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Introduccion. El refolding es considerado el paso
limitante en la recuperaciéon de proteinas activas de
cuerpos de inclusién (1). Es por ello que se ha convertido
en un nuevo campo de estudio, en el cual se han
desarrollado diversas metodologias para mejorar su
rendimiento (2). Entre estos, se ha demostrado que el
polietilénglicol (PEG) se une como intermediario a la
proteina promoviendo el refolding apropiado, por lo que
se sugiere cumple una funcidon andloga a la de las
chaperonas en el refolding in vivo (3). Considerando lo
anterior, Rahimpour et al. (2007) utilizaron sistemas de
dos fases acuosas usando cloruro de guanidinio (CG)
como agente caotropico logrando recuperar xilanasa
recombinante en estado activo (1). Por su parte, la lacasa
(E.C.1.10.3.2) una fenol oxidasa, es una enzima que
tiene  aplicaciones  biotecnoldgicas tales como:
biorremediacion, deslignificacion y aplicaciones médicas,
entre otras, por lo cual resulta atractiva para la
produccion a gran escala de manera econdomica (4)
garantizando siempre su correcto plegamiento. El
objetivo del presente trabajo es caracterizar la particion y
refolding de lacasa en sistemas de dos fases acuosas
PEG - fosfato de potasio.

Metodologia. Se construyeron sistemas PEG - fosfato
de 2 g variando el peso molecular (PM) del PEG (400,
1000, 3350 y 8000 g/mol), la longitud de linea de corte
(LLC, 15, 25,35 y 45 % p/p) y la relacidon de volumenes
(VRr, 0.33, 1y 3). Se agregaron 200 yL de una solucién
de lacasa de 10 mg/mL con cloruro de guanidinio (CG) 4
M, se incubé a 30 rpm durante 1 hora, se midi6 el
volumen de cada fase y se cuantificé la cantidad de
proteina presente en cada una midiendo absorbancia a
280nm. Posteriormente, se midié la actividad enzimatica
en cada fase siguiendo el cambio en la densidad éptica a
436 nm usando ABTS como sustrato y un coeficiente de
extincidon molar €436 = 29,300 / M cm (5).

Resultados. La particion de lacasa desnaturalizada se
muestra en la Fig. 1; teniendo una particion con rangos
en el logaritmo de su coeficiente de particion (In Kp) de
-1.1 a 2.1, con una preferencia a la fase rica en polimero,
siendo la mas alta en el sistema PEG 400 g/mol con LLC
de 45% p/p y Vg 0.33. La proteina en estado nativo
mostré el mismo comportamiento pero con mayor
afinidad a la fase superior. El refolding observado (Fig.
2), tuvo un maximo de 33% en la fase superior el sistema
PEG 1000 g/mol con LLC de 45% p/p, mientras en la
fase inferior el maximo fue de 16% con PEG 400 g/mol y
LLC de 45% p/p, en ambos casos con Vg 0.33.
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Fig. 1. Particion de lacasa desnaturalizada con 4M de CG.
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Fig. 2. Porcentaje de refolding de lacasa en fase superior.

Conclusiones. La lacasa tiene afinidad por la fase
inferior, la cual aumenta conforme lo hace la LLC y
disminuye a medida que aumenta el PM del PEG y Vk.
En estado desnaturalizado, esta afinidad disminuye. El
refolding es menos eficiente, sin embargo, la presencia
de grupos prostéticos hace mas complejo el proceso de
refolding generando porcentajes bajos (<35%).
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