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Proteasas de Bromeliaceae I. Estudio Preliminar
de la Fraccion Proteoliticamente Activa
Presente en Frutos de Bromelia laciniosa Mart.*
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RESUMEN. Preparaciones proteoliticamente activas obtenidas a partir de frutos
maduros de Bromelia laciniosa Mart. fueron analizadas por cromatografia de exclu-
sién molecular (Sephadex G-75, superfine). El procedimiento de triturar los frutos
con acetona fria es el que permite obtener la mejor resolucién y los valores mis al-
tos de actividad enzimatica. La capacidad proteolitica es considerablemente menor

en el caso de frutos verdes.

SUMMARY. Proteolitically active preparations obtained from mature fruits of Bro-
melia laciniosa Mart. were analyzed by molecular sieve chromatography (Sephadex
G-75, Superfine). Best resolution and higher activity are achieved by direct tritura-
tion of fruits with cold acetone. Proteolytic capacity is notably diminished in case

of unripe fruits.

INTRODUCCION

Al margen de sus variadas aplica-
ciones industriales, las fitoproteasas han
encontrado una considerable aceptacién
en el ambito farmacolégico, donde se u-
tilizan preferentemente como agentes an-
tiinflamatorios y coadyuvantes de prepa-
raciones digestivas. Una revisién reciente?
permite acceder al conocimiento de las

que han sido aisladas de plantas superio-

res. Si bien el niimero de especies estudia-
das es considerablemente reducido como
para poder conjeturar la existencia de
grupos taxonomicos proclives a producir-
las en cantidad apreciable, algunas fami-
lias (Asclepiadaceae, Bromeliaceae, Cari-

*
y Técnicas de la Argentina (CONICET).

*ok Becaria de perfeccionamiento del CONICET.

caceae, Moraceae) y géneros (Asclepias,
Bromelia, Ficus) muestran una promiso-
ria tendencia en ese sentido.

Bromelia es un género americano
integrado por sesenta especies, propias
de zonas tropicales. De ellas, B. pinguin
L. fue la primera en ser estudiada?, segui-
da de otras cuatro especies mejicanas?
(B. hemisferica Lam., B. karatas L., B.
palmeri Mez y B. sylvestris Willd. ex
Sims.). Distribuidas en el norte de nues-
tro pafs hay otras cuatro especies* : B. la-
ciniosa Mart., B. hieronymi Mez, B. ba-
lansae Mez y B. serra Griseb. ; las tres pri-
meras han sido sometidas a estudios pre-
vios®’ ¢, orientados primordialmente ala
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determinacién de las condiciones opti-
mas de actividad proteolitica.

La presente contribucion es la pri-
mera de una serie destinada tanto a per-
feccionar el conocimiento de las protea-
sas ya estudiadas en este laboratorio co-
mo a iniciar la bisqueda de las mismas
en otras especies de Bromeliaceas que
crecen en Argentina.

MATERIAL VEGETAL

Esta constituido por frutos verdes
y maduros de Bromelia laciniosa Mart.
procedentes de Misiones (Argentina). La
planta es perenne, estolonifera, con un
porte superior al medio metro. Las hojas
externas pueden superar los 2 m de largo
y son fuertemente armadas; las internas
poseen aguijones menos consistentes. La
infrutescencia, que presenta abundantes
exudaciones gomosas, es cilindrico-alar-
gada, constituida por numerosas bayas a-
naranjadas, triloculares y pluriseminadas?

PARTE EXPERIMENTAL

Obtencion de preparaciones con
actividad enzimdtica.

Jugo. Las bayas, separadas de la in-
frutescencia y liberadas de sus exudacio-
nes gomosas, se exprimen en prensa hi-
draulica (400 kg/cm?) a 4 ©C. El jugo
obtenido (pH 3,75) se mezcla con 3 vo-
limenes de buffer fosfatos 0,1 M (pH 6,4)
conteniendo cloruro de sodio 0,1 My sa-
carosa 0,25 M y se homogeneiza (Omni-
mixer Sorvall) durante 5 minutos en ba-
fio de hielo. La preparacion obtenida se
centrifuga a 16.000 g durante 15 minu-
tos en centrifuga refrigerada. El sobrena-
lante limpido que conserva la actividad
enzimatica se analiza inmediatamente
por gel filtracion.

Precipitado aceténico del jugo. El
jugo obtenido por expresion se mezcla
con igual volumen de buffer fosfatos 0,1
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M (pH 8), se deja en reposo 30 minutos a
4 ©C y luego se centrifuga durante 20 mi-
nutos en centrifuga refrigerada a 16.000
g. Al sobrenadante, colocado en baiio de
hielo, se le adicionan lentamente y con a-
gitacibn suave 2 volimenes de acetona
fria (—10 ©C) de modo que la tempera-
tura de la mezccla no supere los 4 °C.
Mediante este tratamiento se obtiene un
precipitado enzimaticamente activo que
se redisuelve y somete a fraccionamiento
de inmediato. El sobrenadante, sin activi-
dad proteolitica detectable, se descarta.

Liofilizado del precipitado aceto-
nico del jugo. El precipitado obtenido se-
gin la técnica anterior se redisuelve en a-
gua destilada y se liofiliza. La enzima
cruda liofilizada se reduce a polvo fino y
se conserva en recipientes herméticamen-
te cerrados.

Polvo aceténico. Los frutos se cor-
tan dentro de un recipiente que contiene
acetona fria (—10 ©C) y se liberan de sus
semillas. La mezcla se tritura (Omni-mi-
xer Sorvall) durante 5 minutos en bafio
de hielo; la suspension obtenida se filtra
al vacio a través de papel de filtro y se la-
va con acetona fria hasta la eliminacion
de pigmentos’. Luego de un rapido seca-
do al vacio se obtiene un “polvo acetoni-
co’ que se muele finamente en mortero.
Las fibras y los trozos de pericarpio que
acompafian al polvo se separan por tamiz
de 10 mallas/cm. El preparado logrado
de esta manera, proteoliticamente activo,
se conserva en recipientes herméticos.

Determinacion de la actividad pro-
teolitica.

La actividad se determina median-
te el método de “digestion de casefna”
de Kunitz® con algunas modificaciones.
Como sustrato se utiliza caseina al 1 %y
como activador cistefna 0,05 M (ambas
soluciones se preparan en buffer fosfatos

0,1 M de pH 6,4, én el momento de ser



usadas). La mezcla de reaccién, que con-
siste en 0,5 ml de la solucién de cisteina,
igual cantidad de solucién de enzima y
1 ml de solucion de caseina, agregados
en dicho orden, se incuba a 40 ©C duran-
te 20 minutos. La actividad enzimatica
se detiene mediante la adicién de 3 ml de
acido tricloroacético al 5 %. Los produc-
tos de hidrdlisis se estiman por lectura de
la absorbancia a 280 nm de los sobrena-
dantes limpidos. Las lecturas se corrigen
mediante blancos que se realizan agre-
gando en primer término la solucién de
acido tricloroacético.

Fraccionamiento por tamiz mo-
lecular.

Las preparaciones enzimaticamen-
te activas obtenidas segiin los métodos
descriptos anteriormente se analizan por
cromatografia de exclusién molecular.
Para ello se emplea una columna (K 15/30,
Pharmacia) rellena hasta una altura de
27 cm con Sephadex G-75 superfine, e-
quilibrada con solucién reguladora de
fosfatos 0,1 M (pH 6,4).

A los efectos de obtener resulta-
dos comparables, las soluciones a croma-
tografiar se diluyen convenientemente,
de modo que las alicuotas sembradas co-
rrespondan en todos los casos a una mis-
ma cantidad de frutos (560 mg). El volu-
men de siembra es de 1 ml; se eluye con
buffer de partida a una velocidad de flujo
de 5 gotas/cm?/min y se recogen fraccio-
nes de 3 ml.

Los respectivos diagramas de elu-
cién se obtienen mediante lectura a 280
nm de cada una de las fracciones; en los
mismos se grafican ademis los correspon-
dientes valores de actividad enzimiatica.

RESULTADOQS Y DISCUSION o
Los diagramas de elucion obteni-

dos al someter las diferentes muestras

—provenientes de frutos maduros— a cro-
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matografia de exclusiébn molecular (Se-
phadex G-75) tienen en comin la presen-
cia de tres componentes.

El primero de ellos es cuantitativa-
mente el mas importante y eluye en la
zona de elevado peso molecular. Se carac-
teriza por ser proteoliticamente inactivo,
no precipitable con icido tricloroacético
ni con sulfato de amonio a saturacién y
—aunque absorbe a 280 nm— posee ma-
xima absorbancia a 330 nm, con corri-
miento batocrémico de 57 nm cuando se
alcaliniza el medio. En presencia de clo-
ruro férrico da coloracién verdosa. En
base a las propiedades que manifiesta es-
ta fraccion puede inferirse su naturaleza
fendlica. ,

El segundo componente es protei-
co,eluye en laregion del diagrama corres-
pondiente a un peso molecular de apro-
ximadamente 15.000 y exhibe elevada
actividad proteolitica. .

El 4ltimo aparece en la zona de ba-
jo peso molecular, posee mixima absor-
bancia a 280 nm y carece de actividad
enzimatica. Estaria constituido por pép-
tidos y aminoAcidos.

Si bien béisicamente los distintos
diagramas de elucién son similares en
cuanto a la presencia de los tres compo-
rientes ya descriptos, pueden apreciarse
algunas diferencias, notorias en ciertos
casos.

En el jugo la actividad enzimatica
es considerable (Figura 1). La elevada
proporcién de componentes de alto y ba-
jo peso molecular impide una adecuad=
separacion de la fraccién de interés, por
lo que se intenta la obtencién de una
muestra mas purificada mediante precipi-
tacion acetonica del jugo. De esta mane-
ra_ se obtiene una mejor resolucién cro-
matografica (Figura 2), probablemente
por la notoria disminucion de componen-
tes de 'bajo peso molecular y por la ligera
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usadas). La mezcla de reaccién, que con-
siste en 0,5 ml de la solucién de cisteina,
igual cantidad de solucién de enzima y
1 ml de solucion de caseina, agregados
en dicho orden, se incuba a 40 °C duran-
te 20 minutos. La actividad enzimatica
se detiene mediante la adicion de 3 ml de
acido tricloroacético al 5 %. Los produc-
tos de hidrdlisis se estiman por lectura de
la absorbancia a 280 nm de los sobrena-
dantes limpidos. Las lecturas se corrigen
mediante blancos que se realizan agre-
gando en primer término la solucién de
acido tricloroacético.

Fraccionamiento por tamiz mo-
lecular.

Las preparaciones enzimaticamen-
te activas obtenidas seglin los métodos
descriptos anteriormente se analizan por
cromatografia de exclusién molecular.
Para ello se emplea una columna (K 15/30,
Pharmacia) rellena hasta una altura de
27 cm con Sephadex G-75 superfine, e-
quilibrada con solucién reguladora de
fosfatos 0,1 M (pH 6,4).

A los efectos de obtener resulta-
dos comparables, las soluciones a croma-
tografiar se diluyen convenientemente,
de modo que las alicuotas sembradas co-
rrespondan en todos los casos a una mis-
ma cantidad de frutos (560 mg). El volu-
men de siembra es de 1 ml; se eluye con
buffer de partida a una velocidad de flujo
de 5 gotas/cm?/min y se recogen fraccio-
nes de 3 ml.

Los respectivos diagramas de elu-
cién se obtienen mediante lectura a 280
nm de cada una de las fracciones; en los
mismos se grafican ademis los correspon-
dientes valores de actividad enzimatica.

RESULTADQS'Y DISCUSION .
Los diagramas de elucion obteni-

dos al someter las diferentes muestras

—provenientes de frutos maduros— a cro-
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matografia de exclusién molecular (Se-
phadex G-75) tienen en comiin la presen-
cia de tres componentes.

El primero de ellos es cuantitativa-
mente el mas importante y eluye en la
zona de elevado peso molecular. Se carac-
teriza por ser proteoliticamente inactivo,
no precipitable con 4cido tricloroacético
ni con sulfato de amonio a saturacién y
—aunque absorbe a 280 nm— posee ma-
xima absorbancia a 330 nm, con corri-
miento batocromico de 57 nm cuando se
alcaliniza el medio. En presencia de clo-
ruro férrico da coloracién verdosa. En
base a las propiedades que manifiesta es-
ta fraccidon puede inferirse su naturaleza
fendlica. .

El segundo componente es protei-
co,eluye en laregién del diagrama corres-
pondiente a un peso molecular de apro-
ximadamente 15.000 y exhibe elevada
actividad proteolitica.

El Gltimo aparece en la zona de ba-
jo peso molecular, posee maxima absor-
bancia a 280 nm y carece de actividad
enzimatica. Estarfa constituido por pép-
tidos y aminoacidos.

Si bien bisicamente los distintos
diagramas de elucién son similares en
cuanto a la presencia de los tres compo-
rientes ya descriptos, pueden apreciarse
algunas diferencias, notorias en ciertos
casos.

En el jugo la actividad enzimatica
es considerable (Figura 1). La elevada
proporcién de componentes de alto y ba-
jo peso molecular impide una adecuadz
separacion de la fraccibn de interés, por
lo que se intenta la obtencién de una
muestra mas purificada mediante precipi-
tacion acet6nica del jugo. De esta mane-
ra,se obtiene una mejor resolucién ero-
matografica (Figura 2), probablemente
por la notoria disminucion de componen-
tes de bajo peso molecular y por la ligera
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reduccién de la fraccidén de naturaleza fe-
ndlica. En este caso la actividad caseino-
litica de la fraccién proteica es levemen-
te menor, efecto atribuible al tratamien-
to acetdnico. El precipitado aceténico
puede conservarse liofilizado, pero el pro-
ceso reduce dristicamente la actividad
enzimatica de la preparacién, hecho ya se-
fialado para otras proteasas®!® (Figura 3).

Teniendo en cuenta la presencia
de una importante fraccién de naturaleza
fenélica y considerando la posibilidad de
que por interaccion de ésta con la protei-

404

20.

04
;

Figura 5. Fraccionamiento (Sephadex G-75, Su-
perfine) del polvo aceténico de frutos verdes de
Bromelia laciniosa (® absorbancia a 280 nm. X
actividad caseinolitica)
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na enzimatica se reduzca la actividad de
esta dltima, se recurre al procedimiento
de triturar los frutos en presencia de ace-
tona.

Al analizar esta muestra se puede
apreciar una buena separacién de la frac-
cion de interés, la que comparativamente
presenta los valores de actividad enzima-
tica mas elevados; por otra parte se ad-
vierte un cierto incremento de las otras
dos fracciones como consecuencia de ha-
ber utilizado los frutos en lugar del jugo
(Figura 4).

A los efectos de verificar si el esta-
do de desarrollo de los frutos utilizados
es el adecuado para la obtencién de la
proteasa, se compara el comportamiento
del polvo acetdnico de los mismos con el
obtenido a partir de frutos verdes.

En el diagrama de -elucién de esta
Gltima muestra se observa un marcado
aumento del primer componente, que so-
lapa la fraccién proteica y cuya presen-
cia solo se manifiesta al realizar las deter-
minaciones de actividad enzimatica (Fi-
gura 5).

Los resultados muestran que los
frutos verdes poseen una reducida ca-
pacidad caseinolitica, por lo que se esta-
blece que los frutos maduros son los mas
apropiados para la posterior extraccion y
purificacién.
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