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palrnc.ri Mez y U .  sylvestris ~ i l l d .  ex 
Sims.' En nuestro país coexisten cuatro 
especies: B. Ilicroilymi Mez, B. laciniosa 
Mart., B. b u l a t l s ~  Mez y B. scrra Griseb. 
La proteasa presente en frutos de la pri- 
niera ya lia sido cstiidiada en este labu- 
ratorio3 : en csta oportunidad sc comu- 
nican los avanccs logrados en el conoci- 
niletito de la prcparacibn enzi1n5tica ob- 
tenida a partir dc frutos de B. laciniosa 
Mart., de  la cual oportunamente se brin- 
dara una inforniacióri preliminar4 . 

MATERIAL VEGETAL 

Se scpararori bayas maduras de las in- 
frutescencia~ de Bsorrtelia laciniosa Mart ., 
recolectadas en la provincia de Misiones 
(Argentina) por el Irig. Agr. ~ a s i l i o  Saw- 
cliuk en mayo dc  1986. 

Una breve descripción botánica de la 
especie Iia sido incluitla en el trabajo ini- 
cial de esta serie4. 

OBTENCION DE LA PREPARACION 
ENZIMATICA N O  PURIFICADA 

Por trituración de los frutos en prc- 
sencia de acetona fría se obtiene una pre- 

paración a la que dcriomiiiamos "polvo 
acetónico" (rendimiento 6,490). Las ra- 
zones de la elección de la técnica utili- 
zada, así como la descripci6ri de la rnis- 
ma Iian sido consignadas cri un trabaja 
previo4 . 

DETEKMINACIUN DE LA 
ACTIVIDAD CASEINOLlTICA 

1.8 g dc ''polvo acctúriico" se t ra ta-  

ron con I O O  mi de buffer fosfiitos de pH 
6,4 conteniendo E»'I['A 5 inM dur'tnte 60 
iriinutos a 4 oC, eliiniriarido el ~riateriai 
irisoluble por centrifugacií~n a 16.000 g 
dilrarite 30 minutos eii centrífuga refri- 
gerada. 

La actividad caseir-iolítica se detcrnii- 
ria usualmente preparando una inczcla de 
rraccibri constituida por 1 ,  I m1 de solu- 
ción de  caseína al 1010 y C,I ni1 de solu- 
ción de enzima, ambas eri buffer fosfatos 
O , 1  M de  pH 6,4. Se incuba a 37 OC du- 
rante 20 niinutos y la reacción se deticric 
mediante la adicióri de 1 ,H m1 de ácitlo 
tricloroacético al 5%. Las ~ ~ ~ e z z l a s  i-esul- 
tantes se centrifugari directarne~ite en los 
tubos de ensayo donde se practica 1;1 re- 
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Figura 1. Variación de la actividad proteásica Figura 2. Variación de la actividad proteolitica 
en función del pH. Las determinaciones fuer0.i en función de la temperatura. Las deterrninacio- 
llevadas a cabo a 50 'C. nes fueron llevadas a cabo a pi i  6,4. 
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accibri: los pioductos dc Iiidrí~lisi\ si. csti- 
i'iidn por lectura rle ~bsorba i l c i a  a 280 
riln de los sobrei~,nti~:i tes Ií~iiq,idos. 
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Figura 3. Ertnbilidad de la proteasa no purifica- - dd a 37 "C y bO 'C, coii y sin agregado de ac- 
civador 
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Figura 4. Estabilidad de la proteasa no purifica- 
da a pH 6,4 y 7,3 con agregado de cisteína. 
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PURIFICACION 

Tamiz molecular 
La preparación no  purificada se ana- 

liza por cromatografía de exclusióri mo- 
lecular en Sephadex G-75 superfino (co- 
lumna Pharrriacia K 15/30, volumen del 
gel 45 ml, eluyente buffer fosfatos O,] M 
de pH 6,4, volumen de siembra 1 ml, ve- 
locidad de flujo 1 0  cm hora-' , volumen 
recogido por tubo 2 nil). El diagrama 
que ilustra la Fig. 5 se obtiene mediante 
lectura directa de los eluatos d 280 nm 
y contiene además los correspondientes 
valores de actividad caseinolítica, deter- 
minados mediante aplicación de la técni- 
cd J t " r l iF t~ ,  ~v*.-c> I ) ~ I  C! albr~g.ldú de cis- 
teíria (12,5 mM). 

fntercambio iónico 
De las tres fracciones separadas por 

tamiz molecular, la fracción 11 (12 ml), 

proteolíticamente activa, fue desalada y 
llevada a pH 8 por pasaje a través de Se- 
phadex G-25 medio con tris-ácido clorhí- 
drico 0 , I  M de ese pH (volumen final 14  
ml). La totalidad de la misma se aplicó a 
una columna (Pharmacia K 15/30) de 
DEAE-Sephacel (volumen del gel 45  ml). 
La elución se inició agregando 14 m1 de 
buffer de partida, para luego generar un 
gradiente lineal de cloruro de sodio O -1 
M disuelto en el mismo buffer. La veloci- 
dad de flujo se reguló a 10  cm hora-' y 
se recogieron fracciones de 2 nil. 

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

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

KESULTADOS Y DISCUSION 

La preparación enzimática obtenida 
" por trituración de las bayas maduras de 

Bromelia laciniosa Mart. en presencia de 
acetona fría, retomada con buffer fosfa- 

- tos 0 , l  M de pH 6,4 y EDTA 5 mM, pre- 
senta máxima actividad caseinolítica a 
pH 6,4, con un segundo pico a pH 7,3, 

. 0 3  en tanto que el rango de temperatura óp- 
tima se encuentra entre 55 "C y 65  "C, 
con un máximo a 60 "C. 

' 0.1 El agregado de un activador como 
cisteína incrementa notoriamente la acti- 
vidad (cfr. Fig. 3), pero además parecería 

- 
E f 

. , ejercer un efecto protector sobre la enzi- 
ma, haciéndola más estable a la tempera- 
tura. A 37 "C la proteasa es estable luego 
de 20 minutos de incubación, indepen- 

$0 m ,O wl"he dientemente de  la presencia de cisteína, 
pra 5 .  Fraccionamiento de la enzima no pu- pero a 60 "C la actividad disminuye en el 
cada a travCs de Sephadex G-75. mismo lapso un 8% con el agregado de 
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cisteína y un 42% sin ella. No hay decre- 
cimiento de la actividad por exposición 
de la enzima durante 20 minutos a los 
valores óptimos de pH. 

El esquema de purificación incluye 
una primera etapa en la que la prepara- 
ción enzimática no purificada es fraccio- 
nada por pasaje a través de tamiz mole- 
cular y una segunda etapa en la que la 
fracción activa se somete a intercambio 
iónico, con variación de la amplitud del 
gradiente salino. 

El pasaje por tamiz molecular (Se- 
phades G-75) permite la separación de 
tres fracciones (1, 11 y 111 , Fig. 5). La 
fracción de mayor peso molecular (1) es 
de naturaleza fenólica, en tanto que la de 
menor peso molecular (111) estaría cons- 
tituida por oligopéptidos, ambas carentes 
de actividad caseinolítica. La fracción 11 
(peso molecular 15.000-20.000) retiene 

toda la capacidad proteolítica y es obje- 
t o  de un segundo fraccionamiento por 
intercambio iónico (DEAE-Sephacel). 
Con la aplicación de un gradiente lineal 
de cloruro de sodio O - 1 M se consigue 
resolver la fracción TI en dos nuevas frac- 
ciones (IIA y IIB, Fig. 6a), la segunda de 
las cuales retiene la actividad proteolítica. 
La reducción de la amplitud del gadien- 
te (cloruro de sodio 0,2 - 0,8 M )  permi- 
te distinguir que la fracción activa (IIB) 
está compuesta por al menos tres frac- 
ciones (Fig. 6b) ,  con una buena separa- 
ción de la proteína proteolíticamente aL- 
tiva. 
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Figura 6. Purificación de la fracción proteoliticamente activa a través de DEAE-Sephacel, aplicando 
un gradiente lineal de cloruro de sodio O - 1 M (a) y 0,2 - 0,8 M (b). 
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