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Introduccién

Las fosfolipasas A2 secretorias (SPLA2, EC 3.1.1.4) son enzimas interfaciales que
promueven la reaccién de hidrdélisis de fosfolipidos, produciendo acidos grasos y
lisofosfolipidos. Estos lisoderivados son potentes emulsionantes de interés para la
industria alimentaria y farmacéutica. En la actualidad, las normativas internacionales
s6lo aceptan enzimas microbianas y vegetales en la produccion industrial. En trabajos
anteriores, la extraccion de sPLA2 a partir de homogenatos de semilla de soja (Glycine
max), como asi también la via recombinante llevaron a reducidos rendimientos con
procedimientos dificilmente escalables. Se plante6 como hipétesis: “la extraccion
desde el apoplasto de soja permite aislar la enzima sPLA2 minimizando la
contaminacion con sustancias citoplasmaticas y estructurales”. En funcion de la
localizacién extracelular de sPLA2 en plantas, se ajustd un procedimiento basado en
infiltraciébn con vacio. El objetivo de este trabajo fue: extraer sPLA2 directamente
desde el espacio extracelular (o apoplasto) de soja (GmsPLA2), evitando el
tratamiento de semilla completa y obteniendo asi un extracto inicial mas puro.

Metodologia

Las variables independientes fueron: oOrgano-estadio vegetal y composicion de
solucion de infiltracion. Las variables de respuesta fueron: actividad especifica PLA2
U/g material vegetal y actividad especifica PLA2 U/mg proteina. Se plantearon disefios
comparativos de un factor con varios niveles. Los valores reportados representan
promedios de mediciones de actividad PLA2 realizadas por duplicado, sobre tres
experimentos independientes. La actividad enzimética PLA2 se determino aplicando el
método cinético de Madoery y Minchiotti (2006). El procesamiento de datos se realizé
con el programa Sigma Plot 10.0.

Semillas de soja (Glycine max) provistas por Laboratorio de Semillas FCA, se
mantuvieron adecuadamente hidratadas y en oscuridad a 26 °C durante 8 dias. A
continuacion, las raices fueron separadas de las semillas germinadas y colocadas en
contacto con la solucion de infiltracion en kitasato y agitadas en shacker 60 min. Se
aplico vacio (75 kPa) 15 min. Los segmentos fueron introducidos en jeringas plasticas
y centrifugados a 1310 g 15 min. para recuperacion del fluido apoplastico (FAP). El
FAP colectado de tubos de centrifuga fue macro y microfiltrado y luego sembrado en
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columna de Sephadex G-25. El eluido con Tris pH 7,8 fue ultrafitrado aplicando
dispositivos Vivaspin 6 (GE Healthcare) membrana PES 30 kDa.

Resultados

Se ensayaron los siguientes medios de infiltracion: H,O, Tris/HCI 50 mM, CacCl, 20
mM, KCI 50 mM y mezcla Tris 25 mM-CaCl, 50 mM. En concordancia con el
conocimiento sobre expresion de genes en Glycine max, raices de germinacion 8 dias
llevaron a méaximos rendimientos y actividad especifica GmsPLA2: 46 U/g y 23 U/mg
respectivamente con Tris 50 mM; y 64 U/g y 22 U/mg con mezcla Tris-CaCl,. Con
raices 4 dias y solucion Tris 50 mM, se alcanz6 8,4 U/g y 42 U/mg, indicando menor
rendimiento pero mayor pureza GmsPLA2. La disminucion de concentracion de CacCl,
a 5 mM en la mezcla Tris-CaCl, llevé a relativamente bajo rendimiento pero alta
actividad especifica en ensayo de raices 4 dias. Esto revela que el poder de lavado o
estringencia de la solucion depende de la presencia de CaCl,. KCI fue notablemente
menos efectivo y la infiltracion con agua resultdé en bajos rendimiento y actividad
especifica GmsPLA2, debido probablemente al colapso de membranas bioldgicas por
efectos osmaticos y consiguiente liberacién de material intracelular. En la recuperacion
del FAP, el entramado de la pared celular podria actuar como un filtro molecular
natural, no permitiendo el pasaje de grandes macromoléculas. GmsPLA2 tiene un PM
del orden de 14 kDa (Minchiotti et al., 2008; Mariani et al, 2012). La purificacion en
columna Sephadex G-25 resultd efectiva para separar moléculas inhibidoras de
actividad PLA2. Finalmente, el filtrado con dispositivo de ultrafiltracién Vivaspin 30 KDa
mostr6 un aumento de 617 veces en la actividad especifica PLA2 (factor de
purificacion) y retencion de actividad 58 % (rendimiento).

Conclusiones

El fluido apoplastico obtenido por infiltracién de raices 8 dias con mezcla Tris-CaCl,
desarroll6 una actividad especifica promedio 410 veces superior al homogenato inicial
obtenido por procesamiento de semilla completa en un trabajo anterior (Minchiotti et
al.,, 2008). Esto permiti6 simplificar notablemente la purificacion de GmsPLAZ2,
consiguiendo un elevado factor de purificacion. De esta manera, la metodologia de
extraccion desde el espacio extracelular de soja desarrollada en este trabajo, resulta
extrapolable al aislamiento y purificacion de GmsPLA2 a escala industrial.
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