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. Trabajos originales

RESUMEN. Los extractos crudos de raices de plantulas de algodon (Gossypium hirsu-
tum L. cv. Guazuncho 2) de 1-2 dias de crecimiento manifiestan actividad lipolitica
cuando se utiliza aceite de algodén como sustrato. La actividad lipolitica esta asociada
al pellet obtenido por centrifugacién del extracto crudo a 11.000 g a 4 °C durante 30
minutos. La lipasa fue solubilizada a partir del pellet mediante tratamiento con Tri-
tén X-100 1% (v/v) en buffer Tris-HCl 20 mM de pH 8,5 conteniendo DTT 1 mM y

EDTA 0,5 mM. Luego de dos centrifugaciones sucesivas a 50.000 g durante 30 minu--

tos y a 100.000 g durante 1 hora la enzima se recupera en el sobrenadante de la 1lti-
ma centrifugacién. La lipasa manifiesta maxima actividad en un rango de pH entre
8,0 y 8,5 y a temperaturas comprendidas entre 55 °C y 60 °C, siendo estimulada por
la presencia de ion calcio. El anilisis por HPLC de los triacilglicéridos (TAG) resi-
duales de aceite de algod6n luego de la accién de la lipasa revela una mayor afinidad
de la misma hacia TAG que contienen acido oleico. El fraccionamiento por cromato-
grafia de exclusion molecular (Sephacryl S-300) muestra la presencia de dos fraccio-
nes con actividad lipolitica.

SUMMARY. “Isolation and partial characterization of a lipase from primary roots of
Gossypium hirsutum L. cv. Guazuncho 2 (Malvaceae)” . Crude extracts of cotton seedling
roots (Gossypium hirsutum L. cv. Guazuncho 2) exhibit lipolytic activity on cotton seed
oil. When the crude extract is centrifuged for 30 min at 4 °C and 11.000 g lipolitic activity
is recovered from the pellet by adding 20 mM Tris-HCI buffer (pH 8.5) containing 1%
Triton X-100, 1 mM DTT and 0,5 mM EDTA. After centrifugation for 30 min at 50.000 g
and for 1 h at 100.000 g the enzyme is recovered in the supematant. The lipase shows max-
imum activity at pH 8.0-8.5 and at 55 °C - 65 °C and is stimulated by calcium. HPLC anal-
ysis of the remanent triacylglycerols (TAG) after the action of the lipase on cotton seed oil
reveals higher affinity for TAG containing oleic acid. Fractionation of the soluble enzyme
preparation by gel chromatography (Sephacryl S-300) reveals the presence of two active
fractions. ’
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INTRODUCCION

Las lipasas (triacilglicerolacilhidrolasas, EC 3.1.1.3) representan aproximada-
mente un 3% de las enzimas utilizadas en procesos industriales de diferente tipo 1.

Una reciente aplicacion de las lipasas es la obtencion de 4cidos grasos y gli-
cerol a partir de triacilglicéridos, reemplazando el tradicional proceso de hidrélisis
quimica, que requiere altas presiones y temperaturas; el empleo de las mismas co-
mo catalizadores disminuye el costo energético y previene la formacién de poli-
meros y de compuestos coloreados, evitando una ulterior purificacién de los pro-
ductos de reaccién 2.

La reciente introduccion de técnicas enzimiticas en medio orgdnico ha incre-
mentado enormemente el alcance de reacciones catalizadas por lipasas. En medio
acuoso favorecen principalmente la hidrélisis de triacilglicéridos y otros ésteres,
pero en medio predominantemente orgénico catalizan un amplio rango de esterifi-
caciones y transesterificaciones, que dan como resultado productos de alto valor
comercial 34,

Por su parte, la industria farmacéutica frecuentemente incluye lipasas en pre-
paraciones polienzimdticas destinadas a ser utilizadas como coadyuvantes digesti-
vOs 5.

Aunque las lipasas utilizadas en la industria son en su mayoria de origen fin-
gico o bacteriano, las derivadas de plantas superiores se caracterizan por ser relati-
vamente especificas, lo que las convierte en un producto de gran interés en la bio-
tecnologia de los lipidos 1. Si bien existe informacién sobre la presencia de lipasas
en semillas de diversas especies vegetales, muy pocas han podido ser purificadas
368, Asimismo es muy escasa la literatura que hace referencia al estudio de enzi-
mas lipoliticas en otros 6rganos vegetales y en particular en raices 9-10.

La Gnica referencia existente sobre lipasas de algodén es un breve trabajo en
el que se detecta actividad lipolitica en preparaciones enzimiticas no purificadas
obtenidas a partir de pldntulas enteras 1. En el presente trabajo se comunica la
presencia de una lipasa alcalina en raices primarias de pladntulas de algodén
(Gossypium birsutum L. cv Guazuncho 2), incluyendo el aislamiento y caracteriza-
ci6én parcial de la misma.

MATERIAL Y METODOS
Material Vegetal

Semillas de Gossypium birsutum L. cv. Guazuncho 2 (Malvaceae), provistas
por la Estacion Experimental Sdenz Pefia del INTA (Pcia. del Chaco, Argentina).
Las semillas se lavaron con agua corriente durante 24 horas a temperatura ambien-
te (20 °C) y se hicieron germinar sobre toallas de papel himedo a 33 °C en la os-
curidad. El fin del periodo de imbibicién fue considerado dia cero de la germina-
cién. Las raices fueron separadas manualmente y el resto de la plantula fue des-
cartado. :

Preparacion y fraccionamiento de extractos

Raices de plantulas de 1-2 dias de desarrollo fueron cuidadosamente removi-
das, lavadas con agua destilada y homogeneizadas (Omni-mixer, Sorval) durante
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un minuto a 4 °C con solucién buffer Tris-HCl 0,1 M de pH 8,5. El extracto crudo
fue obtenido por filtracién del homogenato a través de una tela de nylon (tamario
de poro: 0,2 mm2). Los extractos crudos fueron centrifugados a 11.000 g a 4 °C
durante 30 minutos. Tanto el sobrenadante como el pellet resuspendido en solu-
cién buffer Tris-HCl 0,1 M de pH 8,5 fueron sometidos a ensayos de actividad li-
politica.

Aislamiento de la lipasa

El pellet obtenido luego de la centrifugacién a 11.000 g fue extraido durante
3 horas a 4 °C en un medio buffer Tris-HCl 20 mM de pH 8,5 conteniendo DTT 1
mM, EDTA 0,5 mM y Tritén X-100 al 1% (v/v). La suspensién resultante fue centri-
fugada a 50.000 g durante 30 minutos a 4 °C y el sobrenadante obtenido sometido
nuevamente a centrifugacién a 100.000 g durante 1 hora (Fraccién S-100.000 g). El
contenido de proteinas se determiné por el método de Bradford 12.

Determinacion de la actividad lipolitica

En los ensayos de caracterizacién parcial de la lipasa, la actividad lipolitica se
determiné por un método colorimétrico 13 en el que los 4cidos grasos liberados en
la lip6lisis son convertidos en complejos de cobre que se solubilizan en isooctano,
cuya absorbancia se determina a 715 nm. El medio de reaccién contenia 5 ml de
solucién de aceite de algodén al 10% en isooctano, 0,2 ml de CaCl, 0,15 My 0,5
ml de muestra. La mezcla de reaccion fue agitada durante 20 minutos a 37 °C, la
actividad enzimitica se detuvo por el agregado de 0,5 ml de HClI 6N y se siguié
agitando durante un minuto. Finalmente se separaron 3 ml de la capa superior de
isooctano, que contienen los dcidos grasos liberados, y se hicieron reaccionar con
0,6 ml de solucién de acetato de cobre al 5% (pH 6,1). Luego de agitar en vortex
durante 90 segundos, se midi6 la absorbancia de la solucién a 715 nm y los resul-
tados se expresaron como nanomoles de dcido oleico por minuto por mg de pro-
teinas. Las reacciones fueron llevadas a cabo en un equipo especialmente disefia-
do para la realizacién de determinaciones enzimdticas multiples en un sistema de
dos fases 4.

En las fracciones obtenidas por cromatografia de exclusién molecular la acti-
vidad fue determinada sobre 1-C!. trioleina marcada (Dupont), incubando durante
30 min a 55 °C 1 pl de sustrato con 200 pl de muestra y 10 pl de solucién 0,8 M
de cloruro de calcio, emulsionando la mezcla por sonicacién. La reaccién se detu-
vo por inmersién en bafio de agua hirviente. Se agregd a cada tubo 3 ml de mez-
cla cloroformo-metanol 2:1, se separ la fase cloroférmica y se evaporé a seque-
dad, retomando luego el residuo con 10pl de la misma mezcla. Los productos de
reacciéon fueron separados por HPTLC (Silicagel 60 Merck) utilizando hexano-éter
etilico-dcido acético (80:20:1,5) como fase moévil y cuantificados con un contador
de radioactividad por barrido Berthold de tipo 2r con Argén como gas de conteo
y un registrador Autochron XY. Las dreas bajo los picos, proporcionales a la canti-
dad de radioactividad, se calcularon por triangulacién de la tangente que corta a
la linea de base a ambos lados del pico y fueron expresadas como porcentaje de
la radioactividad total 15.
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Efecto del ion calcio sobre la actividad lipolitica

Se ensay6 el efecto de distintas concentraciones de i6n calcio (5 mM a 50
mM) sobre la actividad lipolitica de la fraccion S-100.000 g en el medio de reac-
cion. Las determinaciones se realizaron a 37 °C y a pH 8,5.

Efecto del pH sobre la actividad lipolitica

Para la obtencién del perfil de actividad enzimaitica en funcién del pH se uti-
lizaron los siguientes sistemas buffer 16: citrato-fosfato (pH 2,6-7,0), acido bérico-
borato de sodio (pH 7,6-9,2) y glicina-hidréxido de sodio (pH 8,6-10,6). La activi-
dad lipolitica fue ensayada durante 20 minutos a 37 °C en presencia de cloruro de
calcio 40 mM; los valores de pH consignados corresponden a mediciones realiza-
das en la mezcla de reaccion.

Variacion de la aciividad lipolitica con la temperatura

El efecto de la temperatura sobre la lipdlisis se establecié determinando la
actividad lipolitica a pH 8,5 durante 20 minutos de reaccién entre 35 °C y 65 °C,
en presencia de cloruro de calcio 40 mM.

Estabilidad térmica

Las muestras se incubaron a 37 °C, 45 °C, 50 °C y 55 °C durante 0, 10, 20, 30,
40, 50 y 60 minutos. La actividad lipolitica residual se determiné a 55 °C durante
20 minutos y en presencia de cloruro de calcio 40 mM.

Variacion del contenido de triaciiglicéridos durante la lipolisis

Se analiz6 por HPLC la composicién de los triacilglicéridos (TAG) residuales
luego de 20 minutos de lipdlisis frente a aceite de algodén como sustrato, a pH
8,5 y 55 °C. Los cromatogramas fueron comparados con los obtenidos a tiempo
cero.

Las determinaciones se llevaron a cabo en un equipo Konik KNK-500-A utili-
zando una columna Bijo-Sil C-18 HL 90-5 S (250 x 4,6 mm, tamano de particula
Spm, Bio-Rad) y un detector ultravioleta UVIS 204 (Linear instruments). Los croma-
togramas fueron registrados e integrados con un integrador Spectra Physics 4600.
Para la preparacién de la muestra a analizar fueron evaporados bajo corriente de
nitrégeno 3 ml de la fase isooctano correspondientes a la mezcla de reaccién y el
residuo fue retomado con cloroformo, de modo de lograr ,una concentracién de
TAG de aproximadamente 5 mg/ml. Las muestras asi tratadas se inyectaron y fue-
ron eluidas con una mezcla de acetonitrilo-etanol (3:7) a una velocidad de flujo de
1,3 ml/min. La deteccién de los TAG se llevé a cabo a 210 nm. La identificaciéon
tentativa de los mismos se realiz6 por comparacién con los tiempos de retencién
de los siguientes TAG patrones (Sigma): trilinoleina (LLL), trioleina (OOO), dilino-
leiloleina (LLO), dioleilestearina (OOS) y dioleilpalmitina (OOP) y teniendo en
cuenta el orden de elucion de los TAG de aceite de algodén obtenido por otros
autores 17-18,
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Cromatografia de exclusion molecular

La fraccién $-100.000 g fue sometida a un proceso de purificacion inicial me-
diante pasaje a través de una columna (Pharmacia K 15/30) rellena con Sephacryl
$-300 (Pharmacia) y eluida con buffer Tris-HCl 0,1 M de pH 8,5 conteniendo Tri-
tén X-100 reducido (Sigma) al 1% (v/v) a una velocidad de flujo de 0,2 ml.min.
Se recogieron fracciones de 2,1 ml sobre las que simultineamente se determind el
contenido de proteinas por medicion de la absorbancia a 280 nm y por el método
de Bradford 12; 1a actividad lipolitica se midi6é mediante el método radioactivo pre-
viamente descripto 15,

RESULTADOS Y DISCUSION

En extractos crudos de raices de pldntulas de algodén (Gossypium birsutum
L. cv. Guazuncho 2, Malvaceae) se determind la existencia de actividad lipolitica,
que es maxima al dfa 1 pero que pricticamente desaparece al dia 4 de la germina-
cién (Figura 1). La actividad es nula en semillas sin germinar.

Al centrifugar los extractos crudos a 11.000 g se comprob6 que la lipasa estd
asociada al pellet, el que resuspendido en un medio buffer alcalino (Tris-HCl 0,1M
pH 8,5) muestra actividad lipolitica frente a aceite de algodon (sustrato nativo).

Por tratamiento del pellet con solucién de Triton X-100 al 1% (v/v) en buffer
Tris-HCl 20 mM de pH 8,5 conteniendo EDTA 0,5 mM y DTT 1 mM y posterior
centrifugacion a 100.000 g la lipasa pudo ser aislada en forma soluble, lo que de-
muestra que la misma est4 fuertemente asociada a membranas. Ensayos similares
utilizando deoxicolato de sodio o solucién de cloruro de sodio en el medio ex-
tractante dieron resultados negativos. La Figura 2 muestra el esquema de purifica-
cién utilizado.

La actividad lipolitica se manifiesta
esencialmente a pH alcalino, con un
miximo entre pH 8,0-8,5 (Figura 3),
mostrando un comportamiento similar al
de la mayoria de las semillas hasta aho-
ra estudiadas 1.

El ion calcio estimula fuertemente
la actividad lipolitica, al igual que lo que
ocurre con la lipasa de raices primarias
de melén 19, siendo miximo su efecto a
una concentracién de 40 mM (Figura 4).
La presencia de calcio en el medio de
reaccién resulta imprescindible para po-
ner de manifiesto la actividad en pre- 20
sencia de Tritén X-100, dada la accién
inhibitoria que manifiesta el detergente
sobre la lipasa, que reduce la actividad
a una tercera parte del valor inicial (da-
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dias de germinacion

Figura. 1. Variacién de la actividad lipolitica en
raices durante la germinacion de semillas de al-
godon.
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Raices de 1 dia + buffer Tris-HCl 0,1 M
(pH 8,5

Trituracién en frio (4 °C) 1 min,
filtracién por malla de nylon

Extracto crudo

centrifugacién en frio
(11.000 g, 30 min)

|

Sobrenadante Pellet

Agitacién 3 h con Tris-HCl 20 mM,
(pH 8,5), DTT 1 mM, EDTA 0,5 mM
y Triton X-100 1%

Pellet resuspendido

centrifugacién en frio
(50.000 g, 30 min)

[ ]
Sobrenadante Pellet

centrifugacion (100.000 glh

Fraccion $-100.000 g
(Lipasa soluble)

Figura. 2. Esquema de aislamiento y solubilizacién de la lipasa de raices de plintulas de algodén

alcanzando su valor maximo entre 55 °C y 60 °C (Figura 5). La estabilidad térmica
de la lipasa se muestra en la figura 6, donde se representa el porcentaje de activi-
dad residual en funcién del tiempo de incubacién: al cabo de una hora a 37 °C la
preparacién conserva un 73% de la actividad inicial y hasta los 30 minutos a 50 °C
la actividad es considerablemente alta (80% del valor inicial), pero a temperaturas
mayores disminuye significativamente (al cabo de 10 minutos a 55 °C retiene sola-
mente un 20% de la actividad inicial).

La composicion de TAG del aceite de algodon (tiempo cero) y la modifica-
cién producida luego de hacer actuar la lipasa de algodén sobre su sustrato nativo
se muestran en la Tabla 1. El anlisis de las dreas relativas de los principales TAG
en los cromatogramas obtenidos por HPLC (Figura 7) permite observar la disminu-
cién de dilinoleiloleina (LLO), dioleillinoleina (LOO) vy linoleiloleilpalmitina (LOP),
por lo cual podria inferirse que la lipasa de raices de algodén manifiesta una ma-
yor afinidad por TAG que contengan icido oleico.

Al someter la fraccién S-100.000 g a cromatografia de exclusién molecular se
puso de manifiesto la existencia de dos fracciones proteicas (I y II), no totalmente
resueltas (Figura 8). La fraccién de peso molecular mis elevado (I) es la que mani-
fiesta mayor actividad lipolitica (Figura 9a), ya que en iguales condiciones de reac-
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Figura 5. Efecto de la temperatura sobre la acti-
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Figura 4. Efecto del ion calcio sobre la activi-
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Figura 6. Estabilidad térmica de la lipasa de al-
godon.
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TAG LLL 11O LLP LOO LOP PPL
tiempo cero 31,3 15,1 35,6 2,4 11,8 3,7
20 minutos 32,1 15,0 36,1 1,7 11,3 3,7
% variacion +2,5 0,6 +1,4 -29 -4,2 -

Tabla 1. Composicién de triacilglicéridos de aceite de algodén y variacién observada luego de la ac-
cion de la lipasa de raices de plantulas de algodén. Los valores corresponden a las dreas relativas de
los distintos triacilglicéridos separados por HPLC (Figura 7). TAG: triacilglicéridos, LLL: trilinoleina,
LLO: dilinoleiloleina, LLP: dilinoleilpalmitina, LOO: linoleildioleina, LOP: linoleiloleilpalmitina, PPL:

linoleildipalmitina
3
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Figura 7. Cromatografia liquida de alta resolu-
cién (HPLC) de los triacilglicéridos presentes en
aceite de algodén. a) composicién a tiempo ce-
ro y b) triacilglicéridos residuales luego de 20
minutos de lipdlisis. TAG: triacilglicéridos, LLL:
trilinoleina, LLO: dilinoleiloleina, LLP, dilinoleil-
palmitina, LOO: linoleildioleina, LOP: linoleilo-
leilpalmitina, PPL: linoleildipalmitina
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Figura 8. Cromatografia de exclusién molecular
(Sephacryl 5-300) de la fraccion $-100.000 g.

cién degrada un 53,5% de 1-Cl4 triolei-
na, contra un 34,4% de degradacién
producido por la fraccién II (Figura
9b). Asimismo, el andlisis de los pro-
ductos de reaccién sugeriria un dife-
rente comportamiento lipolitico de am-
bas fracciones, ya que la relacion de
diacilglilcéridos a monoacilglicéridos
luego de hacer actuar la fraccién I
(2:1) es significativamente distinta a la
obtenida con la fraccion 11 (4,5:1).
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Figura 9. Radiogramas de los productos de lipdlisis obtenidos por accién de las fracciones I (a) y 1l
(b) sobre 1-Cl4 trioleina, separados por HPTLC (Silicagel 60 Merck). AG: 4cidos grasos libres, DAG:
diacilglicéridos, MAG: monoacilglicéridos, TAG: triacilglicéridos.
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