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Proteasas de Bromeliaceae. IV. 
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presente en Frutos de Brornelia serra Griseb? 
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RESUMEN. Por trituración de frutos semimaduros de Brornelia serra Griseb. (Bro- 
meliaceae) en presencia de acetona fría (-20 OC) se obtiene un polvo acetónico 
(1,93 g%, p/p) con actividad proteolítica. La extracción del mismo con buffer fos- 
fatos de pH 6,4 conteniendo EDTA 5 mM y cisteína 5 rnM permite preparar una so- 
lución de enzima cruda con un contenido proteico de 8,24 g por 100 g de polvo, 
dotada de buena estabilidad térmica a temperaturas moderadas y con un máximo 
de actividad caseinolítica a pH 6,O-7,8. Esta preparación cruda se purifica por cro- 
matografía de exclusión molecular (Sephadex G-75 Superfine) y la fracción activa 
se resuelve en dos nuevas fracciones por cromatografía de intercambio iónico 
(DEAE Sephacel y CM Sepharose). 
SUMMARY. "Proteases of Brorneliacec~. IV. Isohtion of a Sulphydril Protease from 
Fruits of Brornelia serra Griseb." Almost mature fruits of Brornelia serra Griseb., 
blade homogenized (Waring blender) with cold acetone (-20 OC), provide a light, 
proteolitically active acetone powder (1,93 g% , wlw). Extractives obtained by 
gentle stirring with phosphate buffer pH 6,4 containing 5 mM cysteine and 5 mM 
ED'TA (protein content 8,24 g per 100 g of powder) show good thermal stability 
at moderates temperatures and highest caseinolytic activity at pH 6.0-7.8. Gel- 
filtration (Sephadex G-75, Superfme) allows to separate one active fraction which 
is resolved in two new, more pursed fractions through ion-exchange ch ron~a to~ra -  
phy (DEAE Sephacel and CM Sepharose). 

Las proteasas (EC 3.4.) son utilizadas ciertas fibras textiles y la producción de de- 
en diversos procesos industriales, de los tergentes. También merecen destacarse sus 
cuales los más conocidos son la tiernización aplicaciones medicinales en preparaciones 
de carnes, la fabricación de cueros, la ela- digestivas, antiinflamatorias, desbridantes 
boración de productos alimenticios (cerve- de heridas y en la formulación de reconsti- 
za, quesos, pan, etc.), el tratamiento de t u y e n t e ~ ' - ~ .  

* El presente trabajo ha recibido el apoyo de la Comisión de Investigaciones Científicas de la Provincia de Buenos 
Aires (Expediente 2109-1297185) y fue presentado en la primera Reunión de la Sociedad Latinoamericana dc 
Fitoquímica, Montevideo (Uruguay), noviembre de 1987. 
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Anualmente se comercializan en el Iner- 
cado niundial 75.000 toneladas de enzimas, 
de las cuales el 60010 son proteasas. La ina- 
yoría de ellas son de origen rnicrobiano y 
de naturaleza extracelular, lo que facilita su 
obtención y perniite disminuir los costos de . - 
producción. De todos rnodos, un importan- 
te grupo de fitoproteasas sulfliidrílicas es 
de gran aplicación industrial, siendo sus re- 
presentantes más conspicuas papaína, fici- 
na y bromclina, caracterizadas por ser muy 
activas aún a altas temperaturas y en un 
rango de pH cercano a la neutralidad, po- 
seer bajo peso molecular, ser activadas por 
sustancias reductoras v Dresentar una se- 

i I 

cuencia de aminoácidos altanlente conser- 
vativa en las proxirnidades de sus centros 
activos4. 

Las Bromeliáceas coristituyen una fa- 
milia ~ar~ic te r izada  por producir proteasas 
en cantidades que justifican su explotación 
comercial. El género tipo es Bromelia, re- 
presentado por unas ciricuenta especies 
aniericanas5, de las cuales cinco crecen en 
el país: U. laciniosa Mart., B. hieronymi 
Mez, B. srrra Griseb., B.  balunsae Mez y B. 
u r b a ~ z i u ~ ~ a  (Mez) L.B. Srnitli6. De los frutos 
de las dos primeras se han aislado sendas 
protcasas7-9 y en esta oportunidad se co- 
rriunican las características de la sulfhidril- 
proteasa presente en frutos de B. serra 
Griscb. 

MATERIAL VEGETAI, 

Bayas serr;imaciuras de Bronzelia serra 
Griseb., reco1ectad;ls en mayo de 1987 por 
el Lic. Aiiíbal G. Atiiat en la Provincia de 
Corrientes*, iiianteriidas 21 -20 "C hasta el 
rrioiriento de su uso. 

Las plantas son estoloníferas, con filo- 
dios erivainadores de 1,5O rn de largo x 4 
cm de anclio, con bordes muy espinosos y 

* Argcritirid. Pcia. de Corrientes,  Deyartarriinto Capi- 
t a l :  ruta 1 2  hacia Perichón, Ainat et al. 1090, V- 
1987 (LPE) .  

punta muy prolongada y punzante. Poseen 
irieritalios cortos (ca. 40 cm de largo x 1,5 
cm de diámetro) en cuyo extremo desarro- 
lla una infrutescencia globosa de 10-14 cm 
de largo x 7-10 cm de diámetro, de aspecto 
que recuerda al extremo de una maza de 
guerra medieval e integrada por bayas ovoi- 
des de 4 cm x 2,5 cm,  de color amarillo 
limón. 

PARTE EXPERIMENTAL 

Las preparaciones enzimáticas crudas 
se obtienen por trituración de las bayas en 
presencia de acetona fría, tal como ha sido 
descripto en un trabajo previo7, con un 
rendimiento de 1,93 g de polvo acetónico 
por 100  g de frutos. 

La actividad proteolítica se determina 
midiendo el grado de digestión de la caseí- 
na, de acuerdo al procedimiento detallado 
con anterioridad9. 

El contenido proteico del polvo acetó- 
nico se estima por el mktodo de Lowry et  
al.'' modificado por Pottyl1 para su uso en 
presencia de ferioles, hecho corriente en ex- 
tractivos de  origen vegetal. Dada la interfe- 
rencia que producen tanto la cisteína como 
el EDTA en la deterniinación12, los extrac- 
tivos se preparan sin el agregado de estas 
sustancias, que sólo protegen la estructura 
enzirnática, sin modificar la capacidad ex- 
tractiva del buffer. 

Variación tie la actividad caseiriolitica eíi 

furzción del pH y de  la temperatzrra 
Las muestras destinadas a estos ensayos 

se preparan agitando suavemente a 4 O C  Uu- 

raiite 60 minutos 0,5 g de polvo acetónico 
con 100  m1 de buffer fosfatos de pH 6,4 
conteniendo EDTA 5 mM y cisteína 5 mM. 
El niaterial insoluble se separa por centrifu- 
gación durante 30  minutos a 16000 g en 
centrífuga regrigerada y se lleva a volumen 
con la solución extractante. 
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En la determinación del perfil de pH se 
utiliza caseína al 1% en solución 0,1 M de 
buffer fosfatos (pH 6,O a 7,5), bórico-cloru- 
ro de potasio-hidróxido de sodio (pH 8,25 
a l o ) ,  bicarbonato de sodio-hidróxido de 
sodio (pH 10,5 y 11) y fosfato de sodio- 
hidróxido de sodio (pH 11,5 y 12). Los va- 
lores que se consignan corresponden al pH 
medido en la mezcla de reacción (fig. 1). 

El perfil de temperatura se establece de- 
terminando la actividad caseinolítica a pH 
6,4 durante 20 minutos, a intervalos de 
5 "C entre 20 y 80 "C (fig. 2 ) .  

Estabilidad térmica de la preparación 1 - - 
enzimática 

20 30 40 50 60 70 80 ' C  
Muestras preparadas como se indicó an- 

tes se incuban a 37. 47. 60 v 65  "C durante Figura 2. Variación de la actividad caseinolítica 
' l  / 

5, 10 ,  20, 40, 60  y 90 minutos, al cabo de en función de la temperatura. Las determinaciones 

los cuales se colocan en baño de hielo hasta se llevaron a cabo a pH 6,4 y la absorbancia de los 
sobrenadantes a 280 nm fue leída luego de 20  mi- 

el momento de la determinación de la acti- nutos de incubación de 1, de reacción, 
vidad caseinolítica (fig. 3).  

Cromatografía de exclusión molecular 
Una solución al 3 , s  de la preparación 

no  purificada se cromatogafía en Sephadex 
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Figura 1.  Variación de la actividad caseinolítica en Figura 3. Estabilidad de la proteasa no purificada. 
función del pH. La absorbancia a 280 nm de los Las muestras se mantienen durante distintos perío- 
sobrenadantes se determinó luego de incubar la dos de tiempo a diferentes temperaturas y luego se 
mezcla de reacción 20  minutos a 37 'C. determina la actividad caseinolítica residual. 
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cel. La elución se inicia agregando 30 m1 de 
buffer de partida (tris-ácido clorhídrico 0 , l  
M de pH 8), para luego generar un gadien- 
te lineal de cloruro de sodio 0-1 M, disuelto 
en el mismo buffer. La velocidad de flujo se 
regula a 12,2 cm.hora-' y se recogen frac- 
ciones de 1,2 m1 (fig. 5). 

Los eluatos correspondientes a la frac- 
ción no retenida por el intercambiador 
aniónico se reúnen y siembran en una co- 
lumna de las características señaladas, con- 
teniendo 40 m1 de CM-Sepharose equilibrada 
con buffer tris-ácido clorhídrico de pH 8,  
del cual se hacen pasar 38 m1 antes de apli- 
car un gradiente lineal de cloruro de sodio 
0-1 M disuelto en el mismo buffer (veloci- 
dad de flujo 16,3 cm.hora-' , recogiendo 
fracciones de 2 , l  ml). El diagrama de elu- 
ción se muestra en la fig. 6. 

Todas las separaciones ~romato~ráf icas  
se llevan a cabo a 4 " C ,  en cámara fría. 

Figura 4. Fraccionamiento de la enzima no purifi- 
cada a través de Sephadex G-75 Superfine. 

G-75 superfine (columna Pharmacia K 
15/30,  volumen del gel 49,5 ml, eluyente 
buffer fosfatos 0 , l  M de pH 6,4, volumen 
de siembra 2 ml, velocidad de flujo 6,5 
cm.hora-' , volumen recogido en cada tubo 
1,2 ml). E! diagrama que ilustra la fig. 4 se 
obtiene mediante lectura directa de los 
eluatos a 280 nm y contiene además los co- 
rrespondientes valores de actividad caseino- 
litica. 

C r ~ m a t o ~ r a f i a  de intercambio iónico 
La fracción activa obtenida en el paso 

anterior se somete a un cambio de buffer 
por pasaje a través de Scplladex G-25 y elu- 
ción posterior con tris-ácido clorhídrico 
0 , l  M de pH 8. La totalidad de la misma se 
siembra en una columna Pharmacia K 
15/30 conteniendo 45 m1 de DEAE-Sepha- 

DISCUSION DE LOS RESULTADOS 

La trituración de frutos semimaduros 
de Bromelia serra Griseb. en presencia de 
acetona fría permite obtener una prepara- 
ción cruda ("polvo acetónico") que repre- 
senta el 1,9396 del peso de los frutos. 

El contenido proteico del extractivo 
que se obtiene por tratamiento del polvo 
acetónico con buffer fosfatos 0,1 M de pH 
6,4 es de 8,24 g por 100 g de polvo. 

Como puede apreciarse en la fig. 1 ,  la 
preparación no purificada exhibe su máxi- 
ma actividad caseinolítica a pH 6,O-7,8, 
rango en el que prácticamente permanece 
constante. La actividad sigue siendo aún 
considerable a pH cercano a 9 (80% ), pero 
disminuye a la mitad a pH 10  y se reduce a 
un 30% cuando el medio se torna más al- 
calino (pH 11). 

El análisis de la fig. 2 permite compro- 
bar que el comportamiento térmico de la 
proteasa cruda de B. serra es similar al de- 
mostrado por preparaciones equivalentes de 
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B. laciniosa9 y de B. hieronymi1° : luego de 
incubar durante 20 minutos la mezcla de 
reacción, la máxima actividad caseinolítica 
se obtiene a 65 " C ,  reduciéndose a un 80% 
a 75 "C y a un 60 % al alcanzar los 80 "C 
en iguales condiciones. 

La preparación no purificada manifies- 
ta una estabilidad elevada a temperaturas 
moderadas: luego de 90 minutos de incuba- 
ción a 37 "C conserva un 90% de la activi- 
dad inicial y al cabo del mismo tiempo a 
47 "C la actividad se mantiene superior al 
85% . A temperaturas más elevadas (60 "C 
y 65 "C) la actividad se reduce rápidamente 
(36% luego de 20 minutos a 60 "C y 21,5% 
al cabo del mismo tiempo); a partir de los 
20 minutos hay en ambos casos una mani- 
fiesta disminución de la velocidad de inac- 
tivación, sugiriendo la existencia de compo- 
nentes enzimáticos de diferente estabilidad 
térmica (fig. 3). 

Al igual que en el caso de las dos espe- 
cies anteriormente citadas, la cromatografía 
de excliisión molecular (Sephadex G-75) 
permite una excelente separación de la frac- 
ción activa, que en el diagrama de la fig. 4 
aparece flanqueada por una de mayor peso 
molecular y alto contenido fenólico (de ele- 
vada absorbancia a 330 nm) y otra de me- 
nor peso molecular, con alta absorbancia a 
280 nm pero nula a 330 nm y carente de 
actividad proteolítica. 

Mediante la aplicacih sucesiva de am- 
bos tipos de cromatografía de intercambio 
(aniónico y catiónico) a la fracción activa 
obtenida por exclusión molecular se consi- 
gue una purificación significativa, ya que 
aparecen dos componentes de propiedades 
eléctricas distintas. En el diagrama de la 
Fig. 5 se observa una primera fracción de 
pI > 8 que no es retenida por el intercam- 
biador aniónico (DEAE-Se~hacel) y otra de 
menor punto isoeléctrico que es liberada 
cuando el gradiente de cloruro de sodio al- 
canza valores del orden de 0,5 a 0,7 M. 

Figura 5. Purificación a través de DEAE Sephacel 
de la fracción activa obtenida por cromatografía 
de exclusión molecular. 

20 40 60 80 100 
N" de fraccibn 

Figura 6. Purificación a través de CM Sepharose 
del componente básico separado por DEAE Se- 
phacel. 
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La fracción de mayor PI es recromato- das presentan características distintivas, ya 
grafiada a través de un intercambiador ca- que la preparación aislada de B. laciniosa 
tiónico (CM-Sepharose). La fig. 6 muestra carece de componentes básicos, en tanto 
un pico no totalmente resuelto que retiene que en las otras dos aparece una fracción de 
la actividad proteolítica y que eluye cuan- esas características acompañada por una se- 
do  el gradiente de cloruro de sodio alcanza gunda fracción activa de pI < 8 (B. serra) o 
el rango O,3-0,5 M. por dos de ellas (B. hieronymi). 

Las tres proteasas hasta ahora estudia- 
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