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Introduccion. El uso de semillas como dérganos de
produccion de proteinas recombinantes, presenta maltiples
ventajas, debido a su naturaleza como 6rgano de
almacenamiento y sus altos niveles de expresién de
proteinas. Sin embargo, esta ventaja representa también todo
un reto en las operaciones posteriores de bioseparacién, en
especial cuando la proteina de interés debe ser extraida y
purificada del extracto vegetal (1).

En el presente estudio, se explora la posibilidad de utilizar
los SDFA como etapa primaria de recuperacion de una
proteina recombinante (B-glucuronidasa) expresada en soya,
como modelo de un sistema complejo de expresion en
plantas.

Metodologia. Se seleccion6d B-glucuronidasa (GUS) como
un modelo de proteina recombinante expresada en frijol de
soya (Glycine max). Se emplearon dos tipos de extractos
protéicos, denominados 7S y 11S, obtenidos mediante el
procedimiento de precipitacion isoeléctrica previamente
reportado (2). Se realiz6 un estudio de caracterizacion del
comportamiento de la proteina de soya en SDFA PEG-
Fosfato con y sin GUS, asi como de la enzima purificada (3).
Los SDFA formulados, evaluaron el efecto de la
composicion y del peso molecular del polimero (de 600 a
3350 g/gmol). Los extractos proteicos 7S y 11S contenian
60939 U/mL de GUS determinada mediante una adaptacion
del ensayo reportado previamente (4). La concentracion de
proteina se determino mediante el microensayo de Bradford.

Resultados y discusién. En la Tabla 1 se muestran los
resultados obtenidos en cuanto a la recuperacion de GUS de
extractos ricos en proteina de soya en sistemas de PEG 600 a
pH 7. Los rendimientos de recuperacién moderados que se
observaron en fase superior se vieron afectados por la
perdida de actividad enzimatica en la interfase, donde se
calculé la recuperacion necesaria para cumplir el balance de
materia. Se pudo observar la notoria preferencia de la enzima
por la interfase y la fase superior tanto para los que
contenian proteina de soya, como para los sistemas modelo
sin proteina vegetal (no mostrados).

De los dos extractos obtenidos por precipitacion isoeléctrica,
aquellos que contenian mayoritariamente proteina 7S,
presentaron mayor recuperacion de GUS en fase superior,
sin embargo, en ambos tipos de extractos, la concentracién
en interfase parece ser una constante. El potencial de uso de
los SDFA como etapa primaria de recuperacion de proteinas
expresadas en sistemas vegetales, radica en la posibilidad de
procesar extractos con una alta concentracion de proteinas

contaminantes como los aqui utilizados, que presentaron hasta
33 mg/mL de proteina.
Tabla 1. recuperacion y purificacion de GUS de extractos de
proteina de soya mediante SDFA PEG 600/Fosfato.

_ % recuperacion GUS Factor de
Sistemay purificacion
Fase sup.‘ Fase Inf. ‘ Interfase| Fase Sup.
Extracto de proteinas 7S
1 30+15 | 8+04 6243 2.5
2 30415 | 4+0.2 66+3 2.5
3 33%15 0.0 67+3 3.0
4 33%15 0.0 67+3 3.0
Extracto de proteinas 11S
1 15+0.7 | 3+#0.1 82+4 1.0
2 20+1 4+0.2 76+3 2.1
3 23%1 0.0 7743 2.2
4 28+1 0.0 7243 3.0

Si bien estos resultados de recuperacion pueden optimizarse,
los factores de purificacion obtenidos indican un cierto grado
de selectividad por la enzima, considerando el alto contenido
y la diversidad de proteinas presentes.

Conclusiones. Los resultados obtenidos sugieren que los
SDFA tienen el potencial de ser utilizados como primera
etapa de aislamiento y purificacion de proteinas
recombinantes expresadas en sistemas vegetales con alta
concentracion de contaminantes de naturaleza proteica. Los
sistemas aqui evaluados, pueden resultar potencialmente
viables considerando el bajo costo de los SDFA y su
capacidad de procesar altos volimenes de trabajo.
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