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Introduccion. La filtracion es una operacién comin en la
recuperacion y purificacién de productos biotecnol 6gicos.
Entre sus aplicaciones més frecuentes se encuentra la
separacion de biomasa y componentes insolubles de los
medios de cultivo, la clarificacion de soluciones, etc. Los
medios de filtracién mas empleados son las telas filtrantes,
filtros de profundidad, etc. En previos estudios de
fermentacion se observd el fendmeno de adsorcidn de cierta
actividad poligalacturonasa (PGasa) producida por A.
kawachii en medio de cultivo glucosa/triptona a filtros de
fibra de vidrio (1). Este proceso de adsorcién selectiva nos
permitié inferir que A. kawachii produce en el medio glucosa
a menos dos grupos de enzimas con actividad PGasa. Un
grupo corresponde alas enzimas que son activas sobre &cido
poligalacturénico a pH 2.0 (inactivas a pH 5.0) y € otro
grupo que son activas a pH 5.0 (pero no a pH 2.0,
denominadas como PGasas moderadamente &cidas).

El objetivo del presente trabajo es describir el fendbmeno de
adsorcion/desorcion de PGasas afiltros de fibra de vidrio
como método integrativo para la concentracion y/o
purificacion de estas enzimas.

Metodologia Se adquirieron dos PGasas purificadas de A.
niger (Megazyme, Irlanda) y Trichosporum penicillatum
Como fuente de actividad PGasa cruda se utiliz6 A. kawachii
cultivado en medio glucosa/tiptona. Los productos fueron
caracterizados en cuanto a su actividad enzimética y
proteina. La separacion inicial del micelio del cultivo de A.
kawachii se redlizd filtrando e medio a través de tela
nmuselina. El liquido obtenido fue centrifugado y el
sobrenadante fue congelado en botes de pléstico. La
filtracion del medio centrifugado (MC) fue llevada a cabo
utilizando un sistema de flujo directo con soporte de
polisulfona. El proceso de filtracion se efectué mediante
vacio a un caudal aproximado de 20-25 ml/min. Los medios
de filtracién fueron filtros de fibra de vidrio con binder,
esteres de celulosa (acetato y nitrato) y fibra de fibra de
vidrio sin binder. Cada muestra fue filtrada tres veces para
asegurar condiciones de equilibrio. Luego de lafiltracion los
filtrados fueron analizados en cuanto a actividad enzimética,
conductividad, proteina, y proteina. La filtracion fue
evaluada a pH 3.0 a 7.0. Se determinaron isotermas de
adsorcion paralas PGasa de A. kawachi.

Resultados y discusion. En el medio glucosaltriptona las
actividades enziméticas méas significativas corresponden a
poligalacturonasas y proteasa &cida. Los valores tipicos de
proteinay actividad determinados entre 30 y 40 h de cultivo
(tiempo a cua no se detecta glucosa en el medio) fueron los

siguientes: proteina: 0.25-0.30 mg/ml, PGasa 1.0-50 U/ml
(determinada a pH 5.0), PGasa &cida: 0.08-0.25 U/ml
(determinada a pH 2.0), proteasa &cida 3.5-4.7 U/ml,
celulasa 3.0-5.0 U/ml y ailasa 20-75 U/ml.

Las PGasas activas a pH 5.0 que produce A. kawachii en el
medio glucosa/triptona fueron selectivamente adsorbidas a
filtros de fibra de vidrio de borosilicato. El proceso de
adsorcion (y elucion) dependio fuertemente del pH y fuerza
ionica del medio pero no fue afectado por detergentes. Esta
caracteristica sugiere que la interaccion principal de las
PGasas no &cidas con el vidrio borosilicato es de naturaleza
electrostética y/o involucra puentes de hidrégeno. La
adsorcion presenta ademas cierta bioespecificidad, ya que la
PGasa &cida de A. kawachii no se adsorbi6 al filtro de fibra
de vidrio, pero si los hicieron otras PGasas, como las de A.
niger y T. penicillatum (Fig 1). El factor de purificacion de
la actividad PGasa luego del proceso de adsorcion a filtro
(pH 3.0) y posterior elucién (pH 5.0) fue de 100 veces,
siendo en este sentido la operacién comparable con otros
procesos de purificacion de alta resolucién, como la
cromatografia de fase reversa, de afinidad o bioespecifica
Las muestra eludia posteriormente fue purificada por
cromatografia de intercambio catiénico y permacion por gel,
resultando dos PGasa no acidas (PGl y PGIII).
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Fig. 1. Efecto del pH en la adsorcién de PGasas a filtros de fibra
devidrio.

Conclusiones. El estudio demuestra el potencial de los
filtros de fibra de vidrio para la adsorcion selectiva de
algunas PGasa flngicas como etapa de purificacion.
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