés) entre las fases formadas en los sistemas ILTPP. Para ello, la LF utilizada fue
suministrada de manera desinteresada por 7he Tatua Co-operative Dairy Company Limited
(Nueva Zelanda) con una pureza del 98,6 %, mientras que la BSA fue adquirida a Sigma-Aldrich
con una pureza superior al 98 %. Con respecto a los liquidos idnicos empleados, todo ellos
fueron adquiridos a IoLiTec (Alemania): trifluorometanosulfonato de 1-butil-3-metilimidazolio
(BmimTfO), dicianamida de 1-butil-3-metilimidazolio (Bmimdca), acetato de 1-butil-3-
metilimidazolio (BmimOAc) y tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazolio (BmimBF,). Por su
parte, Panreac Quimica (Espafa) proporciond los siguientes reactivos: dihidrogenofosfato de
sodio, NaH,PO, (122018); cloruro de sodio, NaCl (121659); acido ortofosforico, HsPO,4
(131032); hidréxido de sodio, NaOH (131687); sulfato de amonio, (NH,),SO4 (131140); t-
butanol (131903); y etanol (121085). Finalmente, el azul brillante de Coomassie, que es el
reactivo principal del reactivo Bradford, fue suministrado por Merck (Alemania). Una
informacion mas detallada de los reactivos empleados en este apartado puede encontrarse en
los trabajos de Alvarez-Guerra e Irabien (2014a, 2014b).

La metodologia experimental llevada a cabo para el estudio de la distribucién de estas
proteinas (LF y BSA) en sistemas de reparto en tres fases basados en liquidos i6nicos (ILTPP)
se sintetiza en la figura 2.2.2. En primer lugar, cantidades predeterminadas de sal, agua y
liquido idnico se afiaden a los tubos de vidrio graduados de 10 mL. A continuacion se afade la
proteina mediante 1 mL de disolucién de 1 g L de la misma, de forma que se obtenga una
concentracion de proteina igual a 0,016 % (m/m), excepto en aquellos experimentos en los que
se analiza la influencia de esta variable. A continuacion, los distintos componentes afiadidos a
los tubos se mezclan en un agitador rotatorio horizontal a 30 rpm durante 30 min. Una vez
mezclados, la separacion de fases se consigue por centrifugacion a 4000 rpm durante 5 min,

para posteriormente dejar los tubos reposando durante 90 min en un bafno termostatico a la
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temperatura deseada. Salvo en los experimentos en los que se estudia la influencia de la
temperatura, los tubos se dejaran reposar a 25 °C. Transcurrido ese tiempo, se anota el
volumen de las dos fases liquidas y se procede a la determinacion de la cantidad de proteina

presente en cada fase.

Sal
Agua |::> |:'>
Liquido iénico @A)

— 5
NG / \

Determinacion de:

RF
Medida de %XIB <:| %Xy <:| @

(B)

=

%o X1
©)

Figura 2.2.2. Metodologia para el estudio de la distribucion de proteinas en sistemas ILTPP
(liquido io6nico/sal/agua). (A) Agitador rotatorio horizontal; (B) Centrifuga; (C) Bafio
termostatico. Variables: RF, ratio masico de las fases liquidas; %.X;, porcentaje de proteina X
contenida en la fase i, donde X puede ser LF (lactoferrina) o BSA (seroalbiimina bovina) e i
puede ser S (fase rica en sal), IL (fase rica en liquido iénico) o I (precipitado en la interfase).

La concentracion de proteina en las distintas fases se determind por el método Bradford
(Bradford, 1976), por combinar sencillez y precision, habiéndose descrito en trabajos previos su
uso para medir el contenido en proteinas en los mismos o similares ILATPS (Du et al., 2007; Pei
et al., 2009; Lu et al., 2011; Tan et al., 2012a). En este método, se toman 0,1 mL de muestra y
se mezclan con 5 mL de reactivo Bradford (solucion acuosa compuesta por 0,01 % m/v de azul
brillante de Coomassie, 4,7 % m/v de etanol y 8,5 % m/v de HsPO,) y, tras 5 min de espera, se

mide su absorbancia a 595 nm mediante un espectrofotdbmetro Hach Lange DR 5000 UV-Vis.

En cada experimento, se ensayan al menos 3 réplicas acompafadas por un minimo de 3
blancos con la misma composicion de los tubos problema pero sin la proteina, para eliminar
cualquier interferencia que el liquido i6nico o la sal pudiera tener en la medida (Dreyer et al.,
2009; Novak et al., 2012). Ademas, con el objeto de asegurar la calidad de las medidas, se
mide la proteina acumulada en la interfase para cerrar el balance de materia de este
componente, de forma que la suma de la cantidad de proteina en cada fase sea igual a la
cantidad inicial de la misma presente en el sistema. Para ello, se retiran las dos fases liquidas

con una jeringa dejando en los tubos la capa de proteina acumulada en la interfase;

50



Capitulo 2. Desarrollo

posteriormente, se afiade un volumen conocido de agua desionizada y se determina la

concentracion de proteina mediante el método Bradford.

Los resultados de estos experimentos se expresan en términos de la fraccién de proteina

presente en cada fase (%.JX) y el ratio masico de las fases liquidas (RA):

M
RE = Ms (2.2.2)
MIL

donde M iX es la masa de proteina X contenida en la fase i (i puede ser S para la fase rica en

sal, IL para la fase rica en liquido idnico, o I para el precipitado en la interfase liquido-liquido);
M es la masa inicial de proteina afiadida al sistema; M es la masa de la fase acuosa rica en
sal; M, es la masa de la fase acuosa rica en liquido idnico; y X denota a la proteina, que puede

ser LF o BSA dependiendo del experimento.

La variable RF se calcula mediante la determinacién de Ms a partir de los valores del
volumen y densidad de esta fase, mientras que M, se obtiene por diferencia entre la masa total
del sistema (6,4 g) y Ms. A su vez, la densidad de la fase rica en sal se mide pesando la masa

de 1 mL de la misma. Por todo ello, en los calculos se asume lo siguiente:

e La cantidad de proteina presente en el sistema puede considerarse despreciable con
respecto a su masa total (la fraccion masica maxima a la que se trabaja es de 1,6:10™), por
lo que la composicién del sistema puede describirse a través de sus 3 componentes

principales: liquido i6nico, sal y agua.

e La masa del precipitado acumulado en la interfase liquido-liquido puede considerarse
despreciable, por lo que la masa total del sistema se asume que es igual a la suma de la

masa de las dos fases liquidas.

Los resultados que se muestran son la media de las diferentes réplicas de cada
experimento, acompanados por su cuasi-desviacion tipica. Debe senalarse que los valores de
% X; se obtienen por diferencia de %X y %X, puesto que el considerablemente mayor nimero
de etapas que se precisan para medir experimentalmente %.J; conduce a mayores errores
experimentales de esta variable. En este sentido, debe resaltarse que en estudios previos es
frecuente determinar el contenido en un soluto de una fase mediante balance de materia (Kiss
et al., 1998; Dreyer y Kragl, 2008; Tan et al., 2012b). No obstante, la cantidad de proteina en
la interfase se midio, de acuerdo a lo comentado anteriormente, para comprobar que el balance
de materia a la proteina se cumplia. Y en efecto, se consigue cerrar dicho balance dado que la
diferencia entre la cantidad inicial de proteina afadida al sistema y la suma de la cantidad de

proteina medida en cada fase es del 10%.
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De este modo, en primer lugar se estudia la distribucion de la LF entre las fases para el
sistema BmimBF,/NaH,PO, por ser con el que se desarrolla por primera vez la técnica ILTPP,
analizando la influencia de la composicién del sistema (concentracion de liquido idnico y sal), el
efecto de un electrolito adicional (NaCl) y la temperatura. Posteriormente, se lleva a cabo la
seleccion del sistema liquido idnico/sal que mejores resultados ofrezca para desarrollar la
técnica ILTPP y, con el sistema elegido, se estudia la influencia del pH y de la concentracion de
proteina. Si bien la proteina en la que se centra este estudio es la LF, por ser la proteina de
interés en esta tesis doctoral, con el objeto de poder propocionar la selectividad de la técnica

ILTPP hacia esta proteina, también se analiza el reparto de la BSA entre las distintas fases.

a. Estudios preliminares con el sistema BmimBFy/NaHPO,

Este analisis se centra en identificar la influencia de la composicion del sistema (esto es, la
fraccion masica de liquido i6nico, BmimBF,, y de sal, NaH,PO,), de un electrolito adicional como
el NaCl y de la temperatura, sobre la recuperacién de LF. El objetivo es maximizar esta
recuperacion de LF empleando para ello la menor cantidad de reactivos y, en especial, de
liquido i6nico. En este apartado, todos los experimentos se llevan a cabo a la misma

concentracién de proteina (1,6°10™* m/m).

Para analizar la influencia de la composiciéon del sistema, se recurre al disefio factorial de
experimentos, muy utilizado en procesos complejos, dificiles de modelar, para describir su
comportamiento y encontrar relaciones cuantitativas entre las variables dependientes e
independientes (Kumar et al., 2011; Mota et al., 2012). En este caso, el disefio factorial de
experimentos permite conocer la influencia de la concentracion teniendo en cuenta la posible
interaccion mutua de las variables analizadas, denominadas factores: la fraccién masica global
(en el punto de mezcla) de BmimBF,, [/]w, Y la fraccion masica global de NaH,PO,4, [Slw,
ambas expresadas como porcentaje. En la nomenclatura de los disefios factoriales, estos
factores vendran denotados por x; y X, respectivamente. Los rangos en los que se estudia la
influencia de x; y x son 13,5-26,5 % y 13,5-30,5 %, por definir la regidon de composiciones en
la que dos fases liquidas inmiscibles coexisten y la fraccion de liquido idnico es relativamente
baja (Li et al., 2010a), de manera analoga a trabajos previos con ILATPS basados en este
sistema (Jiang et al, 2007a, 2007b; Tan et al., 2012b).

La tabla 2.2.2 muestra las caracteristicas de los experimentos incluidos en el disefio de
experimentos y sus principales resultados: el porcentaje de LF que se distribuye en cada fase
con respecto de la cantidad inicial de proteina afiadida al sistema (%/.Fs en la fase rica en sal,
%LFA, en la fase rica en liquido idnico y %LA en la interfase), y el ratio masico de las fases

liquidas, RF. De acuerdo a la misma, la mayoria de la LF se acumula en la interfase liquido-
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liquido formando la pequena capa blanquecina, puesto que %/.A varia entre 74 % y 99 %.
Estos valores son similares a los reportados para otras proteinas recuperadas mediante TPP
(Dennison y Lovrien, 1997; Kiss et al, 1998). Dado que la cantidad de LF presente en la fase
rica en liquido idnico puede considerarse despreciable en todos los experimentos, basta con
proporcionar %LF para conocer cdmo se reparte esta proteina entre las fases, ya que puede
considerarse que el resto permanece en la fase rica en sal. Por lo tanto, las variables respuesta
son %LFA y RF. El objetivo es maximizar %LA para recuperar la maxima cantidad de LF en la
interfase, mientras que RF permite caracterizar a las fases liquidas del sistema y es muy
dependiente de su composicion global y de su posicion relativa respecto de la curva binodal,
variando desde 2,2 hasta 12.

Tabla 2.2.2. Caracteristicas y resultados de los experimentos incluidos en el disefio

factorial: fraccién masica global de BmimBF, (x;) y de NaH,PO, (x) en el sistema; reparto

de la cantidad de LF entre cada fase (%LFs en la fase rica en sal, %LA, en la fase rica en
liquido idnico y %LFA en la interfase), y el ratio masico de las fases liquidas, RF.

Exp. Xy X Reparto de LF entre las 3 fases RF
o, x) (%) (%) %LFs %LF; %LFy )
(-1,-1) 13,5 13,5 25,8+2,5 74,2£2,5 0,0+0,0 12,0+0,9
(1,-1) 26,5 13,5 16,7+2,8 83,2+2,8 0,1+0,2 2,8+0,3
(-1, 1) 13,5 30,5 10,7+4,9 89,3+£4,9 0,0+0,0 5,5+0,2
(1, 1) 26,5 30,5 0,8+1,4 99,2+1,4 0,0+0,0 2,2+0,3
(0, 0) 20,0 22,0 19,8+2,8 80,2+2,8 0,0£0,0 3,8+0,6
(0, O) 20,0 22,0 19,2+1,2 80,8+1,2 0,0+0,0 3,8+0,1
(0, O)m 20,0 22,0 19,1442 80,8+4,4 0,2+0,3 3,9+0,4
(-1, 0) 13,5 22,0 21,6+0,6 78,4+0,6 0,0£0,0  6,6%0,3
(0,-1) 20,0 13,5 23,9+1,5 76,1+1,5 0,0+0,0 5,9+0,6
(1, 0) 26,5 22,0 12,8+1,5 87,2£1,5 0,0+0,0 2,3+0,1
(0, 1) 20,0 30,5 6,1£0,5 93,9£0,5 0,0£0,0  3,1+0,2

El analisis estadistico del disefio de experimentos 2% se recoge en la tabla 2.2.3. Este
disefio 22 comprende los 4 primeros experimentos de la tabla 2.2.2 y en él se consideran 2
niveles de los factores (-1 y 1) a los que se normalizan estas variables, x; y x. Por su parte, las
variables respuesta, %LFA y RF, se expresan en valores sin normalizar para que los resultados
puedan interpretarse facilmente. Para realizar los analisis estadisticos se emplea MATLAB® 7.11
(MathWorks, Inc.) y Minitab® 15.1 (Minitab Inc.), obteniendo los efectos principales y el modelo
de regresion para cada respuesta. El efecto principal de un factor es la medida del cambio en la
respuesta (%LA 0 RF) producido por un cambio en el nivel del factor (x; 0 x) (Montgomery,
1997). El modelo de regresion permite determinar la composicion del sistema que conduce a los
valores deseados de %LA y de RF, destacandose que para un disefio 2 es una ecuacion en el

que la respuesta es una funcion lineal de sus factores.
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Tabla 2.2.3. Efectos principales y modelo de regresidn lineal obtenidos en el disefio
factorial de experimentos 22 (nivel de confianza al 95 %; significativo si £ < 0,05). Notacidn:
X", fraccion mésica de BmimBF, normalizada; x", fraccion mésica de NaH,PO, normalizada;
Lo, By B, coeficientes del modelo de regresion.

o o Modelo de regresion:
1 2 respuesta = By + By x| + Boxs
Efecto Error Valor Efecto Error Valor
Respuesta principal estandar P principal estandar P Po P P R
%LFA 9,45 0,22 0,029 15,56 0,22 0,018 86,50+2,75 4,73+2,76 7,78+2,76 0,999
RF -6,22 1,47 0,281 -3,51 1,47 0444  5,64+18,69 -3,11+12,47 -1,76+18,70 0,855

Los resultados ponen de manifiesto que ambos factores (xy y x) tienen un efecto
significativo sobre %LA, puesto que en ambos casos el P valor es menor de 0,05 para un nivel
de confianza al 95 %. Ademas, estos efectos son positivos, ya que cuanto mayor es el factor,
mayor es %LA. El efecto de x es un 64 % superior al de x;, lo que implica que la influencia de
la concentracion de NaH,PO, en el sistema sobre la fraccién de LF que se recupera en la
interfase es mayor que la influencia de la concentracién de BmimBF,, aln cuando se tiene en
cuenta la diferencia del rango en que se estudia cada factor. Esta mayor influencia se
manifiesta también en que el coeficiente que multiplica a x, 5, es mayor que S, (7,8 y 4,7,
respectivamente). Los puntos de los 4 experimentos que conforman el disefio factorial 22, (1,
+1), se ajustan al modelo de regresion lineal para %LA con un error practicamente
despreciable (R>=0,999).

El efecto de los factores sobre la otra respuesta, RF, es completamente distinto. Por un
lado, tanto x; como x; tienen un efecto negativo sobre RF, por otro lado, en este caso es la
concentracion de liquido ionico la que tiene mayor influencia puesto que el efecto de x; es
mayor (en valor absoluto). Por consiguiente, la tendencia con los factores de %LA y de RF es
opuesta. No obstante, debe destacarse que ninguno de los efectos principales de RF es
significativo y que el valor de R* del ajuste de la regresion lineal es relativamente bajo (0,855),
por lo que esta regresion lineal no puede ajustar adecuadamente los datos experimentales de
RF de este andlisis. Este pobre ajuste del modelo de regresion lineal para RF es coherente con
el hecho de que esta variable sea funcion de la posicién del punto de mezcla (composicion
global del sistema) con respecto de la curva binodal del sistema de acuerdo a las curvas de
reparto, dada la clara no linealidad tanto de la curva binodal como de la longitud de las rectas

de reparto del sistema BmimBF,/NaH,PO./agua (Li et al., 2010a).

Con el objeto de evaluar la forma de la respuesta en la zona central de la regién de
composiciones analizada, se afiade el punto central (0, 0) al estudio calculandose de nuevo los
efectos principales y la curvatura de la respuesta en este punto central (tabla 2.2.4). La
curvatura se define como la diferencia en la respuesta entre el valor experimental medio en el

punto central y el valor predicho por el modelo de regresion, es decir, el coeficiente . La tabla
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2.2.4 muestra que la curvatura de %.LFA es significativa, lo que resulta esperable si se considera
que puede producirse un efecto techo para esta respuesta, por presentar valores muy proximos
a su limite superior (100 %). No obstante, la desviaciéon que introduce la curvatura respecto de
la regresion es relativamente pequefia comparada con el valor de la variable en ese punto
(desviacién del 7 %), por lo que el modelo de regresién lineal permite describir esta respuesta
con la precision suficiente. En relacion a RF, aunque la curvatura es estadisticamente no
significativa, como antes se ha comentado, el modelo de regresion lineal no puede ajustar
satisfactoriamente los datos experimentales. Por lo tanto, debe hacerse un disefio factorial 32

para obtener una expresion estadisticamente significativa para esta variable, RF.

Tabla 2.2.4. Efectos principales y curvatura obtenidos en el disefio factorial de
experimentos 2% + punto central (0,0) (nivel de confianza al 95 %; significativo si P < 0,05).
Notacién: x;", fraccidn masica de BmimBF, normalizada; x", fraccion mésica de NaH,PO,
normalizada.

* *

Xi X5 Curvatura
Respuesta Ef ec;‘o E rror Valor P E fec_to Erlror Valor P Punto Valor P
principal  estandar principal  estandar central
%LA 9,45 0,18 0,000 15,56 0,18 0,000 -5,88 0,000
RF -6,22 0,85 0,035 -3,51 0,85 0,131 -1,81 0,257

El disefio factorial 3% conduce a un modelo de regresién de segundo orden, puesto que
incluye el coeficiente de interaccion mutua () y los cuadrdticos (B y ). Del analisis
estadistico se obtienen dos modelos de regresion: el primer modelo contiene todos los
coeficientes (&-f), mientras que el segundo Unicamente contiene los coeficientes
estadisticamente significativos (ver tabla 2.2.5). Puede apreciarse como la inclusion de los
términos de segundo orden mejora notablemente la calidad del ajuste de los datos de RF el
coeficiente R? se incrementa desde 0,855 a 0,979. Ademas, mientras que el modelo lineal no
posee ningln coeficiente estadisticamente significativo, el modelo de segundo orden tiene
Unicamente un coeficiente que no es estadisticamente significativo (). Por ello, se puede
prescindir de este coeficiente sin que se produzca una disminuciéon muy acusada de R?. En
resumen, a pesar de la clara no linealidad de RF, este modelo permite evaluar y obtener una
relacion cuantitativa Gtil entre RF y la composicion del sistema, en el rango de variables

estudiado.
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Tabla 2.2.5. Modelos de regresidn para RF que se obtienen del disefio factorial de
experimentos 32 (nivel de confianza al 95 %) y su comparativa con el modelo de regresién
. e * . s . - - * . s .

lineal. Notacion: x;, fraccion masica de BmimBF; normalizada; X, , fraccion masica de

NaH,PO, normalizada; &, B, B, B, B Y B, coeficientes del modelo de regresion.

Modelo de regresion: respuesta = By + By 'X; + Bo'Xs + B3'Xy Xo + BaXi? + s Xz

Términos Bo Bi B> Bs Ba Bs R
Lineales  5,64+18,69 -3,11+12,47 -1,76+18,70 - - - 0,855
Todos 3,7240,75  -2,7840,60  -1,64+0,60 1,47+0,74 0,87+0,92 0,97+0,92 0,979
Significativos ~ 4,07+0,84  -2,78+0,77  -1,64+0,77 1,47+0,94 - 1,20+1,14 0,955
100 - - 5,0
I b
90 - I - 45
80 - - 40
70 - - 3.5
T 60 F30
3 50 2,5 Ef
X 7 e
40 - - 2,0
30 - - 1,5
20 - - 1,0
10 - - 0,5
0 0,0
0 3 6
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Figura 2.2.3. Influencia de la fraccién masica de NaCl, [Nadl] (%), en la fraccién de
lactoferrina que se acumula en la interfase, %LA, y en el ratio masico de las fases liquidas,
RF, para las condiciones experimentales del punto central (0, 0). Notacién: %LFA (barras
amarillas), RF (barras azules).

En relacion a la infuencia de una segunda sal como NaCl, se estudia para un rango de

fracciones masicas para este componente del 0 al 6 %, tal y como se representa en la figura

2.2.3. Este estudio se lleva a cabo en las mismas condiciones que las del punto central (0, 0).

La fraccién de LF que se acumula en la interfase crece del 81 al 96 % con el NaCl en el

intervalo estudiado. Si se compara esta influencia con la producida por NaH,PO, Ia

dependencia de %LA respecto de NaCl es mayor: mientras que el incremento de la fraccién

masica de NaH,PO, en 8,5 puntos porcentuales —cuando se pasa del punto (0, 0) al (0, 1)-

conduce a un aumento de 13 puntos porcentuales en %/.FA, esta Ultima variable se incrementa

15 puntos debido a la presencia de un 6 % de NaCl. Este efecto también ha sido descrito en
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estudios previos para otras proteinas (Tan et al., 2012a) y permite alcanzar mayores tasas de
recuperacion de proteina en la interfase con un menor contenido en sal y, especialmente, sin
necesidad de incrementar la cantidad de liquido idnico que se precisa. Sin embargo, el efecto
de NaCl sobre el ratio masico de fases liquidas, RF, es analogo al observado para NaH,PQO,: un

mayor contenido en sal disminuye el ratio de fases.

Respecto del efecto que tiene la temperatura sobre la recuperacion de la LF en la
interfase, se estudié el rango 25-40 °C empleando las mismas condiciones experimentales del
punto central (0, 0). La figura 2.2.4 muestra como %/~ aumenta en el rango de 25-35 °C
desde el 81 hasta el 89 %. En cambio, para 7=40 °C, %LA cambia su tendencia y disminuye
hasta el 76 %, lo que implica que el porcentaje de LF que permanece en la fase rica en sal se

incrementa de 10 a 24 %.

100 - - 5,0

90 - I - 45

| I . - 40

70 - - 35
T 60 - - 30
S s0- 05 %
R 0

40 - - 2,0

30 - - 15

20 - - 1,0

10 - - 0,5

0 . . . 0,0

25 30 35 40
T (°C)

Figura 2.2.4. Influencia de la temperatura, 7 (°C), en la fraccién de lactoferrina que se
acumula en la interfase, %L.LA, y en el ratio masico de las fases liquidas, RF, para las
condiciones experimentales del punto central (0, 0). Notacion: %LA (barras amarillas), RF
(barras azules).

Los resultados obtenidos para %LA al variar la temperatura pueden compararse con la
eficiencia de extraccion obtenida en otros estudios basados en el enfoque convencional de
ILATPS, esto es, con la fraccion de soluto que se retira de la fase de alimentacion
(independientemente de si el soluto se acumula en la interfase o es extraido por la fase rica en
liquido i6nico), ya que el comportamiento con un maximo a temperaturas moderadas también
es descrito en otros trabajos que emplean el mismo sistema BmimBF,/NaH,PO, (Tan et al.,
2012a) u otros ILATPS (Du et al., 2007). Esta tendencia puede atribuirse a los cambios de
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conformaciéon que la proteina experimenta con la temperatura y que pueden conducir a su
desnaturalizacion. De este modo, Sreedhara et al. (2010b) han reportado que la temperatura
de desnaturalizacion de la LF para condiciones moderadamente acidas es de 40 °C, que es

justo el valor para el cual %LA muestra una notable disminucion.

El area de la region bifasica en el diagrama de fases disminuye con la temperatura debido
a que la solubilidad mutua de los componentes aumenta (Li et al., 2010a). Sin embargo, la
influencia que tiene la temperatura sobre RF puede considerarse despreciable, tal y como
puede apreciarse en la figura 2.2.4. Por consiguiente, a diferencia de lo que se obtiene con la
dependencia de la composicion del sistema, la temperatura puede incrementar %.A en el
rango 25-35 °C sin una disminucién significativa de RF, de hecho, el efecto de 7sobre RFes un
orden de magnitud inferior a la influencia que sobre esta variable ejerce la composicién del

sistema.

b. Seleccion del sistema liquido ionico/sal

En el apartado anterior, se obtuvieron resultados experimentales muy prometedores en
términos de recuperacion de lactoferrina (LF) en la interfase empleando el sistema
BmimBF,/NaH,PO,4. Sin embargo, debe considerarse el riesgo de hidrdlisis que este liquido
idnico, BmimBF,, puede sufrir cuando esta en contacto con agua. Asi, Freire et al. (2010)
describieron su hidrdlisis bajo todas las condiciones experimentales que estudiaron, que incluian
un amplio rango de pH. Por lo tanto, debe identificarse otro sistema liquido idnico/sal para
llevar a cabo la recuperacién de proteinas mediante ILTPP que proporcione resultados
experimentales similares a los descritos en el apartado anterior, pero sin el mencionado riesgo

de hidrdlisis.

Los resultados en términos de acumulacion de LF en la interfase obtenidos con el sistema
BmimBF,/NaH,PO, conducen a una tasa de recuperacion de esta proteina del 80 % cuando la
composicion global del sistema es de 20 % y 22 % (en masa) de liquido iénico y sal,
respectivamente. Previamente a la seleccién de sistemas liquido idnico/sal alternativos, se
evaluaron los resultados obtenidos con el sistema t-butanol/(NH4),SO, de la técnica TPP
convencional, para tener una referencia con la que poder comparar. En este sistema
convencional se consigue una acumulacion de LF en la interfase del 85 % cuando su
composicion es andloga a la empleada con el liquido idnico: 20 % de t-butanol y 22 % de
(NH,),S04. En consecuencia, los resultados obtenidos con BmimBF,/NaH,PO, son competitivos
cuando se comparan con los que proporciona la técnica TPP convencional. De este modo, el
sistema liquido ionico/sal que reemplace al BmimBF,/ NaH,PO, debe combinar la estabilidad del
liquido i6nico cuando estd en contacto con agua y al menos la misma eficiencia que la

anteriormente descrita para recuperar la proteina en la interfase.
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Para este objetivo, se evalGan otros liquidos iénicos: Bmimdca, BmimTfO y BmimOAg, tal y
como se resume en la tabla 2.2.6. En la literatura pueden encontrarse diversos trabajos que
describen el empleo de sistemas acuosos bifasicos basados en los liquidos idnicos anteriores
para extraer otras proteinas (Pei et al., 2010) y otros compuestos organicos, tales como
aminoacidos (Li et al., 2010b) o alcoholes (Mdiller y Gérak, 2012). Por consiguiente, se analiza
la distribucién de la LF en los sistemas ILTPP formados por los anteriores liquidos idnicos y
NaH,PO,, con fracciones masicas iguales a 0,20 y 0,22, respectivamente.

Tabla 2.2.6. Principales caracteristicas de los experimentos llevados a cabo con sistemas
liquido idnico/sal para la recuperacion de proteinas mediante ILTPP. Notacion: [ZL]v, fraccion
masica de liquido idnico (IL), expresada en porcentaje; [S]u, fraccion masica de sal (S),

expresada en porcentaje. Las celdas en verde indican que ese sistema IL/sal presenta la
caracteristica correspondiente; en caso contrario la celda posee color rojo.

Coméyl 2?2%0: ael Principales caracteristicas

Sistemas Disolucion Dos Capa de Capa de
1L /sal [IL]y /S complet fases proteina en | proteina | Estabilidad
0, 0, //
(% mym) | (% m/m) delasal | lguidas la /nz‘irfase COZZ.’;Z - de IL

BmimBF,/
NaH,PO, 20,0 22,0
Bmimdca/
NaH,PO, 20,0 22,0

20,0 22,0
BmimTfO/
NaH,PO, 23,3 26,3

26,5 30,5
BmimOAc/ 20,0 22,0
NaHPOs | 5 5 30,5
BmimBF,/

20,0 22,0
(NH4),SO4 ! '
BmimTfO/

23,3 26,3
(NH4),S04

El sistema basado en Bmimdca permite que la LF sea extraida de forma practicamente

cuantitativa en la fase rica en liquido i6nico, dado que mas del 97 % de esta proteina se
encontraba en esta fase, no detectandose acumulacién de proteina en la interfase. Si bien este
resultado podria interpretarse como altamente satisfactorio desde un punto de vista de ILATPS,
ello implicaria que se precisaria de una etapa adicional de reextraccién para recuperar la LF de
la fase rica en liquido idnico. Debe recordarse que la principal limitacion técnica para recuperar
LF con liquidos idnicos se halla precisamente en conseguir su reextraccion (Alvarez-Guerra e
Irabien, 2012). Por esta razon, ILTPP promueve la acumulacidon del compuesto de interés en la
interfase liquido-liquido, evitando asi el problema de la reextraccion para su recuperacion. Por

lo tanto, Bmimdca no proporciona resultados de interés para la técnica ILTPP.
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En relacion al BmimTfO, se obtiene una capa de LF en la interfase que no es densa o
consistente, si bien los resultados cualitativos podrian ser de interés para ILTPP. Por el
contrario, el BmimOAc no consigue siquiera la formacion del sistema bifasico para la
concentracion mencionada ([/L]w=20 %, [S]w=22 %). Por lo tanto, se realizan otros
experimentos basados en BmimTfO y BmimOAc a mayores concentraciones de liquido idnico y
sal, ya que ello permitiria obtener precipitados mas consistentes en la interfase y promover la
formacion de dos fases acuosas inmiscibles. Como se muesta en la tabla 2.2.6, la nueva
composicion del sistema es del 26,5 y 30,5 % de liquido idnico y sal, respectivamente, por ser
esta la maxima concentracion con la que se trabajo con el sistema BmimBF,/NaH,PO, (Alvarez-
Guerra e Irabien, 2014a). Bajo estas condiciones experimentales, se obtienen muy diferentes
comportamientos para los dos liquidos idénicos mencionados. Por un lado, el BmimTfO produce
una capa de LF consistente que concentra la mayor parte de la proteina contenida en el
sistema, pero una pequeiia cantidad de sal no pudo disolverse tras la etapa de mezclado en el
agitador rotatorio. Por otro lado, el sistema basado en BmimOAc consigue extraer mas del 97
% de LF en la fase rica en liquido idnico sin que se forme precipitado en la interfase (de
manera similar al resultado obtenido con Bmimdca) y ademas una cantidad significativa de sal
quedé sin disolver tanto en los tubos de muestra como en los blancos. Estos resultados ponen
de manifiesto que el BmimOAc no es Util si lo que se persigue es la acumulacion de la proteina
en la interfase liquido-liquido, mientras que los resultados de BmimTfO son muy prometedores

si se consiguiera una completa disolucién de la sal.

En consecuencia, el comportamiento del sistema BmimTfO/NaH,PO, se analiza para una
composicion intermedia de las dos previas: [7L]w=23,3 %, [S]w=26,3 %. Con esta composicion,
se consigue la total disolucion de la sal y que un 98 % de la LF pudiese recuperarse en la
interfase. Ademas, dada la importancia de estos resultados, este experimento se realizd por
triplicado (y, como todos los experimentos, a su vez cada uno de ellos consta de 3 réplicas), y
en todos los casos se obtuvieron resultados muy similares, como lo demuestran los bajos
valores de cuasi-desviacion tipica que se obtienen en estas condiciones (pH=4,0). Para esta
composicion, el sistema BmimBF,/NaH,PO, proporciona una tasa de acumulaciéon de LF en la

interfase del 89 %, que es significativamente menor que la fraccion recuperada con BmimTfO.

Finalmente, se estudia la posibilidad de reemplazar la sal empleada en las pruebas
anteriores, NaH,PO,4, por (NH4),SO,4, que es la utilizada en la técnica TPP convencional. Sin
embargo, esta modificacion en combinacion tanto con BmimBF,; como con BmimTfO no
proporciona precipitados de LF consistentes, porque o bien no llegan a formarse o bien quedan

mezclados con la fase rica en liquido idnico.

En conclusion, se selecciona el sistema BmimTfO/NaH,PO, para realizar la técnica ILTPP,
ya que ofrece resultados competitivos con los obtenidos con BmimBF./NaH,PO, pero sin el

riesgo de hidrdlisis asociado a este Ultimo sistema cuando esta en contacto con agua. Ademas,
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debe tenerse presente que la toxicidad del BmimTfO es menor a la del BmimBF, y a la de
diversos disolventes convencionales empleados como referencia (Alvarez-Guerra e Irabien,
2011). De este modo, todos los estudios posteriores en relacion a ILTPP se llevaran a cabo con
este sistema, si bien no se analiza la influencia de la composicion del sistema tal y como se hizo
con el sistema BmimBF,/NaH,PO, puesto que Unicamente un muy estrecho rango de
composiciones conduce a resultados de interés para el ILTPP, como se ha comentado

anteriormente.

¢. Influencia del pH

El control del pH de las fases acuosas es crucial para la separacion/extraccion de
biomoléculas como las proteinas, cuya estructura depende de forma muy acusada de esta
variable por la influencia que el pH tiene sobre la carga de las proteinas (Pei et al., 2009;
Ventura et al., 2012). Por ello, esta variable suele evaluarse cuando se estudia la recuperacion
de proteinas mediante ILATPS (Dreyer et al., 2009; Pei et al., 2012; Tan et al., 2012a) o TPP
convencional (Dennison y Lovrien, 1997; Calci et al., 2009). En el presente estudio, se analiza el
reparto de la LF en el sistema empleando disoluciones acuosas a 3 pH diferentes: 3,1; 4,0; y
5,5. El caso de pH=4,0 se corresponde con el pH de la disolucion acuosa de NaH,PO,
concentrada que se mezcla con BmimTfO para dar el sistema BmimTfO/NaH,PO, descrito en el
punto anterior ([ZL]u=23,3 %, [S]w=26,3 %). Para el experimento a pH=3,1, se adiciona HsPO,
a la disolucién salina concentrada hasta que se alcanza dicho pH, mientras que el pH=5,5 se
consigue mediante la adicion de NaOH. La concentracién de sal en estos dos Ultimos casos es
aquella que proporciona la misma fuerza idnica debida a la sal que para pH=4,0 (2,8 M), con €l
fin de eliminar la posible influencia de esta variable. Ademas, la fraccion masica de liquido
ionico varia entre los 3 casos para que el ratio liquido idnico/agua sea el mismo en todos ellos.

Tabla 2.2.7. Influencia del pH sobre el reparto de la proteina entre las 3 fases que se
forman en los sistemas ILTPP basados en BmimTfO ([IL]u) y dihidrogenofosfato ([S]m):
%2Xs, porcentaje de proteina X presente en la fase rica en sal; %.;, porcentaje de proteina

X presente en la fase rica en liquido idnico; %.JX, porcentaje de proteina X presente en la
interfase. Condiciones experimentales: [X]w=0,016 (% m/m); 7=25 °C.

Proteina . [IL]y [Sy Reparto de la proteina X entre las 3 fases
X P % m/m) (% m/m) %X %X, %X,

3,1 22,7 27,9 0,5+0,8 98,1 +£1,1 1,4+0,8

LF 4,0 23,3 26,3 10+1,1 98,3+1,7 0,7+0,7
5,5 24,6 22,0 16,7 £ 2,3 82,9+2,5 04+0,8

3,1 22,7 27,9 1,7+ 1,1 32,3+4,5 66,0 +£ 4,4

BSA 4,0 23,3 26,3 0,7+1,2 56,6 £ 7,0 42,7 £ 6,1
5,5 24,6 22,0 45,0 £ 4,4 548 £ 4,4 0,2+04

La tabla 2.2.7 muestra la composicion global del sistema en los experimentos llevados a

cabo a distintos valores de pH asi como el reparto de LF o BSA entre las diferentes fases del
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sistema: la fase rica en sal (%L 0 %BSAs), la fase rica en liquido idnico (%LA. 0 %BSAL) Y la
interfase (%LA o0 %BSA). Todos los experimentos se han realizado a la misma concentracion
de la proteina (ya sea LF o BSA): 1,6:10™ (m/m).

Como puede apreciarse, la mayoria de la LF se acumula en la interfase liquido-liquido
puesto que mas del 80 % del contenido en esta proteina se encuentra formando la capa
blanquecina entre las dos fases liquidas. Ademas, para condiciones acidas moderadas (pH=3,1
y 4,0), la recuperacion de LF es practicamente cuantitativa (98 %). A un pH mas proximo a la
neutralidad, %LFA disminuye hasta el 83 % dado que el 17 % de la LF permanece en la fase
rica en sal, si bien incluso estos resultados siguen siendo competitivos con los conseguidos con
el sistema BmimBF4/NaH,PQO,. Por su parte, la fraccién de LF contenida en la fase rica en liquido

ionico puede considerarse despreciable en todos los casos.

El comportamiento de la BSA es muy diferente del observado para la LF. Asi, %BS4; es
entre un 33 % y un 67 % inferior a los respectivos valores de %LA para cada experimento. De
este modo, % BSA; varia entre el 32 % a pH=3,1 y el 55-57 % a pH=4,0 y 5,5. Por otro lado, el
reparto de la fraccion de BSA que se encuentra en las fases liquidas cambia completamente
entre los experimentos. A pH=5,5, la BSA contenida en la fase rica en liquido idnico es
despreciable, es decir, la BSA que no se acumula en la interfase permanece en la fase rica en
sal. Por el contrario, a pH=3,1 y 4,0 la BSA se encuentra principalmente en la fase rica en
liquido idnico (66 y 43 %, respectivamente), mientras que Unicamente una muy pequeia

fraccion de esta proteina se encontraria en la fase rica en sal.

Los resultados anteriores pueden explicarse teniendo presente la carga de ambas
proteinas. La LF se encuentra cargada positivamente a todos los niveles de pH estudiados, ya
que todos ellos se encuentran por debajo de su punto isoeléctrico, 8-9 (Rabiller-Baudry et al.,
2001). En consecuencia, no se detecta ningun cambio drastico en los resultados experimentales
en relacion a esta proteina. En cambio, el signo de la carga de la BSA cambia de negativo a
positivo cuando el pH disminuye desde 5,5 hasta 4,0 o 3,1, dado que su punto isoeléctrico se
encuentra en el rango de 4,7-4,9 (Zydney, 1998). Este hecho explica los cambios tan
significativos observados en el reparto de la BSA entre las fases liquidas descrito en el parrafo
anterior. Cabe concluir entonces que la carga de las proteinas parece tener un papel muy

importante en el reparto de estas biomoléculas entre las fases de ILTPP.

La selectividad ideal del proceso, Srpesa, Se mide comparando la fraccién de las dos

proteinas (LF y BSA) que se acumula en la interfase:

%LF,

LF/BSA — %BSA, (2.2.3)

Esta variable, Sgssa, representa el factor de enriquecimiento hacia la LF que proporciona

la técnica ILTPP. La figura 2.2.5 expone el valor de Sfssa @ diferentes pH, asi como el ratio
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masico de fases liquidas, RF. Los resultados revelan claramente que cuanto menor es el pH,
mayor es su selectividad: Ssp @ pH=3,1 dobla su valor respecto del que presenta a pH=5,5.
Este rango de Sgmsa, 1,5-3,0, es competitivo con las selectividades descritas por otras
tecnologias para separar la LF, como las basadas en membranas (Nystrém et al., 1998; Ndiaye
et al., 2010), pero ademas la técnica ILTPP permite mejorar significativamente la cantidad de
proteina recuperada. Con relacion a RF, se detecta una tendencia similar: a menor pH, mayor
RF, porque la composicion global del sistema cambia para mantener constante la fuerza idnica
debida a la sal. No obstante, la influencia del pH sobre RF es notablemente menor que su
efecto sobre la selectividad del proceso. En todo caso, tanto desde un punto de vista de la
selectividad como de la fraccidon de LF que se acumula en la interfase, los mejores resultados se

obtienen a pH=3,1.

3,5 1 - 4,0

3,0 1 - 3,5

2,5 1 - 3,0
= 0
g 2,0 1 - 25 :
| .

1,5 1 I - 2,0

1,0 1 - 1,5

0,5 I I 1,0

3,1 4,0 5,5
pH ()

Figura 2.2.5. Influencia del pH en la selectividad LF/BSA de la técnica ILTPP, Sepsa, Y €n el
ratio masico de fases liquidas, RF, para los experimentos realizados con una concentracion
de proteina igual a 1,6:10* (m/m) a 25 °C. Notacién: Sgssa (barras amarillas), RF (barras
azules).

Sin embargo, cuando se considera el proceso de redisolucién de la proteina, en los
experimentos a pH=4,0 y, especialmente, a pH=3,1, las proteinas no podian redisolverse
completamente porque quedaban particulas suspendidas en el agua fresca empleada en esta
etapa. Ello explica por qué el balance de materia a la LF no puede cerrarse (por esta razon, el
experimento a pH=3,1 se repiti6 6 veces, con las mismas conclusiones en todas las
repeticiones). Por el contrario, no se detectaron particulas suspendidas a pH=5,5 por lo que
ambas proteinas podrian redisolverse por completo. Ambas, LF y BSA, experimentan cambios
estructurales a partir de condiciones moderadamente acidas (pH=4,0 o menores), lo que puede
conllevar la desnaturalizacion de la proteina (Giancola et al., 1997; Sreedhara et al., 20103,

2010b). Por esta razon, a pesar de la menor recuperacion de LF en la interfase y la menor
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selectividad, las condiciones a pH=5,5 también se consideran ventajosas por cuanto posibilitan
la redisolucion de las proteinas acumuladas en la interfase, lo que constituye una condicion
necesaria para que no se hayan producido cambios conformacionales en las mismas. En
consecuencia, los analisis posteriores se centran en las condiciones a pH=5,5 y, en menor
medida, a pH=4,0, descartandose las condiciones a pH=3,1 por las transformaciones severas
gue se producen en estas biomoléculas y que conducen a que ni siquiera pueda cerrarse el

balance de materia a estos compuestos.

d. Influencia de la concentracion de proteina

Los experimentos de los apartados anteriores se realizaron todos ellos a una concentracion
de proteina constante e igual a 1,6:10® (m/m). Este valor corresponde a una concentracion de
proteina en el agua presente en el sistema aproximadamente igual a 320 mg L. Aunque la
concentracién media de la LF en el lactosuero bovino es igual a 100 mg L™ (Zydney, 1998),
puede alcanzar concentraciones de hasta 350 mg L (Heebgll-Nielsen et al., 2004). De este
modo, la influencia de la concentracién de la proteina se analiza en el rango de concentraciones

(80-320 mg L) que puede presentar el lactosuero bovino.

El estudio sobre la influencia de la concentracion de proteina se lleva a cabo en primer
lugar a pH=5,5 porque es la condicion que conduce a los mejores resultados experimentales
cuando se tiene presente la etapa de redisolucion de la proteina. La tabla 2.2.8 expone el
reparto de LF y BSA a pH=5,5 basado en el sistema BmimTfO/NaH,PO, para fracciones masicas
de proteina en el intervalo (0,4-1,6):10™. Por su parte, en la tabla 2.2.9 se incluye el estudio de
la influencia de la concentracion de proteina a pH=4,0, puesto que a este pH se obtienen
mejores resultados en términos de recuperacion de LF (%LF) y selectividad (Sfssa), asi como
también se puede cerrar el balance de materia para ambas (LF y BSA) a pesar de la incompleta
redisolucion de la proteina recuperada.

Tabla 2.2.8. Influencia de la fraccion masica de la proteina X en su reparto entre las 3
fases que se forman en los sistemas ILTPP basados en BmimTfO ([ZL]v) Y
dihidrogenofosfato ([S]v) a pH=5,5: %X, porcentaje de proteina X presente en la fase rica
en sal; %), porcentaje de proteina X presente en la fase rica en liquido idnico; %.J,

porcentaje de proteina X presente en la interfase. Condiciones experimentales: [7L]w=24,6
(% m/m); [SIu=22,0 (% m/m); 7=25 °C.

Proteina 1P "[X]y Reparto de la proteina X entre las 3 fases

X (%) %X %X; %Xy
0,4 6,3+ 4,6 93,5 + 5,0 0,2+0,3
LF 0,8 9,3+3,6 90,7 + 3,6 0,0 £ 0,0
1,2 12,4 £ 3,0 87,6 + 3,0 0,0£0,0
1,6 16,7 £ 2,3 82,9+ 2,5 0,4+0,8
0,4 11,7 £ 6,2 88,3+ 6,2 0,0 £ 0,0
BSA 0,8 16,6 + 2,1 83,2 + 2,1 0,2 £ 0,4
1,2 23,6 £ 0,3 76,4 + 0,3 0,0 £ 0,0
1,6 450 + 4,4 54,8 + 4,4 0,2+0,4
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Tabla 2.2.9. Influencia de la fraccion masica de la proteina X en su reparto entre las 3
fases que se forman en los sistemas ILTPP basados en BmimTfO ([ZL]m) Y
dihidrogenofosfato ([S]v) @ pH=4,0: %.Xs, porcentaje de proteina X presente en la fase rica
en sal; %)X, porcentaje de proteina X presente en la fase rica en liquido idnico; %.JX,
porcentaje de proteina X presente en la interfase. Condiciones experimentales: [/L]w=23,3
(% m/m); [S]w=26,3 (% m/m); 7=25 °C.

Proteina  10°[ X Reparto de la proteina X entre las 3 fases

X (%) %Xs %X; %X,
0,4 0,0+0,0 99,5 + 0,6 0,5+0,9
LF 0,8 0,0£0,0 95,9 + 0,8 41+0,8
1,6 1,0+1,1 98,3+ 1,7 0,7+0,7
0,4 0,0+0,0 57,7 £ 6,4 42,3 £ 6,4
BSA 0,8 0,0£0,0 50,2 £ 2,3 49,8 £ 2,3
1,6 0,7+1,2 56,6 £ 7,0 42,7 + 6,1
3,5 4 - 4,0
3,0 - - 3.5
- 2,5 1 - 3,0
E T
2 2,0 - - 25 &
= >
%)
1,5 - I - 2,0
I
1,0 - I I - 1,5
0,5 T T T - 1,0
0,4 0,8 1,2 1,6
102 [X]y (%)

Figura 2.2.6. Influencia de la fraccion masica de la proteina X en la selectividad LF/BSA de
la técnica ILTPP, Sg/ssa, Y €n el ratio masico de fases liquidas, RF, para los experimentos
realizados a pH=5,5 a 25 °C. Notacién: Sssa (barras amarillas), RF (barras azules).

Tal y como se desprende de los resultados, a pH=5,5 la recuperacion de proteina en la
interfase se ve favorecida a bajas concentraciones. Esta tendencia es mucho mas pronunciada
para la BSA, ya que %BS4A se incrementa desde el 55 % hasta el 88 % cuando su
concentracién disminuye hasta 4:10° (m/m). En cambio, el aumento que experimenta la LF en
este rango es mucho mas limitado, al pasar %LA del 83 al 93 %. Por consiguiente, como puede
apreciarse en la figura 2.2.6, donde se representan Sgmsa Y RF para los experimentos
realizados a pH=5,5, el efecto anterior conlleva una notable disminucién de la selectividad del
proceso: Semsa Se reduce hasta 1,06 para la menor concentracién. En relacién a RF, se

mantiene aproximadamente constante con la concentracion de proteina, dado que la
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composicion global del sistema es la misma en todos los casos (salvo por el contenido en
proteina). Por lo tanto, la influencia de la concentracion de proteina puede considerarse
despreciable en el comportamiento del sistema ILTPP, puesto que las pequefas diferencias en

los valores de RF pueden atribuirse a la propia variabilidad experimental.

La influencia de la concentracién de proteina exhibe diferencias significativas cuando el
estudio se lleva a cabo a pH=4,0 (tabla 2.2.9). En estas condiciones algo mas acidas, la
concentracion de la proteina no parece tener una influencia significativa ni en Sgssa ni en RF,
ya que no se detecta ninguna tendencia, como se refleja en la figura 2.2.7. Asi, ambas variables

permanecen en los rangos de 1,7-1,9 y de 3,1-3,3, respectivamente.

3,5 - - 4,0
3,0 - - 35
2,5 - - 3,0

- o

2 20 - - 25 T

0l Pl B
1,5 - - 2,0
1,0 - - 1,5
0,5 ; ; 1,0

0,4 0,8 1,6

102 [X]m (%)

Figura 2.2.7. Influencia de la fraccion masica de la proteina X en la selectividad LF/BSA de
la técnica ILTPP, Sg/ssa, Y €n el ratio masico de fases liquidas, RF, para los experimentos
realizados a pH=4,0 a 25 °C. Notacién: Sgsa (barras amarillas), RF (barras azules).

En conclusion, los resultados anteriores revelan que ILTPP es una técnica muy
prometedora para recuperar LF y concentrarla respecto de otras proteinas del lactosuero bovino
como la BSA, cuya separacion es especialmente dificil mediante otras técnicas. Por su parte, en
las condiciones experimentales que conducen a una alta recuperacién de ambas proteinas en la
interfase (p. €j., bajas concentraciones de proteina a pH=5,5), la técnica ILTPP también puede
verse como una alternativa para superar las limitaciones que presentan otras técnicas de
concentracion de proteinas para producir concentrados y aislados de proteinas del lactosuero,
WPC y WPI (en sus acronimos en inglés), respectivamente. Por ejemplo, las primeras etapas en
la produccién de WPC y de WPI estan basadas en procesos con membranas, pero la maxima
concentracion de estos compuestos que puede alcanzarse mediante estas técnicas es del 20%
(Marcelo y Rizvi, 2009; Eugster et al., 2012).
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2.3. Propiedades y equilibrio termodinamico del sistema BmimTfO/NaH,P0,/H,0

para la separacion/concentracion de lactoferrina

En el apartado anterior se han identificado dos sistemas basados en BmimTfO como
liquido idnico y en NaH,PO, como sal que ofrecen resultados prometedores para la recuperacion
de LF. El primero de ellos, denotado en adelante mediante BmimTfO/NaH,PO,4, se compone del
23,3% de liquido idnico y 26,3% del sal, siendo el resto agua. El segundo sistema se representa
mediante BmimTfO/(NaH,PO4/Na,HPO,) y posee una composicidon en masa del 24,6% de
liquido idnico y 22,0% de sal. En este segundo caso, a pesar de coexistir dos especies de sal
(NaH,PO4 y Na,HPOQ,), la composicion en sal del sistema se describe como si la sal estuviese
constituida por un Unico componente, ya que el ratio NaH,PO,:NaOH con el que se prepara el
sistema se mantiene constante e igual a 18 en todos los experimentos. De esta forma, teniendo
presente este ratio y conociendo la composicién global de sal, siempre es posible conocer la
concentracion de cada uno de los componentes individuales. En la tabla 2.3.1 se muestran las
propiedades mas relevantes para el proceso ILTPP de las dos fases liquidas de cada sistema:
pH, conductividad (o), densidad (p) y viscosidad dindmica (x). Las medidas del pH y de la
conductividad se determinaron a 298,0+0,1 K con un pH-metro/conductivimetro Mettler Toledo
S47 SevenMulti™ dual meter. Para el calibrado del pH-metro se emplearon soluciones tampén
de pH igual a 4,00 y 7,00, mientras que el conductivimetro se calibré con disoluciones patrén
de KCI. Dado que la conductividad de las muestras excedia la de estos patrones de KCl, todas
las muestras fueron diluidas 500 veces. En relacion con la densidad y viscosidad, se obtuvieron
a 298,00+0,02 K mediante un viscosimetro/densimetro automatico SVM 3000 Anton Paar
rotational Stabinger.

Tabla 2.3.1. Propiedades a 298,0 K y 0,10 MPa de las fases rica en sal y en liquido idnico

de los sistemas de interés para llevar a cabo la ILTPP: BmimTfO/NaH,PO; vy
BmimTfO/(NaH,P0O,/Na,HPQ,).

BmimTfO/NaH>PO; BmimTfO/(NaH>PO4/Na>HPO,)
Propiedad ([IL]w [SIn)=(23,3, 26,3) ([IL]w, [S]n)=(24,6, 22,0)
Fase ricaen IL  Fase rica en sal Fase rica en IL Fase rica en sal
pH? 4,051 4,106 5,227 4,961
o(S'mt)? 22,048 25,023 21,318 25,574
p (kgrm?)° 1241,9 1307,3 1231,5 1275,3
u (Pa‘s)? 9,4693-107 6,2730°107 8,4159-10° 5,0677-107

4Incertidumbres estandar, v, en la determinacién del pH: ¢«(pH)=0,001, «(7)=0,1 K, «(p)=0,01 MPa

5 Incertidumbres estandar, u, en la determinacion de ¢: «{0)=0,001 S'm™, «(7)=0,1 K, ¢«{p)=0,01 MPa
¢ Incertidumbres estandar, v, en la determinacion de p: «(p)=0,1 kg'm?3, (7)=0,02 K, «(p)=0,01 MPa
9 Incertidumbres estandar, v, en la determinacion de sz «()=107 Pa's, 1 7)=0,02 K, «(p)=0,01 MPa

El pH de ambas fases del sistema BmimTfO/(NaH,P0,/Na,HPQO,) es superior al de las fases
del sistema BmimTfO/NaH,PO,4, como cabia esperar puesto que el primero se prepara con una

disolucion salina concentrada a pH=5,5 y el segundo a pH=4,0. En relacion a su conductividad,
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es muy similar en ambos casos, puesto que se impuso que tuvieran la misma fuerza idnica para
evitar que esta variable tuviese influencia en los resultados experimentales obtenidos. Por su
parte, los valores de densidad y viscosidad recogidos en la tabla 2.3.1 se encuentran en el
rango de otros ILATPS basados en BmimTfO estudiados previamente (Neves et al., 2012). No
obstante, estas viscosidades son considerablemente inferiores a aquellas exhibidas por la fase
rica en polimero de ATPS basados en estos componentes (en el entorno de 0,04 Pa s), lo que
refuerza lo ventajoso de emplear liquidos idnicos en sistemas acuosos bifasicos (Freire et al.,
2012).

La caracterizacion del equilibrio termodinamico de los sistemas ILTPP implica conocer la
composicion de las dos fases liquidas que se obtienen en cada sistema. A su vez, estos datos
son indispensables para poder evaluar en el apartado siguiente la recuperacion y reutilizacion
del liquido idnico empleado en el proceso. Puesto que ILTPP emplea los mismos sistemas
liquido idnico/sal que los ILATPS, la caracterizacion del equilibrio termodinamico desarrollada en

este apartado también seria de aplicacion para cualquier otro ILATPS.

Para la consecucion de este objetivo, deben determinarse sus curvas binodales y las rectas
de reparto en la region de composiciones de interés para el proceso de recuperacién de
proteinas. Las curvas binodales se determinan a 298+1 K y a presion atmosférica mediante el
método del “punto de niebla”, ampliamente descrito y empleado en la literatura (Wu et al.,
2008; Ventura et al., 2011, 2012). La concentracién de los puntos experimentales de la curva
binodal se determind por pesada de los componentes del sistema con una balanza analitica
Mettler Toledo Excellence XS205 Dual Range, que posee una precision de £10* g. Mas detalles
de este procedimiento experimental pueden encontrarse en el trabajo de Alvarez-Guerra et al.
(2014a).

La rectas de reparto se construyeron mediante el método gravimétrico propuesto
previamente por Merchuck et al. (1998). Los detalles experimentales para las medidas de las
rectas de reparto se describen en un trabajo previo de Neves et al. (2012), con la salvedad de
gue en el presente trabajo se recurrié a centrifugacion a 3000 rpm durante 5 min para
promover la separacion de fases antes de que se dejase equilibrar al sistema. Debe
especificarse que en todos los casos la fase superior se corresponde con la fase rica en liquido
idnico vy la inferior con la fase rica en sal. Ademas, el punto critico también se determind en el

diagrama ternario con el mismo procedimiento que el descrito por Neves et al. (2012).

El contenido en liquido i6nico de los puntos experimentales de la curva binodal de mayor
concentracion de sal es muy bajo, por lo que incluso pequefios errores absolutos pueden
implicar errores relativos muy notables. Por otro lado, debe tenerse presente que esta region
del diagrama ternario es esencial para el analisis de la reutilizacion del liquido i6nico. Por esta

razon, se llevé a cabo, mediante espectroscopia UV a 211 nm empleando un espectrofotdmetro
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Shimadzu UV-1700 Pharma-Spec, la determinacion de la fraccién masica de liquido i6nico en la
fase rica en sal de las lineas de reparto trazadas. Este método proporciona una mayor precision
que el anterior y, para evitar cualquier interferencia de la sal, se midié también la absorbancia
de blancos que contuvieran la misma concentracion de sal que las fases ricas en sal objeto de
este estudio detallado.

La figura 2.3.1 muestra el diagrama ternario de cada sistema de interés para la ILTPP, en
el que se representa tanto la curva binodal como varias rectas de reparto en la region de
composicion del proceso. La concentracién de los componentes se mide en fraccidon masica
expresada como porcentaje. Los puntos de mezcla empleados en la construccion de las rectas
de reparto corresponden a las composiciones que se obtienen por la adicién de sal (NaH,PO, o
Na,HPO,) a los sistemas bajo estudio (puntos de mezcla C-F), cuyas rectas de reparto también
se determinan (punto de mezcla B). Debe destacarse que la adicidon de sal para incrementar la
fraccion masica global de este componente es una de las alternativas que normalmente se
utilizan para reducir la cantidad de liquido idnico presente en la fase rica en sal, por lo que
puede conducir a una reduccion de la fracciéon de liquido idnico que no puede reutilizarse en el
proceso (Li et al., 2010a). Ademas, se determina la recta de reparto para un punto de mezcla
de menor concentracién de sal para ampliar el rango de composiciones estudiadas y, de este
modo, asegurar la validez de las expresiones que se deduzcan de los resultados (punto de
mezcla A). Los datos experimentales pormenorizados de la curva binodal y de las rectas de
reparto con los que se ha construido la figura 2.3.1 pueden consultarse en los datos
suplementarios incluidos en Alvarez-Guerra et al. (2014a).

Por lo tanto, el estudio se centra en el entorno de composiciones de los puntos de
operacion de interés identificados para el desarrollo de la técnica ILTPP. De acuerdo a lo
expuesto en la figura 2.3.1, serd para los intervalos de composiciones en cada sistema
expuestos en la tabla 2.3.2 para los que se desarrollara el modelo para describir el equilibrio
termodinamico.

Tabla 2.3.2. Intervalos de composiciones de liquido idnico (IL) y sal (S) para los que se ha
estudiado el equilibrio termodinamico de los sistemas de interés para la técnica ILTPP.

Intervalo de composiciones

Sistema Punto/Fase 1] (%) /57 (%)

BmimTfO/ Puntos q’e mezcla 20,5-24,9 20,9-35,0
NaH,PO, Fase r/ga enliL 84,1-98,8 0,3-0,6

FasericaenS 0,7-2,6 29,3-44,1

BmimTfO) Puntos q’e mezcla 21,1-25,4 19,0-32,7
(NaH,PO,/Na,HPO,) Fase r/ga enliL 77,5-96,5 0,3-0,7

Fasericaen$S 0,5-2,5 27,5-41,7
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Figura 2.3.1. Diagrama de fases ternario a 298+1 Ky a 0,10+£0,01 MPa para los siguientes
sistemas: a) BmimTfO/NaH,PO4; b) BmimTfO/(NaH,PO,/Na,HPO,). Notacion: < Curva
binodal experimental, —#— Recta de reparto; ¢ Puntos experimentales de la curva binodal
a altas fracciones masicas de sal medidos por absorbancia UV; B Punto critico; Puntos
([Sls, [IL]y) empleados para determinar el punto critico, — Curva binodal ajustada de
acuerdo a la ecuacion 2.3.1 (los valores de los parametros de ajuste pueden encontrarse en
la tabla 2.3.3); — Recta de ajuste de los puntos ([S]s, [/L]:) de acuerdo a la ecuacion
2.3.2 (los valores de los parametros de ajuste pueden encontrarse en la tabla 2.3.4). Los
datos experimentales pormenorizados de la curva binodal y de las rectas de reparto pueden
consultarse en los datos suplementarios incluidos en Alvarez-Guerra et al. (2014a)

La forma convencional de modelar el equilibrio de los sistemas liquido idnico/sal se basa

en la ecuacion que describe la curva binodal (ecuacion 2.3.1) y la recta utilizada para
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determinar el punto critico del sistema (ecuacién 2.3.2) (Merchuk et al., 1998; Freire et al.,
2012; Neves et al., 2012):

[IL] = A-exp(B[S]”* = C[ST'), VISl <27 % (2.3.1)
[IL], = a,[STs +by (2.3.2)

donde [IL] y [S] son las fracciones masicas de liquido idnico y sal expresados como
porcentajes, respectivamente; los subindices S e IL hacen referencia a las composiciones en la
fase rica en sal y la fase rica en liquido ionico, respectivamente; y A, B, G au Y by son los

parametros de ajuste.

De este modo, la ecuacién 2.3.2 describe el reparto entre las fases liquidas en equilibrio,
ya que relaciona las composiciones de las mismas: la concentracion de liquido idnico en la fase
rica en liquido idnico, [/L]y, con la concentracidon de sal en la fase rica en sal, [S]s. Debe
destacarse que esta ecuacion permite trazar nuevas lineas de reparto para un punto de mezcla
dado perteneciente a la regién en la que se ha centrado el estudio. A su vez, la curva binodal,
que delimita la region bifasica de la monofasica en el diagrama de fases, relaciona la
composicion de liquido idnico y de sal en cada fase. Asi, conocidos [7]y. y [S]s, la curva binodal
permite determinar la concentraciones [S]y. vy [/L]s. Por lo tanto, de los 4 grados de libertad
asociados a las composiciones de liquido idnico y sal que se desean calcular en cada fase, la
curva binodal permite eliminar 2 (uno por cada fase) y la ecuacién 2.3.2 otro grado de libertad
adicional. El Gltimo grado de libertad en el sistema se elimina mediante la “regla de la palanca”,
gue no es mas que un balance de materia que permite ubicar el punto de mezcla en el
diagrama:

[IL]M _[]L]IL [IL]S _[IL]M

= (2.3.3)
[STy —[ST.  [S]s —[S]u

donde el subindice M hace referencia a la composicion del punto de mezcla. Asi, las ecuaciones
2.3.1-2.3.3 seran referenciadas en la figura 2.3.3, en donde se esquematiza la caracterizacion

del equilibrio termodinamico de estos sistemas ILTPP.

Los valores de los parametros de ajuste (4, By () incluidos en la ecuacion de la curva
binodal de cada sistema liquido idnico/sal se exponen en la tabla 2.3.3. La calidad del ajuste
que proporciona la curva binodal es notablemente alto, puesto que los valores de R* son
superiores a 0,99 en ambos casos. Los valores de Ay de B son muy similares para los dos
sistemas, mientras que los de C son significativamente diferentes (casi un 50% superior en el
sistema BmimTfO/NaH,PQ,). Esta diferencia en los valores de los parametros de ajuste se
traduce en que el sistema BmimTfO/(NaH,PO4/Na,HPO,) conduce a una mayor regién bifasica
dado que la curva binodal se halla mas proxima a los ejes del diagrama (independientemente

de que la composicidon se expresase en fraccidbn masica o en molalidad). Ello implica que el
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sistema de mayor pH tiene mayor capacidad de inducir la formacidon de dos fases liquidas
inmiscibles. Este resultado coincide con lo expuesto por Shahriari et al. (2012), quienes
estudiaron las curvas binodales de los sistemas BmimTfO/NaH,PO, y BmimTfO/Na,HPO,,
concluyendo que el primero presenta la region bifasica mas pequefia. Este comportamiento
coincide también con la tendencia general acerca del efecto que las sales de base fosfato
gjercen en la formacion de ILATPS (Mourao et al., 2012).

Tabla 2.3.3. Parametros de ajuste de la curva binodal a 298,0+0,1 K y a 0,10+£0,01 MPa

para los sistemas BmimTfO/NaH,PO, y BmimTfO/(NaH,P04/Na,HPQ,), cuando las fracciones
masicas de los componentes se expresan en porcentaje (nivel de confianza al 95 %).

Parametro/Coeficiente BmimTrO/NaH>PO, BmimTrO/(NaH>PO4/Na,HPO,)
A 148,1+4,8 150,9+4,2
B -0,7180+0,0177 -0,7703+0,0149
Cc (7,598+2,716)-107 (5,284+2,015)10°
R? 0,9909 0,9936

Tal y como puede apreciarse en la figura 2.3.1, la concentracion de liquido iénico en la
fase rica en sal es muy baja en ambos sistemas, ya que la mayor parte del BmimTfO se
encuentra en la fase rica en liquido idnico a muy alta concentracién. Esta baja concentracion de
BmimTfO en la fase rica en sal ([IL]s) hace que, incluso bajos errores absolutos en la
descripcion de la curva binodal en esta region de composiciones, se traduzcan en errores
relativos muy significativos. Por esta razon, se realiza un estudio detallado de esta zona de la
curva binodal determinando mediante absorbancia a 211 nm el contenido en liquido idnico de
las fases ricas en sal obtenidas en la construcciéon de las rectas de reparto. De acuerdo a los
resultados experimentales, se establece la siguiente ecuacion para describir la fraccion masica

de BmimTfO de la fase rica en sal:
[IL]s = as-exp (bs[S]s), VIS >27 % (2.3.4)

donde [7L]s y [S]s son las fracciones masicas de liquido idnico y de sal en la fase rica en sal, y
as Y bs son parametros de ajuste. La tabla 2.3.4 contiene los valores de a y b para ambos
sistemas cuando las fracciones masicas se expresan en porcentaje, reflejando el ajuste casi
perfecto entre los datos experimentales y la ecuacién 2.3.4 (R?>>0,999). Esta ecuacion puede
considerarse como una simplificacion de la ecuacién 2.3.1 que modela la curva binodal
completa, si bien la primera sélo podria aplicarse para describir la fase rica en sal a muy alta
concentracion de sal, esto es, la region de composiciones de interés para la técnica ILTPP. La
figura 2.3.2 muestra los puntos experimentales de la curva binodal a alta concentracion de sal
medidos mediante absorbancia, asi como las curvas predichas por las ecuaciones 2.3.1 y 2.3.4.
Puede concluirse que la ecuacion 2.3.1 subestima claramente el contenido en liquido idnico de
la fase rica en sal, en contraste con el buen ajuste de la ecuacion 2.3.4. Asi, si bien los errores
absolutos en [/1]s introducidos por la ecuacion 2.3.1 son relativamente bajos (entre el 0,5 % y

el 2 %), los errores relativos asociados son considerablemente superiores al 100% y no son
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aceptables para calculos en los que dicha variable juegue un papel importante, como por
ejemplo la evaluacion de las pérdidas de liquido idnico en el proceso. Por todo ello, la relacion
[IL]s-[S]s se modelard por la ecuacién de la curva binodal descrita por la ecuacion 2.3.4,
reemplazando a la ecuacion 2.3.1 en esta region de alta concentracion de sal del diagrama de
fases.
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Figura 2.3.2. Region de la curva binodal a alta concentracion de sal para los sistemas (a)
BmimTfO/NaH,PO, y (b) BmimTfO/(NaH,P0O./Na,HPO,). (<) Puntos experimentales medidos
mediante absorbancia; (——) curva binodal predicha por la ecuacion 2.3.4; (— — —) curva
binodal predicha por la ecuacion 2.3.1.
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Tabla 2.3.4. Parametros de ajuste de las ecuaciones 2.3.2 y 2.3.4 cuando las fracciones
masicas de los componentes se expresan en porcentaje para los sistemas
BmimTfO/NaH,P0O, y BmimTfO/(NaH,P0Q./Na,HPO,) (nivel de confianza al 95 %).

Pardmetro/Coeficiente Bmim7fO/NaH->PO, BmimTrO/(NaH-PO4/Na,HPO,)

Ecuacion 2.3.2: [IL], =a, [S]s + b,

an 0,9789+0,2153 1,299+0,336

by 54,65+8,21 42,44+11,87

R? 0,9755 0,9665
Ecuacion 2.3.4: [IL]s = ag-exp(bg[S]s)

as 29,08+2,98 53,62+7,72

b -0,0824+0,0030 -0,1119+0,0047

R? 0,9993 0,9993

El punto critico de cada sistema, definido por la interseccién de la ecuacion 2.3.2 y la
curva binodal, también se representa en la figura 2.3.1. Su importancia radica en que permite
determinar la composicion de nuevas rectas de reparto, lo que exige conocer la relacion entre
[ZL]w ¥ [S]s que establece la ecuacidn 2.3.2. Los valores de los parametros de ajuste de esta
ecuacion, &, y by, se muestran en la tabla 2.3.4. A pesar de la sensibilidad al error
experimental asociado a la determinacion de las rectas de reparto, los valores de R? son

suficientemente altos de forma que permiten describir de forma satisfactoria el punto critico.

Ec. equilibrio
Ec. 2.3.1 (4, B 0):

()= 4exp(Bis1” -c1sT) | 2 [IL]s
[IL]M _L> v[S] > 27 %: ﬂ D,
Ec. 2.3.4(ag bs): | | t

C. Z.3.4 \ag, Dg): N [IL]IL

[IL) = ag-exp(b[S] )

Ec. 2.3.2 (ay, by): M
[SIm M | (), =ays), <5, [S]s Ec. 2.3.6

> [Sly

Balance materia

Ec. 2.3.3:
[L]y —[L]y _ [L]s—[IL]y

[S]M_[S]u. [S]s_[s].\t

Figura 2.3.3. Caracterizacion del equilibrio termodinamico de los sistemas liquido idnico/sal
empleados en la técnica ILTPP.

Por consiguiente, la composicion de las fases ricas en sal y en liquido idnico que se obtiene
a partir de un punto de mezcla que pertenezca a la region de composiciones del diagrama
ternario de interés para realizar la técnica ILTPP puede calcularse mediante las ecuaciones
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2.3.1-2.3.4, como se representa en la figura 2.3.3. La caracterizacion del equilibrio
termodinamico se precisa para evaluar la fraccion de liquido i6nico que no puede reutilizarse en
el proceso. En una primera aproximacion, el coeficiente de reparto del liquido idnico entre las
dos fases liquidas, Dy, puede utilizarse para medir la importancia relativa del liquido i6nico que

no puede reutilizarse:

_ UL

— (2.3.5)
oL,

De forma analoga, se puede definir el coeficiente de reparto de la sal entre las dos fases
liquidas, Dx:

I8k
STy

S (2.3.6)

El liquido idnico presente en la fase rica en sal puede considerarse como las pérdidas de
este componente de la fase rica en liquido idnico que estan determinadas por el equilibrio
termodinamico. Por consiguiente, cuanto menor sea [0y, menor es la concentracion de liquido
idnico en la fase rica en sal, lo que implica que el equilibrio termodindmico favorece la
reutilizacién del liquido idnico puesto que aumenta la importancia relativa de [ 7]y con respecto
de [1L]s.
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Figura 2.3.4. Coeficiente de reparto del liquido idnico, Dy, vs. fraccion masica de sal en la
fase rica en sal, [S]s (%). Datos experimentales (<) y simulados ( —— ) para el sistema
BmimTfO/NaH,PO,; datos experimentales (A) y simulados ( — — — ) para el sistema
BmimTfO/(NaH,PO./Na,HPQ,).

La figura 2.3.4 muestra los valores experimentales y simulados del coeficiente de reparto

del liguido idnico, Dy, en funcién de la fraccion masica de sal en la fase rica en sal, [S]s. Para
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un valor dado de [S]s, el valor simulado de D, se obtiene mediante las ecuaciones 2.3.2 y
2.3.4, ya que estas permiten calcular [/L]y y [IL]s, respectivamente. La alta calidad del ajuste
de estas ecuaciones se pone de manifiesto en la figura 2.3.4, ya que los datos experimentales y
los simulados son practicamente idénticos. En relacion a su tendencia, D, decrece de forma
notable con [S]s puesto que el coeficiente de reparto disminuye un 80 % en el rango de valores
de [S]s estudiado. Esta tendencia esta en consonancia con lo expuesto por estudios previos,
gue sugieren aumentar la concentracion de sal en el sistema para mejorar la reutilizacion del
liquido idnico (Deng et al., 2009; Li et al., 2010a). Por lo tanto, Oy, es de utilidad para describir
el equilibrio termodinamico cuando se persigue recuperar y reutilizar el liquido idnico, puesto

gue da una idea de lo favorable que es el equilibrio para este propdsito.

Sin embargo, el equilibrio termodinamico debe acoplarse con los balances de materia del
proceso y sus restricciones operativas para proporcionar una evaluacion precisa de la fraccion
de liguido idnico que puede recuperarse.

160
140

120

40 _A——"

27 30 33 36 39 42 45
[S1s (%)

Figura 2.3.5. Coeficiente de reparto de la sal, O, vs. fraccion masica de este componente
en la fase rica en sal, [S]s (%). Datos experimentales (<) y simulados ( —— ) para el
sistema BmimTfO/NaH,PO,; datos experimentales (A) y simulados ( — — — ) para el sistema
BmimTfO/(NaH,P0,/Na,HPO,).

Finalmente, la figura 2.3.5 representa el coeficiente de reparto de la sal, L, en funcion de
la fraccidn masica de este componente en la fase rica en sal, [S]s. De acuerdo a lo recogido en
la figura 2.3.3, el valor simulado de O se obtiene calculando [S]; mediante las ecuaciones
2.3.1y 2.3.2, a partir de un valor de [S]s dado, pudiéndose comprobar de nuevo la alta calidad
del ajuste conseguido con las ecuaciones que describen el equilibrio termodinamico. En este
caso, a diferencia de lo obtenido para [, apenas se observan diferencias en el valor de O

entre los dos sistemas. Ademas, su tendencia con la concentracion de sal también es opuesta:
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Ds se multiplica aproximadamente por 3 en el rango de valores de [S]s analizado. Por lo tanto,
se vuelve a concluir la importancia de la concentracion de sal en los valores de los coeficientes

de reparto de ambos compuestos (liquido idnico y sal).

2.4. Estrategias para la recuperacion del liquido iénico en el proceso ILTPP

El analisis de la recuperacién de liquido idnico se realiza en términos de la cantidad de
liquido idnico que no puede reutilizarse en la técnica ILTPP. La figura 2.4.1 muestra el diagrama
de bloques del proceso genérico basado en ILTPP, en el que se incluye la recuperacion del
liguido i6nico. Ademas, en esta figura también se incluye la notacién empleada para describir
las diferentes corrientes del proceso, de modo que cada variable representa la fraccion masica
de la corriente asociada con respecto al conjunto de corrientes de entrada al primer tanque de

separacion.

Fase rica en liquido 16nico

a
] . My, A 4 Proteina(s)
Alimentacién (LF ) > A
e, m Separacién de Recuperacié
: . IL__|°CP . uperacion
gt o 1) proteina Fases liquidas de r:activos
m Cd
Sal I
N
R Corriente
Mg residual
—

Fase rica en sal reutilizada

Figura 2.4.1. Diagrama de bloques del proceso ILTPP en el que se incluye la etapa de
recuperacion de los reactivos.

De acuerdo al diagrama de bloques, tanto la fase rica en liquido idnico (a) como la rica en
sal se reutilizan, si bien Unicamente la primera se recicla siempre por completo. De este modo,
puesto que la concentracion de liquido idnico en a es considerablemente elevada, la
recirculacion de esta fase garantiza altas tasas de recuperacion de liquido idnico incluso cuando

no se recurra a ninguna etapa de recuperacion adicional. En relacién a la fase rica en sal,
Unicamente puede reciclarse una fraccién de la misma (m;‘) para evitar que la masa total del
sistema se vaya incrementando con el tiempo, por lo que el resto de esta fase constituye la

corriente residual del proceso. Ademas de las dos corrientes de reciclo anteriores, el tanque de

separacion de proteina posee otras 3 corrientes de entrada: la de alimentacion de la proteina
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(me), asi como la sal (mg) y el liquido idnico (mi}) que deben afiadirse para mantener su

concentracion constante.

Conocida la composicién de ambas fases, debe destacarse que independientemente de la
alternativa de recuperacion que se desarrolle, la fraccion representada por la fase rica en

liquido idnico, g, se calcula mediante un sencillo balance de materia segun:

o= (2.4.1)

Por su parte, se define la fraccion de liquido idnico que puede reutilizarse en el proceso
ILTPP, R, como la variable clave para evaluar la efectividad de las distintas estrategias de
recuperacion de este componente. La definicion cuantitativa de R viene dada por la ecuacion
2.4.2:

_alIL], +mg[IL]
~a[IL], + (- )L

(2.4.2)

En el estudio de la reutilizacion del liquido idnico, las 3 diferentes alternativas que se

consideran para su recuperacion son (Alvarez-Guerra et al., 2014b):

a) No utilizar ninguna etapa de recuperacion adicional, de forma que el liquido i6nico
reutilizado estaria constituido por el reciclado con la fase rica en liquido idnico y la fraccion
de la fase rica en sal que puede recircularse.

b) Una vez que la proteina acumulada en la interfase liquido-liqguido haya sido recuperada,
incrementar el contenido en sal en el sistema para reducir la concentracion de liquido idnico
en la fase rica en sal y aumentar asi su contenido en la fase rica en liquido idnico, que es la
que se recircula en su totalidad (Deng et al., 2009; Li et al., 2010a).

¢) Eliminar agua de la fase rica en sal mediante evaporacién a vacio, de modo que pueda
recircularse una mayor fraccion tanto del liquido idnico como de la sal contenidos en esta
fase (Neves et al., 2012; Larriba et al., 2013).

Los diagramas esquematicos del proceso ILTPP correspondientes a las 3 alternativas

consideradas para reutilizar el liquido idnico se representan en la figura 2.4.2.
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a)
_ Faserica
“ en sal
b)
L
Sal
LF(aq)
Sal
_Faserica
~ ensal*
c)
Agua
IL
Sal
LFaq)
Concentrado
>de la fase rica
en sal

Figura 2.4.2. Diagramas esquematicos del proceso ILTPP para las distintas alternativas
consideradas para recuperar el liquido idnico: a) no se considera ninguna etapa de
recuperacion adicional; b) alternativa basada en el incremento del contenido en sal del
sistema; c) alternativa basada en la evaporacién a vacio de agua de la fase rica en sal. El
asterisco (*) denota una composicion distinta a la fase analoga del tanque anterior debido a
la adicion de la sal.

El objetivo general es maximizar la fraccion de liquido i6nico que puede reutilizarse en el
proceso ILTPP, denotada por R, como se ha expuesto anteriormente. Para este objetivo, se

desarrolla un modelo genérico valido para las 3 alternativas con la siguiente estructura general:

R=f(IL], . [IL]g, . m?) (2.4.3)
donde:

LYy, L), [T [STs = (L1 [STw) (2.4.4)
a = f(S1[S1,.[STu) (2:4.5)
my = f((LF1y,[LF];,...) (2.4.6)
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m¢ = f([S1y.[S1s.[S1y ., m, RA) (2.4.7)
m¥ = fla,mg,m®, RA) (2.4.8)
a+m,+ms <1 (2.4.9)

donde [LF]v es la fraccion masica de la LF en el punto de mezcla en el tanque de separacion de
la proteina, [LFr es la fraccion masica de LF en la corriente de alimentacion y RA hace
referencia a la(s) variable(s) especifica(s) de las diferentes alternativas de recuperacion
empleadas para mejorar la reutilizacion del liquido i6nico. Asimismo, en el modelado del

reciclado del liquido iénico se asumen las siguientes consideraciones:

- La LF presente en la fase rica en liquido idnico puede considerarse despreciable, de acuerdo
a los resultados experimentales previos de su reparto entre las distintas fases (Alvarez-
Guerra e Irabien, 2014b).

- La LF no influye en la recuperacion de los componentes principales de los sistemas ILTPP
(liquido idénico y sal) puesto que, por un lado, se emplea en el proceso una baja fraccion
masica de proteina (1,6°10) y, por otro lado, la etapa de reciclado del liquido i6nico se
produce una vez que la mayor parte de dicha proteina se ha recuperado en la interfase

liquido-liquido en el primer tanque del proceso.
- La cantidad de liquido idnico que debe afadirse al sistema (mf;) puede considerarse

despreciable, puesto que la completa recirculacién de la fase rica en liquido idnico asegura

que la mayor parte de este componente pueda reutilizarse.

Por todo lo expuesto, para el calculo de R, se precisan datos del equilibrio termodinamico
de los sistemas ILTPP (ver apartado 2.3) asi como los balances de materia del proceso. El
equilibrio termodinamico de los sistemas ILTPP viene representado en el modelo anterior por
las ecuaciones 2.4.4 y 2.4.5, precisando conocer los parametros necesarios para describir este
equilibrio (Alvarez-Guerra et al., 2014a): A, B G au, a, by y bs. Debe resaltarse que no se
requiere de ningun otro parametro en las ecuaciones del modelo anterior (2.4.3-2.4.9). El
equilibrio termodindmico permite conocer la composicion de las dos fases liquidas asi como la
fraccion masica relativa de cada fase, por lo que a viene establecido por la termodinamica,
calculandose segun la ecuacion 2.4.1. Por su parte, las ecuaciones 2.4.6-2.4.8 proceden de los
balances de materia del proceso, permitiendo determinar los flujos masicos de las corrientes de

entrada al primer tanque de separacidon, con la excepcidon de a, que ya se ha calculado
previamente, y de mIAL, que se considera despreciable. Debe precisarse que la expresion para
calcular m puede simplificarse enormemente si se supone que toda la LF se acumula en la
interfase liquido-liquido (esto es, %/A=100), en cuyo caso esta variable sélo dependeria de
[LAm Yy [LFA. Finalmente, debe resaltarse que la restriccion impuesta por la ecuacion 2.4.9

introduce la idea de que la masa total del sistema debe permanecer constante, por lo que la
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suma de las fracciones masicas de la fase rica en liquido idnico (que se recicla por completo),
de la corriente de alimentacion y de la sal afiadida para mantener la composicion en este
componente constante no puede ser superior a 1. Asi, en caso de que dicha suma fuese igual a

la unidad, implicaria que no podria recircularse nada de la fase rica en sal.

El anadlisis acerca de la reutilizacion del liquido i6nico se centra en los dos sistemas
identificados en el apartado 2.2 como de interés para recuperar LF mediante ILTPP, y cuyo
equilibrio termodinamico se estudi6 en el apartado 2.3: BmimTfO/NaH,PO;, vy
BmimTfO/(NaH,P0O,/Na,HPO,). El contenido de LF en el sistema, es decir, en el tanque de
separacidn de la proteina, se mantiene constante e igual a 1,610 (m/m), puesto que es la
concentracion a la que se han realizado la mayor parte de los experimentos con ILTPP. No
obstante, si bien la concentracién media de la LF en el lactosuero bovino es de 100 mg L%, en
el estudio se consideran valores en la corriente de alimentacion de hasta 2000 mg L, puesto
que esta es la concentracién que puede alcanzarse cuando el suero se concentra mediante

ultrafiltracion (Eugster et al., 2012).

A continuacién, se presentan las 3 alternativas mostradas en la figura 2.4.2 para la
recuperacion del liquido idnico empleado en los sistemas ILTPP. Debe destacarse que las
conclusiones del estudio también son aplicables a los ILATPS siempre que pudiera recuperarse

de forma eficiente el soluto extraido en la fase rica en liquido idnico.

a. Recuperacion del liquido ionico en ausencia de etapas adicionales

La fraccién de liquido idnico que puede reutilizarse en el proceso, R, se calcula segun la

ecuacion 2.4.2. Por su parte, a partir del balance global al proceso y de los balances parciales a

la LF y la sal, pueden obtenerse las ecuaciones para el cdlculo de m$, my y mg,

respectivamente:

my =l—a—m, —mé (2.4.10)

[LF])y —LFg[LF]y +

LF[LF]y | [S]y —alS] —(A-a)[S]s
l-a 100—[S];

m, = p (2.4.11)
LFy, - M (1+ L5); J
l-a 100—[S];
m? = Sl = alSly =(1=a=mp)[S]; (2.4.12)

100 —[S]

donde LK es la fraccion de LF que permanece en la fase rica en sal (es decir, %L expresado

en fraccion unitaria). Como puede comprobarse, en este caso /7 no depende Unicamente de

81



Nuevo proceso de recuperacion de lactoferrina: reparto en tres fases basado en liquidos i6nicos

[LAlm Yy [LF]r, puesto que se considera la posibilidad de que %L.A sea menor de 100 %,

quedando el resto de la proteina en la fase rica en sal.

La figura 2.4.3 muestra la fraccién de liquido idnico, expresado como porcentaje, que no
puede reutilizarse en el proceso, 100-R, para diferentes valores de %.LA y para los dos sistemas
ILTPP de interés. Puede deducirse como cuanto mayor es la concentracion de proteina en la
corriente de alimentacion, [LF];, menor es 100-R, porque la cantidad de corriente de
alimentacion que se precisa para alcanzar el contenido de LF prefijado ([LAlm=0,016 %) en el
sistema disminuye y, en consecuencia, se puede recircular una fraccion de la fase rica en sal
mayor. Si no pudiera recircularse nada de fase rica en sal, el 4,97 % y el 4,71 % del liquido
idonico presente en los sistemas BmimTfO/NaH,PO; y BmimTfO/(NaH,PO4/Na,HPO,),
respectivamente, no podria reutilizarse en el proceso. En cambio, si se emplea una alimentacion
concentrada de proteina (p. ej., 2000 mg L™), estas pérdidas de liquido i6nico se reducen al

0,83 % y al 0,76 %, respectivamente.

0
340 640 940 1240 1540 1840
[LF]f (mg keg™)
6
b)
5
4
%3
=2
1
0 .
340 640 940 1240 1540 1840

[LF]f (mg kg?)

Figura 2.4.3. Porcentaje de liquido idnico que no puede reutilizarse en el proceso ILTPP,
100-R (%), cuando no se emplea ninguna etapa adicional para su recuperacion, a diferentes
valores de %LA ( %LA=100; — — — %LA=90; ‘- - %LA=80) para los sistemas: a)
BmimTfO/NaH,PO,; b) BmimTfO/(NaH,PO4/Na,HPQ,), a diferentes valores de concentracion
de proteina en la corriente de alimentacion, [LA]s.
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En relacion a la influencia en la eficiencia de la técnica ILTPP, se obtiene que a menor
%LFA, menor es 100-R, dado que menores valores de %LA implican que la cantidad de LF
contenida en la fase rica en sal aumenta, con lo que disminuye el volumen de corriente de
alimentacién de proteina que se requiere para mantener constante su concentracion. De este
modo, la fraccién de la fase rica en sal que puede recircularse aumenta con esa disminucion de
% LA. Sin embargo, la influencia de %LA es limitada, especialmente para bajas concentraciones
de proteina en la alimentacion ([LF]e), ya que en este caso la fraccion de fase rica en sal que se
recicla es muy pequena y, por consiguiente, la cantidad de proteina que se recircula con dicha
fase también es muy baja. En el caso extremo, 100-R es independiente de %.A para el valor

de [LFr para el cual no se recircula nada de la fase rica en sal, cumpliéndose que

a+mF+m§ =1. Esta concentracion de LF es igual a 334 mg kg’ para el sistema

BmimTfO/NaH,PO, y a 325 mg kg para el BmimTfO/(NaH,PO4/Na,HPO,). A menores valores
de [LFr en cada sistema, la corriente de alimentacion introduciria tal cantidad de agua que
seria imposible alcanzar la concentracion deseada en liquido idnico y sal de los puntos de

mezcla de interés para la técnica ILTPP.

Finalmente, comparando la recuperacion del liquido idnico en ambos sistemas, se concluye
gue la cantidad de este componente que no puede reutilizarse es alrededor de un 8 % inferior
con el sistema BmimTfO/(NaH,PO4/Na,HPO,). Ello se debe a que la curva binodal de este
sistema se halla mas cercana a los ejes del diagrama de fases ternario, con lo que se obtiene
una region bifasica mayor que conduce a que el liquido idnico contenido en la fase rica en sal

sea menor, tal y como se ha comentado en el apartado 2.3.

b. Adlicion de una cantidad extra de sal

En esta alternativa (ver figura 2.4.2.b), el proceso se desarrolla en dos tanques de
separacion secuenciales: en el primero, se realiza la separacion de la proteina; mientras que en
el segundo tiene lugar la recuperaciéon del liquido i6nico. Entre ambos tanques, se anade al
sistema una cantidad extra de sal para mejorar la recuperacion del liquido idnico en ese
segundo tanque, tal y como se representa en la figura 2.4.2. Por lo tanto, la variable especifica
de esta alternativa para mejorar la reutilizacion del liquido idnico, denotada por RA en el

modelo general, es la fraccidn masica de sal extra que se anade al sistema respecto del total de

extra

la masa asociada a las corrientes de entrada al primer tanque de separacién, mJ™™ , calculada

segun:

M
md™ =—>" 1 (2.4.13)
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donde My, es el flujo masico total de las corrientes de entrada al primer tanque de separacién
(antes de la adicién de la sal extra) y My es igual a la suma de My, Yy la sal extra afadida al
sistema. En consecuencia, la nueva fraccién masica de sal en el punto de mezcla en el segundo
tanque, [S]u, se calcula segun:
extra
[STyo +100mg

ST = 2.4.14
[STu L+ mS™) ( )

donde [S]w,0 es la fraccion masica de sal en el punto de mezcla en el primer tanque en el que

se realiza la separacién de la proteina.

La fraccion de liquido idnico que puede redutilizarse, R, viene determinada también en esta

alternativa por la ecuacién 2.4.2. No obstante, la fraccion de la fase rica en sal que puede
recircularse, m;‘, puede estar limitada por dos restricciones diferentes en funcién de las

extra

condiciones de operacion. Asi, para bajas cantidades de sal extra afiadida (mg™ ) y/o bajas

concentraciones de proteina en la alimentacion ([LFlg), m;‘ esta limitada por la corriente de

alimentacién de proteina y la cantidad de sal que debe afadirse al sistema para que las

concentraciones de LF y de sal permanezcan constantes en el primer tanque. Por el contrario, a

extra

relativamente altos valores de mg™ y/o de [LF], m;‘ estd limitada por la masa de sal que

puede recircularse con la fase rica en este componente de modo que la concentracion de sal en

el primer tanque del proceso no aumente con el tiempo. Para modelar estas dos diferentes

posibles restricciones sobre m§ , partiendo del balance de materia parcial a la sal en el primer

tanque, se define una variable auxiliar Q, para definir la restriccion que esta activa:

o - [STy — a1+ mE™)ST, = [1- a1+ mS™) = m, [ S (2.4.15)
100 —[ST

@ representa la fraccion masica de sal que debe afiadirse al sistema para mantener constante
la fraccion mésica de sal, m{, cuando mS esta limitada por m y mg, lo que implica que
@,=20. En caso contrario (@,<0), no se precisa adicionar sal para mantener constante su

concentracion, con lo que m;} =0y m§ puede calcularse directamente del balance parcial a la

sal. Matematicamente, se emplean dos variables binarias, Y; e Y, para modelar estos dos

escenarios, con lo que el calculo de m: y de m§ queda como sigue:
A
mg =Y,-0, (2.4.16)

[STyo —a(l+ mg" )8,
[STs

mg :Yl-[1—0((1+m§’“"‘)—mF —m§]+ Y, (2.4.17)

donde:
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- SiE=0: =1, %=0
- Si@<0: =0, ¥h=1

En el analisis de esta alternativa para reutilizar el liquido idnico, se considera en todos los

casos que %LA=100 dada la pequefa influencia que esta variable tiene sobre R, lo que

simplifica notablemente el calculo de m7%:

[LE ]y
[LF]e

mg =

(2.4.18)

Finalmente, debe senalarse que la restriccion de la ecuacién 2.4.9 debe modificarse

ligeramente para tener presente el aumento de masa del sistema debido a la adicion de la sal

extra, con lo que esta restriccion queda:

a(l+md™)+m, +mf <1 (2.4.19)
5.0
a) — [S]\=26.3 %
- - - [Sh&28.0 %
-~ IS\ T [S]hf=30-0 °°
Q
L — [She&325 %
3 o
= - [S]M=3DO %
- -;:.:.‘_“as.g — -:--!.;
0,0 , - - - ~
340 640 940 1240 1540 1840
[LF]f (mg keg™)
5.0 1
b) — [ShF/220%
4,0 - - = [ShF&25.0%
- v\ = [Sh27.5 %
s 30 — [Sh=30.0 %
= - == [She325%
2 20 NN .
— = « ~
N \\\ ~
\ ~‘N -
l=0 | b - S "."’—:.‘~‘*~.‘ - -
. ———— _‘- - m- =
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Figura 2.4.4. Porcentaje de liquido idnico que no puede reutilizarse en el proceso ILTPP,
100-R (%), a diferentes fracciones masicas de sal en el segundo tanque de separacion para

la recuperacion de este componente, en

los sistemas: a) BmimTfO/NaH,PO4 b)

BmimTfO/(NaH,PO4/Na,HPQO,), a diferentes valores de concentracién de proteina en la

corriente de alimentacion, [LA]k.
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La fraccion de liquido i6nico que no puede reutilizarse en el proceso ILTPP se representa
en la figura 2.4.4 para diferentes cantidades de sal extra afiadidas (lo que conduce a diferente
concentracion de sal en el segundo tanque de alimentacion) y los dos sistemas liquido idnico/sal
de interés. En esta figura, la curva de menor [S]u representa el caso en el que no se afiade
nada de sal extra entre el primer y el segundo tanque (es decir, corresponde a las curvas a
%LA=100 de la figura 2.4.3). Puede comprobarse cdmo la adicién de sal permite reducir las
pérdidas de liquido i6nico al 0,5 % en el mejor escenario, presentando la misma tendencia
general ya descrita segun la cual 100-R es menor a altas concentraciones de proteina en la
corriente de alimentacion. Sin embargo, se aprecia como para distintos [S]w, existe un valor de
[LF]r a partir del cual un aumento adicional de la concentracidon de proteina en la alimentacion
no posibilita reducir mas aun 100-R. Asi, aunque en la regidén en la que 100-R se mantiene

constante se podria recircular una mayor fraccion de la fase rica en sal sin incrementar la masa

total del sistema, mé‘ no puede aumentarse puesto que ello conduciria a un incremento de la

concentracion de sal en el primer tanque de separacion debido al alto contenido en sal de esta

corriente que se recircula. El valor de [LAr que limita la region en la que 100-R es constante

extra

disminuye con la cantidad de sal extra afiadida, dado que a mayor mJ™™ , menor es la fraccion

de la fase rica en sal que se precisa para alcanzar la concentracién deseada de este

componente en el punto de mezcla del primer tanque.

Este comportamiento explica por qué la adicion de sal extra es mucho mas efectiva para la
recuperacion del liquido idnico a bajos valores de [LF]r. Asi, a bajos valores de esta variable la
adicién de sal extra conduce a reducciones en la pérdida de liquido idnico superiores al 60 %,
mientras que esta mejora se reduce a menos del 20 % a altos valores de [LF]r, con lo que esta
alternativa basada en el aumento del contenido en sal no es muy efectiva a altas
concentraciones de proteina en la corriente de alimentacion. Ademas, para altos valores de
[LF]s, la adicidon de una mayor cantidad de sal extra puede ser contraproducente por conducir a
un aumento de 100-R, como se refleja en la figura 2.4.4. Por un lado, la fraccion de liquido
idnico que no puede recircularse de por si es muy baja a altos valores de [LA]r incluso cuando
no se recurre a ninguna etapa de recuperacion adicional; por otro lado, la restriccion para que
la concentracion de sal en el primer tanque permanezca constante se hace mas restrictiva

cuando se afiaden mayores cantidades de sal extra.

La figura 2.4.5 muestra, para cada valor de [LF]r en cada sistema estudiado, el valor de la
fraccion masica de sal en el segundo tanque de separacion que hace que Q=0 y el valor de
100-R que se obtiene en esas condiciones. Este valor de 100-R representa la pérdida minima de
liquido idnico que puede conseguirse para cada valor de [LFA]r con esta alternativa basada en la
adicién de sal, puesto que para ese mismo valor de [S]y, €l valor de 100-R permanece ya
constante incluso para mayor concentracion de proteina en la alimentacion, como se ha

explicado con anterioridad. Por ejemplo, en el sistema BmimTfO/NaH,PO,, el valor de [S]v que
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minimiza las pérdidas de liquido idnico para una concentracién de proteina de 1000 mg kg™ es
de 34,2 % (m/m); asi, para concentraciones de proteina mayores que 1000 mg kg™, la fraccién
de liguido iénico que no puede reciclarse es de 0,705 % cuando [S]w=34,2 %. Debe resaltarse
que en la figura 2.4.5 Unicamente se grafica el rango de valores de [LF]r que conduce a
composiciones del sistema factibles. Esta figura refuerza la idea de que para [ LF]=800 mg kg™,
a mayor concentracion de proteina en la alimentacién, menor es el valor de 100-R y menor es
el valor de [S]y que minimiza las pérdidas de liquido idnico, puesto que las pendientes de [ S|u-
[LAr y de (100-R)-[LFAJr son negativas. Por consiguiente, para cada valor de [LA]r, es indtil la
adicién de una cantidad de sal extra mayor que la requerida para conseguir los valores de [S]v
gue se muestran en la figura 2.4.5, puesto que mayores valores de [S]y aumentan la fraccién

de liguido idnico que no puede recuperarse.

38 0,80
a) 37 L 0,75
36 - L 0,70
35 - 0,65
S 34 L 060 ¥
=33 - - 0,55 %%
w -
=13 L 0,50 S
31 L 045
30 - 0,40
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28 A : F 0,30
800 1100 1400 1700 2000
[LF]f (mg kg?)
38 - 0,65
b)
0,60
0,55
050 &
=
045 2
0,40
035
24 : : : L 0,30
600 900 1200 1500 1800

[LF]f (mg kg?)

Figura 2.4.5. Valor de la fraccion masica de sal en el segundo tanque de separacion, [S]u,
que hace @;=0 y el valor correspondiente de 100-R en estas condiciones obtenidos para
cada [LF]r en los sistemas: a) BmimTfO/NaH,PO,; b) BmimTfO/(NaH,PO./Na,HPO,).

Los valores de [S]v que se exponen en la figura 2.4.5 deben ser considerados como el

limite superior para la adicion de sal extra, ya que son los que minimizan las pérdidas de liquido
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ionico para un valor dado de [LFAr. No obstante, no deben considerarse como los valores
optimos para [S]u, puesto que aunque unas pérdidas minimas de liquido idnico puedan
conllevar ventajas para el proceso desde un punto de vista medioambiental, esta adicién de sal
extra puede mejorar la reutilizacion del liquido idnico en una fraccion tan pequefia que no sea
rentable econdmicamente. Por ello, se propone el siguiente criterio econdmico, que puede
considerarse como una restriccion adicional que se anadiria para esta alternativa al modelo

general descrito por las ecuaciones 2.4.3-2.4.9:

dm _ PreciodeS
dM$ ~ PreciodeIL

(2.4.20)

donde MSIL es la masa de liquido idnico presente en la fase rica en sal y M]f4 es la masa de

sal presente en el sistema global. La idea que apoya esta ecuacion es que el valor del liquido
idnico que se recupera de la fase rica en sal debido a la adicion de sal extra no debe ser menor
que el valor de la sal extra que se afade. Desarrollando dicha expresion y para un ratio de
precios igual a 0,0508 (Alvarez-Guerra et al., 2014b), se obtiene que la adicion de sal extra es
rentable hasta que [S]v alcance el 27,5 % vy el 26,5 % para los sistemas BmimTfO/NaH,PO, y
BmimTfO/(NaH,PO./Na,HPQ,), respectivamente. Por lo tanto, puesto que estas concentraciones
de sal pertenecen al rango bajo en relacion a las estudiadas en la figura 2.4.5, la reutilizacion
de la maxima cantidad de liquido idnico cuando se recurre a la sal extra afiadida no es la opcion

optima desde el punto de vista econémico.

En conclusion, aunque diversos trabajos previos proponen incrementar el contenido en sal
del sistema para mejorar la recuperacion del liquido idnico (Deng et al., 2009; Li et al., 2010a),
se ha demostrado en este estudio que bajo determinadas condiciones, esta alternativa no sélo
no mejora sino que incrementa las pérdidas de liquido idnico. Igualmente, aunque se pueden
alcanzar tasas de recuperacion de este componente del 99,5 %, la influencia de la adicién de
sal extra es muy limitada cuando se emplean alimentaciones concentradas en la proteina.
Ademas, el mayor consumo de sal que se precisa debe tenerse presente puesto que las
adiciones de sal extra que son rentables desde un punto de vista econémico son menores que
las requeridas para maximizar el liquido idnico recuperado. En consecuencia, un aumento en el
contenido en sal del sistema puede ser (til cuando se afiade una moderada cantidad de sal
extra y, especialmente, para bajas concentraciones de proteina en la alimentacién, pero esta

alternativa presenta diversas y serias limitaciones que deben tenerse en cuenta.

¢. Concentracion de /a fase rica en sal mediante evaporacion

La entrada de la LF en el sistema lleva asociada la introduccion de una cantidad muy
significativa de agua, que evita que pueda recircularse la fase rica en sal por completo. De este

modo, si la misma cantidad de agua que se afiade con la corriente de alimentacion de proteina
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se retirase previamente de la fase rica en sal, todo el liquido idnico y la sal contenidos en esta
fase podrian recircularse. Puesto que la presion de vapor tanto del liquido idnico como de la sal
son despreciables, el agua puede separarse facilmente de ellos mediante evaporacién (Neves et
al., 2012; Larriba et al., 2013). Para ello, se recurre a la evaporacion a vacio a temperatura
ambiente para prevenir la posible degradacién por altas temperaturas de la proteina o del
liguido i6nico que pudieran quedar en la fase rica en sal. El diagrama esquematico de esta

alternativa se muestra en la figura 2.4.2.c.

La fraccién de la fase rica en sal que debe evaporarse tendria que ser igual a la cantidad
de corriente de alimentacion y de sal que han de afiadirse al sistema para que la concentracion
del sistema permanezca constante. No obstante, para bajos valores de [LF]r, la fraccidn de fase
rica en sal que deberia evaporarse puede ser superior a su contenido en agua, por lo que en
estos casos se procede a la eliminaciéon de toda el agua contenida en dicha fase, siendo la
maxima fraccion de fase rica en sal que puede evaporarse igual a la fraccion masica de agua en
la misma. Para el modelado de estos escenarios, se recurre a una variable auxiliar @ que
permite identificar el caso que corresponde a unas condiciones de operacion dadas y que
representa la fraccion de la fase rica en sal que se evapora cuando su valor es inferior a la
fraccion masica de agua en esta fase:

A
_ mg + mq

0, = (2.4.21)

l-a
Para su calculo, % se obtiene de acuerdo a la ecuacién 2.4.18, mientras que m;* y m§

se determinan a través de:

s =[Sk =S i =m)~(1=cr=m Y51, (2422
100 ~[S]; — 1007z,

m§ =l-a-m, —m? (2.4.23)

donde m§ es la fraccidon masica de la fase rica en sal que se evapora, por lo que es la variable

que se corresponde con RA en el modelo general introducido por las ecuaciones 2.4.3-2.4.9.

Teniendo presente que @ puede ser equivalente a m§ y combinando las ecuaciones 2.4.21 y

2.4.22, se obtiene:

~b —/b* - dac

0, = 2a (2.4.24)
donde:

a=1-«a (2.4.25)
b=-[(1-a)1-0.01[S]) + m, +0.01[S],, — 0.01a[S], ] (2.4.26)
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¢ =(1-0.01[S])m, +0.01[S],, — 0.01a[S], —0.01(1 — & — m,)[S]; (2.4.27)

Como resultado, el calculo de m§ y de la fraccion de liquido idnico contenida en la fase

rica en sal que se recicla, ILg , puede realizarse de acuerdo a las ecuaciones 2.4.28 y 2.4.29:

mE = Y,[1-0.01([S]s +[IL])]+ Y, O, (2.4.28)
mg

E

I} =7,
Y l-mE f1-a)

+7, (2.4.29)

donde:
- SiQ, 21-0.01(S]g +[IL]s): %=1, ¥,=0
- SiQ, <1-0.01(S]s +[IL]s): %5=0, ¥i=1

Asi, en el primer caso (¥5=1, ¥4=0), msE esta limitada por la concentraciéon de agua en la

fase rica en sal, mientras que en el segundo caso, la masa de esta fase se reduce en la misma

cantidad que la masa que debe afadirse al sistema debido a m: vy a m;“ Por consiguiente, la
expresion para calcular la fraccion de liquido idnico que puede redutilizarse, R, es igual a:

_a[IL], +1L5(1 - )[IL]
~ allL], +(1- )L

(2.4.30)

Como puede apreciarse, la variable m§ se reemplaza por [ng, porque en esta alternativa

la corriente residual tiene una composicion distinta que la fraccion de la fase rica en sal que se
recircula, siendo la fraccion que se recupera de liquido idnico presente en esta fase la variable
que realmente es de interés para el calculo de R. En las alternativas previas, se cumplia que la

corriente residual y la fase rica en sal que se recircula tenian la misma composicion, por lo que

m* = I} (1-a).

De acuerdo al modelo expuesto para esta alternativa basada en la evaporacion a vacio, se
logra una recuperacién completa tanto del liquido idnico como de la sal para casi todas las
concentraciones de proteina en la alimentacion, con excepcion del estrecho rango de [LA]r que
se representa en la figura 2.4.6. Para valores de [ LFA]r superiores a los del rango mencionado, la

fraccion evaporada de la fase rica en sal es menor que su fraccibn en agua,

0, <1—0.01([S]S +[]L]S), por lo que el 100 % del liquido idnico y de la sal pueden

recircularse. Para valores menores de [LF]r que los representados en la figura 2.4.6, la corriente
de alimentacién introduciria tal cantidad de agua que no podria alcanzarse la composicion
deseada para el punto de mezcla en el primer tanque de separacion, como se ha comentado
con anterioridad. Por su parte, en el rango de valores de [LF]r mostrados en la figura

mencionada, puede observarse como la fraccion de liquido idnico que se pierde en el proceso
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decrece rapidamente con la concentracion de proteina desde valores superiores a 4,5 % a 0,0
%. En este caso, la cantidad de agua que deberia eliminarse es superior al contenido en agua
de la fase rica en sal, por lo que sélo es posible recircular parte del liquido idnico presente en
esta fase. Asi, al menor valor de [LFA]f para el que 100-R=0, se produce la evaporacion
completa del agua contenida en la fase rica en sal, por lo que la corriente que se recircula

estaria compuesta de sal (principalmente) y de liquido idnico. Si el concentrado de la fase rica

en sal estuviera compuesto solo por sal, seria equivalente a m;‘, por lo que toda la sal del

sistema podria reutilizarse y mg =0. Sin embargo, la fase rica en sal contiene también liquido

idnico, con lo que sblo puede recircularse parte de esta fase para evitar un aumento de la masa
del sistema. En consecuencia, tanto 100-R como m;“ son mayores que 0. Puesto que la
concentracion de liquido idnico es muy baja en la citada fase, el comportamiento descrito en el

gue 100-R disminuye drasticamente con [LF]r se produce para un rango muy estrecho de esta

Ultima variable.

N

335,25 340,25
[LF]f (mg kg™)

Figura 2.4.6. Porcentaje de liquido idnico perdido en el proceso, 100-R (%), cuando se
recurre a la evaporacion a vacio para mejorar la recuperacién de este componente.

Finalmente, debe resaltarse que si se produjese la evaporacion total del agua contenida en
la fase rica en sal, quedaria una mezcla formada por sal (principalmente) y liquido idnico.
Aunque el manejo de esta corriente resultante seria mas complejo que el de las otras corrientes

del proceso, en ningln caso conduciria a un sistema infactible.

Por consiguiente, a diferencia de la alternativa basada en la adicion de sal extra, que
presenta diversas restricciones y limitaciones, la concentracion de la fase rica en sal mediante
evaporacion permite reutilizar el 100% del liquido idnico y la sal del proceso, bajo la practica
totalidad de condiciones de operacion. Ello implica que el proceso ILTPP en el que para la
recuperacion del liquido idnico se emplee evaporacion a vacio no precisa de un consumo neto

de reactivos.
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d. Verificacion experimental del reciclado del liquido ionico de los sistemas ILTPP

El modelo desarrollado para recuperar el liquido i6nico cuando no se emplea ninguna
etapa adicional se basa directamente en el equilibrio termodindmico del sistema ILTPP
estudiado y modelado en el apartado 2.3. En cambio, debido a su mayor complejidad por
implicar varias etapas, se considera conveniente validar experimentalmente los modelos
desarrollados para describir la recuperacion del liquido idnico cuando se recurre a un aumento
del contenido de sal en el sistema y al empleo de evaporacion a vacio. Si bien estos modelos se
han desarrollado para un modo de operacion del proceso ILTPP en continuo, los experimentos
para su validacién se han ejecutado en discontinuo, puesto que los modelos propuestos pueden
adaptarse a esta operacion en discontinuo sin mas que reemplazar el concepto de corriente por

el de carga.

Estos experimentos constan de 6 ciclos, y en cada ciclo, se determina la composicion
global del sistema y de cada una de las fases liquidas mediante el método gravimétrico
propuesto por Merchuck et al. (1998). El liquido idnico de los sistemas ILTPP se recircula en
estos experimentos de acuerdo a una de las dos alternativas desarrolladas para este proposito.
En estas pruebas, la corriente de alimentacion de proteina se reemplaza por agua desionizada
porque en el proceso la recuperacion del liquido idnico tiene lugar una vez que la mayor parte
de la proteina, que se encuentra acumulada en la interfase, se retira del sistema. Ademas, la
fraccién masica global de proteina en los sistemas ILTPP es muy baja (1,6:10* m/m), por lo
gue la composicion global puede describirse Unicamente mediante los tres componentes

principales: liquido i6nico, sal y agua.

A su vez, segun se recurra a una alternativa u otra para mejorar la reutilizacion del liquido
ionico, los experimentos presentan ciertas peculiaridades. Asi, en aquellos en los que se
incrementa la concentracion de sal para mejorar la reciclabilidad de ese componente, cada ciclo
consta de dos etapas secuenciales. En primer lugar, una cantidad predeterminada de sal
adicional se afiade al sistema ILTPP, cuya composicion se habia obtenido previamente. Una vez
gue el nuevo punto de mezcla se equilibra y se determina su composicién, la fase rica en
liguido idnico, la fraccion de la fase rica en sal que puede recircularse segin el modelo
desarrollado para describir esta alternativa y el agua fresca que simula la corriente de

alimentacién de proteina se mezclan para dar comienzo a un nuevo ciclo.

Por otro lado, la alternativa basada en la evaporacion a vacio de parte de la fase rica en
sal retira del sistema la cantidad de agua de dicha fase que establece el modelo desarrollado
(apartado 2.4.c). Posteriormente, se afiade al sistema la cantidad de agua que simula la
corriente de alimentacién, que se mezcla con la fase rica en liquida idnico y la fraccidon no

evaporada de la fase rica en sal que se recircula, comenzando un nuevo ciclo del proceso.
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Estos experimentos se realizan para una concentracién [LF=1000 mg kg, ya que es una
concentracion intermedia en el rango de concentraciones analizado y es la empleada en las
disoluciones de proteinas utilizadas en trabajos previos acerca de ILTPP (Alvarez-Guerra e
Irabien, 2014a, 2014b). La reutilizacion del liquido i6nico se evalla durante 6 ciclos para ambos
sistemas de interés: BmimTfO/NaH,PO; y BmimTfO/(NaH,PO,/Na,HPO,) para verificar la
alternativa basada en evaporacion, retirando el 22 % de la fase rica en sal en cada ciclo, ya que
es la fraccion de esta fase que el modelo predice que se debe evaporar para asegurar la
completa recirculacion del liquido idnico y de la sal en ella contenidos. En relacion a la
alternativa que emplea un incremento en el contenido en sal del sistema, se evalla el sistema
BmimTfO/NaH,PO, empleando en el punto de mezcla del segundo tanque [S]w=35 %, porque

asegura la mayor recuperacion de liquido idnico para la mencionada concentracion de proteina.

1.01

Evaporacion (teor.)
[©)

1.00

0,99 a
é 0,98
E‘ »
0,97
0,96
0,95 '
1 2 3 4 S 6

N.° de ciclos

Figura 2.4.7. Evolucién de los valores adimensionales tanto tedricos como experimentales
de [ILlw, [IL]w+, para los diferentes experimentos de reciclabilidad del liquido idnico.
Notacién de los puntos experimentales: (M) evaporacion a vacio con el sistema
BmimTfO/NaH,PO,; (®) evaporacion a vacio con el sistema BmimTfO/(NaH,PO4/NaH,PO.,);
(A) adicidn de sal extra al sistema BmimTfO/NaH,PO,.

En la figura 2.4.7 se representa la fraccion masica del liquido i6nico del punto de mezcla,
[IL]m, en los diferentes experimentos para verificar los modelos acerca de la recuperacion de
este componente. Se comprueba cémo el empleo de evaporacién a vacio permite mantener
aproximadamente constante el contenido de liquido idnico en el sistema, puesto que permite la
recuperacion total de este componente, tal y como el modelo predice. Por su parte, el liquido
ionico perdido en cada ciclo cuando se recurre a la alternativa basada en la adicion de sal extra

coincide con la predicha por el modelo (0,72 %). De este modo, tras 6 ciclos, el valor
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experimental y tedrico de [/L]w son practicamente idénticos: 96,3 % frente al 96,4 %,

respectivamente.
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Figura 2.4.8. Evolucion de la composicion global del sistema y de las fases liquidas cuando
se mejora la reutilizacion del liquido idnico del sistema BmimTfO/NaH,PO, mediante
evaporacion a vacio. Notacion: (@) [ZL]w; (O) [Slw; (A) [Lly; (A) [Slw; (W) [ILs; (O)
[Sls.

La figura 2.4.8 muestra las concentraciones de liquido idnico y sal del sistema
BmimTfO/NaH,PO, y de sus fases liquidas (la rica en liquido idnico y la rica en sal), cuando se
emplea evaporacion a vacio para mejorar la recuperacion de liquido idnico. Se verifica como
todas las concentraciones se mantienen constantes durante 6 ciclos, sin precisar de ninguna
adicion de sal o de liquido idnico. Por consiguiente, se demuestra experimentalmente que es
posible que el proceso ILTPP pueda operar sin precisar de un consumo neto de reactivos
cuando emplea la recuperacion a vacio para recircular el liquido i6nico y la sal que constituyen
el sistema en que se basa esta técnica.

2.5. Nomenclatura del Capitulo 2

actividad del soluto en la fase acuosa

a actividad del soluto en la fase organica (liquido idnico)
an parametro de ajuste de la ecuacion 2.3.2
as parametro de ajuste de la ecuacién 2.3.4
A parametro de ajuste de la ecuacién 2.3.1
by parametro de ajuste de la ecuacion 2.3.2
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O 0O % &

extra

M*

parametro de ajuste de la ecuacién 2.3.4

parametro de ajuste de la ecuacion 2.3.1

parametro de ajuste de la ecuacién 2.3.1

coeficiente de reparto entre dos fases liquidas (si tuviese un subindice, hace
referencia al componente cuyo reparto se estudia)

eficiencia de extraccion cuando se emplean liquidos idnicos hidrofébicos

fuerza idnica de la fase de alimentacion acuosa A (M)

constante cinética del proceso de extraccion con liquidos idnicos hidrofébicos utilizada

como parametro de ajuste de la ecuacion 2.1.2 (min™)
fraccion de liquido idnico contenido en la fase rica en sal que se recircula en el

proceso ILTPP
fraccion masica de la corriente de alimentacion con respecto del total de corrientes de

entrada al primer tanque del proceso ILTPP

fraccion masica de liquido idnico afadida al primer tanque de separacion (para
mantener la concentracion de liquido idnico constante) con respecto del total de
corrientes de entrada a ese primer tanque del proceso ILTPP

fraccion masica de sal afadida al primer tanque de separacién (para mantener la

concentracion de sal constante) con respecto del total de corrientes de entrada a ese

primer tanque del proceso ILTPP

fraccion masica de la fase rica en sal que se evapora en el proceso ILTPP

fraccién masica de sal extra afiadida al sistema entre el primer y el segundo tanque

del proceso con respecto del total de corrientes de entrada al primer tanque del

proceso ILTPP
fraccion masica de fase rica en sal que se recicla con respecto del total de corrientes
de entrada al primer tanque del proceso ILTPP

masa inicial de la proteina X en el sistema ILTPP (g), donde X puede ser:
 BSA seroalbimina bovina

e LF lactoferrina
masa de la fase i del sistema ILTPP (g), donde i puede ser:

oIL fase rica en liquido idnico
¢S faserica en sal
masa de la proteina X en la fase i del sistema ILTPP (g), donde:
e X puede ser:
-BSA seroalbimina bovina
-LF lactoferrina

e i puede ser:
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[SImo

[X]

-1 interfase liquido-liquido
-IL  fase rica en liquido idnico

-S fase rica en sal

suma de M, vy sal extra afiadida al sistema en el proceso ILTPP (g s™)
flujo masico total de las corrientes de entrada al primer tanque de separacion del

proceso ILTPP (g s™)

masa de sal contenida en el sistema global del proceso ILTPP (g)

masa de liquido idnico contenido en la fase rica en sal del proceso ILTPP (g)
presion (MPa)
variable auxiliar
variable auxiliar
parametro de ajuste de la ecuacion 2.1.2 definido de acuerdo a la ecuacion 2.1.3
fraccion del liquido idnico del sistema ILTPP que puede reutilizarse en el proceso
ILTPP
variable(s) especifica(s) de la etapa adicional para mejorar la recuperacion de liquido
ionico en el proceso ILTPP
ratio masico de fases liquidas (fase rica en sal entre fase rica en liquido idnico)
selectividad del proceso hacia la lactoferrina con respecto de la seroalbimina bovina
temperatura (K o °C)
factores del disefio factorial de experimentos (donde i=1,2)
fraccion de la proteina X en la fase i del sistema ILTPP (% cuando se expresa en
porcentaje), donde:
e Xpuede ser:

-BSA seroalbimina bovina

-LF lactoferrina
e i puede ser:

-1 interfase liquido-liquido

-IL  fase rica en liquido idnico

-S  faserica en sal
variables binarias (donde i=1,4)

fraccion masica de sal del sistema ILTPP antes de la adicion de sal extra para

extra )

incrementar su concentracion y mejorar la recuperacion del liquido ionico ( 7
concentracién (medida en mg L, mg kg o fraccién masica, m/m) del componente X
en la fase/corriente i, donde:
e X' puede ser:

-BSA seroalblmina bovina

-IL  liquido i6nico
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-LF lactoferrina
-5 sal
e i puede ser:
-A  fase acuosa
-A,00 fase acuosa en el equilibrio (tiempo t=00)
-F  alimentacion de proteina
-F,0 alimentacion de proteina a tiempo t=0
-F,t  alimentacion de proteina a tiempo t cualquiera
-F,00 alimentacion de proteina en el equilibrio (tiempo t=00)
-IL  fase rica en liquido idnico
-IL,o0 fase de liquido idnico en el equilibrio (tiempo t=00)
-M  punto de mezcla (IL + S)
-0 fase organica (liquido idnico)

-S fase rica en sal

Letras griegas
a fraccion masica de la fase rica en liquido iénico

coeficientes de los modelos de regresion derivados del diseno factorial de

R

experimentos (donde i=0,5)

Y coeficiente de actividad en la fase acuosa
77 coeficiente de actividad en la fase organica
7, viscosidad dindmica (Pa s)

0 densidad (kg m™)

o conductividad eléctrica (S m™)

1-a fraccién masica de la fase rica en sal
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9 Conclusiones

Conclusions

«caminante, no hay camino,

se hace camino al andar.
Al andar se hace camino,
y al volver la vista atrés
se ve la senda que nunca

se ha de volver a pisar.»

Prof. Antonio Machado (1875-1939)

Poeta espaﬁo[
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CAPITULO 3. CONCLUSIONES

3.1.

Conclusiones

Las conclusiones obtenidas a lo largo de la presente tesis doctoral han sido difundidas en

revistas cientificas incluidas en el Journal of Citation Reports-Science Edition (JCR). Las

publicaciones se listan a continuacion indicando el indice de impacto para 2012 asi como el

cuartil de la revista dentro de la categoria de Ingenieria Quimica, disponibles en la plataforma
ISI Web of Knowledge.

1.

Alvarez-Guerra E., Irabien A., Extraction of lactoferrin with hydrophobic ionic liquids,
Separation and Purification Technology, 2012, 98, 432-440. Indice de impacto: 2,894.
Primer cuartil (Q1).

. Alvarez-Guerra E., Irabien A., Ionic Liquid-Based Three Phase Partitioning (ILTPP) for

Lactoferrin Recovery, Separation Science and Technology, 2014, 49, 957-965. indice
de impacto: 1,164. Segundo cuartil (Q2).

. Alvarez-Guerra E., Irabien A., Ionic liquid-based three phase partitioning (ILTPP)

systems for whey protein recovery: ionic liquid selection, Journal of Chemical
Technology & Biotechnology, aceptado (en prensa), DOI: 10.1002/jctb.4401. indice
de impacto: 2,504. Primer cuartil (Q1).

Alvarez-Guerra E., Ventura S.P.M., Coutinho J.A.P., Irabien A., Ionic liquid-based
three phase partitioning (ILTPP) systems: Ionic liquid recovery and recycling, Fluid
Phase Equilibria, 2014, 371, 67-74. fndice de impacto: 2,379. Primer cuartil (Q1).

. Alvarez-Guerra E., Ventura S.P.M., Coutinho, J.A.P., Irabien A., Ionic liquid recovery

alternatives in Ionic Liquid-based Three Phase Partitioning (ILTPP), AIChE Journal,
aceptado (en prensa), DOI: 10.1002/aic.14530. Indice de impacto: 2,493. Primer
cuartil (Q1).

Las principales conclusiones extraidas de este trabajo son las siguientes:

1) El empleo de liquidos idnicos hidrofobicos de base imidazolio permite extraer

la lactoferrina con eficiencias de hasta el 20 % y elevada selectividad (9) con
respecto de la seroalbimina bovina. Las condiciones experimentales que proporcionan
los mejores resultados son pH neutro, baja fuerza idnica y baja concentracion de

proteina. Estos resultados pueden explicarse por la importancia de las interacciones
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entre los atomos de hierro de la lactoferrina y el catién de base imidazolio del liquido
ionico.

Sin embargo, la imposibilidad de reextraer la proteina hace que esta aproximacion
basada en liquidos idnicos hidrofébicos no permita desarrollar un proceso para la
recuperacion de la proteina de interés, a pesar de ser esta la aproximacion mas
sencilla para su disefio y operacion, asi como contar con resultados prometedores en la

etapa de extraccion.

2) Se ha desarrollado una nueva técnica para la recuperacion de proteinas

denominada reparto en tres fases basado en liquidos idnicos (Ionic Liquid-
based Three Phase Partitioning, ILTPP). Esta técnica ILTPP emplea los mismos
sistemas liquido ionico/sal que los sistemas acuosos bifasicos basados en liquidos
ionicos (Jonic Ligquid-based Aqueous Two Phase Systems, ILATPS), obteniendo
resultados que son caracteristicos de la técnica de reparto en tres fases ( 7Three Phase
Partitioning, TPP), es decir, la(s) proteina(s) de interés se acumula(n) en la interfase

liguido-liquido facilitando su recuperacion y evitando asi la etapa de reextraccion.

La técnica ILTPP se ha descrito por primera vez para el sistema
BmimBF,;/NaH,P0,, con el que se consigue recuperar la mayor parte de la
lactoferrina (74-99 %) en la interfase liquido-liquido. La concentracion de sal
del sistema es la variable de mayor influencia en la distribuciéon de la proteina, si bien

esta también depende de la concentracidn de liquido idnico y de la temperatura.

3) El sistema liquido idnico/sal basado en BmimTfO y NaH,PO, se identifica

como el mas adecuado para llevar a cabo la técnica ILTPP, puesto que
proporciona resultados de recuperacion de lactoferrina en la interfase liquido-liquido
competitivos (83-99 %) a la vez que no presenta problemas de estabilidad en contacto
con agua. Con este sistema, las mayores tasas de recuperacion de lactoferrina se
obtienen a condiciones moderadamente acidas (pH=3,1-4,0) y a concentraciones de

proteina relativamente bajas.

La selectividad de la técnica ILTPP hacia la lactoferrina con respecto a la seroalbimina
bovina varia entre 1 y 3 en funcion del pH y la concentracion de proteina, por lo que la
ILTPP puede aplicarse para recuperar tanto proteinas especificas (p. ej.

lactoferrina) como grupos de ellas, dependiendo de las condiciones de operacién.

4) Los sistemas ILTPP de interés se han caracterizado a través de sus

propiedades de mayor importancia para el proceso, asi como a través de la
descripcion de su equilibrio termodinamico. De este modo, la fraccion de
liquido idnico que no puede recircularse en el proceso varia entre el 0,8 y el 5

%, dependiendo estas pérdidas fundamentalmente de la concentracion de proteina en
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3.2.

la corriente de alimentacion. Asi, cuanto mayor sea esta concentracién, menor es la

fraccion de liquido idnico que no puede reutilizarse.

5) Se ha analizado la incorporacion al proceso ILTPP de una etapa adicional de

recuperacion de liquido idnico para reducir las pérdidas de este valioso
componente. Para ello, se han considerado dos alternativas: incrementar el contenido
en sal del sistema y evaporar parte del agua contenida en la fase rica en sal. Si bien la
primera alternativa se ha propuesto en la literatura para mejorar la recuperacion del
liquido iénico, se ha demostrado como restricciones del proceso hacen que el
incremento del contenido en sal tenga una eficacia limitada y, en ciertas
condiciones, pueda conducir a un incremento de las pérdidas de liquido
idnico. Por el contrario, la evaporacion de agua de la fase rica en sal permite la
recuperacion total del liquido idnico y de la sal para la gran mayoria de
condiciones de operacion, lo que permite concluir que el proceso ILTPP no

precisa de un consumo neto de reactivos.

Progreso de la investigacion

En relacion con los resultados de la presente tesis doctoral, se consideran relevantes las

siguientes lineas para el progreso cientifico-técnico futuro:

1) Aplicacion del proceso ILTPP a sistemas reales complejos que contengan

proteinas, como el lactosuero bovino. De esta forma, se analizard la posible
influencia que la presencia simultdnea de otras proteinas, asi como de otro tipo de
biomoléculas como la lactosa, puede tener en la recuperacion de la proteina de interés

(p. €j. lactoferrina) y en la selectividad del proceso.

2) Busqueda de sistemas ILTPP alternativos que estén autorizados o sean

especialmente adecuados para procesar productos destinados a aplicaciones
alimentarias. Si bien el sistema ILTPP basado en el liquido idnico BmimTfO presenta
una toxicidad menor a la de otros sistemas y otros disolventes organicos
convencionales, dado que la mayoria de aplicaciones de la lactoferrina implica su
administracion por via oral, es conveniente encontrar liquidos idnicos con similar
desempefio que el BmimTfO y con la menor toxicidad posible (p. €j., liquidos i6nicos de

base colina).

3) Estudio de la estructura de las moléculas de proteina recuperadas mediante

ILTPP. Puesto que dependiendo de las condiciones experimentales se observa que en
ocasiones la proteina recuperada no podia redisolverse por completo, lo que sugiere

gue pueden tener lugar cambios conformacionales en la misma, se considera oportuno
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realizar el andlisis de su estructura. No obstante, dado que la mayoria de las
aplicaciones de la lactoferrina son por via oral, debe tenerse presente que su
desnaturalizaciéon debida a las condiciones acidas del estdbmago es probable y que, en
todo caso, para su absorcion intestinal las proteinas son hidrolizadas hasta aminoacidos

o dipéptidos.
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CHAPTER 3. CONCLUSIONS

3.1.

Conclusions

The conclusions obtained during this PhD thesis have been reported in scientific journals

included in the Journal of Citation Reports-Science Edition (JCR). The publications are listed

below, showing the impact factors for 2012 and the quartile of the journals in the category of

Chemical Engineering that are available in ISI Web of Knowledge platform.

1.

Alvarez-Guerra E., Irabien A., Extraction of lactoferrin with hydrophobic ionic liquids,
Separation and Purification Technology, 2012, 98, 432-440. Impact factor: 2.894. First
quartile (Q1).

. Alvarez-Guerra E., Irabien A., Ionic Liquid-Based Three Phase Partitioning (ILTPP) for

Lactoferrin Recovery, Separation Science and Technology, 2014, 49, 957-965. Impact
factor: 1.164. Second quartile (Q2).

. Alvarez-Guerra E., Irabien A., Ionic liquid-based three phase partitioning (ILTPP)

systems for whey protein recovery: ionic liquid selection, Journal of Chemical
Technology & Biotechnology, accepted (in press), DOI: 10.1002/jctb.4401. Impact
factor: 2.504. First quartile (Q1).

Alvarez-Guerra E., Ventura S.P.M., Coutinho J.A.P., Irabien A., Ionic liquid-based
three phase partitioning (ILTPP) systems: Ionic liquid recovery and recycling, Fluid
Phase Equilibria, 2014, 371, 67-74. Impact factor: 2.379. First quartile (Q1).

. Alvarez-Guerra E., Ventura S.P.M., Coutinho, J.A.P., Irabien A., Ionic liquid recovery

alternatives in Ionic Liquid-based Three Phase Partitioning (ILTPP), AIChE Journal,
accepted (in press), DOI: 10.1002/aic.14530. Impact factor: 2.493. First quartile

Q).

The main conclusions derived from this work are:

1) The use of hydrophobic imidazolium-based ionic liquids allows the extraction

of lactoferrin with efficiencies up to 20 % and high selectivity (9) with respect
to bovine serum albumin. The experimental conditions that lead to the best results are
neutral pH, low ionic strength and low protein concentration. These results may be
explained in terms of the importance of the interaction between iron atoms of the

lactoferrin and the imidazolium-based cation of the ionic liquid.
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However, the impossibility of achieving the protein back-extraction determines
that a process based on hydrophobic ionic liquids to recover the protein of
interest cannot be developed, even though it is a simple approach for its design and

operation, and it provides promising results in the extraction step.

2) A novel technique for protein recovery called Ionic Liquid-based Three Phase

Partitioning (ILTPP) has been developed. This ILTPP technique uses the same
ionic liquid/salt systems as Ionic Liquid-based Aqueous Two Phase Systems (ILATPS) to
obtain results that are characteristic of Three Phase Partitioning (TPP), that is, the
protein(s) of interest is (are) accumulated at the liquid-liquid interface making its (their)

recovery easier and avoiding in this way the back-extraction step.

The ILTPP technique has been reported for the first time for the
BmimBF,;/NaH,P0, system, with which most of lactoferrin (74-99 %) is
recovered at the liquid-liquid interface. The salt concentration of the system
resulted to be the variable with the highest influence on the protein distribution,

although it also depends on the ionic liquid concentration and temperature.

3) The ionic liquid/salt system based on BmimTfO and NaH,PO, is identified as

the most suitable system to carry out the ILTPP technique, since it combines
competitive results in terms of lactoferrin recoveries at liquid-liquid interface (83-99 %)
and chemical stability when it is in contact with water. With this system, the highest
lactoferrin recoveries occur at moderate acidic pH (3.1-4.0) and relatively low protein

concentrations.

The selectivity of the ILTPP technique towards lactoferrin with respect to bovine serum
albumin varies between 1 and 3 depending on the pH and the protein concentration, so
ILTPP can be applied to recover specific proteins (e.g. lactoferrin) or groups

of them, depending on operating conditions.

4) The ILTPP systems of interest have been characterized by means of their

properties that are relevant for the process, and their thermodynamic
equilibria have been described. In this way, the fraction of ionic liquid which
cannot be recycled in the process varies between 0.8 and 5 %, depending
mainly on the protein concentration in the feed stream. The higher this protein

concentration, the lower the ionic liquid fraction that cannot be reused.

5) Additional steps to recover the ionic liquid have been assessed to introduce

them in the ILTPP process in order to reduce the losses of this valuable component.
For this purpose, two alternatives have been considered: an increase in the salt content
of the system and evaporation of part of the water present in the salt-rich phase. Even

though the first alternative has been proposed in the literature to enhance the ionic
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liquid recovery, it has been demonstrated that process constraints limit its
effectiveness and, under several conditions, it may cause an increase in the
ionic liquid losses. In contrast, water evaporation from the salt-rich phase
allows the total recovery of both the ionic liquid and the salt under almost all
the experimental conditions, which may allow concluding that the ILTPP process

does not require any net reagent consumption.

3.2. On-going research

Based on the results reported in this PhD thesis, the following relevant lines are considered

for the future scientific-technical progress:

1) Application of the ILTPP process to real, complex systems that contain
proteins, such as bovine whey. In this sense, the possible influence of the
simultaneous presence of other proteins and other types of biomolecules, such as
lactose, on the recovery of proteins of interest (e.g. lactoferrin) and on the process

selectivity will be assessed.

2) Search of alternative ILTPP systems that are authorized or especially suitable
for processing products to be used in food applications. Even though the ILTPP
system based on BmimTfO shows a lower toxicity than other systems and other
conventional organic solvents, considering that most of lactoferrin applications imply its
oral administration, the use of ionic liquids that present similar results as BmimTfO with

lower toxicity (e.g. choline-based ionic liquids) is highly desirable.

3) Study of the structure of protein molecules recovered by means of ILTPP.
Considering that depending on the experimental conditions the recovered protein may
not be completely redissolved, which suggests that conformational changes can occur,
this protein structural analysis should be carried out. Nevertheless, since most of
lactoferrin applications are based on oral administration, it should be noted that the
denaturation of this protein is probable due to the acidic conditions of the stomach and,
anyway, proteins must be hydrolyzed into amino acids or dipeptides so that they can be

absorbed in the intestine.
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CAPITULO 4. Articulos cientificos /| CHAPTER 4. Scientific articles

4.1. Alvarez-Guerra E., Irabien A., Extraction of lactoferrin with hydrophobic ionic
liquids, Sep. Purif. Technol., 2012, 98, 432-440.

Resumen

La lactoferrina es una proteina de alto valor anadido que se encuentra en el lactosuero
bovino. Este trabajo presenta el estudio de la extraccion de lactoferrina con liquidos i6nicos de
base imidazolio como un nuevo proceso de separacion que puede permitir superar las
limitaciones asociadas a las técnicas convencionales de separacion y purificacion de esta
proteina (p.ej. cromatografia). Se utiliza para ello una configuracion de membrana “bulk”
basada en el empleo de tubos en U. Se consiguen eficiencias de extraccion de lactoferrina de
hasta el 20 %. A pesar de las menores eficiencias obtenidas con Ia
bis[ (trifluorometil)sulfonil]limida de 1-butil-3-metilimidazolio (BmimNTf,), se prefiere este liquido
ionico al hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio (BmimPFs), dado que el primero es mas
estable y menos soluble en agua. Las condiciones experimentales que proporcionan mayores
eficiencias de extraccién son bajas concentraciones de proteina (100 mg L™), pH neutro (6,4-
8,2) y baja fuerza idnica (0,03 M). BmimNTf, es selectivo hacia la lactoferrina respecto de la
seroalbumina bovina (BSA), puesto que la cantidad de BSA extraida es un orden de magnitud
inferior. Sin embargo, no se observd la reextraccion de la proteina del liquido i6nico. En
conclusion, se puede extraer lactoferrina de forma selectiva mediante liquidos idnicos
hidrofébicos de base imidazolio, lo que puede deberse a la interaccion de estos con los atomos
de hierro de la proteina. El coeficiente de reparto entre la fase organica y la acuosa depende
principalmente de la concentracion de proteina en la fase organica (exponente -2,8), exhibiendo

una ligera influencia de la concentracion en la fase acuosa.

Original abstract

Lactoferrin is a high-added value protein that is contained in bovine whey. This work
presents the study of lactoferrin extraction with imidazolium-based ionic liquids as a novel
separation process that can overcome constraints associated with conventional techniques used
to separate and purify this protein (e.g. chromatography). A bulk membrane configuration
based on U-shaped tubes is used as an experimental set-up. Lactoferrin extraction efficiencies
of up to 20 % are achieved. Despite the lower efficiencies obtained with 1-butyl-3-
methylimidazolium bis[(trifluoromethyl)sulfonyl]limide (BmimNTf,), this ionic liquid is preferred
to 1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate (BmimPFs) because the former is more

stable and less soluble in water. Low protein concentration (100 mg L), neutral pH (6.4-8.2)
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and low ionic strength (0.03 M) are the experimental conditions with highest extraction
efficiencies. BmimNTf, is selective towards lactoferrin with respect to bovine serum albumin
(BSA), since the amount of BSA extracted is almost one order of magnitude lower. However,
back-extraction of protein from the ionic liquid was not observed. In conclusion, hydrophobic,
imidazolium-based ionic liquids are able to extract lactoferrin selectively, which may be due to
their interaction with iron atoms of this protein. The distribution coefficient between the organic
and aqueous phase depends mainly on the concentration of protein in the organic phase

(exponent -2.8), showing a slight influence on the aqueous phase concentration.
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Extraction of lactoferrin with hydrophobic ionic liquids

E. Alvarez-Guerra, A. Irabien

Sep. Purif. Technol., 2012, 98, 432-440.

Separation
EiPurification

Tachnolopy

El texto completo del articulo puede encontrarse en el siguiente enlace de la pagina web de la
revista Separation and Purification Technology.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383586612004406

The full text of the article can be found in the following link to the web page of Separation and
Purification Technology:.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383586612004406
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4.2. Alvarez-Guerra E., Irabien A., Ionic Liquid-Based Three Phase Partitioning
(ILTPP) for Lactoferrin Recovery, Sep. Sci. Technol., 2014, 49, 957-965.

Resumen

En este trabajo se presenta una técnica novedosa denominada reparto en tres fases
basado en liquidos i6nicos (ILTPP en su acronimo inglés: Jjonic liquid-based three phase
partitioning) que combina las interesantes propiedades de los liquidos idnicos como
extractantes y las ventajas del reparto en la interfase para recuperar proteinas. El sistema
ternario BmimBF4/NaH,PO,/H,0 se utiliza para acumular lactoferrina (una proteina del
lactosuero bovino con importantes propiedades nutracéuticas) en la interfase liquido-liquido.
Entre el 74 % y el 99 % de la lactoferrina se recupera en la interfase, dependiendo de la
temperatura, el contenido en liquido idnico y, especialmente, la concentracién de sal. En
consecuencia, ILTPP puede verse como una técnica prometedora que permita superar las

limitaciones de las técnicas convencionales para recuperar lactoferrina.

Original abstract

A novel technique called ionic liquid-based three phase partitioning (ILTPP) that combines
the interesting properties of ionic liquids as extracting solvents and the advantages of interfacial
partitioning for protein recovery is presented in this work. The ternary system
BmimBF,/NaH,P0./H,0 is used to accumulate lactoferrin (a bovine whey protein with important
nutraceutical properties) at the liquid-liquid interface. Between 74 % and 99 % of the
lactoferrin is recovered at the interface, depending on the temperature, the ionic liquid content,
and, especially, the salt concentration. Consequently, ILTPP can be seen as a promising

technique that may overcome the drawbacks of conventional techniques to recover lactoferrin.
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El texto completo del articulo puede encontrarse en el siguiente enlace de la pagina web de la
revista Separation Science and Technology-

http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/01496395.2013.878722#.U8VUg0O-KA5g

The full text of the article can be found in the following link to the web page of Separation
Science and Technology.

http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/01496395.2013.878722#.U8VUg0O-KA5g
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4.3. Alvarez-Guerra E., Irabien A., Ionic liquid-based three phase partitioning
(ILTPP) systems for whey protein recovery: ionic liquid selection, J. Chem.
Technol. Biotechnol., aceptado (en prensa), DOI: 10.1002/jctb.4401.

Resumen

ANTECEDENTES: La técnica de reparto en tres fases basado en liquidos idnicos (ILTPP en
su acrénimo inglés: Jonic liguid-based three phase partitioning) es una alternativa prometedora
a las tecnologias convencionales para separar y purificar proteinas puesto que permite la
recuperacion de la proteina en la interfase liquido-liquido. En un trabajo previo, se ha
desarrollado la ILTPP con el sistema BmimBF,/NaH,PO, para recuperar lactoferrina, una
proteina del lactosuero bovino con importantes propiedades nutracéuticas. Sin embargo,
BmimBF, puede sufrir hidrélisis cuando estd en contacto con agua, por lo que deberia
seleccionarse un liquido idnico alternativo con resultados similares en relacién a la recuperacion

de lactoferrina.

RESULTADOS: El sistema basado en BmimTfO y fosfato se selecciona como el mas
adecuado al combinar recuperaciones de lactoferrina relativamente elevadas en la interfase
liquido-liquido (83-99 %) con estabilidad quimica. Las mayores recuperaciones de lactoferrina
tienen lugar a pH moderadamente &acidos (3,1-4,0), que incluso pueden mejorarse a
concentraciones de proteina relativamente bajas. La selectividad del proceso con respecto de la
seroalbumina bovina (otra proteina del lactosuero) varia entre 1,1 y 3,0, dependiendo de las

condiciones experimentales.

CONCLUSIONES: ILTPP es una técnica prometedora para recuperar la fraccion proteica del
lactosuero bovino o para enriquecer proteinas especificas como la lactoferrina, por lo que ILTPP
podria reemplazar a las técnicas alternativas como las basadas en membranas. El riesgo de
hidrdlisis asociado al liquido idnico de sistemas ILTPP previos se ha superado de forma

satisfactoria.

Original abstract

BACKGROUND: The ionic liquid three phase partitioning (ILTPP) technique is a promising
alternative to conventional processing technologies for protein separation and purification since
it allows protein recovery at the liquid-liquid interface. In previous work, ILTPP has been
developed with the BmimBF,/NaH,PO, system for lactoferrin recovery, a bovine whey protein
with important nutraceutical properties. However, BmimBF, may suffer from hydrolysis when it
is in contact with water, so the selection of an alternative ionic liquid with similar results
regarding lactoferrin recovery should be sought.
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RESULTS: The system based on BmimTfO and phosphate is selected as the most suitable
since it combines relatively high lactoferrin recoveries at the liquid-liquid interface (83-99 %)
and chemical stability. The highest lactoferrin recoveries occur at moderate acidic pH (3.1-4.0),
which may also be improved at relatively low protein concentrations. The process selectivity
with respect to bovine serum albumin (another whey protein) varies from 1.1 to 3.0, depending

on experimental conditions.

CONCLUSION: ILTPP is a promising technique to recover the protein fraction from bovine
whey or to enrich specific proteins such as lactoferrin, so ILTPP could replace alternative
techniques such as membranes. The risk of hydrolysis associated with previous ionic liquid

ILTPP systems has been successfully overcome.
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4.4. Alvarez-Guerra E., Ventura S.P.M., Coutinho J.A.P., Irabien A., Ionic liquid-
based three phase partitioning (ILTPP) systems: Ionic liquid recovery and
recycling, Fluid Phase Equilibr., 2014, 371, 67-74.

Resumen

El reparto en tres fases basado en liquidos idnicos (ILTPP en su acrénimo inglés: jonic
liquid-based three phase partitioning) es una técnica prometedora para recuperar lactoferrina,
una proteina del lactosuero de alto valor afiadido, porque combina las ventajas asociadas al
empleo de liquidos idnicos con la posibilidad de recuperar el producto caracteristico del reparto
en tres fases. El reciclado del liquido idnico es esencial para la viabilidad y desarrollo de la
técnica ILTPP, debido al elevado coste y al impacto medioambiental asociado con la descarga
de este tipo de compuestos. Para este proposito, la caracterizacion termodindmica de los
sistemas de interés para la ILTPP, que estan basados en el empleo de trifluorometanosulfonato
de 1-butil-3-metilimidazolio (BmimTfO) y dihidrogenofosfato de sodio (NaH,PO.), se realiza
para determinar la composicion de las fases liquidas en el equilibrio y el coeficiente de reparto
entre las mismas. Adicionalmente, se ha evaluado la fraccién de liquido idnico que no puede
reutilizarse en el proceso ILTPP, concluyendo que la reciclabilidad de este compuesto es
altamente dependiente de la concentracion de proteina en la corriente de alimentacion. Para
concentraciones de proteina elevadas (2 g L) y eficiencias moderadas de ILTPP (en torno al 80
%), es posible reciclar mas del 99 % del liquido i6nico, lo que mejora tanto el perfil econémico

como medioambiental del proceso ILTPP.

Original abstract

Ionic liquid-based three phase partitioning (ILTPP) is a promising technique to recover
lactoferrin, a high-added value whey protein, because it combines the advantages associated
with the use of ionic liquids and the feasibility of the product recovery characteristic of three
phase partitioning. The recyclability of the ionic liquid is essential for the feasibility and
development of ILTPP technique, due to the high cost and environmental impact associated
with the discharge of this type of compounds. For this purpose, the thermodynamic
characterization of the systems of interest for ILTPP, which are based on the use of 1-butyl-3-
methylimidazolium trifluoromethanesulfonate (BmimTfO) and sodium dihydrogenophosphate
(NaH,PQ,), is here performed to determine the composition of the liquid phases in equilibrium
and the distribution coefficient between them. In addition, the fraction of ionic liquid that
cannot be reused in the ILTPP process has been assessed, concluding that the recyclability of
this compound is highly dependent on the protein concentration in the feed stream. At high

protein concentrations (2 g L'!) and moderate ILTPP efficiencies (around 80 %) it is possible to
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recycle more than 99 % of the ionic liquid, which improves both the economic and

environmental performance of the ILTPP process.
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4.5. Alvarez-Guerra E., Ventura S.P.M., Coutinho J.A.P., Irabien A., Ionic liquid
recovery alternatives in Ionic Liquid-based Three Phase Partitioning (ILTPP),
AIChE J., aceptado (en prensa), DOI: 10.1002/aic.14530.

Resumen

El reparto en tres fases basado en liquidos idnicos (ILTPP en su acrénimo inglés: jonic
liquid-based three phase partitioning) es una técnica prometedora para recuperar proteinas de
alto valor afiadido en la interfase liquido-liquido. Su perfil econdmico y medioambiental depende
fuertemente del consumo neto de liquido idnico. Se estudian asi las alternativas para maximizar
la fraccién de liquido idnico que puede reciclarse. Se ha demostrado que la adicion de
cantidades adicionales de sal, alternativa ya propuesta en la literatura, tiene un efecto muy
limitado sobre la recuperacién de liquido idnico para concentraciones de proteina en la corriente
de alimentacion relativamente elevadas, pudiendo incluso conducir a un incremento en las
pérdidas de liquido idnico bajo determinadas condiciones. Sin embargo, pequenas adiciones de
sal resultan ser efectivas y rentables desde un punto de vista econdmico. La evaporacion a
vacio permite la recuperacion completa del liquido idnico y de la sal, lo que refuerza la

sostenibilidad y viabilidad de los procesos ILTPP.

Original abstract

Ionic liquid-based three-phase partitioning (ILTPP) is a promising technique to recover
high-added value proteins at the liquid-liquid interface. Its economic and environmental
performance highly depends on the net ionic liquid consumption. Alternatives to maximize the
fraction of ionic liquid that can be recycled are studied. It is demonstrated that the addition of
extra salt, previously proposed in literature, has a very limited effect on ionic liquid recovery for
relatively high protein concentrations in the feed stream, and that it may even lead to an
increase of the ionic liquid losses under certain conditions. However, small additions of salt are
shown to be effective and profitable from an economic point of view. Vacuum evaporation is
shown to allow for the complete ionic liquid and salt recovery, reinforcing the sustainability and

viability of ILTPP processes.
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Anexo

Difasion de resultados

«La sabidurta del prudente es saber discernir su camino»

Libro de los Proverbios (Pr14:8)
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La separacion de proteinas de
medios complejos como el lactosuero
bovino suele representar entre el 50 y
el 80 % de los costes de produccion,
por lo que esta etapa constituye el
cuello de botella para su valorizacion.
La extraccion liquido-liquido puede
tener un gran potencial para reducir
estos costes y la sustitucion de los
disolventes organicos convencionales
por liquidos ionicos permite superar
los principales problemas ambientales

y de seguridad asociados a la
extraccion.
La presente tesis doctoral tiene

como objetivo desarrollar una técnica
innovadora para la recuperaciéon de
proteinas, y en particular, de
lactoferrina, basada en liquidos i6nicos
y que permita tanto la recuperacién de
la proteina como la reutilizacién del
liquido ionico.
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