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RESUMEN. A partir de frutos verdes de Browmelia hieronymi Mez se obtuvieron dos
preparaciones pmtcol{ticamentc activas, que manifiestan su maximo poder caseino-
litico a 60 °C v pH 6,85, observindose un segundo pico a pH 7,57. Al ser sometidas
# < omatografia de intercambio anidnico (DEAE-Sephacel) ambas preparaciones sc
resuciven en tres fracciones activas: la primera de ellas es la de mayor potencialidad
profcdttica. pero no es retenida por el intercambiador usado, aunque si por uno ca-
(S Seohwdes €505, que la descompone en dos fracciones proteicas, una
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de Tas cunles cetiene la capacidad caseinolitica.
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A. Lillo. La planta es estolonifera y for-
ma matorrales, posee filodios enhiestos
glaucos, de punta prolongada y a veces
esclerosada, con los bordes armados de
aguijones oscuros y curvos. Las flores, de
4 a 6 cm de largo, estdn ubicadas en las
axilas de pequenas bricteas, formando
grandes panojas terminales, glabras y
purptreas. Las bayas son fusiformes y fi-
brosas, de unos 5 centimetros de largo
por 2 centimetros de didmetro?.

La cspecie se extiende desde Para-
guay, por Bolivia, hasta Argentina, en los
campos con vegetacion xerofila de Jujuy,
Salta, Tucumin, Santiago del Estero y
Chaco.

OBTENCION DE PREPARACIONES
CON ACTIVIDAD PROTEOLITICA
Jugo

Se obtiene por expresion de los fru-
tos en prensa hidrdulica (400 kg/em? ), a
4 OC, recibiendo el zumo sobre una solu-
cion de buffer fosfatos 0,1 M (pH 6,4),
sacarosa 0,25My cloruro de sodio 0,1 M,
ajustando la relacion final a tres volme-
nes de solucion por cada volumen de
jugo. La mezcla se homogeiniza (Omni-
mixer Sorvall) durante 5 minutos en baifio
de hielo y luego se centrifuga a 16.000 g
por espacio de 15 minutos en ccntrffuga
refrigerada. El sobrenadante limpido
(“jugo™) es proteoliticamente activo.

Polvo acetdnico

Por trituracion de los frutos en pre-
sencia de acetona fria se obtiene una pre-
paracion a la que denominamos “polvo
acetonico”. La descripcion de la técnica
ha sido detallada en un trabajo previo'.

CONDICIONES OPTIMAS DE ACTIVIDAD
CASEINOLITICA DE LAS PREPARACIONES
NO PURIFICADAS

La actividad enzimatica se determind
mediante el tradicional método de diges-
tion de la caseina®, modificado de la si-
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guiente manera, por razones operativas
y de menor consumo de reactivos: a) la
mezcla de reaccion estd constituida por
0,6 ml de solucién de caseina al 1% y
0,6 ml de solucion de enzima (ambas en
buffer fosfatos 0,1 M de pH 6.,4); b) la
reaccion se detiene mediante la adicién
de 1,8 ml de icido tricloroacético al 5%
a los 20 minutos de iniciada la misma;
¢) las mezclas resultantes se centrifugan
directamente en los tubos de ensayo
donde se practican las reacciones. Los
productos de hidrolisis se estiman por
lectura de la absorbancia a 280 nm de los
sobrenadantes limpidos. Las lecturas se
corrigen mediante blancos que se reali-
zan agregando en primer término la solu-
cién del acido tricloroacético.

Temperatura Optirna

Para este ensayo se tratd polvo acetd-
nico con buffer fosfatos de pH 6,4 du-
rante 30 minutos a 4 ©C, eliminando el
material insoluble por centrifugacion a
16.000 g durante 15 minutos en centri-
fuga refrigerada. Por su parte ¢l jugo fue
diluido convenientemente en el mismo
buffer. Las determinaciones se realizaron
aplicando la técnica descripta en el rango
de 35 ©C a 70 ©C, con intervalos de apro-
ximadamente 5 ©C (Fig. 1).

pH optimo

La temperatura se matuvo a 37 °Cy
el pH se modificé mediante el uso de las
siguientes soluciones reguladoras: fosfa-
tos monosodico y disddico 0,2 M (pH
6-8) y acido borico-borato de sodio 0,2
M (pH 8 y superiores); no se realizaron
determinaciones a valores inferiores a pH
6 pucs la caseina no se solubiliza en esas
condiciones a excepcidn de valorés muy
bajos de pH. Las soluciones de enzima se
prepararon utilizando agua destilada en
lugar de buffer, en tanto que las solucio-
nes de caseina se prepararon con buffer
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pH 6 a 9 con intervalos de aproxima-  valores de pH consignados corresponden

mente 0,5 unidades. La variacién de la  a mediciones efectuadas en la misma
actividad caseinolitica en relacién conel  mezcla de reaccion.
pH del medio se muestra en la Fig. 2; los
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Figura 2. pH 6ptimo: a) jugo; b) polvo acetonico.
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Figura 1. Temperatura 6ptima: a) jugo; b) polvo aceténico.
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FRACCIONAMIENTO POR
INTERCAMBIADORES IONIC(OS

Las preparacienes con accvidad ca
seinolitica obrensdas segio oy motodos
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Las muestras a cromatogratiar se pre-
paran como se explicod en el ensayo de
temperatura ()ptim;l v se Hevan a pH 8
con tris 0,1 M. A los efectos de obrener
resultados comparables, fas sbluciones de
cneima se diluven convemientemente de
modo que las alicuotas sembradas corres-
pondan en ambos casos a una misma can-
ridad de frutos (140 o)
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ciones de 3 ml.

Los respectivos diagramas de clucion
(Figs. 3y 41 se obtuvieron por fectura di-
recta de la absorbancia a 280 nm de cada
una de las fracciones: on los misimos se
gmﬁc;m ademis los valores correspon-
dientes a la actividad cascinolitica de v
da tubo.
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dad de flujo se mantuvieron en once go-
tas.cm™ .min™' y se recolectaron fraccio-
nes de 3 ml. Los diagramas de elucion
obtenidos se muestran en las Figs. 5y 6.
En todos los casos se trabaja a 4 9C en
camara fria.

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de frutos verdes de Bromelia
hieronymi Mez se obtuvieron dos prepa-
raciones (con y sin tratamiento con sol-
vente organico} proteoliticamente acti-
vas, que presentan similares perfiles de
temperatura y pH. Las condiciones de
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maxima actividad caseinolitica se alcan-
zan a 60 °C y pH 6,85, detectindose un
segundo pico a pH 7,57.

Tanto el jugo como el polvo acetoni-
co se resuelven en tres fracciones activas
por pasaje a través de DEAE-Sephacel
(intercambiador ani6nico). La que eluye
en primer término, que no es retenida
por el intercambiador, resulté ser la de
mayor poder caseinolitico. Al recroma-
tografiar la misma utilizando un inter-
cambiador catidénico (SP-Sephadex C-50)
se consigue separarla en dos componen-
tes, de los cuales Gnicamente el segundo
es activo; un comportamiento similar fue
obscrvado ltimamente cn bromelina de
frutos®.

Si bien bésicamente los dos diagra-
mas de eluciéon en DEAE-Sephacel son si-
milares en cuanto a la presencia de tres
componentes activos, el que corresponde
al jugo sugiere que esta preparacion, aun-
que menos purificada, es la de mayor po-
tencialidad enzimatica.
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Figura 5. Jugo: fraccionamiento a través de
SP-Sephadex C-50 de la fraccidén no retenida
por DEAE-Sephacel.
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Figura 6. Polvo aceténico: fraccionamiento a
través de SP-Sephadex C-50 de la fraccién

no retenida por DEAE-Sephacel.
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