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Respecto al tiempo de contacto, pruebas previas realizadas a 12 h nos indicaron que la adsorcién
no se completaba llegando a un méaximo de adsorcion para Cu (II) de aproximadamente la mitad del
que se consigue al aumentar 12 h de contacto. De los resultados referidos en las tablas se deduce que
el maximo de adsorcion se completa a las 24 h y que no es necesario un tiempo de contacto mayor,
ya que la diferencia de adsorcién observada al aumentar el contacto de 24 a 48 h es practicamente

insignificante. Este hecho se produce para los dos iones metalicos en estudio.

3.2.2. RESINA DE ACIDO FOSFINICO

Para la resina de 4cido fosfinico, SD3, los valores de capacidad de adsorcién se recogen en la
Tabla VI

Tabla VI. Resultados obtenidos para la capacidad de intercambio iénico de la resina de 4cido fosfinico a
diferentes concentraciones de ion metalico inicial. Datos obtenidos a 24 y 48 h de contacto. Los valores de
capacidad se dan con una imprecisién de + 0,001 mmoles Cu (II) o Zn (II) adsorbidos/mequiv de resina.

Cu (ID Zn (1)
Concentracion 24 h 48 h 24 h 48 h
(mM)
20 0,0386 | = eemeee- 0,2438 | e
30 0,5252 | eeee- 0,4498 | e
40 0,5225 0,4938 0,3189 0,2860
80 0,6291 0,9069 0,4054 | —eemee-
120 0,9408 0,9532 0,4103 0,5116

El analisis de los valores de esta Tabla nos vuelve a indicar que la adsorcién de los iones Cu (II)
y Zn (II) por la resina no supone una reaccion desplazada hacia la formacién del complejo Me (II)-
resina.

En este caso, la adsorcién de Cu (II) es superior a la del Zn (II) (aprox. el doble), contrariamente
a lo que ocurria en la resina de acido fosfénico. Este hecho podria atribuirse a la doble funcionalidad
de la resina. Asi, para el cobre seria posible la oxidacién del H fosfinico a -OH fosfénico, con la
consiguiente reducciéon de Cu (II) a Cu (I) (E°= 0,34 V), lo cual aumentaria la probabilidad de

incorporar méas de un ién Cu (II) al polimero en estudio.
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El posible mecanismo en la adsorcion de Cu (II) por parte de la resina de 4cido fosfinico se

muestra a continuacion,
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Por el contrario, el i6n Zn (II) tiene menos tendencia a la reduccion (E°= -0,76 V), de esta forma,

la posibilidad anterior no sucederia, lo que explica la disminucién en la adsorcién de este metal.

3.2.3. RESINA DE ESTER FOSFONICO

Para la resina de éster fosfonico, SD12, los valores de capacidad de intercambio i6nico se recogen
en la Tabla VIL

Tabla VIL Resultados obtenidos para la capacidad de intercambio iénico de la resina de éster fosfénico a
diferentes concentraciones de ion metélico inicial. Datos obtenidos a 24 h de contacto. Los valores de capacidad
se dan con una imprecisién de + 0,001 mmoles Cu (II) o Zn (II) adsorbidos/mequiv de resina.

Concentracion (mM) 20 30 40 80
Cu(d) | e 0,1974 0,1104 0,1866
Zn (II) 0,0171 0,1102 | e | -

En este caso, los valores obtenidos indican un acusado descenso en la adsorcion tanto de Cu (II)
como de Zn (II). Este hecho puede interpretarse como una ausencia de interaccion de los grupos de
éster fosfoénico de la resina y los iones metélicos, siendo de esta forma los grupos -OH presentes, los

responsables de la escasa adsorcion de los iones metalicos.
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3.2.4. RESINA DE ACIDO FOSFONICO/AMINA

En el caso de la resina de 4cido fosfénico/amina, SD14, no existe apenas adsorcion por parte de
la misma respecto a los iones de interés, Cu (II) y Zn (II). La adsorcién obtenida se muestra en la
Tabla VIII.

Tabla VIII. Resultados obtenidos para la capacidad de intercambio iénico de la resina de acido fosfénico/amina
a diferentes concentraciones de ion metélico inicial. Datos obtenidos a 24 h de contacto. Los valores de capacidad
se dan con una imprecision de + 0,001 mmoles Cu (II) o Zn (II) adsorbidos/mequiv de resina.

Concentracion (mM) 30 40
Cu (D) 0,0799 0,0801
Zn (II) 0,0603 0,0605

La baja capacidad observada para Cu (II) y Zn (I) podria ser consecuencia, tanto de la presencia
de la amina en el polimero, como de la disminucién consiguiente de los grupos fosfonicos. Ademas,
en este caso de resina bifuncional, existe la posibilidad de una fuerte tendencia a la formacién de
puentes de hidrégeno intramoleculares entre los hidrogenos fosfinicos que soporta el grupo -OH y el
nitrégeno aminico. La consecuente estabilizacién del i6n hidrogeno en la resina tendria como
consecuencia una mayor dificultad para el intercambio con los iones metalicos. De aqui la obtencion

de valores tan pequefios de capacidad de adsorcién.
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3.3. DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DE ADSORCION DE LAS RESINAS

Los resultados obtenidos en los experimentos correspondientes a la velocidad de adsorcion de los
iones metalicos por las resinas se expresaron en la forma -In (C/C,) frente al tiempo. En este caso, la
linealidad de los datos nos indicard una velocidad de adsorcion correspondiente a una reaccion de
primer orden.

Los resultados obtenidos para Cu (II) utilizando las resinas SD1 y SD3 estan representados en la

Figura 4.

-In(C/Cy

0 200 400 600 800 1000 1200
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Figura 4. Representacion de -In(C/C,) frente al tiempo en la adsorcién de Cu (II) para las
resinas SD1 (m) y SD3 (0).

En la Figura 5 estan representados los resultados obtenidos para Zn (II) utilizando las resinas SD1
y SD3.
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Figura 5. Representacion de -In(C/C,) frente al tiempo en la adsorcion de Zn (1Y) para las
resinas SD1 (m) y SD3 (o).

En ambos casos se observa una buena linealidad en las relaciones mencionadas, lo cual nos indica

las cinéticas de primer orden correspondientes.
Por otro lado, teniendo en cuenta estos resultados, se realizé un tratamiento numérico utilizando
el programa KILET,* con el que determinamos el valor de la constante de velocidad de adsorcion

siguiendo el modelo de primer orden antes mencionado. Los resultados se muestran en la Tabla IX.

Tabla IX. Comparacién de los resultados obtenidos mediante el tratamiento grafico y el programa KILET.

KILET GRAFICAMENTE

Resina SD1 SD3 SD1 SD3

Ko, (s | (1,85£0,00010° | (2,130,15)10° | (2,23%0,15)10% | (2,84+0,15)10°

K, (s)) | (3,26£0,08)10° | (3,97+0,08)10° | (3,2320,07)10° | (4,04+0,09)10°

Como puede observarse existe una buena concordancia entre los valores obtenidos graficamente

y los calculados mediante el programa KILET.
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Estos resultados indican, por un lado, una diferencia apreciable en las velocidades de adsorcion de
Cu (II) y Zn (II), siendo para este ultimo practicamente el doble; por otro lado, se observa una
velocidad de adsorcion ligeramente superior en el caso de la resina de acido fosfinico que el caso de
la resina de acido fosfonico, esta ligera diferencia entre las resinas podria atribuirse al mayor caracter

quelatante de la resina portadora de acido fosfonico respecto a la de fosfinico.

Los datos correspondientes a las resinas SD12 y SD14 se muestran en la Figuras 6 y 7,

respectivamente,en ninguno de los casos se observa la linealidad obtenida para las resinas SD1 y SD3.
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Figura 6. Representacion de -In(C/C,) frente al tiempo en la adsorcién de Cu (IT)
para la resina SD12 (1).
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Figura 7, Representacion de -In(C/C,) frente al tiempo en la adsorcién de Zn (II) para las
resinas SD12 (a) y SD14 (0).

Debido a la falta de linealidad de los datos, hemos supuesto, en el modelo de comportamiento
cinético, una contribucion apreciable de la reaccién de desorcion. Es por ello que, utilizando el
programa KILET, hemos calculado tanto la constante de adsorcion (K,) como la de desorcion (K )).

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla X. En este caso se observa una mayor similitud
entre las velocidades de adsorcion de Cu (II) y Zn (II) con la resina de éster fosfonico que para el caso
de utilizar la resina bifuncional de 4cido fosfonico/amina. Los valores de constante de velocidad de
adsorcién son muy pequefios y para el caso del Cu (II) dificilmente apreciables. Este hecho se

corresponde con la escasa capacidad de adsorcién de la resina.

Tabla X, Resultados obtenidos en la adsorcion de Cu (II) y Zn (I1) para las resinas SD12 y SD14 utilizando
el programa KILET.

Resina SD12 SD16

Ke, (s7) K, (5,2241,23)10*
K,(8,6142,48)10% | = -omeeeeeee

K,, (s K,(6,35+0,80)10" (1,38+0,06)107
K_(4,78+0,86)10
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1. INTRODUCCION

1.1. LAS TECNICAS CROMATOGRAFICAS

La Cromatografia' fue denominada asi por el botanico ruso Mikhail Tswett en 1906, después de
sus experimentos en la separacién de pigmentos vegetales a través de columnas de vidrio
empaquetadas con carbonato calcico finamente dividido. Estos pigmentos individuales pasan a través
de la columna a diferentes velocidades, pudiendo ser separados uno de otro. El aspecto de estos
pigmentos separados son como bandas de colores en la columna, debido a ello denomind a la técnica
Cromatografia (del latin chroma, color y graphein, escribir).

Las aplicaciones en cromatografia han tenido un fuerte crecimiento desde entonces, sobretodo en
las ultimas cuatro décadas con el desarrollo de nuevos tipos de técnicas cromatograficas para mejorar
los métodos de separacion y determinacion de mezclas complejas.

Es, sin duda alguna, la técnica analitica mas ampliamente utilizada, teniendo aplicacién en todas

las ramas de la ciencia.
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La cromatografia abarca una gran diversidad de métodos que permiten separar componentes de
mezclas complejas, siendo algunas de estas separaciones imposibles por otros métodos.

En todas las separaciones cromatograficas la muestra esta disuelta en una fase mévil, la cual puede
ser un gas, un liquido o un fluido supercritico. Esta fase mévil es forzada a atravesar una fase
estacionaria inmiscible, la cual estd fijada en una columna o en la superficie de un sélido.

La separacion de los componentes individuales tiene lugar principalmente por las diferencias de
afinidad por la fase estacionaria: los componentes que son fuertemente retenidos por la fase
estacionaria se mueven lentamente en el flujo de la fase mévil, por el contrario, los componentes que
son ligeramente retenidos en la fase estacionaria la atraviesan rapidamente.

Como consecuencia de estas diferencias de movilidad, los componentes de la muestra son

separados en bandas y pueden ser analizados tanto cualitativa como cuantitativamente.

1.1.1. CLASES DE CROMATOGRAFIA

La cromatografia se divide en varias clases dependiendo del tipo de equilibrio que tiene lugar. De

esta forma podemos diferenciar basicamente cinco clases de cromatografia:*

1.1.1.1. Cromatografia de adsorcion

1.1.1.2. Cromatografia de reparto

1.1.1.3. Cromatografia de intercambio i6nico
1.1.1.4. Cromatografia de exclusion molecular

1.1.1.5. Cromatografia por afinidad

1.1.1.1. Cromatografia de adsorcion

Se basa en las interacciones entre el soluto y los lugares activos de un sélido adsorbente, utilizado
como fase estacionaria.

Es la forma mas antigua de la cromatografia introducida por M. Tswett a principios de siglo. El
adsorbente es generalmente un sélido activo, conteniendo poros con una gran superficie tal como silice
o alimina. Los lugares activos interaccionan con los grupos funcionales polares de los compuestos que
van a ser separados. La porcion no polar (hidrocarburo) de una molécula tiene una influencia menor

en el proceso de separacion, por ejemplo, podemos separar alcoholes de hidrocarburos aromaticos.
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1.1.1.2. Cromatografia de reparto

En esta técnica, una fase estacionaria forma una pelicula delgada en la superficie de un soporte
sélido. El soluto se equilibra entre este liquido estacionario y una fase moévil liquida o gaseosa. Si se
trata de una fase mdvil liquida, las moléculas de soluto se distribuyen entre dos fases liquidas
inmiscibles, la fase mdvil y la estacionaria, segin su solubilidad.

Para evitar la mezcla de las dos fases, los dos liquidos deben tener una gran diferencia de
polaridad. Si la fase estacionaria es polar (p.ej. etilenglicol) y la fase mévil no lo es (p.ej. hexano),
entonces los compuestos polares seran retenidos maés fuertemente. En este caso hablamos de
cromatografia en fase normal.

Si la fase estacionaria es no polar (p.ej. decano) y la fase mévil si lo es (p.ej. agua), los
compuestos polares se favorecen en la fase mévil y eluyen mas rapidamente. En este caso hablamos
de cromatografia en fase inversa.

Por otro lado, dependiendo del tipo de interaccion de la fase estacionaria con el soporte, la
cromatografia liquida de reparto se denomina cromatografia liguido-liquido cuando la fase estacionaria
esta retenida en la superficie del soporte por adsorcion fisica, y cromatografia en fase enlazada si la
fase estacionaria estd unida mediante enlace quimico.

Actualmente esta ultima es la predominante debido a las desventajas de los sistemas liquido-
liquido, siendo una de las mas importantes la pérdida de la fase estacionaria por arrastre o dilucién

en la fase movil. La Figura 1 muestra un ejemplo esquematico de interaccién en ésta ultima.

° 0
\‘\\\ /,’O /O
_Cu?
N-~ N H
R
Soporte

Figura 1. Esquema del complejo ternario formado entre una fase
enlazada de L-prolina, el aminoacido a separar y el ion Cu(Il).?
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1.1.1.3. Cromatografia de intercambio idnico

Se basa en la diferencia de afinidad por la fase estacionaria de los iones en solucién y los iones
del mismo signo de dicha fase estacionaria.

Los empaquetamientos en intercambio i6nico consisten en una fase porosa sélida, usualmente una
resina, donde los grupos idnicos estin enlazados quimicamente. La fase mévil es normalmente una
disolucién tampén conteniendo un contraidn, cuya carga es opuesta a la de los grupos de la superficie,
con lo que existe una competencia entre el analito y el contraién por los grupos i6nicos de la fase
estacionaria.

Los grupos activos mas comunes para resinas de intercambio catiénico son, el acido sulfénico -SO;
H' (4cido fuerte) y el 4cido carboxilico -COO™ H (acido débil). Para intercambiadores aniénicos los
mas comunes son los que contienen aminas cuaternarias -N(CH,)," OH' o una amina primaria, -
NH, OH, el primero es una base fuerte y la ditima una base débil.

Esta técnica tiene una amplia aplicacién en quimica inorganica en la separacion de iones metalicos,
y en sistemas bioldgicos para la separacién de compuestos solubles con grupos i6nicos como proteinas,

nucledtidos y aminoacidos.

1.1.1.4. Cromatografia de exclusién molecular

También denominada cromatografia de permeacion en gel o cromatografia de filtracion en gel.

Este tipo de cromatografia implica una difusion selectiva de las moléculas de soluto dentro y fuera
de la fase movil, ocupando los poros de una red tridimensional, la cual suele ser un gel o un sélido
rigido poroso. El grado de retencion dependera del tamafio del soluto solvatado relativo al tamafio del
poro.

Las moléculas pequefias se introducen en los poros pequefios, mientras que las moléculas grandes
atraviesan rapidamente la fase estacionaria, no son atrapados en los poros y se eluiran de la columna
las primeras. Asi podemos separar compuestos organicos de alto peso molecular y biopolimeros de

moléculas pequeiias.

1.1.1.5. Cromatografia por afinidad

En cromatografia por afinidad,’ la molécula que va a ser purificada es especifica y reversiblemente
adsorbida por una sustancia enlazada (ligando) que esta inmovilizada en un soporte insoluble (matriz).
La primera aplicacion se utilizo en 1910 para la adsorcion selectiva de amilasa sobre una matriz de

almidoén insoluble. La cromatografia de afinidad ocupa un papel importante en la tecnologia de
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separacion, ya que permite la separacion de practicamente cualquier biomolécula en base a su funcion
biolégica o su estructura quimica.
Para poderse llevar a cabo, deben cumplirse varias condiciones:®
(1) la matriz no debe absorber por si misma moléculas de forma significativa
(2) el ligando debe unirse a la matriz sin alteracion de sus propiedades de unién
(3) debe escogerse un ligando cuya unién sea fuerte

(4) debe ser posible la elucion sin la destruccion de la muestra.

La matriz mas idoénea y por ello la mas utilizada es la agarosa (Sepharose, Pharmacia Fine
Chemicals, Inc.), debido a que presenta adsorcion minima, mantiene unas buenas propiedades de flujo
después del enlace quimico con el ligando y tolera los extremos de pH y fuerza idnica.

Aunque esta técnica ha sido utilizada de forma importante, desde hace aproximadamente diez afios,
su desarrollo ha sido rapidisimo, siendo ahora de uso comiin en casi todos los laboratorios que tratan
la purificacién de sustancias bioldgicas. El amplio campo que ha abarcado la cromatografia de afinidad
en tan poco tiempo, refleja la gran importancia que ha alcanzado, permitiendo separaciones que,
mediante métodos convencionales, eran muy dificiles o practicamente imposibles.

La base de esta técnica es la que se ha utilizado en el presente estudio, concretado en el estudio
de la técnica cromatografica de afinidad por ion metalico inmovilizado (IMAC), que se describird méas

adelante.

Por otro lado, y segin las caracteristicas fisicas del contacto entre la fase estacionaria y la fase

movil, podemos diferenciar entre,

- Cromatografia en Columna, en la que la fase estacionaria estd empaquetada en una estrecha columna

a través de la cual y bajo el efecto de la gravedad o por presion, la fase mévil es forzada a pasar y,

- Cromatografia Plana, en la que la fase estacionaria esta soportada en una placa o lamina, la fase

movil se mueve a través de la fase estacionaria por capilaridad o bajo la influencia de la gravedad.

Dentro de la cromatografia en columna, las variantes mas convencionales son la cromatografia de
gases (CG) y la cromatografia liquida (LC). En cromatografia plana los dos métodos mas
diferenciados son la cromatografia en capa fina (TLC) y la cromatografia en papel (PC). Sobre estas
técnicas cromatograficas no vamos a extendernos y -s6lo mencionamos la importancia de sus
aplicaciones, ya que el estudio que presentamos se refirié a los fundamentos de la cromatografia de
afinidad por ion metalico inmovilizado. Este tipo de cromatografia la describimos a continuacion de

una forma mas detallada.
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1.2. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD POR ION METALICO INMOVILIZADO (IMAC)

En 1961 Helfferich® introduce por vez primera el concepto de la utilizacién de fases estacionarias
quelatantes con metales fijados denominando a este método de separacién con el término de
Cromatografia por Intercambio de Ligando (ligand—exchahge chromatography). Este método de
separacion estaba basado en la adsorcion selectiva y sustitucion de aminas y otros solutos de pequefio
tamafio molecular sobre jones metélicos de caracter duro’ inmovilizados en resinas.

Posteriormente, en 1975, Porath y colaboradores,® introducen el término de Cromatografia de Quelatos
Metdlicos (Metal Chelate Chromatography).

Podemos definir la Crorﬁatograﬁa de Afinidad por Ion Metdlico Inmovilizado (IMAC, Immobilized
Metal Affinity Chromatography) como un método de separacién de alta versatilidad, basado en las
interacciones entre moléculas en solucion (basicamente biomoléculas tales como amino4cidos) e iones
metalicos fijados en un soporte sélido, el cual es usualmente un polimero hidrofilico entrecruzado.

El primer objetivo de utilizar este método fue el de fraccionar las macromoléculas basindose en
la afinidad entre los llamados iones metalicos duros y las proteinas. Aunque este principio fundamental
no era nuevo, ya que desde principios de siglo se conocia la afinidad de las proteinas por los iones
metalicos, es a partir de los trabajos de Porath cuando realmente se relanza la utilizacién de este
método de separacion.

De esta forma los sucesivos trabajos de los autores: Porath and Belew,” 1983; Porath and Olin,°
1983; El Rassi and Horvath," 1986; Sulkowski,'? 1987; Andersson," 1988; Porath,* 1990; Liu and
Shilin,”* 1990; Birkenmeir,' 1991; Porath,'” 1991; Yipp,'® 1992; Herve,”” 1992; Chaga,® 1992;

Porath,” 1992; Zachariou,?” 1994, y muchos otros, dan muestras de ello.
1.2.1. PRINCIPIOS BASICOS DE IMAC

El ion metalico fijado en una matriz polimérica insoluble es la caracteristica y la parte mas esencial
del centro de adsorcidn, y debe estar localizado en las posiciones de la red reticular del polimero que

permitan una mayor accesibilidad para la complejacién.?!

La formacién del complejo entre el ion metalico, el polimero y la proteina puede ser expresado

de la siguiente forma:

Pmx—Sp— ChwM-:--P
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o mas simplificada ain:

ChNM.--P

donde,

Pmx: matriz polimérica
Sp: brazo espaciador
Ch: quelatante (o grupo funcional)
Ch: quelatante inmovilizado (es decir, el adsorbente quelatante)
M: ion metélico
P: proteina o péptido
w simboliza un enlace mas fuerte que «« «

1.2.1.1. Proceso de adsorcion
La formacion del llamado compuesto de adsorcidn tiene lugar en dos etapas:

a) Inmovilizacién del ion metalico por formacién de un quelato

b) Adsorcion de una proteina, péptido o aminoacido

En ambas etapas el ion metalico actia como un aceptor de electrones o acido de Lewis. Si no
tenemos en cuenta la formacién de enlaces débiles con moléculas de agua o iones del tampén que no
tienen influencia en los procesos de adsorcién y desorcion (elucién), podemos escribir la primera

reaccion como:

Ch+M — ChwM

En el segundo paso se da la reaccion:

¢chwM+ P —» ChwM::-P
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En el caso que Ch y P sean intercambiables puede darse el proceso conocido como IMAC reversa
Ch + MP —> Ch--- MP

que puede ser explicado como el proceso que tiene lugar en la adsorcién de proteinas en presencia de

iones metalicos en la fase mévil.?

Por otro lado si la proteina tiene una fuerte afinidad por el ion metalico, también puede darse el

€aso:

Ch wM +P —> Ch +MP

A este proceso se le denomina transferencia del ion metdlico (MIT)."?
1.2.1.2. Proceso de elucion

El proceso de elucion puede actuar sobre el enlace metal-quelatante o bien sobre el enlace metal-
proteina. Podemos distinguir los siguientes tipos de mecanismo de elucion, dependiendo del tipo de
eluyente que utilicemos:

a) Por un ligando competitivo, L, actuando como un dador de electrones o base de Lewis:

ChML + P

el

Ch—M:-:P +L\
Ch + LMP

b) Por un ion metdlico competitivo, actuando como un acido de Lewis.

Ch—M*+ MP

el

h—M---P+M*\
Ch—M +M*P
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¢) Por protones, ocupando el lugar de M";

Ch—H + MP

o7

Ch—M---P+H
\Q__h—M+HP

1.2.2. PREPARACION DE LAS COLUMNAS CROMATOGRAFICAS

La técnica IMAC se puede efectuar en dos etapas con cinco operaciones consecutivas que son
faciles de automatizar: equilibrado de la columna, introduccion de la muestra, separacion de la fraccién
no enlazada (limpieza), elucion y regeneracion.

Las sustancias se pueden diferenciar en dos categorias: las que tienen afinidad por el soporte y las
que no la tienen. En raras ocasiones un adsorbente IMAC es especifico y podemos, en una tinica etapa,
aislar el compuesto deseado. Normalmente las sustancias ofrecen diferentes grados de afinidad y

pueden ser separadas por una eleccion apropiada de las condiciones de elucion.

1.2.2.1. Elecciéon del ion metalico

Debido a la importancia que tiene el ion metalico (es el centro activo) en el proceso IMAC es
conveniente diferenciar a los iones metalicos por la teoria de Pearson.” Esta clasificacién facilita la
seleccion de los iones metalicos mas apropiados para la técnica IMAC. Pearson sistematizd los iones
metalicos en tres categorias: duros, intermedios y blandos. Los iones metélicos duros tienen preferencia
por el oxigeno, mientras que los blandos (facilmente polarizables en un campo eléctrico) tienen
preferencia por el azufre. El tipo de iones metalicos intermedios coordinan con el nitrégeno, pero
también por el oxigeno y azufre.

Ejemplos de iones metalicos blandos son Hg*, Cd*, Cu*, Ag" y Pb*" y los iones metélicos del
grupo del platino (PGM). Los enlaces mediante los cuales coordinan estos iones tienen esencialmente
carhcter covalente. Este tipo de iones metalicos ha sido muy poco estudiado como centro activo
(adsorbente) para las proteinas."

Los iones del grupo II y III de la tabla periédica{ son tipicamente duros. Este tipo de iones es el
que ha sido mas estudiado en la técnica IMAC y, aunque su quimica de coordinacién no ha sido
extensamente tratada, se sabe que tienen preferencia por el oxigeno, siendo el enlace de tipo idnico.

El hierro forma iones divalentes y trivalentes, siendo el Fe** mas duro que el Fe*, mostrando este

(ltimo caracteristicas como adsorbente selectivo para fosfoproteinas y organofosfatos.”’
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No existe un limite claro para diferenciar a los iones metalicos intermedios. Parece ser que el bloque
3d es el tipico. Iones como Zn*, Cu®, Ni** y Co** son tipicos intermedios y han sido, sin ningan tipo
de duda, los mas utilizados en IMAC.,

Los iones Zn*" y Ni*' son electroquimicamente estables bajo las condiciones experimentales que
se dan en IMAC. Por el contrario Cu®*y Co®* son iones que pueden ser facilmente reducido y oxidado,
respectivamente, sin embargo, nunca se han encontrado reacciones adversas mientras son
inmovilizados. Es ms, el Cu®* forma enlaces muy fuertes y de alta capacidad con proteinas y péptidos.

Al mismo tiempo, las cinéticas rapidas y reversibles son de primordial importancia en IMAC." La
cinética lenta limita la utilidad de iones como Cr'* y Co®, y algunos de los iones de los elementos de
transicion.

La quimica de estos complejos metalicos suele ser distinta mientras se encuentran en solucién libre
o se hallan enlazados en una matriz polimérica. Por ejemplo, el Cu** y Ni** tienen la posibilidad de
formar diferentes tipos de complejos (plano cuadrado, tetraédrico, octaédrico, etc.) y son
frecuentemente distorsionados cuando son inmovilizados en una matriz polimérica, debido basicamente
a impedimentos estéricos. Posiblemente la inmovilizacion del ion metalico altera su quimica, asi pues,
resulta muy dificil efectuar predicciones y deducciones sobre el comportamiento de estos iones cuando
estan unidos a una base polimérica. La mayoria de estas predicciones se realizan por extrapolacion del
comportamiento de estos centros activos basados en el conocimiento de complejos similares en

solucion.

1.2.2.2. Eleccion del ligando quelatante

Idealmente el ion metalico debe ser coordinado lo mas fuertemente posible en la matriz polimérica.
Para lograr este proposito se considera muy adecuado el uso de un quelatante multidentado, con lo
cual el niimero de atomos nucledfilos exceda el nimero total de lugares de coordinacién en el ion
metélico. '

Como ya se ha comentado, es necesaria la quelatacion del ion donde prevalezca la intencién de
conseguir maxima estabilidad para este centro activo, ya que éste sera posteriormente el que debera
reaccionar bien con un aminoécido, proteina o péptido.

Se han realizado numerosos estudios de los grupos funcionales o ligandos quelatantes que son mas
adecuados para conseguir una técnica IMAC satisfactoria. Habitualmente estos estudios se han basado
en el uso de atomos tales como oxigeno, nitrogeno o azufre. Asimismo, es de relevante interés la
eleccion de la matriz polimérica a la cual estd unido este ligando quelatante, pero este tema se verd
mas adelante.

La mayoria de las sintesis sobre nuevos materiales de uso en IMAC se ha basado en la fijacion

covalente de estos grupos sobre polimeros hidrofilicos.?¢?’
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Las contribuciones mas relevantes son las que se han realizado derivatizando el grupo epéxido

unido a una matiz polimérica ® .

R, Ry
i ®—0cH,~cHOH—CH,-N Al
R; R,
@—O—CHZ—C{{—}CHZ—EI—» (P)—OCH,~CHOH—CH,~SR A2
ROH

0
(P—OCH,~CHOH—CH,~OR A3

Este grupo epdxido es muy reactivo y a partir de reacciones sobre él se puede conseguir sintetizar
infinidad de grupos funcionales.

Los grupos quelatantes alifaticos se unen al polimero a través de grupos amino o tiol como en Al
0 A2. Las poliaminas se usan para formar intermedios en la preparacién de los adsorbentes utilizados
mas extensamente en IMAC, siendo el IDA (4cido iminodiacético), la mas simple de todas ellas.

Los llamados geles IDA, son comerciales y pueden ser sintetizados por carboximetilacion de
aminopolimeros entrecruzados. Las condiciones para evitar reacciones laterales son descritas por
Hemdan y Porath.?** De cualquier forma para evitar estas reacciones laterales, el quelatante IDA

puede ser obtenido por la unién de IDA a un epoxipolimero.

CH—coo ke
(P—0—CH,~CH—CH, + NH< —
N, CH,—COO"
' CH,—COO
—_— @-—O—CHZ—CHOH—-CHZ—N<
CH,—CO0’

El quelatante IDA es tridentado y con iones metalicos tetra y hexacoordinados, forma un quelato
con dos anillos de cinco miembros. IDA enlazado en un soporte de silice hidrofilizada fue por primera
vez introducida por Vijayalakshmi’®*' y Small ez al.*? y estudiada por Hovarth,'' Regnier’® y Karger.**

Los quelatantes obtenidos por carboximetilacion de una amina forma quelatos mas estables que los

correspondientes a quelatantes tridentados.
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Los ejemplos mas importantes de quelatantes tretradentados utilizados en IMAC son, el polimero
del 4cido aspartico carboximetilado (CM-Asp).**’

CH,—CO0"
AN )
N\ CH—COO
y el 4cido triacético nitrilo (NTA 56).*
CH,—COO
N
e CH—CO0
COO

También han sido estudiados quelatantes pentadentados, siendo el mas destacado de todos ellos el
Tris (carboximetil)etilendiamina (TED), preparado de la agarosa etilendiamina por carboximetilacion. '
Este quelatante provoca siempre complejos muy fuertes con los correspondientes iones metalicos como
consecuencia de la formacién de cuatro anillos de cinco atomos.

El complejo formado por el polimero de TED con un ion metilico hexacoordinado tiene la

estructura siguiente:

@/wN\ O\ OH, | posicion para
_-C laadsorcion
N\
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Las aminas alifaticas son quelatantes fuertes y por carboximetilacién pueden aumentar su capacidad
para formar complejos estables con iones metalicos, siendo muy 1tiles para la separacién eficiente de
iones metalicos en soluciones acuosas.

Las aminas alifaticas lineales pueden ser introducidas en el polimero por cualquiera de los 4tomos
de nitrégeno que poseen, con lo cual se obtienen productos conteniendo una gran variedad de isémeros
quelatantes posicionales.

Tris(2-aminoetil)amina (TREN), como se puede observar, es simétrica,

_ CH;~CH;~NH,

\CH?__CHQ'NHz

(P)»NH-CH,—CH,-N

Este ligando puede incrementar hasta tres anillos de cinco atomos por la unién de un ion metalico.

_CH,COO
/CHz—CHz—N\

CH,COO"

@NNH—CHz—CHz—N\ CH22 .
CH,CO0" CH,~CH,—N

CH,COO"

1.2.2.3. Eleccion de la matriz

La matriz polimérica debe consistir en una red molecular permeable a las proteinas, debe ser
fuertemente hidrofilica y quimicamente inerte asi como microbiologicamente resistente a las
condiciones de trabajo en IMAC.

Para el tratamiento cromatografico es conveniente que la matriz esté en forma de pequefias perlas

(5-50 um) uniformes, rigidas y esféricas.

Agarosa y Sephadex (las primeras matrices utilizadas en IMAC), son muy précticas para muchas
aplicaciones, pero también muestran problemas, ya que se comprimen mucho por las altas presiones
que provoca la técnica IMAC, debido basicamente a la utilizacién de HPLC. Sin embargo, con el uso
de compuestos como epiclorhidrina se puede evitar esta desventaja, ya que estabiliza los segmentos
heliocoidales en la matriz de la agarosa, por formacion de entrecruzamientos cortos entre unidades de

la cadena de polisacaridos.’>*
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A partir de este tratamiento se ha llevado a la préactica la mayor produccion de la agarosa comercial

(como son Sepharose CL-6B y Superosa 6 y 12).

Otras alternativas para aumentar el entrecruzamiento de la agarosa son el uso de TSK-gel chelate
5PW consistente en particulas de resina con un centro hidrofébico y recubiertas de una capa hidrofilica

de composicién desconocida.*!

1.2.3. VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LA TECNICA IMAC
La técnica cromatogréafica que acabamos de describir supone las siguientes ventajas:*'

1) Posibilidad de separacion en una Unica etapa.

2) Es posible aplicar la cromatografia de alta resolucion (HPIMAC).

3) La capacidad de enlazar proteinas es alta (0,1-10 uM por mL de adsorbente).

4) IMAC es aplicable tanto a moléculas pequefias como grandes.

5) Las cinéticas suelen ser rapidas para los iones metalicos.

6) La elucion es posible utilizando bien un dador de electrones fuerte o bien un quelatante o un ion
competitivo del ion metélico adsorbido.

7) Es posible la separacion tanto de proteinas naturales como desnaturalizadas.

8) Disoluciones muy diluidas de proteinas pueden llegar a concentrarse y las proteinas pueden
recuperarse cuantitativamente.

9) IMAC tiene lugar en el rango de pH fisiolégico.

10) Los materiales en IMAC son facilmente regenerados.

11) Por elucion del metal adsorbido se puede conseguir una recuperacion cuantitativa de la proteina.
Por el contrario, la técnica IMAC implica también una serie de inconvenientes:

1) El proceso MIT puede tener lugar del adsorbente a la proteina o al revés.
2) Esposible la elucién del metal, pudiéndose minimizar escogiendo una resina y un ion metalico que
tenga alta afinidad por ella.

3) Oxidacién y catalisis pueden darse en la matriz con iones metalicos inmovilizados.

En nuestro caso, hemos escogido Pd (II) como ion metalico para el estudio IMAC. La eleccién
de un ion metalico considerado como blando, supone una innovacién en la aplicacién de esta técnica,
ya que, como se comentd anteriormente, en la técnica IMAC se han efectuado numerosos estudios con

inmovilizacién de iones metalicos basicamente duros o intermedios tales como Cu (II), Zn (II) o Fe
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(II). Por otro lado, la formacién de complejos entre Pd (II) y aminoacidos est4 bastante favorecida.*?
Estas caracteristicas cabra esperarlas, en el caso de que el Pd (II) esté coordinado a un grupo

quelatante de una matriz polimérica, que es la situacion caracteristica de la técnica IMAC.

1.3. RESINAS QUELATANTES CON AFINIDAD A IONES DEL PGM

De entre las resinas quelatantes que se han desarrollado, solo algunas de ellas se han utilizado para
la aplicacién de recuperaciéon de iones del PGM. Estas resinas incorporan grupos funcionales que
poseen afinidad por este grupo de metales. Gulko ef al.,” hacen referencia a la resina sulfaguanidina
(1), quelatando a Pd (I) (PdCl,) como el complejo (2).

(o 2=

1 NH;
SO2NH—C/ / i < \c NHso2
2

Myasoedova et al.,** prepararon resinas quelatantes conteniendo ligandos de nitrégeno y azufre por
sustitucién nucleofilica de copolimeros clorometilados con los reactivos 3 a 7 o por procedimientos
de diazotizacién, enlazando copolimeros diazoestirenos con 3, 4 y 5, o bien aminopoliestireno con

derivados diazode 6 y 7.
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CHy—C——CH,

N\ /C—O
HN'_'(l:—-O
CH
\S/ 2
SO3H
5

9 9

Los copolimeros 8, (R=3,4, 5,6, 7), 9 (R=3, 4,5) y 10 (R= 6, 7) fueron estudiados para la
extraccién de Pd (II), Pt (IV), Au (III) y Rh (III) de disoluciones 1 M de HCI, HCIO, y H,SO,.

—CH—CH,— CH—CH,—  —CH—CH,—
i i i N=N—R
N=N-—R 2
8 (R 3,4,5,6,7) 9 (R 3,4,5) 10 (R 6,7)

Otros polimeros portadores de nitrégeno son copolimeros de m-aminofenol-CH,O y copolimeros
de estireno aminofenol descritos por Sykora et al.,** los cuales realizaron estudios de los coeficientes
de distribucion para Pd (II), Pt (II), Rh (II) y Ir (IT) de disoluciones de HCL. Poli-4-vinilpiridina fue
patentado para Pd (II) enlazado como el complejo Pd(py),Cl,.*

Recientemente, se han efectuado numerosas sintesis de resinas selectivas para PGM. Los trabajos
realizados por Kettrup y Grote,””** en Alemania, y Hudson,**"’ en el Reino Unido, son los mas
destacados. Los primeros se basaron en su trabajo acerca de 3-fenilcarbamoilformazano utilizado en
la determinacién fotométrica de Pd (II) para realizar un estudio sobre la inmovilizacién del grupo
formazano en soportes organicos e inorganicos.

Algunos métodos sintéticos fueron escogidos para la inmovilizacién de grupos formazanos:***°

1. Activacion del formazano por reaccion con 1,3,5-tricloro-S-triazina seguida de una reaccién con
un grupo amina (aminometilpoliestireno) o grupos hidroxilo (celulosa).
2. Reaccién de 1,5-difenil-3-fenilcarbamoilformazano amino substituido con clorometilpoliestireno

(polimeros 11 y 12).
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¢ >

NH NH

¢=0 &0
HO;S c SOzH HO,S & SO;H

H H N7 N H
1 O !
N—CH,~(®) (P)—H,C-N N H/N N—CH,~(P)
OCH, OCH; OCH,
11 12

Otra manera diferente es inmovilizar formazanos sulfonados por interaccién con grupos amonio
cuaternario que ya estan inmovilizados sobre silice (Figura 2),> y similarmente sobre resinas

intercambiadoras aniénicas (polimeros 13 y 14).”

Las resinas con formazano inmovilizado de BioRad tales como AG1x2,” fueron designadas por

los autores como QF-22, QF-32 (13), QF-33 y QF-35 (14), conteniendo unos 0,5-0,6 mmol/g de

grupos formazanos.

IIIH
C=0
o o ;o B S
®_CH2_N(CH3)3035@iN=N—C=N—N SO3
Cl 01: :

13
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ITIH
®© © ¢=O H
(8D—(CHy)s—N(CH3);058, : jN=N~C=N—Nt :
Cl Cl
14
109, .
Nsi—0-H l + (OCH,), 5i (CH), N, SiQH
éi—o
(S{)z)x \Si\/
\?i—o/ (CHiNH, SiNH,
13X CHyJ
l l * 2 NeCY
Si
/
S0, Ei(
\?i /" N(CH)N(CH)CI SiQ
l +Fm
R,
b | ¢
1 O AN

d N
(SlOz)x /Sl\

® €]
Ti—o (CHz)aN(CHB)aoas\Q[N u /NJQ/RI Si QFm
a

Figura 2. Preparacién de resinas de formazano inmovilizadas en silice.
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El estudio y comparacion de las resinas de formazano unidas iénicamente a silice®’ y las
entrecruzadas en poliestireno revelé un mejor comportamiento de las resinas basadas en silice, debido
a su excelente cinética.

Comparativamente, el estudio, de la inmovilizacion de 2-amino-1-ciclopenteno-1-
ditioacidocarboxilico (15) a silice, muestra unas velocidades de adsorcién muy altas, pero también una

baja selectividad en la quelatacion del ion metalico.

En su mas reciente trabajo, Grote y Kettrup® realizaron la preparacién de resinas quelatantes via
interacciones i6nicas, sintetizando resinas con azufre tales como ditizona y dihidroditizona, por
reaccion de clorometilpoliestireno con dihidroditizona para la obtencion de la resina 16 seguido de una
reducci6n para la obtencién de la resina 17. Estas dos resinas tienen un esqueleto anlogo a las resinas

de formazano descritas previamente.

7 7

& T
Ph i i
| : C Cs
o NN NN 20 NN
a3 — OO —~ OO
3o ®
N I\II H
Ph
16 (P-TD) 17 (P-D)

Figura 3. Sintesis de la resina Tretrazolium 16 (P-TD) y de la resina ditizona 17 (P-D).
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Se examinaron las diferentes afinidades de cada una de estas resinas para los PGM, observandose
que muestran diferentes afinidades dependiendo del estado de oxidacién, el polimero 17 favorece los
estados de oxidacién bajos mientras que el polimero 16, favorece los altos.

En el caso de tratarse de la elucion, las condiciones para 16 y 17 son diferentes, el polimero 16
muestra condiciones mas favorables, ya que practicamente la niayoria de los PGM pueden ser eluidos
con un 5 % de tiourea, en el caso del polimero 17 es necesario el uso de condiciones mas drésticas
(6 M HCl o bien 2 M HCIO,).

Hudson®®*” ha descrito dos resinas que muestran una gran afinidad por PGM.
La primera, poli-[(N-ditiocarboxilato)-iminoetiloanohidrégeno iminoetano] (18, PIED), preparada a

partir de polietilidenamina,® presenta alta capacidad para este tipo de iones metalicos y también para
Cu (ID).

H2CH2—Il\I—CH2CH2N ITH-—I\IJH

H CH CH

g SN N
CH,—NHCS,H R—S S SH

18 (PIED) 19 (PTD)

El polimero tiaditiazol (19, PTD)* tiene una alta capacidad para el PGM y también, como en el

caso anterior, para Cu (II).

" Un copolimero macroporoso glicidil metacrilato-etilendimetacrilato (20) modificado con grupos
dietilamina fue estudiado extensamente en el Institute of Macromolecular Chemistry de Praga. Este
copolimero muestra una buena adsorcion para clorocomplejos aniénicos de Pd (II), Rh (III) y Pt (IV),

los cuales pueden ser separados unos de otros por elucién con 4cido nitrico.®
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0 OH  CH,CH S
@—é—o—CHz-—é—CHz—N\ CHZNH—'é—SH
CH,CH,
20 21

Un tipo de resina similar a la PIED (18) es la resina de 4cido tiocarbamico (21), descrita por Zhang
et al.”

Bayer y sus colaboradores® utilizaron grupos quelatantes tales como tiourea, 4cido iminodiacético
y 8-hidroxiquinoleina, para la inmovilizacién de los mismos en polietilenimina, polivinil amina y acido
poliacrilico. Poli-N-isotiourea (22) y poli-8-metilaminohidroxiquinoleina (23) son los que presentan

mayor afinidad por los iones metélicos de PGM.

—(-CH2CH21|\I-)H— —(-CHZCHZITI—)n—
(CIEHZ) (Csz)
NH
/NH |
S= c\ H,
NHCH, -
-
N
OH
22 23

Se pueden encontrar una gran cantidad de trabajos sobre resolucién cromatografica mediante el uso
de polimeros quelatantes. Fritz, ha descrito algunas.resinas incorporando azufre en matrices
macroporosas. Las resinas de tioglicolato® son un buen ejemplo de ello. De entre ellas cabe destacar

la Amberlite XAD-4 (24).
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Una resina similar es la (25) donde se incorpora una cadena de seis metilenos, sintetizada a partir
de la XAD-4 por acetilacién, oxidacion del acetil-XAD-4 a carboxi-XAD-4 y esterificacién con 1,6-

hexanodiol, y posterior esterificacién con 4cido tiogliclico.”

~¢CHY— —¢CH—CHy)—
Il
CH,—O—C—CH,SH C—0—(CHy)s—0—C—CH
o) O SH
24 25
Liu y Sun® describieron una resina conteniendo grupos L-cisteina (26).
—CH—CH,— —¢CH—CHp)—
(“:_S_CHZ—S—'(”: (IIZ——S—CH2—C|3H--C02H
O 0 0 NH
26
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—NH—(II=O
CH=NOH
27
NH, HO SO;H
N=N
NO,
29

HO
N
HO N=N—©
28
N=N SH
NH,
@)
30

Otros grupos quelatantes selectivos para Pd (II) son los referidos por Sykora et al.% (27), Eliseeva
et al.®® y Eccles et al.* (28), Myasoedova et al.*”" (29), (30), (31), Hering” (32), Myasoedova et
al.™" (33), Koster et al.™., Warshawsky et al.”y Ke et al.”® (34), Burba et al.”’, Griesbach et al.”®
y Bauman et al.” (35), Grosh er al.*® (36), Grote et al. ***° (37) y Badargin et al.*! (38).

N—CH
—N=N—C_ ||
NH—-CH
31
.~ CH=CH
/
—N
N\
N=C—CH,
33

—C=NOH

—C=NOH

32
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NH _C6H6

-—HN@ N=N—C—N-NH
R

37

1

Finalmente, cabe destacar la utilizacién de un tipo de resina en un proceso que se realiza en
MINTEK (Sudafrica), donde los clorocomplejos de PGM son concentrados en una resina selectiva
conteniendo grupos poliisotiourea (PITU). Este grupo es el mostrado en (34). De este tipo, dos resinas,
Srafion NMRR*? y Monivex, son utilizadas debido a su capacidad para quelatar iones de PGM. El
comportamiento de estas resinas muestra una dependencia a la concentracién de HCI. La explicacion

al comportamiento de estas resinas a diferente acidez se atribuye

75,83,84

38

a sus propiedades de base débil

de los grupos funcionales isotiourea, y esta sujeto al siguiente equilibrio acido-base:

NH
@—CH2~S—C< —

Base

PITU-Isotiourea
(Forma base libre)

34 (1)
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Las resinas PITU en la forma isotiourea 34(1) pueden coordinar con cationes metalicos, pero
convertidas en la forma isotiouronio 34(2) coordinan con aniones metdlicos por un mecanismo de
intercambio ani6nico. Con la coordinacién de un ion metalico en su forma anidnica se produce el

siguiente mecanismo de reaccion:

//NHz - HZN\\\\
@—CHQ—S—C\'{\@) ------- - [pdch] ------- - © jC- S—CH,—(®)
NH, HN

1.4. DESCRIPCION DE LAS RESINAS QUELATANTES UTILIZADAS EN EL ESTUDIO IMAC

En la seleccion del tipo de resina, son de suma importancia dos aspectos: el cardcter hidrofilico
de la matriz polimérica y la naturaleza quimica funcional, es decir, los 4tomos dadores (p.ej. oxigeno,
nitrgeno, azufre) y la estructura del grupo.

Entre los polimeros funcionalizados que muestran afinidad por el Pd (II), se escogieron dos tipos
de resinas para realizar la inmovilizacion de este ion metélico: Spheron Oxine 1000*° y His-Bind™.%
Estas dos resinas cumplen la condicién de tener una matriz polimérica altamente hidrofilica.

La eleccion de Spheron Oxine 1000 se debié basicamente a que el grupo funcional de esta resina
es 8-hidroxiquinoleina, molécula de conocida habilidad por el Pd (I).%**”# Por otro lado, la
experiencia de nuestro grupo de investigacion en el estudio y aplicacion del agente extractante Kelex
100, un derivado de la 8-hidroxiquinoleina, en la separacion y transporte de Pd (I1),** es otra de las
razones para su eleccién.

La resina His‘Bind™ (que denominaremos HBR), posee una matriz derivatizada de la agarosa,

siendo uno de los tipos de matriz polimérica utilizada primeramente en IMAC."

A continuacién se realiza una descripcion detallada de los dos tipos de resina que han sido

utilizadas en este trabajo.
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1.4.1. SPHERON® OXINE 1000

La resina Spheron® Oxine 1000 es un intercambiador iénico quelatante debido al contenido de
moléculas 8-hidroxiquinoleina (HOxn), enlazadas via grupos azo en el lateral de una cadena de gel
modificado de hidroxietil metacrilato (Figura 4). La estructura del grupo funcional de esta resina se

muestra en la Figura 5.

C:le (:3H2
CH;~¢~CO-0-CHy~ CHZ—o—co—(l:—CH3
(I:Hz (FHz
-0~ CH,~CH;~0-CO~ C~CH; CHy~C-CO-0—-(CHp,~OH
(I:H2 (Iin
CH;- 'c— CO-0-(CHy,~OH CH;~C-CO- O0-(CHy),~OH
H, CHy
CHy~C~CO~-0~CH,~CH;~0~CO- C~CHs
(|3H2 C|3H2
CHy-C- CO-0-(CHy),OH CH;~C-CO- 0-(CH,),~OH
(l3H2 ?Hz
CH;- (’3— CO-0-(CH,),OH CHs~ (F" CO-0~-(CHy),~OH
?Hz C|3H2
CHy~ €~ CO-0-(CHp,OH CHy-C-CO-0~(CHp),OH
?Hz (FHz
CHy~C~CO-0~(CHy, OH CH;— C-C0-0-~ (CH,),~OH
(I',‘Hg (Hz
CHy~ ¢~ CO-0~ CH,~CH,~0~CO- €~ CH;
(IZHZ (|3H2
~ O~CH,~CH,~0-C0~ C~CH, CH;~ C-CO-0~(CHy);~OH

Figura 4. Estructrura de la red polimérica de hidroxietil metacrilato.

Ademés de los grupos quelatantes, Spheron Oxine 1000 contiene grupos hidroxilo neutros, de este
modo la selectividad del material depende solamente de la reactividad del grupo 8-hidroxiquinoleina.

Como resultado de ello no absorbe metales alcalinos o iones amonio.

Spheron Oxine 1000 difiere marcadamente del resto de los intercambiadores i6nicos quelatantes
que contienen grupos iminodiacetato, los cuales tienen también las propiedades no selectivas de un
intercambiador catiénico carboxilico. La afinidad de esta resina para los iones metalicos duros es muy

alta, por ejemplo, a pH 5 es de 0,2-0,3 mmol/g.
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Una propiedad muy importante de esta resina es la rapidez con la que consigue el equilibrio de
absorcidn, lo que se atribuye a sus caracteristicas de poseer tanto una matriz altamente hidrofilica

como un grupo quelatante con atomos de oxigeno y nitrégeno.

CH3—IC—COOCH2CH20CH2CHZS 02@N=N OH
CH
| 2 Q N

Figura S. Estructura del grupo funcional quelatante de la resina Spheron Oxine 1000.

Las aplicaciones de esta resina son muy amplias, basicamente se utiliza para la extraccion de iones
de metales duros. Los iones metalicos cuya adsorcion ha sido estudiada con esta resina son: Mn**, AI**,
Cu¥, Pb¥, Zn*, Cd*, Co*, Ni**, Fe¢*, UO,”, principalmente. Como ya hemos mencionado
anteriormente, muy recientemente, en nuestro laboratorio, se han desarrollado estudios sobre la
absorcion de Pd (II) sobre esta resina.*

Un ion metalico ligado a Spheron Oxine 1000 podria ser utilizado para adsorcion selectiva y
preconcentracién de sustancias orgéanicas, ya sea en muestras de control ambiental, en estudios
farmacocinéticos o en otros campos de andlisis de trazas. Asimismo, esta resina cargada podria
utilizarse como empaquetamiento de columnas en cromatografia para absorcion de aminodcidos,

aminas alifaticas, etc. Este tipo de propiedades es lo que caracteriza la técnica IMAC.,

1.4.2. HIS-BIND™ RESIN

HisBind™ es una resina comercial: Sepharose 6B Fast Flow. Sepharose es un gel derivatizado
de la agarosa, la cual, en su estado natural, forma parte de un mezcla compleja de polisacaridos
neutros y cargados denominados agar. Para preparar este gel, la agarosa ha sido obtenida por un
proceso de purificacion que elimina la mayor parte de los polisacaridos cargados para obtener un gel
con Unicamente un pequefio nimero de grupos residuales cargados. La denominacion 6B se refiere al
porcentaje de concentracién de agarosa que en este caso es del 6 %. Este gel se forma
espontaneamente de una solucidn caliente de agarosa ﬁue, se enfria. El polisacarido individual forma
cadenas de dobles hélices, las cuales se agregan para formar "bultos" durante la formacioén del gel

estable.
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Los intercambiadores i6nicos Sepharose® muestran una gran resistencia al ataque microbiano dada
la presencia de un inusual azicar 3,6-anhidro-L-galactosa dentro de su estructura.
Las cadenas de polisacaridos individuales pueden ser representadas como polimeros de la unidad

repetitiva que se muestra en la Figura 6.

Ho  CH,OH O
O /
o 0 OH O
~ 0O
HO

Figura 6. Estructura de la unidad repetitiva de agarosa, donde puede observarse la
presencia de un azicar 3,6-anhidro-L-galactosa.

La estructura entrecruzada de los intercambiadores i6nicos Sepharose® muestra una alta estabilidad
quimica y es practicamente insoluble en todos los disolventes. Es estable en H,O, disoluciones salinas
y disolventes organicos en el rango de pH entre 2-14.

Estos intercambiadores i6nicos pueden ser utilizados en detergentes no idnicos tales como 8 M de
urea y 8 M de cloruro de guadinina.

Bajd condiciones oxidantes pueden producirse una pequefia hidrdlisis de las cadenas de
polisacérido.

La resina es suministrada como una suspensién en medio etilico (20 %). Se utiliza basicamente

para la purificacion de proteinas.
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1.5. SEPARACION DE AMINOACIDOS

Un procedimiento convencional en la determinacién de la estructura de una proteina es el de
efectuar la hidrolisis de la misma hasta liberar sus aminoécidos componentes y determinar después la
cantidad presente de cada uno de ellos.”

Los métodos mas ampliamente utilizados hasta la fecha para la separacion, identificacién y
cuantificacion de los aminoécidos son, la electroforesis y la cromatografia de intercambio iénico.
Ambos métodos aprovechan las diferencias en el comportamiento acido-base de los diferentes
aminoacidos, o sea las diferencias de signo y la magnitud de sus cargas eléctricas netas a un pH
determinado, valores éstos, que pueden predecirse de sus curvas de valoracion o bien de sus valores
de pK'.

El método mas sencillo para separar los aminoacidos es la electroforesis sobre papel. Se deposita
una gota de disolucién de una mezcla de aminoacidos sobre una tira de papel de filtro humedecida con
un tampdn a un pH determinado y se deja secar. Se aplica un campo eléctrico de alto voltaje a la tira
de papel, con lo cual, debido a la diferencia de pK’, los aminoacidos emigran en direcciones y
velocidades diferentes dependiendo del pH del sistema tampon y del voltaje aplicado. Los aminoacidos
que son cationes a este pH emigraran hacia el catodo y los que son aniones emigrardn hacia el anodo,

tal como se indica en el tiempo T, y T, de la Figura 7.

Tira de Mancha que contiene
papel la mezcla
de filtro de aminoacidos
. / .
«--—-- Aniones © Cationes ---wum (
Camara )
Anodo del tampén Catodo
]
T, ] G000 0 O }
T
T, | O 00 (o) 0] ? o O (e} |

Figura 7. Separacién de aminoacidos por electroforesis
sobre papel.

Al final del proceso, T,, el papel se seca, se espolvoriza con ninhidrina y se calienta, con lo que
se revela la posicion de los aminoécidos, que pueden identificarse por comparacién de aminoacidos

utilizados como patrones.
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La cromatografia de intercambio idnico constituye el método més empleado en la separacion,
identificacion y determinacion cuantitativa del contenido de aminoacidos de una muestra.”' Las resinas
de intercambio idnico estan preparadas de materiales insolubles tales como agarosa, poliacrilamida,
celulosa, etc, conteniendo ligandos cargados negativamente (CH,COO", C;H,SO;’) o bien ligandos
cargados positivémente (R-N"H(C,H;,): dietilamonio), unido covalentemente a la resina insoluble. El
grado de retencion de una proteina o aminodacido por la resina dependera de la magnitud de la carga
de la proteina a un pH fijado.

Un ejemplo de utilizacion de cromatografia de intercambio idnico, se muestra en la Figura 8, donde

los grupos anidnicos fijos, -SO,’, estan cargados con Na'.

Sitios
aniénicos

Intercam bio v
+ catidnico SO;” NH,- CHR~COOH
+ NH, ~CHR— COOH ——>

. + 2Na
SOy NH,-CHR—COOH

+

SO, Na

Figura 8. Diferentes formas i6nicas de una resina de intercambio catiénico.

Las resinas de intercambio i6nico se han utilizado en aplicaciones bioquimicas desde hace décadas.
El inicio del uso de las resinas en la separacion de aminoécidos puede remontarse a estudios iniciales
de Wieland” en 1944, y més concretamente a los trabajos de Winters y Kunin” en 1949 y a los de
Moore y Stein® en 1954. Winters y Kunin emplearon tres resinas de 4acido carboxilico en cinco
columnas cromatograficas y diferentes condiciones de elucién para separar los aminoacidos de una
proteina hidrolizada y tres aminoacidos individuales (histidina, arginina y lisina). Debido a su alta
capacidad tamponante, esta resina de acido carboxilico ofrece una ventaja respecto a la resina catidénica
fuerte para algunas purificaciones de aminodcidos. Kunin®® también utilizé resinas de intercambio
iénico de base débil para la recuperacion de acido glutdmico y acido aspartico de una proteina
hidrolizada para preparaciones comerciales de aminoéacidos (neutros y béasicos) como alimento
intravenoso. Moore y Stein utilizaron una resina catiénica fuerte, Dowex 50W, cambiando las

condiciones de elucién en la separacién de aminoécidos.
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El esquema de la Figura 9, ha sido utilizado comercialmente para la separacion de aminoacidos

de una proteina hidrolizada.

Hidrolisis de
la proteina

concentracién

v

¥ { cido elutimi
Resina de Acido glutamico
base ———» Arginina, lisina, histidina
fuerte
Resina de
funcion ——» Fenilalanina, triptéfano
dual
Resina Leucina, valina, alanina,
catidnica , . o
fuerte isoleucina, glicina
Resina de .
base Acido glutamico, acido aspartico
débil

!

Treonina, serina, prolina

Figura 9. Esquema de la separacién de aminoacidos de una proteina
hidrolizada por elucién cromatografica.

De acuerdo con este esquema, el pH de disolucion resultante de la hidrélisis de una proteina se
ajusta con HCI hasta un nivel cercano al punto isoeléctrico del acido glutdmico, permitiendo recuperar
aproximadamente unos dos tercios del acido glutamico por precipitacion. La disolucion se pasa a
través de una resina de base fuerte que adsorbe los aminoaciodos basicos. Una resina de funcionalidad
dual (una mezcla de resinas catiénicas de base fuerte y débil) se usa posteriormente para adsorber la
fenilalanina y el triptéfano. La mayoria de los aminoacidos neutros son adsorbidos en la resina
catiénica fuerte, mientras que la resina cationica de base débil adsorbe los aminoacidos acidicos,
incluyendo cualquier residuo de 4cido glutamico. El cambio de pH de la solucién que pasa a traves
de las diferentes resinas y el pH de las disoluciones de elucién que permite la separacion

cromatografica de las especies adsorbidas es variable, dependiendo del fabricante.
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1.6. AMINOACIDOS EN ESTUDIO

Las proteinas son las macromoléculas mas abundantes en las células y constituyen mas del
cincuenta por ciento del peso seco de las mismas. La estructura de las proteinas la constituye el grupo
de moléculas sillares, relativamente sencillas, a partir de las cuales se construyen las proteinas. Todas
las proteinas estan construidas a partir del mismo conjunto bésico de 20 aminodcidos, unidos
covalentemente, originando secuencias caracteristicas. Cada uno de los aminoacidos posee una cadena
lateral diferente, lo cual le confiere su individualidad quimica.

Todos los aminoacidos poseen un dtomo de carbono asimétrico, el 4tomo de carbono «, al que se
encuentran unidos cuatro gupos sustituyentes diferentes, un grupo carboxilo, un grupo amino, un grupo
Ry un atomo de hidrégeno, asi pues, el atomo de carbono «, es un centro Quiral. La glicina es el
unico aminoacido que no posee un atomo de carbono asimétrico ya que su grupo R es un dtomo de
hidrégeno.

La estructura general de los aminoacidos se muestra en la Figura 10.

(IIOOH
HQN_ $_ H
R

Figura 10. Estructura general de los aminoécidos
encontrados en las proteinas, mostrada en forma no
ionica.

La configuracién absoluta para un aminoécido de muestra en la Figura 11, utilizando la proyeccién
de Fisher donde se muestra la direccion en el espacio de los sustituyentes del carbono «. Tomando
como referencia el plano de la pagina, el «-COOH esté direccionado hacia atras, al igual que el grupo
R, mientras que el o.-NH, y a-H estan hacia delante. Por convenio, si el «-NH, estd proyectado hacia
la derecha con respecto al carbono «, el aminodacido tiene la configuracién L. Su enantiomero dptico,

estard proyectado hacia la izquierda y ser4 denominado D.
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COOH COOH
Configuracion L Configuracion D

Figura 11. Configuracion absoluta de un aminoacido.

Los aminoécidos que se han estudiado en el presente trabajo poseen la configuracion L, y éstos son
los que han sido estudiados: L-Triptéfano, L-Tirosina, L-Fenilalanina y Glicina.

La Figura 12 muestra los aminoacidos en estudio con sus grupos amino y carboxilo ionizados, tal

como se hallarian a pH 7,0.

COO C|200' (‘ZOO COO
+
H;N—C—H H;N ——?—H H3N —-(lj—H H;N—C—H
H CH, CH, (|3H2
\
NH
OH
Glicina L- Tirosina L- Fenilalanina L-Triptéfano

Figura 12. Estructura de los aminoé4cidos en estudio.

Basandose en las propiedades del grupo R, en particular su polaridad, los aminoacidos se agrupan

en cuatro grupos principales, seglin posean:

1. Grupos R no polares o hidrofobicos
2. Grupos R polares sin carga
3. Grupos R con carga negativa

4. Grupos R con carga positiva
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En nuestro caso, L-Triptoéfano y L-Fenilalanina, poseen grupos de naturaleza hidrocarbonatada y
son, por tanto, hidrofébicos (grupo 1). L-Tirosina y Glicina, son polares sin carga (grupo 2), ya que
poseen grupos R mads solubles en agua, es decir, mas hidrofilicos que los aminoécidos no polares, ya
que pueden formar enlaces de hidrégeno con el agua. La polaridad de L-Tirosina se debe a su grupo
hidroxilo, mientras que en el caso de la Glicina el grupo R es un atomo de hidrégeno y es demasiado

pequefio para influir en la elevada polaridad de los grupos a-amino y a-carboxilo.
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2. EXPERIMENTAL

2.1. REACTIVOS Y DISOLUCIONES

- Acido clorhidrico, HCI, Panreac, p.a., Espafia.
- Acido sulfirico, H,SO,, 96 % riqueza, Panreac, p.a., Espafia.
- Alcohol etilico, CH;CH,OH, 96 % pureza, Panreac, p.a., Espaiia.
- Cloruro de sodio, NaCl, Panreac, p.a., Espafia.
- Cloruro de paladio (II), PdCl,, Merck, Alemania.
Se prepar6 una disolucién stock de metal (250 ppm, pH=1) disolviendo una cantidad pesada de PdCl,
en HCI. La fuerza iénica se mantuvo constante e igual a 0,2 M con NaCl.
- o-ftaldialdehido, C,H,(CHO),, Aldrich, Estados Unidos.
Se prepar6 una disolucion de concentracion 10 mg/mL utilizando alcohol etilico como disolvente.
- 2-mercaptoetanol, HSCH,CH,OH, 98 % pureza, Aldrich, Inglaterra.
Se prepar6 una disolucién de concentracion 5 pL/mL utilizando alcohol etilico como disolvente.
- Dihidrégenofosfato de potasio, KH2PO4, Probus, reactivo, Espafia.
Se prepard una disolucion tampén de KH,PO, de concentracion 0,01 M a pH=6,5.
Debido al caracter acido del reactivo en disolucién, el pH se ajusta con una disolucién de NaOH
concentrado.
- Hidréxido de sodio, NaOH, 97 % riqueza, Panreac, p.a., Espafia.
- Tetraborato de sodio decahidratado, Na,B,0,.10H,0, Aldrich, Inglaterra.
Se prepar6 una disolucién tampén de Na,B,0,.10H,O de concentracién 0,05 M y pH=9,0.
- Imidazol, C,H,N,, Fluka, purisimo, Suiza.
Se prepard una disolucién 20 mM de Imidazol, 0,16 M KH,PO, a pH=6,5.
- Resina Spheron® Oxine 1000 (tamafio de particula 40-30 pm), Republica Checa.*
- Resina His‘Bind™ Resin, Estados Unidos.%¢
- L-Fenilalanina, Phe, Acido L-Amino-3-fenilpropanoico, C,H,;NO,, Sigma, grado analitico, Estados
Unidos.
- Glicina, Gly, Acido aminoacético, C,H,NO,.HCI, Sigma, grado analitico, Estados Unidos.
- L-Triptéfano, Trp, C,;H;,N,O,, Sigma, grado analitico, Estados Unidos.
- L-Tirosina, Tyr, C,H,NO,, Sigma, grado analitico, Estados Unidos.

Se prepararon disoluciones de cada uno de los aminoécidos de concentracién 0,01 M, disolviendo

una cantidad pesada en tampon KH,PO, 0,01 M a pH=6,5. Asi los diferentes aminoacidos se

mantienen a pH neutro. Para evitar la degradacion de las mismas se conservan en frigorifico a 10°C.
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- Reactivo tamponado: Se prepard una disolucion mezclando 1,5 mL de la disolucién preparada de
o-ftaldialdehido, 90 mL de la disolucién de tampén Na,B,0, y 1,5 mL de la disolucién preparada
de 2-mercaptoetanol.”

El reactivo tamponado es estable durante 24 horas en una habitacién termostatizada a 25°C.

2.2. INSTRUMENTACION

La determinacién de la concentracién de Pd (Il) en las diferentes disoluciones acuosas se realizd
mediante Espectroscopia de emision atémica en plasma inducido (ICP-AES) para lo que se utilizé un
Espectrometro ICP-AES, ARL modelo 3410 (minitorch), (Estados Unidos).

Para el analisis de los diferentes aminodacidos se utiliz6 un Espectrofotémetro UV-Vis Perkin-Elmer
modelo 544, (Estados Unidos).

En el caso del aminoacido Glicina se utilizo un Espectrofotémetro de Fluorescencia Hitachi modelo
F-4500, (Alemania).

En los experimentos tanto de inmovilizaciéon de Pd (II), como de adsorcién y elucién de

aminodcidos se empled un agitador rotatorio SBS modelo ABT-3, (Espaiia).

Finalmente, las medidas de pH se realizaron utilizando un electrodo de vidrio Ingold, modelo

100505, conectado a un pHmetro, Crison modelo 507, (Espafia).

2.3. TECNICAS ANALITICAS

A continuacion se describen los métodos analiticos utilizados en la determinacién de los diversos

componentes de las disoluciones y las resinas en estudio.

2.3.1, DETERMINACION DE Pd (II) EN LAS DISOLUCIONES ACUOSAS

La determinacién de Pd (II) en las distintas disoluciones acuosas utilizadas en el presente estudio
se llevé a cabo mediante la técnica de Espectroscopia de Emision Atémica en Plasma de Acoplamiento
Inducido (ICP-AES). Las caracteristicas de la determinacién se fijaron como:

A= 340,96 nm
Limite de deteccion: 0,05 ppm
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La utilizacién de ICP-AES para determinar Pd (II) est4 justificada por dos razones fundamentales:
las condiciones de la disolucion (bajos niveles de contenido de Pd (IT) y concentracién salina elevada),

y el nimero de muestras a analizar consecuencia de las determinaciones necesarias para el estudio.
2.3.2, ANALISIS ESPECTROFLUORIMETRICO DE AMINOACIDOS

Hasta los trabajos realizados por M. Roth en 1971,% el reactivo maés utilizado para la determinacion
de a-aminoacidos era la ninhidrina. Sin embargo, para determinados propdsitos, sobretodo en
bioquimica, es necesaria una determinacién mucho mas sensible que la deteccién absorciométrica, que
provoca el método clasico de la ninhidrina.

Hillmann®’ investigé sobre la posibilidad del uso de o-diacetilbenceno como agente fluorégeno para
las proteinas. Posteriores trabajos de M. Roth, demostraron que empleando o-ftaldialdehido (OPA) en
lugar de o-diacetilbenceno, se obtenian mejores resultados.

El método de determinacion se basa en la reaccion de OPA con un aminoacido en presencia de

un agente reductor fuerte como 2-mercaptoetanol o borhidruro de potasio.

Efecto del pH:

Los aminoacidos que contienen grupos alifaticos, acidicos, sulfuro o hidréxido, presentan maxima
fluorescencia en su reaccion con OPA cuando la reaccion tiene lugar a valores de pH de 8,0-11,0.
Excepto la Lisina, la cual presenta maxima fluorescencia en el rango de pH de 6,0-7,0. Asi pues, la
fluorescencia de los aminoacidos es maxima si esta reaccion con OPA y 2-mercaptoetanol tiene lugar

en un medio tamponado con tetraborato (a excepcion dicha del caso de la Lisina).

Influencia del tiempo:

A temperatura controlada de 25°C la reaccion tiene lugar rapidamente. La maxima intensidad de
fluorescencia tiene lugar entre los 5 y los 10 minutos después de mezclar los reactivos. Se observa una
lenta disminucion de la intensidad de fluorescencia, aunque la estabilidad es suficiente como para
permitir realizar medidas entre los 5 y los 25 min después de que se haya producido la reaccion.

La ventaja sobre la reaccién de la ninhidrina es la sensibilidad,® 1a cual se incrementa en un factor
de 50 con el método de OPA. Otra ventaja es que el producto fluorescente se forma rapidamente,
haciendo innecesarios las extensas columnas de calentamiento utilizadas en la deteccion de ninhidrina,
ademas de que con OPA se pueden determinar todos los aminoacidos comunes, excepto la cisteina y
los iminoacidos de prolina y hidroxiprolina. Por otro lado el método de la ninhidrina provoca una débil

fluorescencia para los aminoacidos que poseen grupos alifaticos.
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2.3.3. DETERMINACION DE CLORURO

Después del proceso de adsorcion de Pd (II), se determind el contenido de CI en la resina Spheron

Oxine 1000 de dos formas distintas que a continuacién se describen.

2.3.3.1. Analisis potenciométrico

La determinacién del contenido de CI" adsorbido en la resina tras el proceso de adsorcion de Pd
(IT) se realiza por analisis potenciométrico de las muestras.

Un cierto volumen de (15 a 50 mL) de disolucion de Pd (II) de concentracion 250 ppm, fue
afiadido a una columna cromatogréafica, conteniendo una cantidad variable (20 mg a 500 mg) de resina
Spheron Oxine 1000. Las muestras se agitan durante 30 min, la resina se separa por filtracién de la
disolucion acuosa y dicha disolucién se analiza potenciométricamente.

El analisis se lleva a cabo utilizando un electrodo de vidrio como electrodo de referencia y un
electrodo selectivo para iones cloruro tal como el que proporciona el sistema Ag/AgCl, formado por
un hilo de plata sumergido en una disolucién saturada de KCl 1 M. Los dos electrodos estan
conectados a dos potenciémetros (resolucion = 0,1 mV y £ 0,001 de pH). De esta forma los valores
de potencial para cada una de las muestras se interpolan en una recta de calibrado realizada

previamente, obteniéndose el valor de concentracion correspondiente.

2.3.3.2. Analisis elemental sobre el solido (método del frasco de oxigeno de Schioninger)

El procedimiento®® consiste en pesar exactamente alrededor de 5-10 mg de muestra en una pieza
de papel con una forma caracteristica, ya que se dobla dejandose la "cola" o mecha, libre. Este papel
se coloca en una cesta de platino que se encuentra suspendida desde la base de un tapén de vidrio de
un frasco de 500 mL.o 1L. El frasco, que contiene unos mililitros de disolucién absorbente (p.ej.
disolucién acuosa de hidréxido de sodio), se llena de oxigeno y se sella mediante el tapén que contiene
la mencionada cesta de platino. La mecha de la "bolsa" de papel se enciende antes de colocar el tapén
en el cuello del frasco, o mejor todavia por combustion por control remoto eléctrico o mediante una
lampara de infrarrojo. En cualquier caso, la combustion es rapida y usualmente se completa entre 5
y 10 segundos. Tras esperar unos minutos, hasta que la combustion ha finalizado, el frasco se agita
durante unos 2-3 minutos para asegurar una absorcién completa. El contenido de CI" en Ia disolucién

se determina finalmente mediante valoraciéon potenciométrica con nitrato de plata.
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2.4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
El procedimiento experimental incluye fundamentalmente tres etapas:

2.4.1. Inmovilizacién del ion metalico en la resina
2.4.2. Adsorcioén del aminodcido en la resina cargada con el ion metalico

2.4.3. Elucion del aminoacido

2.4.1, INMOVILIZACION DEL ION METALICO EN LA RESINA

Para determinar la capacidad de la resina, se pesa una cantidad de resina que se coloca en el
interior de una columna cromatografica Econocolumn BioRad.” Seguidamente, cada columna
conteniendo la resina correspondiente se pone en contacto con un volumen de disolucion de PdCl, de
diferente concentracién, obtenidas por dilucion de una disolucion stock de 250 ppm, dichas columnas
se colocan en un agitador rotatorio durante un tiempo comprendido entre los 30-120 min. Finalmente
se recogen muestras de las columnas y se determina la concentracion de Pd (II) remanente en
disolucion por analisis en ICP. De la diferencia entre el Pd (II) inicial y el analizado obtenemos la

concentracién de Pd (II) inmovilizado en la resina.

Una vez se ha cargado la resina con el metal y se ha determinado la cantidad de Pd (II) adsorbido
(determinacién de la capacidad de la resina), se pasa a estudiar la capacidad de adsorcién de los
diferentes aminoacidos sobre la resina que contiene el Pd (II) inmovilizado.

Antes de esta segunda etapa experimental cabe resaltar que se debe limpiar la resina de la probable
cantidad de Pd (II) adsorbido fisicamente sobre ella o que puede quedar adherida a las paredes de las
columnas. De esta forma, se realizan tres lavados con 10 mL de KH,PO, 0,01 M a pH=6,5,
comprobando que, después de cada lavado, no existe cantidad apreciable de Pd (II) a la salida de la
columna, comprobacién que se realiza del contenido de Pd (lI) en las aguas de lavado mediante

determinacion por ICP.
2.4.2. ADSORCION DEL AMINOACIDO EN LA RESINA

Diferentes columnas con resina portadora de Pd (II), fueron tratadas con disoluciones de
aminoacido en medio tamponado de KH,PO, 0,01 M a pH=6,5.

El procedimiento seguido fue muy similar al de la etapa 2.4.1. De esta forma, sobre diferentes

columnas conteniendo la maxima carga de Pd (II), y una vez lavadas, se ponen en contacto con 10
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mL de disoluciones de diferente concentracion de un determinado aminoacido. El rango de
concentraciones de aminoacido fue de 10°-102 M.

Seguidamente se colocan las columnas en un agitador rotatorio manteniéndolas en agitacion durante
aproximadamente 12 h, asegurando de esta forma la obtencion del equilibrio de adsorcién.
Posteriormente se recogen muestras de la disoluciéon de aminoéacido y se determina su contenido por

espectrofotometria UV-Vis o bien por espectrofluorimetria, dependiendo del aminoacido a analizar.

El procedimiento de analisis fluorimétrico® se describe a continuacién:
Incrementando cantidades desde 10 a 100 pL de una disolucién 2,5 10 M de aminoécido, se pusieron
en contacto con 3 mL de una disolucién recién preparada de reactivo tamponado (1,5 mL de OPA,
90 mL de Tampdn Borato, 1,5 mL de 2-Mercaptoetanol, como se describi6 anteriormente). Dado que
la cinética de la reaccién con OPA determina la sefial fluorimétrica, después de la mezcla, se deja que
la reaccién proceda durante un tiempo exacto de 8 min 30 s, ya que bajo nuestras condiciones es el
tiempo para el cual se determina la maxima intensidad de fluorescencia para todos los aminoacidos
en estudio. De esta forma se obtuvo la recta de calibrado en el margen de concentraciones sefialado.

Las muestras, extraidas de la columna, se diluyen y se hacen reaccionar con el reactivo tamponado.
A continuacién se determina la concentracién de aminoacido por interpolacién de la intensidad de |

fluorescencia medida en la curva de calibrado.

2.4.3. ELUCION DEL AMINOACIDO

Elrt‘ercer paso del procedimiento experimental consiste en la elucién del aminoacido adsorbido. De

manera similar a la etapa anterior, se realizan tres lavados con 10 mL de KH,PO, 0,01 M ya que este
fue el medio en el que se realiz6 la adsorcién, de esta forma no cambiamos el pH del medio.
Asi, se consigue que el aminoacido que eluyamos posteriormente sea practicamente el ligado al metal
y no el que puede quedar adsorbido sobre la superficie de la resina o él que queda impregnando las
paredes de la columna. Este proceso es similar al que efectudbamos tras la carga de Pd (II) sobre la
resina.

Una vez tenemos la resina limpia de aminoacido no adsorbido fisicamente, se introducen en la
columna 10 mL de disolucién eluyente, para ello se utilizaron soluciones de HC1y H,SO, cuyo valor
de pH estaba comprendido entre 0 y 5. Para la elucién de Glicina se utilizé ademas una disolucion de
Imidazol 20 mM a pH=6,5.

Tras un tiempo de agitacion de 2 h se vaciaron las columnas comprobando el pH a la salida de las
mismas. Las muestras se analizaron espectrofotométricamente o por fluorimetria de la misma forma

que se describid anteriormente.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se exponen los resultados obtenidos en cada una de las etapas del procedimiento
utilizando la técnica IMAC y se discuten resaltando los fundamentos quimicos y termodinadmicos del

comportamiento observado.

3.1. INMOVILIZACION DE Pd (IT) SOBRE LAS RESINAS DESCRITAS
3.1.1. INMOVILIZACION DE Pd (II) SOBRE HBR

La inmovilizacién de Pd (IT) sobre el soporte polimérico se llevo a cabo mediante el tratamiento
discontinuo en columnas con una disolucién de PdCl, (pH=1, I= 0,2 M en CI') de la resina HBR.

Con este objetivo se realizaron, de forma sistematica, una serie de experimentos donde se
determin la cantidad de Pd (II) que era adsorbido por una cantidad constante de resina para diferentes
concentraciones iniciales de metal en la fase acuosa.

La cantidad de resina se mantuvo constante e igual a 250 pL, que corresponde en peso a 6,25 mg.
Esta cantidad de resina se puso en contacto con 10ml de disolucion de Pd (Il) a pH=1 y fuerza idnica
constante e igual a 0,2 M, la concentracion inicial de Pd (I) en la fase acuosa se vari6 entre 3 y 100
ppm. Las columnas eran agitadas durante 2 h en un agitador rotatorio. Los valores obtenidos mediante
andlisis por ICP se recogen en la Tabla I y se hallan representados en la Figura 13. Los valores se dan

con una imprecisién de = 107 mmoles Pd (II) y + 10 mmoles Pd (II),,/g resina, respectivamente.

Tabla I. Resultados obtenidos de la inmovilizaciéon de Pd (II) sobre HBR.

mmoles Pd (IT) ;. x 10* mmoles Pd (II), . /g resina
3,51 0,044
6,45 0,093
12,28 0,195
23,78 | : 0,259
48,90 0,253
72,80 0,259
99,60 0,259
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A la vista de los resultados se observa que a valores cercanos a 0,002 mmoles de Pd (II) inicial,
la adsorcion por parte de la resina llega a un valor de saturaciéon que corresponde a 0,259 mmoles
de Pd (II)/ g resina HBR. Esta cantidad corresponde a la méaxima capacidad de la resina HBR de
adsorber Pd (II), bajo las condiciones descritas. Los valores se dan con una imprecision de = 107

mmoles Pd (I) y + 10 mmoles Pd (Il),,/g resina, respectivamente.

0,30
]

0,25+ "

0,20

0,151

0,10+

0,05

mmoles Pd(Il), / g resina

0500 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

mmoles Pd(Il), . x 10*

inic

Figura 13. Resultados obtenidos, bajo las condiciones indicadas en el texto, en la
adsorcién de Pd (II) por HBR.

3.1.2. INMOVILIZACION DE Pd (II) SOBRE SPHERON OXINE 1000

En el caso de la resina Spheron Oxine 1000 el procedimiento fue idéntico al anterior,

manteniéndose, en este caso, la cantidad de resina a un valor de 30 mg.

La concentracién inicial de Pd (II) en la fase acuosa se vari6 entre 5 y 250 ppm. Al igual que en

el caso anterior, las columnas eran agitadas 2 h. Los valores obtenidos se recogen en la Tabla II y

estan representados en la Figura 14.
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Tabla II. Resultados obtenidos de la inmovilizacién de Pd (II) sobre Spheron Oxine 1000.

mmoles Pd (II) ;. x 10* mmoles Pd (I), . /g resina
24,33 0,081
47,91 0,159
73,02 0,243
97,02 0,323
110,16 0,359
125,13 0,407
137,43 0,456
157,83 0,516
169,74 0,563
189,06 0.584
243,36 0,646
369,99 0,644
1183,41 0,655

Los resultados obtenidos muestran una adsorcion creciente de Pd (II) por la resina Spheron Oxine

1000 hasta llegar a un valor de 0,655 mmoles/g resina.

Los resultados obtenidos mediante analisis elemental de nitrégeno nos di6 un valor de 0,680

mmoles/g resina, con lo cual la capacidad, de adsorcién de Pd (II) obtenida estd muy préxima a este

valor tedrico. Por otro lado, si comparamos con la adsorcién obtenida anteriormente con HBR, en este

caso se ha incrementado sustancialmente, de aqui que tuviéramos que incrementar el valor del total

de Pd (II) hasta 1180 x 10" mmoles de Pd (II).

Las diferencias observadas entre HBR y Spheron Oxine 1000 se deben principalmente a la mayor

afinidad por el Pd (II) del grupo quelatante 8-hidroxiquinoleina con respecto a los grupos hidroxilo

de la HBR.

173



Capitulo 1V: Cromatografia IMAC

0,8+
[ [ - "
=
g 0,6+ -~ " .
172]
G
on
~
£ 04+
3
[« W]
k4
§ 0,24
0,0 T T T T T T T T T T T U
0 200 400 600 800 1000 1200
mmoles Pd(II), . x 10*

Figura 14. Resultados obtenidos en la adsorcién de Pd (IT) por Spheron Oxine 1000.

As{ pues, para el caso de la HBR la capacidad se determin6 como:
0,259 mmols Pd (II) / g resina

En cambio, para Spheron Oxine 1000, la capacidad de adsorcién tiene un valor de:
0,655 mmols Pd (II) / g resina

Se observa que la capacidad de adsorcién para Pd (II) de la resina Spheron Oxine 1000 es mas de

dos veces superior a la HBR.
A la vista de los resultados se descartd seguir trabajando con la HBR, con lo cual las sucesivas

experiencias de adsorcion de aminoacidos se llevaron a cabo utilizando Ginicamente la resina portadora

del grupo 8-hidroxiquinoleina, es decir la Spheron Oxine 1000.
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3.2, ESTUDIO TERMODINAMICO DE LOS PROCESOS DE ADSORCION DE Pd (I) POR
SPHERON OXINE 1000

Tanto los procesos de adsorcién como los de elucion estan directamente afectados por diferentes
parametros quimicos relativos a la formacién del complejo entre Pd (II) y Oxina. Teniendo en cuenta
este hecho realizaremos una caracterizacion termodinamica de estos procesos, lo que nos permitira
explicar los datos obtenidos tanto de adsorcién como de elucion y predecir las condiciones 6ptimas
de trabajo.

El método para conseguir esta finalidad se basa en el analisis de los datos de equilibrio sélido-
liquido mediante célculo numérico de modelos de comportamiento. Dichos célculos se han llevado a

) 100

cabo utilizando el programa SED (Simple Equilibrium Diagrams).™ Las constantes de estabilidad de

los componentes del sistema han sido criticamente revisadas'' y los datos utilizados han sido extraidos

de la literatura, %1%

A continuacién se describen los estudios realizados sobre reacciones resina-Pd (II) a través de un

modelo en fase homogénea que sera posteriormente extrapolado al sistema sélido-liquido.

3.2.1. DESCRIPCION DEL SISTEMA EN FASE HOMOGENEA

Como se mencioné anteriormente el grupo funcional quelatante en la resina Spheron Oxine 1000
es 8-hidroxiquinoleina, es decir el grupo Oxina.

Este grupo Oxina tiene un nitrégeno basico y un grupo hidroxilo fendlico con lo cual puede formar
un anillo de cinco atomos al formar un quelato con un ion metalico. Los complejos que resultan de
la formacion de este quelato son bastante estables observandose un aumento de la estabilidad del
quelato con iones de elementos de transicién en los que la configuracién electrénica de este ion
metalico pueda ser totalmente ocupada.'®

Por otro lado, el maximo estado de oxidacion que puede alcanzar el paladio es +4, siendo el ion
bivalente Pd (II) el mas estable, con lo que los complejos de Pd (IV) son bastante escasos. Incluso en
el caso de PACI*, el mas conocido de los complejos de Pd (IV), éste se reduce rapidamente a Pd (II).

Algunos ejemplos de la estabilidad de los complejos de Pd (II)-Oxina pueden encontrarse en la

105

bibliografia,”™ observandose que las condiciones éptimas de pH para la formacién del complejo

corresponden a una disolucion clorhidrica diluida.
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En la Figura 15 se muestra el diagrama de 4reas de predominio para las especies de Pd (II) en

funcion de la concentracién de CI' y del pH.'®

0 1 ] I ) T T

1 PdCl,* |

2 PdCl, R
O 3 PO, (@ 0‘2‘0@ |
E; p:

4] Pda’ Pd (OH), (a9) i

7 Pd2* i

N [Pd** ]=[PdOH" ]=[Pd(OH), ]
‘6 T 1 1 T H
0 1 2 3 4 5 6 7
pH

Figura 15. Diagrama de areas de predominio para el sistema Pd (II)-CI" en funcion del pH.

Se observa que, a concentraciones relativamente elevadas de CI" (superiores a 0,1M), la especie
PdCl* es la predominante en todo el rango de pH. En nuestro caso la especie PdCL* es la
predominante, ya que la concentracién de cloruro se mantuvo constante a 0,2 M con NaCl.

También, es importante considerar el comportamiento dcido-base de la oxina, en este sentido, las
especies en equilibrio 4acido-base de la oxina en funcién del pH se muestran en el diagrama de
distribucién de la Figura 16. De este diagrama se puede deducir que a valores bajos de pH (inferiores
a 2,5), tnicamente la especie H,(Oxn)" estd presente en el sistema y a valores altos de pH, es la
especie (Oxn). Un compuesto neutro H(Oxn) aparece a pH proximo a 2,5 y adquiere un valor maximo

a valores de pH cercanos a 7.
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Figura 16. Diagrama de distribucién de especies de la 8-hidroxiquinoleina (Oxina) en
funcidén del pH.

En nuestro caso, el pH lo mantenemos constante e igual a 1, para evitar la formacion de
hidroxocomplejos insolubles del paladio y asegurar que éste esta en vla forma de complejo PdCL,*. En
estas condiciones, el grupo oxina estard en estado protonado, que dada la estabilidad del quelato,
coordinara con Pd (II) para formar el complejo correspondiente.

Estas condiciones de complejacion favorecen la selectividad de la reaccién, ya que a valores de

pH tan bajos los complejos de oxina con otros iones metélicos no son tan estables.
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Si el sistema estd compuesto por Pd (II), oxina y CI, las especies que se forman seran:
PdCL,(Oxn)y, Pd(Oxn),, PdCl,*, Pd(OH), y H,(Oxn)".

Las especies en equilibrio de este sistema se muestran en la Figura 17 que se recoge en el diagrama

de distribucién correspondiente.

PdC142"-
t.o “PdC1p(0xn) -
n.et
g 0.6 F Pd(0xn)2
&
(0.4t
0.2}
D D Il L 1 L L J—
0 2 4 6 8
Oxn)”
[ )]Tot

Figura 17. Diagrama de distribucién de las especies del sistema Pd (II), CI" y Oxina.
([Pd (ID]=2 mM, [CI]=200 mM y pH=1) .

En el diagrama se observa, como cabia esperar, que el contenido del complejo PdCl,(Oxn)
adquiere un valor maximo cuando la concentracién de oxina es de aproximadamente 2 mM. Este

hecho nos puede indicar las condiciones dptimas de carga para el Pd (II) sobre la resina.

La reaccion de formacién del complejo Pd-Oxina puede ser representada por la ecuacion:

PdCI> + Hy(Oxn)* == PdCL(Oxny+2Cl+2H" ; K, 160
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Teniendo en cuenta que la concentracién de Cl'y la acidez se mantienen constantes durante el

proceso de complejacion, la constante de equilibrio se puede escribir como sigue:

o [PACLOWTCIP HT K
[PACI] [H,(Oxn)'] [H'P [CIP

Por balance de masas tenemos que,

[H,(Oxn)*],, = [PdCL(Oxn)"] + [H,(Oxn)’]

tot

Substituyendo en la ecuacién (2), nos queda

K - [PdCl,(Oxn)]
[PACI}"] ([H,(Oxn)"],,,~ [PACL,(Oxn)7])

tot

donde,

[PdCl42 “]: concentracién de ion paladio

[H,(Oxn)*],,,: concentracion total de grupos oxina por gramo de resina

Operando la ecuacion (4), la inversa nos dara,

_ ([PACL") [Hy(Omm)'],,, ) ~ ([PACIy"] [PACL(Oxn) ] )

tot

1
K [PACL,(Oxn)]

reordenando la ecuacion (5) obtenemos,

[PACI; ] [Hy(Oxn)']
[PdCL,(Oxn)’]

1 -
< [PACI}] =

tot

@

&)

)

®)

(6)
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para finalmente obtener la ecuacion (7),

2-
[PACL,(Oxn)7] [H,(Oxn)’] K [H,(Oxn)']

tot tot

[PdCI]] -
Representando graficamente —————— frente a [PdCI; ] obtenemos una recta con

[PdCL(Oxn)]

1

pendiente ._—1._ y ordenada en el origen .

[H,(Oxn)"] K [H,(Oxn)"]

tot tot

De hecho, el término izquierdo de la ecuacion (7) es la reciproca de la funcién de distribucion (D),

que se define como la fracciéon de Pd (II) en la resina y en la fase acuosa.

0,004 ~

0,003

0,002 ~

/D

0,001 +

O,OOO T T ™ T T T T T v 1
0,0000 0,0005 0,0010 0,0015 0,0020 0,0025

Pd(ID) (M)

Figura 18. Representacion de la inversa de la funcién de distribucion frente a la
concentracion de Pd (I0).

En la Figura 18 se observa una buena relacion lineal de los datos experimentales, lo que valida
el modelo propuesto en la reaccion de formacion.
A partir de la relacién de la ecuacion (7), se determiné el valor de la constante de estabilidad, K,

para el complejo PdC1,(Oxn) como log K=5,36.
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Teniendo en cuenta las condiciones bajo las cuales se ha determinado esta constante el valor es:

log K,= 1,96.

También es posible determinar la constante de formacion global de la reaccién:

Pd* + 2 ClI'+ (Oxn) <= PdClL(Oxny ;B

este valor viene determinado a partir de las ecuaciones:

1

Pd* +4ClI = PdCL> 5 log Bpygz = 15,70

2H" + (Oxny = H,(Oxn) ; log By oy = 14,15

por lo que,

log B, = log K + 2 log [CI"] - 2 pH + log dec;}' + log BHZ(OM).

con lo cual, finalmente el valor de log j3, es:

log B, = 31,81

@®

€)

(10)

1)

Dada la formacién de complejos Pd (II)-Cl', y dado que el medio utilizado en este estudio es 0,2

M en CI, trataremos de determinar la influencia del Cl en la adsorcion de Pd (II) en la resina.

3.2.2. ESTUDIO DEL CONTENIDO EN CLORURO EN LA ADSORCION DE Pd (I)

Como se comento anteriormente, el Pd (1), en disoluciones con alto contenido en CI, se encuentra

como PdCl,> adoptando preferentemente la geometria plano cuadrada, encontrandose, en este caso,

coordinado por cuatro CI'. Es previsible suponer que cada grupo funcional de Spheron Oxine 1000

ocupara el lugar de dos CI', ya que puede coordinar por los atomos de nitrégeno y oxigeno. Asi, la

estequiometria del complejo Pd (II)-Oxina 1:1 cabria esperarse como PdCl,Oxn’.
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Con el objeto de verificar este comportamiento, hemos realizado una serie de experimentos que
determinan la cantidad de Cl" presente en la resina cargada. Estos experimentos se han llevado a cabo
mediante dos técnicas distintas lo que nos permite validar de una forma maés objectiva los resultados
obtenidos.

El analisis del contenido de CI se llevo a cabo por dos métodos:

Método indirecto, basado en el andlisis potenciométrico del CI" liberado en la complejacion de Pd (II),

y el Método directo, basado en el anilisis elemental.

En la Figura 19 se muestran los resultados del analisis potenciométrico, donde se representa el
contenido de C1- unido al Pd (II) inmovilizado en la resina frente al Pd (II) inmovilizado.

Cuando la relaciéon Pd (I)/Resina, o lo que es lo mismo Pd (II)/Oxina, es baja, obviamente el
contenido de CI unido a la resina es también muy bajo, ya que en estas condiciones, los cuatro grupos
cloruro son reemplazados por dos grupos oxina, con lo cual queda claro que el contenido de cloruro
unido al Pd (II) sea practicamente nulo. Al aumentar la relacion Pd (II)/Resina, el contenido de cloruro

también aumenta gradualmente. Este aumento se detiene cuando la relacion Pd (II)/Resina adquiere

aproximadamente el valor de 0,8.

1,4 -
] Q o Q o o o o
b
Fi
:
g
3
[
B
@)
2 3
Pd(Il),,;, / Resina (mmoles / g)

Figura 19. Representacion del contenido en cloruro del Pd (II) inmovilizado.

Si nos basamos en los datos experimentales, la capacidad de la resina es de 0,655 mmoles Pd (II)
adsorbidos por gramo de resina y, dado que el valor obtenido del contenido de CI" adsobido en la
etapa de complejacion es de 1,2 mmoles adsorbidos por gramo de resina, es decir, el doble del valor

maximo para el caso de Pd (II), podemos deducir que, bajo estas condiciones, las especies de
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estequiometria 1:1 son predominantes en solucién a las de estequiometria 1:2. Con lo cual es
facilmente explicable el hecho de que efectivamente un grupo oxina ocupe dos de los cuatro puntos
de coordinacion donde estaba unido el CI" al Pd (II). Asi pues, podemos expresar la estructura del
complejo de estequiometria 1:1 como el complejo PdCl,(Oxn).

La Figura 20 compara los contenidos de CI" obtenidos por el analisis elemental y los realizados
mediante el analisis potenciométrico. Los valores de obtenidos en el andlisis potenciométrico son
superiores a los que ofrece el analisis elemental del sélido.

Las diferencias observadas entre uno u otro andlisis pueden ser explicadas mediante el efecto de
exclusion de Donnan.'”’ Bste efecto ocurre cuando un intercambiador de iones se coloca en una
disolucion con un electrélito, en cuyo caso puede ocurrir que el electrdlito (en nuestro caso, H" CI)

“se introduzca por difusion en el interior de la matriz polimérica y por tanto la concentracién de iones
CI en disolucidn disminuya ligeramente.

En el caso del analisis potenciométrico, como se describi6 en las técnicas analiticas, medimos el
potencial de la disolucion de la muestra que estuvo en contacto con la resina. Si se produce este
efecto, en realidad, estaremos midiendo una concentracién de Cl inferior a la "real". Debido a que el
calculo del contenido de CI se realiza por diferencia entre este valor y el inicial, finalmente obtenemos
un valor de CI adsorbido superior al real.

Por contra, el analisis elemental del s6lido nos ofrece un valor real del Clradsorbido en la resina,
ya que este se produce por analisis de la resina seca, en este caso, el par iénico (H'CI) que pudiera
haber quedado ocluido en la matriz polimérica, se evapora, por efecto térmico del secado, con lo cual
s6lo se mide el CI' adsorbido por el complejo Pd (II)-oxina. Pese a todo, estas diferencias son
practicamente insignificantes.

Por otro lado, la Figura 20 muestra como el contenido de CI' unido a la resina aumenta
repentinamente cuando el valor de Pd (II) adsorbido alcanza un valor cercano a 0,20, con lo que el
Pd (II) esta en defecto hasta este valor, considerando una relacion molar de 1:1.

El estudio anterior (apartado 3.2.1) en que se ha obtenido la formacién de una especie Pd (II)-
oxina de estequiometria 1:1, se ha realizado mediante diversos experimentos en donde existia un

exceso de Pd (II) respecto a la capacidad maxima del grupo oxina.
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1,4+
1,2

1,04

CI;./Resina (mmoles / g)
(=]
o

(o]
L}

&

&
u

0,0 lo g0 moad

02
Pd(I)

inic

04 06
/ Resina (mmoles / g)

0,8

Figura 20. Representacion del contenido en cloruro del Pd (IT) inmovilizado.

® Analisis elemental
o Analisis potenciométrico

Cuando no existe este exceso, de acuerdo con los datos de la fase homogénea descritos,!%1%195

existen dos posibles especies de Pd (II)-Oxina en este sistema:
Por un lado, existe la posibilidad de formacion del complejo de estequiometria Pd-Oxina 1:2, en

el caso que los cuatro lugares de coordinacion de Pd (II) sean ocupados por dos grupos oxina. Para

ello el brazo espaciador que existe entre el grupo funcional Oxina y la matriz polimérica ha de ser

suficientemente flexible.

12)

‘
~ A
~ LA

\Pd/

La flexibilidad del brazo espaciador, es pues, de suma importancia en la formacién de este

complejo de estequiometria 1:2.
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Por otro lado, es 14gico que el complejo formado sea el 1:1 cuando existe suficiente cantidad de

Pd (II). Posibilidad que se ve favorecida por la mayor accesibilidad de un sélo grupo oxina en la

formacion del quelato.

O

® o\

Tupa 13)

Cl

En la Figura 21 se muestra una representacion de la predominancia de los dos complejos de este

modelo. Hemos representado la relacién entre Pd (II) inmovilizado en la resina y resina utilizada en

el eje de ordenadas y en el eje de abcisa se representa la relacion existente entre el Pd (II) inicialmente

afiadido al sistema y la resina utilizada. Ambos valores estan expresados como cantidad de mmoles

de Pd (II) por unidad de peso de resina. En esta figura se observa que, cuando la relacién de Pd (II)

respecto a la resina es baja, es decir, cuando el Pd (II) se encuentra en defecto frente a la oxina, la

formacién del complejo estequiométrico 1:2, Pd(Oxn),, es el predominante en el sistema. Los valores

de la representacion grafica se han obtenido para el caso del complejo 1:1 con la constante

determinada en el apartado 3.2.1, y para el complejo 1:2 se ha resuelto el balance de masas

correspondiente.

Pd(I),, / Resina (mmoles/g)

0,70 1
] . . PACL, (Oxn) + Pd(Oxn), .
0,60 . "
0,50 4
0,40+
0,30~ PdCl, (Oxn)
0,20~
T Pd(Oxn
0,10+ 2
0,00 £~ e e .
0 1 2 . 3
Pd(Il),;. / Resina (mmoles/g)

Figura 21. Representacion de los complejos entre Pd (II), CI" y Oxina.

Los puntos m representan los valores experimentales.
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3.3. ADSORCION DE L-AMINOACIDOS SOBRE Pd (II) INMOVILIZADO EN
SPHERON OXINE 1000

Como se ha descrito anteriormente, se llevé a cabo el estudio sobre los siguientes L-aminoécidos:
L-Triptéfano, Trp; L-Tirosina, Tyr; L-Fenilalanina, Phe y Glicina, Gly.
La Tabla III recoge las estructuras de estos amino4cidos, donde puede observarse que todos ellos

contienen grupos aromaticos, con excepcion de la Glicina.

Tabla IIL. Estructura de los distintos L-aminoacidos en estudio.

4,
.,

R -—-/'c —CO,H L- Aminoacido
HN
Estructura de R Nombre Abreviatura
—H Glicina Gly
—CH,
/ Triptéfano Trp
i
H

—CH; —-@ Fenilalanina Phe
_CHz@OH Tirosina Tyr

Segun el procedimiento experimental que se describid anteriormente, sobre una serie de columnas
acondicionadas para esta etapa del estudio (es decir conteniendo el Pd (II) adsorbido sobre la resina
y libre del posible Pd (II) adsorbido fisicamente) se ponen en contacto 10 mL de disolucién de L-
aminodacido de concentracion inicial comprendida en el rango de 2x10° - 1x102 M. En todos los casos
el medio estaba regulado a pH=6,5, lo cual se consiguié con disolucién de KH,PO, 0,01 M. El tiempo
de contacto fue de 12 h.

La adsorcién de aminoacidos de determiné mediante anélisis espectrofotométrico (bien UV o
fluorimetria), midiendo las diferencias entre el total de aminoacido y el aminoacido no adsorbido

(remanente en la disolucidn), después del contacto con la resina.
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3.3.1 ADSORCION DE L-TRIPTOFANO

En esta serie de experimentos la concentracion inicial de este aminoacido se vari6 en un rango de

2x10 - 5x10° M. La determinacién de Trp mediante UV se llevé a cabo a la longitud de onda de 278

nm.

Los datos experimentales obtenidos se recogen en la Tabla IV. La Figura 22 recoge estos datos, en

la forma de mmoles Trp adsorbidos/g resina frente a moles Trp iniciales.

Tabla IV. Resultados obtenidos en los experimentos de adsorcion
de Trp por la resina Spheron Oxine 1000 cargada de Pd (II). En todos

los experimentos se utilizaron 30 mg de resina y 10 mL de disolucién de Trp.

moles Trp inic x 10° mmoles Trp ads / g resina

0,02 5x10™

0,08 2,6x107
0,40 1,3x10°
2,00 5,7x107
10,00 0,2080
26,00 0,2400
40,00 0,2383
50,00 0,2398

Como se observa, existe un aumento en la adsorcién del Trp por la resina hasta un valor de

0,24 mmoles/g resina. A partir de este valor no hay practicamente variacion apreciable en el nimero

de moles adsorbidos, lo que supone la saturacién de la resina y nos determina la capacidad de la

misma.
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Figura 22. Representacion de la adsorcién de L-Triptéfano sobre la resina Spheron Oxine
1000 cargada con Pd (II).

Este valor corresponde aproximadamente al 36,6 % de la capacidad tedrica de la resina cargada
(0,655 mmoles de Pd (II)/g resina).
Esta sensible diferencia puede deberse a dos causas:
- el posible impedimento estérico en la coordinaciéon Pd (II)-aminoéacido sobre la resina Spheron
~ Oxine 1000, dado que la matriz polimérica tiene una gran densidad de grupos -OH™ que podrian
interferir la aproximacion del aminoacido,

- la posible influencia de la concentracion de CI” que compite con el aminoacido en la coordinacién
de Pd (ID).

3.3.2. ADSORCION DE L-FENILALANINA

En este caso las concentraciones iniciales se variaron en el rango de 8x10*-5x10® M de Phe. En
las determinaciones espectrofotométricas la longitud de onda escogida, a la que se produce la maxima
absorbancia, fue de 257 nm.

Los datos experimentales obtenidos se recogen en la Tabla V. Del mismo modo, la Figura 23

recoge estos datos, en la forma de mmoles Phe adsorbidos/g resina frente a moles Phe iniciales.
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Tabla V. Resultados obtenidos en los experimentos de adsorcién
de Phe por la resina Spheron Oxine 1000 cargada de Pd (II). En todos
los experimentos se utilizaron 30 mg de resina y 10 mL de disolucién de Phe.

moles Phe iniciales x 10° mmoles Phe ads / g resina
8,00 0,1527
11,25 0,2626
25,00 0,2900
41,58 0,2941
59,72 0,2950
80,28 0,3083
99,63 0,3102

En este caso se observa igualmente un aumento en la adsorcion de Phe por parte de la resina
hasta un valor de 0,30-0,31 moles Phe, /g resina, a partir del cual no se aprecia variacion en el
namero de moles adsorbidos. Este valor representa un 47,4 % de la capacidad tedrica. Esta diferencia,
al igual que en el caso anterior, la atribuimos a la dificil accesbilidad del Pd (II) adsorbido en la
resina.

El ligero aumento de la capacidad observado con respecto al Trp podria explicarse por una mas
facil interaccidn entre el grupo funcional de la resina y Phe, basado en la mayor afinidad entre los
grupos aromaticos presentes tanto en el aminodcido como en la resina.

Como se representd en la Tabla III, el grupo R de Phe es un metileno unido a benceno. Para el
caso del Trp el grupo R es un metileno unido a indol. Por tanto, los impedimentos estéricos seran mas
importantes en el caso del Trp, ya que la coordinacién de Trp con el Pd (II) unido al grupo oxina,
tendra mayor dificultad en el caso de tener un grupo como el indol o un Gnico anillo, que en el caso

de la Phe es de benceno.
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Figura 23. Representacion de la adsorcién de L-Fenilalanina sobre la resina Spheron Oxine
1000 cargada con Pd (II).

3.3.3. ADSORCION DE L-TIROSINA

En este caso las concentraciones iniciales se variaron en el rango de 1x10™ - 5x10° M de Tyr. En
las determinaciones espectrofotométricas la longitud de onda a la que se produce la méixima
absorbancia, y a la que se realizaron las medidas, fue de 276 nm.

Los datos experimentales obtenidos se recogen en la Tabla VI, y en la Figura 24 se recogen los

- datos experimentales en la forma de mmoles Tyr adsorbidos /g resina frente a moles Tyr iniciales.
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Tabla V1. Resultados obtenidos en los experimentos de adsorcién
de Tyr por la resina Spheron Oxine 1000 cargada de Pd (II). En todos
los experimentos se utilizaron 30 mg de resina y 10 mL de disolucién de Tyr.

moles Tyr inic x 10° mmoles Tyr ads / g resina
1,00 3x107?
5,00 8,4x10%
10,75 0,2367
28,66 0,2539
43,96 0,2519
52,48 0,2500

Como en los casos anteriores se observa un aumento en la adsorcién de Tyr cuando se aumenta
su concentracion en la disolucién de carga. El valor méaximo es de 0,25 moles/g resina que representa
el 38,2 % de la capacidad tedrica de la resina. Valor a partir del cual no se aprecia variacion en el
numero de moles adsorbidos.

Las diferencias entre Tyr y Phe no resultan tan evidentes desde el punto de vista del impedimento
estérico. En este caso, nos encontramos con dos grupos R de naturaleza parecida, de hecho, la tinica
diferencia aparece en torno a tener o no, un grupo hidroxilo unido al benceno en posicién para. La
explicacién mas logica seria pensar que este grupo hidroxilo posiblemente interfiere con los grupos
OH’ de la matriz acrilica, provocando ciertas tensiones que impedirian una respuesta semejante a la
que se produce en ausencia de este hidroxilo.

En cambio, la similitud observada en este caso con respecto al Trp podria explicarse por la

interaccion de los grupos OH y NH con la matriz acrilica.
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Figura 24. Representacion de la adsorcién de L-Tirosina sobre la resina Spheron Oxine
1000 cargada con Pd (II).

3.3.4. ADSORCION DE GLICINA

El estudio de Glicina nos proporciona un buen ejemplo tanto para la comparacion con los
aminoacidos anteriores que contienen grupos aromaticos, como para una interpretacioén termodinamica
del concepto IMAC, que abordardaremos gracias a la extensa informacion sobre reacciones de
complejacion de la Gly con diversos iones metalicos (incluyendo el Pd (II)).

De este modo, los resultados que se obtengan, tanto de adsorcién como de elucién, podran ser
tomados como una aproximacién a los sistemas Pd (Il)-aminodcido, ya que todos ellos tienen una
estabilidad parecida (sus constantes de formacién varian en el rango de 9,11-10,46).*

Los experimentos se llevaron a cabo de manera similar a la del resto de aminoacidos, es decir,
poniendo en contacto 10 mL de disolucién de aminoacido sobre una serie de columnas conteniendo
el Pd (I) adsorbido sobre la resina. La concentracién inicial estaba comprendida en el rango de 1x10™
- 1x10? M. El tiempo de contacto se mantuvo durante 12 h, como en los casos anteriores.

Los anélisis por fluorimetria se llevaron a cabo midiendo la fluorescencia del compuesto Gly-OPA,
en presencia de 2-mercaptoetanol, siendo la longitud de onda de excitacion de A= 335 nm y la
longitud de onda de emisién de Aq= 452 nm.

Los datos experimentales obtenidos estan recogidos en la Tabla VII, y en la Figura 25 estan
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representados en la forma de mmoles Gly adsorbidos/g resina frente a moles Gly iniciales.

Tabla VII. Resultados obtenidos en los experimentos de adsorcién de Gly por la resina Spheron Oxine 1000

cargada de Pd (II). En todos los experimentos se utilizaron 30 mg de resina y 10 mL de disolucién de Gly.

moles Gly,,x 10° | mmoles Gly,, /g resina | moles Gly,;x 10 | mmoles Gly,,/g resina
2,55 0,084 13,74 0,281
2,94 0,093 16,8 0,294
4,02 0,109 22,53 0,308
4,71 0,141 24,81 0,314
5,04 0,161 28,73 0,316
5,46 0,17 30,50 0,309
5,91 0,184 33,21 0,313
6,55 0,212 35,30 0,306
7,17 0,231 37,56 0,312
8,07 0,239 39,32 0,306
8,34 0,257 39,85 0,317
9,51 0,265 41,53 0,312
11,41 0,286 42,92 0,314

En este caso la adsorcién de Gly por parte de la resina tiene un valor méximo de 0,31 moles/ g
resina. El valor obtenido de méxima adsorcion representa en este caso un 48 % con respecto a la
capacidad tedrica. Como en los casos anteriores la Gly sufre de interferencias con la matriz acrilica
en su aproximacion para complejar el Pd (II) adsorbido. El relativo aumento de capacidad respecto
a Tyr y Trp podria deberse a una relativa mayor capacidad de penetracién en la red polimérica, por

presentar menores impedimentos estéricos.

193



Capitulo 1V: Cromatografia IMAC

0,35+

0,304

0,25

0,20 -

mmoks Gly_,/ g resina
=)

o 10 20 30 40
Moles Gly, ;. x 10°

Figura 25. Representacién de la adsorcién de Glicina sobre la resina Spheron Oxine 1000
cargada con Pd (II).

3.4. ESTUDIO TERMODINAMICO DE LOS PROCESOS DE ADSORCION DE 1-
AMINOACIDOS MEDIANTE LA TECNICA IMAC

Con el objeto de caracterizar termodinamicamente el proceso IMAC hemos realizado un estudio
basado en la formacién de complejos binarios Pd (Il)-resina y complejos ternarios Pd (II)-resina-

aminoacido a través de las reacciones correspondientes.

Estas reacciones pueden representarse mediante las ecuaciones:

PdCL> + H,(Oxn)* *= PdCLOxnw+ 2CI + 2H' ; K, 1)
A"+ H = AH . K, (14)
AH + PdCLOxn = APdOxn +2Cl+ H' . K, (15)
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donde HOxn representa la resina Spheron Oxine 1000 y A" el amino4cido.

De donde,

- _[AH]

K, =
[471H7]

k. - [APdOmmHICL Y
> [AH][PACL,(Oxn)]

Teniendo en cuenta que [Cl]= 2 [APdOxn] , y llamando

tenemos,

3
K* = 4 [APdOxn]

" [AH] (R-[APdOxn])

(16)

a7

(18)

(19)

donde R representa la "concentracion” de la resina y lo determinamos seglin la expresion:

R=(me)
vV

(20)

donde C es la capacidad de adsorcion de la resina, m es el peso de resina y V es el volumen de la

disolucion del aminoacido.
Por otro lado, el valor de [APd(Oxn)] se determina seg\in:

[ APdOxn’] = [AH]

inicial

- [AH ]ﬁnal
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Los valores de concentracion de [AH],m ¥ [AH]g, Se determinan espectrofotométricamente, y

a su vez, la constante de estabilidad, K,, del complejo ternario APdOxn.

A partir de estos valores es posible calcular la constante de formacién de la reaccion:

A+ P& + Oxw = APAOXn ;B @n

segun:

log B(APden) =log B, + log K, + log K, (22)

donde, B, es el valor de la constante obtenida anteriormente en el estudio de la adsorcion de Pd (II)

sobre Spheron Oxine 1000 (log B, = 31,81), y K, se obtiene de la bibliografia.”

Los resultados obtenidos para los distintos aminoacidos se muestran en la Tabla VIIL

Tabla VIII Resultados de las constantes de estabilidad para el sistema complejo APdOxn.

Aminoéacido log B, log K, log K, log Bapdoxn
Gly 31,81 9,70 -10,79 30,72
Trp 31,81 9,48 -11,15 30,14
Phe 31,81 9,25 -10,84 30,22
Tyr 31,81 10,11 | -11,09 30,83

3.5. ELUCION DE L-AMINOACIDO

La elucién de los aminoacidos se llevé a cabo en la misma columna cromatografica donde
previamente se habia realizado tanto la inmovilizacién de Pd (II) como la adsorcioén de L-aminoécido.
En este caso la adsorcion de aminoacido se llevo a cabo en diferentes columnas donde se habia puesto
en contacto en todos ellos 10 mL de una misma concentracién de aminoacido inicial. Tras pasar por
la columna tres veces 10 mL de disolucion 0,01 M de tampén KH,PO, pH = 6,5, se introducen en la
columna 10 mlL de disoluciones de elucién con valores de pH comprendidos entre 0 y 5. Los

aminoacidos en estudio fueron Triptéfano y Glicina.
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En el caso del Trp se utilizaron, HCI o H,SO,, para preparar las disoluciones de elucién a los
valores de pH referidos anteriormente. En el caso de la Glicina se compard la elucion de HCI con una
disolucién 20 mM de Imidazol a pH = 6,5.

En todos los experimentos, tras la elucién del aminoécido, se efectuaron analisis de Pd (II) de las
muestras, para comprobar que la elucién corresponde al aminoacido y no al ion metalico inmovilizado
en la resina. En todos los casos se aprecié un porcentaje muy bajo de Pd (II) eluido, por lo que el

sistema en estudio asegura un correcto comportamiento IMAC.

3.5.1. ELUCION DE L-TRIPTOFANO

De la elucién de Trp con HCl y H,SO, se obtuvieron los resultados que se pueden ver resumidos
en la Tabla IX, estando representados en la Figura 26.

Los valores obtenidos de la elucion con HCI y H,SO,, muestran que no existen diferencias
significativas entre los dos tipos de acido. En los dos casos, como cabia esperar, se eluye un porcentaje
menor al aumentar el pH.

La diferencia més clara existente entre una y otra disolucién ocurre a valor de pH cercano a 1.

Tabla IX. Resultados obtenidos de la elucién de Trp con HCIl y

H,S0,.
HCI H,SO,

pH %ZElucién pH %ZElucion
0,0 89,3 0,0 100,0
0,5 79,6 0,6 72,5
L1 52,8 1,2 27,4
2,2 12,7 - 1,7 19,3
3,1 1,4 2,6 12,5
4,1 0,1 3,3 2,1
5,1 0,1 5,6 1,2

197



Capitulo IV: Cromatografia IMAC

% Elucién

Figura 26. Representacion de los resultados de elucion de Trp con acido clorhidrico (m)
y écido sulfurico (0).

En ambos casos se observa un descenso muy acusado de la elucién con el aumento del pH, asi
entre pH 0 y 2 se pasa de aproximadamente un 100 % de elucién a menos del 20 %.
Estos resultados manifiestan que el parametro que determina la elucidn es la acidez del medio ya que

el ion Cl" no muestra ninguna actividad al respecto bajo estas condiciones.

3.5.2. ELUCION DE GLICINA

Los resultados obtenidos de la eluciéon de Gly con HCIl se muestran en la Figura 27. Estos
resultados ilustran dos tipos de elucién radicalmente distintos. Asi, mientras con HCI la elucién se
lleva a cabo por la competitividad del H™ con el Pd**, en el caso del imidazol son las diferencias en

la formacidon del complejo correspondiente las responsables de dicho proceso de elucién.
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100

80+

40-

% Elucién

20+

pH

Figura 27, Representacion de los resultados de elucién de Gly con 4cido clorhidrico (m)

Como en el caso de Triptofano, la elucién con HCI muestra un fuerte descenso al aumentar el pH.
En este caso la elucion de la Glicina es ligeramente superior que en el caso del Triptofano.
Por otro lado se llevé a cabo la elucion de Glicina con imidazol.
H

|
N

I

Imidazol

El procedimiento se llevd a cabo de forma similar a la elucién 4cida. En este caso, la adsorcion
de Gly se realizé en diferentes columnas donde se habia puesto en contacto en todas ellas 10 mL de
una misma concentracion inicial, todas las columnas fueron eluidas con la misma disolucion de
imidazol que corresponde a una concentracion de 20 mM en 0,16 M de K,HPO, a pH=6,5.

De los analisis sobre cinco experiencias se obtuvo un porcentaje de elucién que corresponde al 54,3
% % 0,5 % de Gly.

Comparando estos resultados, con los obtenidos con 'HCI, se observa que el mecanismo de elucién
es completamente distinto. En este caso se establece una competitividad entre el imidazol y el
aminoacido correspondiente por la coordinacion del Pd (II) mientras que en el caso del 4cido HCI la

elucién es el producto de la competitividad del H" y el propio Pd (II) por el correspondiente

aminoacido.
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3.5.3. INTERPRETACION TERMODINAMICA DE LA ELUCION CON ACIDO

Basandonos en los parametros termodinamicos obtenidos en los estudios basicos de adsorcién
podremos realizar una interpretacién de los resultados del proceso de elucién de Glicina.

Para este calculo hemos tenido en cuenta el modelo de comportamiento del sistema basado en las
ecuaciones (1), (9), (10) y (14).

Dicho comportamiento tedrico se ha realizado numéricamente utilizando el programa SED,'® donde
se observa que la curva teérica obtenida sigue la tendencia de los datos experimentales, aunque existen
claras diferencias en el comportamiento. Estas diferencias podrian explicarse por el origen de alguno
de los datos utilizados en el calculo, los cuales se refieren especialmente al empleo de constantes de
formacion en fase homogénea, cuando el sistema en el que trabajamos es en fase hetereogénea. Los
procesos de difusidn interna que tienen lugar en fase resina no estan contemplados en este modelo de
interpretacion termodiniamica, lo que podria determinar las diferencias observadas. Los resultados

obtenidos de dicho célculo se representan en la Figura 28.

% Elucion

)

Figura 28. Representaciéon de los resuitados de elucién de tedrica de Gly con é4cido
clorhidrico. (m) Resultados de la elucién experimental con HCI.

Por otro lado, aplicando una determinacion de las especies de Pd (II) en el sistema podremos
verificar que el modelo tedrico se corresponde con los datos experimentales. Asi, el calculo de la
fraccion de Pd (II) frente a pH nos muestra que el Pd (II) permanece en fase resina. Los resultados

obtenidos de dicho céalculo estan representados en la Figura 29.
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Figura 29. Representacion de la concentracién de paladio en disolucion.

Estos resultados confirman los analisis mediante ICP donde se observd que el Pd** no se eluye

conjuntamente con el aminoacido lo que reafirma un correcto comportamiento IMAC.

Por otro lado, utilizando los resultados obtenidos en la adsorcién y elucidon del aminoécido
podemos estimar el valor de la constante de estabilidad del complejo ImidazolPd(Oxn). Esta
estimacion se basa en el hecho que el método IMAC funciona para el sistema presente.

Asumiendo que en el proceso de elucidn la relacion molar de imidazol-Pd (II) es 1:1, el complejo

ternario puede ser expresado por la ecuacion:

IH + APdOxn = IPdOxn + AH ; K. 23)

donde IH representa el imidazol e IPdOxn el complejo ternario

Asi pues, podemos escribir la constante de equilibrio correspondiente segin:

- [IPden] [AH] 24
IPdO=n — I1H) [APdOxn) @9
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En general, podemos escribir,

10g Bpruoe = 108 Kppjor * 108 Ky + 108 K i 23)

Estas ecuaciones nos determinan el valor de la constante de formacion del complejo para la elucion

del aminoacido Gly segiin:

log By = ~1,64 + 7,12 + 30,72 = 36,20

Este valor nos determina una mayor formacion del complejo IPdOxn que la correspondiente a la
formacién de GlyPdOxn (log K=30,72), con lo cual la disolucion de imidazol es un buen eluyente de

este aminoécido bajo estas condiciones de trabajo.
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Conclusiones

Los resultados de los estudios realizados que recoge la presente memoria pueden resumirse en las

siguientes conclusiones:

1.- El estudio de las caracteristicas de las muestras de aguas acidas de mina revela los siguientes

fenémenos:

a) La variacion del pH de la disolucién con la adicién de base fuerte viene determinada por el
contenido de los iones Fe (IIT) y Al (III).

b) La relativa disminucioén del contenido de los iones Cu (II) y Zn (II) con el pH (para valores
inferiores a 5) se debe fundamentalmente a un proceso de adsorciéon de dichos iones en el
precipitado de hidréxido férrico.

¢) Lavariacion de las caracteristicas redox de las aguas acidas con el pH se debe exclusivamente
a la precipitacion del ion Fe (III) de donde puede deducirse que el contenido de hierro que
permanece en disolucioén por encima de un valor de pH de 5, es practicamente Fe (II).

d) Finalmente, es importante observar que las diferencias entre las aguas del drenaje interior de

la mina y las aguas que corresponden a la toma del rio, se deben, no solamente a las
diferencias en su contenido en iones metalicos (mas diluidas las de la toma del rio), sino al
estado de oxidacion de las muestras que como cabia esperar es mas acusado en las aguas de

la toma del rio.

2.- Las dos resinas estudiadas ofrecen un comportamiento frente a la adsorcién de Cu (II) y Zn (II)

totalmente distinto. Para el caso de la resina Duolite C467 (resina portadora del grupo fosfonico

en forma de base fuerte) la adsorcion de Cu (II) y Zn (II) tiene un comportamiento poco

diferenciado y la capacidad de adsorcion para ambos metales es particularmente baja. Por lo que

su utilizacion en la aplicacién objeto del estudio queda descartada.

Por el contrario, la resina Amberlite IRC-718, muestra un buen grado de separacién para Cu (II)

y Zn (II), asi como una capacidad de adsorcion suficientemente alta, Por lo que esta resina es la

que se ha utilizado en el estudio y aplicacioén realizado.

3.- La caracterizacion del comportamiento de la resina tanto a nivel termodindmico como en la

dindmica del estudio en continuo presenta los siguientes resultados:

a)

Los valores de las constantes de la reaccion dé adsorcién obtenidas a pH 4 (constantes
condicionales) muestran los valores de log K',= 3,8 £ 0,1 My log K’,,= 3,0+ 0,1 M, lo que
explica la mayor afinidad que tiene esta resina por el Cu (II) frente al Zn (II). Asimismo, la
capacidad de esta resina es de 0,74 mmoles/mL para el Cu (II) y de 0,54 mmoles/mL para el
Zn (I1).
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4.-

wh
1

~J
i)

b) Los estudios en continuo muestran por un lado el efecto del pH en la capacidad de adsorcién
de los metales. Esto supone , por ejemplo, para el caso del Cu (II) un aumento de un 35% en

la adsorcién cuando el pH se varia entre 2 y 3.

Por otro lado, la velocidad lineal de flujo influye negativamente en el proceso de adsorcién
lo que supone, para la adsorcion de Cu (II), una disminucion de un 30% cuando esta velocidad

lineal se aumenta de 2 a 3 cm/min.

Los procesos de sintesis organica para la incorporacion de los grupos fosfénico, fosfinico, éster
fosfénico y acido fosfénico/amina sobre polimeros basados en estireno y polimero de Merrifield
entrecruzado con un 2% de divinilbenceno, han resultado eficientes, obteniéndose las
correspondientes resinas de comportamiento mono o bifuncional.

La caracterizacion de las resinas ha mostrado un alto grado de funcionalizacién en cada uno de los

sistemas estudiados.

El proceso de adsorcion de los iones Cu (II) y Zn (II) por las resinas mencionadas anteriormente
ha mostrado una alta capacidad para los grupos fosfonico y fosfinico. Capacidades que han sido
mucho menores para las otras resinas sintetizadas. En estos procesos se ha puesto de manifiesto,
por un lado que la reaccion para la adsorcién de los metales no llega a saturar totalmente los
grupos funcionales. Por otro lado, se ha observado la posible bifuncionalidad de los grupos
fosfinicos que especificamente, ha resultado en la adsorcion de Cu (II) y no en la adsorcién de Zn

(II) (ion menos oxidante).

La velocidad de adsorcion de los iones metélicos por las resinas en estudio ha puesto de manifiesto
una serie de diferencias. De esta forma las resinas con fosfonico y fosfinico han mostrado ser las
mas rapidas y su comportamiento podria ser explicado mediante un mecanismo de reaccién de
primer orden. Asimismo, estas resinas adsorben mas rapidamente el ion Zn (II) que no el Cu (I).
Por otro lado, las otras resinas muestran velocidades de reaccién varios ordenes de magnitud

inferiores y los mecanismos cinéticos son asimismo diferenciados.

La utilizacion de la resina Spheron Oxine 1000 (resina metacrilica con grupos 8-hidroxiquinoleina)
ha mostrado ser eficaz en la inmovilizacion de Pd (I) a partir de disoluciones de este ion en medio

cloruro, siendo la capacidad maxima de adsorcién de 0,655 moles por gramo de resina.
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8.- Se ha puesto de manifiesto que la estabilidad del complejo correspondiente entre la resina en
estudio y el ion Pd (II) es suficientemente alta (log K=5,36) para la determinacién de las
caracteristicas de inmovilizacion de este ion en la técnica IMAC. El estudio termodinamico
correspondiente revela que el complejo formado por la resina y el Pd (II) tiene la estequiometria
PdCl1,(Oxn), lo que supone que la coordinacién del Pd (II) se lleva a cabo. La quelatacion supone

ocupar dos de las cuatro posiciones, siendo las otras dos ocupadas por los cloruros.

9.- La adsorcién de los aminoacidos L-Trp, L-Tyr, L-Phe, Gly sobre la resina cargada con Pd (II) se
realiza mediante un equilibrio reversible que supone el desplazamiento de los dos cloruros
mencionados anteriormente, en la esfera de coordinacién del paladio.

La capacidad de adsorcion de esta matriz por los aminoacidos mencionados supone los valores de

0,24; 0,25; 0,31 y 0,31 mmoles de aminoacido/ g resina, respectivamente.

10.- La caracterizacion termodindmica de los procesos de adsorcién de los aminoécidos por la resina
cargada con Pd (I) ha supuesto la determinacion de las constantes de estabilidad de la reaccion
correspondiente.

Los valores logaritmicos de estas constantes globales de formacion varian entre 30,14 y 30,83,

correspondiendo a una estequiometria de APdOxn (1:1:1).

11.- Los estudios de elucion de distintos aminoacidos a partir de las resinas cargadas nos han puesto
de manifiesto los siguientes hechos:
Los mecanismos de eluciéon no suponen una competitividad entre el aminoacido y los cloruros
que coordinan al paladio. Sin embargo, esta elucién viene condicionada por la competitividad
entre el ion hidrégeno y el paladio por los aminoécidos correspondientes. Este efecto se pone de
manifiesto en la utilizacién de eluyentes acidos.
Por otro lado, la utilizacién del imidazol como eluyente implica un mecanismo de elucién basado
unicamente en la competitividad del ligando eluyente y el aminoacido correspondiente. Este hecho
viene determinado por la elucion de los aminoécidos en condiciones de acidez neutralizada.
La adsorcion y elucion de los aminodcidos han determinado las caracteristicas quimicas de un
nuevo sistema IMAC con posibilidad de aplicaciones al tratamiento analitico de sistemas

portadores de aminoécidos.
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FE DE ERRATAS a la memoria "Estudio, Desarrollo y Caracterizacion de Resinas Quelatantes de
Iones Metdlicos. Aplicacion en Sistemas de Impacto Ambiental y en el Desarrollo de Nuevos Métodos
Cromatogrdficos", presentada por Sergi Diez.

Bellaterra, Septiembre, 1994.

- En la pag. 14, la molécula debe ser:

— CH—CH,— CH—CH,~ CH—CH,~-

CH—CH,—
..— CH- CH,~CH-CH,

En la pag. 49, linea 2, donde dice: cationes como Ca 'y Mg debe decir: cationes como Ca’'y Mg**.

En la pag. 73, linea 3, donde dice: Figura 10, deberia decir: Figura 11.
En la pag. 81, linea 1, donde dice: Substituyendo (24) en (25), deberia decir Substituyendo (26) en

(25). \
En la pag. 85, en la Tabla VIII, columna 3, debe decir: Capacidad en Tampén (pH 4,5)

En la pag. 105 el producto de la sintesis 4 debe ser:

H
@)
CH,—N(CHj),
‘ @)
I
OH

- En la pag. 107 la expresion de la determinacién de. la acidez total debe ser:

(VNaOH . CNaOH) B 4(VHC . Cch)'
g resina seca

Tot(OH") =



- En la pag. 116, el texto de la Tabla IV dice: "... £ 0,01% respecto al tanto por ciento en s6lido, +
0,2 mequiv OHg resina, + 0,1 mequiv P/g resina, y 0,2. mequiv N/g resina" y deberia decir "... +
0;01%%—respecto—al-tanto-por—eiento—en—sélide, + 0,02 mequiv OHY/g resina, + 0,01 mequiv P/g
resina, + 0,02 mequiv Cl7/g resina y + 0,02 mequiv N/g resina". '

- En las pag. 119, 120, 121y 122, el texto de las Tablas V, VI, VIl y VIII dice: "... imprecisién de
+ 0,001 y deberia decir "... imprecisién de + 0,0001".

- Enla pag. 124 la Tabla IX debe ser:

5

KILET GRAFICAMENTE
Resina SD1 SD3 SD1 SD3
K, (5 (1,80,1)10° (2,1£0,2)10° (2,240,2)10° (2,8+0,2)10°
K, (s (3,30,1)10° (440,1)10° (3,240,1)10? (4+0,1)10°

En la pag. 126 la Tabla X debe ser:

Resina ’ SD12 SD16
K, (51 K, (5+1)10*
SR S E——
K, (s) K, (61)10* (1,4+0,1)10”
K, (5£1)10*

En la pag. 142, el complejo formado por el polimero TED con un ion hexacoordinado ha de tener
la estructura siguiente

0]
PJ‘
HC T [ -CH, 0
N\
/N/(*)/ o
HC N\ | y
| M = O .
B 7N Oy
C)A/\N\ O\ OH, | posicion para
/ laadsorcion
CHz/C\O _"r’/



- En la pag. 149, las moléculas 15 y 17 (P-D) deben ser:

h

CH,—CH, S
(/:H \c H\ /é\

2
N SNH, N

| OO
R w

15 17 ® D)

- En la pag. 179 la ecuacion (2) deberia ser:

[PdCL(Oxn)7] K :
K = 2 - 1 (2)
- [PdCI}] [H Oxm)1 [H'PICIP

- En la pag. 212, tltima linea, donde dice: capacidad mdxima de adsorcién de 0,655 moles por
gramo de resina deberia decir: 0,655 mmoles por gramo de resina.
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