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RESUMEN

La glucosa oxidasa (GOX) de uso clinico requiere de alta pureza. La cromatografia de
intercambio ibnico se usa en la purificacion final. Para el escalamiento se necesita la curva
de ruptura, la cual nos ofrece informacion sobre la capacidad de adsorcion de la resina.
Se emple6 una columna de vidrio con un didmetro de 0.01 m y altura de 0.3 m; resina
aniénica marca Amberlite IRA-96, tamano de 500 um; patron de GOX Tipo VII marca
SIGMA,; regulador de fosfatos 0.1 M, pH 7. Se emplearon 2 g de resina aniénica y se
resuspendieron en 20 mL de regulador de fosfatos. Esta suspension se paso a través de la
columna para formar el lecho empacado; al final queda un lecho empacado de 0.08 m de
altura y una porosidad medida de 0.55. Por otro lado se preparé 100 mL de GOX con una
concentracion de 2.0 U/mL. Esta solucion se aliment6 a un flujo de 0.5 mL/min.
Inmediatamente se colectan fracciones de 3 mL en tubos de ensaye. A cada fraccién se le
determind actividad enzimatica. Practicamente el 100 % de la enzima se adsorbe durante
la alimentacion de 600 mL de la solucidn enzimética; con estos resultados la resina presento
una capacidad de adsorcion de 600 U/g. La enzima empieza a salir de la columna después
de los 100 mL, y va incrementando su actividad en las fracciones eluidas hasta alcanzar la
actividad de alimentacion (2 U/mL), indicando con esto que la resina esta completamente
saturada.

ABSTRACT

Glucose oxidase (GOX ) in clinical use requires high purity. The ion exchange
chromatography is used in the final purification. For scaling the breakthrough curve is
required, which provides no information on the adsorption capacity of the resin. A glass
column was used with a diameter of 0.01 m and a height of 0.3 m; anionic resin Amberlite
IRA -96, size of 500 microns; GOX pattern SIGMA Type VII; 0.1M phosphate buffer, pH7.2
g of anion resin was employed, and resuspended in 20 mL of phosphate buffer. This
suspension was passed through the column to form the packed bed; the end is a packed
bed height of 0.08 m and a porosity measure of 0.55. Furthermore GOX 100 mL was
prepared with a concentration of 2.0 U/mL . This solution was fed at a flow of 0.5 mL/min .
Immediately 3 mL fractions are collected in test tubes . Each fraction was analyzed for
enzymatic activity. Virtually 100 % of the enzyme is adsorbed during feeding of 600 mL of
the enzyme solution; with the results presented a resin adsorptivity of 600 U/g. The enzyme
begins to emerge from the column after 100 mL, and will increase its activity in the eluted
fractions up to the feeding activity (2 U mL ), indicating that the resin is completely saturated
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INTRODUCCION

Actualmente la purificacion final de la glucosa oxidasa (GOX) se lleva a cabo por
cromatografia de intercambio i6nico empleando resinas que solo se utilizan a nivel
laboratorio las cuales son de muy baja resistencia mecénica y son muy costosas
(Rivero y Delfin, 2002; Eryomin et al, 2006). Por lo tanto, en este trabajo se estudian
resinas de uso industrial, de alta resistencia y bajo costo para la purificacion de la
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enzima con el fin de obtener su maxima capacidad de adsorcién en una columna
empacada (Ming et al., 2008).

MATERIALES Y METODOS

Se empled una columna de vidrio con un diametro de 0.01 m y altura de 0.3 m.,
operando a presion atmosférica y a un flujo de alimentacion de 0.5 mL/min. Resina
de intercambio aniénica marca Amberlite IRA-96, con un tamafio promedio de 500
um, alto grado de porosidad, 536 kg/m? de densidad y humedad de 65 %. Patrén de
GOX Tipo VIl marca SIGMA. Regulador de fosfatos 0.1 M, pH 7. La actividad
enzimatica fue determinada a través de una curva tipo elaborada con el patron de
GOX en una escala de 0 a 0.2 U/mL (Bhatti et al., 2006)

RESULTADOS Y DISCUSION

Primeramente se decidié trabajar con una solucién de GOX de 2 U/mL y alimentar
el volumen necesario hasta alcanzar la saturacién de la resina. Los resultados estan
en la Fig. 1.
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Fig. 1. Curva de ruptura de GOX en Amberlite-IRA-96.
Alimentacion de 2.0 U/mL; 2 g de resina

Se necesitan 100 mL para alcanzar el punto de ruptura, que es el punto donde la
GOX comienza a elevar su concentracion paulatinamente hasta alcanzar la
concentracion de entrada. Cuando se han alimentado 730 mL se encuentra que la
actividad de salida es la mitad de la entrada; este es un dato que algunos modelos
emplean en la adsorcion de proteinas (Vo, en el modelo de abajo). Sdlo cuando se
agrega 1 L de la solucion, se logra que las concentraciones de salida y entrada de
GOX sean las mismas, indicando esto que se ha alcanzado la completa saturacion
de la resina. A través de un balance de actividad enzimatica se obtiene que la resina
presenta una capacidad de adsorcion de 600 U/g. También se puede determinar
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gue se necesita afiadir un volumen de GOX, 90 % adicional al volumen donde se
encontro el punto de

ruptura para igualar las actividades de entrada y salida. En la Fig. 1, también puede
observarse que el modelo usado representa con bastante acercamiento los
resultados experimentales, el modelo usado fue el de la teoria de platos-cinética.
Posteriormente se experimentd otra concentracion de GOX para obtener su curva
de ruptura, pero ahora se utilizd sélo 0.5 g de resina y actividad de 0.5 U/mL en la
solucion de alimentacién; en la Fig. 2 se muestran estos resultados. Se necesitan
25 mL para alcanzar el punto de ruptura; 140 mL para que la actividad de salida sea
la mitad de la entrada; y practicamente 300 mL para que las concentraciones de
entrada y salida sean iguales; ahora la capacidad de adsorcion es de solo 60 U/qg,
diez veces menor que la anterior, o que puede deberse a que solo se alcanz6 una
altura de lecho empacado de 0.015 m y por lo tanto un tiempo de residencia de solo
2.6 minutos (13.5 minutos para dos gramos de resina); sin embargo el modelo
empleado representa adecuadamente el comportamiento experimental.
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Fig. 2. Curva de ruptura de GOX en Amberlite-IRA-96.
Alimentacion de 0.5 U/mL; 0.5 g de resina

Como se menciond arriba, se seleccioné el modelo de la teoria de platos-cinética,
porque representa con bastante acercamiento los resultados experimentales, a

continuacion se desglosa este modelo (Tejeda et al., 2000).
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Donde:

GOX (V): actividad de GOX a la salida de la columna empacada y a cualquier
volumen de elucion; U/mL
GOXe : actividad de GOX a la entrada de la columna; U/mL

GOX(V) :=
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V : volumen de elucién a la salida de la columna; mL
Vo : volumen de elucion donde la actividad de GOX a la salida de la columna es
la mitad del valor de GOX a la entrada; mL;

[e + [(1—¢)-K]]-zF

elucion
Vo =

L-60
€ : porosidad del lecho empacado; adimensional
K . pendiente de la isoterma de adsorcion de GOX en la resina (lineal);
adimensional
z . altura del lecho empacado en la columna; m
Feiucion : flujo de elucion a través del lecho empacado; mL/min
v : velocidad de elucién a través del lecho empacado; m/s
N : nimero tedrico de platos de equilibrio; adimensional
zkg-a
AlklM;:
v
a : area volumétrica de transferencia de masa en el lecho empacado; m?/m3; m-
1
o 8-¢)
dp :didametro de la particula de la resina; m
KL : coeficiente de transferencia de masa de la GOX; m/s;
D 05 0.3
s )
dp u P-Dag
p :densidad de la solucion enzimatica de GOX; kg/m?
M :viscosidad de la solucion enzimatica de GOX; kg/m.s
Das : coeficiente de difusividad de la GOX; m?/s;
_ 15 T
Dag,= 9410 s
u-(Ma)
T : temperatura de la solucion enzimatica de GOX; K

Ma : peso molecular de la GOX; 180,000 Daltons

Conforme a las ecuaciones mostradas anteriormente a continuacion se enlistan las
condiciones de operacion que se emplearon en este trabajo:

€ = 0.55; valor determinado en la columna

K = 266; valor de la pendiente de la isoterma de adsorcion de GOX

z=0.08 m, cuando se usa 2.0 g de resina; 0.015 m, cuando se usa 0.5 g de resina;
con estos datos se obtiene una densidad promedio de 371 kg/m3, para un didmetro
de columna de 0.01 m.

Feiucisn = 0.5 mL/min; valor medido en la eluciéon

v = 9.8 x10° m/s; calculada con el flujo de elucién y el diametro de la columna

dp = 500 micrones; valor especificado de la resina (Medina, 2009).

p = 1000 kg/m?

M =0.001 kg/m.s

Analizando estas condiciones de operacion se puede establecer que sélo la
cantidad de resina se puede variar arbitrariamente, influyendo en la altura del lecho
empacado (z), asi como también el flujo de elucién, el cual afecta directamente la
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velocidad de elucion (v); el flujo de elucién permanecio fijo y solo se vario la cantidad

de resina.
Enla Fig. 3 se presentan los resultados cuando se emplearon 2.0 gramos de resina:

el modelo empleado representa con bastante acercamiento el comportamiento
experimental encontrado en estas curvas de ruptura.
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Fig. 3. Curva de ruptura de GOX en Amberlite-IRA-96; 2.0 g de resina

Se obtuvieron otras dos curvas de ruptura pero ahora trabajando con solo 0.5
gramos de resina, y los resultados se muestran en la Fig. 4: existe una gran
correspondencia entre el modelo aqui usado y los resultados experimentales.
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Fig. 4. Curva de ruptura de GOX en Amberlite-IRA-96; 0.5 g de resina
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CONCLUSIONES

Se encontraron los parametros operacionales de la cromatografia en lecho
empacado fijo para obtener la curva de ruptura de la glucosa oxidasa en una resina
industrial de intercambio anionico. También se selecciono el modelo denominado
de cinética-platos para la representacion de los resultados experimentales
obtenidos en este trabajo.
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