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Introduccidén. Las lacasas (EC 1.10.3.2) son enzimas que
catalizan la oxidacién de una amplia variedad de sustratos, por
ello tienen diversa aplicacion industrial (1, 2). Su produccién ha
sido estudiada utilizando basidiomicetos; ya que son capaces de
crecer en sustratos de bajo costo, la enzima es extracelular y
exhibe un alto potencial de oxido-reduccion (2). Sin embargo, su
produccién en tanques agitados a través de la fermentacion de
P. ostreatus, es afectada por la produccion simultanea de
proteasas extracelulares (2). Una estrategia para la separacion
de ambas enzimas son los sistemas de dos fases acuosas
(SDFA), ya que proveen diferentes ventajas, incluyendo su bajo
costo y facil escalamiento (3).

El objetivo del presente trabajo es establecer las condiciones
optimas para la separacion de lacasa y proteasa en fases
opuestas utilizando SDFA de distintos tipos.

Metodologia. El extracto fue producido mediante una
fermentacién liquida de P. ostreatus, posteriormente fue
liofilizado y utilizado en todos los experimentos de SDFA. Se
construyeron 13 SDFA: 7 PEG-sal, 3 UCON-sal y 3 PEG-
dextrano, en los cuales se evalué la particion de lacasa y
proteasas. Todos los SDFA tenian un peso total de 2 g con 10%
(p/p) de extracto. En cada fase se determin6 la actividad
enzimatica de lacasa y proteasas, ademas de proteina total.

Resultados. En los sistemas PEG-sal, primero se evalu6 el
efecto del peso molecular (PM) del PEG a través del logaritmo
del coeficiente de particion (In kp). Se demostré6 que ambas
enzimas particionan principalmente hacia la fase rica en PEG. Al
aumentar el PM del PEG, la lacasa migra gradualmente hacia la
fase inferior mientras que la proteasa aumentaba su particion
hacia la fase superior (Tabla 1).
Tabla 1. Efecto del PM del PEG en la particion. Los SDFA tenian
relacion de volimenes (VRr) de 0.33 y longitud de linea de corte (LCC)
de 15% (p/p).

Peso molecular In kp
(g mol™) Lacasa Proteasas Proteina total
400 6.97 £0.34 1.66 £ 0.23 2.68 £ 0.06
1000 5.62 £ 0.07 4.83+0.12 1.48 £ 0.04

Posteriormente, el efecto de la relacion de volumenes (Vg) fue
analizado y se demostré que la afinidad de ambas enzimas a la
fase superior disminuia cuando el Vg aumentaba (Tabla 2). Por
otro lado, las proteasas aumentaron su actividad en ambas fases
cuando el Vg aumentaba. Por ello, se seleccioné un sistema
PEG-sal de PM PEG 400 g mol-1y Vg 0.33 para analizar el efecto
de la longitud de linea de corte (LCC).

Tabla 2. Efecto del Vr en la particion. Los SDFA tenian un PM de PEG
de 400 g mol'y LCC de 15% (p/p).

Vr In kp
Lacasa Proteasas Proteina total
0.33 6.97 £0.34 1.66 £ 0.23 2.68 £ 0.06
1 3.72+£0.43 -0.01 £ 0.06 1.13+0.09

El efecto de la LCC se evalu6 a 15, 25, 35 y 45% (p/p) y se
observé que la afinidad de las enzimas a la fase superior
disminuy6 al aumentar la LCC. La mayor actividad especifica de
ambas enzimas se observé a una LCC de 45% (p/p). Los mejores
resultados se obtuvieron con el sistema PEG 400 g mol', Vr 0.33
y LCC 45% (p/p).

En los sistemas PEG-dextrano se analizé el efecto del PM del
PEG (3350, 4600 y 6000 g mol'). Se observé que la lacasa
migraba a la fase superior (In k, 1.49) alcanzando un porcentaje
de actividad del 95% a un PM de PEG de 4600 g mol"'. Este
sistema fue seleccionado como el mas adecuado.

Con el fin de mejorar la separacioén, se seleccionaron los SDFA
PEG-sal y PEG-dextrano con mejor resultado para realizar dos
SDFA consecutivos. En los sistemas PEG-sal, el segundo SDFA
cambid la particion de la proteasa hacia la fase inferior mientras
que la lacasa incrementé su particion hacia la fase superior. En
los sistemas PEG-dextrano, el segundo SDFA aumentoé la
preferencia de ambas enzimas hacia la fase inferior. El efecto en
el factor de purificacion (FP) de la lacasa se indica en la Tabla 3.

Tabla 3. Efecto en el FP al realizar dos SDFA consecutivos.

Sistema Factor de puriticacion
Sistema 1 Sistema 2

PEG-sal 3.26 4.30

PEG-dextrano 4.71 5.32

Conclusiones. En los SDFA PEG-sal y PEG-dextrano se
observd la separacion de ambas enzimas. El uso de SDFA PEG-
dextrano es mas adecuado para la separacion in situ de las
enzimas por su baja concentracion de polimeros y sales, lo cual
permitiria el crecimiento del hongo. Mientras que dos SDFA
consecutivos PEG-sal son mas adecuados para la separacion de
las enzimas posterior al proceso de fermentacion.
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