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Introduccion. Se ha demostrado que la composta residual de
hongos comestibles (p.e. Agaricus) es una fuente potencial
de lacasas. Asi mismo, se ha utilizado el extracto acuoso
proveniente de dichas compostas en la oxidacion de
compuestos tdxicos tales como fenoles y anilinas, asi como
sus derivados clorados[1]. Sin embargo, debido a su
naturaleza, este extracto crudo presenta algunos
inconvenientes que no permiten la caracterizacion
bioquimica de lacasa, por lo que es necesario aplicar una
técnica de recuperacién sencilla, practica y econdmica, que
permita la purificacién parcial de la enzima. Una de las
técnicas de recuperacion de proteinas ampliamente utilizada
son los sistemas de dos fases acuosas que se caracterizan por
ser facilmente escalables y de bajo costo[2]. Los sistemas de
dos fases acuosas han sido utilizados para la recuperacion de
diversas enzimas, sin embargo hasta el momento no se
conocen reportes en donde estos sistemas hayan sido
utilizados para la recuperacion de lacasa de fuentes compleja
como lo es la composta residual del cultivo de Agaricus
bisporus.

El objetivo de este trabajo es evaluar el potencial de los
sistemas de dos fases acuosas para la recuperacion primaria
de lacasa de la composta residual de A. bisporus

Metodologia. Se construyeron 16 sistemas con poli-etilen-
glicol y fosfato (PEG-PO,) de 5g, con una relacion de
volumen de las fases de 1.0 (V,=1) a pH 7, variando el peso
molecular del PEG vy la longitud de la linea de corte (LLC)
[2]. A todos los sistemas se les agregd 1% p/p del extracto
crudo liofilizado (ECL). Los sistemas se mezclaron en un
agitador mecanico durante 10 min. Posteriormente, se
separaron las fases acuosas por centrifugacién a 4,000 rpm
durante 15 min. La proteina fue cuantificada por el método
de Bradford y la actividad lacasa determinada utilizando
ABTS como sustrato.

Resultados y discusién. En este trabajo se presentan los
porcentajes de recuperacién de lacasa en los sistema de dos
fases acuosas (Tabla 1). Una vez separadas las fases, se
observd que el porcentaje de recuperacion de actividad fue
disminuyendo conforme aumentaban tanto la concentracion
como el peso molecular del PEG, excepto para los sistemas
de pesos moleculares altos; sin embargo, aunque la tendencia
es ligeramente diferente, la recuperacién de la actividad
sigue siendo mayor en los sistemas con LLC 40, 45 % p/p
(PEG 1000) y 36, 39 % p/p (PEG 1450) donde se recupera

aproximadamente el 80 y 70% de la actividad enzimatica,
respectivamente. Estos resultados muestran la afinidad de la
enzima por la fase superior de los sistemas PEG 1000 y 1450
g/gmol.

Tabla 1. Comportamiento de la recuperacion de lacasa en los
sistemas de dos fases acuosas.

PEG (g/gmol) LLC Recuperacion de
(% p/p) lacasa (%)
1000 40 79.93
45 77.94
55 66.76
59 48.53
1450 36 71.65
39 72.39
51 53.38
56 39.63
3350 58 44.39
62 39.10
56 33.24
43 59.40
8000 30 29.34
33 35.95
41 35.05
63 32.05

Conclusiones. Los resultados presentados en este estudio
demuestran que los sistemas de dos fases acuosas son una
alternativa viable para establecer un protocolo simple que
permita la recuperacion de la lacasa de los cultivos solidos
de Agaricus bisporus.
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