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Resumen

Se obtuvieron cinco extractos crudos a partir de frutos y ejes de Bromelia hieronymi Mez y
tres a partir de frutos de B. serra Griseb. (Bromeliaceae). Se determiné la presencia de
actividad proteolitica sobre caseina, presentando 5,7+0,3 y 1,8+0,8 Ucas/mg los extractos de
frutos inmaduros de B. hieronymi y frutos maduros de B. serra, respectivamente. Este Gltimo
presentd la mayor actividad antioxidante correspondiente a 4,92+0,03 mg/ml de Trélox. El
perfil proteico fue analizado por isolectroenfoque, detectandose seis bandas para B. hieronymi
y cuatro para B. serra. Por SDS-PAGE se observo la presencia en todos los extractos de fruto
de una banda de alrededor de 25 kDa, tipica de las peptidasas cisteinicas de plantas. Por otra
parte, se iniciaron estudios de encapsulamiento en almidon de mandioca (Manihot esculenta)
empleando el extracto concentrado de B. hieronymi, que presentd la mayor actividad por
unidad de volumen (10,5+0,3 Ucas/ml), recuperandose un porcentaje significativo de la
actividad original. Estos extractos, obtenidos a partir de recursos autdctonos, serian
promisorios como fuente de peptidasas para uso industrial. La posibilidad de encapsular estas
enzimas en matrices biopoliméricas podria permitir su empleo en tecnologia de alimentos.
Palabras clave: proteasa, antioxidante, Bromelia serra, Bromelia hieronymi,
encapsulamiento.

Introduccion

1. Las proteasas son enzimas hidroliticas que escinden uniones peptidicas y se las clasifica en
seis grupos segun las caracteristicas de su sitio catalitico. Gracias a su diversidad estructural y
funcional realizan variadas funciones bioldgicas (Li ef al., 2013; Sawant y Nagendran, 2014).
Constituyen el 60% del mercado de enzimas y se emplean en la formulacion de detergentes,
como tiernizantes de carne, en la manufactura de quesos, en la elaboracion de pan y cerveza, y
en el tratamiento de efluentes industriales, entre otros usos (Gupta y Khare, 2007; Kalpana
Devi et al., 2008). Especificamente, en la industria alimentaria, las proteasas son utilizadas
para modificar las propiedades funcionales, la calidad sensorial o para degradar proteinas
alergénicas (Tavano, 2013). Las proteasas vegetales cumplen los requerimientos del estatus
“GRAS” (Generally Recognized As Safe), hecho facilitado por la fuente de origen (vegetal no
toxico), existiendo actualmente algunas comerciales, entre las que se destacan la bromelaina
del anana y la papaina de la papaya, ambas con aplicaciones industriales (Maurer, 2001;
Owoyele et al., 2008). En Argentina existe una amplia diversidad de especies vegetales
nativas, lo cual constituye una potencial riqueza para obtener enzimas de aplicacion industrial.
Algunas especies de la familia Bromeliaceae contienen inusuales cantidades de peptidasas.
Bromelia hieronymi Mez (Bruno et al., 2008) y Bromelia serra Griseb (Caffini et al., 1988)
son dos especies del norte-centro de Argentina que poseen peptidasas parcialmente
estudiadas. Algunas de estas enzimas, presentan propiedades promisorias para la industria
biotecnoldgica y alimentaria (Bruno ef al., 2010).

Para el uso industrial de enzimas es necesario mantener su estabilidad y lograr que la catélisis
sea controlada durante el proceso. La técnica de encapsulamiento en diversas matrices
poliméricas ha resultado exitosa para superar estos problemas, mejorando adicionalmente la
estabilidad durante el almacenamiento y su liberacion controlada en el alimento (Thu y
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Krasaekoopt, 2016). Un ejemplo de encapsulamiento exitoso constituye el empleo de
flavourzima, proteasa de Aspergillus oryzae, en particulas de k-carragenano incluidas en
quesos (Akin, 2012).

2. Objetivos

El presente trabajo incluye como objetivos la obtencién y caracterizacion de extractos
proteoliticos obtenidos a partir de ejes caulinares de la infrutescencia de B. hieronymi, y de
frutos de B. hieronymi y de B. serra, asi como su encapsulamiento en almidéon de mandioca,
con la finalidad de obtener productos promisorios para su empleo en la industria alimentaria.

3. Materiales y Métodos

3.1. Material vegetal

Se emplearon los frutos de dos especies nativas del género Bromelia (Bromeliaceae), B.
hieronymi “chaguar” colectados en Santiago del Estero (Argentina) por el Prof. Ing. Manuel
Palacio de la Universidad Nacional de Santiago del Estero (abril de 2014), asi como de B.
serra ‘“‘chaguar, caraguatd”, colectados por la Lic. Graciela Klekailo en el Campo
Experimental Villarino de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de
Rosario (mayo de 2017). Se analizaron diferentes estadios de maduracion de los frutos de
ambas especies, ademas de los ejes primarios y secundarios de las infrutescencias de B.
hieronymi. En el laboratorio, el material vegetal fue lavado con agua corriente para retirar
suciedad y gomas, enjuagado con agua destilada, secados al aire, envasados herméticamente y
almacenados a -20°C.

3.2. Obtencion de los extractos crudos

Los frutos o ejes congelados (segiin el extracto) fueron cortados en pequefios trozos y
triturados en una procesadora durante 1 min, en intervalos de 10 s con igual tiempo de espera,
con buffer fosfato 0,1 M de pH 6,0 conteniendo EDTA vy cisteina 5 mM. La preparacion
obtenida se filtré con un colador para eliminar materiales insolubles y se centrifugd durante
30 min, a 4°C y 10.000 g. El sobrenadante fue denominado extracto crudo (EC), el cual se
fracciono y almacend a -20°C. La Tabla 1 muestra la composicion de los ocho EC preparados.

Nombre | Material vegetal Composicion
Bh A . |Fruto inmaduro |0,2 g/ml
Bh B § Fruto inmaduro |0,4 g/ml
Bh C § Eje primario 0,2 g/ml
Bh D § Eje secundario |0,2 g/ml
Bh E A | Fruto maduro  [0,2 g/ml
Bs A s |Fruto inmaduro |0,2 g/ml
Bs B § Fruto inmaduro |0,2 g/ml
Bs C o |Fruto maduro |0,2 g/ml

Tabla 1. Detalle de la preparacion de lo EC.

3.3. Actividad enzimatica

Se empled como sustrato una suspension de caseina al 1% en buffer Tris-HCI 0,1 M de pH
8,5 con el agregado de cisteina 15 mM. El ensayo se llevo a cabo a 37°C mezclando 1,1 ml
de caseina con 0,1 ml de EC. Se adicionaron 1,8 ml de 4cido tricloroacético (TCA) al 5% para
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detener la reaccion. Los ensayos en blanco fueron realizados inactivando la enzima con TCA
previo al agregado del sustrato (Lopez et al., 2000). Todas las determinaciones se realizaron
por triplicado y se detuvieron a los 2 minutos. Luego se llevaron todos los tubos a 4°C durante
30 min y finalmente fueron centrifugados a 4500 g durante 30 min, determindndose la
absorbancia de los sobrenadantes a 280 nm en un lector de placas Infinite Pro M200-TECAN.
La actividad enzimatica se expres6 en Unidades caseinoliticas (Ucas).

3.4. Concentracion de proteinas

Se llevo a cabo mediante el método de Bradford (1976). Para poder cuantificar el ensayo se
realiz6 una curva de calibracion utilizando como patrén seroalbumina bovina (100-1000
ng/ml). Las determinaciones fueron realizadas por triplicado. Las mediciones de absorbancia
se tomaron con un lector de placas.

3.5 Actividad antioxidante ABTS

Se determiné la actividad antioxidante de los EC mediante el ensayo de decoloracion del
radical catiénico ABTS™ (Re et al., 1999). La solucién de ABTS™" se prepard previamente
segun las indicaciones de los autores. Se ensayo0 la actividad antioxidante mediante la adicion
de 200 pl de ABTS™ a 2 pl de EC. Los resultados fueron expresados en mg/ml de
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethychroman-2-carboxylic acid (Trolox) mediante una curva de
calibracion (0,5-0,0125 mg/ml).Se midid la absorbancia a 734 nm en un lector de placas.

3.6. Isoelectroenfoque (IEF)

Las muestras se concentraron y desionizaron en 2 ciclos, por precipitacion con 4 volimenes
de acetona, a -20°C durante de 30 min, y centrifugacion a 10.000 g y 4°C; luego del segundo
ciclo, el sobrenadante obtenido se eliminé y el precipitado fue redisuelto con un volumen de
agua bidestilada (concentracion de proteina: 1 mg/ml).

El IEF se llevo a cabo en una Mini IEF Cell, Mod. 111 (Bio-Rad), en tres etapas sucesivas: 15
min a 100 V, 15 min a 200 V y 60 min a 450 V. Una vez finalizada la corrida, el gel obtenido
fue fijado, coloreado y lavado hasta la obtencion de un fondo incoloro. El gel fue escaneado y
los valores de los pl se determinaron realizando una curva de calibracion obtenida al graficar
los pl de las proteinas patron en funcion de la distancia recorrida por ellas en el gel.

3.7. SDS-PAGE en geles con tricina

Para estimar las masas moleculares de los polipéptidos presentes en los EC se realiz6 una
SDS-PAGE al 12,5% empleando la técnica ideada por Schigger & von Jagow (1987). Se
agreg6 4 ul de buffer de muestra a 14 pl de EC concentrado a 1 mg/ml y las mezclas fueron
llevadas a ebullicion por 5 min. La corrida electroforética se desarrolldo en una celda
Miniprotean III (Bio-Rad) a 30 V durante el apilamiento y 120 V durante la separacién. Una
vez finalizada la corrida, el gel fue colocado 1 h en una solucién fijadora, seguido de 2 h en
solucioén colorante y finalmente lavado con solucion decolorante hasta la obtencion de un
fondo incoloro. El gel fue escaneado y el patron de bandas fue analizado por densitometria.
3.8. Encapsulamiento

Se iniciaron estudios de encapsulamiento con el Bh B en almidon de mandioca. Se realizaron
pruebas preliminares de capacidad de encapsulamiento del almidon. Una vez transcurrido el
tiempo de encapsulamiento, se elimind la solucion remanente, se lavo con el mismo buffer y
se determind la actividad caseinolitica con el método empleado en el inciso 3.3. Dado que
estos estudios estan en una etapa preliminar, no es posible aun mostrar mas detalles del
procedimiento dptimo.
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3.9. Analisis de datos

Las determinaciones de actividades caseinolitica y antioxidante, y la concentracién de
proteinas fueron expresadas como el promedio del triplicado + el desvio standard. Los valores
de pl y los densitogramas de la SDS-PAGE fueron calculados empleando los programas
Adobe Photoshop CS3, ImagelJ 1.46r. y Microsoft Office Excel 2007.

4. Resultados y Discusion
4.1. Caracterizacion de los EC
Se obtuvieron ocho EC a partir del mencionado material vegetal.

o Proteinas | Actividad Actividad
9 (u/ml) caseinolitica | especifica
£ (Ucas/ml) (Ucas/mg)
84|
BhA | 1063+44 | 6,1+0,2 5,7+0,3
BhB |2135+52 | 10,5+0,3 4,9+0,2
BhC |246+21 |0,3+0,2 1,2+0,8
BhD |252+32 | 0,1+£0.0 0,4+0,1
BhE |1141+44 | 3,9+0,3 3,4+0,3
Bs A | 289+30 | No detec. No detec.
BsB |321+18 | 0,3+0,2 0,9+0,6
BsC | 16346 |0,3+0.1 1,8+0.8

Tabla 2. Datos de Concentracion proteica, actividad caseinolitica y actividad especifica
(cociente: actividad/concentracion proteica).

En La Tabla 2 se puede observar que los extractos de fruto de B. hieronymi poseen mayor
contenido de proteinas y de actividad caseinolitica que los de B. serra. Por otra parte, los ejes
primarios y secundarios de B. hieronymi poseen bajos valores para estos dos parametros con
respecto a los extractos de frutos. EI Bh A presenta la mayor actividad especifica mostrando
un valor de 5,7+0,3 Ucas/mg, del mismo orden que el obtenido en estudios previos (Bruno et
al., 2008). El Bh B, obtenido con el doble de peso de fruto, no presenta el doble de actividad
especifica (4,94+0,2 Ucas/mg) que el anterior, lo que podria ser debido a que la cantidad de
buffer empleada tiene un limite de capacidad para resuspender las proteinas, y éste fue
superado al preparar el Bh B. Sin embargo la actividad caseinolitica de este extracto es la
mayor de todas, hecho por el cual seria el mas adecuado para ser empleado en procesos
industriales y fue seleccionado para realizar pruebas de encapsulamiento en almidon de
mandioca. Por otra parte, entre los extractos de B. serra, el Bs C presentd la mayor actividad
especifica.

Se analiz6 la presencia de actividad antioxidante en los extractos ya que los frutos suelen
poseer compuestos de este tipo (Kuskoski ef al., 2006; Coelho ef al., 2010). La Fig. 1
muestra la curva de calibracion de Trélox empleada para expresar los datos de actividad
antioxidante en base a un compuesto de referencia (Tabla 3).
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Figura 1. Curva de referencia (Trélox) para la actividad antioxidante. Las barras verticales
indican el desvio standard.

Extracto mg/ml trélox
Bh A 3,76+0,02
Bh B 3,32+0,01
Bh C 2,71£0.10
Bh D 3,72+0,02
BhE 3,61+0,04
Bs A 3,72+0,02
Bs B 3,39+0,30
Bs C 4,92+0,03

Tabla 3. Datos de actividad antioxidante de los EC expresados en mg/ml de trélox.

Se puede observar que las valores de actividad antioxidante son bastante similares en todos
los EC, destacandose el de Bs C (4,92+0,03 mg/ml de trolox) correspondiente a fruto maduro
de B. serra.

4.2. Caracterizacion del perfil proteico

Por IEF se obtuvieron los valores de pl de las principales fracciones proteicas. Para los frutos
maduros de B. hieronymi se corrobord la presencia de las mismas seis bandas tipicas
observadas en trabajos previos en frutos inmaduros (pl = 5,9; 6,4; 7,6; 8,3 y dos bandas >
9,3), aunque en los ejes hay una menor cantidad de bandas y la intensidad es
considerablemente menor.

En el caso de B. serra se observa la presencia de una banda mayoritaria de pl 6,6 y otra de
baja intensidad (pI 8,0) en los tres extractos, una de pl 3,5 presente en Bs A y Bs B, y una de
pl 7,4 en Bs By Bs C (Fig. 2).

== =
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Figura 2. [EF. PI: patrones de punto isoeléctrico de rango (rango de pl 3,5-9,3; GE).
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Figura 3. Densitograma de la SDS-PAGE. Lineas azules: EC de B. hieronymi; linea negra:
patrones de masa molecular (Low range, BioRad). Lineas anaranjadas: EC de B. serra.

Por analisis densitografico de las imagenes de la SDS-PAGE (Fig. 3) se observa la presencia
de un pico del orden de los 25 kDa en todos los EC de frutos, tipico de las peptidasas
cisteinicas vegetales (Grudkowska, M. y Zagdanska, B., 2004).

4.3. Encapsulamiento de Bh B en almidon de mandioca

Se logr6 encapsular Bh B en almidén de mandioca. La actividad caseinolitica en las mismas
condiciones que las aplicadas para dicho EC, el cual tenia una actividad de 10,5+0,3 Ucas/ml.
mediante este procedimiento, se logr6 recuperar un 21% de la actividad original. Comparando
con otros estudios de encapsulamiento, este rendimiento es ligeramente menor que el obtenido
por Thu y Krasaekoopt (2016), ya que recuperaron un 28,2% de la actividad enzimatica al
encapsular flavourzima de Aspergillus oryzae en un copolimero de maltodextrina y alginato.
Dado a que se han realizado muy pocos ensayos, se intentara optimizar esta capacidad de
encapsulamiento.

Conclusiones

De los ocho EC obtenidos a partir de plantas autoctonas, el Bs C tuvo la mayor actividad
antioxidante, lo cual resulta interesante por su posible aplicacion como aditivo en alimentos.
La mayor actividad especifica se detectd en el Bh B, siendo el extracto mas adecuado como
fuente de peptidasas para uso industrial. Por otra parte, el ensayo realizado con Bh B en
pruebas de encapsulamiento es nuestro punto de partida para profundizar en estudios futuros.
El encapsulamiento en diversas matrices de las enzimas obtenidas brindaria la posibilidad de
emplearlas en tecnologia de alimentos.
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