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Proteasas de Bromeliaceae. 11. Separación, 
Caracterización y Fraccionamiento de una Proteasa 

-1, aislada de Frutos de Bromeli~i 1ziero11jtni Mo: -.' 
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1,aborutorlo d e  Botánlca Aplicada, Departurner~to tic, Ciencra~ Lllol<ipcu\, 
1 acziltad de Clcncias 1-xactas, Irniversidad h a c l o r ~ a l  dc 1,a Plata 

callvs 4 7  y 1 15, La I>lata 1900, Argerrtlna 

RESUMEN. A p a r t i r  (le frutos verdes de  Br<)rne¡ia / i icroi~ynli  Mez se obt~ivierori  dos 
preparaciones proteol í t i~a~r ier i te  activas, que  nianif'iestan su rriáxirno poder caseino- 
Iíticc: ;I 6 0  "(: y pH 6.85, observándose un segiindo pico a p H  7.57. Al ser soiiietidas 
.i : ~:rri.!*o!ir,+ti~ de intercambio arii61iico (DEAE-Sephacel) ; i i i~bas prep;ir;icioric\ \c 

r:.ai!ci~;cri cn cr i t  tr:;: S o n e s  activas: !a primera de  ellas es la tie mayor ~>otencialiti,icl 
r i ,  I > C I O  n o  L S retenida por el ir i tercamliador iisado, aunque :,i poi- tino ca 
tioiii, 1 '<c.nki i . 1 ~ 1  C:-50,. qtie 1,' c i e ~ c o i n p o n ~  en dos fracciones protcit.ia. LIII,, 
&:. l;,:, ( CI 41: .. e:iciie i;, cup;iciiiaj ~;iseii iolí t ica.  
SUKh,IAI: a . ' !'r ,r,,,i:;iJ,- < ~ f  Ilroiicc,liac-c~<7c.. !l .  .Srp,ir,itic?ti, c~trcrtlc 'r izatio~ ~ t ! , i  /r<lctii, 
~ i < ~ t i t ) i ,  t j t  ., r :  3 ,:... isolatoc! f;o/ri fr~nits ofBro1ric/ii2 /iizrotlYtrii Alc2 ' .  ':'wc> protcii 
, . 

t~c .  ~ep~,r , i ! :~ , ; i : ,  84,ct-e ijLt:iitic:cl froin i i i :r i ,~t~lrc frilits of l~r(ii!~cli'z / i i c r , ~ ~ / ~ ~ i ~ i  M <  
i\iowintl 1 1 .  I < ; v i , , ~ , i  , . iwinol\i .~i ,  pol.\c:r L ~ t  /,O "C aritl p H  6.85 J seionci,iry w,ia 
li~:i,:.tc.<l . , *  pft ' .3 1 . ' r h : - ,>~~ l~  aiiionii c\cli:iiige chrorri.i.togr.ip>liy IIEAL Sepliaccl 
t>otli í'r.r.: , 8 , : . z t i \  ; ! . . Id  tliree ,rctive fi,ic*i«ns: the  fornier corisei-ves the  liighest pro- 
:(ol\'ij / , [ \  i ; ' ic  ; i t v  m i (  tlle prr,t).irat~or~s blit is not  ret;iiiicci liy the c ~ c l i a i i ~ e i  ;ind is 

, , .  i e s~~ ivc t i  ! r -  iw., .$ ,  :., r a ~ t i o n s  oriiy oiie c ) l t h e r r ~  .ictivc', by ~,irioii ic excli;irigc c1ii.o- 
I I I ~ L ~ (  ,.: ,;)Ii.; > [ '  :~e:,!:  les C-50 . 

h;itl o t ~ t c i ~ i d o  C ~ O S  T ~ U C ' L ; ~ S  p r ~ p ; i r ; ~ ; : : i ! ~ ~  
cnzi inát ic , is  ;i par t i r  d e  f r u t o s  vc:.tit%s 21: 
l i ro i i ic , / i t~  / i i c , r o i ~ y r i ~ i  M e ? .  

MATEIIIAI, I 'E( ; I:'I'AL 

list,i c ~ , r i s t i t u i ~ i o  por f r u t o s  vcrtic:. ~ t c  

l ~ r o i i i ( ~ / i i ~  /ric,ioii yrrii Mez procecicii i::: :ti, 

l ' uc~~i r i ; i i i  (Argc i i t in :~) ,  i - c c o l c c t ~ r < i v s  ) 1-c) 

1 ~ 2 i t i d o s  p o r  pci-sotial  clc,l I ristitii ~ c ,  ?vfi::,l;~i 



Nat'11ucci. C.l  . ,N .S .  Priolo, M.S. Buttazzotii y N.O. Caffini 

A. Lillo. La planta es estolonífera y for- 
rna rriatorrales, posee filodios enhiestos 
glaucos, de punta prol(->ng,~da y a veces 
esclerosada, con los bordes armados de 
aguijones osciii-os y curvos. Las flores, de 
4 a 6 crri de largo, están ubicadas en las 
axilas de peqiienas brácteas, formando 
grandes panojas terminales, glabras y 
purpúreas. Las hayas son fusiforrnes y fi- 
brosas, de unos 5 centínietros de largo 
por 2 ceiitíinctros de diámetro2.  

La especie se extiende desde Para- 
guay, por Bolivia, hasta Argentina, en los 
canipos con vegetación xerófila de Jujuy, 
Salta, Tucurniíri, Santiago del Estero y 
Chaco. 

OKTENCLON DE PREPAKACIONES 
CON ACT1VII)AD PKOTEOLITICA 

J I I X C I  

Se obtiene por expresión de los fru- 
tos en prensa hidráulica (400  kg/crn2),  a 
4 OC. recibiendo el zuriio sobre una solu- 
ción de buffer fosfatos 0 , l  M (pH 6 ,4) ,  
sacarosa 0,25 M y cloruro de sodio 0 , I  M,  
ajustando la relación final a tres volúme- 
nes de solución por cada volumen de 
jugo. La mezcla se homogeiniza (Omni- 
mixer Sorvall) durante 5 niinutos en baño 
de hielo y luego se centrifuga a 16.000 g 
por espacio de 15 minutos en centrífuga 
refrigerada. El sobrenadante límpido 
("jugo") es proteolíticamente activo. 

Por trituración de los frutos en pre- 
sencia de acetoria fría se obtiene una pre- 
paración a la que denominamos "polvo 
acetónico". La descripción de la técnica 
ha sido detallada en un trabajo previo1 . 
CONDICIONES OPTIMAS DE ACTIVIDAD 
CASEINOLITICA DE LAS PKEPARACIONES 
NO PURIFICADAS 

La actividad enzimática se determinó 
mediante el tradicional método de dines- 
tión de la caseína3, modificado de la si- 

guiente manera, por razones operativas 
y de rnenor consumo de reactivos: a)  la 
mezcla de reacción está constituida por 
0.6 inl de solucióii de caseína al 1010 y 
0,6 inl de solución de enzima (ambas en 
buffer fosfatos 0 , l  M de pH 6 ,4 ) ;  b)  la 
reacción se detiene mediante la adicióri 
de 1 ,8  m1 de ácido tricloroacético al 5 %  
a los 20 minutos de iniciada la misnia; 
c)  las mezclas resultantes se ceritrif~~gan 
directamente eri los tubos de erisayo 
donde se practican las reacciories. Los 
productos de hidrólisis se cstirriari por 
lectura tic la absorbancia a 280 iim de los 
sobrenadantes límpidos. Las lecturas se 
corrigen mediante blancos que se reali- 
zan agregando en primer térrnino la solu- 
ción del ácido tricloroacético. 

' / ' c , i r ~ y c , r < ~ t r t r ~  bptirria 
Para este ensayo se ti-ató polvo c~cc,tí)- 

nico cori buffer fosfatos de pt-i 6,4 du- 
rante 30  iriiiiutos a 4 OC, eliniiriaiido el 
iriaterial insoluble por centrifugaci61i a 
16.000 g durante 1 5  minutos cn centrí- 
fuga refrigerada. Por sil parte el jggo fue 
diluído convenienteniente en el niisrno 
buffer. Las determinaciones se realizaron 
aplicando la técnica descripta eri el rango 
de 35 OC a 70 OC, con intervalos de apro- 
xiinadanlente 5 OC (Fig. 1 ) .  

pH óptirno 
La ternperatura se matuvo a 37 OC y 

el pH se modificó mediante el iiso de las 
siguientes soluciones reguladoras: fosfa- 
tos rnonosódico y disódico 0,2 iL1 (pH 
6-8) y ácido bórico-borato de sodio 0,2 
M (pH 8 y superiores); no  se realizaron 
deterrninacioncs a valores inferiores a pH 
6 pues la caseína no  se solubiliza en esas 
condiciones a excepción de valores rnuy 
bajos de pH. Las soluciones de eiizirna se 
prepararon utilizando agua destilada en 
lugar de buffer, en tanto que las solucio- 
nes de caseína se prepararon con buffer 
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de pH 6 a 9 con intervalos de aproxima- valores de pH consignados corresponden 
damente 0,5 unidades. La variación de la a mediciones efectuadas en la misma 
actividad caseinolítica en relación con el mezcla de reacción. 
pH del medio se muestra en la Fig. 2; los 

Figura 1. Temperatura Óptima: a) jugo; b)  polvo acetí~nico. 

Figiira 2.  pH óptimo: a )  jugo; b )  polvo acetónico. 
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dad de  flujo se mantuvieron en once go- 
tas.cm-2 .min-' y se recolectaron fraccio- 
nes de 3 ml. Los diagramas de  elución 
obtenidos se muestran en las Figs. 5 y 6 .  
En todos los casos se trabaja a 4 OC en 
cámara fría. 

KESULTADOS Y IIISCUSION 
A partir dc  frutos verdes de Nrolnc,li,.z 

liic.rotlyrni Mez se obtuvieron dos prepa- 
racioiies (con y sin tratamiento coi1 sol- 
verite orgánico) proteolíticarnente acti 
vas, que  prescnt,in similares perfiles dc 
temperatura y pH. Las condiciones de 

máxima actividad caseinolítica se alcari- 
zan a 60 OC y pH 6,85,  detectándose un 
segundo pico a pH 7,57. 

Tan to  el jugo como el polvo acetóni- 
co  se resuelven en tres fracciones activas 
por pasaje a través de DEAE-Sephacel 
(intercambiador aniónico).  La que  eluye 
en primer término, que no  es reteriida 
por el intercambiador, resultó scr la dc 
mayor poder caseini~lít ico. Al rccronia- 
tografiar la misma utilizando uii iriter- 
cambiador catibnico (SP-Scpliacki C-50) 
se consigue separarla en dos corripoileii- 
tes, de  los cuales úriicaincntc el segurido 
es activo; un comportariiicr-itc> sirriilar f ~ i c  
observado últimamente cn bro~ricliiia cic 
fru tos4 . 

Si bien básicamente los tios diagra- 
ina5 de  elución en DEAE-Septiacel son si- 
milares en cuanto a la presencia de tres 
componentes activos, el que  corresporidc 
al jugo sugiere que esta preparación, aun- 
que merios purificada, es la de  mayor  po-  
tencialidad enzimática. 

Figura 5. Jugo: fraccionatniento a través de Figura 6. Polvo acetónico: fraciionairiicnto a 
SP-Sephadex C-50 de la fracción no retenida través de SP-Sephadex C-50 de la fracción 
por DEAE-Sephacel. no retenida por DEAE-Sephacel. 
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