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Introduccion. La mayoria de las proteinas recombinantes
formadas en organismos procariotes como E. coli son inactivas
debido a que forman agregados insolubles en agua llamados
cuerpos de inclusién. En los cuerpos de inclusion, las cisteinas
de las proteinas recombinantes pueden formar enlaces disulfuro
inter e intramoleculares como consecuencia de un mal
plegamiento. En el proceso de plegamiento de las proteinas los
enlaces disulfuro estabilizan intermediarios (1) y el potencial
redox juega un papel determinante en la formacion de enlaces
disulfuro (2). El objetivo de este proyecto es determinar la
relacion entre e potencial redox y € proceso de
renaturalizacion de lafosfatasa alcalina.

Metodologia. En un minireactor agitado (250 mL de trabgjo) se
agregl fosfatasa alcalina (7.5 unidades) de E. coli (Sigma-
Aldrich) se llevd a cabo la reduccion agregando
mercaptoetanol hasta una concentracion final de 25 mM en el
reactor posteriormente se oxidé con oxigeno a una temperatura
de 37 °C y un pH de 10.4. El sistema de reaccion consiste en la
fosfatasa alcalina y la solucién amortiguadora (glicina, 7.5 g/L;
MgCl,, 95.2 mg/L; ZnCl,, 136.3 mg/L; NaHCOs, 3.7 g/lL y
CuS0Qy, 159.54 mg/L). Se midieron pH, oxigeno disuelto (OD),
y potencial redox con sus respectivos electrodos y se utilizé un
programa para adquirir los datos. Se midié la actividad
enzimatica mediante e método colorimétrico. Se utilizé €
método de Ellman para la medicion de la concentracion de
tioles (3).
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Resultados y discusion. Antes de reducir la enzima se bajo €l
OD hasta 2% y después se agregé 440?L de mercaptoetanol
para favorecer un ambiente mas reductor posteriormente se
favoreci6 la oxidacion elevando y controlando el OD hasta un
valor determinado y se observd el comportamiento de la
actividad enzimética, de la concentracion de tioles y del

potencial redox. La actividad enzimatica maxima alcanzada
(figura 1) no se vio influenciada en e proceso de
renaturalizacion pero la velocidad de elevacion del potencial
redox y la velocidad de recuperacion se relacionaron de forma
logaritmica (figura 2) lo que nos indica un patron en el
porcentaje de renaturalizacién con respecto al potencial redox
a menos en ese intervalo. Otro aspecto por investigar es si €l
control del potencial redox tiene un efecto sobre la
renaturalizacion de la enzima. La concentracion de tioles
también se relaciond con €l proceso de renaturalizacién de la
enzima (datos no mostrados).
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Conclusiones. Se pudo establecer una relacion entre potencial
redox, €l estado de renaturalizacion de fosfatasa dcalinay la
concentracion de tioles. Aunque la relacion es limitada debido
a intervalo, es nuestro primer acercamiento a estudio de la
relacion entre e potencial redox y € proceso de
renaturalizacion y nos abre un campo de estudio en el
plegamiento de proteinas.
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