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Introduccidn. Los biorreactores de membrana estdn formados
por un tangue acoplado a un médulo de ultrafiltracion (UF),
en ellos se puede realizar hidrdlisis enzimética de proteinas en
forma continua con recuperacion de la enzima (1). Sin
embargo se ha observado que la perdida de actividad
enzimética es uno de los mayores problemas que afectan la
operacion de estos sistemas que puede deberse a factores
cinéticos (pH, temperatura, concentracion de substrato y de la
enzima) de la preparacién enzimética y parametros
hidrodinamicos (presién transmembrana, velocidad de flujo y
desnaturalizacién mecanica debida a la circulacién por €l
sistema) (2).

El objetivo de este trabajo fue determinar las condiciones de
operacion para un proceso de produccion y separacion
simultéanea con la recuperacion de la enzima en un reactor
enziméatico acoplado a un modulo de ultrafiltracion para la
hidrélisis de proteina de pescado.

Metodologia. Las constantes cinéticas (Km y Vmax) se
determinaron por €l porcentaje de grado de hidrdlisis (%GH)
con la técnica reportada por Baek y col. (3) a diferentes
concentraciones de proteina de carpa dorada (Carassius
auratus) y empleando una proteasa comercial Flavourzyme™
(Novozyme) en un reactor operado por lote a 35°C y pH 7.0. Se
empled un mddulo de ultrafiltracién (UF) de placa y marco
(Millipore) con membranas de polisulfona de NMWCO 30 KDa
en el cua se realizaron los siguientes estudios. Estabilidad
enzimética. Se preparé una solucién de Flavourzyme™ (0.14
mg/mL) a pH 7, se recircul6 en € UF a 35, 45 y 55°C por 6
horas durante las cuales se midi6 la actividad proteolitica
mediante la técnica reportada por Chetfel y col (4). El flux de
filtracion se determind en funcién de la presion transmembrana
variando la concentracion de proteina de pescado (1.5, 254y
7.5mg/mL). Para & acoplamiento del sistema (Fig. 1) se utilizd
un reactor (Eseve) de 1L. Se establecid iniciamente un
volumen de trabajo de 850 mL de suspension de pescado (7.5
mg/mL de proteina) y una concentracion enzimatica de
0.14mg/mL. La variacion en el tamafio de sélidos suspendidos
se midié en un analizador de tamafio de particula y gota
(Malverns series 2600). La distribucion de pesos moleculares de
los hidrolizados se determind mediante una cromatografia de
permeacion en gel (Shepadex G-50).

Resultados y Discusiones. Se obtuvo un valor de Km=24.8
mg/mL y Vmax= 2.5 mg/mL. Se observo que Flavourzyme™
fue estable a 35°C durante 6 horas en él UF, sin embargo a45y
55°C su actividad caia més del 50% durante la primera hora. El
flux de filtracion en funcién del gradiente de presion
transmembrana se logré predecir mediante el modelo de capa
gel 0 =0.047In9.03/Cg) que se obtuvo en este trabgjo. Al
acoplar el sistema se obtuvieron los resultados mostrados en la
tabla 1. El flujo de filtracion obtenido fue de 2.1 mL/min que se
mantuvo constante durante 6 horas de operacién continua con
un gradiente de presién transmembrana de 15 psi. No se
observo perdida de actividad enzimética de Flavourzyme™

durante las 6 horas de hidrélisis en el sistema acoplado. El
volumen de filtracion fue de 750mL con fracciones de pesos
moleculares alrededor de 1.5 KDa.
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Fig. 1. Diagramade lainstalacion del reactor enzimético acoplado al
UF.

Tabla 1. Resultados de la hidrolisis enzimatica de pescado en el
sistema acoplado.

Tiempo |0 1 2 3 4 5 6
(h)

%GH (0 6.25 (714 | 751 766 (794 |7.77
*T.S.S [59.16 | 34.23 | 15.04 | 9.46 2.67 |243 | 247
(mm)

*Tamario de sdlidos suspendidos

Conclusiones. Se logré el acoplamiento del reactor enzimético
a UF mediante el estudio por separado de las unidades. Los
parametros como temperatura, flux de filtracién, concentracion
de proteina de pescado encontrados permitieron la obtencion de
fracciones de hidrolizados cuyos pesos moleculares oscilan en
15 KDa. Al no observarse perdida de actividad enzimatica
durante las 6 horas de operacion del proceso permite la
prolongacion del mismo. La disminucién en e tamafio de
particula retarda la formacion de la concentracion de la
polarizecion 1o que permiti6 que e flux se mantuviera
constante.
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