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Proteasas de Bromeliaceae. V. Separacion y
Purificacién de Sulthidril - Proteasas
presentes en frutos de Bromelia balansae Mez

—

Laboratorio de Botanica Aplicada, Facultad de Ciencias Exactas,
Universidad Nacional de La Plata, calles 47 y 115, 1900 La Plata, Argentina

RESUMEN. La trituracién de frutos semimaduros de Bromelia balansae Mez (Bro-
meliaceae) en presencia de acetona fria (—20 °C) permite obtener una preparacién
enzimitica cruda, que al ser tratada con buffer fosfatos de pH 6,4 conteniendo
EDTA y cisteina 5 mM produce una solucién con actividad proteolitica apreciable
y con méxima accién hidrolitica sobre caseina dentro de un rango de pH entre 6,25
y 8,50. Esta solucién enzimdtica cruda se purificd por cromatografia de exclusion
molecular (Sephadex G-75 Superfino) y de intercambio iénico (DEAE- y CM-Se-
pharosa), con lo que se obtuvieron tres fracciones proteoliticamente activas.
SUMMARY. ‘“Proteases of Bromeliaceae. V. Separation and Purification of Sulfhy-
dril Proteases from Fruits of Bromelia balansae Mez”’. Almost ripe fruits of Brome-
lia balansae Mez (Bromeliaceae) were blade homogeneized within cold (—~20 °C)
acetone, providing a crude preparation that could be partially solubilized in phos-
phate buffer (pH 6,4) containing EDTA and cysteine 5 mM. Solutions hydrolize
casein (maximum activity pH 6.25-8.50), the activity being enhanced by addition
of cysteine. The crude enzyme was purified by molecular sieve chromatography
(Sephadex G-75, Superfine) and ion exchange chromatography (DEAE- and CM-
Sepharose). Three proteolitically active fractions were thus obtained.

Las proteasas ocupan holgadamente el alientan crecientes expectativas acerca de

primer lugar en el mercado mundial de en-
zimas', debido en buena parte a la variedad
de aplicaciones que han demostrado po-
seer?. En el campo de-la farmacoterapia las
enzimas proteolfticas de origen vegetal son
tradicionalmente empleadas como agentes
antiinflamatorios®, pero estudios muy re-
cientes llevados a cabo con bromelina*™*

$U USO como citostdticos.

Las Bromelidceas constituyen una fami-
lia en la que la presencia de proteasas en
cantidades superiores a las fisiologicamente
necesarias parece ser una caracteristica dis-
tintiva. Esto ocurre al menos dentro del gé-
nero Bromelia, integrado por unas cincuen-
ta especies americanas’, en ocho de las cua-

* El presente trabajo ha recibido el apoyo de la CIC de la Prov. de Buenos Aires y fue presentado en el X Congreso
Farmacéutico Argentino, San Luis, Argentina, octubre de 1988.

** Miembro de la Carrera del Investigador de la CIC de la Prov. de Buenos Aires, Argentina.
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les®** se ha comprobado la presencia de

endopeptidasas cistefnicas'® en los frutos.

En nuestro pafs crecen cinco especies
de Bromelia'®: B. laciniosa Mart., B. hie-
ronymi Mez, B. serra Griseb., B. balansae
Mez y B. urbaniana (Mez) L.B. Smith (Dei-
nacanthon urbanianum Mez). A partir de
frutos de las tres primeras se han obtenido
preparaciones enzimiticas con actividad ca-
seinolitica destacada’®™'?; en esta oportu-
nidad se dan a conocer las caracteristicas de
las sulfhidrilproteasas que ecstdn presentes
en los frutos de Bromelia balansae Mez.

MATERIAL ESTUDIADO

Se utilizaron frutos bien desarrollados,
pero no totalmente maduros, de Bromelia
balansae Mez (n.v. “caraguatd’), recolecta-
dos en mayo de 1987 en la Provincia de Co-
rrientes, Departamento Capital. Las infru-
tescencias fueron conservadas a —20 °C
hasta el momento de ser procesadas para
obtener las preparaciones crudas.

Bromclia balansae Mez es una planta
perenne, estolonifera, de 0,80 a 1 m de al-
tura, provista de hcjas alargadas (1 m de
largo por 4 cm de ancho) y armadas de
fuertes aguijones en e} margen. La infrutes-
cencia es cilindrica, de 20 a 25 c¢m de largo
por 12 a 15 cm de ancho, y est4 constituida
por numerosas bayas elipsoidales amarillen-
tas, de 4 a 5 cm de largo por 2 cm de di4-
metro, fibrosas y pluriseminadas. La planta
vegeta a la sombra de grandes macizos ar-
béreos, extendiéndose desde Brasil y Para-
guay (especialmente por la parte oriental)
hasta el NE de Argentina (provincias de
Corrientes y Misiones) !4,

PARTE EXPERIMENTAL

Obtencion de la preparacién enzimdtica no
purificada

Los frutos se cortan dentro de un reci-
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piente que contiene acetona fria (—20 °C)
y se liberan de sus semillas. La mezcla se
tritura (Omnimixer Sorvall} durante 5 mi-
nutos en bafio de hielo y etanol; Ia suspen-
sidbn obtenida se filtra a través de papel de
filtro v se lava con acetona fr{a hasta la eli-
minaci6én de pigmentos. Mediante posterior
secado al vacio se obtiene un “polvo acetd-
nico” que se muele finamente en mortero y
se conserva en recipientes herméticos.

Para solubilizar la enzima se trata el
polve aceténico durante 30 minutos a 4 °C
con buffer fosfatos de pH 6,4 conteniendo
EDTA y cisteina 5 mM, eliminando el ma-
terial insoluble por centrifugacién a 16.000
g durante 15 minutos en centrifuga refrige-
rada.

Deierminacion de la actividad caseinolitica
y del contenido preteico

La mezcla de reaccién estd constituida
por 1,1 ml de solucién de casefna al 1%
conteniendo cistefna (12,5 mM) y 0,01 ml de
solucidén de enzima, ambas en buffer fosfa-
tos 0,1 M de pH 6,4. Al cabo de 20 minu-
tos a 37 °C se detiene la reaccién mediante
la adicién de 1,8 ml de 4cido tricloroacéti-
co al 5% . Las mezclas resultantes se centri-
fugan dircctamente en los tubos de ensayo
donde se pracrica la reaccién; los productos
de hidrolisis se estiman por lectura de la ab-
sorbancia a 280 nm de los sobrenadantes
limpidos.

La concentracién de proteinas de las
soluciones de enzima se determina por el
método de Bradford!®, que mide la absor-
cién a 595 nm del complejo formado entre
la protefna y el colorante Coomassie Bri-
lliant Blue G-250. La eleccién de la técnica
obedece a su gran sensibilidad y a que la pre-
sencia de fenoles (frecuentes en extractos
vegetales) EDTA v cistefna no interfieren
con la reaccién.



Variacién de la actividad caseinolitica de la
preparacion cruda en funcién del pH y de
la temperatura

Para obtener el perfil de pH se utilizan
soluciones de caseina en las condiciones an-
tes indicadas, preparud’as en buffer fosfatos
0,1 M {pH 6,0 a 7.5). dcido bérico-cloruro
de p()tasio~hidréxido de sodio 0,1 M {pH
8,25 a 10,0), bicarbonato de sodio-hidro-
xido de sodio (pH 10,5 y 11) fosfatﬁ de
sodio-hidroxido de sodio 0,1 M (pH 11,5y
12.0).

El comportamiento de la enzima a dis-
tintas temperaturas se determina a pH 6.4,
en el rango de 25°Ca 75 °C.

Estabilidad térmica de las sohiciones de
enzima

Muestras preparadas como ya se indicod
se incuban a 37 °C, 50 °C, 60 °Cy 65 °
durante 0, 5, 10, 20, 40, 60 y 90 minutos,
al cabo de los cuales se colocan en bafo de
hiclo hasta el momento de la determinaciéon
de la actividad caseinolitica en la forma
usual.

Cromatografia de exclusién molecular

Soluciones al 2% de la preparacién cru-
da (3,2 ml) se siembran en una columna de
45 cm de largo por 1,5 cm de didmetro in-
terno {(adaptacion de una columna Pharma-
cia K 15/90) que contiene 58 ml de Sepha-
dex G-75 Superfino. La elucidén se realiza
con buffer fosfatos 0,1'M de pH 6.4, con
una velocidad de flujo de 7,4 cm.h™! | reco-
giendo fracciones de 1,8 ml.

La técnica se repite en cuatro oportu-
nidades y las fracciones con actividad ca-
seinolitica se retinen (44 ml} y s concen-
tran por ultrafiltracién  {Amicon 8030,
membrana YM 10) a un volumen final de
4,5 ml.

Cromatografia de intercambio anidnico
La fraccidn activa concentrada obreni
da en el paso anterior se somete a un cam-
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bio de buffer por pasaje a través de Sepha-
dex G-25 y elucidon posterior con buffer
tris-acido clorhidrico 0,05 M de pH 8. La
totalidad de la misma (9 ml) se siembra en
una columna Pharmacia K 15/30 conte
niendo 43,5 m! de DEAE-Sepharosa. La
elucidn se inicia agregando 54 ml de buffer
de partida {tris-icido clorhidrico 0,05 M de
pH 8), para luego generar un gradiente k-
neal de cloruro Jde .sodm 0-0,7 M, disuelto
en el mismo buffer {volumen toral del gra-
diente 250 ml). La velocidad de flujo se re-
gula a 7.9 cm.h™! v se recogen fracciones

de 1,8 ml.

Cromatografia de intercambio catiénico

La fraccién no retenida por el inter-
cambiador aniénico (20,5 ml) se siembra en
una columna de las caracteristicas sefaladas
en la cromatografia de intercambic anidni-
co contenicndo 46,5 ml de CM-Sepharosa
equilibrada con buffer tris-dcido clorhidri-
co .05 M de pH 8, del cual se hacen pasar
42 ml antes de aplicar un gradiente lincal
de cloruro de sodio 0-0,7 M disuclto en el
mismo bufter (volumen total del gradience
250 ml). La velocidad de flujo se fjié en
9,6 cm.h™ v se recogicron fracciones de
1,8 ml.

Todas las operaciones cromatograficas
fueron Hevadas a cabo a 4 °C.

RESULTADOS

La trituracién de frutos semimaduros
de Bromelia balansae Mez en presencia de
acetona fria permite obtener uua prepara-
cidbn  cruda con  actividad  caseinolitica
{*‘polvo acctdnico”) que representa el 3%
del pese de los frutos frescos.

El contenido proteice de la solucidn de
enzima cruda es de 0,95 g por 160 g de pol-
vo acetdnico,

La tig. 1 da cuenta del comportamiento
de la preparacién no purificada a diferentes
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Figura 1. Variacién de la actividad caseinolitica en
funcién del pH. La absorbancia a 280 nm de los
sobrenadantes se determiné luego de incubar la
mezcla de reaccién 20 minutos a 37 °C. Los valo-
res de pH fueron medidos en la mezcla de reaccion.
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Figura 3. Estabilidad de la proteasa no purificada.
Las muestras se mantuvieron durante diversos pe-
riodos de tiempo a distintas temperaturas y luego
de una incubacién de 20 minutos a 37 °C se deter-
mind la actividad residual.
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Figura 2. Variaci6n de la actividad caseinolitica en
funcién de la temperatura. Las determinaciones se
llevaron a cabo a pH 6,4 y la absorbancia de los so-
brenadantes a 280 nm fue leida luego de 20 minu-
tos de incubacidn.
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Figura 4. Fraccionamiento de la enzima no purifi-
cada a través de Sephadex G-75 Superfino.



Acta Farmacéutica Bonaerense - Vol. 7, N° 3 - Afio 1988

0.1507

o -- -« actividad caseinolitica
»——s concentraciébn de proteinas

Absorbancia a 280 nm

\

0.100—
—0.6

—0.5
—0.4
0.050

—0.3
—0.2

—0.1

Concentracion molar de NaCl

I I ! | [ I [ | 1 | 1 | | 1
10 20 30 40 50 60 70 80 0 100 110 120 130 140
Figura 5. Purificacién a través de DEAE-Sepharosa de la fraccién activa (I) obtenida por cromatografia de
exclusién molecular. El trazo sobre la fraccién I, indica en la abscisa el niimero de tubos reunidos para

realizar la cromatografia de intercambio catiénico y en la ordenada el valor promedio de la actividad.
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Figura 6. Purificacién a través de CM-Sepharosa del componente bésico (11,) separado por DEAE-Sepharosa.
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valores de pH. La actividad caseinolitica es
midxima y permanece pricticamente cons-
tante dentro del rango de pH 6,25 a 8,25,
disminuyendo al 70% de la misma a pH 9,5
y a la mitad a pH 10,5.

En la fig. 2 se muestra el efecto de la
temperatura sobre la actividad caseinolitica
a pH 6,4. Al cabo de 20 minutos de incuba-
cién, la preparacioén enzimatica registra un
méiximo de actividad a 60 °C, en tanto que
a 47 °Cy 65 °C en las condiciones descrip-
tas alcanza el 80% de la actividad maxima,
que es del 50% a 35°Cy 70 °C.

La preparacion no purificada es estable a
37 °C, ya que conserva el 90% de su activi-
dad después de un perfodo de incubacién
de 90 minutos a esa temperatura. Luego de
20 minutos a 50 °C la actividad es un 60%
de la inicial, pero s¢ reduce a un 30% a los
90 minutos de incubacién. Temperaturas
superiores incrementan notoriamente la ve-
locidad de degradacién enzimética: al cabo
de 20 minutos a 60 °C se pierde el 50% de
la actividad inicial y alcanza sélo el 15% a
los 90 minutos, en tanto que a 65 °C la ac-
tividad remanente es apenas el 10% de la
inicial a los 20 minutos y se hace nula a los
60 minutos de incubacién (fig. 3).

El perfil cromatogrifico que se obtiene
por exclusién moiecular (Sephadex G-75)
responde a un patrén comin a las tres espe-
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