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Introduccion. Las técnicas actuales de purificacion emplean
la ultrafiltracion como un paso de concentracion de la enzima
(1). Sin embargo no explotan su aplicacién como operacion de
diafiltracion para eliminacién de impurezas proteicas vy
organicas (2). En este trabajo se estudia la diafiltracion para
purificar glucosa oxidasa. También se evalla el riesgo de
inactivacion enzimatica debido al esfuerzo de corte del equipo
de bombeo inherente a la ultrafiltracion.
Metodologia. Se efectuaron cultivos por lote de A. niger en un
fermentador de 20 L tipo tanque agitado. La (GOX) presente
en el caldo clarificado fue concentrada en un sistema piloto de
ultrafiltracion (50 L) de tipo fibra hueca, membrana de 0.46 m?
y corte de 30 kDa. Parte de la GOX concentrada por
ultrafiltracion se sometié al proceso de diafiltracion. Este Gltimo
se efectla en el equipo de ultrafiltracion de laboratorio (0.12 m?
de membrana) por el reducido volumen que queda (5 L)
después de la concentracion en el equipo piloto. Se trabajaron
cinco volimenes de lavado durante la diafiltracion (c/u 1.5 L).
Resultados y discusion. Se realizaron cinco
fermentaciones y los resultados promedio se presentan a
continuacion. La productividad de la GOX es de 55 U/Lh.

Tabla 1. Resultados globales de la fermentacion.

tr =14 h; s, =10 g/L; 500 rpm; 1 vwm; pH 4.5; 28 °C

Corrida | X, Po X Py Sy Yis Ry Rp
(Ulg (Ulg
(g/L) | cel) [ (g/L) cel) (g/L) (gs/gc) | (g/Lh) | (U/Lh)
promedio | 1.12 55 3.81 158 0.65 0.288 0.224 55

Durante la ultrafiltracion la GOX especifica se incrementa cinco
veces debido a la eliminacién de impurezas proteicas en el
filtrado (Figura 1), por esto la concentracién proteica en el
concentrado permanece constante, mientras que la GOX en el
filtrado es cero. El flux es casi constante y de 100 L/hm?.

500

—#r— GO especificaen el concentrado (x 10 Lifig)

=8—GOX en ¢l concentrade (X 10 U/L)

—s— proteina en &l concentrado (x10-2 g/l)
400 —+— proteina en el filtrado (x10-2 g/L)
—— GOX en el hitrado (LI/L)
= F L de filtrado (Ldhm2)

300

200

100

1 3 S 7
Factor de concentracion
Fig. 1. Ultrafiltracion piloto del caldo clarificado de GOX.
pH 7, 25 °C, PTM: 25 psi; FA: 40 Lpm; V;: 50 L; V¢ 8 L.

En el cuadro 2, se presentan los resultados promedio de tres
corridas de ultrafiltracion donde observamos que la enzima se
purifica 4.8 veces y el rendimiento es de 73 %, mostrando que
la pérdida es debida a su inactivacion en la bomba centrifuga
(2.0 HP) del equipo piloto.

Tabla 2. Resultados de la ultrafiltracién piloto de GOX

. » GOX " Rendi-
Corrida Operacion GOX | Proteina » Purifi- .
especifica . miento
uny (CID] cacion
(Urg) (%)
clarificado 580 0.599 968 1.0 100
prome- ——
dio ultrafiltracién | 2260 0.481 4698 4.8 73

Durante la diafiltracion se elimina el 80% de la proteina
contaminante (menor de 50 kDa), asi la actividad especifica se
eleva 5 veces mas que en la ultrafiltracion (Figura 2).
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Fig. 2. Diafiltracion de GOX concentrada.
pH 7, 25 °C, PTM: 25 psi; FA: 3.0 Lpm; Vgiaitracion: 1.5 L.

Se efectuaron tres corridas de diafiltracion y los resultados
promedio se muestran en el cuadro 3, donde se observa que la
GOX se purifica 5 veces y el rendimiento es de 95 %; la
inactivacion es tan baja debido a la bomba peristaltica (1/4 HP)
del equipo de laboratorio.

Tabla 3. Resultados globales de la diafiltracion de GOX

. _ GOX - Rendi-
Corrida Operacion GOX | Proteina . Purifi- )
especifica y miento
n (gl cacion
(Uig) (%)
concentrado | 2500 | 0.554 4512 1.0 100
R [ diafitracion | 2425 | 0.105 23095 51 95

Conclusiones. La ultrafiltracion y diafiltracion purifican hasta
25 veces la GOX presente en el caldo clarificado con un
rendimiento global de 68 %.
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