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AISLAMIENTO DE ENZIMAS PROTEOLITICAS A PARTIR
DE RESTOS DE COSECHA DE PINA

Martha Hernandez®, Carol Carvajal, Margarita Marquez

y Maria de los A. Chavez

ABSTRACT. Most of the worldwide enzyme production is
destined to obtain proteases. Pineappl e plants contain severa
cysteine proteases, the major isolated component of the stem
isthe so-called “stem bromelain” (EC 3.4.22.32), which has
been traditionally used in food industry. However, in recent
years, thereisarenewed interest for thisenzyme after itshigh
antitumoral activity was reported. In the present study,
bromelain extraction was obtained and patented through an
experimental procedure. Yields of the optimized technology
were 20.8 g of product.kg™ stemsand 3.9 protein g.kg™ stems,
with a specific activity of 1.36 U.mg™. The isolated product
was very active (6 000 U.kg?) and stable, with a majority
proteolytic fraction of 24 500 Damolar mass. Theoptima pHis
7 and it is very stable in the pH range from 3 to 9 and
temperaturestill 50°C. Thelyophilized product maintained 82 %
of itsactivity at -20°C for one year.
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INTRODUCCION

Las enzimas proteoliticas catalizan la hidrdlisis de
los enlaces peptidicos de proteinas y participan en varia-
dos procesos fisiologicos, al estar involucradas en todo
el ciclo de vida de las proteinas desde su biosintesis,
control de destino y activacion, hasta su degradacion (1).
Se clasifican en clases y familias que estan ampliamen-
te distribuidas en animales, plantas y microorganismos.
La bromelina (EC 3.4.22.32), miembro de la familia
papaina, ha sido aislada de 6rganos de plantas de la fa-
milia Bromeliaceae. Se extrajo por primera vez del jugo
de la pifia a finales del siglo XIX. Es la mas abundante de
las cisteino-proteasas identificadas en extractos de or-
ganos de la pifia (2).

Las aplicaciones de estas biomoléculas con fines
alimenticios y terapéuticos son muy variadas, algunas
se reconocen como remedios naturales, otras como
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RESUM EN. Lamayor partedelaproduccién mundia deenzimas
esta destinada a la obtencién de proteasas. Las plantas de
pifia contienen varias cisteino-proteasas, € componente ma-
yoritarioaidadodd taloesla“bromdinadetdlo” (EC 3.4.22.32),
que hasido usadatradicionalmente en laindustriaalimentaria.
Sin embargo, en los Ultimos afios, existe un renovado interés
por estaenzimaa partir de la existencia de informes sobre su
ataactividad antitumoral. En € presente estudio se disefié y
patentd un procedimiento de extraccion de bromelina. La
optimizacion delatecnol ogiademostré que se alcanzan rendi-
mientos de 20.8 g de producto.kg™ de tallos y 3.9 g de
proteinas.kg® de tallos, con una actividad especifica de
1.36 U.mg™. El producto aislado esmuy activo (6 000 U.kg?) y
estable, con unafraccién proteoliticamayoritariade masamo-
lar 24 500 Da. Tiene pH éptimo 7 y buena estabilidad en un
rango de pH de 3-9y temperaturas de hasta50°C. El preparado
liofilizado mantieneel 82 % deactividad s se conservaa-20°C
durante un afio.
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farmacos modificadores de la respuesta bioldgica (3). La
mayor y mas antigua aplicacién de la bromelina es como
ablandador de carnes (4). Es también efectiva en la pro-
duccion de hidrolizados y medios de cultivo (5). Tiene
varias acciones farmacolédgicas: aumenta la absorcién de
otros medicamentos, inhibe la agregacion plaquetaria 'y
se ha utilizado como digestivo, antinflamatorio, asi como
en la formulacion de vacunas. En estudios recientes se
demostré su actividad antitumoral y se ha informado que
la bromelina induce respuestas del sistema inmune (6, 7).

La produccién mundial de pifia (Ananas comosus (L)
Merr) ascendi6 en el 2000 a mas de 13 millones de tone-
ladas; de ellos 19 mil t se cosecharon en Cuba (8), una
vez realizada la cosecha del fruto: las coronas, hojas y
tallos se usan como abono, harinas para la alimentacion
animal, en la obtencién de fibras para tejidos y papel, y
fuentes de extraccién de enzimas vegetales. Ciego de
Avila es la mayor region productora de pifia del pais, lo
que posibilita contar con un alto potencial de residuos de
cosechas. En el territorio se evalUan diferentes usos de
estos desechos, con el interés de aprovecharlos en diver-
sos sectores de la economia nacional. La obtencion de
bromelina representa una alternativa atractiva de aprove-
chamiento de esos residuos.
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Las proteasas de pifia tienen un amplio espectro de
aplicaciones ya establecidas. Sin embargo, estudios ac-
tuales que informan sobre su actividad antitumoral, la han
convertido en una de las cisteino-proteasas mas estudia-
das. Estos resultados han renovado el interés por el de-
sarrollo de nuevos métodos de aislamiento y purificacién
de la enzima, que posibiliten implementar estas
novedosas aplicaciones en la esfera de la Biomedicina.
Es por eso que el presente estudio se realiz6 con el obje-
tivo de desarrollar un nuevo procedimiento de obtencién
de extracto crudo de bromelina a partir de desechos agri-
colas, asi como demostrar que la bromelina de tallo es la
cisteino-proteasa mayoritaria en los extractos de tallos.

MATERIALES Y METODOS

Las investigaciones se realizaron en el Centro de
Bioplantas (Universidad de Ciego de Avila) y en el Centro
de Estudios de Proteinas de la Facultad de Biologia (Uni-
versidad de La Habana). El tratamiento estadistico se
realizé con el empleo del utilitario ‘Statistical Package for
Social Sciences’ (SPSS, version 8.0 para Windows). Se
realizaron pruebas paramétricas [analisis de varianza
(ANOVA) y Student-Newman-Keuls, p< 0.05] y pruebas
no paramétricas (Mann-Whitney, Kruskal-Wallis y
Student-Newman-Keuls, p< 0.05). Ademas, se realizaron
andlisis de regresion. En todos los experimentos se pro-
cesaron nueve réplicas como minimo. Las tablas y figu-
ras incluyen la informacion de las pruebas realizadas.
Material biol6gico. Como fuente de obtencién de bromelina
se utilizaron tallos, coronas y hojas de plantas adultas
de pifia (Ananas comosus (L). Merr) cv. Espafiola roja,
después de su tercera cosecha. En los experimentos se
utilizaron reactivos de grado analitico SIGMA o similar.
Procedimiento de extraccion. Se utilizaron 0.5 kg de
material vegetal lavado y cortado en pequefios fragmen-
tos. La molida se realiz6 en una batidora comercial
WARING (2 L). La proporcion utilizada de la solucién de
extraccion que contenia agua acidulada (pH 3) y un pro-
tector de los grupos SH del centro activo (sulfuro de sodio)
fue 1:1.5 paralos tallos y 1:2 para hojas y coronas (m/v).
Al preparado enziméatico se le determind la concentra-
cién de proteinas y la actividad enzimatica. El extracto
crudo se llevo a sequedad por liofilizacion. Se procesaron
100 lotes de tallos.

Caracterizacion del extracto crudo de tallos
Concentracion de proteinas. Se cuantifico por el método
de Lowry et al. (9) y se expres6 en mg.mL™ o mg.kg™ de
masa fresca referidos a una curva patron de albumina de
suero bovino (BSA).

Actividad enzimatica. Se determin6 por el método de
Anson (10) y se expres6 en U.mL™ o U.kg" de masa
fresca (mf). Se empled como sustrato hemoglobina des-
naturalizada (Hb) al 2 %, pH 6.8. Una unidad (U) es la
cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1umol
de tirosina por minuto a 37°Cy pH 6.8. La actividad espe-
cifica (A Esp) se calcul6 como el cociente de la AE entre
la CP (U.mg™ de proteinas).
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Caracterizacion cinética. En los experimentos cinéticos
se mantuvieron constantes todos los factores que afec-
tan la velocidad de la reaccidn enzimética menos uno,
gue represento el factor variable. El ensayo se realizé a
diferentes tiempos hasta 30 minutos para garantizar la
determinacién de la velocidad inicial ([E]=0.2 mg.mL™;
[S]=2 %; pH 6.8; T=37°C) y a diferentes concentraciones
de enzima ([E]=0.025-0.6 mg.mL™) durante 20 minutos
de tiempo de ensayo. El estudio de la velocidad en fun-
cion del pH se realizé desde pH 2 hasta 10 a una
[E]=0.1 mg.mL™; [S]=2 %; T=37°C y 20 minutos de tiem-
po de ensayo. En el caso de la temperatura, se procedio
de igual forma pero a pH 6.8 en un rango de temperaturas
de 5a70°C.

Estabilidad. Para la determinacion de la estabilidad en
funcion del pH, al extracto crudo se le ajusté el pH a
valores de 2 a 10. Se determiné la AE frente a Hb (2 %,
pH 6.8, 37°C, 20 min) cada 10 minutos para cada pH
durante una hora. En el caso de la estabilidad térmica, el
preparado se preincubé a 30, 37, 40, 50, 60y 70°C. Se
determiné la AE (Hb al 2 %, pH 6.8, 37°C, 20 min) cada
10 minutos durante una hora. Para la estabilidad de con-
servacion, lotes de extracto crudo se conservaron conge-
lados a -20°C y liofilizados (-5 y -20°C) durante un afio.
Se estudi6 el comportamiento de la A Esp en el tiempo.

Andlisis electroforético

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Se realiz6 por el método de Laemmli (11). Las muestras
y los patrones desnaturalizados se aplicaron a geles al
12.5 %.

Electroforesis bi-dimensional. Se desarrollé de acuerdo
al protocolo de Posada (12). Se utiliz6 como patron
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH, MM
36 000 Da).

Masa molar. La masa molar (MM) de la proteina aislada
se estimd por cromatografia de exclusion en geles de
sephadex G-100 (1.3.7.2) y por electroforesis (1.3.5).
Determinacion de la secuencia amino terminal de
bromelina de tallo. El extracto crudo fue primeramente puri-
ficado por cromatografia de intercambio iénico en CMC-52 y
luego por filtracién en gel, el pico activo se aplicé a la
columna RP-18-HPLC.

Cromatografia de intercambio iénico (Cll). Se utilizé un
sistema semibatch en pequefia escala. La CMC-52 se
lavé varias veces con tampdn NaAc 0.005 mol.L?, pH 5,
se utilizaron 2 g de soporte por cada 10 mL de extracto.
La enzima se fijé al soporte en batch. El extracto y la
matriz se mezclaron en agitador magnético durante 30 mi-
nutos, tiempo en el cual se filtré a vacio y se desecho el
sobrenadante. El soporte con la enzima se adicion6 a
una columna de 1.5x5 cm. Para eluir la proteina se utili-
z6 NaAc 0.5 mol.L™* a velocidad de flujo de 20 cm.h™. Se
colectaron fracciones de 2 mL. Alos maximos de A
se les determiné la AE, el pico mayoritario fue purificado
nuevamente por cromatografia de exclusion en gel.
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Cromatografia de filtracion en Ge (CFG)I: La columna
(1.6x90 cm) de Sephadex G-100 se equilibré con tampon
acetato de sodio (NaAc), 0.005 mol.L?, pH 5. La veloci-
dad de flujo se mantuvo constante a 10 cm.h™. Las mues-
tras a aplicar se concentraron hasta 15-20 mg.mL™* de
proteinas. Se colectaron 60-80 fracciones de 2 mL. Alas
fracciones recuperadas con maximos de A, se les
determiné la CPy la AE.

Las muestras de bromelina purificada por la combi-
nacion intercambio iénico y filtracién en gel se analizaron
por HPLC (LKB-Pharmacia) en columna 100 RP-18
(4x250 mm, 5 um tamafio de particula). En cada caso se
aplicaron como minimo tres muestras a la columna. El
sistema de solventes consistié en un gradiente 0-80 %
de acetonitrilo: 4cido trifluoroacético 0.1 % a velocidad
de flujo de 0.5 mL.min* durante 65 minutos. Se registrd
laA,, 'y secompararon los tiempos de retencion con
un estandar de bromelina pura (SIGMA). Se colectaron
las fracciones con maxima A,y se liofilizaron en
SAVANT.

RESULTADOS

Procedimiento de extraccion

Extraccion de bromelina a partir de restos de cosecha.
Las técnicas y los procedimientos utilizados para la ob-
tencidn de enzimas proteoliticas, son costosos y com-
plejos, lo que dificulta su produccion a escala industrial.
Con el fin de solucionar estos inconvenientes, se realiza-
ron varios experimentos hasta disefiar una tecnologia
novedosa, sencilla y econémica para la produccion de
bromelina en Cuba, a partir de restos de cosecha de las
plantaciones pifieras (13). La estrategia desarrollada se
basd, por una parte, en la utilizacion de un agente protec-
tor de los grupos SH del centro activo de la enzima que
son facilmente oxidables. El reactivo seleccionado fue el
sulfuro de sodio (Na,S, 1-3 mmol.L™") que combina una
buena capacidad reductora con un bajo costo. Por otra
parte, el uso de un rango de valores de pH acido (2-4)
para la extraccion contribuye a minimizar la
autoprotedlisis.

En la Figura 1 se muestra la actividad proteolitica,
concentracién de proteinas y actividad especifica de los
extractos obtenidos a partir de diferentes desechos. La
extraccion se realizé a valores de pH 3, tanto para tallos
como coronas y hojas.

Los mayores valores de AE se registraron para las
extracciones de tallos (5357.9 U.kg™ de masa fresca),
seguidos por los de coronas y hojas (879.8 y 72.7 U.kg™
de masa fresca), respectivamente. Al analizar la CP se
distinguen valores similares en las cuantificaciones para
tallos, coronas y hojas (3939.0; 3749.9y 3633.6 mg.kg* de
masa fresca). Los mayores indices de AEsp (2.2 U.mg* de
proteinas) se observaron para el control (bromelina purifi-
cada), que se diferencia significativamente del resto de
las preparaciones crudas de la enzima. De los prepara-
dos enziméticos analizados, los mayores valores de ac-
tividad especifica fueron de los tallos (1.36 U.mg™ de pro-
teinas), seguidos de las coronas y hojas (0.23 y
0.02 U.mg™ de proteinas, respectivamente).
Rendimientos de la tecnologia de extraccién. En la Tabla |
aparecen los rendimientos de la tecnologia para los dis-
tintos restos de cosecha.

Tablal. Rendimientos de latecnologia de extraccion de
bromelina para diferentes restos de cosecha

Tdlos Corones ~~ Hojas

Masafrexca (kg) 05a 05a 05a
Masadd extractolidfilizado (kg) 0010c 0015b  0018a
Rendimientos (g de productokg* de mesa fresca) 208¢ 04b 370a

Activided endimética(U.mL?) 66a 06b 007¢
Adivided enzimética(U.kg* de mesafresca) 53579a  8798b  7267c
Conoantradion de prateings (mguL™Y) 48a 27b 29b
Rendimiento (g deprot kg™ demesafresca) 39a 37a 36a
Proteines (%) 188a 1222b  100b
Adtividad espedifica (U.mg™ de proteines) 13%a 023b 002¢

* Medias con letras iguales para cada parametro no difieren
(Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls, p<0.05)

Los rendimientos en términos de producto solido por
kilogramo de material fresco son mayores para los ex-
tractos de hojas, seguidos de coronas y tallos. Sin em-
bargo, independientemente de la parte de la planta utili-
zada, se logran valores de rendimientos de proteinas si-
milares (3.6 a 3.9 g de proteinas.kg™).
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Figura 1. Comportamiento de la actividad proteolitica (A), la concentracién de proteinas (B) y la compara-
cion de la actividad especifica (C) de extractos proteicos de diferentes 6rganos de pifia compara-
dos con bromelina purificada SIGMA. Medias con letras iguales no difieren (Kruskal-Wallis, Student-

Newman-Keuls, p< 0.05)
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Por otra parte, los resultados mas importantes, como
criterio comparativo entre los érganos utilizados, son la
AE en términos de U.mL™ (6.6) y U.kg™ (5357.9) y la A
esp (1.36 U.mg™* de proteinas). Ambos valores son muy
superiores en los extractos de tallos.

Caracterizaciéon del extracto crudo de tallos

Caracterizacion quimica y funcional. Se caracterizo el
extracto crudo de tallos, por ser el 6rgano del que se
obtienen preparados mas activos y estables. Del estudio
de la variacion de la actividad con la temperatura, se ob-
tuvieron los mejores resultados cuando la reaccién ocu-
rrié de 37 a 50°C, tal como aparece en la Figura 2.
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Figura 2. Efecto de la temperatura en la actividad
de extracto crudo de tallos para la
hidrélisis de hemoglobina (2%), pH 6.8,
[E]=0.1 mg.mL™, 20 min. Medias con letras
iguales no difieren (Kruskal-Wallis,

Student-Newman-Keuls, p< 0.05)

Al incubar el extracto enzimatico a diferentes tem-
peraturas y estudiar la variacion de la actividad en el tiempo
(Figura 3), se observé que la enzima es estable hasta
50°C (log %A Esp = 2-0.001-t), mientras que a 60°C
(log %A Esp = 2-0.009-t) y 70°C (log %A Esp = 2-0.019-1)
en el transcurso de una hora de incubada pierde aproxi-
madamente el 30 y el 50 % de la actividad, respectiva-
mente. Cuando se midid la variaciéon de la actividad
enzimatica del extracto crudo incubado hasta 40 horas
(resultados no mostrados), se comprob6 que a 70°C pier-
de hasta el 90 % de la actividad entre una y dos horas,
mientras que a 50°C es activa hasta las cuatro horasy a
40°C conserva la actividad durante 40 horas.

En la Figura 4 se representa el perfil de actividad en
funcion del pH. El pH optimo del extracto es alrededor de
7, si se utiliza Hb como sustrato y la reaccidn ocurre a
37°C durante 20 minutos. El preparado enzimatico fue
menos activo a valores de pH ligeramente acidos; no se
observaron diferencias significativas al conducir la reac-
cibnapH6.867.

En la Figura 5 se observa el comportamiento de la
estabilidad de la enzima en funcién del pH. El extracto
enzimatico es mas estable en el rango de pH de 3a 9.
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Figura 3. Comportamiento de la estabilidad térmica
del extracto crudo de tallos (0.1 mg.mL™)
incubado a diferentes temperaturas. La ac-
tividad proteoliticafrente aHb (2 %), pH 6.8,
37°C, 20 min. Se realiz6 anédlisis de regre-
sion lineal para cada T (n=21) y pruebas
paramétricas, en cada tiempo de evalua-
cion. Medias con letras iguales no difieren
[ANOVA (Analisis de Clasificacion Simple),
Student-Newman-Keuls, p<0.05)
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Figura 4. Comportamiento de la actividad especifi-
ca (U.mg™ de proteinas) de extracto crudo
detallos en funcion del pH, [S]=2%, [E]=0.1
mg.mL™, 37°C, 20 min. Medias con letras
iguales no difieren (Kruskal-Wallis,
Student-Newman-Keuls, p< 0.05)

La ecuacién de regresion en el rango de pH 3a 8 es:
log %A Esp = 2-0.001t. El valor de la constante de
inactivacion (k=0.001-min™) demuestra la alta estabilidad
del preparado en ese rango, en las condiciones ensaya-
das. A pH 9 (log %A Esp = 2-0.004-t) solo al cabo de
60 minutos se observa un 10 % de pérdidas de la activi-
dad inicial. El extracto es menos estable a pH 2 y 10
(log %A Esp = 2-0.013-ty log %A Esp = 2-0.009-t), aun-
gue entre estos dos valores hay diferencias. ApH 2 pier-
de el 40 % de la actividad en una hora, mientras que a
pH 10 solo pierde el 20 %. En un estudio paralelo realiza-
do, al incubar el extracto a pH 2, pierde el 92 % de activi-
dad transcurridas 24 h; apH 3, 4y 5 la actividad se man-
tiene constante en este periodo, no asi a pH de 6 a 9,
donde se pierde hasta el 80 % de la actividad (resultados
no mostrados).
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Figura 5. Comportamiento de la estabilidad del ex-
tracto crudo de tallos (0.1 mg.mL™) incu-
bado a diferentes pH. Se midi6 la activi-
dad proteolitica cada 10 minutos frente a
Hb (2 %), pH 6.8, 37°C, 20 min. Se realiz6
analisis de regresion lineal para cada pH
(n=21) y pruebas paramétricas, en cada
tiempo de evaluacion. Medias con letras
iguales no difieren [ANOVA (Analisis de
Clasificacién Simple), Student-Newman-
Keuls, p<0.05)

El mantenimiento de la actividad proteolitica depen-
de, entre otros factores, del tiempo de conservacion. En
el caso de los lotes que se mantuvieron congelados a
-20°C, desde el principio la actividad comenzé a descen-
der y mantuvo esa tendencia hasta los 12 meses. La
actividad residual de los lotes congelados al afio fue el
30 % de la actividad original, mientras los extractos
liofilizados conservados a5y -20°C mantuvieron el 70y
82 % de la actividad, respectivamente. Los resultados
sugieren que la liofilizacién es el mejor modo de conser-
vacion para la proteasa.

Andlisis electroforéticos. Con el objetivo de continuar la
caracterizacion del preparado enzimatico, a fracciones
purificadas se les realizaron estudios de electroforesis
bidimensional (2D). Los resultados en la segunda dimen-
sion aparecen en la Figura 6. Las muestras se compara-
ron con un patrén carbamilado de GAPDH (36 000 Da,
pl=8.5). La enzima purificada por la combinacién de
cromatografia de intercambio iénico en CMC-52 y
cromatografia de exclusion en geles de Sephadex G-100
mostr6 una banda Unica en la zona de pH basico. El pun-
to isoeléctrico (pl) fue de 9.55, mientras que la masa molar
obtenida al procesar la imagen fue de 24 500 Da, valor
gue coincide con los méas actuales informados para la
bromelina de tallo (14).

Masa molar. La determinacion de la masa molar se reali-
z6 por CFG. La mejor recta obtenida por regresion lineal
de la calibracién de la columna con proteinas de masa
molar conocida fue: K_ =1.625-0.31-log MM (R?=0.981).
El volumen de elucion de la bromelina en méas de 10 corri-
das cromatograficas (82 mL), K_ (0.2622) permite obte-
ner un valor de MM de 24 878 Da. Ademas, se analizaron
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los geles electroforéticos con el procesador de imagenes
ELECTROBAN (15). La MM de la banda mayoritaria
(66.35 %) con respecto a los patrones, resulté ser de
24 930 Da (RF=0.53) para SDS-PAGE y 24 500 Da para
la electroforesis bidimensional.

Punto isoeléctrico . 85 955
—_— . —— M asa molar
H— 36000 Da
S 2450Da

-
=

Figura 6. Electroforesis bi-dimensional de extractos
de tallo de pifia purificados por la combi-
nacion de cromatografia de intercambio
ionico y filtracién en gel, junto al patrén
GAPDH en gradiente de pH inmovilizado
(IPG 6-11)

Secuencia amino terminal de la bromelina de tallo. Una
comparacion entre los aminoacidos del extremo amino
terminal de la secuencia original propuesta para la
bromelina de tallos (16), con la secuencia parcial obteni-
da, permite comprobar la homologia entre las moléculas
y verificar que la enzima aislada es bromelina de tallo
(EC 3.4.22.32).

Bromelina de tallo
Proteina aislada

VPQSIDWRDYGAVTSVKNQNPCGACW
VPQSIDWRDYGAVTSVKNQNPCGAC

DISCUSION

La bromelina de tallo de pifia es una enzima
proteolitica que ha sido muy utilizada en la industria
alimentaria para el ablandamiento de carnes (4). También
se ha usado en la industria farmacéutica como medica-
mento antinflamatorio y digestivo (3). Sin embargo, en la
actualidad hay un renovado interés por esta proteasa des-
de que fue descrita por su actividad antitumoral y
antimetastizante frente a algunos tumores (6, 7). Por otro
lado, la demanda creciente de vias alternativas para la ali-
mentacién animal y humana mantiene la necesidad, en
especial en los paises en vias de desarrollo, de contar con
enzimas naturales propias, capaces de hidrolizar
eficientemente fuentes alternativas de alimentacion.

La presencia de bromelina en extractos de diferen-
tes 6rganos de plantas de pifia se conoce desde hace
mas de 30 afios y se han informado varios procedimien-
tos para su extraccion, atendiendo a contaminantes
proteicos y glucidos (8). En general, los procesos descri-
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tos hasta la fecha se caracterizan por el uso de solventes
organicos durante la extraccion, precipitacion por salado
o fraccionamiento por cambios de temperatura. De los
métodos publicados, el de mayor similitud al desarrolla-
do en el presente estudio fue patentado en Rusia (17).
Sin embargo, la extraccién de bromelina de restos de
cosechay desechos industriales, se realiz6 con agua o una
solucién de bicarbonato de amonio (0.03-0.06 mol.L™%); no
se utilizaron agentes protectores del centro activo y se
trabaj6 a pH cercano al 6ptimo de actividad (pH 8), lo que
evidentemente no contribuye a garantizar la estabilidad
de la enzima.

Latecnologia utilizada aqui es sencillay econémica
porque solo se requiere, en cantidades minimas, de un
acido (H,SO,) y una sal (Na,S) para preparar una solu-
cién que posibilita proteger los grupos -SH del centro ac-
tivo de la enzima y trabajar a un pH alejado del 6ptimo.
Con esto, se evita la oxidacién de este grupo esencial
gue tiene la enzima para la catalisis y se disminuyen las
pérdidas de actividad por autoprotedlisis y otras modifi-
caciones estructurales. Se han descrito muchos agen-
tes reductores que garantizan la proteccion de los gru-
pos SH en enzimas que dependen de estos para una
catélisis efectiva, tales como B-mercaptoetanol, ditiotreitol,
entre otros. Estos reactivos generalmente se adicionan a
los ensayos de actividad de estas enzimas y son caros,
mientras el sulfuro de sodio es econémico, lo que facilita
gue pueda ser utilizado durante la extraccion garantizan-
do la activacién de todo el extracto. Es la primera vez que
este reactivo se utiliza con estos fines.

El método empleado en el presente estudio permitié
extraer cantidades similares de proteinas (3.7-3.9 g de
proteinas.kg™ de masa fresca), independientemente del
organo utilizado. Sin embargo, los mayores valores de
actividad proteolitica en términos de U.kg™ se registraron
para los preparados de tallos (70 veces mas activo que el
de hojas y seis mas que el de coronas). Resultados simi-
lares se informaron al lograr la mayor recuperacién de la
enzima (0.1-0.6 %) y la actividad enzimatica mas alta a
partir del tallo (2).

Durante la extraccién, se observé en las hojas y co-
ronas la presencia en mayores concentraciones de com-
puestos fendlicos que se oxidan rapidamente y forman
complejos con las proteinas, disminuyendo la actividad
proteolitica, lo que contribuye a los bajos valores de acti-
vidad para extractos de estos 6rganos. Esto unido a los
posibles usos de las coronas y hojas (material de
reimplantacion, alimento animal, abono, fibras para teji-
dos) corroboran las ventajas de aprovechar los tallos como
fuente de obtencién de bromelina. De estos se obtienen los
extractos mas activos y una vez demolidas las plantacio-
nes, se consideran desechos contaminantes de los suelos.

El procedimiento desarrollado en este estudio, para
la obtencién de un extracto de bromelina a partir de ta-
llos, posibilité alcanzar rendimientos de hasta 20.7 g de
extracto.kg™ de tallos y 3.9 g de proteinas.kg™ de tallos,
0 sea, un 18.8 % del producto corresponde a proteinas.
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La comparacién en términos de rendimientos con otras
tecnologias mas complejas descritas no siempre es po-
sible, ya que todos los autores de patentes no informan
los mismos parametros. Sin embargo, estos valores son
superiores a los informados para la extraccion con sol-
ventes organicos (2 a 5 g de extracto.kg™ de masa fres-
ca). No existen informes sobre el rendimiento en térmi-
nos de proteinas. Los valores obtenidos en el presente
trabajo son comparables o incluso en algunos casos su-
periores a los informados en la literatura (2, 5). No se
publicaron informes sobre los rendimientos obtenidos en
la patente rusa (17).

En relacion con los valores de actividad enzimatica
obtenidos frente a hemoglobina como sustrato (6.6 U.mL™,
6000 U.kg™ de tallo), estos fueron superiores a los logra-
dos en todos los procedimientos descritos (2, 5). Los
valores de actividad especifica (1.36 U.mg™ de proteinas)
son comparables o superiores a los citados en la literatu-
ra: 1-1.2 U.mg™ de proteinas con el proceso patentado
en Rusia (17).

En particular, el simple proceso de extraccion em-
pleado estimula a la reflexién; al comparar los extractos
de tallos con los de la bromelina purificada (SIGMA), esta
es solo 1.6 veces mas activa que el producto obtenido
del tallo. Es evidente que la tecnologia desarrollada en
estos estudios no solo es mas simple y econémica, sino
también eficaz en cuanto a rendimientos y calidad (activi-
dad) del preparado enzimatico. Esto se debe fundamen-
talmente a que se minimiza la autoprotedlisis a valores
de pH &cidos y se logra la proteccién-activacion de los
grupos SH. Ninguno de estos enfoques habia sido utiliza-
do antes en la obtencion de bromelina. A esto sumamos
gue la simplicidad de la tecnologia garantiza una menor
pérdida de actividad. Estos factores contribuyen a que
aun sin utilizar procedimientos de purificacion como la
precipitacién, que incrementa los valores de actividad
especifica de los preparados enzimaticos, se obtengan
valores de actividad especifica en el rango o superiores a
los obtenidos por otros autores.

Teniendo en cuenta que en la caracterizacion cinética
del extracto crudo, se utilizé6 un método discontinuo de
determinacion de la actividad proteolitica frente a un
sustrato complejo (hemoglobina), se garantiz6 que los
ensayos se realizaran a velocidad inicial y se trabajé en
un rango lineal de velocidad en funcién de la concentra-
cion de enzima. Son muchos los factores que pueden
contribuir a la desviacién de esta relacién lineal, lo que
constituye la base esencial de la evaluacion cuantitativa
de enzimas (18). La utilizacién de hemoglobina como
sustrato para la caracterizacion de bromelina es ventajo-
sa, ya que es un modelo mas cercano a la mayoria de
las aplicaciones biotecnolégicas de la enzima. El estu-
dio funcional del extracto crudo de bromelina confirmé la
presencia de un preparado muy activo y estable, cuyo
valor de pH éptimo para la hidrélisis de hemoglobina a
37°C durante 20 minutos es alrededor de 7. En relacion
con los valores de pH 6ptimos de esta enzima frente a
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sustratos complejos, ha habido muchas contradicciones
en la literatura. Asi, se ha demostrado que frente a protei-
nas naturales, las mayores velocidades de reaccion se
logran cuando el ensayo se conduce a pH neutro (2),
resultado corroborado en este trabajo.

Los estudios de estabilidad en funcién del pH permi-
tieron comprobar que el extracto es en general estable
en un rango amplio de pH, desde 3 hasta 9. La pérdida de
actividad a pH 2 coincide con otros resultados (19), que
en un estudio de desnaturalizacion acida de bromelina
presentaron la carencia de una estructura terciaria defini-
daapH 2, con pérdidas de la estructura secundaria prin-
cipal a valores de pH inferiores a 4.5 hasta formar un es-
tado no plegado acido a pH 2, mientras que la proteina
conserva la estructura terciaria a valores de pH neutro.

La velocidad de la mayoria de las reacciones quimi-
cas aumenta con el incremento de latemperatura. En el
caso de las reacciones en que intervienen enzimas, el
incremento esperado de la velocidad puede ser anulado
por el aumento de la velocidad de desnaturalizacién. En
este sentido, es necesario tener en cuenta que el valor
de temperatura Gptima de una reaccion enzimatica de-
pende fuertemente de las condiciones experimentales,
ya que factores como la concentracion de enzima, la
concentracién de sustrato, el pH, la fuerza iénica y en
especial el tiempo del ensayo afectan la estabilidad
conformacional de la molécula. Aln en condiciones idén-
ticas, pequefias diferencias en la duracién del ensayo
pueden cambiar drasticamente estos valores (18). El ex-
tracto crudo de bromelina evaluado mostré un rango am-
plio de temperatura (hasta 50°C), donde la actividad fue
méaxima en las condiciones de pH, concentracién de en-
zima, concentracién de sustrato y tiempo ensayados, es
decir, 20 minutos. Se informé que la mayor capacidad
caldrica para la hidrélisis de sustratos complejos, como
proteinas (2), durante 30 minutos de reaccion enzima-
sustrato, se logra a 40°C y a medida que la temperatura
aumenta se incrementa la pérdida de la actividad. Estas
diferencias encontradas para una misma enzima pueden
estar relacionadas con el grado de pureza del preparado
enzimatico, la concentracién de enzima y el tiempo, en-
tre otros factores.

En este estudio se obtuvo un rango de temperatura
Optima desde 37 hasta 50°C con igual actividad
enzimatica, lo que indica que el efecto de
desnaturalizacion ya comienza desde 37°C y no posibili-
ta un aumento de la velocidad con la temperatura. Sin
embargo, los resultados de los ensayos de estabilidad
térmica indican que la enzima es estable a 50°C durante
cuatro horas y hasta 40°C durante 40 horas. Esta contra-
diccién solo podria explicarse sila desnaturalizacion, que
evidentemente comenzé desde temperaturas inferiores,
es un proceso reversible, de modo que la enzima
preincubada hasta 50°C recupera su conformacién nativa
en el ensayo de actividad en condiciones 6ptimas. Este
no es el caso del experimento de actividad en funcién de
la temperatura.
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La conservacién en el tiempo de las enzimas sin
pérdida de actividad es muchas veces un problema. Para
prevenir pérdidas de actividad, las muestras deben con-
gelarse a muy bajas temperaturas (-20 6 -40°C). La
liofilizacién es un método recomendable, que frecuente-
mente rinde un polvo soluble y activo (18). En los estu-
dios de conservacién del extracto crudo en el tiempo, se
observo que la liofilizacion es el mejor método para con-
servar el producto. El preparado crudo de bromelina man-
tuvo hasta un 80 % de su actividad durante un afio, lo que
resulta satisfactorio teniendo en cuenta que se han infor-
mado pérdidas de hasta el 40 % durante ese tiempo (14).

Desde que se realizaron los primeros aislamientos de
bromelina, la masa molar ha sido muy estudiada y se han
informado resultados contradictorios en dependencia del
grado de pureza del extracto. En investigaciones realiza-
das (2), la masa molar por andlisis de los perfiles
electroforéticos resultd ser de 26 000 Da. Resultados méas
recientes, por espectroscopia de masa, refieren un valor de
24 500 Da (14). Este valor coincide con la masa molar de-
terminada por electroforesis bidimensional en este estudio.

La purificacion de la enzima posibilité su
secuenciacién en la region amino terminal (25
aminoécidos), que identifican sin ambigledad que el pico
mayoritario con actividad proteolitica, desde el extracto
hasta el preparado de mayor pureza, corresponde a
bromelina de tallo (16). La masa molar y el punto
isoeléctrico también coinciden con los descritos para esta
enzima (14, 19). Esta identificacidn constituye un control
de calidad de los preparados enziméaticos, lo que demues-
tra sus potencialidades de uso en la industria y
biomedicina.

CONCLUSIONES

# E| disefio de condiciones de extraccion, en las que se
utilizan protectores del centro activo de la enzima, a
un pH cercano al fisioldgico de la planta y alejado del
optimo, permitieron desarrollar un método novedoso,
sencillo y econdmico, para la obtencién de un prepara-
do crudo de bromelina de tallo de pifia con altos rendi-
mientos de proteina y actividad enzimatica.

# |a caracterizacion del extracto crudo de tallos permi-
ti6 comprobar la presencia de un preparado enzimatico
muy activo y estable, con una fraccién proteica mayo-
ritaria de masa molar igual a la descrita para bromelina
de tallo, un valor de pH 6ptimo cercano a 7 frente a
hemoglobina, buena estabilidad en un rango amplio de
pHy temperaturas hasta de 50°C. El preparado
liofilizado presenta una buena estabilidad de conserva-
cién a -20°C durante un afio.

# |a combinacion de cromatografia de intercambio iénico,
exclusién en gel y cromatografia en fase reversa (RP-
HPLC) permitié identificar una proteina mayoritaria des-
de el extracto crudo de tallo hasta el producto méas
purificado, que caracterizada en términos de masa mo-
lar, punto isoeléctrico y secuencia N-terminal, se de-
mostro que es bromelina de tallo.
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