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INTRODUCCION. 

Las enzimas son unidades funcionales del metabolismo 

celular que actuando en secuencias organizadas catalizan los cen

tenares de reacciones escalonadas que van hacia la síntesis y/o 

degradaci6n de prácticamente todas las biomoléculas. Dentro de la 

gran variedad de enzimas que participan en el metabolismo de los 

seres vivos se encuentran las enzimas proteolíticas, que han sido 

objeto de estudio de muchos investigadores durante los ~!timos 75 

años. Indudablemente la raz6n de este interés se debe a la gran 

importancia metab6lica que tienen en la degradaci6n total o par

cial de las proteínas en casi todas las formas de vida. 

Las proteasas son hidrolasas que al actuar sobre los en

laces peptídicos de las proteínas o péptidos hacen posible su de

gradación. Con base en su mecanismo de acción se clasifican en: 

Endopeptidasas o Proteinasas, que hidrolizan enlaces en el interior 

de las cadenas peptídicas de las proteínas y Exopeptidasas o Pep

tidasas, que actuan sobre el enlace extremo de una cadena polipep

tídica bien sea carboxílico (carboxipeptidasas) o amínico (amino

peptidasas) ( 7 l . 

Dentro de las endopeptidasas encontramos: a) aquellas que poseen un 

residuo de serina en su sitio activo, son de origen animal y micro

biano, como la tripsina, la quimotripsina, la trombina, etc.,b) las 

enzimas con un residuo activo de cisteína, en su mayoría de proce

dencia vegetal como la papaína, la ficina, la bromela!na etc,, e) 

las que actuan en un medio muy ácido como la pepsina. 

Dentro de las exopeptidasas encontramos a la carboxipeptidasa A, 

carboxipeptidasa básica, etc. (10). 
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La mayor parte de1 conocimiento bioquímico actual sobre 

endopeptidasas proviene de estudios realizados con enzimas de ori

gen animal y microbiáno. Sin embargo, el hecho de que las proteasas 

vegetales se encuentren en gran proporci6n en los frutos de ciertas 

plantas, facilita su extracción y purificaci6n en gran escala, re

presentando una fuente alterna para la obtenci6n de este grupo de 

enzimas y así, incrementar tanto su conocimiento, como la búsqueda 

de nuevas aplicaciones. 

Se ha reportado la presencia de enzimas dependientes de 

grupos sulfhidrilos (SH) en fracciones parcialmente purificadas y 

en extractos crudos de tallos y frutos de diferentes familias de 

plantas tropicales y subtropicales corno son Caricaceae, Bromelaceae, 

Moraceae, etc. (26, 27). 

Las proteasas vegetales denominadas ?inguinaína y Hemisfe-

ricina se extraen de los frutos de Bromelia pinguin L. y Brornelia 

hernisphaerica respectivamente, y fueron descritos primeramente por 

Asenjo y col. (3), y por Del Castillo y Castañeda (10), estas espe

cies pertenecen a la ±amilia Bromelaceae con una gran variedad de 

plantas estrictamente americanas (5, 23). 

Las plantas del g~nero Bromelia viven en costa arenosa o 

matorral, son rústicas con estolones subterraneos. Sus hojas son 

lisas, fibrosas, sésiles, espinosas en los bordes, arrosetadas, mi

den de 4 a 8 cm de ancho y de 1 a 1.5 m de longuitud o poco más. 

Presentan inflorescencias pedunculadas o sésiles, paniculadas, muy 

tomentosas y escamosas; los sépalos son libres sobre el ovario y 

los pétalos dorsalmente unidos por filamentos, libres en los ápices; 



estambres fijos en el túbo de la corola, inclusos, de anteras an

gostas agudas; el ovario es ínfero. Los frutos de Bromelia pinouin 

son bayas amarillo-anaranjadas, ácidas ovoides de 3 a 5 cm de largo 

por 2 cm de grosor. Los frutos de Bromelia hemisphaerica son amari

llo-violáceos de aproximadamente 8 cm de largo por 2 a 3 cm de gro

sor, crecen en el centro de la planta (21). 

En México, B. pinguin se localiza en los estados de 

Sinaloa, Veracruz, Jalisco, Yucatán, Oaxaca y Nayarit, y 

~- hemisphaerica en los estados ne Morelos, Guerrero, Michoacán y 

Chiapas. 
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La Pinguinaína y la Hemisfericina al poseer en su sitio ca

talítico un residuo de cisteína, pueden inhibirse con metáles pesa

dos como Hg, Fe y cu ya que estos metáles reaccionan facilmente con 

los grupos SH (35). La inhibici6n es reversible en presencia de 

compuestos que contienen grupos SH libres, como cisteína, 2-mercap-

t.oetanol. y otZ"os ag.s:nte3 ::-e..:!uct.cre;::; cow.a N.::4CN, Y..CN, c't.c., que.:::.:::-

tivan a estas enzimas (35). Este comportamiento es muy similar al 

de otras proteasas vegetales como la papaína y bromelaína, por lo 

que el. mecanismo de. acci6n propuesto p~rn cxplic~r la hidr6lieis de 

proteínas por papaína puede tentativamente aplicarse a estas enzimas 

en la serie de reacciones (Fig. A) 

(14' 15). 

que se describen a continuaci6n 

En I se encuentran tanto la enzima corno el sustrato (E,S) que al 

unirse dan lugar al complejo de Michaelis (E-5) sin enlaces covalen

tes (II) y sujeto a la constante de disociaci6n Ks. 

El proceso de acilaci6n es el paso de II a III con formaci6n de un 
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Figura A. 
o 

enlace tioéster entre el grupo R~~ del sustrato y el SH libre del 

sitio catalítico de la enzima y la liberaci6n de un producto (P1 ); 

el proceso de acilaci6n es regido por la constante K2 • 

En el tercer· paso de "desacilaci6n" (de la fase III a IV) intervie-

ne el agua realizando un ataque nucleofílico, al carbono unido al 

S formador del tioéster, con la consiguiente liberaci6n del segun-

do producto {P 2 ) y de la enzima libre (enzima SH) capaz de seguir 

la catálisis. 

·I. HEMISFERICINA. 

La Hemisfericina es una proteína con un peso molecular de 

24,üOO daltones, con un grupo SH libre y 9 formas moleculares to-

das ellas activas (determinadas por electroenfoque). Cada una de 

las bandas posee valina como único aminoácido N-terminal y serina 

como Gnico aminoácido e-terminal; estos resultados se internretaron 

como sustituciones internas de aminoácidos que dan lugar a ras múl-

tiples formas moleculares (13). 

En estudios posteriores, se report6 en Hemisfericina la existencia 

de una proteasa de bajo peso molecular que se denominó Hemisferi-
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cina nializable (H-D) que por doble irununodifusi6n cruza totalmente 

con Hernisfericina. 

Cuando ambas proteasas se someten a_ electrof6;;',;,5úLen.·ge1>··de poli-
...... ·-~·-· ~-· .. ·_;-

acrilamida, libre de agentes reductores y á.esnatÚra1i2:''1.nt~s, la 

Hemisfericina Dializable· muestra 3 bandas-y laHemisfericina 7 - 8 

bandas todas con actividad enzimática sobre gel.atina. _A -su vez, 
\ 

cuando se someten a electroforesis en gel de poliacrilamida con 
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dodecil. sulfato de sodio y 2-mercaptoetanol (SDS-PAGE), muestran un~ 

sola banda de aproximadamente 8,000 daltones de peso molecular 

(9). Con base en estos resultados, se postul6 un modelo (2) que con-

sidera. la posibilidad de asociaci6n entre mon6meros de e ,000 dalto-

nes de peso molecular a través de grupos SH libres forro.ando enlaces 

disulfuro transversales o bien, asociaci6n de los mon6meros a través 

de uniones no covalentes, form&ndose en consecuencia mediante este 

tipo de enlaces o una combinaci6n de ellos, dlineros, trfmeros, te-

trá.meros, f.'8n t.ám.aro::::;, etc. / siendo la asociaci6n más frecuente la 

formada por 3 monómeros, que correspondería a la Hemisfericina re-

portada de peso molecular cercano a 24,000 daltones. Así, una po-

sible estrnctura de las fonnas moleculares que presenta Hemisferi-

cina y que correspondería con el nllmero de bandas encontradas por 

electroforesis y por electroenfoque se esquematiza en la figura B. 

El. p~ptido principal se representa por una linea, con valina y 

serina como aminoácidos terminales y un solo grupo SH libre según 

les datos reportados (2). Al analizar el esquema, los dfmeros pueden 

preB<>ntarse en dos forR1as: a) con una uni6n disulfuro s-s ~· b) con 

dos grupos SH libres y el mismo peso moleculc>r. Asi se explicaría 

la presencia de tres bandas en la forma dializable con diferente 

movilidad encontradas al ser sometidas a un campo eléctrico. Este 
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razonamiento es válido para el resto de los polímeros. El porcen

taje aproximado de estas formas se considera en un'3% para mon6meros 

y dímeros, un 9.5% para trímeros y un 2% para polímeros de alto peso 

molecuJ.ar. 

II. PINGUINAINA: 

Toro-Goyco y col. (35) reportan la Pinguinaína como una 

rnolécuJ.a de aproximadamente 25,000 daltones de peso moJ.ecular, una 

composici6n de aminoácidos muy similar a J.a de la papaína, con ala

nina corno aminoácido e-terminal. y lisina como aminoácido N-terminal, 

con un solo componente enzimático en la variedad Puerto Rico ( 4 

mientras que Messing, A. R. (25) reporta dos componentes en la 

variedad Cubana. Recientemente, en la variedad Mexicana se comuni

c6 J.a presencia de dos componentes con identidad inmunol6gica, que 

en electroforesis en gel de poliacrilamida libre de agentes reduc

tores y desnaturalizantes revelan 5 bandas proteicas activas. Estos 

resultados se interpretaron corno debidos a ligeras variaciones en 

la molécula, suficientes para modificar su movilidad eJ.ectroforéti

ca (20) .-

El hecho d.e que los componentes enzimáticos de J.a Pingui

naína presenten identidad inmuno16gica por doble inmunodifusión con 

suero antiPinguinaína, y dada su cercanía filogenética con la Hemis

fericina con la que guarda una relaci6n antigénica muy cercana (ya 

que cruzan parcialmente entre sí, pero con gran similitud), así como 

la presencia en el jugo de ª-=. pinguin de un componente de bajo peso 

molecular, dializable y con actividad proteolítica (como en Hemis

fericina) (36), nos hace suponer que Pinguinaína también presente 

el fenómeno de asociación-disociación observado en otras proteasas 



MATERIALES Y METODOS. 

l. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LAS ENZIMAS. 

l.1.- Fruto. 

Los frutos de ~' hemisphaerica y ~· pinguin fueron colec

tados en los estados de Morelos y Nayarit, México, respectivamen

te, y se almacenaron hasta su uso dentro de bo1sas de polietileno 

en un congelador Reveo-Ultra Low a -40ºC. 

1.2.- Obtenci6n del jugo. 

El jugo de los frutos de ambas bromeliaceas se obtuvo por 

maceraci6n en un mortero y filtraci6n a través de gasa; posterioE 

mente, se centrifug6 a 20,000 rpm durante 30 minutos en una cen

trífuga refrigerada International PR-6, con objeto de eliminar el 

material no soluble. Los precipitados se descartaron, y los sobre 

nadantes se dializaron contra amortiguador de citratos 0.02 M pH 

5.5 con acetato fenil mercUrico 1 x 10-4M (citratos-mercurial) 

1.3.- Cromatografía de exclusi6n molecular. 

En Li.1lcl colü.llll1d. <lt: 22 X 2. 5 Cltl \Phcl:Cltlé:l.t.;Ídj ~mpetcc1.Üa con s~ 

phadex G 75-120 (con límite de exclusi6n de proteínas de 80,000 

daltones) y equilibrada con amortiguador de citratos-mercurial, 

se aplicaron 5.0 ml de jugo dializado de B. hemisphaerica utili

zando una bomba peristáltica LKB Varioperpex, con fl~jo constante 

de 34 ml/hr. Se colectaron fracciones de 4.0 ml en un colector 

LKB Redirac, empleando amortiguador de citratos-mercurial como 

eluyente. Para el jugo dializado de B. pinguin se utiliz6 una co

lumna de 100 x 2.5 cm con flujo constante de 35 ml/hr, y se cole~ 

taran fracciones de 4.0 ml, con citratos-mercurial como eluyente. 

10 
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A las fracciones colectadas se les midió su absorbencia a 280 nm 

en un espectrofot6metro Zeiss PMQ II, y se determinó la actividad 

proteolítica sobre. caseína para las fracciones obtenidas de B. 

pinguin, y sobre Hide Powder Azure (colágena a la que se acopl6 

covalentemente en los residuos de hidroxiprolina el colorante 

azul de remazol brillante) para las de ~- hemisphaerica. 

2. ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE LAS ENZIMAS. 

2.1.- Actividad enzimática sobre caseína. 

Se emple6 el método de Kunitz (16), modificado como se 

describe a continuaci6n: a 20 ~l de cada fracción colectada se le 

añadi6 0.9 ml de amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.6 y 0.1 ml 

de cisteína 0.2 M como activador (concentración óptima determina

da previamente). La mezcla anterior se preincub6 en un baño a 

37 ºC durante 30 minutos con el fin de lograr la activación de la 

enzima; inmediatamente después se añadi6 1.0 ml de caseína al 4% 

(Merk) disuelta en amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.6, y se i~ 

cub6 dura~tc 20 minutos. Trñnscurrido este tiempor se añadieron 

3 ml de ácido tricloroacético ai S% para suspender la actividad 

proteolítica, y se dejó reposar durante 20 minutos a temperatura 

ambiente. Se filtró el contenido de los tubos y se midi6 su abso~ 

bencia a 280 nm , contra un blanco de reactivos tr~tado de igual 

manera, pero sin enzima. 

La actividad enzimática se expresa en ~moles de tirosina/min/ml. 

Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima que 

transforma un micromol de sustrato por unidad de tiempo (minuto), 

medido corno tirosina liberada bajo las condiciones del experimen

to. La actividad especifica se expresa en número de unidades por 
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miligramo de enzima. 

2.2.- Actividad enzimática sobre Hide Powder Azure. 

Se empleó el método de Rinderknecht (30), modificado como 

se describe a continuación: a tubos de ensaye (13 x 100 mm) cent~ 

niendo 20 )-\l de cada una de las fracciones colectadas, se les añ~ 

di6 4.0 ml ~e Tris-el o.os M pH 7.8 y 0.1 ml de cisteína 0.2 M; 

esta mezcla se preincubó en un baño a 37 ºC durante 30 minutos, 

con la finalidad de lograr la activaci6n de la enzima y eliminar 

por competencia el efecto inhibidor del compuesto mercurial. Inmc 

diatamente después fue vertida sobre tubos con 10 mg del sustrato 

azure (Calbiochem, USA), los tubos se mantuvieron a 37 ºC hasta 

la aparición del color azul. La reacci6n se detuvo colocando los 

tubos en baño de hielo. El tiempo de reacción se registr6 desde 

el momento en que la mezcla que contenia a la enzima activada fue 

vertida sobre los tubos con el sustrato, hasta la aparición del 

color, el tiempo máximo fue de 30 minutos. La intensidad del co

lor variará dependiendo de la actividad enzimática. 

El contenido de los tubos se filtro y los filtrados se leyeron a 

595 nm en un espectrofotómetro contra un blanco de reactivos tra

tado de igual manera pero sin enzima. La absorbencia de las frac

ciones se dividió entre el tiempo de reacción. La actividad enzi

mática se expresa como absorbencia/min/ml. Una unidad de activi

dad es definida como la cantidad de enzima que origina un incre-

mento de una unidad de D.O. por minuto de reacción bajo" las con-

diciones experimentales. La actividad específica es el nillnero de 

unidades por miligramo de enzima. 
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3. DETERMINACION DE PROTEINAS. 

Para la determinación de proteínas tanto de los jugos to

tales como de las formas filtradas en gel se empleó el método de 

Lowry (21.), el cual es una modificación del método de Folin-Ciocal 

teau, basado en la determinación de los aminoácidos tirosina y 

triptofario, presentes en las proteÚ1as. Debido a que la cantidad 

de estos aminoácidos varía en las diferentes proteínas se requie-

re una curva de referencia. 

Soluciones. 

Al Tartrato de sodio y potasio al :2%. 

A2 Sulfato de cobre al l.%. 

A3 Carbonato de sodio al 2% en hidróxido de sodio 0.1 N. 

B.- Mezclar 0.5 ml de tartrato de sodio y potasio, 0.5 ml de sul

fato de cobre y 50 ml de carbonato de sodio. Esta solución se pr~ 

para momentos antes de utilizarse, ya que es funcional por breve 

tiempo. 

c.- Reactivo de Folin-Ciocalteau diluido con agua.destilada· l:l. 

Preparar momentos antes de su uso. 

D.- Referencia de proteinas: albumina sérica bovina a una concen

tración de l. mg/ml en solución salina 0.85%. 

Procedimiento. 

- En tubos de ensaye de 1.0 x 1.00 mm se colocaron 20 ).\l de la mue~ 

tra problema y 3BO ).\l de la solución de NaCl 0.85% (independient~ 

mente del volumen de muestra empleado, esta deberá ser llevada a 

un volumen total de 0.4 ml). 

- A continuación se añadió a cada tubo 2.0 ml de la solución B, 

se mezcló y se dejó reposar a temperatura ambien·<:e por 1.0 minutos. 
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- Transcurrido este tiempo se añadi6 a cada tubo 0.2 ml del reac-

tivo de Folin-Ciocalteau, se mezcl6 y dej6 en reposo 30 minutos a 

temperatura ambiente en obscuridad, posteriormente se leyeron los 

tubos en un espectrofot6metro a 500 nm contra un blanco de reacti 

vos tratado de igual manera que las muestras. 

- Los valores obtenidos se interpolaron en la curva patr6n eÍabo-

rada previamente, empleando como referencia albúmina sérica bovi-

na en concentraciones crecientes de O a 250 ~g. 

4. DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES. 

Se emple6 el método fenol-ácido sulfarico de Dubois y col. 

(11), el cual es un método sencillo, rápido y atil tanto para mo

nosacáridos como para sus derivados metilados, as~ corno oligosac~ 

ridos y polisacáridos. 

Soluciones. 

A.- Solución acuosa de fenol al 5%. 

B.- Acido sulfarico concentrado. 

e. - Referencia de azií.car: -gl ucosa~e!l_ \l_na; ~ojid~ntfB.<!:i6n _de 1 mg/ml 

en agua destilada. -~'.;'~ -,,_, : ., ; ' -, 
•" ,.; .. ;_: :··::·:_':~ ·.~-:~-- :·; ~· .. '·· '• .. --

Procedimiento.. ··,·::.>» 9>'-·'.,;··~ ,-;._ 1 _,_;··:·.\·_· 

:,:n :::::.::n:::•:• .::'; ::'.::~ =~~=1~J~b~i~~~~~~f ª.:•::= 
lumen total de O. 5 ml. -- 'e•/ " :Jf.~'. ;_,i> _/': 

- A continuaci6n se les añadi6 O.J ~i ~~- ~eh~'i al,)¿~', 6c:iic:Ícando 

los tubos en un baño de hielo. 

- se agreg6 a cada tubo 1. 8 ml de>· ácido ·sulfarico concentrado me~ 

clando con un vortex y se midi6 la absorbenc_ia en un espectrofot~ 

metro a 480 nm contra un blanco de reactivos. 
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- Las lecturas se interpolaron en la curva patrón previamente el~ 

borada siguiendo el procedimiento anterior con glucosa corno refe-

rencia, en concentración de O a 80 ~g. 

5. PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO. 

Con el proposito de concentrar las muestras y aumentar su 

pureza, las enzimas obtenidas por filtración en gel se precipita-

ron con sulfato de amonio sólido, que se añadio de manera gradual 

(precipitación fraccionada) . A una concentración elevada de la 

sal se elimina el agua de hidratación de las moléculas proteicas 

reduciendo su solubilidad, por lo que la proteína precipita de la 

solución, sin perder su conformación nativa (18). 

Procedimiento. 

El sulfato de amonio agregado a fin de alcanzar_ la satur~ 

ción deseada se calculó de tablas de referencia, considerand~ que 

para precipitar una solución de proteínas al 100% de saturación 

se requieren 767 g/l. 

- La pi:ecipitaci6n de la proteína- se observo "al.canzar una 

saturación del 100~. 

- La solución precipitada se mantuvo en reposo toda la noche y 
- -

posteriormente se centrifugó a 15,000 rprn a.· 4-.-ºC -por 30 minutos. 

- Las enzimas precipitadas se resuspendieron en solución salina 

0.85% y se dializaron exhaustivamente contra esta misma solución, 

hasta obtener una prueba de sulfatos negativa. Esta prueba consi~ 

te en colocar en un tubo de ensaye volumenes iguales de cloruro 

de bario al 1% y de la solución en que se dializaron las enzimas. 

Si hay presencia de sulfato de amonio éste reacciona con el cloru 

ro de bario y forma sulfato de bario insoluble que precipita y en 
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turbia la soluci6n, indicando una prueba positiva. 

Las enzimas purificadas y concentradas mediante el proce

dimiento anterior se emplearon para realizar el estudio electrofo 

r~tico en gel de poliacrilamida. 

6. OBTENCION DE HEMISFERICINA DIALIZABLE (H-D) Y PINGUIN~INA DIA

LIZABLE (P-D). 

Las soluciones de las enzimas precipitadas con sulfato de 

amonio se dializaron contra amortiguador de citratos-mercurial 

0.02 M pH 5.5, de la siguiente manera: 

- Bolsas de diálisis conteniendo 15 ml de soluci6n de las enzimas 

(3mg/ml) se sumergieron en 10 rnl de amortiguador, sac~ndose inme-

diatamente, se considera este tiempo como tiempo cero. 

- A continuaci6n se sumergieron nuevamente los sacos de diálisis 

·en· el mismo volumen de amortiguador, realizando cambios a las 12, 

24 y 48 hrs. 

- Posteriormente a cada cam\;lio de amortiguador se~le~·ae·terminaron 

proteínas y actividad proteolitica. 

7. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA• 

El gel de poliacrilamida es un soporte con gran estabili-

dad química y mecánica, y gran transparencia, que proporciona una 

alta pureza analítica y permite el análisis y la separaci6n de 

mezclas de proteínas. En la electrÓforesis convencional (PAGE) la 

separación depende de la carga~ tamaño y forma de las moléculas. 

La electroforesis en gel de.poliaorilamida con dodecil sulfato de 

sodio y 2-mercaptoetanol (SDS-PAGE) permite la separaci6n de sub

unidades proteicas y la ·de.terini.naci6n de sus pesos moleculares. 



Es especialmente útil en el análisis de muestras con componentes 

múltiples asi como en sistemas de subunidades de proteinas vira

les, irembranas., ácidos nucleicos y enzimas dificiles de disociar 

por otros medios. 
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Las proteinas en soluci6n en presencia de sos y 2-mercaptoetanol 

adquieren una carga negativa al ser· recubiertas por moléculas del 

detergente ani6nico SOS y simultáneamente sus puentes disulfuro 

se rompen, lo que permite la disociaci6n de sus subunidades al 

desplegarse cada una de las cadenas polipéptidicas que las const~ 

tuyen. Asi, cuando una proteina tratada de esta forma es sometida 

a SDS-PAGE, su velocidad de migraci6n dependerá basicamente de la 

masa de .la particula SDS-polipéptido, proporcionando el campo 

eléctrico la fuerza impulsora necesaria para el desplazamiento de 

la proteina o de sus subunidades. 

El efecto tamizador de los geles es un factor importante en la s~ 

paraci6n ya que la densidad de la malla o red del gel (tamaño del 

poro) puede variarse al variar l.a concentra.ciún de uc=ila..."Tiida y 

metilenobisacrilamida en un amplio rango, permitiendo la separa-

ci6n de proteinas de muy diferentes tamaños. 

El cálculo del peso molécular se realiza al comparar la ni.ovilidad 

electroforética de una proteina con la de prote.ina·s'-'ae·:.~eferencia 
de peso molecular con_ocido (marcaddres) 

Soluciones. 

A.- Acrilamida-bis 30%:0.B. 
'',. ' 

Disolver 30 g de ac_rilamid¡:¡ y Q. B g -de N;N ~~etilenobisacrilamida 

en agua destilada y aforar a 100 ml. Filt'r~~ -c~~-~ap~l Whatman lll 

y mantener a 4 ºe-en-frasco ámbar. 



18 

B.- Tris-HCl 1.5 M pH 8.8. 

Disolver 18.15 g de tris base en 50 ml de agua destilada, ajustar 

el pH a 8~8 con. HCl ·1 N y aforar a 100 ml. 

c.- Tris".'.'HCl. 0.5.M pH 6.8. 
·' '"·' 

Disolver 3. O g de tris base en 25 ml de agua :á.estiiad.a, 'ajustar el 

pH a 6.B con HCl 2 N y aforar a 50 ml. 

o.- Dodecil sulfato de sodio (SOS) al 10%. 

E.- Persulfato de amonio (PSA) al 10%. 

F.- N,N,N',N'-tetrarnetiletilendiamina (TEMED). 

G.- Amortiguador de muestra. 

Mezclar 10 ml de tris-HCl pH 6.8, 10 ml de glicerol, 2 ml de azul 

de bromofenol al 0.1% y 18 ml de agua destilada. Para SDS-PAGE 

agregar 10 ml de SOS 10% y 1.0 ml de 2-mercaptoetanol. 

H.- Amortiguador de corrimiento. 

Disolver 15 g de tris base y 72 g de glicina en agua destilada. 

Aforar a 5 litros, verificar que el pH sea 8.3. Para ser utiliza-

do en SDS-PAGE agregar 5 g de sos. 

I.- 501ución fijadora para proteínas. 

Mezclar 4 00 ml de metanol con 70 ml de ácido acético .. y aforar a 

1 litro con agua destilada. Guardar en frasco ámbar •. 

J. -. 50luci6n fijadora para glicoproteínas. 
- ': ~~ ~~·:.:~~ ;' 

70 ml de ácido acético se aforan a 1 litro ·con ,agua·: destilada. 

K. - Solución ?ara tinción de proteínas. 

Disolver l. 25 g de azul brillante de CoomaÍ;rnie .eri·'· 454 ml de meta

nol al 50%, agregar 46 ml de ácido acético0::Agitar durante 30 mi

nutos y filtrar. 

L.- Solución para tinción de glicoproteínas (Reactivo de Schiff). 
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Disolver 1 g de fuscina básica en 200 ml de agua destilada en eb~ 

llición, ·agitar por 5 _·mi_nutos. Cuando esta solución se encuentre 

a 50 ºC filtrar y añad:ir'a1· f.Lltrado 20 ml de HCl 1 N. Enfriar a 

25 ºC y añadir. 1 g de metabisulfito de sodi.o o potasio, ·dejaz: en 

reposo durante. ·12 .. :~ 24 hr en la obscuridad. 

Agregar :2· -~ de .carbón activado y agitar por y 

guardar.en. frasco ámbar. 

M.- Solución desteñidora para proteínas. 

Mezclar 300 ml de etanol con 200 ml de ácido 

litros con agua destilada. 

N. - Solución desteñidora para 'glicoproteínas. 

100 ml de ácido acético se aforan a un litro .con. a~1u.a:·u1a,._i::.0L.i.C1.c1C1. 

!'l.- Gel de separación, concentración de 11.5%\ 

En un matraz ki taza to se mezclan 11. 5 ml de. acrilamida-bis 30%:0.B, 

7. 5 ml de tris-HCl 1. 5 M pH B. B y 10. 55 ml de agua destil.ada. De§_ 

gasificar con vacío por 3 a 5 minutos. Agregar 0.05 ml de PSA al 

10% y 10 }..\l de TEMED, mezclar suavemente y aplicar de inmediato a 

1 as placas de vidrio. Para ser -utilizado en SDS-PAGE agr_egar O. 6 

ml de SDS al 10%. 

O.- Gel de concentración. 

Mezclar 2.5 ml de acrilamida-bis 30%:0.B, 3.75 ml de tris-HCl 0.5 

M pH 6.B y 8.55 ml de agua destilada. Desgasificar con vacío por 

3 a 5 minutos~· agregar 0.05 ml de PSA 10% y 7.5 ).\l de TEMED, me~ 

clar suavemente y aplicar inmediatamente a· l_as: placas. Para SDS-

PAGE agregar 0.15 ml de SDS 10%. 

Procedimiento. 

se utilizó el equipo de electroforesis vertical LKB 2001. 
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- Todos los artefactos y materiales se lavaron con detergente, 

agua corriente y agua destilada. Las placas de vidrio y los sepa-

radores se lavan además con metanol u otro solvente orgánico para 

eliminar los residuos de grasa •. 

- Se sobrepusieron dos placas de vidrio (180 x 160 x 3 mm) colo

cando entre ellas en los extremos laterales dos separadores (1.5' 

nun de grosorl, montándose sobre su base y verificando que los be~ 

des inferiores estuvieran perfectamente sellados para evitar fu-

gas al momento de colocar la solución del gel separador. Se nive-

la la base sobre una superficie plana. 

- Entre ambos vidrios queda un espacio de 1.5 nun donde se deposi-

ta la solución del gel separador, que se prepara momentos antes 

de su aplicación. 

- Bn la parte superior se estratifica agua destilada para evitar 

que se deshidrate el gel y facilitar su polimerización horizontal. 

Dejar polimerizar durante dos horas. 

Se elimina por decantación el agua y se seca con papel filtro. 

Se coloca un peine de diez pozos (los espacios ocupados por los 

pies del peine serán los sitios de aplicación de ]:as mues.tras). 

- A continuación se prepara el gel concentrador y se aplica en el 

espacio libre entre el gel de separación y el peine, hasta el bor 
\ 

de superior de las placas. Dejar polimerizar durante una hora. 

- Transcurrido este tiempo, se retira el peine y los sitios de 

aplicación se enjuagan varias veces con agua destilada, 

Preparación de las muestras. 

SDS-PAGE. Las muestras (enzimas) se mezclaron-con un volumen 

igual de amortiguador de muestra y se - inC::utiaron--sig\l.iendo un pa-
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trón de variaciones de temperatura y tiempo de incubación. 

Marcadores para SDS-PAGE. Las muestras de las proteinas de pe

sos moleculares conocidos, y que sirven como marcadores se disol

vieron en amortiguador de muestra para SDS-PAGE y se incubaron a 

100 ºC durante un minuto. 

PAGE convencional. Las muestras se mezclaron con un volumen 

igual de amortiguador de muestra, que permite que corran a través 

del gel y el colorante que contiene nos facilita la observación 

visual del desplazamiento del frente durante el corrimiento. 

Electroforesis. 

- Colocar la cámara superior sobre las placas de vidrio que con

tienen los geles, verificando que esté bien sellada. 

- Colocar 750 ml de amortiguador de corrimiento en la cámara. 

Depositar las muestras en los pozos, utilizando para ello micr2 

jeringas Hamilton de 100 Al• 

- La cantidad de muestra aplicada en los corrimientos efectuados 

fue de 20 ;u_l para Hemisfericina (2.5 mg/ml) y de 10 Al para Pin

guinaina (5 mg/ml); de los marcadorés (SDS-Pl\.GE) se aplicó .en ca

da caso 20 A.l (1 mg/ml). 

- Colocar en la cámara inferior el refrigerante. y co.n~c.tarlo a un 

recirculador <lé agua, ajustado a temperatura constante de 10 ºC. 

- Depositar aproximadamente 3.5 litros de amo'rtiguador de corri

miento dentro de la cámara inferior. 

- Retirar de la base la cfünara superior con l.os geles y col.ocarla 

dentro de la cámara inferior, verific.ando .que no existan burbujas 

de aire en la base de los geles, que al.terarian el flujo de la c2 

rrientee 
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- Colocar la tapa de cámara y conectar el sistema a una fuente 

de poder (Bio-rad 500). 

- Se utiliz6 una corriente constante de 30 mA por placa, con un 

tiempo de corrimiento de 4 hr; el corrimiento se detuvo cuando el 

frente llegó aproximadamente un cm por arriba del limite inferior 

de los geles. 

- Una vez finalizado el corrimiento de desconecta él ·sistema y se 

separan las placas de vidrio para obtener los geles. 

Fijaci6n y tinci6n para proteínas. 

- Los geles se depositaron en un recipiente con ,'~~i;;.f;iÓn.' ·fijadora 

manteniendose as1 durante toda la noche. 

- Se transfieren los geles a otro recipiente •'con ·.;.;·ibr;..nte para 

su tinci6n durante 2 hr. 

- Se elimina el colorante, destiñeñdo.con cambios frecuentes de 

soluci6n desteñidora, hasta que las bandas de proteína se obser-

ven perfectamente definí.das y el resto del gel este transparente. 

Fijaci6n y tinci6n para glicoprote1nas. 

- Los geles se depositan en un recipiente con soluci6n fijadora y 

se dejan durante una hora a temperatura ambiente. 

- La solución fijadora se elimina sustituy€.ndola co.n una solución 

acuosa de ácido pery6dico al 0.2%, en donde permacen durante 45 

minutos a 4 ºC. 

- Inmediatamente después los geles se transfiere.n al reactivo de 

Schiff y se mantienen en refrigeraci6n durante 45 Illinutos. 

- se elimina el colorante y se destiñen los gele.s~·· qé:m·'é::ambios fr~ 

cuentes de soiuci6n desteñidora. 

- Para la retenci6n de las bandas coloreadas :sa'··:recomíenda mante-
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ner los geles en refrigeración. 

Determinaci6n del peso molecular. 

Al observar las bandas claramente definidas en los geles, 

se midi6 la distancia de migración de las bandas desde el inicio 

del gel separador hasta el centro de la banda, la distancia de m~ 

gración se expresa en cm, este valor se divide entre la distancia 

total de migraci6n del azul de bromof enol del frente obteniendo 

así la movilidad relativa (Rf) de las bandas de las muestras pro

blema. Estos valores se interpolan en una curva patrón previamen-

te elaborada graficando los valores de Rf de los marcadores en el 

eje de las abscisas y los logaritmos de sus pesos moleculares en 

el eje de las ordenadas. 

distancia de migración de la banda de proteína 
distancia de migración del frente 

El estudio electroforético de ambas enzimas se realizó 

con las siguientes variables: 

A. Electroforesis convencional (PAGE). 

B. En presencia de SDS y 2-mercaptoetanol (SDS-PAGE). 

a) con diferentes temperaturas de incubación 40, 60, 85 y 100 

ºC, y tiempo de incubación de 10 minutos en todos los casos. 

b) con diferentes tiempos de incubación de O a 30 minutos (va-

riaciones de 5 minutos), a una temperatura de 85 ºC. 

c) diferente temperatura de incubación de 65 a 85 ºC (variaci~ 

nes de 5 ºC), y tiempo de incubación de 10 minutos. 

d) con incubación de las muestras durante 60 minutos a 100 ºC. 

c. En presencia de SDS y sin 2-mercaptoetanol. 



a} con diferentes temperaturas de incubación 40, 60, 85 y 100 

ºC, y un tiempo de incubación de 10 minutos en todos los casos. 

24 

b} con diferente tiempo_ de incubación de O a 30 minutos (vari~ 

cienes de c5· min_uto.s) y una temperatura de 85 ºC. 

Determinación de actividad proteol:ltica de las muestrÍ3.s separadas 

por electroforesis. 

Para esta prueba se corrieron ambas enzimas en PAGE con

vencional, una vez terminada la corrida se cortaron tiras del gel, 

conteniedo cada una un solo tipo de banda proteíca. Cada tira, 

sin fijar ni teñir, se colocó en 4 ml de amortiguador tris-Cl 

O.OS M pH 7.8 durante 30 minutos a fin de extraer toda la enzima, 

y posteriormente se determinó la actividad enzimática del extra~ 

to sobre Azure. 

8. PRUEBAS INMUNOQUIMICAS. 

8.1. Obtenci6n de antisueros. 

Las enzimas obtenidas por filtraci6n_molccular en gel se 

mezclaron con adyuvante completo de Freund, y se inmunizaron en 

conejos de la cepa Nueva Zelanda. 

Las inmunizaciones se efectuaron semanalmente con 600 .qg de cada 

enzima, resuspendidas en solución salina 0.85% y mezcladas volu

men a volumen con adyuvante completo de Freud. Se aplicaron por 

via subcutánea. 

Después de 4 inmunizaciones se sangraron los conejos de la vena 

marginal de la oreja, permitiéndose la coagulación espontánea de 

la sangre y separando el suero con pipeta Pasteur. 

Los sueros se mantuvieron a -40 ºC hasta su uso. 
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8.2. Doble inmunodifusi6n. 

La presencia de anticuerpos se estimó precipitando el an

tígeno {enzimas) con el antisuero específico, por doble inmunodi

fusi6n, al difundir ambos en una capa semisólida {tal como el gel 

de agar), formándose bandas de precipitación en el sitio donde la 

concentraci6n es óptima para los reactantes. 

Se realizó siguiendo la técnica descrita por Ouchterlony (26). 

Soluciones. 

A.- Agar al 1.5%. 

Disolver por calentamiento 1.5 g de agar puri:ficado ·en 100 ml de 

solu"ci6n salina 0.85%. Añadir i·ml de azida de séidiÓ 1%. 

B.- Soluci6n teñidora. 

Di sol ver 50 O mg de amida negro en 100 ml 'de á6úl.o ·a6€.ti6o al 5%. 

c.- Soluci6n desteñidora. 

Acido acético al 3%. 

D.-· Soluci6n preservadora.,. 

Mezclar 10 ml de glicerol con.90 ml de soluci6n salina·o.85%, adi 

cionada de mercurial. 

Procedimiento. 

- En cajas de Petri de 10 cm de diámetro colocadas sobre una su

perficie totalmente horizontal, se depositaron 20 ml de la solu

ci6n de agar en ebullición, y se dej6 solidificar. 

- Se realizaron 5 perforaciones en el gel, un pozo central y cua

tro pozos periféricos equidistantes. 

- En el pozo central se coloc6 el antisuero, que se dejó difundir 

durante 24 hr. 

- En los pozos periféricos se depositaron los antígenos {Hemisfe-
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ricina, Hemisfericina Dializable , Pinguinaína y Pinguinaína 

Dializable) . 

- Las cajas de Péfri '3e ~~-íi:liv:i:fI~'-i)i:_fü uri arnb:i~llte hwnedo a t_emp~ 
mb" ··-·-' '"·:':::.}: :C:C'•::--·· 

ratura a iente~_.-_ ;;·.::· --:·:,'•;;_~•.:<.··•y,•,:sJ"· ')1~.--·,·,.,· ::·- -.· :· _,¿:;> ···'<I.<' _. _ 
- Se examin6 :. per:í.6dti::afaeñte::C°eÚ desarrolio., ~~>ras ;bandas·' de preci-

pi taci6n y cuan~c):.1aE;.~~I;~u~---~1f,f~~f_'1;¡;~~~~~§in ,exh~ustiv~mente con 

soiuci6n sal.ina~iiiE>i.~i~'fili;;f~:.;;úUiii:;{f':iha.úd:a:d. 'de remover las protef. 
nas no reac~iori~·~·f~-~:._::::: ':<::.? .. ::·-.· ~~:~i~· __ /-~:-::·:- ;:--··:?:-':·~-

- A continuaci6hse tn.;,_~thifb_ei'{Jel.en sol.uCi6n preservadora duran 
~..:,, --- ! --~ •·•. ··~_c...,·=-. 

te tres días: > 'r : •·: >· . 
- El gel se retir6. ·a.e.:i'a :c_aja·: de Pe.tri; se col.oc6 sobre una pl.aca 

de vidrio y se sec6 ~on~a~<'!l;Útro a temperatura ambiente. 

- Posteriormente se: ti.ñ.6·coñ=•i.;,,- so.1..":C:i6n de amida negro 0.05% du

rante 20 minutos· y el.:'.·éx',des~·;,:d~-- col.or_ante se eliminó con cambios 

frecuentes de sol.tic'ú;il;•:d.Eist;;f\fdc:fra',_ ·hasta observar claramente l.as 

bandas de precip¡ taci~~j ;:• 
•. • - ' - -·: . ~' ._e 

- Las placas se secaron .eón.: aire en posici6n vertica_l.,. 



RESULTADOS. 

I. Aislamiento y purificación de las enzimas. 

El jugo de los frutos de ambas Bromeliaceas es de un color 

amarillo. La tabla l muestra que el peso promedio del fruto es ma

yor para ª· pinguin obteniéndose por lo tanto mayor cantidad de 

jugo por cada fruto, los valores de pH son muy similares (ácidos) 

en ambos casos. La cantidad de azúcares totales es mayor para ~· 

pinguin así como la cantidad de proteínas, mientras que la concen

traci6n de azúcares reductores es mayor para ª" hémisphaerica. 

Cromatografía de exclusi6n molecular. 

En el perfil de elución en Sephadex G-75 (~ig. 1) 0 ue pre-
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senta el jugo deª" pinguin, se observan 2 picos. El pico I, oue 

sale dentro del volumen de exclusi6n, con escas~.actividad enzimá

tica sobre caseína, y el pico II, con elevada ad~ividad enzimática. 

El perfil de eluci6n en Sephadex G-75 (xig. 2) para el juqo 

de ª· hemisphaerica muestra 3 picos. El pico I que sale dentro del 

volumen de exclusi6n con alta concentración de azúcares totales 

(tabla 2) y escasa actividad enzimática sobre azure, el pico II, 

con elevada actividad enzimática y menor concentración de azúcares 

totales, y el pico III constituído principalmente por un pigmento 

amarillo. 

En los perfiles cromatográficos de estas proteasas se ob-

serva que el segundo pico de cada una de ellas es el que presenta 

la mayor actividad enzimática. Son estos picos los utilizados para 

la realización del presente trabajo y que denominamos enzimas fil-

tradas. 
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TABLA l. 

Algunas características del fruto y jugo total de 

Bromelia hemisphaerica y ~- pinguin. 

B. hemisEhaerica. B. Einguin 
Peso promedio por fruto 22.0 g 32.9 g 
Volumen promedio de jugo 
por fruto. 10.0 ml 13.0 ml 
pH promedio de jugo. 3.2 3,5 
Proteína en jugo. 6.8 mg/ml B.O mg/ml 
Azúcares totales en jugo. 125.6 mg/ml '155.0 mg/ml 
Azúcares reductores. 29.0 mg/ml 22,0 mg/ml .· 

.• 

TABLA 2. 

Az1ícares.tota1es de.los picos obtenidos por .filtra-

~· hemisEhaerica B. pinguin 
Pico l. 5.0 mg/ml. No determinado 

Pico 2 2.5 mg/ml 3.1 mg/m1 
Dializables. 0.065 mg/ml 0.1 mg/ml 

TABLA 3 

Actividad específica de ambas enzimas sobre Hide 
Powder Azure. 

~•ugo total 

Filtraci6n en gel 

Precipitadas con sulfato 
de amonio. 

B. hemisEhaerica B. º~'.'_'."'uin _, 

Absorbencia/min/ml. 

0.12 

0.5 

0.7 

0.12 

0.6 

0.9 
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Piqura l. Perfil cromatográfico del juqo 
nializado de ~· pinguin en Sepahdex G-75 
se empleó una columna de 2.5 cm x lOO cm 
con flujo constante de 35 ml/hr. Se co
lectaron fracciones de 4 ml. Como eluyen 
te se utilizó amortiguador de citratos -
0.02 M pH 5,5 con acetato fenil re~rcúri
co. La linea continua indica absorbencia 
a 280 nm. y la linea discontinua la o.o. 
de la actividad enzimática sobre caseína. 

: i· 
~ n: ,.,.. 

Figura 2. Perfil cromatográfico del jugo • 
l~ializado de ~- hemisphaerica en Sephadex 
G~75. Se emple6 una columna de 2.5 x 22 cm 
con flujo constante de 34 ml/hr. Se colec
taron fracciones de 4 ml. Como eluyente se 
utilizo zmortiguador de citratos 0.02 M 
pH 5,5 con acetato feni~ mercúrico. La li
nea continua indica absorbancia a 280 nm. 
y la linea discontinua la D.0. de la acti 
vidad enzimatica sobre azure. -

"' "' 
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Actividad específica. 

La tabla 3 muestra los valores de la actividad específica 

sobre azure de.los.jugos ,,de las enzimas filtradas y de las pre

cipitada~.cfin.~'\lif~t:.c:>\1;. amonio al 100% de saturación, observándose 

que la aC:t:{~id.¡{d.;especifíca. ,es mayor en todos los casos para .!!· 
pinguin.~:_ ... ·•·· 

2. EleC:t_rofor~'s:is en g.;;1 de poliacrilamida. 

·";i\:c;:E···~~n.vencio~al. Los corrimientos electroforéticos reali

zados en ausencia de agentes reductores y desnaturalizantes, mues-

tran 3 bandas para Hemisfericina y 2 bandas para Pinguinaína 

('fig. 3) cada una de ellas con actividad enzimática (tabla 4) La 

tinci6n para glicoproteínas con el reactivo de Schiff fue positiva 

para todas las bandas observadas en la tinci6n para proteínas. 

SDS-PAGE. En presencia de SDS y 2-mercaptoetanol. 

a) Con diferente temperatura 40, 60, 85 y 100ºC y 10 m~nutos 

de incubación en todos los casos. 

Las muestras de Hemisfericina incubadas a 40 y 6PºC se resuelven 

en 9 bandas, y las incubadas.a 85 y lOOºC s61o·~m·3;·C:ori .. p.esos mo-

leculares mayores para las bandas obtenidas a 40 y 60°C ; que los 

que se obtienen a 85 y lOOuc {~ig. 4, tabla 5} 

Las muestras de Pinguinaina incubadas a 40 y 60ºC se resuelven en 

5 bandas, mientras aue las incubadas a 85 y lOOºC sólo en 2, con 

pesos nolcculares menores a los que presentan las bandas obtenidas 

a 40 y 60ºC (fig. 5, tabla 6). 

b) Con diferentes tiempos de incubación de 5 a 30 minutos (in

tervalos de 5 minutos) y temperatura de incubación de BSºC. 

Para Hemisfericina obtuvimos un patrón de 3 bandas en todos los 
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Figura 3. PAGE convencional de Hemisfericina(H) 
y Pinguina1na (P). 

TABLA 4, 

Actividad enzim~tica de.las bandas de Hemisferi
cina y Pinguina1na, obtenidas en PAGE convencio
nal. 

_-_Hemisfericina 

Banda 1 

Banda 2 

'Banda 3 

Pinguina1na 

B·anda 1 

Banda 2 

Absorbcncia/min/ml. 

0.075 

0.013 

0.070 

0.080 

0.10 
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40 60 115 100 M 

Figura 4. SDS-PAGE de Hemisfericina con 
diferente temperatura 40, 60, 85 y lOOºC 
y lO minutos de incubaci6n. (M) marcado
res de peso molecular. AnBidrasa carb6-
nica, 29,000; trypsinogeno, 24,000; lac
toglobulina, 18,400; lactoalbúmina,14,200 • 

.,~~ 

~ 

40 so 86 100 M 

Figura s. SDS-PAGE de Pinguinaína con di
ferente temperatura 40, 60, 85 y lOOºC , 
y lO minutos de incubación. (M) marcado
res de peso molecular. Anhidrasa carb6-
nica, 29,000; trypsinogeno, 24,000; lac
toglobulina, 18,400; lactoalbúrnina,l4,200. 
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T~bla 5. Pesos moleculares de las muestras 

de
1
Hemisfericina incubadas a 40, 60, 85 y 

lOOºC. SDS-PAGE. 

Temperatura de 

inc,ubaci6n. 

40 y 60°C 

85 y lOOºC 

Pesos moleculares. 

95,400 
83,100 
75,800 
70,700 
54,900 
50,100 
39,800 
33,200 
30,200 

10.500 
9,000 
8,000 

Tabla 6. Pesos moleculares de las muestras 

de Pinguinafna incubadas a 40, 60, 85 y 

lOOºC. SDS-PAGE. 

Temperatura de 
incUbación. 

40 y 60ºC 

85 y lOOºC 

Pesos moleculares. 

75,800 
72,400 
58,800 
37,100 
32,200 

10,000 
8,000 
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A !! 5 1!l 15 20 :!5 30 ' M 

Pi~ura 6. SDS-PAGE de Hemisfericina con di
ferente tiempo de incubaci6n de 5 a 30 mi
nutos. A BSºC. (A) temperatura ambiente. , 
(M) marcadores de peso molecular.Anhidrasa 
carbónica, 29,000; lactoalbúmina, 14,200. 

':/:. :~~~ v.~~- ~· 

M M 3 5 10 15 :w 25 ;j(j 

Fiqura 7. SDS-PAGE de Pinguinaína con dife
rente tiemoo de incubación de 5 a 30 minu
tos. A 85ºC. (A) temperatura amLiente. (M) 
marcadores de peso molecular. Albúmina de 
huevo, 45,000; anhidrasa carbónica, 29,000; 
lactoalbúmina, 14,200. 
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tiempos de incubaci6n, similar al patr6n obtenido a 85ºC y 10 min~ 

tos de incubaci6n (fig. 6). 
,- ···' 

' ' 

Para Pinguinaína observamos un patr6n de 2 bah4a;;_paia· 
0

todo'.3 los 

tiempos de: incubaci6n, similar al patr6n obtenido "ª"-~'s~~~-SL:lO- min~ 
--:--,_-.)~.:_ .,-

tos de incubaci6n (fig. 7). "<;;:_~) '""." 

c) Con temperatura de incubaci6n de 65 a 85ºC .__con~~~iacio
nes de 5ºC , y un tiempo de incubaci6n de 10 m:inutos'~'-

En Hemisfericina se observa desde 65ºC el mismo patr6n de 3 bandas 

que presentan las muestras incubadas a 85°C (fig. 8). 

Mientras que para Pinguinaína a 65, 70, y 75ºC hay un mismo patr6n 

de 3 bandas con mayor peso molecular que las que se obtienen a 80 

y 85°C (fig. 9, tabla 7). 

d) ·conincubaci6n de las muestras a lOOºC durante 60 minutos. 

En la _figura:· _10 se observa tanto para Hemisfericina como para Pin

guinaína una sola banda con un peso molecular aproximado de 8,300 

daltones. 

Se determin6 la actividad enzi~§tica de ambas muestras en 

presencia de sos y 2-mercaptoetanol ba-jo las mismas condiciones de 

tiempo y temperatura de incubaci6n empleadas en los corrimientos 

electroforéticos, observandose que la actividad específica de las 

muestras disminuye al aumentar la temperatura (tabla 8). 

SOS-PAGE. En presencia de SOS y sin 2-mercaptoetanol. 

a) ·Con diferente temperatura 40, 60, 85 y lOOºC , y tiempo de 

incubación de 10 minutos. 

En Hemisfericina observamos el mismo patr6n electroforético de 4 

bandas para las temperaturas de 40 y 60ºC , para 85 y lOOºC el pa

trón es de 6 bandas con pesos moleculares menores al que poseen las 



-- - - -- ---- 65 70 76 80 85 M M 
85 M M 86 70 76 80 

~iq. 8. SDS-PAGE de Hemisfericina con di
ferente temperatura de 65 a 85ºC. con 10 
minutos de incubaci6n. (M) Albfimina de 
huevo, 45 ,000; anhidra_s~ carb~l1.~c_a_! 
29,000. 

~iq. 9. SDS-PAGE de Plnguinaína con dj
f~rente temperatura de 65 a 85ºC. Con 

'·1:' 

10 minutos de incubaci6n. (M) Anhidrasa 
carb6nica, 29,000. 

····- -- """ 
PPPPHHHHMM 

Fiq. 10. SDS-PAGE de Hemisfericina y 
Pinguinafna con incubaci6n a lOOºC 
durante una hora. (M) ASB, 66,000; 
lactoalbúmina, 14,200-



Tabla 7. Pesos moleculares de las mues
tras de Pinquinaína incubadas de 65 a 
85ºC., durnate 10 minutos. sos-PAGE. 

Temperatura de 
incubaci6n. 

65, 70 y 75ºC. 

00 y 85ºc. 

Peso molecular. 

52,400 
46,700 
38,000 

10,000 
8.120 

Tabla 9. Pesos moleculares de las mues
tras de Hemisfericina incubadas a 40, 
60, 85 y lOOºC durante 10 minutos. PAGE 
en presencia de sos sin 2-mercaptoetanol. 

Temperaturiide 
incubaci6n. 

40 y 60ºC 

85 y lOOºC 

T?eso molecular. 

75,800 
63,000 
56,200 
50,100 

17,700 
15,800 
14,700 
14,100 

8,300 
8,100 

Tabla 8. Valores de Actividad específica 
para las muestras de Hemisfericina y Pin
guinaína en presencia de SOS y 2-mercapto
etanol. 

~emperatura de 
incubaci6n. 

40°C 
60ºC 
65°C 
70°C 
75ºC 
80°C 
85ºC 

-100°c 

iActividad específica. 
Absorbencia/mim/mg. 

H p 

0.82 0.88 
0.47 0.57 
0.21 0,32 
0.15 0.24 
0.14 0,12 
0.13 0.10 
o. 06 0.075 
0.06 0.06 

Tabla 10. Pesos moleculares de las muestras 
de Pinouinaína incubadas a 40, 60, 85 y 
lOOºC áurante 10 minutos. PAGE en presencia 
de SOS sin 2-mercaptoetanol. 

~emperatura de 
incubaci6n. 

40 y 60ºC 

85 y lOOºC 

Peso molecular. 

63,000 
53,700 
37,100 

15,100' 
13,100 
12,800 

8,300 
8,000 

w _, 
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4 bandas en que se desarrollan las muestras incubadas a 40 y GOºC 

(tabla 9). 

Las muestras de Ping~inaina incubadas a 40 y GOºC ·/ d.esar.;rollan 3 

bandas y las de SS: y· i'oo 0 c 5 bandas (fig. 12)' e~tas 11ltima_s con 

menor peso mol.ecul.ar al que· poseen las bandas de 40 y 60.ºC· (ta-

bla 10). 

b) Con diferente tiempo de incubaci6n de O a 30 minutos, y 

temperatura de incubaci6n de SSºC (se considera como tiempo cero 

las muestras a temperatura ambiente). 

Para Hemisfericina a tiempo cero de incubaci6n, se observan 4 ban-

das semejante al patr6n que se obtuvo a 40 y GOºC con 10 minutos 

de incubaci6n; y un patr6n electroforético de 6 bandas para todas 

las muestras incubadas desde 5 a 30 minutos (fig. 13). 

Las muestras de Pinguinaína a tiempo cero de incubaci6n, presenta 

3 bandas, similares al patr6n que se obtuvo a 40 y GOºC y 10 minu

tos de incubaci6n, y el mismo patr6n electroforético de 5 bandas 

desde 5 a 30 minutos de incubación (fig. 14). 

En los corrimientos e1ectroforéticos anteriores se obser\Ta 

un patrón electroforético similar para ambas enzimas ya que el 

n11mero de bandas en las que se desarrollan no disminuye conforme 

se aumenta la temperatura de incubación a diferencia del comporta-

miento observado en presencia de SDS y 2-mercaptoetanol. 

3, Cinética de salida de H-D y P-D. 

En la figura 15 se esqueMatiza la cinética de diálisis de 

ambas enzimas, observandose gran similiutd. Las formas dializables 

de la Hemisfericina y Pinguinaína (H-D, P-Dl obtenidas, se concen-

traron por evaporación a temperatura ambiente. 



40 80 as 100 

Figura 11. PAGE en presencia de SOS y sin 
2-rnercaptoetanol de Hernisf ericina con di= 
ferente temperatura 40, 60, 85 y lOOºC. y 
10 minutos de incubación. 

~.......,~ ... _ . .,. 
~---··--

40 60 8& 100 

Figura 12. PAGE en presencia de SOS y sin 
2-mercaptoetanol de Pinguinaina con diie=" 
rente temperatura 40, 60, 85 y lOOºC. Con 
10 minutos de incubación. 
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A 6 10 15 20 25 30 M 

F,igura ·13. PAGE en presencia de SOS y sin 
2-mercaptoetanol de Hemisfericina con di
ferente tiempo de incubación de 5 a 30 mi 
nutos,con variaciones de 5 minutos. A -
85°C. (A) temperatura ambiente. (M) Anhi
drasa carbónica, 29,000; 1actoa1búmina, 
14,200. 

i .¡¡¡.,, ...... >!.1'1;td. ::: - -- ..... ...... 

tmi -
A 5 to 15 20 25 30 M 

Figura 14. PAGE en presencia de SOS y sin 
2-mercaptoetanol de Pinquinaína con dife
rente tiempo de incubación de 5 a 30 minu 
tos con variaciones de 5 minutos. A BSºC~ 
(A) temperatura ambiente. (M) Anllidrasa 
carbónica, 29,000; lactoqlobu1ina, 18,400; 
1actoa1búmina, 14,200. 
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0.1~ 

TIEMPO 

Finura 15. Cinética de salida de Hemisfericina 
y Pinguinaína dializz,.bles a temperatura ambie.!l 
te. A partir de 0.7 y 0.88 unidades de D. o. 
iniciales para Hemisfericina y Pinguinaína re~ 
pectivamente. 

4. Pruebas inmunoquímicas. 

Doble inmuncdifusi6n. 

Las enzimas obtenidas por filtración·.<en gel y sus formas 

dializables, por doble inmunodifusión contra sueros homólogos y 

heterólogos dan una sola banda de precipitación tanto para Hemis-

fericina como para Pinguinaína y sus formas dializables, observan-

dose gran similitud puesto que tanto los sueros homólogos como he-

terólogos las reconocen practicamente de igual forma. Sin embargo, 

las enzimas aunque muy semejantes, no son iguales, es posible ob-

servar un pequeño espolón de identidad parcial (figs. 16, 17). 



Figura 16. Doble inmunodifusi6n. ,..¡¡, antisuero. 
Hemisfericina. H, Hemisfericina. H-D, Hemisfe
ricina dializable. P, Pinguina1na. P-D, Pin
guina1na dializable. 

Figura 17. Doble inmunodifusión. ~P, antisuero 
Pinguina1na. P, Pinguinaina. P-D, Pinguinaina 
dializable. H, Hemisfericina. H-D, Hemisferi
cina dializable. 

42 
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DISCUSION. 

La obtenci6n y purificaci6n de las proteasas Hemisferici

na y Pinguinaína se realizó mediante procesos rápidos y reproduc~ 

bles como son: .la cromatografía de exclusión molecular y la prec~ 

pitaci6n con sales. Como ha sido reportado para ambas especies, 

el jugo de ambas bromeliaceas presenta un alto contenido de pro

teínas, azúcares totales y azúcares reductores. ~- hemisphaerica 

rinde menor cantidad de proteina, aunque presenta mas azúcares r~ 

ductores, mientras que !! .. pinguin proporciona. un n.lto contenido 

de proteínas, mayor actividad proteolitica y menor cantidad de 

azúcares reductores tanto para los jugos como para las formas fi~ 

tradas y precipitadas. 

Es interesante comparar la cantidad de proteína que se o~ 

tiene de otras fuentes vegetales con las obtenidas de los frutos 

de ~- pinguin y ~- hemisphaerica (8 g/l y 6.8 g/l respectivamente) 

de donde se obtiene una mayor cantidad de la que se extrae a par

tir de los frutos correspond~entes para surtir la demanda comer

cial de proteasas; asi, de ~ papaya (ó.e duúU.12 se c:-:t~ae la 

papaína) se obtiene un rendimiento del 0.01% de enzima por peso 

de fruto verde (16), de Ananas comesus (de donde se extrae la br~ 

melaína) se obtiene de 3.0 a 3.5 g/l de jugo. Esta situaci6n deb~ 

rá considerarse desde el punto de vista tecnológico a fin de sus

tituir las fuentes comerciales de importación de proteasas. 

El perfil de eluci6n de los jugos de ambas bromeliaceas 

presenta dos picos con actividad proteolítica, el primero es un 

componente de peso molecular alto y sale con el volumen de excl~ 

si6n, tiene escasa actividad enzimática. El segundo tiene aprox~ 
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madarnente el 90% dela.actividad enzimática total. Existe para~· 

hemisphaerica un tercer pico sin actividad enzimática, no analiz~ 

do en este trabajo y que está constituido fundamentalmente por un 

pigmento amarillo. Estos resultados son semejantes a los reporta

dos previamente para ambas enzimas (10, 32). 

Al someterse a electroforesis en gel de poliacrilamida 

las enzimas purificadas por filtración en gel y precipitadas con 

sulfato de amonio al 100% de saturación, la Hemisfericina se re

suelve en 3 bandas cati6nicas y la Pinguinaina en 2, todas con ac 

tividad proteol1tica; resultados comparables a los previos, ya 

que la gran mayoría de las proteasas vegetales son catiónicas 

(14) • Sin embargo, Córdoba y col. (9) reportan un mayor ntlmero de 

bandas (formas moleculares) , que las descritas en este trabajo. 

En un intento por obtener resultados similares a nuestros repor

tes previos se realizaron diversos ensayos variando las condicio

nes de corrida (pH, concentración del gel, fuerza i6nica del amor 

tiguador, corriente, etc.), sin éxito. Consideramos como una ex

plicaci6n posible a esta diíerencia el hecho de que en los corri

mientos previos se trabajó con las enzimas recién filtradas, mie~ 

tras que en nuestros experimentos utilizamos las muestras manten~ 

das a -40 ºC duránte un año, y precip1tadas con sulfato de amonio; 

así Takahashi y cols. (31) reportaron para Phaseolus vu1qaris que 

la lectina obtenida de semillas almacenadas difiere en su patrón 

de agregación respecto a la lectina aislada de semillas recién ca 

sechadas, resultados similares a los que obtuvimos y que por lo 

tanto apoyan el modelo molecular propuesto por nuestro grupo de 

trabajo (9). 
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Se demostr6 por tinci6n específica que las formas moleculares en

zimáticas son de naturaleza glicoprote1ca, con lo que se confirma 

que la presencia de azacares (reportada en estudios anteriores} 

se encuentra·asociada a las enzimas (33). Recientemente se.deter

minaron azGcares aminados en estas formas enzimáticas y cuando me 

nos 9 componentes activos separados-por cromatografía de interc"!!! 

bio iónico en DEAE Sephadex (37), separación que con resultados 

muy similares fue reportada previamente por nuestro grupo (2). s~ 

ponemos que la presencia de azticares aminados en proporción dife

rente en cada una de las formas explicar1a la diferencia en movi

lidad electroforética de las mismas. Por otro lado, durante la 

precipitación con sulfato de amonio sólido la solución de prote1-

nas modificó sustancialmente su fuerza iónica, condici6n que con

sideramos modificó la asociaci6n de las enzimas. 

La electroforesis· con SOS y 2-mercaptoetanol a temperatu

ra ambiente, 40 y 60 ºC se resuelve en 9 bandas para Hemisferici-·· 

na y en 5 para Pinguina1na. El nGmero de bandas disminuye para H!':_ 

misfericina a partir-'de 65ºC,:, hasta que a 100 ºC se obtiene una 

banda. Para Pinguinaína el ntimero de bandas igualmente va dismin~ 

yendo al aumentar la temperatura de incubación salvo que se obse~ 

va este fen~rneno a maYor temperatura (75 ºC) y nuevamente a lOOºC 

se obtiene una sola banda. Este comportamiento sugiere mayor esta 

bilidad térmica de Pinguina1na que de Hemisfericina. 

La tendencia a disminuir el ntimero de bandas en las que 

se desarrollan las enzimas al aumentar la temperatura y el tiempo 

de incubación podría tentativamente explicarse sí consideramos 

que los enlaces no covalentes que estabilizan las diversas formas 
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moleculares enzimáticas (puentes de hidr6geno, interacciones hi

drofóbicas, atracciones electrostáticas, fuerzas de Van der Waals, 

etc.) y enlaces covalentes (puentes disulfuro) se están rompiendo 

(disociando) para dar lugar a formas más sencillas, de menor peso 

molecula·r, siendo la más simple de estas la que posee un peso mo

lecular de 8,300 daltones, lo que confirma lo reportado previame~ 

te para Hemisfericina y Hemisfericina Dializable (2). 

Con base en la gran similitud existente entre estas enzi

mas, sus pesas moleculares tambi~n similares (2s:ooo para Pingui

naina y 24,000 para Hernisfericinal y analizando ahora el modelo 

·propuesto· (2) puede considerarse la posibilidad de que las diver

sas formas moleculares que se presentan se deban a asociaciones 

diferentes entre los monómeros de 8,000 daltones aproximados de 

peso molecular, siendo etapas intermedias del fenómeno de asoci~ 

ci6n-disociación, las formas obtenidas durante el tratamiento de 

las proteasas con diferentes temperaturas y tiempos de incubación. 

Se descarta la probabilidad de que las bandas en que se resuelven 

lé1.S prot:.12:asas sean contaminantes y/o productos de autocat~lisis 

de las enzimas, ya que las más sencillas de estas formas poseen 

actividad hidrolitica, como quedó demostrado en los experimentos 

de cin€tica de salida de H-D y P-D. 

Por otro lado, durante su tratamiento con un agente desn~ 

turalizante (SDS) , el namero de bandas no disminuye conforme au

menta la temperatura, sino por el contrario se incrementa, este 

fenómeno se explica si asumimos que una temperatura de.60 ºC o m~ 

nos no propicia la ruptura de todos los enlaces no covalentes ter 

molábiles, y dado que los enlaces disulfuro no se romoen puesto 
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que no existe reductor, tentativamente podernos asumir que el nürne 

ro de bandas en que se resuelven las enzimas representarian las 

posibles formas de asociación de los monórneros de 8,300 daltones, 

dadas exclusivamente por puentes disulfuro. No creernos que las v~ 

riadas formas que se evidencian tanto por PAGE convencional corno 

SDS-PAGE y PAGE en presencia de SOS.y sin reductor, sean producto 

de autocatálisis, puesto que por un lado la actividad enzimática 

no se presenta al pH natural del jugo (9), solo en presencia de 

un reductor (cisteina) y no sin pasar por alto además, que las e!:!. 

zimas se encuentran protegidas con acetato fenil mercdrico, y que 

la salida de las formas dializables se efectuó en presencia de 

mercurial. 

La presencia de una sola banda de precipitación tanto pa

ra Hemisfericina como para Pinguinaina y sus formas dializables 

que se obtiene por doble inmunodifusión con sueros homólogos nos 

muestra que dichas formas son iguales antigénicarnente, mientras 

que 1 ~- 1 i.ger.a diferencia obtenida con sueros heterOlogos nos ha

bla de la gran semejanza entre ambas especies, coherente con su 

gran cercania fil°ogenética. 

Finalmente, es importante mencionar que el método de pu~~ 

ficaciún empleado en este trabajo, basado en filtración en gel y 

precipitación con sales, es un método muy sencillo y económico de 

aislamiento y purificación .de enzimas proteoliticas y que propor

ciona un alto rendimiento de las mismas. 



CONCLUSIONES. 

l • El .jugo .de los frutos de !!.• ..e_~ y ~· hemisplw.erica 

posee \lna.'\?re.yada: .. cantidad de enzimas, por lo que es una de las 

mejores, :Éüent:es d~ proteasas en la naturaleza. 
··' ~· 

·18 

'.~::0 Las ·enzimas Hemisfericina y Pinguina:ína presentan gran 

simi.'liti.d';·en.;cuanto a su patr6n de purificaci6n, ambas poseen la 

mayor .ac_tivid.ad enzimática en el segundo pico del .perfil cromato

gráfico en Sephadex G-75, y precipitan al 100% de saturación con 

sulfato de amonio, aparentemente sin contaminantés. 

3. La electroforesis convencional en gel de poliacrilami-

da (pH 8.3) de las fracciones filtradas y precipitadas con sulfa-

to de amonio resuelve 3 bandas para Hemisfericina y 2 para Pingu~ 

na1na, todas con actividad enzimática. 

4. El empleo de sales en la purificaci6n de.estas protea

sas modificó sustancialmente su fuerza iónica y por eI)de. su'' aso

ciaci6n difiere de modelos previos. 

5. Las diversas formas enzimáticas de Hemisferici.'ria y de 

Pinguina:ína son todas de naturaleza glicoprote:íca. 

6 •. La Pinguina:ína y la Hemisfericina presentan formas día 

lizables con actividad enzimática (P-D y H-D). 

7. La electroforesis en presencj_a de SDS a diferentes tcm 

peraturas y tiempos de incubación para las dos enzimas da un name 

ro de bandas que disminuye al aumentar la temperatura, dando fi-

nalmente en ambas la forma más simple, de aproximadamente 8,300 

daltones de peso molecular. Consideranao etapas intermedias del 

fenómeno de asociaci6n-disociaci6n los patrones electroforéticos 

obtenidos en estas condiciones. 
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B. Ambas proteasas son inrnunogénicas en el conejo. 

g·. La Hemisfericina y la Pinguina:í.na son antig~nicamente 

muy simirares. 

10. Las formas dializabl.es~ de· ambas .. prcíteasas son. iguales 
,'.,·_':. 

a las formas no diali:iable~, ya.:".!ue_ ·~·om~a~t;.n los, mi·sÍnos determi-
•.'·' 

nantes antigénico_s. 

1.1. El modelo propuesto p·ara Hemisfericina puede ·aplicarse 

a Pinguina:í.na ya que ambas presentan semejanzas en su purifica

ci6n, comportamiento electroforético e inmunogénico y también pr~ 

sentan formas dializabl.es con cinética de salida muy semejante. 
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