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RESUMEN. A partir de frutos maduros de Bromelia luciniosa Mair se chin g
proteasa que manifiesta su maxima actividad caseinolitica a60°C y M 6,4, Bl spregs.
do de cisteina incrementa notoriamente la capacidad proteolitica y aumenta la ¢sta-
bilidad de la enzima a temperaturas elevadas. El pasaje de la proteasa no purificada a
través de Sepbadex G-75 permite separar tres fracciones, una de las cuales {pesc mo-
lecular 15000-20000; retiene la actividad proteolitica: esta Gthira se resuchve en dl
menos tres fracciones (solamente una de ellas activa) por intercanibic Wniwco sobre
DEAE-Sephacel con gradiente lineal de cloruro de sodio 0.2-C.8 M.

SUMMARY. “Proteases of Bromeliacew. II. Optimum activity range. stability and
purification of the protease isolated from fruits of Bromelia laciniosy Mart 7
mature fruits of Bromelia laciniosa Mart, was isolated a protease showing maximum
caseinolytic activity at 60 °C and pH 6.4, Cystein notably increases proteolytic ac
tivity and makes the enzyme more stable at high teinperatures. The non puritied
protease resolves in three fractions by molecular sieve chromatography Sephadex
(3751, only one of them active {molecular weight 15.000.20.0003; the latcer affords
three new fructions by ion exchange chromatography (DEAE-Sephacel, lincar sait

gradient ¢,2-0.8 M sodium chloride), one of wich retains proteasic capacity,

Papaina, ficina y bromelina son las ti-
toproteasas de mayor aplicacién en los
campos bromatoldgico y tarmacolédgico.
Con ¢! nombre de bromelina se comer-
cializan preparaciones enzimaticas obte-
nidas tanto de frutos como de tallos de
Ananas comosus L., cspecie integrante

de una fumilia {Bromeliacee) que apare
ce como muy promiseiia en este sentido,
en cspccial su génerc tipo, Rromelia Mez.,
A pesar del reduaido namero de espesies
gue componen cl género, varias de cllas
va han side estudiadas: B. pinguin L',
B. hemisferice Lam., B. kuratas L., B.
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palmeri Mez y B. sylvestris Willd. ex
Sims.? En nuestro pals coexisten cuatro
cspecies: B. hieronymi Mez, B. laciniosa
Mart., B. balaise Mez y B. serra Griscb.
La proteasa presente en frutos de la pri-
mera ya ha sido estudiada en este labo-
ratorio® ; en csta oportunidad se comu-
nican los avances logrados en el conoci-
miento de la preparacidn enzimética ob-
tenida a partir de frutos de B. laciniosa
Mart., de la cual oportunamente se brin-
dara una informacion preliminar® .

MATERIAL VEGETAL

Se separaron bayas maduras de las in-
frutescencias de Bromelia laciniosa Mart.,
recolectadas en la provincia de Misiones
(Argentina) por el Ing. Agr. Basilio Saw-
chuk en mayo de 1986.

Una breve descripcion botdnica de la
especie ha sido incluida en el trabajo ini-
cial de esta serie®.

OBTENCION DE LA PREPARACION
ENZIMATICA NO PURIFICADA

Por trituracién de los frutos en pre-
sencia de acetona frfa se obtiene una pre-
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Figura 1. Variacién de la actividad proteasica
en funcién del pH. Las determinaciones fueron
llevadas a cabo a 50 °C.
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paracion a la que denominamos *‘polvo
acetdnico” (rendimiento 6,4%). Las ra-
zones de la eleccién de la téenica utili-
zada, as{ como la descripcién de la mis-
ma han sido consignadas en un trabajo
previo®.

DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD CASEINOLITICA

1,8 g de “polvo acetdnico’ se trata-
ron con 100 ml de buffer fosfatos de pH
6,4 conteniendo EDTA 5 mM durante 60
minutos a 4 °C, eliminando el material
insoluble por centrifugacién a 16.000 g
durante 30 minutos en ccntrl'fuga refri-
gerada.

La actividad caseinolitica se determi-
na usualmente preparando una mezcla de
reaccién constituida por 1,1 ml de solu-
cién de casefna al 1% y ¢,1 ml de solu-
cién de enzima, ambas en buffer fosfatos
0,1 M de pH 6,4. Se incuba a 37 °C du-
rante 20 minutos y la reaccion se detiene
mediante la adicién de 1,8 ml de dcido
tricloroacético al 5%. Las mezclas resul-
tantes se centrifugan directamente en los
tubos de ensayo donde se practica la re-
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Figura 2. Variacin de la actividad proteolitica
en funcién de la temperatura, Las determinacio-
nes fueron Hevadas a cabo a pH 6,4.



accion: los productos de hidrélisis se esti-
man por lectura de la absorbancia a 280
nin de los sobrenadantes Hmpidos.

pH éptimo

Aplicando la téenica descripta y man-
teniendo ja temperatura constanic a 50

°C se tue modificando el pH entre 5.9
8.9, utilizando como 5<.>§ucionc‘~r egu 1
doras fostatos monosddico v disdd

9,1 M {pH 5.9-8 9) v 4cido b(’)h@'}-lt«omm
de sodio G1 M
soluciones de enzima se prepararon en

7y

{pH superiores o« 8). Las

butfer fosfatos de pH 6.4 v las de casel-
na en las respectivas soluciones regula-
daoras.

La vartacion de by actividad caseinoli
tica en funcion del pH se muestra en l:fx
Fig. 1; los valores de pH consignados ¢
rresponden a mediciones efectusdas en Lx
misma mezcla de reaceion.

Temperatura Optima

Las determinaciones se levaron a ca-
bo a pH 6,4 (valor Gptimo) v la tempera-
tura se modifichd a intervalos de aproxi-
madamente 5 °C, entre 25 °C y 70 °C.
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Figura 3. Estabilidad de la proteasa no purifica-
da a 37 °C y 60 °C, con y sin agregado de ac-

tivador.
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El comportamiento de la enzima no puri-
ficada se muestra en la Fig. 2.

ESTABILIDAD A LA TEMPERATURA
Y AL pii

Se considerd de interéds conocer la es-
tabilidad de la proteasa ne purificada a la
remperatiien f‘;smiégicu vV a 54 temperatu-
ra Gpruna, Cii presencia y ausencia de ac
tivador, Tara ello se incubaron muestras
12,5 mM)
oy 20
minutos y huege se determing fa activi-

con y sin agregado de cisteing |
a 37 °C v 60 °C durante O, 5.

dad cascinolitica de {2 munera descripta.
Para interrumpir el efecre de ta tempera-
tura al finslizar el uempo prevists, los
tubos conteniendo las muestras se man-
tuvieron en bano do hicio hasta el co-
micnzo de la reaccion. £ os resultados ob-
tenidos se muestran en la Fig. 3.

Dado ¢ que también interesaba conocer
el comportamiento de la enzima a los va-
lores dc pH en los que habia demostrado
maxima actividad. se repitio la experien-
cia a 37 “C. en presencia de cisteina, a
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pH 6,4y 7.3 (Fig, 4
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Figura 4. Estabilidad de la proteasa no purifica-
da a pH 6,4 y 7.3 con agregado de cisteina.
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PURIFICACION
Tamiz molecular

La preparacién no purificada se ana-
liza por cromatografia de exclusién mo-
lecular en Sephadex G-75 superfino (co-
lumna Pharmacia K 15/30, volumen del
gel 45 ml, eluyente buffer fosfatos 0,1 M
de pH 6,4, volumen de siembra 1 ml, ve-
locidad de flujo 10 ¢cm hora™, volumen
recogido por tubo 2 ml). El diagrama
que ilustra la Fig. 5 se obtiene mediante
lectura directa de los eluatos a 280 nm
y contiene ademis los correspondientes
valores de actividad caseinolitica, deter-
minados mediante aplicacién de la técni-
ca descripta, pero con el agregado de cis-

tefna (12,5 mM).

[ntercambio ibnico
De las tres fracciones separadas por
tamiz molecular, la fraccidén II (11 ml),
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Figura 5. Fraccionamiento de la enzima no pu-
rificada a través de Sephadex G-75.
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proteoliticamente activa, fue desalada y
llevada a pH 8 por pasaje a través de Se-
phadex G-25 medio con tris-dcido clorhi-
drico 0,1 M de ese pH (volumen final 14
ml). La totalidad de la misma se aplico a
una columna (Pharmacia K 15/30) de
DEAE-Sephacel (volumen del gel 45 ml).
La elucién se inicié agregando 14 ml de
buffer de partida, para luego generar un
gradiente lineal de cloruro de sodio 0 -1
M disuelto en el mismo buffer. La veloci-
dad de flujo se reguldé a 10 cm hora® y
se recogieron fracciones de 2 ml.

El diagrama de la Fig. 6a se obtiene
del modo indicado para la cromatografia
de tamiz molecular.

A los efectos de mejorar la separa-
cién anterior, se redujo el rango del gra-
diente de cloruro de sodio (0,2 - 0,8 M),
manteniendo las demds condiciones. La
Fig. 6b da cuenta de los resultados obte-
nidos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La preparacion enzimdtica obtenida
por trituracién de las bayas maduras de
Bromelia laciniosa Mart. en presencia de
acetona fria, retomada con buffer fosfa-
tos 0,1 M de pH 6,4 y EDTA 5 mM, pre-
senta maxima actividad caseinolftica a
pH 6,4, con un segundo pico a pH 7,3,
en tanto que el rango de temperatura 6p-
tima se encuentra entre 55 °C y 65 °C,
con un miximo a 60 °C.

El agregado de un activador como
cisteina incrementa notoriamente la acti-
vidad (cfr. Fig. 3), pero adem4s parecerfa
ejercer un efecto protector sobre la enzi-
ma, haciéndola més estable a la tempera-
tura, A 37 °C la proteasa es estable luego
de 20 minutos de incubacién, indepen-
dientemente de la presencia de cisteina,
pero a 60 °C la actividad disminuye en el
mismo lapso un 8% con el agregado de



cistefna y un 42% sin ella. No hay decre-
cimiento de la actividad por exposicién
de la enzima durante 20 minutos a los
valores 6ptimos de pH.

El esquema de purificacién incluye
una primera etapa en la que la prepara-
cién enzimdtica no purificada es fraccio-
nada por pasaje a través de tamiz mole-
cular y una segunda etapa en la que la
fraccién activa se somete a intercambio
ibnico, con variacién de la amplitud del
gradiente salino.

El pasaje por tamiz molecular (Se-
phadex G-75) permite la separacién de
tres fracciones (I, I y II1, Fig. 5). La
fracciébn de mayor peso molecular (I) es
de naturaleza fenélica, en tanto que la de
menor peso molecular (I1I) estarfa cons-
tituida por oligopéptidos, ambas carentes
de actividad caseinolftica. La fraccién II
(peso molecular 15.000-20.000) retiene
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\\ Conoentrackin molsr de NeCl

toda la capacidad proteolitica y es obje-
to de un segundo fraccionamiento por
intercambio i6nico (DEAE-Sephacel).
Con la aplicacién de un gradiente lineal
de cloruro de sodio 0 - 1 M se consigue
resolver la fraccién I en dos nuevas frac-
ciones (IIA y IIB, Fig. 6a), la segunda de
las cuales retiene la actividad proteolitica.
La reduccién de la amplitud del gradien-
te (cloruro de sodio 0,2 - 0,8 M) permi-
te distinguir que la fraccidén activa (IIB)
estd compuesta por al menos tres frac-
ciones (Fig. 6b), con una buena separa-
cién de la proteina proteoliticamente ac-
tiva.
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Figura 6. Purificacién de la fraccién proteoliticamente activa a través de DEAE-Sephacel, aplicando
un gradiente lineal de cloruro de sodio 0- 1 M (a) y 0,2 - 0,8 M (b).
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