PURIFICACION DE GLUCOSA OXIDASA POR FILTRACION TANGENCIAL
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Introducciéon. La glucosa oxidesa £ usa en las &ees
dimentaria y dlinica En la primera se consume drededor
de 5, 500 Kg/afio y tiene un precio de $4,00.00Kg. En d
aea dinica s consume 750 l/&fio y un precio de
$8500.00/1. Todo € consumo neciond es de importaci on.
Las metodologias reportadas  proporcionan  rendimientos
bgos aunque purificacion devada (2,3). A, d objetivo de
este trabgo es desardllar una metodologia de purificacion
gue proporcione un producto que cumpla con las
expecificaciones comercides, con dtos rendimientos y un
numero reducido de pasos.

M etodologia. Se  redizaon  fementaciones  con
Aspergillus niger para producir la enzima (1). El micdio
obtenido s sgpad dd cddo agotado con filtracion d
vacio. La enzima en @ cddo se purificd por ultrefiltracion.
La dd micdio se recuperé mediante ruptura mecanica El
extracto micdid se obtuvo mediante una microfiltracion
tangencid dd materid rupturado. La enzima dd extracto
s purificd con ultrdfiltracion 'y cromatografia  de
intercambio i6nico. Mediante los andiss de  actividad
ezimdica y proteina se deerminaon d grado de
purificacion y rendimiento.

Resultados y dscusién. Glucosa oxidasa dd  extracto
cduar s concentr6 d doble por ultrdfiltracion
purificdndose 16 veces y consavandose 95 % de la
actividad (figura 1). La didfiltracion dimind proteina
contaminante  provocando que la  purificadon s
incrementara 17 veces y d rendimiento fuera dd 90 %. En
la cromatografia se purificd 25 veces y d  rendimiento
globa fue 80%. Ad, s obtuvo una enzima con actividad
especifica de 250 Ul/mg que cumple la especificacion dd
aeadinica(cuadro1).
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Figura 1. Concentracion por ultrafiltracion a diferentes
presiones de trabajo

Cuadro 1. Purificacion de glucosa oxidasa del extracto celular.

Activided | Proteina | Adtividad | Rendimiento
Operacion enzimética egpecifica globd
(mU/ml) | (mg/ml) | (mU/mg) (%)
Extracto 22,000 2222 9,946
Concentracion 43,000 2,679 16,051 95
Didfiltracion 45,296 0.274 165,314 920
Cromatografia 4,500 0.018 250,000 80

La enzima purificada dd cddo agotedo, después de la
ultrefiltracion  y  didfiltracion, se  purificd 21 veces y
dcanz6 un rendimiento de 78 %, obteniéndose una
actividad especifica de 20 Ul/mg la cud cumplid la
especificacion parad areadimentaria (cuadro 2).

Cuadro 2. Purificacion de glucosa oxidasa del caldo de cultivo

agotado.
Adivided | Proteina | Activided | Rendimiento
Operacion enziméica egpecifica global

(mU/ml) | (mg/ml) | (MU/mg) (%)
Celdo agotedo 580 0.599 968
Concentracion 2260 0481 4,698 81
Didfiltracion 2800 0.134 20,895 78
Cromatografia 6% 0.0061 114,000 70

Conclusiones. La metodologia desarrollada cumplié  la
pureza dd dea dimentaia la epecificacion es de 15
Ul/mg, en eda trabgo se obtuvo una pureza de 20 Ul/mg.
También cumplié la especificadion  exigida dd  &ea
cinica, 175 Ul/mg, aqui se obtuvo una pureza promedio
de 200 Ul/mg.
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