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INTRODUCCION

Las proteasas son un grupo de enzimas ampliamente distribuidas en la naturaleza,
necesarias para el crecimiento y adaptacion de diversos organismos en el medio ambiente.
Las mismas son utilizadas en la industria alimentaria, farmacéutica y otras relacionadas. Sus
caracteristicas especificas permiten a los industriales ejercer un control de calidad mas
estricto; con un menor consumo de energia y condiciones de tratamiento mas ligeras,
ademas pueden utilizarse para tratar los desechos bioldgicos resultantes de la fabricacién de
alimentos, puesto que las propias enzimas son biodegradables. Se ha comprobado que los
procedimientos modernos de fabricacion de alimentos, benefician tanto a los sectores
industriales como a los consumidores.

Si bien la mayoria son de origen animal o microbiano, en los ultimos afios ha tenido
gran desarrollo la investigacion de proteasas de origen vegetal, dando lugar a lo que hoy se
conoce como "tecnologia verde".

A diferencia de otros usos industriales para las enzimas, las aplicaciones médicas y
farmacéuticas de las mismas requieren generalmente pequenas cantidades de enzimas muy
purificadas. Esto contrasta con muchos procesos industriales en los que el medio de cultivo
esta relativamente bien definido y por, consiguiente, puede utilizarse un extracto enzimatico
sin purificar. Ademas, si el destino de una enzima o de un producto obtenido por métodos
enzimaticos es su administracién a un paciente, resuelta evidente que el preparado debe
contener las menores cantidades posibles de material extrafio para evitar probables efectos
secundarios.

El objetivo de este trabajo es la purificacién y caracterizacion parcial de proteasas en
plantas Bromelia pinguin L. (“maya” o “pifia de ratdon”) .Esta es una planta ampliamente
distribuida en Centroamérica y las islas del Caribe, en particular, esta especie fue cultivada
en Cienfuegos, Cuba. Del fruto se obtiene una preparacion que ha sido utilizada como
antiparasitaria.

Para caracterizar bioquimicamente a esta enzima, se determiné la especificidad de
sustrato, activadores e inhibidores de su actividad y parametros cinéticos de la enzima.

Asimismo se determino parametros fundamentales para su aplicacion industrial
como son la termoestabilidad y el pH 6ptimo.

Luego se realizo la purificacién a homogeneidad de la enzima aislada a partir de los
frutos y se caracterizé la fraccién pura mediante el estudio de los parametros cinéticos
clasicos (Km, Vmax y kcat) empleando sustratos proteicos y sintéticos .Finalmente se estan
disefiando posibles modelos para ensayar su aplicacion biotecnoldgica.

A su vez también se estudiara el mecanismo de accion de las peptidasas sobre
proteinas de uso alimentario, tanto en la modificacién de sus propiedades funcionales como
en el proceso de tiernizado de la carne vacuna.
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DESARROLLO

Metodologia

El extracto crudo se obtuvo por homogeneizacion y posterior tamizado de la pulpa
de los frutos, el que fue luego sometido a un fraccionamiento etandlico (cuatro volimenes) y
posterior centrifugacion a 15.000 rpm durante 30 min. El precipitado redisuelto en agua
destilada se nombra pinguinaina parcialmente purificada (PPP), que fue estudiado por
isoelectroenfoque seguido de zimograma.

La purificaciéon preliminar de PPP se realiz6 por cromatografia de intercambio
cationico (FPLC, columna SP-Sepharose HR, buffer acético — acetato 50 mM; pH 5.5;
gradiente de cloruro de sodio 0 - 70 mM), a partir de la cual se obtuvo tres componentes
activos, uno no retenido y dos retenidos(denominados B1 y B2 ).Posteriormente se realizo
una cromatografia de intercambio aniénico al no retenido, eluyendo de la misma dos
componentes activos(denominadas A1y A2).

La actividad proteasica de los componentes se determiné utilizando caseina como
sustrato, en buffer Tris — HCI 50 mM (pH 8,0), conteniendo cisteina 5 mM. La mezcla fue
incubada a 37 °C y la reaccién se detuvo agregando acido tricloroacético (TCA) al 5% (p/v).
Los blancos se prepararon afadiendo TCA a la enzima previamente a la incorporacién del
sustrato. Los tubos fueron centrifugados y la absorbancia de los sobrenadantes se midi6é a
280 nm.

La actividad proteolitica vs. pH se midi6 sobre una solucion de caseina al 1%
conteniendo cisteina 5 mM dentro del rango de pH 6,0 a 12,0 usando sales sédicas de los
siguientes buffers de Good [17]: MES, MOPS, TAPS, AMPSO y CAPS. Adicionalmente se
ensayo la estabilidad de la preparacién enzimatica durante 2 h en el rango de pH de maxima
actividad.

Con el objeto de determinar el efecto del calentamiento sobre la estabilidad de las
preparaciones enzimaticas se mantuvieron las soluciones a pH 6ptimo durante 0, 10, 20, 40,
60 y 120 min a 22°C, 37 °C, 45 °C, 55 °C, 65°C y 75°C. Posteriormente se midi6 la actividad
caseinolitica residual de las muestras incubadas en esas condiciones utilizdndose como
parametro para evaluar el efecto que produce la temperatura sobre estas proteasas .

Los parametros cinéticos se obtuvieron utilizando distintas concentraciones de
sustratos derivados de aminoacidos especificos para este tipo de proteasas, tal como el —
piroglutamil — L — fenilalanina — L — leucina — p — nitroanilida (PFLNA) 0,5 mM, disuelto en
buffer fosfatos 0,1M de pH 6,5 conteniendo KCI 0,3 M, EDTA 0,1 mM y DTT 3 mM. Los
ensayos se llevaron a cabo a 37 °C. La mezcla de reacciéon se prepar6é de la siguiente
manera: a 180 mL de sustrato se agregaron 1,5 mL de buffer, se homogeneiz6, se
agregaron 120 mL de enzima y se mezclé por inversion de la cubeta. Posteriormente se leyd
la absorbancia a 410 nm en forma continua cada 5 seg. durante 2 min. El blanco de reaccion
se realizé de la misma manera, pero con el agregado de buffer en lugar de enzima.

Fueron ensayados a su vez Z-Phe-Arg-pNA(fenilalanina-arginina-paranitroanilida) y
Z-Arg-Arg-pNA (arginina-arginina-paranitroanilida), en las mismas condiciones que el ansayo
anterior.

También se utilizé el derivado de alanina de los N — CBZ — p — nitrofenil ésteres, en
concentracion 1 mM., el cual se vio en estudios anteriores que era el de mayor preferencia
esterolitica Los ensayos se llevaron a cabo a 37 °C, en buffer Tris — HCI 50 mM de pH 8,0
conteniendo EDTA 2 mM. El blanco de reaccion se realizé de la misma manera, pero con el
agregado de buffer en lugar de enzima.



RESULTADOS Y DISCUSION

Se vio que los componentes A,, Az, B4, B2 son estables a altas temperaturas luego de
varias horas de incubacién. Asimismo mantienen una notable estabilidad en el rango de pH
de 7 a 9, con actividad protelitica maximas entro de esos valores.

Los valores obtenidos de Kcat y Km frente a los sustratos utilizados da indicio de que
estas enzimas poseen en su sitio activo grupos caracteristicos de las familias de las
proteasas cisteinicas utilizando un sustrato propio de las misma tal como lo es el pflna

Se observé que estas enzimas tienen mayor preferencia por los derivados de ala,
cuando se utiliza los ncbz aminoacidos derivados.

Para las mismas se obtuvieron los siguientes valores de km cuando se someti6 a las
enzimas a diferentes concentraciones de este sustrato.

A1: km=0.122mM

A2: km=0,665mM

B1: Km: 0,186 mM

Estos resultados indicarian que estas proteasas serian eficientes para su aplicacion
en tecnologia de alimentos asi como en la industria farmacéutica,

Se prosigue con el estudio de la mismas, asimismo se demostré las propiedades
que poseen estas enzimas en la coagulacion de la leche para la posible formacion de
quesos, y también en la formacién de hidrolizados de soja para consumo humano.
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