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Resumen

Algunas especies nativas de la familia de las Bromeliaceae se caracterizan por poseer
endopeptidasas en cantidades superiores a las fisiolégicamente necesarias, lo que constituye
una potencialidad muy atractiva debido a los mdultiples usos biotecnolégicos que poseen
dichas enzimas. Se ha comprobado que la bromelina de tallo de Ananas comosus (L.) Merr.
posee mdltiples usos como controlador de ciertos microorganismos fitopatogenos vy
aplicaciones en la industria de los alimentos. Ademas, existen antecedentes que demuestran
que ante condiciones de estrés hidrico se estimula la expresion de genes que codifican para
la transcripcion de cisteina proteasas en Arabidopsis thaliana, lo cual podria favorecer a un
aumento en el contenido de enzimas proteoliticas en la planta. En el caso de la especie
Bromelia serra Griseb., hasta el momento, existen escasos estudios acerca de la
caracterizacion de enzimas y su aplicacion. Considerando la importancia creciente que han
adquirido las enzimas proteoliticas en la industria, los objetivos de esta investigacion fueron:
i) analizar el perfil de proteasas cisteinicas existentes en aislados de hojas de B. serra en
distintas estaciones del afio, ii) estudiar el comportamiento de proteasas cisteinicas de A.
comosus bajo distintas condiciones de estrés hidrico, iii) evaluar el uso de las proteasas
cisteinicas de Ananas comosus y Bromelia serra como producto orgéanico para el control de
microorganismos fitopatdgenos, y iv) evaluar el efecto de las enzimas de B. serra sobre la
coagulacién de la leche bovina. Los resultados mostraron que las concentraciones de
proteinas y actividad enzimatica obtenida a partir de hojas de B. serra no vari
estadisticamente en diferentes estaciones del afio. La actividad proteolitica especifica
(Ucas/mg de proteina) de los extractos de Bromelia serra aumento al emplear la precipitacion
con acetona y etanol en comparacion al extracto crudo. Se detectaron cisteino y asparto
proteasas en el aislado enzimatico de Bromelia serra (AEB) utilizando técnicas de medicion
de actividad en presencia de inhibidores. Se observo que el AEB presentd actividad en un
rango de pH de 2,7 a 7, mostrando mayor actividad en pH acidos. Ademas, se evidenci6 una
alta estabilidad térmica en los AEB obteniendo un 47% de actividad residual luego de pre
incubar por una hora a 98°C. Asimismo, se alcanz6 la maxima actividad proteolitica a una

temperatura de 60°C. Se destaca la facil inactivacion del AEB frente al efecto de NaCl, lo
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que sefiala una sensibilidad particular de estas enzimas a las condiciones de alta salinidad.
Utilizando la cromatografia de exclusion molecular, se logré detectar en el AEB fraccciones
proteoliticas con pesos moleculares distintos de 21 y 54 kDa. Respecto al estudio del
comportamiento de proteasas cisteinicas de Ananas comosus bajo distintas condiciones de
estrés hidrico, se utilizaron como indicadores del estrés el NDVI y CRA, demostrando que
NDVI detecto el estrés hidrico (p<0,05) a los 2 meses de iniciado el ensayo entre
tratamientos. La caracterizacion de los extractos crudos de anané de tallo (ECALt) y hoja
(ECANh), mostraron mayor actividad proteolitica sobre azocaseina y mayor concentracién de
proteina al aumentar el estrés hidrico. Las técnicas utilizadas para caracterizar el peso
molecular de las proteinas y su actividad gelatinolitica permitieron detectar diferencias de
acuerdo al tipo de dérgano y el nivel de estrés hidrico. En general, en el caso del ECALt se
detectaron varias proteinas a medida que aumento el nivel de estrés hidrico, pero la banda
mas marcada y con mayor actividad gelatinolitica fue la de 25 kDa. En el caso de del ECAh,
también se observaron varias proteinas, predominando la de peso molecular de 22 kDa con
mayor actividad gelatinolitica al aumentar el estrés hidrico. Al comparar los perfiles
cromatograficos de la bromelina comercial con los perfiles de aislado enzimatico tallo
(AEAUY) y hoja (AEAh) se encontrd un pico con el mismo tiempo de retencion (23 min). En
la bromelina comercial esa fraccion contuvo proteinas de 16, 22 y 25 kDa (23 min). En el
caso del pico de AEAh se correspondié con una banda de 22 kDa y con el AEAt dos bandas
proteicas de 12 y 25 kDa (23 min). Los picos de retencion (23 min) de ambos aislados
presentaron mayor actividad proteolitica el tratamiento estresado (25%CC) que en el no
estresado (100%CC). La actividad con LNPE (a-N-CBZ-L-lisin-p-nitrofenil éster) fue mayor
con los tratamientos estresados, tanto en hoja como en tallo, por lo que se podria inferir que
a mayor estrés hidrico hay mayor actividad de la bromelina del tallo. Respecto al uso de las
proteasas cisteinicas de A. comosus y B. serra como producto organico para el control de
microorganismos fitopatdgenos en bacterias y en hongo (Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis, X. citri pv. Citri, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Ralstonia
solanacearum, Pseudomonas syringae pv. Tomate y Fusarium oxysporum), no se detect6
inhibicién con ninguno de los microorganismos estudiados. Por ultimo, al estudiar efecto de
las enzimas de serra sobre la coagulacién de la leche bovina, se prepararon en un ensayo

previo hidrolizados de caseina utilizando AEB a diferentes tiempos. El hidrolizado obtenido
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tras un tratamiento de 240 minutos exhibi la actividad antioxidante (ABTS) mas elevada en
comparacion con los demas tratamientos obteniendo un hidrolizado con un grado de
hidrélisis de 12% con un valor de TEAC de 1,10uM/mg e ICso de 1,68 (mg/mL). Una vez
estudiado el efecto del AEB sobre la caseina, se procedio a los estudios de coagulacion de la
leche, que si bien presentaron valores bajos pueden aumentarse concentrando el AEB. Estos
ensayos permiten sentar base para estudios futuros para la manufactura de quesos,
reemplazando el cuajo de origen animal, por vegetal. Posteriormente deberan realizarse
estudios correspondientes a pruebas de acidez, alcohol, enzima reductasa o también
denominada reduccion del azul de metileno la leche y analisis sensorial a la manufactura de
quesos. Estos estudios realizados durante la tesis sientas las bases de que el aumento del
estrés hidrico en anand aumenta la actividad de la bromelina de tallo y por otro lado al utilizar
AEB como una herramienta capaz de hidrolizar otros sustratos proteicos que puedan derivar
en péptidos con bioactividad como es la actividad antioxidante, entre otros usos en la

industria agroalimentaria.

18



Abstract

Some native species of the Bromeliaceae family are characterized by having endopeptidases
in higher quantities than those that are physiologically necessary, which constitutes a very
attractive potential due to the multiple biotechnological uses of these enzymes. It has been
proven that the stem bromelain of Ananas comosus (L.) Merr. has multiple uses as a
controller of certain phytopathogenic microorganisms and applications in the food industry.
Furthermore, there is evidence that under water stress conditions, the expression of genes
that encode the transcription of cysteine proteases in Arabidopsis thaliana is stimulated,
which could favor an increase in the content of proteolytic enzymes in the plant. In the case
of the species Bromelia serra Griseb., there are few studies on the characterization of
enzymes and their application. Considering the growing importance that enzymes have
acquired in the industry, the objectives of this research were: i) analyze the profile of cysteine
proteases in isolates from organs of B. serra in different seasons of the year, ii) study the
behavior of cysteine proteases of Ananas comosus under different water stress conditions,
iii) evaluate the use of cysteine proteases from A. comosus and B. serra as an organic product
for the control of phytopathogenic microorganisms, and iv) evaluate the effect of B. serra
enzymes on coagulation of bovine milk. Regarding the study of B. serra in different
seasons of the year, the concentrations of proteins and enzymatic activity obtained from
leaves did not vary according to the year's seasons. An important finding was the
considerable increase in the proteolytic activity of B. serra extracts when precipitation with
acetone and ethanol was used. Cysteine and aspartic proteases were detected using inhibitor
measurement techniques. AEB presented activity in a pH range of 2.7 to 7, showing higher
activity at acidic pH. Furthermore, high thermal stability was evident in the AEB, obtaining
47% residual activity after pre-incubation for one hour at 98°C. In addition, it reached its
maximum proteolytic activity at 60°C. The easy deactivation of B. serra enzyme isolate
(AEB) against the effect of NaCl stands out, which indicates a particular sensitivity of these
enzymes to high salinity conditions. Using size exclusion chromatography, it was possible to

isolate two proteolytic enzymes with different molecular weights of 21 and 54 kDa.
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Regarding the study of the behavior of cysteine proteases of A. comosus under different
conditions of water stress, NDVI and CRA (RWC) were used as indicators of water stress,
demonstrating that NDVI detected water stress among treatments (p<0.05) 2 months after
the experiment started. The pineapple stem (ECALt) and leaf (ECAh) extracts showed higher
proteolytic activity and protein concentration as water stress increased. The techniques used
to characterize the molecular weight of the proteins and their gelatinolytic activity were
different in terms of the type of organ and level of water stress. In general, in the case of the
stem extract, several proteins were found as the stress level increased, but the most marked
band and with the highest gelatinolytic activity was that of 25 kDa. In the case of the leaf
extract, several proteins were also observed, predominating the one with a molecular weight
of 22 kDa with higher gelatinolytic activity when water stress increased. When comparing
the profiles of commercial bromelain with the stem and leaf profiles, a peak was found that
was retained at the same time during chromatography (23 min). In commercial bromelain,
these peaks corresponded to proteins of 16, 22, and 25 kDa (23 min). In the case of the peak
of the leaf isolate (AEAh), it corresponded to a band of 22 kDa, and with the stem isolate
(AEAL), two protein bands of 12 and 25 kDa (23 min). The retention peaks of both isolates
presented higher proteolytic activity in the stressed treatment (25% CC) than in the non-
stressed treatment (100% CC). The activity with LNPE (a-N-CBZ-L-lysine-p-nitrophenyl
ester) was higher with the stressed treatments, both in the leaf and the stem, so it could be
inferred that the greater the water stress, the greater the activity of bromelain in the stem.
Regarding the use of cysteine proteases from Ananas comosus and B. serra as an organic
product to control phytopathogenic microorganisms in bacteria and fungi
(Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, X. citri pv. Citri,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Ralstonia solanacearum,
Pseudomonas syringae pv. Tomato and Fusarium oxysporum), no inhibition was detected
with any of the microorganisms studied. Finally, when studying the effect of Bromelia serra
enzymes on the coagulation of bovine milk, casein hydrolysates were prepared using AEB at
different times, as a prior study to the coagulation of milk and the influence that temperature
has on the strength of rennet. The hydrolyzate obtained after a 240-minute treatment
exhibited the highest antioxidant activity (ABTS) compared to the other treatments,
obtaining a hydrolyzate of 12% with a TEAC value of 1.10uM/mg and ICso of 1.68 (mg/
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mL). Once the effect of AEB on casein had been studied, milk coagulation studies were done,
which, although they presented low values, could be increased by concentrating the AEB.
These tests lay the foundation for future studies for the manufacture of cheeses, replacing
rennet of animal origin with vegetable ones. Subsequently, studies corresponding to acidity,
alcohol, reductase tests on milk, and sensory analysis on cheese manufacturing must be
carried out. These studies carried out during the thesis lay the foundations for the verification
that the increase in water stress in pineapple increases the activity of stem bromelain and, on
the other hand, enzyme isolates from B. serra can be used as a tool capable of hydrolyzing
other protein substrates that can lead to peptides with bioactivity such as antioxidant activity,

among other uses in the agri-food industry.
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Introduccion general

1. Enzimas

Las enzimas son catalizadores que aceleran reacciones quimicas en los organismos Vivos.
Principalmente estan compuestas de proteinas, aunque ocasionalmente se encuentran
moléculas de ARN con propiedades cataliticas, conocidas como ribozimas (Tapia y Ruiz,
2020).

Numerosas enzimas estan formadas por proteinas conjugadas que incluyen componentes no
proteicos conocidos como cofactores, los cuales pueden ser iones inorganicos o moléculas
orgénicas llamados coenzimas. Las enzimas presentan tres caracteristicas esenciales: 1)
aumentan la velocidad de una reaccion; 2) forman un complejo de transicion con los

reactivos; 3) no alteran el equilibrio de la reaccion (Becker et al., 2007).

El papel de las enzimas es fundamental en el funcionamiento celular, ya que regulan el
metabolismo al participar en cada paso de las reacciones que ocurren en las células. Sin estos
catalizadores, las reacciones quimicas necesarias para la vida no ocurririan o lo harian a una

velocidad tan lenta que serian practicamente imperceptibles (Tapia y Ruiz, 2020).

Las enzimas son necesarias en cantidades minimas y no se consumen permanentemente
durante las reacciones. Su accion no influye en la termodinamica de las reacciones, por lo
que no determinan la proporcién de productos y reactivos en equilibrio quimico. Més bien,
aceleran la velocidad de las reacciones que ya son favorables desde el punto de vista
termodinamico. Los catalizadores inorganicos como el platino y el magnesio pueden
aumentar la velocidad de una reaccion unas cientos o miles de veces, mientras que las

enzimas pueden aumentarla en millones.

Las enzimas disminuyen la energia de activacién, necesaria para lograr el encuentro eficiente
entre los reactivos en el denominado estado de transicion, que constituye un complejo
activado transitorio en el cual ciertos enlaces se forman y otros se rompen. Esto se produce
gracias a la formacidn de un complejo enzima-sustrato que se establece en un lugar especifico
de la enzima denominado sitio activo o catalitico, siendo las superficies de la enzimay de los

sustratos complementarias entre si, lo cual favorece su union con mucha precision. Esta
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interaccion explica la elevada especificidad de las enzimas a los que se unen y a la reaccién

que catalizan (Tapia y Ruiz, 2020).

Las enzimas se destacan por su capacidad catalitica excepcional, a menudo superando
ampliamente a los catalizadores sintéticos o inorganicos. Son altamente especificas para sus
sustratos, acelerando eficientemente las reacciones quimicas sin perturbar las constantes de
equilibrio. Ademas, trabajan en soluciones acuosas bajo condiciones suaves de temperatura
y pH, un atributo poco comun en los catalizadores no bioldgicos (Lodeiro y Hozbor, 2014).
Al operar en secuencias ordenadas, guian cientos de reacciones paso a paso, desde la
descomposicion de moléculas nutritivas hasta la sintesis de macromoléculas bioldgicas a
partir de precursores simples. Debido a las enzimas reguladoras, las vias metabdlicas estan
finamente coordinadas, asegurando una interaccion armoniosa entre las diversas actividades

esenciales para mantener la vida (Berg et al., 2002).

1.1 Clasificacién de las enzimas

A cada enzima se le asigna un nimero compuesto por cuatro digitos, asi como un nombre
sistematico, que identifica la reaccion que cataliza. Este sistema de nomenclatura y
clasificacion de las enzimas fue creado por la Comision de Enzimas (“Enzyme Comission”,
E.C.) de la International Union of Biochemistry (IUB) en el afio 1961, debido a que el nombre
dado por los investigadores a las enzimas que estudiaban, sumado al nimero creciente de
enzimas reportadas, provocaban una situacion cadtica que requeria de un inmediato
ordenamiento. En la actualidad, el Comité de Nomenclatura de la IUBMB es el sucesor de la

Comision de Enzimas.

El sistema E.C. agrupa a las enzimas en seis clases: Oxidorreductasas (1), Transferasas (2),
Hidrolasas (3), Liasas (4), Isomerasas (5) y Ligasas (6) de acuerdo a la reaccién que catalizan.
Las peptidasas integran la subclase 3.4, que a su vez contiene catorce diferentes sub-subclases

como muestra la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de enzimas segun las Comision de Enzimas (Enzyme Comission).

Grupo Reaccion catalizada Ejemplo de enzima
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Reacciones de oxidacion/reduccion y
EC1 de transferencia
Oxidoreductasas | de atomos de H, O o electrones desde
una substancia a otra.

Deshidrogenasa, oxidasa

Transferencia de un grupo funcional

EC?2 desde una substancia a otra. El grupo . .
. . - Transaminasa, quinasa
Transferasas puede ser metil-, acil-, amino- o
fosfato.

Formacién dos productos de un

EC 3 Hidrolasas substrato por hidrolisis.

Lipasa, amilasa, peptidasa

Adicidn o eliminacion no hidrolitica
de grupos de los substratos. Pueden

EC 4 Liasas Descarboxilasa
romper los enlaces C-C, C-N, C-O o
C-S.
EC5 ., ,
Isomerizacion de una molécula. Isomerasa, mutasa
Isomerasas
Unién de dos moléculas
] or sintesis de nuevos enlaces C-O, ]
EC 6 Ligasas P Sintetasa

C-S, C-N o C-C con la rotura
simultanea de ATP.

1.2 Enzima proteoliticas

Las enzimas proteoliticas se conocen con el nombre de proteasas, es decir, aquellas enzimas
qgue actian en la degradacion de las proteinas. También son denominadas enzimas
proteoliticas o péptido- hidrolasas. EI Comité de Nomenclatura de la Unidn Internacional de
Bioquimica y Biologia Molecular (NC-ITUBMB, 1984) recomendd el uso del término
peptidasa como el méas general para designar a las enzimas hidroliticas que degradan enlaces

peptidicos. Las peptidasas comprenden dos grandes grupos de enzimas: las endopeptidasas
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y las exopeptidasas, que rompen uniones peptidicas en distintos puntos del interior de la
proteina 0 que remueven secuencialmente uno o méas aminoacidos desde los extremos
carboxilo o amino, respectivamente. En la actualidad se conocen méas de mil peptidasas

provenientes de vegetales, animales y microorganismos (Barrett et al., 2004a).

Las enzimas proteoliticas desempefian un rol critico en los sistemas bioldgicos. El clivaje
proteolitico de la union peptidica es una de las mas frecuentes e importantes modificaciones
enzimaticas de proteinas en los sistemas vivos. El procesamiento proteolitico es la etapa final
en la expresion de actividad de una gran variedad de proteinas y ocurre mediada por muchas
vias y con la participacion de muchas peptidasas diferentes. Sin embargo, la protedlisis es
limitada y dirigida hacia la ruptura de uniones peptidicas especificas en proteinas
determinadas. Esta especificidad de corte depende de la accesibilidad de la unién peptidica a
escindir, de los aminoacidos involucrados en este enlace peptidico y del entorno aportado por

otros aminodcidos cercanos a la union (Neurath, 1989).

La sintesis de las peptidasas depende de la disponibilidad de los aminoécidos precursores, y
parte de ellos pueden ser obtenidos mediante hidrolisis enzimética por degradacion de
proteinas celulares, formando parte del recambio proteico que continuamente ocurre en la
célula. Segun la clasificacion del Comité NC-IUBMB, las peptidasas integran la subclase 3.4
de la clasificacion EC, las cuales se agrupan en diferentes sub-subclases segun el tipo de
enlace quimico sobre el cual acten. Las exopeptidasas pueden atacar el extremo N-terminal,
pudiendo liberar un Gnico residuo aminoacido (aminopeptidasas, EC 3.4.11), o un dipéptido
o tripéptido (di/tri-peptidilpeptidasa, EC 3.4.14); o también pueden actuar sobre el extremo
C-terminal, pudiendo liberar un Unico aminoacido (carboxipeptidasas, EC, 3.4.16-18), o un
dipéptido (peptidil-dipeptidasas, EC 3.4.15). En cambio, las endopeptidasas, se agrupan de
acuerdo a sus mecanismos cataliticos y la nomenclatura esté relacionada con los aminoéacidos
involucrados en el sitio activo. En las peptidasas serinicas (EC 3.4.23), cisteinicas (EC
3.4.21), serinicas y treoninicas (EC 3.4.25) y asparticas (EC 3.4.22). Por otra parte, las
metalopeptidasas (EC 3.4.24) generalmente contienen Zn en el sitio activo y generalmente
contienen los aminoacidos His, Glu, Asp y Cys que actian como formando complejos con
Zn, Coy Mn (NC-IUBMB, 1992; Rawlings et al., 2004; Caffini et al., 2009).
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Figura 1. Clasificacion de las peptidasas segun la reaccion catalizada. Cada circulo
representa un aminodacido y la linea negra que los une representa la union peptidica. Las
flechas negras indican el primer corte y las blancas los subsecuentes. En el primer corte, el

aminoacido hacia el cual se dirige la escision esta coloreado de negro y, para los siguientes
clivajes, los aminoacidos se muestran en gris. Imagen obtenida de Rawlings et al. (2007)

1.3 El sistema MEROPS de clasificacion de peptidasas

La mayoria de las enzimas proteoliticas son endopeptidasas (238 sobre un total de 314) y
estan distribuidas en s6lo 5 de las 14 sub-subclases existentes. En 1993, N. D. Rawlings y
A.J. Barret comenzaron a desarrollar una nueva forma de clasificacion de las peptidasas, con
el proposito de agruparlas en una forma que representase sus caracteristicas estructurales
basicas y sus relaciones evolutivas, aprovechando el conocimiento de las secuencias
aminoacidicas disponibles en ese entonces. El sistema se fue enriqueciendo a través de
sucesivas comunicaciones (Rawlings et al., 2018), lo que finalmente dio lugar a la base de

datos MEROPS (https://www.ebi.ac.uk/merops/), un sistema de clasificacion de peptidasas

en el que las mismas son agrupadas en familias y clanes, como puede verse en la Tabla 2.

Tabla 2. Sistema de clasificacion MEROPS

Nivel Descripcion Identificadores
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https://www.ebi.ac.uk/merops/

Conjunto de familias en las
todas las peptidasas han
evolucionado a partir de un
Unico ancestro. Las
Clan familias en el mismo clan A, C,M,P,S
tienen en comuan que las
peptidasas que las integran
exhiben tipos de
plegamiento similares
Una familia incluye
peptidasas que presentan
homologia en su secuencia
aminoacidica
Una peptidasa se distingue
de las demas por
Peptidasas diferencias en la actividad, A,C,M,S, T, U
estructura u origen
genético

Familia A C,MS T,U

Una familia esta constituida por un grupo de peptidasas en el que la secuencia aminoacidica
de cada miembro muestra una relacién estadisticamente significativa con al menos la de otro
miembro de la familia en la zona de la molécula responsable de la actividad peptidasica
(Rawlings y Barrett, 2004).

El término clan describe un grupo de familias cuyos miembros han evolucionado a partir de
una proteina ancestral comun, pero que han divergido tanto que su relacion no puede ser
establecida simplemente por la comparacion de sus estructuras primarias (Rawlings et al.,
2018). Un clan puede incluir familias de mas de un tipo catalitico, como ocurre en el Clan
PA que contiene, a la fecha, diez familias de peptidasas serinicas y cinco de peptidasas

cisteinicas.

Los identificadores utilizados para los clanes, familias y peptidasas en la clasificacion
MEROPS comienzan con una letra que indica el tipo catalitico de la peptidasa en el grupo:
A (aspartica), C (cisteinica), M (metalo), S (serinica), T (treoninica), o U (sin clasificar). La
letra P es también utilizada para identificar dos clanes que contienen peptidasas de méas de
un tipo. El identificador de un clan se completa con una segunda letra mayuscula, asignada
secuencialmente (por ejemplo, clan CA), y el identificador para una familia es completado
con un numero (por ejemplo, C14, la familia de las caspasas). El identificador MEROPS para
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cada peptidasa individual comienza con el identificador de familia y se completa con un
namero decimal (por ejemplo, C14.001 para la caspasa 1). Todos los identificadores son
estables, siendo cambiados s6lo bajo circunstancias especiales, y jamas son reutilizados
(Barrett, 2001). Referencias cruzadas al sistema MEROPS pueden hallarse en la base de datos
SWISS-PROT (en el sitio ExPASy, http://www.expasy.ch/) y en la lista EC (URL:

http://www.chem.gmw.ac.ukiiubmb/enzyme/index.html).

1.4 Mecanismos cataliticos de las endopeptidasas
1.4.1 Proteasas cisteinicas

Las cisteinas o tiol peptidasas son endopeptidasas y exopeptidasas, cuya accion catalitica
depende de un residuo de cisteina en el sitio activo. La diada catalitica His-Cys esté presente
en todas las tiol peptidasas. En la cisteina peptidasa similar a la papaina, el aparato catalitico
generalmente consta de Hist, Cys y Asp. En general, estas enzimas muestran actividad
maxima a un pH de 4,5 a 7 y una masa molecular de aproximadamente 20 a 35 kDa. Debido
a su alta tendencia a la oxidacion del grupo tiol, muchas cisteinas peptidasas necesitan un
agente reductor en su medio de reaccion. La cisteina peptidasa muestra inhibicion por el

acido yodoacético, N-etilmaleimida y E-64, entre otros (Brocklehurst et al., 2013).

Las peptidasas cisteinicas estdn presentes en todos los organismos. Muchas de estas
peptidasas se encuentran en virus, bacterias, hongos, protistas (cruzipaina—Trypanosoma

cruzi) y plantas (papaina, bromelina).

1.4.2 Proteasas asparticas

Las asparticas o aspartil peptidasas son endopeptidasas &cidas, cuyo aparato catalitico tiene
dos residuos de acido aspartico. Muestra una actividad 6ptima a un pH de 3 a 6, puntos
isoeléctricos en el rango de 3 a 4,5 e inhibicién habitual por la pepstatina A. Este grupo
peptidasa se utiliza en diversos sectores industriales como los hidrolizados de caseina, la
sintesis de péptidos y la reduccién de la turbidez mediante la degradacion del complejo
proteico del zumo de frutas. Ademas, en la produccion de queso, las peptidasas asparticas
son muy necesarias como sustituto de la quimosina de rumiantes recién nacidos. El proceso

de extraccién de quimosina de rumiantes choca con problemas éticos, y la busqueda por
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enzimas microbianas constituye una alternativa atractiva con bajo costo y reducido tiempo

de produccion (Rodrigues da Silva, 2017)

1.4.3 Proteasas serinicas

Las serina peptidasas comprenden el grupo mas abundante de peptidasas. Estas enzimas se
caracterizan por la presencia de un residuo de serina en el sitio activo, que es crucial para su
desempefio catalitico. La triada catalitica consta de His, Ser y Asp. Estas enzimas pueden ser
una endopeptidasa y una exopeptidasa. En general, las serina peptidasas muestran actividad
maxima a un pH de 6 a 11 y puntos isoeléctricos en el rango de 4 a 6. Algunas serina
peptidasas alcalinas de hongos, es decir, producidas por Aspergillus sp. y Neurospora
Conidiobolu, muestran una actividad éptima alrededor de pH 10 y puntos isoeléctricos altos
(8-9). Las serina peptidasas alcalinas tienen diferentes aplicaciones: en el tratamiento del
cuero, mejora del sabor del queso e industria de detergentes. Este grupo de peptidasa exhibe
inhibicion por fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), inhibidor de tripsina, antidolor,
quimostatina y otros (Ward et al., 2019)

1.4.4 Metalo proteasas

Las metalopeptidasas son endopeptidasas y exopeptidasas que dependen de iones,
generalmente zinc, para su desempefio catalitico. También se han descrito otros iones
metalicos, incluidos cobalto, manganeso, niquel, cobre y hierro, para la catalisis de estas
enzimas. El sitio activo consiste principalmente en His-Glu-Xaa-Xaa-His, donde “Xaa” es el
mismo aminodcido (repeticion del mismo aminoacido). El residuo de histidina participa en
la acomodacion de los iones zinc y el residuo de acido glutdmico esta directamente
relacionado con la funcién catalitica. Estas peptidasas exhiben una amplia variedad catalitica
para la protedlisis, como la colagenasa y elastasa (bacterias y hongos), la toxina hemorréagica
de los venenos de serpiente y la termolisina bacteriana. Las metalopeptidasas exhiben
inhibicidn por agentes quelantes, como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y el acido
etilenglicoltetraacético (EGTA), cuya catalisis esta influenciada por la eliminacion de iones
divalentes (Ward et al., 2019).

1.5 Funciones de las proteasas dentro de los vegetales

Las proteasas se encuentran en las plantas cumpliendo diversas funciones. Uno de los

principales roles esta relacionado con los procesos regulatorios en la modificacion y
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degradacion de proteinas. Buono et al. (2018) detallan como las proteasas desempefian un
papel crucial en varios procesos bioldgicos, incluyendo la apoptosis de diversos tejidos
vegetales y el proceso de senescencia.

Otro aspecto importante en cuanto a la funcion de las proteasas en las plantas tiene que ver
con el reconocimiento y/o induccion de respuestas defensivas ante el ataque de patégenos

como es el caso de las proteasas presentes en el latex de frutos (Freitas et al., 2020).

Aunque las proteasas suelen estar presentes en cantidades reducidas y pueden ser dificiles de
identificar, ciertas plantas tienen la capacidad de producirlas en cantidades excepcionalmente
elevadas. Principalmente, estas especies pertenecen a las familias Caricaceae, Bromeliaceae
y Moraceae. Esta peculiaridad podria estar asociada con los mecanismos de proteccién contra

agentes patdgenos, parésitos y herbivoros (Dussourd, 1993; Ramos et al., 2019).

Las cisteino proteasas son actores clave en una variedad de procesos, incluido el crecimiento,
el desarrollo, las respuestas al estrés y defensa (Balakireva y Zamyatnin, 2018). Ademas,
existen antecedentes que demuestran que antes condiciones de estrés hidrico se estimula la
expresion de genes que codifican para la transcripcion de cisteina proteasas en Arabidopsis
thaliana (Grudkowska et al., 2004), lo cual podria favorecer a un aumento en el contenido

de enzimas proteoliticas en la planta.

Las enzimas proteoliticas presentes en vacuolas o en la pared celular de algunas plantas
actlan como agentes protectores contra patdgenos, parasitos y herbivoros debido a que
constituyen la primera linea de defensa contra potenciales patégenos (Van der Hoorn y Jones,
2004).

1.6 Usos actuales de las proteasas

Las enzimas proteoliticas o proteasas son un grupo importante de hidrolasas que catalizan la
hidrélisis de enlaces peptidicos presentes dentro de sustratos proteicos y se emplean en

diversos procesos industriales como catalizadores (Husain, 2018; Adrio y Demain, 2014).

Las proteasas constituyen alrededor del 60% del mercado mundial de enzimas; este ultimo
representado por productores como Genencor International, Gist-Brocades, Miles
Laboratories y Novo Industries. Las proteasas se utilizan ampliamente en aplicaciones

industriales como biotecnologia de alimentos, procesamiento de textiles y cuero, productos
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farmacéuticos, detergentes, investigacion protedmica, sintesis de compuestos, entre otras.
Hoy en dia, el mercado de enzimas proteoliticas estd aumentando debido a la creciente
conciencia de la poblacion sobre la necesidad de proteger el medio ambiente del impacto
causado por la industria quimica (Arshad et al., 2014, Husain, 2018). A las proteasas
vegetales provenientes de fuentes no toxicas se las considera como GRAS (Generally
Recognized As Safe), estatus que corresponde a productos de origen natural que pueden ser
aplicados en tecnologias agricolas, alimentarias y farmacéuticas (U.S. Food and drugs

administration, 2022).

El uso de hidrdlisis enzimatica para producir péptidos bioactivos a partir de sustrato proteico
es atractivo para estudios biotecnoldgicos y actualmente constituye la forma mas comin de
generar estos péptidos (Hidalgo et al., 2012). Ciertas caracteristicas, como el corto tiempo de
hidrolisis y la actividad enzimatica en condiciones controladas, hacen de las enzimas
proteoliticas una ventaja valiosa en contraposicion a otros métodos para la sintesis de
péptidos bioactivos, como la hidrdlisis quimica en la que se utilizan &cidos o bases. En
general, los péptidos con funciones bioldgicas estan encriptados en una proteina completa y,
por lo tanto, se requiere la protedlisis para liberarlos. Utilizando una proteina original, la
hidrélisis enzimatica se utiliza para liberar varios péptidos, estudios in vitro e in vivo que han
indicado una numerosa coleccion de funciones fisioldgicas, incluidas actividades
antitrombdticas, antioxidantes, opioides, efectos citomoduladores e inmunomoduladores,
propiedades antimicrobianas y actividad inhibidora de la angiotensina. -enzima convertidora

I (ACE), antiobesidad y actividad antigenotdxica (Rodrigues da Silva, 2017).

El reino vegetal ofrece una amplia variedad de especies que poseen enormes cantidades de
enzimas proteoliticas que podrian ser Gtiles en diferentes areas de aplicacion. De hecho,
existen peptidasas vegetales que se utilizan actualmente en diferentes industrias. La
bromelina es una preparacién cruda obtenida de la pifia (Ananas comosus, Bromeliaceae) que
contiene al menos cuatro peptidasas bien estudiadas llamadas bromelina del tallo, bromelina
del fruto, comosaina y ananaina (Tochi et al., 2008, Arshad et al., 2014). Esta mezcla de
enzimas se estd empleando en muchas y variadas aplicaciones, como el ablandamiento de

carne, bebidas, industria panadera, productos cosméticos, preparacion de hidrolizados de
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proteinas, alimentos para animales, blanqueamiento dental e industrias textiles vy

farmacéuticas, entre otras (Arshad et al., 2014, Manzoor et al., 2016).

1.7 Proteasas obtenidas de Bromeliaceae

Existen preparaciones comerciales ampliamente estudiadas que poseen fitopeptidasas, como
la bromelina del anané (Ananas comosus (L.) Merr.), cuyo sistema proteolitico es derivado
mayormente del fruto y del tallo y contiene cuatro peptidasas principales de tipo cisteinico:
bromelina de tallo (EC 3.4.22.32), ananaina (EC 3.4.22.31), comosaina y bromelina de fruto
(EC 3.4 .22.33). Estas proteasas también estan presentes en otras partes del anana, como la
piel, el corazon, la corona y las hojas (Arshad et al., 2014; Ramli et al., 2018). Esta
preparacion posee aplicaciones biomédicas como antiinflamatoria, antitumoral,
antiedematosa, antitrombdtica y fibrinolitica, asi como usos en biotecnologia alimentaria en
la tiernizacion de carnes, panificacion y en la produccion de hidrolizados (Ketnawa et al.,
2012; Arshad et al., 2014; Ramli et al., 2017).

En el caso de la bromelina se resumen en la Tabla 3 los diferentes usos de esta enzima

proteolitica.

Tabla 3. Diferentes aplicaciones de la bromelina.

Industria de alimentos (a,c,d) Terapéutico (b,c) Industria textil (a) Industria cosmeética (a)
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Industria panadera: Mejora la
relajacion de la masa, Produce

harina hipoalergénica

Hidrolizado de proteinas:
Agente hidrolizante para carne
ostra, pollo, carne y calamares.

Hidrolizado de pescado.
Estimacion de la degradacion
de proteinas en piensos para

rumiantes

Inhibe el pardeamiento de

frutas y la oxidacién de fenoles

Produccion de alcohol: Mejora
la estabilidad proteica de la

cerveza. Previene turbidez

Efecto antimicrobiano

Efectos Minimiza el tiempo

cardiovascularesy  de ablandamiento

respiratorios durante la coccion
Elimina
Alivia la incrustaciones e
osteoartritis impurezas de fibras

de lana y seda
Uso en tratamiento
de enfermedades  Mejora la propiedad
antinflamatorias de tincion de las
cronicas, malignas, fibras proteicas
y autoinmunes
Uso en coagulacion
sanguinea y
fibrinolisis
Contrarresta
efectos de la
diarrea
Mejora el
crecimiento de la
piel ante

guemaduras

Eliminas las manchas,
placas y restos de comida
en la superficie exterior

de los dientes

Tratamiento del acné,

arrugas y piel seca

Reduce los hematomas y
la hinchazon posterior a

inyecciones

Datos obtenidos de Arshad et al. (2014)(a); Pavan et al. (2012) (b); Orsini et al. (2006)(c); Ali et al.

(2015) (d).

La acumulacion de enzimas proteoliticas, como la bromelina, se presenta en diferentes

especies de la familia de las Bromeliaceas. La mas estudiada por su uso comercial es el

Ananas comosus en el cual estas enzimas se almacenan en grandes cantidades en el tallo, de

alli su importancia ya que en la cosecha del cultivo los mismos son residuos que podrian ser

aprovechados para su extraccion. Se registra pocos estudios sobre la de la presencia de
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enzimas proteoliticas en la bromeliacea nativa Bromelia serra provenientes del fruto (Caffini
et al., 1988; Salese et al., 2021).

Por otra parte, es importante destacar que hay antecedentes que ante situaciones de estrés
abiotico se modifica el contenido de estas proteasas en los diferentes 6rganos de estas
especies, sin embargo, se desconocen con precision los factores ambientales que influyen en
su acumulacion en la planta. Ademas, en estudios previos (Lopez-Garcia et al., 2012; Dutta
et al., 2013), se han demostrado que a partir de tallos de anana se obtienen extractos con
propiedades fungicidas y bactericidas, ofreciendo un atractivo modelo para su rapida y
conveniente produccion como uso terapéutico en las plantas y alternativa al uso de fungicidas
y bactericidas quimicos. Fundamenta la eleccion del tema la posibilidad de influenciar la
acumulacién de enzimas proteoliticas en el cultivo de anand y dilucidar la existencia de las
mismas en especies de importancia regional y el potencial aprovechamiento de sus extractos
como producto orgénico para el control de fitopatdgenos de interés agronémico. Dentro de
los posibles usos de las enzimas proveniente de Bromeliaceas se encuentran antecedentes
relacionados al tratamiento para obtener hidrolizados con péptidos que poseen actividad
antioxidante (Salese et al., 2022). También, se reportaron estudios sobre Bromelia hieronymi
como agente coagulante de la leche para su posterior elaboracion de quesos (Bruno et al.,
2010).

Objetivos

General

Evaluar la incidencia de las condiciones de crecimiento en los contenidos de proteasas
cisteinicas en Ananas comosus L. Merr. y Bromelia serra Griseb. y evaluar su potencial uso

agronémico

Especificos

e Analizar el perfil de proteasas cisteinicas existentes en aislados de hojas de

Bromelia serra Griseb. en distintas estaciones del afio.
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Estudiar la dindmica de proteasas cisteinicas de Ananas comosus L. Merr bajo

distintas condiciones de estrés hidrico.

Evaluar el uso de las proteasas cisteinicas de Ananas comosus L. Merr y Bromelia
serra Griseb. como producto natural para el control de microorganismos

fitopatdgenos.

Evaluar el efecto de las enzimas de Bromelia serra sobre la coagulacion de la leche

bovina

Hipotesis

Las plantas de Ananas comosus sometidas a diferentes niveles de estrés hidrico

modifican la concentracion y actividad proteolitica de las proteasas cisteinicas.

Las diferentes condiciones ambientales propias de las cuatro estaciones del afio,
modifican la concentracion y actividad proteolitica de las proteasas cisteinicas

extraidas de Bromelia serra Griseb.

La aplicacion de proteasas cisteinicas de Ananas comosus L. Merr. y Bromelia serra
Griseb. tienen efectos como producto natural para el control de ciertos

microorganismos fitopatdgenos.

Las enzimas de Bromelia serra posee propiedades de coagulacion sobre la leche

bovina
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Capitulo |1

Caracterizacion de proteasas en hojas de

Bromelia serra Griseb
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Introduccion

1. Enzimas Proteoliticas de Bromeliaceae

Algunas especies nativas de la familia de las Bromeliaceae se caracterizan por poseer
endopeptidasas en cantidades superiores a las fisiologicamente necesarias (Barrett, 2001), lo
que constituye una potencialidad muy atractiva debido a los multiples usos biotecnologicos
que poseen dichas enzimas. A pesar del elevado numero de integrantes de la familia
Bromeliaceae es muy reducido el nimero de géneros que han sido estudiados hasta la fecha
en busca de enzimas proteoliticas (Ananas, Bromelia, Hohenbergia y Pseudananas), siendo
Ananas comosus L. (el “anand” o “pifia”) la especie mas estudiada, a partir de cuyos tallos
se obtiene la bromelina (Heinicke et al., 1957). Bromelina es el nombre colectivo de enzimas
proteoliticas relacionadas que se encuentran en los tejidos de las especies pertenecientes a la
familia Bromeliaceae, de los cuales el anana (Ananas comosus) es el més conocido. Se
reconocen dos tipos distintos de bromelina del anana: bromelina del tallo (CE 3.4.22.32) y la
bromelina de la fruta (CE 3.4.22.33), siendo ambas cisteino proteasas (Maurer, 2001). Esta
enzima se encuentra dentro de las denominadas proteasas sulfhidrilicas o cisteina
endopeptidasas cuya actividad depende del grupo tiol del residuo de cisteina localizado en el
sitio activo de la enzima. Por ello, para expresar su maxima actividad la bromelina requiere

la presencia de agentes reductores, tales como cisteina.

Ademas de la bromelina de tallo y fruto, las proteasas méas estudiadas en los ultimos afios
pertenecientes a las Bromeliaceae son Bromelia hieronymi, B. antiacantha, B. pinguin, B.
laciniosa, B. karatas, B. fastuosa, Hohenbergia penduliflora, Pseudoananas macrodontes,
B. balansae, A. ananassoides, entre otros (Bruno et al., 2002; Vallés et al., 2007; Moreno-
Hernandez et al., 2017; Silva et al., 2022; Mesa-Espinoza et al., 2018, Cabral et al., 2006;
Pérez et al., 2010; Errasti et al., 2018; Pardo et al., 2000; Okayama et al., 2023).

Bromelia serra es una planta nativa del norte de Argentina con habito de hierba perenne que
se distribuye en las provincias de Chaco, Cérdoba, Corrientes, Formosa, Jujuy, Salta,
Santiago del Estero, Santa Fe y Tucuman. También pueden encontrarse en ciertas zonas de
paises limitrofes como Brasil y Paraguay. Presenta numerosas hojas estrechas, de bordes

espinosos, de 1,5 m de largo y 4 cm de ancho, que forman una roseta de hasta 40 cm de alto.
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La infrutescencia tiene forma globosa, conteniendo decenas de bayas tricarpelar amarillas
(Caffini et al., 1988; Montero et al., 2017).

Figura 2. Imagen de B. serra Griseb. en floracion, fotografiada por el Ing. Agr. (Mgter.)
Gabriel Pinto Ruiz en Santa Ana, Corrientes, Argentina.

Existen pocos estudios a la fecha en cuanto a la caracterizacion de las enzimas proteoliticas
proveniente de B. serra. Caffini et al. (1988) obtuvieron un polvo acetonico de sus frutos el
cual mostro presencia de cisteino peptidasas, las cuales presentaron buena estabilidad térmica
y un rango de pH 6ptimo de 6.0 a 7.8. Por otro lado, surgieron nuevos estudios acerca del
fruto de esta especie (Salese et al., 2022) en la cual encontraron cisteino peptidasas con pesos
moleculares (PM) de entre 24,1 y 25,9 kDa, con un rango de pH mayor de actividad hasta
pH 9. Ademas, en este Gltimo estudio se pudo comprobar que los extractos de B. serra
retuvieron mas del 80% de la actividad luego de incubaciones térmicas a 23, 37 y 45°C.
Salese (2023) pudo comprobar que hubo variacién en la actividad proteolitica de B. serra

segun el punto de madurez del fruto (inmaduro, semi-maduro y maduro).

Existen escasos antecedentes sobre la caracterizacion de enzimas proteoliticas extraidas de
las hojas de B. serra. Por esta razon, se opt6 por estudiar este érgano de la planta, dado que
las hojas estan disponibles durante todo el afio. Ademas, se ha confirmado mediante estudios
previos (Gomez Herrera et al., 2022) que las enzimas proteoliticas presentes en las hojas

poseen caracteristicas distintas en comparacion con las provenientes de los frutos.
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El objetivo de este capitulo fue caracterizar el sistema proteolitico presente en extractos de

Bromelia serra, recolectado en distintas estaciones del afio en la region de Corrientes.
Materiales y métodos

1. Material vegetal

Se recolectaron hojas adultas de Bromelia serra (BS) durante las cuatro estaciones del afio
en 2018 y 2019 en la localidad de Santa Ana, Corrientes, Argentina. Luego de su colecta, se
lavaron las muestras con agua corriente, se las enjuagaron con agua destilada, y fueron

envasadas herméticamente almacenandolas a -20°C hasta su uso.

1.1 Obtencidn del extracto crudo

Las hojas fueron cortadas en pequefios trozos, pesadas y trituradas con una procesadora
eléctrica Smart-tek en un buffer fosfato de sodio (0,1 M) pH 7 conteniendo EDTA (5 mM) y
cisteina (5 mM), como agentes protectores enzimaticos (Bruno, 2007). La homogenizacién
con del material vegetal en el buffer se realizé en una proporcion 1 g hoja por mL de buffer.
La suspension obtenida de la procesadora fue filtrada en bafio de hielo usando tamiz de malla
gruesa, su filtrado fue centrifugado a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante
se denominé extracto crudo (ECB). Tanto el proceso de filtrado como la homogenizacion
con la procesadora se realiz6 en bafio de hielo manteniendo la temperatura entre 0 a 4°C
(Hernandez et al., 1997).

1.2 Obtencion de aislado enzimatico (AEB)

Se obtuvieron los aislados enzimaticos por precipitacion con diferentes solventes organicos
(etanol y acetona) con el objetivo de eliminar compuestos fendlicos, glucidos y proteina
inactivas de bajo peso molecular (Bruno, 2007). En primer lugar, se traté el ECB (volumen
inicial de 60 ml) con cuatro voliumenes del solvente organico (1:4) frio (-20 °C) a efectos de
minimizar la desnaturalizacién proteica. Los tratamientos con acetona y etanol fueron
realizados de manera independiente para luego comparar entre ambos la concentracion de
proteinas y la actividad proteolitica. La suspension se agitdé suavemente en un agitador
magnético y se dej6 reposar durante 20 min a 0 °C, luego se centrifugd a 4000 xg durante 20
minutos. Los pellets se secaron en un desecador al vacio para eliminar residuos de solventes

organicos y se suspendieron con 4 mL del buffer fosfato de sodio (0,1 M) pH 7 conteniendo
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EDTA (5 mM) y cisteina (5 mM), a 0°C (Scopes, 1984). Este precipitado resuspendido se

denomind aislado enzimatico (AEB).

2. Preservacion de la actividad enzimatica de hojas de BS, AEB y ECB
2.1 Preservacion en el tiempo de la preservacion de hojas de BS

Se evalud la preservacion de la actividad enzimatica en funcion del tiempo de las hojas de
BS preservados a -20°C, de los cuales se obtuvo un ECB segun el item 1.1 y se ensayo la

actividad proteolitica segun item 3.2.2 cada 30 dias durante 6 meses.

2.2 Preservacion en el tiempo de la preservacion de AEB y ECB

Se ensayo0 estabilidad en el tiempo de la actividad proteolitica segun item 3.2.2 para los AEB
y ECB a-20°C y 4 °C. Inicialmente 1 vez cada 24 horas durante 10 dias y luego a los 15, 30,
60 y 90 dias.

3. Caracterizacion del extracto crudo
3.1 Concentracion proteica

Se empled el método de Bradford (1976), el cual se basa en la capacidad del colorante
Coomassie Blue G-250 para generar un cambio en la absorbancia de 465 nm (forma roja del
colorante libre) a 595 nm (forma azul del complejo colorante-proteina) al unirse a las
proteinas. Este método resulta adecuado para la cuantificacion de proteinas en extractos
vegetales, ya que estos suelen contener compuestos fendlicos que pueden interferir con el
método clasico de Lowry (Peterson, 1979). Se realizaron curvas de calibracion utilizando
seroalbumina bovina como patrén, en el rango de 2,5-45 pg/mL para luego calcular la

concentracion proteica del AEB (Tabla 4).
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Tabla 4. Determinacion de proteinas por Bradford

Tubo de reaccion Volimenes
Muestra 5-10 pL
Reactivo de Bradford 500 pL

Agitar en vortex, leer la absorbancia a 595
nm a los 10 minutos.
3.2 Actividad proteolitica del ECB

3.2.1 Sustrato proteico: hemoglobina

La hemoglobina se utilizd como sustrato para la determinacion de la actividad proteolitica
acida, segun Barrett (1970), con ligeras modificaciones. La mezcla de reaccion contenia 0,1
mL de extracto enzimatico (0,16 mg de contenido de proteina) y 1,46 mL de hemoglobina
(2,5 g en 100 ml de buffer formiato de sodio-acido formico 0,1 M a pH 3,3). Después de la
incubacion a 37 °C durante 30 minutos, la reaccion se detuvo mediante la adicion de 1 mL
de &cido tricloroacético (TCA) al 10 % (p/v). La mezcla se centrifugd a 4.000 xg durante 15
minutos y luego se midié la absorbancia del sobrenadante a 280 nm. Los blancos de muestra
se prepararon combinando el TCA con la enzima y luego agregando el sustrato de
hemoglobina. Los ensayos se realizaron por triplicado. Las unidades de enzima por mL

(UE/mL) y las unidades de enzima por mg (UE/mg) se calcularon de la siguiente manera:
EU/mL=(AM2g0-AB2g0) X 2.66 X FD

donde AM280 y AB280 son valores de absorbancia de la muestra y del blanco,
respectivamente; 2,66, una constante de proporcionalidad, y FD, factor de dilucion de la

muestra.

3.2.2 Sustrato proteico: azocaseina
Se prepard azocaseina al 1% (p/v), la generacion de péptidos solubles en TCA se siguio en
condiciones alcalinas a 440 nm. Un ensayo sin enzima sirvio como control negativo. Una
unidad de actividad caseinolitica, sobre azocaseina, se definié como la cantidad de enzima

necesaria para producir un cambio de absorbancia de 1.0 en una cubeta de 1 cm en las
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condiciones del ensayo (Sarath et al., 1989). Los blancos de muestra se prepararon

combinando el TCA con la enzima y luego agregando el sustrato de azocaseina.

3.2.3 Sustrato proteico: caseina

Los ensayos de actividad caseinolitica se Ilevaron a cabo segin Bruno et al. (2006). Para esta
determinacion, la mezcla de reaccion contenia 1,1 mL de caseina (Sigma-Aldrich) al 1 %
(p/v) en buffer fosfato de sodio 0,1 M (pH 7) con cisteina 5 mM y 0,1 ml de solucion
enzimatica. La mezcla se incub6 a 37 °C y luego se detuvo con la adicion de 1,8 ml de
solucion al 5% (p/v). Se prepararon blancos de muestra agregando TCA a la enzima y luego
agregando el sustrato. Las muestras se centrifugaron a 7000 xg durante 20 minutos y luego
se midio la absorbancia de los sobrenadantes a 280 nm. Se utiliz6 una unidad enzimatica
arbitraria, denominada Ucas (Unidad caseinolitica), para expresar la actividad proteolitica
(Priolo et al., 1991).

3.4. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

Se realizaron las electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE) segun lo descripto por Laemmli (1970) usando geles separadores (acrilamida-
bisacrilamida 12,0% (Tabla 5) en buffer de gel separador pH 8,8 (Tabla 6) y geles
concentradores (acrilamida-bisacrilamida 4,0% en buffer de gel concentrador pH 6,8 (Tabla
5). Las muestras se disolvieron en buffer de muestra a pH 6,8 (Tabla 9). Para obtener
condiciones reductoras se agreg6 5% de 2-mercaptoetanol (2-ME) a dicho buffer y se calent6
un minuto en bafio a ebullicion. Las corridas se realizaron con buffer de corrida (Tabla 8) a
pH 8,3, a una corriente constante de 30 mA por gel durante aproximadamente 45 minutos
(BIO-RAD, Miniprotean Tetra Cell). Se utilizaron los siguientes patrones de peso molecular:
fosforilasa b (94 kDa); albimina sérica bovina (67 kDa); ovoalbimina (45 kDa); anhidrasa
carbonica (30 kDa); inhibidor de tripsina (20,1 kDa); a-lactoalbimina (14,4 kDa), (LWM -
Pharmacia). Los geles se fijaron y se tifieron con una solucion de colorante Coomassie
Brilliant Blue R-250 al 0,1% en agua/metanol/acido acético (5:5:2) (v/v/v) durante 2 horas y
decolorados con una solucion de agua: etanol: acido acético (13:5:2) (v/v/v). Luego, los geles
fueron fotografiados y las imagenes analizadas con el software ImageJ V1.51j8 (Schneider
etal., 2012).
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Tabla 5. Composicion del buffer concentrador (4X)

Reactivos Cantidad
TRIS BASE 39
SDS 0,29

Agua destilada 50 mL (volumen final)

Llevar a pH 6,8 con HCI concentrado

Tabla 6. Composicion del buffer separador (4X)

Reactivos Cantidad
TRIS BASE 27,29
SDS 069

Agua destilada 150 mL (volumen final)

Llevar a pH 8,8 con HCI concentrado

Tabla 7. Composicién de gel de poliacrilamida SDS-PAGE para 2 geles

Gel Concentrador 4 % p/v  Gel Separador 12% p/v

Buffer (4X) 1mL 3mL
Agua 2,48 mL 4,33 mL
Acrilamida 0,52 mL 4,67 mL
(30,8%)

TEMED 4 L 12 pL
Persulfato de 50 pL 60 pL

amonio (10%)



TEMED: N, N, N’, N"-tetrametiletilendiamina

Tabla 8. Composicion de buffer de electrodo para SDS-PAGE

Reactivos Cantidad
Glicina 144 g
TRIS-base 39

SDS 1g

Llevar a pH=8.3 con HClI cc.
Volumen final 1000 mL

Tabla 9. Composicion buffer de muestra 4X

Reactivos Cantidad
Buffer de gel concentrador 4 mL
Agua destilada 4 ml

Azul de bromofenol: punta de espatula

3.4.1 Tincion con nitrato de plata

Cuando fuera necesario, se realizé una tincion con nitrato plata para aumentar la sensibilidad
(Blum et al., 1987). En una primera etapa, los geles fueron lavados tres veces con etanol al
50% (v/v) durante 20 minutos. Posteriormente, se llevo a cabo el tratamiento previo (Tabla

10) durante 1 minuto en condiciones de oscuridad.
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Tabla 10. Composicién del tratamiento previo para 1 gel

Reactivos Cantidad
Tiosulfato de sodio (50%) 10 uL
Agua destilada 25 mL

Se procedio al enjuague con agua destilada 3 veces durante 20 segundos. Finalizado el
enjuague, se sumergieron los geles en la solucion colorante (Tabla 11) por 20 minutos con

agitacion orbital.

Tabla 11. Composicion de la solucion colorante para 1 gel

Reactivos Cantidad
Nitrato de plata 0,059
Formaldehido (37%) 20 uL
Agua destilada 25 mL

Luego se procedi6 al enjuague con agua destilada 3 veces durante 20 segundos y finalmente
los geles fueron embebidos en la solucidn de revelado (Tabla 12) segln tiempo de aparicion

de nuevas bandas de proteinas en las calles.

Tabla 12. Composicion de la solucion revelado para 1 gel

Reactivos Cantidad
Carbonato de sodio 15¢g
Formaldehido (37%) 20 uL

Tiosulfato de sodio (10%) 1uL

Agua destilada 25 mL
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Una vez visualizadas las bandas de proteinas se agrega la solucion stop (Tabla 13) por 10

minutos.

Tabla 13. Composicion de la solucion stop para 1 gel

Reactivos 1 gel

Metanol 10 mL
Acido acético 2,4 mL
Agua destilada 7,6 mL

Por Gltimo, los geles se someten a una solucion de lavado (Tabla 14) por 20 minutos.

Tabla 14. Composicion de la solucion lavado para 1 gel

Reactivos 1 gel
Metanol 5mL

Agua destilada 20 mL

4. Caracterizacion del Aislado Enzimético (AEB)
4.1. Actividad proteolitica

Se utiliz6 la misma metodologia de los items 3.2.1, 3.2.3 y 3.2.3 para los tres sustratos
proteicos.

4.2. Electroforesis SDS-PAGE vy tincion con plata

Se utilizo la misma metodologia de los items 3.4y 3.4.1.

4.3. Determinacion de los puntos isoeléctricos(pl) por isoelectroenfoque (IEF)

El perfil proteico de las muestras se determin0 basandose en los valores de los puntos
isoeléctricos (pl), utilizando la técnica de isoelectroenfoque con una Mini IEF Cell, Mod.

111 (Bio-Rad). Las muestras fueron concentradas y desionizadas mediante precipitacion con
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cuatro volumenes de acetona a 0 °C durante 30 minutos. Después de centrifugar a 16000 x
g, se descartd el sobrenadante, y el precipitado resultante se redisolvié con la cantidad
suficiente de agua bidestilada para obtener una concentracion de proteina de 1 mg/mL. En el
caso de muestras con baja concentracion proteica, se realizaron sucesivas precipitaciones en
el mismo tubo para alcanzar la concentracion final deseada. El IEF se llevd a cabo bajo
condiciones de voltaje constante en un proceso escalonado: 100 V durante 15 minutos, 200
V durante 15 minutos y 450 V durante 60 minutos. Posteriormente, los geles fueron fijados

y teflidos con Coomassie Brilliant Blue R-250.

Se prepararon los geles utilizando una pelicula pléastica (Polyacrylamide Gel Support Film,
Bio-Rad) sobre una superficie de vidrio, asegurando el contacto mediante una gota de agua.
Luego, este conjunto se colocé sobre la bandeja con el vidrio orientado hacia arriba y la

pelicula hacia abajo.

La composicion del gel fue de acrilamida-bisacrilamida (25 %T, 3 %C), glicerol (5,1 mL al
87 % en 24, 9 mL de agua bidestilada), anfolitos (Pharmalyte, 3-10) y agua bidestilada (Tabla
15). Se utilizaron los siguientes estandares de anfolitos segun pl de las proteinas:
amiloglucosidasa (pl: 3,50); inhibidor de la tripsina (pl: 4,55); 3-lactoglobulina A (pl: 5,20),
anhidrasa carbénica B (bovina) (pl: 5,85); anhidrasa carbénica B (humana) (pl: 6,55);
mioglobina (banda acida) (pl: 6,85); mioglobina (banda basica) (pl: 7,35); lentil lecitina
(&cida) (pl: 8,15); lentil lecitina (media) (pl: 8,45); lentil lecitina (basica) (pl: 8,65);
tripsogeno (pl: 9,30). Para determinar los valores de pl se confecciond una curva de
calibracion, graficando los pls de las proteinas patrones en funcion de la distancia recorrida

por las mismas en el gel.

Tabla 15. Composicion del gel de IEF para 2 geles

Reactivos Cantidad
Acrilamida-bisacrilamida (25 %T, 3%C) 2mL
Glicerol (25% p/v) 2mL

Anfolitos (Pharmalyte 3-10) 0,5mL
Agua bidestilada 55 mL
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%T: proporcion relativa de acrilamida, %C: proporcion relativa de bisacrilamida

Una vez polimerizado el gel, se dejé escurrir el agua remanente y se sembraron las muestras
(5 a 10 pL), permitiendo la difusion de las mismas dentro del gel durante 5 minutos. EIl IEF
se llevd a cabo en tres etapas sucesivas: 15 minutos a 100 V, 15 minutos a 200 V' y 60 minutos
a 450 V. Una vez finalizada la corrida, el gel unido a su soporte y separado de la placa de
vidrio, fue sumergido durante 30 minutos en una solucion fijadora (Tabla 16), coloreado
(Tabla 17) durante 2 h, y luego decolorado por lavados sucesivos con solucion decolorante |

(Tabla 18), y solucion decolorante Il (Tabla 19), hasta la obtencion de un fondo incoloro.

Tabla 16. Composicién de solucion fijadora

Reactivos Cantidad
Acido sulfosalicilico 49
Metanol 30 mL
Acido tricloroacético 12,59
Agua c.s.p. 1000 mL

c.s.p: cantidad suficiente de agua que se agrega
para llegar al volumen deseado

Tabla 17. Composicion de solucién colorante

Reactivos Cantidad
Acido acético glacial 10 mL
Etanol 27 mL

Coomassie brilliant blue R-

250 40 mg
Sulfato cuprico 500 mg
Agua c.s.p. 100 mL
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c.s.p: cantidad suficiente de agua que se

agrega para llegar al volumen deseado

Tabla 18. Composicion de solucion decolorante |

Reactivos Cantidad
Acido acético glacial 7 mL
Etanol 12 mL
Sulfato cuprico 500 mg

Agua destilada 100 mL

Tabla 19. Composicién de solucion decolorante 11

Reactivos Cantidad
Acido acético glacial =~ 7 mL
Etanol 12 mL

Agua destilada 100 mL

4.4 Zimograma: actividad gelatinolitica

Se realiz6 la zimografia, descrita por Hames (1981) con ligeras modificaciones. Al AEB se
le agreg6 buffer muestra SDS sin agentes reductores y se realiz6 electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS al 12 % copolimerizados con 1,5 mg/mL de gelatina. A continuacion,
los geles se lavaron dos veces durante 30 minutos en Triton X-100 al 2,5% (v/v) para eliminar
el SDS y luego se incubaron en buffer activador (fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0 con cisteina
15 mM) a 37 °C durante 18 horas. Despues de la incubacion, los geles se tifieron con azul de

Coomassie brilliant blue R-250 durante dos horas y luego se destifieron siguiendo el mismo
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procedimiento mencionado para SDS-PAGE. La presencia de actividad gelatinolitica se

comprob6 mediante bandas claras sobre un fondo azul uniforme.

4.5 Determinacion de Kv y Vmax del Aislado Enzimatico

En enzimas de comportamiento michaeliano se considera a la Km como una medida de la
afinidad de la enzima por el sustrato y Vmax es una velocidad inicial que representa la maxima
eficiencia catalitica de una enzima frente a un sustrato, a una dada concentracion de enzima

y determinadas condiciones de reaccion (Lehninger, 2004).

Se determinaron parametros cinéticos obteniendo la constante Kym de Michaelis-Menten, la
velocidad maxima de reaccion Vmax Y la reaccion especifica Vmax/Km para azocaseina y

hemoglobina (Corzo et al., 2012).

Se midio la velocidad de la actividad enzimatica del AE a diferentes concentraciones del
sustrato azocaseina (0,156-5 g/L) y hemoglobina (0,0412-3,5 g/L). Una vez obtenida cada
curva con un comportamiento que se aproxima a la representacion grafica de la ecuacién de
Michaelis-Menten, se linealiz6 la misma a través del método de la doble reciproca
(Lineweaver y Burk, 1934).

4.6 Identificacion del tipo de sitio catalitico: actividad proteolitica en presencia de

inhibidores de grupo.

Los AEB se incubaron con diferentes inhibidores de proteasa especificos como E-64 (L-
trans-epoxisuccinil-leucilamida-(4-guanidin) butano, 1 mM), pepstatina A (1 mM), EDTA
(&cido etilendiaminotetraacético, 10 mM) y PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 10 mM).
Se mezcld un volumen igual de cada solucion inhibidora con el AE y se preincub6 durante
30 minutos a 37 °C. Después de la incubacion, se midio la actividad proteolitica (item 2.3.2).
Los inhibidores PMSF y pepstatina A se disolvieron en etanol mientras que EDTA y E-64 se
disolvieron en agua destilada. Los blancos contenian el extracto enzimatico e inhibidor que
se utilizarian como controles. La actividad enzimatica residual se informa en porcentaje (%)

considerando el 100 % de actividad cuando el AEB se realizé en ausencia de inhibidores.

5. Determinacion de las condiciones dptimas para medir la actividad proteolitica de los

extractos de Bromelia serra
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5.1 Tiempo de reaccion
Con el objeto de identificar el tiempo més apropiado para evaluar la actividad proteolitica
del AEB, se estudio la accion sobre la azocaseina mediante el método mencionado en el item
3.2.2, deteniendo la reaccion en diversos momentos (en minutos). Se define el intervalo
Optimo como aquel en el cual la generacién de productos exhibe una relacion directamente

proporcional con el tiempo transcurrido.

5.2 Perfil de pH

Se evaluo el pH optimo sobre la actividad enzimatica del AEB en un rango de pH de 2,7 a
10 en diferentes buffers: 0,1 M formiato-férmico (pH 2,7-4,7), acetato (pH 5-6), fosfato (pH
7), Tris (pH 8) y carbonato (pH 9-10) con el sustrato hemoglobina. También se emplearon
soluciones 25 mM de los siguientes buffers: MES, MOPS, TAPS, AMPSO y CAPS (pH 5,75,
6,15,7,579,8,2,9,9,3,9,8,11y 11,75) con caseina como sustrato (Good y Izawa, 1972).

5.3 Temperatura Optima
Se midi6 la actividad proteolitica en bafios termostaticos de agua (modelo MASSON,
Vicking) a temperaturas de 20, 30, 40, 50, 60 70 y 80°C segun item 3.3.2. Luego se detuvo
la reaccién y se midio la actividad residual. Los AEB y la azocaseina como sustrato se

preincubaron durante 5 minutos a la temperatura definida antes de la reaccion.

5.4. Estabilidad térmica
Con el objetivo de conocer la estabilidad térmica de las proteasas presentes en BS, se
determind la actividad enzimatica luego de pre-incubar el extracto proteolitico a 5, 10, 15,
20, 40 y 60 minutos a diferentes temperaturas: 37, 45, 60, 75, 85y 98°C.

5.5 Efecto de la concentracion de cisteina

Debido a que las Bromeliaceae suelen tener peptidasas con grupos sulfhidrilos, se determiné
la concentracidn adecuada de cisteina para favorecer la actividad enzimatica. Para determinar
la concentracion éptima de cisteina en la mezcla de reaccidn, para que las enzimas muestren
su maxima actividad, se realizé una prueba de actividad proteolitica (item 2.3.2) preparando
tubos con diferentes concentraciones de cisteina (0, 5, 15, 25, 35 y 50 mM).

5.6 Efecto del NaCl sobre la actividad enzimatica.
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La actividad proteolitica de AEB se analiz6 en presencia de cloruro de sodio en
concentraciones finales de 0, 0,4, 0,8, 1,2 y 2,5 M. Los resultados se presentan como
porcentaje relativo a la actividad proteolitica, utilizando como sustrato azocaseina, observada
en ausencia de NaCl (100% de actividad).

5.7 Actividad enzimatica sobre sustratos sintéticos

Se evalud la actividad enzimatica del AEB utilizando sustratos sintéticos derivados de N-a-
carbobenzoxi-p-nitrofenil, ésteres de diversos L-aminoacidos, de acuerdo con la metodologia
de Silverstein (1974) con adaptaciones. Estos sustratos presentan los grupos o-NH2 y a-
COOH blogueados, siendo este tltimo unido a un croméforo que facilita la evaluacion de la
actividad endoesterasica con respecto al aminoacido que contribuye al grupo carboxilo. Se
utilizaron derivados de alanina (Ala), arginina (Arg), asparagina (Asn), acido aspartico
(Asp), glutamina (GIn), glicina (Gly), isoleucina (lle), leucina (Leu), lisina (Lys),
fenilalanina (Phe), prolina (Pro), triptofano (Trp), tirosina (Tyr) y valina (\Val). La prueba se
llevd a cabo a 37 °C, registrando la progresion de la reaccion mediante lecturas de
absorbancia a 405 nm cada 6 segundos durante 6 minutos. La actividad del AEB sobre cada
sustrato se expresd como una aproximacion de la velocidad inicial (pendiente de la curva de
absorbancia vs. tiempo) y se comparo6 con su correspondiente control (Tabla 20).

Tabla 20. Ensayo de actividad sobre N-a-carbobenzoxy-p-nitrofenil ésteres de L-

amino&cidos
Reactivo Muestra Blanco
Sustrato 1 mM (en 5ulL 5ulL
acetonitrilo)
Buffer Tris-HCI 0,1 M, 185 uL 195 uL
pH 8,0, cisteina 5 mM
Solucion enzimatica 10 uL -

Lectura (Infinite Pro M200-TECAN) de Abs 405 nm cada 6 segundos

durante 6 minutos
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6. Separacion cromatograficas por exclusién molecular (CEM)

La cromatografia es un método de separacion muy utilizado, que permite la separaciéon de
los componentes quimicos de mezclas complejas. En el caso de la cromatografia de exclusion
molecular (CEM) el fraccionamiento se basa en el tamafio molecular. Las columnas de
separacion estan formadas por pequefias particulas de silice o polimeros que contienen una
red de poros, donde pueden difundirse las moléculas. Mientras estdn en los poros, las
moléculas estan atrapadas de manera efectiva y son eliminadas del flujo de la fase movil. El
tiempo de residencia medio de las moléculas del analito depende de su tamafio efectivo. Una
de las aplicaciones de este método es la determinacion répida de la distribucion de la masa

molecular de polimeros grandes.

En este estudio, se emplearon geles comerciales Sephadex G-75 superfino que separa
proteinas en el rango de 70- 3 kDa (GE Healthcare). EI Sephadex es un polimero fuertemente
hidrofilico que se hincha considerablemente en agua: por lo tanto, antes del armado de la

columna, el gel debe hidratarse completamente.

Se rellen6 una columna de vidrio (1 cm x 85 cm) con el gel y se equilibré con 400 ml de
buffer fosfato 0,1 M a pH 7,0 manteniendo un caudal de 0,250 mL/min. Luego se sembro el
AE (0,5 mL) al gel Sephadex G-75 y las proteinas eluyeron con el mismo buffer. Las
fracciones proteicas cromatograficas se midieron a 280 nm y se ensay0 la actividad

proteolitica con azocaseina (item 3.2.2) y electroforesis (item 3.4.1).

7. Separacion cromatogréaficas rapida de proteinas en medio liquido (FPLC) por
intercambio anidnico

La cromatografia de intercambio i6nico permite la separacion de moléculas en base a su carga
eléctrica. En este caso, la fase estacionaria es un intercambiador de iones que lleva en su
superficie cargas electrostaticas fijas, a las cuales se van a unir de forma reversible moléculas
con carga opuesta. La separacion mediante intercambiadores se realiza en dos fases: en la
primera las moléculas a separar se unen al intercambiador utilizando condiciones que
originan una union fuerte y estable; a continuacion, se eluye de la columna con buffers de
diferentes pH o diferente fuerza ionica, lograndose una competencia entre los componentes

del buffer con las moléculas por los sitios de unién.
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En este capitulo la cromatografia de intercambio se realiz6 en una columna (Pharmacia XK
16/40, con adaptadores AK16) empaquetada con 5 mL de Q-Sepharose High Performance
(Pharmacia) y equilibrada con buffer Tris-HCI 50 mM (pH 8,5) a 20 °C. Después de lavar la
columna con el mismo buffer, se cargo el AE en la columna (0,5 mL) y las proteinas eluyeron
con gradiente salino (165 mL de cloruro de sodio entre 0,00 y 0,1 M). Se midi6 la absorbancia
de las fracciones proteicas a 280 nm utilizando el lector del AKTA Purifier 10, y se ensayd
la actividad proteolitica con azocaseina (item 2.3.2) y electroforesis (item 2.4.1).

8. Andlisis estadistico
Los datos representan la media + desviacion estandar (DE) de al menos cuatro réplicas. La
significacion estadistica se probé mediante ANOVA unidireccional y Tukey y los valores de
p<0,05 se consideraron significativos. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el
software InfoStat v. 2020 (Di Rienzo et al., 2020).

Resultados

1. Concentracion proteica y actividad proteolitica
Durante un periodo de dos afios (2018 y 2019), se recolectaron hojas de la especie Bromelia
serra en cuatro estaciones del afio. Tras analizar el contenido de proteinas y la actividad
proteolitica utilizando azocaseina como sustrato, no se observaron diferencias significativas
(Tabla 21).

Tabla 21. Contenido de proteinas y actividad especifica en AE de Bromelia serra (AEB)
en diferentes estaciones del afio

_ Proteina Actividad Especifica -
Estacién del afio
(mg/mL) Azocaseina (U/mg)
Verano 1,48+0,01 a 3,58+0,51 a
Otofio 1,51+0,02 a 3,57+0,52 a
Invierno 1,53+0.03 a 3,60+0,45 a
Primavera 1,52+0.02 a 3,59+0,48 a
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Promedio + desvio estandar. Letras distintas en la misma columna indican diferencias
significativas (p<0,05)

2. Estabilidad de la actividad enzimética durante la preservacion de hojas de BS, AEB y
ECB

Se evalud la estabilidad a -20°C tanto de las hojas de BS como ECB, con muestreo cada 1
mes (Fig. 3a) y también la estabilidad de la actividad enzimatica los AEB a 4°C y -20°C y
ECB, inicialmente 1 vez cada 24 horas durante 10 dias y luego a los 15, 30, 60 y 90 dias (Fig.
3b). Si bien se realizd un andlisis estadistico para determinar si existian diferencias
estadisticas entre ECB preparados partiendo de 6rganos de hojas de BS a diferentes meses,
no se encontraron diferencias significativas (p < 0,05). Los promedios de los ECB a partir
de hojas obtenidos de preparados en diferentes meses oscilaron en valores de absorbancia a
440nm de 0,10 a 0,12 (Fig. 3a).

En cuanto a la estabilidad de la actividad enzimatica, se observa mayor actividad proteolitica
de los AEB con respecto a los ECB. Comparando estadisticamente los AEB almacenados a
4°y AEB -20°C solo se detectd diferencia significativa en el dia 6 (p < 0,05), manteniéndose
constante la actividad proteolitica durante los 90 dias de ensayo. Los ECB (Fig. 3b)
mostraron diferencias significativas en la preservacion de los extractos a los 4°C y -20°C,
obteniendo mayor actividad el ECB a -20°C en todos los tiempos analizados mediante

actividad proteolitica (item 3.3.2)
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Figura 3. Preservacion en el almacenamiento a -20 °C de hojas (lineas punteadas) de
Bromelia serra (ECB) cada 30 dias (a). Estabilidad en el almacenamiento de AEB y ECB (4°
y -20°C) durante 3 meses. La actividad proteolitica se determind con azocaseina a pH 7 a 37
°C por 30 minutos. Las barras representan la desviacion estandar (n=4). * indican diferencias
significativas con respecto a los AEB -20°C con AEB 4° y ECB a -20°C con ECB 4°C (p <
0,05) (b).

3. Caracterizacion del ECB y AEB
3.1 Concentracion de proteinas y actividad enzimatica

Las pruebas de actividad proteolitica de los extractos de B. serra se llevaron a cabo utilizando
varios sustratos: azocaseina, caseina y hemoglobina (Tabla 22). El uso de acetona y etanol
como agentes precipitantes aumentd siete veces el contenido de proteina en comparacién con
el ECB debido a que se redisolvio el pellet en 4 mL. Ademas, se detectd un aumento en la
actividad especifica (hemoglobina, azocaseina, caseina) de 2 a 3 veces en los aislados
enzimaticos, lo que sugiere la presencia de proteinas sin actividad proteolitica en el EC. Por
otra parte, se observé una mayor actividad de los precipitados aceténicos (AEAB) en
comparacion con los precipitados etandlicos (AEEB). En base a estos resultados, se decidio
utilizar el material resuspendido en acetona como aislado enzimatico (AEB) para su

caracterizacion.
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Tabla 22. Contenido de proteinas y actividad especifica en extracto crudo y aislado
enzimético (AE) de hojas de Bromelia serra utilizando como sustratos hemoglobina,

azocaseina y caseina.

Proteina Actividad Actividad Actividad
Muestra (mg/mL) Especifica-  Especifica - enzimatica -
Hemoglobina  Azocaseina Caseina
(U/mg) (U/mg) (Ucas/mg)

Extracto crudo  0,23+0,02b  1,1#0,02¢  3,57#0,52¢  0,014+0,001 a
(ECB)

Aislado 1,6+£0,22 a 3,5+0,07 a 10,65+1,42a 0,032+0,002 b
Enzimaético con

Acetona

(AEAB)

Aislado 1,7+0,22 a 3,3+0,05b 09,70+0,55b 0,030+0,002 b
Enzimatico con
Etanol (AEEB)

Promedio + desvio estandar. Letras distintas en la misma columna indican diferencias
significativas (p<0,05)

3.2 Electroforesis SDS-PAGE, Zimograma e Isoelectroenfoque de ECB y AEB

El perfil polipeptidico del EC y AE de Bromelia serra se muestra en la Figura 4a. EI ECB
mostrd principalmente 3 bandas proteicas de pesos moleculares de 22, 43 y 62 kDa en
condiciones no reductoras (Fig. 4a, calle 2). EI AE en condiciones no reductoras (sin 2-
mercaptoetanol) mostré polipéptidos de alto peso molecular por encima de 67 kDa,
polipéptidos de 50 y 40 kDa y polipéptidos por debajo de 20 kDa (Fig. 4a, calle 3). En
condiciones reductoras (con 2-mercaptoetanol) los AEB exhibieron bandas de polipéptidos
de 60, 45, 21 y 23 kDa (Fig. 4a, calle 4). La desaparicion de las bandas de polipeptidos de
alto peso molecular y el aumento de la definicion bandas por debajo de 20 kDa con 2-

mercaptoetanol (Fig. 4, calle 4) puede deberse a la presencia de uniones disulfuro en los
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polipéptidos. La actividad gelatinolitica se observa en la Figura 4b. La zona clara o blanca,
entre 94 y 67 kDa, en la zimografia de AE indica que hubo degradacion de la gelatina
provocada por la actividad hidrolitica (sobre el fondo gris). El isoelectroenfoque (IEF) del

AE mostro proteinas con pl entre 4,55 y 8,15 y una banda predominante de 5,85 (Fig. 4c,
calle 1).
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Figura 4. Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (PAGE-SDS). Calle 1: patrones de
peso molecular; calle 2: ECB; calle 3: AEB; calle 4: AEB con 2-mercaptoetanol (a).
Zimografia. Calle 1: AE; calle 2: marcadores de proteinas estandar (b). IEF. Calle 1, aislado
enzimatico de BS; calle 2, marcadores pl: amiloglucosidasa (pl 3,50), inhibidor de tripsina
(pl 4,55), b-lactoglobulina A (pl 5,20), anhidrasa carbonica 11 (pl 5,85), anhidrasa carbonica
I (pl 6,55), mioglobina (pl 6,85 y 7,35), lectinas de Lens culinaris (pl 8,15, 8,45y 8,65) y
tripsindgeno (pl 9,30) (c).
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3.3 Determinacion de Kv y Vmax del AE

Los pardmetros cinéticos para la azocaseina y la hemoglobina se determinaron mediante la
obtencion de la constante de Michaelis-Menten (Kwm), la velocidad maxima de reaccion

(Vmax) Y la relacion especifica entre Vimax Yy Kw.

La velocidad de la actividad enzimatica del AEB se midi6 a diferentes concentraciones de
los sustratos azocaseina (0,156-5 g/L) y hemoglobina (0,0412-3,5 g/L). Una vez obtenida la
curva que exhibe un comportamiento que se asemeja a la representacion gréfica de la
ecuacion de Michaelis-Menten (Fig. 5), se procedié a linealizarla utilizando el método de la
doble reciproca, obteniendo la Figura 6. A partir de la ecuacion de la recta (Fig. 5), se calcul6
la concentracion de los sustratos de 1/s cuando 1/velocidad es igual a 0. A partir del valor de
1/s, se determinaron los valores cinéticos para azocaseina: Km (0,81 g/L 0 0,034 mM), Vmax
(0,0037) y hemoglobina: Km (0,13 g/L 0 0,0021 mM), Vmax (0,0159). En la Figura 6 se
sefializan con flechas azules cada uno de los valores cinéticos tanto para azocaseina (Fig. 5a)

y hemoglobina (Fig. 5b).
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Figura 5. Velocidad de la reaccion enzimatica en funcion de la concentracion del sustrato.
Azocaseina (a), Hemoglobina (b).
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Figura 6. Linealizacion de la velocidad de la reaccion enzimética en funcion de la
concentracion del sustrato de azocaseina (a) y hemoglobina (b).

3.4 Identificacion del tipo de sitio catalitico: actividad proteolitica en presencia de
inhibidores de grupo

Los inhibidores utilizados fueron EDTA, E-64 (Fig. 8), PMSF y pepstatina A (Fig. 7) para
metaloproteasas, cisteina proteasa, serina proteasas y aspartico proteasas respectivamente.
En comparacidon con el control (sin inhibidores), el AEB fue inhibido significativamente por
la pepstatina A (50%) y E-64 (15%). Sin embargo, EDTA y PMSF no inhibieron la actividad
proteasa en comparacion con el control (p<0,05). Estos resultados sugieren la presencia de

aspartico y cisteina proteasas.
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Figura 7. Efecto de los inhibidores pepstatina A y PMSF sobre AEB. Las barras representan
la desviacion estandar (n=4). Letras distintas indican diferencias significativas entre

tratamientos (p<0,05).
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Figura 8. Efecto de los inhibidores EDTA y E-64 sobre AEB. Las barras representan la
desviacion estandar (n=4). Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (p<0,05).

4. Determinacion de las condiciones Optimas para medir la actividad proteolitica de los

extractos de Bromelia serra
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4.1 Tiempo de reaccion

Se estudid el intervalo de tiempo apropiado para la evaluacion de la actividad proteolitica
con azocaseina. Se midieron las absorbancias a 440 nm en funcion del tiempo, identificando
la region lineal en la cual la liberacién de productos tiene una relacion directamente
proporcional con el tiempo. Al realizar la prueba de dicha actividad en distintos tiempos, se
observo una correlacion lineal entre la absorbancia a 440 nm y el tiempo en el rango de 0 a
30 minutos, (Fig. 9) ya que al realizar la medicion a 45 minutos de incubacion a 37°C se
perdid la linealidad de la actividad proteolitica. Por lo tanto, un tiempo dentro de este

intervalo seria 6ptimo para medir la actividad proteolitica de AEB sobre azocaseina.
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y =0.0069x + 0.0023

R>=0.,9982
0.15

0.1

Absorbancia a 440
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
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Figura 9. Actividad proteolitica con azocaseina del AE de hojas de Bromelia serra en
funcion al tiempo de reaccion. Cada punto del grafico representa el promedio de absorbancias
a 440 nm (n=3) repeticiones.

4.2 Efecto de la concentracioén de cisteina

Considerando que las proteasas cisteinicas alcanzan su maxima actividad proteolitica en
presencia de un medio reductor, se llevo a cabo una evaluacion de la actividad proteolitica

(item 3.3.2) en funcion de concentraciones creciente de cisteina. La incorporacion de 5 Mm
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al AEB de cisteina provoco un notable aumento del 80% en la actividad proteolitica (item
3.2.2) respecto al AEB sin cisteina (Fig. 10). No obstante, a medida que incrementé la
concentracion de cisteina, la actividad mostrd variaciones aleatorias, lo que sugiere la posible

existencia de maltiples sitios cataliticos en el AEB.
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Figura 10. Efecto de la cisteina sobre la actividad enzimética del AE. Las barras representan
la desviacion estandar (n=4). Letras distintas indican diferencias significativas entre
temperaturas (p<0,05).

4.3 Perfil de pH

4.3.1 Actividad proteolitica con hemoglobina
En la Figura 11 se muestra el efecto del pH sobre AE en un rango de pH de 2,7 a 10 usando
hemoglobina como sustrato. La actividad enzimatica mas alta se encontro entre pH 3,7 a 4,1
con 56 U/mL (3,5 U/mg). A medida que aumentd el pH, la actividad disminuyo
significativamente a 1,3 U/ml (0,8 U/mg) a pH 9, y a pH 10, no quedd actividad restante.
Cabe mencionar que con un aumento de 0,6 unidades de pH (4,1 a 4,7) la actividad remanente

fue inferior al 50% respecto a las mas altas.
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Figura 11. Actividad proteolitica utilizando como sustrato hemoglobina expresado en U/mL
del AE de Bromelia serra en funcion del pH. Las barras representan la desviacion estandar
(n=4).

4.3.2 Actividad proteolitica con caseina

En la Figura 12 se muestra el efecto del pH sobre AE en un rango de 5,75 a 11,7 usando
caseina como sustrato. La méaxima actividad enzimatica estuvo en pH 6 (0.2 Ucas) y a medida
que aumento el pH la actividad disminuyé significativamente (p<0,05). A pH 7,5 el AE solo

mantuvo el 50% de la actividad maxima y en pH 12 hubo una pérdida total de actividad.
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Figura 12. Actividad caseinolitica expresado en Ucas del AE de Bromelia serra en funcion
del pH. Las barras representan la desviacion estandar (n=4).

4.4 Temperatura

Como se puede observar en la Figura 13, la actividad proteolitica 6ptima para el AE fue a 60
°C. Se encontrd una disminucién significativa a temperaturas mas altas (80°C), presentando
solo el 55% de actividad residual.
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Figura 13. Efecto de la temperatura sobre el AE de Bromelia serra. Las barras representan
la desviacion estandar (n=4). Letras distintas indican diferencias significativas entre
temperaturas (p<0,05)

4.4.1 Estabilidad térmica de AE

La estabilidad térmica del AE se muestra en la Figura 14. El extracto retuvo mas del 97% de
la actividad proteolitica después de la incubacion a una temperatura de 37-60 °C durante 60
min. A medida que aumento la temperatura, la observo la perdida de actividad proteolitica
alcanzando el 47% de actividad proteolitica residual a 98 °C a 60 minutos. Se distingue una
tendencia a mantener el 100% de la actividad residual con los tratamientos 37, 45 y 60°C
durante los 60 minutos de preincubacion. Mientras que la actividad residual mostr6 una

tendencia a disminuir la actividad residual con los tratamientos 75, 85y 98°C.
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Figura 14. Estabilidad enzimatica del AE de Bromelia serra, preincubada a temperaturas de
37°C a 98°C desde 0 a 60 minutos. Las barras representan la desviacion estandar (n=4).

4.5 Efecto del NaCl

La estabilidad de la actividad proteolitica en un medio salino se muestra en la Figura 15. En
presencia de NaCl 0,4 M, el AEB conservo el 65% de la actividad. A medida que aumento
la concentracion de sal, la actividad disminuy6 por debajo del 40% y se inactivo con una

concentracion de 2,5 M de NaCl.
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Figura 15. Efecto del NaCl sobre la actividad proteolitica del AE de Bromelia serra
utilizando como sustrato a la azocaseina. Las barras representan la desviacion estandar (n=4).

5. Actividad enzimatica sobre sustratos sintéticos
En cuanto a la actividad esterasica sobre ésteres de L-aminoacidos del N-a-carbobenzoxi-p-
nitrofenilo se observo que el AE de Bromelia serra presento la actividad més alta (100 %)

sobre el derivado de Ala, siguiendo con los derivados de Phe (89%), Gly y Tyr (80%), Leu
(24 %) y Val (11,6 %) (Fig. 16).
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Figura 16. Actividad del AE de Bromelia serra frente a sustratos N-a-CBZ-p-nitrofenil
ésteres de L-aminodcidos. Las barras representan la desviacion estandar (n=4).

6. Cromatografia de exclusion molecular

Como se muestra en el cromatograma Figura 17, el AEB aplicado al gel Sephadex G-75

presentd 1 pico y 4 fracciones con baja actividad proteolitica.

En la electroforesis SDS-PAGE (Inserto de la Fig. 17) en condiciones no reductoras la
fraccion no retenida (FI), mostré tres bandas de proteina intensas por encima de 94 kDa y
una débil a aproximadamente a 94 kDa, y otra a 54 kDa (Inserto de la Fig. 17, calle 2). La
fraccion 11 (FII) present6 una banda a 54 kDa (Fig. 17 calle 3). La fraccion 11 (FI1I) revel6
al menos dos bandas intensas de polipéptidos de 29 y 32 kDa (Inserto de la Fig. 17, calle 4)
y la fraccion IV (FIV) mostrd una banda de polipeptidos a 21 kDa.
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Figura 17. Cromatografia de exclusion molecular con Sephadex G-75 del AEB. Se
recogieron fracciones de 0,5 ml a un caudal de 0,250 ml/min y se cuantificaron a 280 nm.
Las flechas indican actividad proteolitica en la fraccion | (FI), I (F1I), 1 (FI) y IV (FIV).
Inserto en la Fig. 17 (SDS-PAGE) Fracciones con actividad proteolitica FI (calle 2), F1I (calle
3), FlII (calle 4), FIV (calle 5) y el estandar de peso molecular (calle 1).

7. Cromatografia de intercambio anidnico

El perfil de elucion de AE en la cromatografia de intercambio aniénico (Q-Sepharose High
Performance) (Fig. 18) muestra tres picos con actividad proteolitica, usando caseina como
sustrato: FI (0,016 Ucas/mL), FIl (0,0029 Ucas/mL) y FIIl (0,0029 Ucas/mL). La
electroforesis SDS-PAGE en condiciones no reductoras de los tres picos cromatograficos
mostrd varias bandas proteicas; indicando que no hay una purificacion clara (Fig. 18). En la
fraccion no retenida (F1), se pudo observar con bandas de polipéptidos con pesos moleculares
de 14, 20, 30, 33, 40, 49, 63 y 89 kDa (Inserto de la Fig. 18). En la primera fraccién retenida
(FII) eluyeron polipeptidos con bandas intensas de 34 y 40 kDa y otras de menor intensidad
en 21, 31 y 37 kDa (Inserto de la Fig. 18, calle 3). En la ultima fraccion retenida (FIII), si
bien no se pudieron observar bandas bien definidas, como en la Fll, se lograron distinguir
bandas con pesos moleculares de 16, 23, 27, 36, 41, 54 y 71 kDa (Inserto de la Fig. 18, calle
4).
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Figura 18. Cromatografia de intercambio anionico (Q-Sepharose High Performance) del AE
de Bromelia serra. Didmetro de la columna: 1,6 cm; buffer inicial: Tris-HCI 50 mM, pH 8,5;
gradiente de elucion salina: 165 ml de 0,0 a 0,1 M de cloruro de sodio en el buffer inicial.
Caudal, 1,0 ml "t min. Las flechas indican actividad proteolitica en la fraccion no retenida
(FI) y en las fracciones retenidas (FI1 y FIlI). Inserto en la Fig. 18 (SDS-PAGE). Fracciones
con actividad proteolitica FI (calle 2), FIl (calle 3), FIII (calle 4), FIV y el estandar de peso
molecular (calle 1).

Discusioén

1. Actividad proteolitica segun sustrato utilizado

La actividad especifica utilizando caseina como sustrato de la AEB fue menor en
comparacion con otros frutos de Bromeliaceae (Pardo et al., 2000; Bruno et al., 2008; Payrol
et al., 2008), mientras que la actividad con hemoglobina fue similar a las reportadas por
Moreno-Hernandez et al. (2017) en los extractos de Bromelia pinguin. La actividad de
bromelina aislada de residuos de cascara de anana (Bresolin et al., 2013) extraida para
aplicacion terapéutica y probada con azocaseina fue menor que la actividad presentada en

este estudio.
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2. Electroforesis SDS-PAGE y Zimografia

El ECB solo mostrd tres polipeptidos predominantes, siendo el de mayor interés el de 22 kDa
(Fig. 4a, calle 2) ya que la mayoria de las proteasas de frutos de Bromeliaceae encontradas
hasta ahora tienen un rango de peso molecular de 20 a 23 kDa (Natalucci et al., 1995; Bruno
et al., 2006; Payrol et al., 2008). Ademas, se pudo observar que en condiciones reductoras el
AEB (Fig. 4a, calle 4) se observaron 2 proteinas de 21 y 23 kDa, las cuales podrian
corresponderse a las encontradas en el ECB (Fig. 44, calle 2). En la electroforesis SDS-PAGE
(Fig. 4a, calle 4), se puede observar que la presencia de un agente reductor, como el 2-
mercaptoetanol, el cual rompe los enlaces disulfuro de la estructura de la proteina, por lo que
podria ser la posible causa de que se encuentren polipéptidos de menor peso molecular
(Walsh, 2002). En extractos estudiados de Bromelia serra en frutos (Salese, 2023) encontro
una banda mayoritaria de proteina correspondiente a valores de pesos molecular alrededor
de 27-28 kDa, también en menor medida mostro la presencia de una segunda banda de

aproximadamente 33 kDa.

En cuanto a la zimografia (Fig. 4b, calle 1) en este estudio solo se observé una proteina a la
altura de los 94 kDa con actividad gelatinolitica. Estudios previos de frutos de Bromelia
karatas encontraron actividad hidrolitica en zimogramas de proteasas en el rango de altos
pesos moleculares (Meza-Espinoza et al., 2018) y Villanueva-Alonzo et al. (2019)
encontraron 40 zonas claras en un zimograma bidimensional con pesos moleculares

aparentes entre 27 y 290 kDa, que potencialmente representan proteasas.

3. Isoelectroenfoque

En el AEB, la banda mayoritaria fue en el pl de 5,85 y con bandas proteicas que variaron de
4,44 a 8,15, lo cual sugiere que en esta especie existe una gran diversidad de isoformas de
las proteinas que van desde acidas a alcalinas. En el primer estudio en frutos de Bromelia
serra, Caffini et al., (1988) aislaron una endopeptidasa con un pl superior a 8. En estudios

mas recientes de extractos de frutos de Bromelia serra (Salese, 2023), encontré 7 bandas
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proteicas mayoritarias segun IEF (8,45; 8,65; 8,15; 6; 5;4,5 y 3,5), de las cuales las bandas
de mayor intensidad fueron las de pl 8,15, 6 y 3,5. En el caso de frutos de otras especies de
Bromeliaceae, como Bromelia hieronymi y Bromelia balansae, los pl variaron de 5,45 a 9,3
(Pardo et al., 2000; Bruno et al., 2002), respectivamente. Tanto en AEB de este estudio y en
frutos de Bromelia serra (Salese, 2023), se encontraron proteinas mas acidicas que en el resto

de otras especies de Bromeliaceae.

4. ldentificacion del tipo de sitio catalitico: actividad proteolitica en presencia de
inhibidores de grupo.

En nuestro estudio, en el AEB se detectaron proteasas cisteinicas y asparticas. Mientras que
en extractos de frutos de Bromelia serra (Salese, 2023) se detectaron proteasas del tipo
cisteinicas, obteniendo una actividad residual de solo 16% en presencia de inhibidores de
proteasas del tipo cisteinicas. Moreno-Hernandez et al. (2017) detectaron estas proteasas
cisteinicas y asparticas en extractos de Bromelia pinguin al igual que en el presente estudio.
Dutta y Bhattacharyya (2013) encontraron de manera similar multiples proteasas en el
extracto de hoja de Ananas comosus. Las cisteino proteasas de Bromeliaceae tienen pesos
moleculares de 20 a 25 kDa, por lo que la banda proteica de 23 kDa del ECB de este estudio
podria pertenecer a la familia de las cisteino proteasas (Fig. 4a, calle 2).

Las proteasas asparticas son ampliamente investigadas por sus propiedades de coagulacion
de la leche, especialmente en Asteraceae por la actividad encontrada en sus flores (Viogue et
al., 2000). También hay reportes de pl de proteasas asparticas que van de 3 a 4,5, lo que
sugiere que las proteinas acidas encontradas en este trabajo de IEF podrian estar asociadas
con este tipo de proteasas (Yegin y Dekker, 2013). Las proteasas asparticas de Solanum
tuberosum mostraron actividad antimicrobiana contra patdgenos de la papa y actividad
citotoxica contra patogenos de plantas y espermatozoides. Estas proteinas son capaces de
unirse a la superficie de las células microbianas y provocar cambios en el flujo de iones desde

la membrana plasmatica, provocando la muerte celular (Mendieta et al., 2006).

5. Determinacion de Ky del AEB
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En este estudio el Kv para azocaseina fue de 0,034 mM y hemoglobina de 0,0021 mM. El
Kwm define la afinidad de una enzima por un sustrato, siendo un valor mas pequefio indicacion
de una mayor afinidad de la enzima al sustrato (Sudo, 1995). En el estudio realizado por
Corzo et al. (2012), se observo que la bromelina obtenida directamente a partir del extracto
de frutos, sin someterse a un proceso de purificacion previa, mostré un valor Ky para
azocaseina de 0,037 mM. El valor obtenido por Corzo et al. (2012) resulté ser similar al
observado para la bromelina extraida de las hojas de B. serra. Aungue en este estudio no se
encontraron unicamente proteasas cisteinicas en cuanto al tipo de sitio catalitico, se podria
decir que existe una tendencia a obtener valores parecidos en cuanto a Ky, probablemente
debido a la semejanza de proteasas cisteinicas obtenidas a partir de especies de Bromeliaceae.
En el caso del Km con la hemoglobina obtenido en este estudio (0,0021 mM), su valor fue
menor que la con la azocaseina, demostrando que las enzimas en el extracto de Bromelia
serra son mas afines al sustrato hemoglobina probablemente debido a la composicion y/o
conformacién de este sustrato proteico. En el estudio de los extractos de bromelina de fruto
realizado por Corzo et al. (2012), se encontr6 un valor calculado de Km de 0,165 mM. Este
valor resulta significativamente mayor en comparacion con el extracto analizado en el
presente estudio. Esto podria atribuirse a una mayor afinidad al sustrato de hemoglobina por

parte de las proteasas asparticas detectadas en las hojas de B. serra.

6. Determinacion de las condiciones éptimas para medir la actividad proteolitica de los

extractos de Bromelia serra

6.1 Efecto de la cisteina sobre el AEB

Luego se estudio el efecto de la concentracidn de cisteina sobre la actividad de AEB. La
concentracion de cisteina mas baja utilizada (5 mM) aumentd la actividad del extracto en un
80% (con respecto a 0 mM) y al aumentar la concentracion, se observo una variacion aleatoria
en la respuesta de la actividad proteolitica. Salese (2023), demostr6 que la adicién de cisteina
aumento en un 46% la actividad de las proteasas de frutos de B. serra con una concentracion
minima de 5 mM y que concentraciones mayores no mostraron diferencias significativas con
respecto al aumento de la actividad de la catalisis. Por otro lado, Payrol et al. (2005)

agregaron concentraciones crecientes de cisteina en extractos de B. pinguin, y la actividad
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aumento proporcionalmente. La adicion de la cisteina a las peptidasas con grupos sulfhidrilos
evita la oxidacion del sitio catalitico favoreciendo la actividad proteolitica (Negishi &
Ozawa, 2000). En este caso la minima concentracion de 5 mM cumple la funcion de crear un

ambiente reductor para mejorar la actividad de las proteasas.

6.2 Perfil de pH de la actividad proteolitica del AEB

La dependencia del pH de la actividad proteolitica de AEB en medio &cido podria estar
sugiriendo la presencia de proteasas asparticas y en medio neutro debido a las cisteino
proteasas. Caffini et al. (1988) evaluaron la dependencia del pH de la actividad en frutos
Bromelia serra, en un rango de 6 a 11, encontrando la mayor actividad proteolitica a pH 6.
En estudios mas recientes (Salese, 2023), el rango de pH de mayor actividad caseinolitica de
los extractos crudos de Bromelia serra fue entre 6,3-9,0 (80%) con el pH éptimo a 6,3
(100%). Mientras que en este estudio la mayor actividad (AEB) se vio en el valor de pH 5,75
y luego disminuyo abruptamente al aumentar el pH del medio por encima de 6,15. Moreno-
Hernandez et al. (2017) encontraron la mayor actividad a pH 2 con 3,2 U/mg en frutos de
Bromelia pinguin utilizando hemoglobina como sustrato. La alta actividad proteolitica en
condiciones &cidas puede ser util como posible propiedad antibacteriana para bacterias
acidofilas como Aliciclobacillus spp. que estan relacionados con el deterioro de productos
industriales como jugos y bebidas de citricos y no se inactivan con tratamientos térmicos (dos
Anjos et al., 2016).

6.3 Efecto de la temperatura sobre el aislado enzimatico

El 6ptimo de actividad proteolitica (AEB) fue de 60°C, lo cual concuerda con los hallazgos
de Caffini et al. (1988) para extractos de frutos de la misma especie. La temperatura influye
practicamente en todos los aspectos de una reaccion bioguimica, incluida la ionizacion de
enzima Yy sustrato dependiente del pH, cambios conformacionales de enzimas,
oligomerizacion de proteinas, enlaces de hidrogeno, interacciones hidrofébicas, estados de
transicion, etc. Los cambios conformacionales en la conformacion tridimensional de las

proteinas pueden conducir a un aumento de la actividad enzimética (Purich, 2010).

76



6.3.1. Estabilidad térmica de los aislados enzimaticos

En nuestro estudio de estabilidad térmica, luego de pre-incubar a 98°C durante 60 minutos
el AEB conservo el 47 % de actividad residual. Las proteasas de frutos encontradas en
Bromelia pinguin (Payrol et al., 2005) también conservaron una alta actividad proteolitica
(80 %) a 55°C durante el mismo tiempo de incubacion. Conservar el 47% de actividad
proteolitica residual a 98 °C podria deberse a la presencia de otras proteinas en el extracto
que desempefian un papel protector a altas temperaturas (Priolo et al., 2000) y/o enzimas con
caracteristicas estructurales como el enlace disulfuro que las hace termoestables (Sharma et
al., 2019). Otra posible explicacion al alto porcentaje de actividad de actividad residual
durante 60 minutos a 98°C es la presencia de mucilago, la cual es frecuente en hojas de la
familia de las Bromeliaceae ya que representa un rasgo caracteristico para el almacenamiento
de agua ante periodos de escasez de agua, el cual podria funcionar también como protector
de la actividad enzimatica al tener la propiedad de adherirse a enzimas (Ballego-Campos et
al., 2023; Monteiro et al., 2011).

Por otro lado, Caffini et al. (1988), encontraron que las proteasas en extractos de frutos de
Bromelia serra tenian un 10% de actividad residual al incubarlas a 65 °C durante 60 min.
Segn Dumorne et al. (2017), las aplicaciones de proteasas termoestables (60-80 °C) son
utiles en: los detergentes industria, hidrélisis parcial en tecnologia alimentaria (piensos,

cerveceria y panificacion), farmacéutica y biotecnologia.

6.4 Efecto de NaCl en la actividad enziméatica

La concentracion salina del medio es uno de los aspectos a considerar cuando se estudia la
actividad de una enzima, cuando la misma tiene una aplicacion en procesos biotecnoldgicos.
En presencia de NaCl 0,4 M, el AEB conservo el 65% de la actividad y se inactivo con una
concentracion de 2,5 M de NaCl. Vallés et al. (2007) encontraron que concentraciones bajas
de cloruro de sodio (0,4 M) no afectaron la actividad caseinolitica, pero disminuyeron con el

aumento de la concentracion de sal en frutos de Bromelia antiacantha (28% de la actividad
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residual en NaCl 2,5 M). La fuerza ionica del AEB y su capacidad de ser inactivado con bajos
valores de sal es de gran importancia en la industria alimentaria debido a la posibilidad de
ser utilizado como ablandador de carne o como coagulante de leche.

7. Actividad enzimatica sobre sustratos sintéticos

Utilizando el AE de hojas de Bromelia serra se pudieron encontrar diferencias con respecto
a la actividad endoesterasica entre hojas y frutos. En el caso de las hojas solo se detecto
actividad con Alanina, Fenilalanina, Glicina, Tirosina, Leucina y Valina. Mientras que
estudios realizados en frutos de Bromelia serra realizado por Salese (2023), ademas de
encontrar actividad en estos sustratos los detectd en Arginina, Asparagina, Glutamina,
Isoleucina, Lisina, Prolina y Triptéfano. Si bien, Salese (2023) también encontrd6 mayor
preferencia con Alanina al igual que Bruno, 2007 con Bromelia hieronymi, en este estudio
para el resto de los sustratos sintéticos la afinidad medida en porcentaje fue diferente, como
es el caso de la gran afinidad por la Fenilalanina en este estudio. Los sustratos que se
utilizaron son derivados de diversos aminoacidos, por lo que la actividad endoesterasica
puede deberse a la diferencia en la composicion de enzimas en el AEB de hoja como o por
los diferentes sitios cataliticos que poseen las enzimas. Bruno et al. (2008) al purificar
enzimas en Bromelia hieronymi, observé que la Alanina fue el derivado preferido en el caso
de hieronymaina | y II, seguido de Glicina y Acido aspartico, respectivamente; por el
contrario, hieronymaina Il escindié preferentemente el derivado Lisina, seguido del Alanina,
un comportamiento muy comun dentro proteasas vegetales cisteinicas. Las diferencias de
especificidad frente a la union peptidica para su clivaje son estudios imprescindibles para la
utilizacion de enzimas como herramientas biotecnologicas especificas; en el caso de
hidrolizados para la industria alimentaria, si se conoce la especificidad de escision de la
proteasa es posible predecir qué péptidos pueden liberarse durante la hidrélisis y de esa

manera obtener diferentes propiedades funcionales (Bruno et al., 2008).

8. Cromatografia de exclusion molecular

Una de las proteinas con alto peso molecular (94 kDa) de esta la fraccion Il (Fig. 17) podria

ser la enzima con actividad gelatinolitica observada en el zimograma (Fig. 4b, calle 1).
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Ademas, los polipéptidos presentes en la fraccion 11 'y IV (Fig. 17) también se observaron en
los perfiles electroforéticos en condiciones no reductoras de ECB y AEB (Fig. 4a, calles 2 'y
3). Caffinni et al. (1988), también utilizé la técnica de separacion de cromatografia de
exclusion molecular con Sephadex G-75, encontrando una pequefia fraccion activa (A280:
0,5 UA-unidades de absorbancia) sin atribucion a un PM especifico. En varios estudios se
han informado bandas de proteinas similares a las del FIV (Fig. 17) en proteasas de

Bromeliaceae, lo que podria sugerir la presencia de cisteino proteasas en esta fraccion.

9. Cromatografia de intercambio anionico

En estudios recientes (Salese, 2023), utilizé una columna de intercambio anionico a pH 8,9
logrando retener cinco proteinas acidas presentes en los extractos de frutos de Bromelia
serra, mientras que a pH 6 eluyé de la columna aquellos polipéptidos de pl 6, 5,2 y 5y mejoro
la obtencidn del esquema para retener las proteasas de pl mas acido. Asi, mediante IEF, la
autora, observo en una fraccion una banda unica de pl menor a 3,5 a la cual se le determino
la huella peptidica por espectrometria de masas. En el presente estudio se encontrd una gran
variedad de proteinas segun el SDS-PAGE en las tres fracciones de la columna Q-Sepharosa,

si bien todas presentaron actividad caseinolitica, no se logré aislar enzimas especificas.

Conclusiones parciales

Se llevd a cabo una caracterizacion de proteasas vegetales utilizando como base el extracto
de hojas de Bromelia serra, con el proposito de analizar sus propiedades y compararlas con
un extracto de fruta previamente documentado. En este estudio fue demostrada que las
concentraciones de proteinas y actividad enzimatica obtenida a partir de hojas no varia segln

las estaciones del afio.

Un hallazgo significativo fue el aumento considerable, de 2 a 3 veces, de la actividad
proteolitica de los extractos de Bromelia serra al emplear la precipitacion con acetona.

Aunque también utilizando etanol se pueden obtener actividades proteoliticas semejantes.
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A través de diversos métodos de separacion como la cromatografia de exclusion molecular,
se logro aislar dos enzimas proteoliticas con pesos moleculares distintos de 21 y 54 kDa, si
bien se destaca la necesidad de estudios adicionales de espectrometria de masas para

identificar con precision estas enzimas purificadas.

Teniendo en cuenta que los AEB de hojas de Bromelia serra estdn compuesta con proteasas
cisteinicas y asparticas con proteinas de diferentes pesos moleculares e isoformas, resulta
complicado inferir a partir de las cromatografias realizadas y bibliografia previa, qué
proteasas se relacionan a un PM vy pl especifico. También se debe tener en cuenta que la

posible presencia del mucilago dificulta su purificacion previa a las cromatografias.

En cuanto a su comportamiento bajo diferentes condiciones, se observo que el AEB presentd
actividad en un rango de pH de 2,7 a 7, mostrando una preferencia marcada en pH &cidos.
Ademas, se evidencio una alta estabilidad térmica en los AEB obteniendo un 47% de
actividad residual luego de pre incubar por una hora a 98°C. Ademas, alcanz6 su maxima
actividad proteolitica a una temperatura de 60°C. No obstante, se destaca la féacil
desactivacion del AEB frente al efecto de NaCl, lo que sefiala una sensibilidad particular de
estas enzimas a las condiciones de alta salinidad. Considerando estas caracteristicas y
aprovechando la abundante disponibilidad de hojas de Bromelia serra, el AEB se posiciona
como una fuente prometedora para su aplicacion como catalizador industrial, abriendo
posibilidades en el &mbito de la biotecnologia y la produccién sostenible. Sin embargo, es
necesario seguir estudiando en profundidad al AE, teniendo en cuenta las dificultades

presentadas en este estudio.
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Efecto del estrés hidrico sobre los drganos
de Ananas comosus L. Merr y su relacidn

con los contenidos de proteasas cisteinicas
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Introduccion

El anang, Ananas comosus (L.) Merr., es la Unica especie de la familia de las Bromeliaceae
que se cultiva comercialmente por su fruto. Su produccion se realiza tanto en los tropicos
como en los subtropicos (Botella y Smith, 2008). Las diferentes especies de la familia de las
Bromeliaceae son nativas de América del Sur, mas concretamente, de una amplia zona que
abarca los paises de Brasil, el norte de la Argentina y Paraguay. La concentracion de las
especies en esta region no excluye una propagacion mas amplia de especies salvajes de anand,
que podria llegar hasta Venezuela. El intercambio entre tribus de las frutas mas interesantes
para el consumo podria haber favorecido su progresiva difusion hacia la América peninsular
y el Caribe (Hossain, 2016).

El anana es una planta tropical que puede crecer en la mayoria de los climas célidos con
temperaturas entre 20 y 36°C, pero el clima templado y fresco en invierno mejora la calidad
de la fruta e induce la floracién, sin embargo, las bajas temperaturas afectan el crecimiento
de las plantas, registrandose reducciones importantes del crecimiento con temperaturas por
debajo de 16°C media diaria y las heladas generan dafios irreversibles (Carvalho et al., 2005).
En relacion con el requerimiento hidrico, y si bien se reconocen a las plantas de anana como
tolerantes al estrés hidrico, éstas responden muy bien a precipitaciones de 1000 a 1500

mml/afio (Salerno y Gonzalez, 2008) bien distribuidas.

En cuando a los co-productos del cultivo, el centro de la fruta represente el 15% del
descarte de la fruta, la cual contiene la méas alta concentracion de Bromelina a comparacion

de la cascara y corona (Tochi et al., 2008).

Bromelina es el nombre colectivo de enzimas proteoliticas relacionadas que se encuentran
en los tejidos de las especies pertenecientes a la familia Bromeliaceae, de los cuales el anana
(Ananas comosus) es el mas conocido. Se reconocen dos tipos distintos de bromelina de la
pifia: bromelina del tallo (CE 3.4.22.32) y la bromelina de la fruta (CE 3.4.22.33), siendo
ambas cisteino proteasas (Maurer, 2001). La bromelina de tallo es la proteasa predominante

(90%) en los extractos provenientes del mismo, la cual se halla presente junto a otras dos
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peptidasas que se encuentran en menor cantidad, ananaina y comosaina (Harrach et al.,
1998).

La secuencia aminoacidica completa de la bromelina del tallo (212 aminoé&cidos) ha sido
deducida por Ritonja et al. (1989) y corresponde a una tnica cadena polipeptidica glicosilada
con un PM informado que varia entre 26 y 37 kDa (Suh et al.,1992) y un punto isoeléctrico
(pl) de 9,55 (Murachi y Takahashi, 1970). Contiene siete residuos de cisteina (Napper et
al.,1994; Harrach et al., 1998) y tres puentes disulfuro.

Esta enzima se encuentra dentro de las denominadas proteasas sulfhidrilicas o cisteina
endopeptidasas cuya actividad depende del grupo tiol del residuo de cisteina localizado en el
sitio activo de la enzima. Por ello, para expresar su maxima actividad la bromelina requiere
la presencia de agentes reductores, tales como cisteina. El rango de pH de actividad 6ptimo
estd entre 4,00 y 7,00 y depende tanto de la naturaleza del sustrato empleado, tipo y
concentracion del buffer y de la presencia o no de agentes reductores (Rowan y Buttle, 1994).
La bromelina del tallo hidroliza una gran variedad de sustratos naturales y sintéticos
mostrando condiciones optimas de temperatura y pH variables. La azocaseina, caseina y la
hemoglobina son los sustratos naturales mas utilizados para esta proteasa (Bala y Babagana,
2016). Ademas, se demostré la alta especificidad y sensibilidad que tiene dicha enzima de
hidrolizar el sustrato a-N-CBZ-L-lisin-p-nitrofenil éster (LNPE) (Silverstein, 1974). La
acumulacion de enzimas proteoliticas, como la bromelina, se presenta en diferentes especies
de la familia de las Bromeliaceae. La mas estudiada por su uso comercial es la del Ananas
comosus, donde estas enzimas se almacenan en grandes cantidades en el tallo, de alli su
importancia ya que en la cosecha del cultivo los mismos son residuos que podrian ser
aprovechados para su extraccion. Se puede observar en la Figura 19, la distribucién y

acumulacién de la bromelina en el tallo segun la edad de las plantas de anana.

Las cisteino proteasas son actores clave en una cultivar de procesos, incluido el crecimiento,
el desarrollo, las respuestas al estrés y defensa (Balakireva y Zamyatnin, 2018). Ademas,
existen antecedentes que demuestran que ante condiciones de estrés hidrico se estimula la

expresion de genes que codifican para la transcripcion de cisteina proteasas en Arabidopsis
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thaliana (Grudkowska et al., 2004), lo cual podria favorecer a un aumento en el contenido

de enzimas proteoliticas en la planta.
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Figura 19. Distribucion de bromelina en varias porciones de tallos plantas de anana maduras
al afo, 2 afios y 3 afos y medio. Obtenida de Heinicke y W. A. Gortner (1957).

Por lo antedicho, el objetivo de este capitulo es estudiar el comportamiento de proteasas

cisteinicas de Ananas comosus L. Merr bajo distintas condiciones de estrés hidrico.

Materiales y métodos

1. Material vegetal y tratamientos de estrés hidrico

Se utilizaron plantas de Ananas comosus (AC) cultivar Cayena lisa implantadas en
macetas bajo condiciones controladas en invernadero en el Campo Didactico Experimental
de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional del Nordeste, Corrientes de
un afo de edad. Las plantas se sometieron a tres tratamientos que se corresponden con

distintos contenidos de agua en el sustrato: capacidad de campo (CC), 50% y 25% y teniendo
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en cuenta el método gravimétrico utilizado por Suassa et al. (2012) para establecer los 3
tratamientos a capacidad hidrica constante segiin cada tratamiento. Se consideré como 100%
el volumen de agua a regar para llegar a CC, luego para el tratamiento 50% se suministro
solo la mitad del volumen de agua de CC y para el Gltimo tratamiento (25%) se agregd un
cuarto de la cantidad de agua de CC. El control de la humedad del sustrato se realizé mediante
un sensor Tester TFA (Qualitats-Erzeugnis, Alemania). Se realizaron las determinaciones en
dos drganos de las plantas: tallos y hojas, con cuatro repeticiones y cada treinta dias durante
3 meses (agosto, septiembre y octubre) repetido en 2 afios (2019 y 2022). El disefio

experimental fue completamente al azar, siendo la unidad experimental la planta.

2. Registro climético-temperatura promedio, maxima y minima

Se registraron las temperaturas méaxima, media y minima dentro del invernaculo con

termohigrometro digital (DAF-10 Data-Logger, Schwyz, China).

3. Determinacion de contenido relativo de agua (CRA) de las hojas

Se tomaron porciones de 2cm? de la parte media de 2 hojas “D” en cada momento de
muestreo con 3 repeticiones por muestreo para determinar el estado hidrico de la planta en
cada tratamiento. Se determind el peso fresco (PF) y posteriormente, las porciones de hojas
fueron sumergidas en agua durante ocho horas, para obtener peso turgente (PT). Se secaron
a 70°C hasta peso constante para determinar el peso seco (PS). Los resultados se expresan en

porcentajes (%).

CRA (%) = (PF — PS) / (PT — PS) x 100.

4. indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI)
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El indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI) expresa la relacion de
reflectancia espectral en el dosel en la region infrarroja y roja y se utiliza para monitorear el
efecto del estrés hidrico en el crecimiento de las plantas y pronosticar la biomasa (Romano
et al., 2011). EI NDVI se midié individualmente en cada planta utilizando un sensor de

cultivos portatil GreenSeeker® a las a las 12 p.m. cada 7 dias.

5. Obtencion del extracto crudo de tallo (ECAt) y hoja (ECAh)

Los tallos y hojas de AC se lavaron con soluciones de peréxido de hidrégeno al 0,1 %
(v/v) y luego fueron cortados en pequefios trozos. Inmediatamente pesados, triturados con
una procesadora eléctrica Smart-tek en buffer acetato de sodio 100 mM pH 5,00 en una
proporcién 1 g hoja/mL buffer y 0,59 tallo/mL buffer. La suspension se mantuvo en agitacion
en un bafio de hielo durante 40 min, luego se filtré en bafio de hielo usando tamiz de malla
gruesa, su filtrado fue dividido en alicuotas de 1; 25 y 50 mL y conservados a -18°C hasta su

empleo (Hernandez et al., 1997).

6. Obtencion del aislado enzimatico de tallo (AEAt) y hoja (AEAh)

Se obtuvieron las enzimas por precipitacion con diferentes solventes organicos (etanol y
acetona) con el objetivo de eliminar compuestos fendlicos, glicidos y fragmentos proteicos
inactivos de bajo peso molecular (Bruno, 2007). En primer lugar, se tratd con cuatro
volimenes del solvente organico frio (-20 °C) a efectos de minimizar la desnaturalizacion
proteica (1:4, respectivamente) con agitacion suave y se dejo reposar durante 20 minutos a 0
°C antes de la centrifugacion a 4000 xg durante 20 minutos. Los pellets se secaron en un
desecador al vacio para eliminar residuos de solventes organicos y se suspendieron en buffer
fosfato de sodio pH 7 conteniendo EDTA vy cisteina 5 mM, manteniendo el sistema a 0°C
(Scopes, 1984). Este precipitado resuspendido se denomino aislado enzimatico para tallo
(AEAt) y hoja (AEAh).

7. Caracterizacion de los extractos crudos (ECAt y ECAh)
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7.1 Concentracion proteica

Al igual que con las hojas de Bromelia serra se utiliz6 el método de Bradford (1976) segln
item 3.1 del capitulo 1l, basado en que la unidn del colorante Coomassie blue G-250 a la
proteina produce un corrimiento del maximo de absorbancia de 465 nm (forma roja del

colorante libre) a 595 nm (forma azul del complejo colorante-proteina).

Para poder cuantificar el ensayo se realizaron curvas de calibracion utilizando como

patron seroalbumina bovina en el rango de 2,5-45 pg/mL

7.2. Actividad proteolitica con sustrato proteico: azocaseina

La actividad proteolitica también se analizé utilizando azocaseina al 1% (p/v) como sustrato.
La generacion de péptidos solubles en TCA se siguio6 en condiciones alcalinas a 440 nm. Un
ensayo sin enzima sirvié como control negativo. Una unidad de actividad caseinolitica, sobre
azocaseina, se definié como la cantidad de enzima necesaria para producir un cambio de

absorbancia de 1,0 en una cubeta de 1 cm en las condiciones del ensayo (Sarath et al., 1989).

7.3 Electroforesis desnaturalizante y en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Descripta en el item 3.4 del capitulo Il con las muestras ECAt y ECAh.

7.4 Zimograma

Se realiz6 la zimografia, descrita por Hames (1981) con ligeras modificaciones, para verificar
la actividad gelatinolitica. Al ECAt y ECAh se les agreg6 buffer muestra SDS sin agentes
reductores y se realizd electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 12 %
copolimerizados con 1,5 mg/mL de gelatina. A continuacion, los geles se lavaron dos veces
durante 30 minutos en Triton X-100 al 2,5% (p/v) para eliminar el SDS en agitacion orbital
y luego se incubaron en buffer activador (fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0 con cisteina 15 mM)
a 37 °C durante 18 h en estufa. Después de la incubacidn, los geles se tifieron con azul de
Coomassie blue R-250 durante dos horas y luego se decoloraron siguiendo el mismo

procedimiento mencionado para SDS-PAGE. La presencia de actividad gelatinolitica se
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comprobd mediante bandas claras sobre un fondo azul uniforme. Se comparé el peso
molecular de la bromelina comercial con los ECAt y ECAh con sus diferentes tratamientos
de estrés hidrico.

8. Caracterizacion de los aislados enzimaticos de tallo (AEAt) y hoja (AEAh)
8.1 Actividad proteolitica con sustrato sintético: LNPE

Se utilizo el método espectrofotométrico basado en la capacidad que tiene dicha enzima de
hidrolizar el sustrato a-N-CBZ-L-lisin-p-nitrofenil éster (LNPE). Este sustrato es altamente
especifico y sensible para la bromelina del tallo (Silverstein, 1974). La reaccion fue
monitoreada espectrofotométricamente a 340 nm (absortividad molar 6320 M cm™?). La
concentracion final de sustrato empleada fue de 1,8 mM. Las soluciones de trabajo son
preparadas en buffer acetato de sodio 30 mM pH 4,60, KCI 100 mM, cisteina 1 mM vy las
medidas Ilevadas a cabo a 25 °C. Se realiz0 la actividad enziméatica AEAt y AEAh del mes
3 de los tratamientos 100, 50 y 25%CC.

8.2 Separacion cromatograficas por intercambio catiénico de los aislado enzimatico de
tallo (100 y 25%CC) y hoja (100 y 25%CC)

La cromatografia de intercambio se realiz6 en una columna (Pharmacia XK 16/40, con
adaptadores AK16) empaquetada con 5 mL de HiTrap SP High Performance (GE
Healthcare), de y equilibrada con buffer acetato-acético 0.1M (pH 5,6) a 20 °C. Después de
lavar la columna con el mismo buffer, se cargaron las muestras de los AEAt y AEAh en la
columna (0,5 mL) y las proteinas eluyeron con un gradiente salino: 165 mL de cloruro de
sodio entre 0,00 y 1 M. Se analiz6 la absorbancia de la elucion a 280 nm y se ensayd la
actividad proteolitica con azocaseina y hemoglobina (descripto en el item 3.2.1 y 3.2.2 del
capitulo 11 de los picos obtenidos de las cromatografias. También, se sembrd como patron
bromelina comercial bajo las mismas condiciones de buffers. Se realizaron electroforesis
SDS-PAGE de las eluciones en condiciones no reductores de los AEAt (100 y 25%CC),

AEAh (100 y 25%CC) y bromelina comercial para determinar los pesos moleculares de las
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proteinas. En las cromatografias, el perfil de proteinas se estimé por medida directa de la

absorbancia a 280 nm.

9. Andlisis estadistico

Los datos representan la media + desviacion estandar (DE) de al menos cuatro réplicas. La
significacion estadistica se probé mediante ANOVA unidireccional y Tukey y los valores de
p < 0,05 se consideraron significativos. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el
software InfoStat version 2020 (Di Rienzo et al., 2020).

Resultados

1. Registro de las temperaturas promedio, maximas y minimas

Las temperaturas maximas como promedio fueron levemente mayores en el afio 2019 que en
2022. Las temperaturas medias del afio 2019 de cada mes fueron de 26 °C (agosto), 23 °C
(septiembre), 26 °C (octubre); mientras que en 2022 las temperaturas fueron de 21 °C
(agosto), 22 °C (septiembre) y 25 °C (octubre). En ambos afios durante los tres meses se
observo la oscilacion de temperatura tanto de las medias, maximas y minimas, siendo estas

oscilaciones mayores en el afio 2022.

Temperatura (°C)

0
1/8/2019 31/8/2019 30/9/2019 30102019  y/812022 31/8/2022 30/9/2022 30/10/2022

Fecha Fecha

Figura 20. Temperaturas maxima, media y minima dentro del invernaculo registradas con
termohigrometro digital durante agosto, septiembre y octubre de 2019 y 2022. Las lineas
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indican las temperaturas maximas, las lineas punteadas verde las temperaturas promedios y
las lineas azules las temperaturas minimas de cada dia.

2. El indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI)

ElI NDVI es una herramienta es un indicador no destructivo que puede utilizarse para varios
usos, siendo uno de ellos el monitoreo del estrés hidrico (Kamble et al., 2013). Para este
ensayo durante los dos afios de experimento, se midio el NDVI de los tres tratamientos en la
parte central de la hoja “D” (100%; 50% Yy 25% CC) cada 7 dias incluyendo el momento del
muestreo de las plantas de anané en 3 hojas distintas en todas las hojas de los experimentos.
Al analizar estadisticamente los valores de NDVI en los momentos de muestreo, se observa
que en el mes 1 de distintas dosis de regado no hubo diferencias significativas entre los tres
tratamientos (25%; 50% y 100% CC) con valores promedios de NDVI de 0,67 a 0,72. En el
mes 2 del experimento se diferenciaron estadisticamente los tres tratamientos, obteniendo
valores promedio de 0,57, 0,67, 0,72 para los tratamientos 25%; 50% y 100% CC
respectivamente. En el mes 3, también se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos con valores 0,53, 0,63 y 0,72 correspondientes a 25%, 50% y 100% CC. Si bien
pareciera que los valores de NDVI para los tratamientos de estrés hidrico tienen un

comportamiento lineal a medida que disminuye la cantidad de agua en el suelo, mediante el
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ajuste de las curvas a lineas de tendencia demostraron una respuesta polinGmica con un mejor
ajuste de R? (Fig. 21).
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; :
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Meses

Figura 21. Valores NDVI tomadas a las 12 pm de hojas de anana sometidos a tratamientos
100 % (linea azul), 50% (linea naranja) y 25% (linea gris) a capacidad de campo (CC) durante
3 meses. Las barras representan la desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,05). Sd: sin diferencias estadisticas.

3. Contenido relativo de agua (CRA)

El contenido relativo de agua que se midio en la parte central de las hojas “D” en los tres
meses de muestreo en 2 afios diferentes se muestra en la Figura 22. En el mes 1 no se
encontraron diferencias significativas entre los tres tratamientos (25%; 50% y 100% CC), los
cuales tuvieron valores promedio entre 87 y 90% de CRA. En el mes 2, los tratamientos 50%
y 100% CC (valores promedio de 89 y 91% de CRA respectivamente) fueron
significativamente mayores que el tratamiento 25% CC con un valor promedio de 77%. En
el ultimo mes, se diferenciaron estadisticamente los tres tratamientos, siendo 100% CC el de
mayor valor promedio con 96%, el de 50% CC con 86% vy el tratamiento 25%CC con 76%
de CRA.
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Figura 22. Contenido relativo de agua de hojas “D” anana sometidas a tratamientos 100, 50
y 25% a capacidad de campo (CC) durante 3 meses. Las barras representan la desviacion
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

4. Efecto del estrés hidrico en los extractos crudos de hoja y tallo
4.1 Contenido de proteinas

En la Figura 23 se observa la variacién de contenido de proteinas de ECAh realizando el
tratamiento de 100%; 50% y 25 % CC por tres meses en dos afios distintos iniciando siempre
en el mes de agosto (2019 y 2022). En cuanto a los valores promedios de concentracion de
proteina de extractos de hojas, se observo que en el afio 1 variaron de 0,31 a 0,44 mg/mL
mientras que en el afio 2 de 0,23 a 0,49 mg/mL. En cuanto a la concentracion de proteina del
mes 1, en el aflo 1 no se encontraron diferencias significativas entre los tres tratamientos,
mientras que en el afio 2 las plantas que fueron sometidas a estrés hidrico (25% y 50% CC)
presentaron mayor cantidad de proteina que el tratamiento 100%. En el mes 2, también hubo
respuestas diferentes segun el afio del experimento. El afio 1, el tratamiento 25 % CC tuvo

mayor concentracion de proteina siendo estadistica mayor que los demas tratamientos,
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mientras que en el afio 2 se diferenciaron estadisticamente los tres tratamientos; siendo mayor
el tratamiento 25% CC, luego 50% CC y por altimo el tratamiento 100%CC. En cuanto al
mes 3, presentd el mismo comportamiento que el segundo en términos estadisticos, siendo el
tratamiento mas estresado (25% CC) el que tuvo mayor concentracion de proteina,

culminando con 0,32 mg/mL en el afio 1 y 0,49 mg/mL en el afio 2.

El contenido de proteinas de los ECALt bajo los tratamientos 100%; 50% y 25% CC puede
observarse en la Figura 24. La concentracion de proteinas en el tallo es mayor que en hoja.
La concentracion promedio en el afio 1 varié de 0,77 mg/mL a 1,2 mg/mL, por el otro lado
el afio 2 fue de 0,26 mg/mL a 1,18 mg/mL. En el mes 1 del afio 1, la concentracién de
proteinas fue estadisticamente diferente entre los tratamientos, siendo mayor en las plantas
mas estresadas (25%CC), mientras que en el afio 2 los tratamientos 50% y 25% CC fueron
significativamente mayores al tratamiento no estresado (100%CC). En el mes 2 del
experimento, el afio 1 respondid estadisticamente diferente a los tres tratamientos, siendo
siempre mayores las concentraciones de proteinas de los estresados (50% y 25%CC) mientras
que en el afio 2 el tratamiento 25% CC fue estadisticamente mayor a 50% y 100% CC. En el
ultimo mes, el comportamiento fue inverso al mes 2 comparando afio uno vs afio dos, ya que
hubo diferencias estadisticas del tratamiento 25% CC con respecto a 50% CC y 100% CC,
mientras que en el afio 2 se encontraron diferencias en el contenido de proteina entre los tres

tratamientos.
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Figura 23. Concentracidn de proteinas en mg/mL (CP) en ECAh en tres meses a diferentes
porcentajes de capacidad de campo. Cada columna representa un afio diferente de muestreo
y cada fila un mes (1, 2 y 3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
medias segun el test de Tukey al 5%. Las barras representan la desviacién estandar (n=3).
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Figura 24. Concentracion de proteinas en mg/mL (CP) en ECALt en tres meses a diferentes
porcentajes de capacidad de campo. Cada columna representa un afio diferente de muestreo
y cada fila un mes (1, 2 y 3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
medias segun el test de Tukey al 5%. Las barras representan la desviacién estandar (n=3).
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4.2. Actividad proteolitica

En las Figura 25 y 26 se observa la actividad proteolitica utilizando como sustrato a la
azocaseina al 1%. La actividad esta expresada, tanto con ECAh y ECAL, en unidades de
absorbancia a 440 nm luego de 30 minutos de incubacion de los extractos con el sustrato a
37°C. En términos generales se puede evidenciar mayor actividad proteolitica en el afio 2 del
experimento y a su vez mayor actividad en tallos que en hojas. Los valores promedios en
unidades de absorbancia fueron de 0,09 U a 0,17 U en el afio 1 en hojas y en el segundo de
0,34 U a 0,58 Uy en el caso de tallos fueron de 0,22 U a 0,34 U en el afio 1 y en el segundo
de 0,50 U a 0,60 U de Absorbancia a 440 nm.

Existieron ciertas diferencias en los dos afios de repeticiones, por ejemplo, en cuanto a
actividad proteolitica de tallo, en el mes 1 del afio 1 la actividad en los tallos estresados (50%
y 25% CC) fueron significativamente mayores al no estresado (100%CC), por el otro lado en
el afio 2 la actividad proteolitica fue mayor solo en el tallo de la planta més estresada (25%
CC) comparando los demas tratamientos (50%, 100% CC).

En el mes 1 del afio 1, no se encontraron diferencias significativas en la actividad proteolitica
de los ECAh (Fig. 25), mientras que en el afio 2 se diferenciaron estadisticamente las plantas
estresadas (25% y 50% CC) de las no estresadas (100% CC). Luego de 60 dias de ensayo en
el afio 1 siguio sin mostrar diferencias significativas entre los tratamientos; mientras que en
el afio 2 solo el tratamiento con mayor estrés (25%CC) puedo diferenciarse estadisticamente
de los demas con mayor actividad proteolitica (100% y 50%CC). En el tltimo mes de ensayo
del afio 1 (mes 3), se observa diferencias estadisticas con mayor actividad proteolitica en el
tratamiento 25% a comparacion de 50% y 100% CC. En el caso del afio 2 en el mes 3, los
tres tratamientos fueron significativamente diferentes, teniendo mayor actividad proteolitica
las plantas sometidas a 25%, luego 50% Yy por ultimo 100% CC.

La actividad proteolitica en ECAt (Fig. 26) tuvo un comportamiento diferente a los
tratamientos en ECAh ya que hubo mayor numero de diferencias estadisticas en respuesta al
estrés hidrico. En el mes 2 del afio 1 la actividad proteolitica del tallo tuvo el mismo patron
que el mes 1 del afio 2, siendo el tratamiento 25%CC significativamente mayor. que los
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demas (50% y 100%CC). En el mes 2 del afio 2, los tres tratamientos fueron
significativamente diferentes, teniendo mayor actividad proteolitica las plantas sometidas a
25%, luego 50% y por altimo 100% CC. Por ultimo, en el mes 3, las diferencias de actividad
del primer y afio 2 fueron las mismas que en el mes 2, es decir, mayor actividad proteolitica
en el tratamiento 25%CC con respecto a 50% y 100% CC en el afio 1 con diferencias entre

los tres tratamientos del experimento.
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Figura 25. Actividad proteolitica (U abs/mL) en ECAh en tres meses a diferentes
porcentajes de capacidad de campo. Cada columna representa un afio diferente de muestreo
y cada fila un mes (1, 2 y 3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
medias segun el test de Tukey al 5%. Las barras representan la desviacién estandar (n=3).
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Figura 26. Actividad proteolitica (U abs/mL) en ECAL en tres meses a diferentes porcentajes
de capacidad de campo. Cada columna representa un afio diferente de muestreo y cada fila un
mes (1, 2y 3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias segun ebtest
de Tukey al 5%. Las barras representan la desviacion estandar (n=3).



4.3 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) y zimografia

En la Figura 27 se representan los tratamientos 100%; 50% y 25% CC con electroforesis
SDS-PAGE de ECAh (Fig. 11a) y ECAt (Fig. 27b) con sus respectivos zimogramas del mes
1 del experimento. En el tratamiento de hidrico 100% CC de los ECAh (Fig. 27a) se
observaron pocas bandas de proteinas a (19, 16 y 11 kDa). Cabe destacar que si bien las
imagenes de las electroforesis SDS-PAGE estan en blanco y negro, los geles fueron tefiidos
con Coomassie Blue R-250. Respecto a las hojas sometidas a estrés se diferenciaron mejor
las bandas proteicas, en el tratamiento 50 %CC se notaron 5 bandas correspondientes a pesos
proteicos de 22, 19, 16, 14 y 11 kDa. En el tratamiento mas estresado (25%CC) también se
vieron igual cantidad bandas de pesos moleculares muy parecidos (22; 20; 17; 15y 11 kDa),

y de mayor intensidad.

En los zimogramas de los ECAh (Fig. 27a) pueden verse a simple vista que, a medida que
aumento el grado de estrés hidrico, se detectdé mayor actividad gelatinolitica (Calle 5a 7). En
calle 5 se observa la actividad gelatinolitica de extractos de hoja correspondientes a las
bandas proteicas observadas en la electroforesis de 16-17 kDa y una banda clara bien
marcada a los 22 kDa. En el caso del tratamiento 50% las bandas proteicas que tuvieron
actividad gelatinolitica fueron las de 16, 18, y 22 kDa; mientras que se encontraron otras
bandas claras con actividad gelatinolitica (25 y 60 kDa). En el tratamiento con mayor estrés
hidrico (25% CC) aparecen bandas proteicas que se corresponden con la actividad
proteolitica, como es el caso de las proteinas 17 y 22 kDa, y bandas de actividad (26, 62y 72
kDa).

En la Figura 27b se observa la electroforesis SDS-PAGE de los ECAt sometidos a los
tratamientos de estrés hidrico del mes 1 del experimento. En el ECAt 100%CC, se detectaron
6 bandas en la electroforesis, de pesos moleculares de 34, 31, 25, 15, 13y 11,7 kDa. En el
extracto de tallo de 50% CC, solo se detectaron dos proteinas de 34 y 31 kDa, mientras que
en el tratamiento con mayor estres hidrico (25% CC) se observaron bandas proteicas mas
intensas y en mayor cantidad que el tratamiento 50% CC (33, 30, 24 y 13 kDa).

100



En la actividad gelatinolitica del ECAt a 100% CC se observaron bandas claras de
degradacion de gelatina a los 25 kDa y alrededor de los 27 kDa. También se observo una
banda clara no definida con actividad desde los 53 hasta los 64 kDa. En el tratamiento 50%
CC se observé una leve actividad gelatinolitica a los 25 kDa y otra mas intensa a los 28 kDa.
Por encima de los 28 kDa se sigui6 observando una actividad proteolitica hasta los 52 kDa.
En los tallos sometidos a estrés hidrico 50% CC se observaron 2 bandas proteoliticas de
mayor peso molecular con actividad gelatinolitica, una mas intensa de 68 kDa y otra de
menor actividad de 79 kDa. En el tratamiento 25% CC, se observaron las mismas 5 bandas
con el mismo patron de comportamiento en cuanto a actividad gelatinolitica que en el
tratamiento 50% CC (25, 28, 51, 66 y 78 kDa).

a b
94.0- 94.0-
67.0- 67.0-
45.0- 45.0
30.0- 30.0-
20.1- 20.1-
14.4- 14.4-

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

Figura 27. Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (PAGE) del mes 1. Calle 1:
marcadores de proteinas estandar; calle 2: ECAh 100%; calle 3 ECAh 50%; calle 4 ECAh
25% CC,; calle 5; Zimografia del ECAh 100%; calle 6: Zimografia de ECAh 50%); calle 7:
Zimografia de ECAh 25% (a). Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (PAGE). Calle 1:
marcadores de proteinas estandar; calle 2: ECAt 100%; calle 3 ECAt 50%); calle 4; ECAt
25% CC; calle 5; Zimografia de ECAt 100%; calle 6: Zimografia de ECAt 50%; calle 7:
Zimografia de ECAt 25% (b).

En la Figura 28, se muestran los tratamientos al 100%, 50% y 25% CC mediante
electroforesis SDS-PAGE, tanto para ECAh (Fig. 28a) como ECALt (Fig. 28b), acompafados
por sus respectivos zimogramas correspondientes al mes 2 del experimento. A grandes rasgos
se observa nuevamente el mayor contenido de proteinas y nimero de bandas proteicas en

ECAt (Fig. 28b) en comparacion con las electroforesis de los ECAh (10a). Al igual que en la
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figura anterior (Fig. 27a), los geles fueron tefiidos con Coomassie Blue R-250. En el ECAh
100% CC (calle 2) se observaron 4 bandas proteicas de 27, 19, 14 y 11 kDa, siendo la méas
predominante la proteina més pesada (27 kDa). En ECAh a 50% CC (calle 3), se vieron solo
3 bandas de proteinas, pero siguid presente la de 27 kDa un poco mas intensa que en el
tratamiento no estresado (100% CC) acompafiada de otras dos proteinas de 25y 11 kDa. En
el tratamiento hidrico de mayor estrés (25%, calle 4) se detectaron mas bandas proteicas (27,
25,19, 18, 16, 14, 12 y 11 kDa). Nuevamente la banda de 27 kDa fue alin més intensa que
en los demas tratamientos y que las demdas proteinas dentro del mismo tratamiento.
Notablemente se volvieron a detectar las proteinas de 19 y 14 kDa que no se habia marcado
en el tratamiento 50% CC.

Los resultados de los zimogramas obtenidos a partir de los ECAh (Figura 28a) muestran
claramente que, a medida que se incrementd el nivel de estrés hidrico, hubo un aumento
significativo en la actividad gelatinolitica (Calle 5 a 7). Una de las bandas proteicas de
electroforesis de peso molecular mas parecido a la que se podria atribuir de la actividad
gelatinolitica es la de 27 kDa. La actividad proteolitica del tratamiento 100% (calle 5) mostro
bandas claras a los 77, 31 y 24 kDa. En el tratamiento 50 % CC (calle 6) se observo una
mayor degradacion de la gelatina correspondiente a pesos moleculares de 77 y 37 kDa;
ademas se detectd una alta actividad gelatinolitica desde 31 hasta 26 kDa, y luego otras
bandas bien marcadas de 23 y 19 kDa. En el tratamiento de mayor estres (25% CC, calle 7),
se aprecia mayor actividad gelatinolitica entre los rangos de 20 a 30 kDa y nuevamente se
evidencio actividad con proteinas de altos pesos moleculares (84, 71, 62 kDa). También, se
observd una alta actividad proteolitica desde los 42 hasta los 28 kDa, en donde se puede
destacar la actividad alrededor de los 28 kDa por el ancho de la banda en la zimografia. Otras

enzimas con actividad gelatinolitica se correspondieron con pesos de 20 y 18 kDa.

En la Figura 28b se presenta la electroforesis SDS-PAGE y zimografia de los ECAt
correspondientes a los tratamientos de estrés hidrico aplicados durante el mes 2 del
experimento. En la electroforesis SDS-PAGE del tratamiento no estresado (100% CC, calle
2), se observan bandas de proteinas que se corresponden a pesos moleculares de 25, 23, 21,
18, 17, 16 y 15 kDa, siendo las de mayor concentracion, por la intensidad de la tincion, las
bandas de 15, 16 y 23 kDa. En el tratamiento 50% CC (calle 3), se distinguieron 8 bandas

102



proteicas (25, 22, 21, 18, 17, 16, 15 y 13 kDa). En este caso, las proteinas predominantes
fueron las 15, 16, 17, 23 y 25 KDa. Por ultimo, en el tratamiento 25% CC (calle 4) se
observaron bandas de pesos moleculares de 45, 41, 25, 21, 18, 17, 16, y 13 kDa.

En el zimograma de ECAt (Fig. 28b, calle 5 a 7), no se detectd un claro aumento de la
actividad gelatinolitica a medida que aumenta el estrés hidrico. En la actividad gelatinolitica
del ECAt a 100% CC se observo actividad proteolitica a los 80 kDa. Se detectd una alta
actividad proteolitica de 60 a 30 kDa. Luego se evidencio una banda mas definida a los 25
kDa con baja actividad a comparacién de las enzimas anteriores de la misma muestra, (calle
5). El ECAt del tratamiento 50% CC (calle 6) mostr6 actividad a los 96 y 82 kDa; y
nuevamente se detectd una alta actividad proteolitica en el rango de pesos moleculares de 64
a 30 kDa y, ademas, se observo una banda bien definida de 25 kDa. En el tratamiento 25 %
CC (calle 7) se evidencio el mismo patron de actividad gelatinolitica que con el tratamiento
50% (calle 6), mostrando actividad a los 96 y 82 kDa y con un rango de actividad proteolitica
de 64 a 30 kDa, y nuevamente se detectd la banda de proteica con actividad a los 25 kDa.
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Figura 28. Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (PAGE) del mes 2. Calle 1:
marcadores de proteinas estandar; calle 2: ECAh 100%; calle 3 ECAh 50%; calle 4; ECAh
25% CC; calle 5; Zimografia del ECAh 100%; calle 6: Zimografia del ECAh 50%; calle 7:
Zimografia del ECAh 25% (a). Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (PAGE). Calle
1: marcadores de proteinas estandar; calle 2: ECAt 100%; calle 3 ECAt 50%; calle 4; ECAt
25% CC; calle 5; Zimografia de ECAt 100%; calle 6: Zimografia de ECAt 50%; calle 7:
Zimografia de ECAt 25% (b).
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En la Figura 29, se exhiben los tratamientos al 100%, 50%, y 25% (CC) a través de la técnica
de electroforesis SDS-PAGE, tanto para ECAh (Fig. 29a) como para ECAt (Fig. 29b) del
mes 3 de ensayo. Se incluyen, ademas, los zimogramas de los tratamientos respectivos
correspondientes al mes 3 del experimento. En ECAh 100% CC nuevamente se presentaron
4 bandas proteicas coincidente con las detectadas en el mes 2 (Fig. 28a) de 27, 23, 20y 14
kDa, de las cuales la proteina fijada con mayor intensidad fue la de 27 kDa. En el caso de las
plantas estresadas, en el tratamiento 50% CC (calle 3), se detectaron mas bandas a
comparacion del mismo tratamiento del mes anterior (Fig. 28a), con proteinas de pesos
moleculares de 27, 24, 22, 20, 17 y 14 kDa. Nuevamente la banda predominante fue la de 27
kDa y se aprecio una mayor intensidad en comparacion con el tratamiento no estresado (100
%CC, calle 2). En el tratamiento de mayor estres hidrico, 25 % CC (calle 4), también se
encontraron el mismo nimero proteinas con pesos moleculares (27, 24, 22, 20, 17 y 14 kDa)
y si bien la proteina mayor de concentracidn en este tratamiento fue la de 27 kDa, cabe

destacar el aumento en la intensidad de las demas proteinas de menor peso molecular.

La zimografia con actividad proteolitica, utilizando como sustrato a la gelatina, de los ECAh
en los tres tratamientos se presenta en Figura 29a. La actividad proteolitica del tratamiento
100% CC (calle 5) mostr6 bandas claras a la altura de pesos moleculares de 71, 27, 22 y 20
kDa. En el tratamiento con estrés hidrico 50 % CC (calle 6), se observaron bandas de 72, 62,
36 kDa y una alta actividad proteolitica desde los 29 hasta los 25 kDa. También se detectaron
bandas de 22 y 20 kDa. En el tratamiento 25 % CC (calle 7), los geles mostraron bandas de
alto peso molecular (73, 65, 58, y 51 kDa) y también se observé una banda bien marcada de
41 kDa. Luego se volvio a detectar una alta actividad proteolitica desde los 40 hasta los 25
kDa. Ademas, se observaron mas bandas claras a la altura de 22 y 20 kDa pudiendo

corresponderse a las proteinas del mismo peso molecular y tratamiento (calle 4).

La Figura 29b exhibe los resultados de la electroforesis SDS-PAGE y zimografia de ECAt
obtenidos luego de aplicar tratamientos de estrés hidrico durante el mes 3 del experimento.
En la electroforesis SDS-PAGE del tratamiento sin estrés hidrico (100%CC, calle 2), se
detectaron bandas de pesos moleculares de 25, 22, 21,18, 17,15, 14 y 12 kDa, siendo las de
mayor concentracion, por la intensidad de la tincion, las bandas de 22, 21, 14 y 12 kDa. En
el tratamiento 50% CC (calle 3), se visualizaron bandas de 25, 22, 21, 18, 17, 16, 15,14y 13
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kDa, donde las de menor peso molecular (16 y 14 kDa) fueron las mas intensas. En el
tratamiento de mayor estrés (calle 4) 25 %CC, se detectaron proteinas de 43, 40, 25, 21, 18,
16, 15, 14 y 13 kDa, intensificandose las bandas proteicas de 25, 21, 18, 16, 15y 14 kDa.

En el zimograma del mes 3 (Fig. 29b) se ve claramente que, a mayor estrés hidrico, aumenta
la actividad gelatinolitica. La actividad proteolitica del tratamiento 100% CC (calle 5) mostro
bandas claras a la altura de pesos moleculares de 89, 75, 55, 43, 30 y 25 kDa. El extracto de
tallo del tratamiento 50% CC (calle 6) detecto actividad alos 91y 77 kDa, y una alta actividad
proteolitica en el rango de pesos moleculares de 60 a 28 kDa, se observé también una banda
clara a los 25 kDa. En el tratamiento 25% CC (calle 7) se observo actividad por encima de y
a los 94 kDa, otra banda ancha aproximadamente a 78 kDa y mayor actividad proteolitica
desde los 60 hasta 28 kDa nuevamente en ese rango. Por ultimo, se intensifico la banda de
25 kDa (calle 7) a comparacion con el tratamiento anterior (calle 6).
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Figura 29. Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (PAGE) del Mes 3. Calle 1:
marcadores de proteinas estandar; calle 2: ECAh 100%; calle 3: ECAh; calle 4: ECAh 25%
CC; calle 5; Zimografia del ECAh 100%; calle 6: Zimografia de ECAh 50%; calle 7:
Zimografia del ECAh 25% (a). Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (PAGE). Calle
1: marcadores de proteinas estandar; calle 2: ECAt 100%); calle 3 ECAt 50%; calle 4: ECAt
25% CC; calle 5; Zimografia del ECAt 100%; calle 6: Zimografia del ECAt 50%); calle 7:
Zimografia del ECAt 25% (b).

5. Efecto del estrés hidrico de los aislados enzimaticos de hoja y tallo
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5.1 Actividad proteolitica sobre sustrato sintético LNPE

Para la evaluaciéon de la actividad proteolitica se utilizé el método espectrofotométrico
basado en la capacidad que tiene dicha enzima de tallo (EC 3.4.22.4) de hidrolizar el sustrato
a-N-CBZ-L-lisin-p-nitrofenil éster (LNPE). Este sustrato es altamente especifico para la
bromelina del tallo (Silverstein,1974). La reaccién fue monitoreada cada 3 segundos
espectrofotométricamente a 340 nm (absortividad molar 6320 M cm™) durante 5 minutos.
Se seleccionaron los aislados enzimaticos de mayor actividad proteolitica, utilizando como
sustrato a la azocaseina, de las muestras del mes 3 de hoja y tallo (100%, 50% y 25%CC). Al
realizar el ensayo con el sustrato especifico para bromelina de tallo con todas las muestras se
obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla 23. Se repitieron los ensayos 3 veces
por muestra y se encontraron diferencias significativas entre las tres muestras de hojas. En
cuanto a los aislados de tallo el tratamiento 100% CC (no estresado) se diferencid

estadisticamente de los sometidos a estrées hidrico (50% y 25%CC).

Tabla 23. Unidades de sustrato liberados por mL de aislado enzimatico (AE). Definicion
de Unidad del sustrato: Una unidad libera 1,0 umol de p-nitrofenol del éster de p-
nitrofenilo de Na-CBZ-L-lisina por minuto a pH 4,6 a 25°C.

Muestra Unidades /mL de AE
Hoja 100% CC 0,0027 ¢
Hoja 50% CC 0,009 b
Hoja 25% CC 0,014 a
Tallo 100 % CC 0,06 b
Tallo 50 % CC 0,11a
Tallo 25% CC 0,11a

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias segun el test de Tukey al
5%.
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5.2 Separacion cromatografica de intercambio cationico
5.2.1 Bromelina comercial

En la Figura 30a se observa el perfil de elucion de la cromatografia de intercambio cationico
(SP- High Performance) de la bromelina comercial. Luego de varias cromatografias de la
bromelina comercial se observo una fraccion no retenida y 3 picos que eluyeron a medida
que se aumentd el gradiente salino. Uno de los picos retenidos con tiempo de retencion a 23
minutos, fue el que mostré mayor absorbancia mientras que los demas picos retenidos de
menor absorbancia se detectaron a los 13 y 30 minutos. En la Figura 30b se observa la
electroforesis de cada una de las eluciones de la cromatografia de intercambio cationico la
bromelina comercial. En la calle 1 se observan los patrones utilizados como estandar para
calcular los pesos moleculares de las proteinas y en la calle 2 se observa la fraccion 1 o no
retenida (NR) con pesos moleculares aproximados de 16 y 21 kDa. En el pico 1 o fraccion 2,
se observa en la calle 3 una sola banda proteica de peso molecular de 23 kDa el cual tiene
muy baja absorbancia a 280. En el pico 2 o fraccion 3 (tiempo de retencidn de 23 minutos),
se observaron varias bandas (calle 4), obteniendo proteinas de 16, 22 y 25 kDa. En el caso
del altimo pico 3 o fraccién 4, se detectd una banda de 16 kDa de peso molecular. La calle
namero 6, se corresponde a la bromelina comercial, siendo la muestra utilizada para realizar

esta cromatografia la cual presenté bandas proteicas de 16, 22, 25 y 28 kDa.

Se evalud la actividad proteolitica de las 4 fracciones provenientes de la cromatografia de
intercambio cationico de la bromelina comercial. Todos los picos (1, 2, 3) y la fraccion no
retenida presentaron actividad proteolitica frente al sustrato azocaseina y con diferencias
significativas en la actividad entre las 4 fracciones, siendo la de mayor actividad el pico 2
(0,40 Unidades de Absorbancia a 440 nm), pico 3 (0,38 UAbs 440), pico 1 (0,33 UAbs 440)

y por ultimo la fraccion no retenida con 0,22 UAbs a 440 nm.
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Figura 30. Cromatografia de intercambio catiénico (SP- High Performance) de bromelina
comercial. Diametro de la columna: 1,6 cm; buffer inicial: acetato-acético 0.1M, pH 5,6;
gradiente de elucién salina: 165 mL de 0,0 a 1 M de cloruro de sodio en el buffer inicial.
Caudal, 1,0 mL/minuto. La linea punteada el tiempo de elucion (23 min) en el cual se detecto
la mé&xima absorcion a 280 nm durante el gradiente de elucion salina (a). SDS-PAGE de las
fracciones y picos obtenidos de la cromatografia de Cromatografia de intercambio catiénico
(SP- High Performance) de bromelina comercial, patrones de PM (calle 1), fraccién no
retenida (calle 2), fraccion 2 (calle 3), fraccion 3 (calle 4), fraccidn 4 (calle 5), bromelina
comercial (calle 6) (b).

5.2.2 Cromatografias de AEAt y AEAt de 100 y 25%CC

Las cromatografias de los aislados enziméticos (AE) de tallo y hojas (estresados y no
estresados) se repitieron tres veces siguiendo las mismas condiciones de elucion que la
bromelina comercial. Se decidi6 usar las muestras de tallo y hoja del mes 3 del ensayo, 100%
y 25% CC debido a que el tratamiento 25% mostrd la mayor actividad proteolitica con el

sustrato azocaseina tanto en hoja como en tallo.

Las cromatografias de intercambio cationico de aislados enziméticos de tallo al 100% y 25%
se presentan en las Figuras 31 y 32 respectivamente. En ambos casos, se repitio el
comportamiento del pico no retenido y luego un segundo pico en el tiempo de retencion de
23 minutos. En el caso del perfil de elucion del aislado enzimatico de tallo no estresado (Fig.
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31) se observé que el pico retenido tuvo menor absorbancia a los 23 minutos que el aislado

enzimaético de tallo estresado (Fig. 32)
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Figura 31. Cromatografia de intercambio cationico (SP- High Performance) de Aislado
Enzimatico de tallo 100% CC. Diametro de la columna: 1,6 cm; buffer inicial: acetato-acético
0.1M, pH 5,6; gradiente de elucion salina: 165 mL de 0,0 a 1 M de cloruro de sodio en el
buffer inicial. Caudal, 1,0 mL/min. La linea punteada el tiempo de elucién (23 min) en el cual
se detectd la maxima absorcion a 280 nm durante el gradiente de elucién salina.
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Figura 32. Cromatografia de intercambio cationico (SP- High Performance) de Aislado
Enzimatico de tallo 25% CC. Diametro de la columna: 1,6 cm; buffer inicial: acetato-acético
0.1M, pH 5,6; gradiente de elucion salina: 165 mL de 0,0 a 1 M de cloruro de sodio en el
buffer inicial. Caudal, 1,0 mL ‘min. La linea punteada el tiempo de elucién (23 min) en el
cual se detectd la maxima absorcion a 280 nm durante el gradiente de elucion salina.

5.2.3 Cromatografias de AEAh y AEAh de 100 y 25%CC

El perfil de elucién de la cromatografia de intercambio cationico de AEAh 100 %CC (no
estresado) se presenta en la Figura 33. El primer pico no retenido corresponde a la fraccién
acidica del aislado y luego se observa un pequefio pico a los 23 minutos. Este Gltimo se
corresponde con el mismo tiempo de retencion de la bromelina comercial del pico de mayor
absorbancia (Fig. 30). El aislado enzimatico de hojas 25% (Fig. 33), tuvo el mismo

comportamiento, pero con una mayor absorbancia al tiempo de retencion de 23 minutos.

110



800 100

/ 90
700 /
rd
80
/
600 /
rd
/ 70
500 /
< ) 60
= / S
= 4 / 0 =
Emo ) S
2 / Z
< / 40
300 /
4
g 30
200 /
/ 20
_/
100
/ 10
/
P
0 — ‘ 0
0 5 10 15 20 2‘ 25 30 35 40 45
Tiempo (min)

Figura 33. Cromatografia de intercambio cationico (SP- High Performance) de AEAh de
hoja 100% CC. Diametro de la columna: 1,6 cm; buffer inicial: acetato-acético 0.1M, pH 5,6;
gradiente de elucién salina: 165 mL de 0,0 a 1 M de cloruro de sodio en el buffer inicial.
Caudal, 1,0 mL/min. La linea punteada el tiempo de elucidn (23 min) en el cual se detecto la
méaxima absorcion a 280 nm durante el gradiente de elucion salina.

Debido a que el Gnico pico retenido en comun en el caso de los aislados de ananad y la
bromelina comercial fue a los 23 minutos, se realiz6 un promedio de las absorbancias a 280
como estimacién del contenido de proteina (Tabla 24). Se encontraron diferencias
estadisticas en los aislados enziméticos de los tratamientos y los érganos de la planta, los
cuales de mayor a menor fueron, tallo 25 %, tallo 100%, hoja 25% y hoja 100% (Tabla 24).
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Tabla 24. Valores de unidades de absorbancia a 280 a tiempo de retencion de 23 minutos
de los aislados enziméticos de tallo (AET) al 100, 50, 25% CC y aislado enzimatico de hoja
(AEH) al 100, 50, 25% CC obtenidos de cromatografias SP.

Abs 280 a 23 min Test de

Tukey
AET 100% 192 185 | 1885 b
AET 25% 285 275 280 a
AEH 100% 18 17 17,5 d
AEH 25% 30 28 29 c

Letras diferentes indican diferencias significativas (p valor<0,05)

700 - 100
- 90
600
- 80
500 L 20
2 - 60
= 400 -
= S
= -
2 300
= - 40
200 - 30
- 20
100
- 10
A
0 v ]
0 5 10 15 20 23 25 30 35 40 45

Tiempo (min)

Figura 34. Cromatografia de intercambio cationico (SP- High Performance) de Aislado
Enzimatico de hoja 25% CC. Diametro de la columna: 1,6 cm; buffer inicial: acetato-acético
0.1M, pH 5,6; gradiente de elucion salina: 165 mL de 0,0 a 1 M de cloruro de sodio en el
buffer inicial. Caudal, 1,0 mL/min. La linea punteada el tiempo de elucién (23 min) en el cual
se detecto la maxima absorcion a 280 nm durante el gradiente de elucion salina.
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5.3 Electroforesis SDS-PAGE de las fracciones cromatogréaficas de AEAh y AEAt de 100
y 25%CC

Luego de colectar las eluciones de obtenidas a partir de las cromatografias de intercambio
cationico de las muestras de los aislados enzimaticos (AE) de tallo y hoja, 100% y 25% CC

del mes 3 (Fig. 31, 32, 33 y 34), se procedio a realizar las electroforesis SDS-PAGE
correspondientes.

En la Figura 35 se observan tanto las muestras de hoja al 100% CC (calle 2) y hoja 25%
(calle 5) previas a ser sembradas en la columna de intercambio catidnico. Para las fracciones
obtenidas de las cromatografias fue necesario realizar una tincion con plata para determinar
los pesos moleculares de las proteinas. Para la fraccion no retenida de la muestra de hojas
100 % CC (calle 3) se determinaron proteinas con pesos de 17, 20 y 33 kDa. En cuanto al
pico 1, el cual tuvo una muy baja absorbancia, se observo una sola banda de 22 kDa. En la
muestra de hoja 25% CC, la fraccion no retenida se calcularon pesos moleculares de 20 y 25

kDa. Finalmente, en el pico 1, se volvio a observar la banda proteica de 22 kDa.
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Figura 35. SDS-PAGE de las fracciones y picos obtenidos de la cromatografia de
intercambio catiénico (SP- High Performance) de AE de hoja de anana al 100 % y 25 % CC.
Patrones de PM (calle 1), AEAh 100% CC (calle 2); fraccion no retenida de AEAh 100% CC
(calle 3); pico 1 del AEAh 100% CC (calle 4), AEAh 25% CC (calle 5), fraccion no retenida
del AEAh 25 % CC (calle 6) y pico 1 AEAh 25% CC (calle 7).
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En la Figura 36, correspondiente a las muestras de tallo, la calle 2 muestra el AE de tallo al
100% y en la calle 5 al 25% CC. Nuevamente se observa la mayor concentracion de proteinas
en los tallos estresados (25%CC) que en los no estresados (100% CC). En cuanto a las
eluciones de la cromatografia de tallo 100% CC, la calle 3 muestra la fraccion no retenida
por la columna, en la cual se detectd una proteina de peso molecular de 14 kDa. El pico 1
correspondiente al tiempo de retencion de 23 minutos, que coincide con las muestras de hoja
y de bromelina comercial, presentd 2 proteinas de pesos moleculares de 12 y 25 kDa. En la
muestra de AE 25% CC (calle 5), las 2 eluciones obtenidas tuvieron los mismos pesos
moleculares, es decir la fraccidn no retenida con 14 kDa 'y el pico 1 con 12 y 25 kDa. Si bien
se repitieron las bandas proteicas, se observé una mayor concentracion de proteinas, tanto en

la fraccion no retenida como en las proteinas del pico 1.
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Figura 36. SDS-PAGE de las fracciones y picos obtenidos de la cromatografia de
intercambio catiénico (SP- High Performance) de AEAt 100 % y 25 % CC. Patrones de PM
(calle 1), AEAt 100% CC (calle 2), fraccion no retenida de AEAt 100% CC (calle 3), pico 1
del AEAt 100% CC (calle 4), AEAt 25% CC (calle 5), fraccion no retenida del AEAt 25 %
CC (calle 6) y pico 1 AE de AEALt 25% CC (calle 7)
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5.4 Actividad enzimatica de las fracciones cromatograficas de los AEAh y AEAt (100 y
25% CC)

Se evaluo la actividad enzimatica de los eluatos eluciones obtenidos de las cromatografias de
intercambio cationico (Tabla 25) de las muestras sembradas de los aislados enzimaticos de
tallo (100%, 25% CC) y de hoja (100%, 25% CC). Al evaluar la actividad proteolitica con
azocaseina a pH 7, todas las eluciones mostraron actividad. En la muestra de tallo no
estresada (AEAt 100% CC), se observo menor actividad en el pico retenido (P1) que pico 1
(P1) de la muestra de tallo estresada (AEAt) 25% CC (p <0,05).

El pico 1 (P1) del aislado enzimético de hoja para el tratamiento 100% (AEAh) también

demostré menor actividad proteolitica que el P1 de los aislados de hoja estresada (25% CC).

También se evalud la actividad proteolitica acida de las eluciones utilizando como sustrato a
la hemoglobina a pH 3,3. Las eluciones de los aislados enziméticos de tallo no retenidas (NR)
tanto de 100% y 25% no mostraron actividad frente a este sustrato. En el pico 1 (P1) del
aislado de tallo del tratamiento 25% CC mostré mayor actividad proteolitica acida que el
tratamiento 100% CC (p <0,05). En cuanto a los picos 1 (pl) de los aislados enzimaticos de
hoja, tanto el tratamiento 100% y 50% CC, mostraron baja actividad proteolitica con poca
diferencia entre ellas, aun asi, mostrando diferencias significativas (p<0,05). En las eluciones
no retenidas (NR), el aislado de hoja con estrés hidrico (25%CC) mostré mayor actividad
frente al tratamiento 100%CC.
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Tabla 25. Actividad proteolitica con azocaseina y hemoglobina (Hb) del aislado enzimatico
de tallo (AEt) y aislado enzimatico de hoja (AEh) a 100 % y 25 % CC (Capacidad de
campo) de las eluciones no retenidas (NR) y pico uno retenido a los 23 minutos (P1). Letras

diferentes indican diferencias significativas (p valor<0,05)

Actividad Actividad

proteolitica | proteolitica

Elucion y .
con acida con
muestra ]
azocaseina Hb (Abs
(Abs 440) 280)
NR AET 100% 0,27 a 0
P1 AET 100% 0,42b 0,26 b
NR AET 25% 0,20 b 0
P1 AET 25% 0,47 a 0,29 a
NR AEH 100% 0,25b 0,17b
P1 AEH 100% 0,25b 0,04 b
NR AEH 25% 0,39 a 0,33 a
P1 AEH 25% 0,28 a 0,06 a

Discusion

El cultivo del anana con fines comerciales se realiza en lugares tropicales con
precipitaciones de 1000 a 1500 mm/afio en suelos ligeramente acidos, evitando temperaturas
por debajo de 20 °C las cuales afectan el crecimiento y resultan en pérdidas de peso al
momento de cosecha (Bartholomew et al. 2003). Sin embargo, se han reportado estudios
previos de la capacidad o resiliencia del cultivo de anana frente a ambientes que le signifiquen
un estrés hidrico. Debido a que posee un parénquima acuifero en las hojas (Derwidueé y
Gonzaélez, 2010) estas plantas tienen la ventaja de que ante la posible falta de precipitaciones

pueden disponer de su reservorio natural de agua. Ademas, es una especie posee el
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metabolismo &cido de las crasulaceas, es decir, que es altamente adaptable al estrés ambiental
y se encuentra naturalmente en sitios con periodos de escasa disponibilidad de agua o de CO>
(Andrade et al., 2007).

1. Indicadores CRA 'y NDVI

En la provincia de Corrientes, especificamente en el Campo Experimental de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional del Nordeste (ambiente subtropical), se han
realizado numerosos estudios para evaluar la adaptacion de esta especie y utilizar diferentes
indicadores destructivos y no destructivos para medir el estado hidrico de la planta y si sufre
algun tipo de estrés hidrico. Se estudi la tasa fotosintética de las plantas de anana que crecen
bajo inverndculo donde se determind que ésta se eleva en comparacion con aquellas que
crecen a campo (Gomez Herrera et al., 2016). Al obtener buenos resultados con el cultivo de
anand en invernaculo se decidid investigar en profundidad, los indicadores antes
mencionados. Para ello, se estudiaron 2 tipos de riego, por medio de irrigacion y asperjado,
en comparacion a un testigo no regado por 45 dias (Demarco et al., 2020), utilizando el indice
de estabilidad de membrana (IEM), (CRA), (NDVI) y contenido de indice de clorofila
utilizando un medidor de indice de clorofila, Soil Plant Analysis Development o por sus
siglas SPAD). Si bien el tiempo de ensayo fue relativamente corto, se concluy6 que los
indicadores mas sensibles al tipo de riego fueron CRA y NDVI. También se realizaron
estudios, utilizando los mismos indicadores a CC y sin riego en estaciones frias y calidas,
siendo el NDVI el indicador mas sensible a la falta de agua, denotando mayor sensibilidad
en las mediciones a las 12:00 del mediodia (8:00 vs 12:00) (Rios et al., 2020). En base a los
antecedentes previamente mencionados, en este trabajo, se utilizaron indicadores
destructivos (CRA) y no destructivos (NDV1) para monitorear el estrés hidrico durante los 3
meses de ensayos con 2 afios de repeticion. Con los datos semanales de NDVI, se construyé
un modelo que se ajusto al tipo polindmico el cual represento el monitoreo del estrés hidrico
de las plantas de anana durante 3 meses, siendo los modelos diferentes de acuerdo al tipo de
tratamiento hidrico (100%, 50% y 25% CC).

Las mediciones de NDVI al no ser destructivas se realizaron cada 7 dias, obteniéndose

resultados significativos entre los 3 tratamientos a partir del primer mes de iniciado el ensayo,
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lo cual coincidid con lo obtenido por Rios et al. (2020) tanto en estacion fria como en estacion
calida. En cuanto al CRA, se muestrearon las hojas “D” en los meses 1, 2 y 3 de los tres
tratamientos, observandose diferencias significativas en el mes 2 en los tratamientos 50% y
100% CC respecto al tratamiento 25% CC, mientras que en el mes 3 hubo diferencias
significativas entre los tres tratamientos (p<0,05). Rios et al. (2020) encontraron diferencias
significativas entre tratamientos regados a CC y no regados en hojas de anana (variedad
Cayena lisa) segun la época del afio, en la estacion célida a los 7 dias y en la fria a los 60
dias, esto se explica debido a las temperaturas mas altas en la estacion célida y con una
evaporacion mas rapida del contenido de agua en la maceta. En otro estudio realizado en el
Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional del
Nordeste, Sugita et al. (2022) estudiaron dosis de riego bajo invernadero en hojas del cultivo
de anana (cayena lisa), donde en el CRA no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos, mientras que con NDV1 se obtuvieron valores significativamente mayores para

las dosis de riego mas altas a los 15 dias de iniciado el ensayo.

2. Caracterizacion del extracto crudo de tallo y hoja ante diferentes condiciones de estrés
hidrico

2.1 Concentracién de proteinas

Si bien no existen antecedentes de variacion de proteinas en extractos de hojas y tallos por
estrés hidrico en anand, existe un mecanismo de respuesta en general para todas las plantas.
La respuesta al estrés hidrico induce cambios fisiologia de las plantas incluyendo la
regulacion osmética, la expresion de proteinas y los cambios morfoldgicos. También se
suman mecanismos de resistencia de las plantas a la sequia, destacando la deteccion de
sefiales de estrés y la produccion de moléculas sefializadores como el acido abscisico y el
calcio. Estas sefiales desencadenan la expresion de genes relacionados con la resistencia al
estrés hidrico para la supervivencia de las plantas en condiciones de sequia (Yang et al.,
2021). En este ensayo se encontraron variaciones de proteina en extracto de tallo de 1,54
mg/mL - Img/mL al 100%CC; mientras que en hojas fue de 0,23 mg. mL - 0,18 mg/mL al
100%CC. Khairunnisa et al. (2018) en Indonesia, encontraron que la concentracién de

proteinas en tallo alcanzaba valores de 0,84 a 1,24 mg/mL. Por otro lado, Soares et al. (2012)
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en el cultivar Perola obtuvieron una concentracion proteica de 0,20 mg/mL en extracto crudo
de tallo. En el caso del cultivar Espafiola Roja, informaron que la concentracion de proteinas
en extracto de tallo fue de 4,8 mg/mL y 2,9 mg/mL en hojas. En otros estudios, en India, sin
especificar el cultivar, se encontr6 menor concentracion de proteinas en hoja (2,08 mg/ml)
que en tallo (6,2 mg/mL) (Bhagavathy et al., 2019). Como se menciond previamente, las
concentraciones en diferentes 6rganos de la especie Ananas comosus puede variar debido al
cultivar, ambiente y edad de la planta (Vilanova et al., 2012). Por lo tanto, se espera que, en
tallo y hoja, la concentracion de proteinas en las plantas del tratamiento con 100% CC
aumente significativamente en comparacion con las plantas estresadas (50% y 25% CC) a

medida que avanzd el experimento de estrés hidrico.

2.2 Actividad proteolitica

En primer lugar, se utiliz6 un sustrato proteico como la azocaseina, que no es especifico para
bromelina de tallo, ya que la bromelina de tallo es la proteasa predominante (90%) en los
extractos provenientes del mismo, junto a otras dos peptidasas menores, ananaina y
comosaina (Harrach et al., 1998). En el caso de los tratamientos no estresados (100%CC) y
los estresados hidricamente (50% y 25% CC), en el mes 1 de ambos afios de ensayo, ya se
obtuvieron diferencias significativas, con mayor actividad proteolitica en las plantas
estresadas. En este estudio, si bien la actividad proteolitica tard6 méas en diferenciarse en el
afio 1 que en el afo 2, las hojas estresadas (25% y 50% CC) tuvieron mayor actividad
proteolitica, con diferencias estadisticas en el mes 3 del afio 2 de ensayo entre los tres

tratamientos.

Estudios previos comprobaron la presencia de bromelina en extractos de hojas de anana
(Arshad et al., 2014) sin tratamiento de estrés hidrico. Existen antecedentes que demuestran
que las proteasas de las hojas de anana pueden variar segun la concentracion de COz y Oy,
siendo mayor la actividad de la proteasa de la hoja suministrando, de manera externa, CO>
por la noche y disminuyendo el Oz (Daley y Vines, 1978). Recientemente, Huang et al. (2023)
utilizaron a la actividad enzimatica de bromelina de tallo, obtenida a partir de los extractos
crudos de hojas (cultivares MD-2 y Tainong- 16), como indicador de estres hidrico con el

sustrato azocaseina. Sin embargo, como se menciond anteriormente, la azocaseina no es un
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sustrato especifico y se necesitan estudios de mayor profundidad para asociar el estrés hidrico

con un aumento en la actividad de la bromelina.

2.3. Zimograma y su relacion con las proteinas detectadas con electroforesis SDS-PAGE

En base a los resultados de la actividad proteolitica con azocaseina (item 3.2.2) no se puede
asegurar con certeza que la bromelina fue la responsable del aumento de actividad en los
tratamientos con estrés hidricos se procedio a probar otros métodos para poder inferir que la

misma se debe a la bromelina del tallo.

En lineas generales, tanto en extractos de hojas y tallos, a medida que avanzo el ensayo y
aumento el grado de estrés hidrico, mayor fue la degradacion gelatinolitica en los

zimogramas.

2.3.1 Extractos de tallos

En el mes 1 del experimento, la actividad gelatinolitica del extracto de tallo a 100% CC se
observaron bandas claras de degradacion de gelatina a los 25 kDa y alrededor de los 27 kDa.
También se observé una banda clara no definida que tuvo actividad desde los 53 hasta los 64
kDa. La banda proteica de 25 kDa de electroforesis podria ser la responsable de la actividad
gelatinolitica que se marco en la zimografia a los 23 kDa. En el tratamiento 50% CC se
observé una leve actividad gelatinolitica a los 23 kDa, luego una mas intensa a los 28 kDa.
Por encima de los 28 kDa se sigui6 observando una actividad proteolitica hasta los 52 kDa,
probablemente pueda deberse a las proteinas presentes en la electroforesis en ese rango (34
y 31 kDa). En los tallos sometidos a estrés hidrico 50% CC se observaron 2 bandas
proteoliticas de mayor peso molecular con actividad gelatinolitica, una mas intensa de 68
kDa y otra de menor intensidad de 79 kDa. En el tratamiento 25% CC, se observaron las
mismas 5 bandas con el mismo patrén de comportamiento en cuanto a actividad gelatinolitica
que en el tratamiento 50% CC (24, 28, 51, 66 y 78 kDa). Probablemente las bandas de
proteinas de electroforesis del tratamiento 25% CC de 24 kDa y 30 KDa sean las responsables
de la actividad gelatinolitica; ademas de tener pesos moleculares semejantes a la bromelina
del tallo (Chang et al., 2021).

120



En el mes 2 del ensayo, el zimograma de los extractos de tallo no mostré un claro aumento
de la actividad gelatinolitica con el incremento del estrés hidrico. En la actividad
gelatinolitica del extracto de tallo a 100% CC se observo actividad proteolitica a los 80 kDa.
Se detect6 una alta actividad proteolitica de 60 a 30 kDa. Luego se evidencio una banda mas
definida a los 25 kDa con baja actividad a comparacion de las enzimas anteriores de la misma

muestra.

En el mes 3, en comparacion con el zimograma del mes 2 de tallo, se puede ver claramente
que, a mayor estrés hidrico, aumenta la actividad gelatinolitica. La actividad proteolitica del
tratamiento 100% CC mostré bandas claras a la altura de pesos moleculares de 89, 75, 55,
43, 30 y 24 kDa. El extracto de tallo del tratamiento 50%CC detecté actividad a los 91y 77
kDa, y luego una alta actividad proteolitica en el rango de pesos moleculares de 60 a 28 kDa.
Luego se observo una banda clara a los 25 kDa, la cual podria corresponderse con la proteina
detectada a los 25 kDa en la electroforesis. En el tratamiento 25% CC se observa actividad a
por encima de los 94 kDa y una banda clara ancha a los 94 kDa. Luego se detecta una alta
actividad aproximadamente a 78 kDa y mayor actividad proteolitica desde los 60 hasta 28
kDa nuevamente en ese rango. Cabe destacar que en la electroforesis del mismo mes se
detectaron proteinas de 43, 40 y 28 kDa que pueden ser las responsables de la actividad

gelatinolitica. Por ultimo, en el mes 3, se intensificd la banda de 25 kDa en el zimograma

2.3.2 Extractos de hojas

En el zimograma de extracto de hoja del mes 1 del experimento, se observo la actividad
gelatinolitica en las correspondientes bandas proteicas observadas en la electroforesis de 16-
17 kDa y una banda clara bien marcada a los 22 kDa que no se vio en la electroforesis
100%CC. En el caso del tratamiento 50% CC las bandas proteicas que tuvieron actividad
gelatinolitica fueron las de 16, 18, y 22 kDa; mientras que se encontraron otras bandas claras
con actividad gelatinolitica (25 y 60 kDa) que no fueron identificadas en la electroforesis. En
el tratamiento con mayor estrés hidrico (25% CC) se observaron bandas proteicas de 17 y 22
kDa con actividad proteolitica y por el otro lado se encontraron bandas de actividad (26, 62
y 72 kDa) que no se correspondieron con la aparicion de bandas proteicas de la electroforesis.
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Continuando con mes 2, los resultados de los zimogramas muestran claramente que, a medida
que se incremento el nivel de estrés hidrico, se observo una tendencia en aumento en la
actividad gelatinolitica. La actividad proteolitica del tratamiento 100% CC mostrd bandas
clarasalos 77, 31 y 24 kDa, sin embargo, estas bandas no se observaron en las electroforesis,
ya que las que se encontraron fueron de menor peso molecular. Una de las bandas proteicas
de electroforesis de peso molecular mas semejante a la que se podria atribuir la actividad
gelatinolitica es la de 27 kDa. En el tratamiento 50 % CC se observo una mayor degradacion
gelatinolitica correspondiente a pesos moleculares de 77, 37 kDa; ademas se detectd una alta
actividad gelatinolitica desde 31 hasta 26 kDa, y luego otras bandas bien marcadas de 23 y
19 kDa. En el tratamiento de mayor estrés (25% CC), se observa una mayor actividad
gelatinolitica entre los rangos de 20 a 30 kDa y de mayores pesos moleculares (84, 71, 62
kDa). En el mismo tratamiento, se pudo observar una alta actividad proteolitica desde los 42
hasta los 28 kDa, en donde se puede destacar la actividad alrededor de los 28 kDa por el
ancho de la banda en la zimografia. Otras enzimas con actividad gelatinolitica se
correspondieron con pesos de 20 y 18 kDa. Las bandas proteicas 19 y 27 kDa de la
electroforesis podria corresponderse con la actividad proteolitica de la zimografia en esos

pesos moleculares.

Finalmente, en el mes 3 la actividad gelatinolitica del tratamiento 100% CC mostré bandas
claras a la altura de pesos moleculares de 71, 27, 22 y 20 kDa. De los cuales, las bandas claras
gue demuestran actividad gelatinolitica se podrian corresponder con las proteinas de la
electroforesis con pesos de 27, 22 y 20 kDa. En los tratamientos con estrés hidrico como el
50 % CC, se observaron bandas de 72, 62, 36 kDa. Luego se observé una alta actividad
proteolitica desde los 29 hasta los 25 kDa. Esto podria deberse a una mayor actividad por
parte de la proteina de 27 kDa detectada en la electroforesis del mismo tratamiento. También
se detectaron bandas de 22 y 20 kDa, las cuales podria atribuirse a las proteinas del mismo
peso molecular. En el tratamiento 25 % CC, los geles mostraron bandas de alto peso
molecular como:73, 65, 58, y 51 kDa. También se observd una banda bien marcada de 41
kDa. Luego se volvio a detectar una alta actividad proteolitica desde los 40 hasta los 25 kDa,

la cual podria deberse nuevamente a la proteina de 27 kDa. Ademas, se observaron mas
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bandas claras a la altura de 22 y 20 kDa pudiendo corresponderse a las proteinas del mismo

peso molecular y tratamiento.

3. Caracterizacion del Aislado enzimatico
3.1 Actividad proteolitica con sustrato sintético LNPE

Como se menciond previamente, la azocaseina es un sustrato proteico no especifico, por lo
que cualquier enzima proteolitica puede actuar sobre ella. Es por ello que se comprobo la
actividad con el sustrato sintético LNPE con alta especificidad a la bromelina del tallo
(Silverstein, 1974), utilizando los aislados de tallo y hoja de los 3 tratamientos (100%, 50%
y 25%CC) del mes 3. La actividad sobre este sustrato nos podria confirmar si varia la
actividad de la bromelina de tallo en plantas sometidas a estrés hidrico. Segun los resultados
obtenidos, la actividad aumentd significativamente a mayor estrés hidrico en aislados de
hojas obteniendo diferencias estadisticas entre los 3 tratamientos. En el caso del aislado de
tallo, se encontraron diferencias significativas entre el tratamiento no estresado (100%CC)
vs estresados (50% y 25%CC). Estos resultados sugieren que la bromelina del tallo responde

al estrés hidrico en plantas de anana, y que su respuesta es mas evidente en hojas que en tallo.

3.2 Separacion cromatogréficas por intercambio catiénico

La bromelina comercial, nominalmente de un peso molecular de 28 kDa, puede existir como
una mezcla de distintas isoformas e incluso, al sembrar en una electroforesis SDS-PAGE, se
pueden encontrar fragmentos de bajo peso molecular que se originan por degradacion de las
mismas en enzimas. Esto explicaria que, al sembrar una alicuota de bromelina comercial para
la separacion cromatogréfica en FPLC, no se visualiz un Gnico pico. Por este motivo, se
realiz6 una separacion cromatogréfica por intercambio catidnico de la bromelina comercial
(SP- High Performance). De esta muestra se obtuvo una fraccion no retenida, que pertenece
a la fraccion acidica de la bromelina de tallo y 3 picos que eluyeron a medida que se aumento
el gradiente salino. La electroforesis de las eluciones de la bromelina comercial presento

bandas proteicas de 16, 22, 25y 28 kDa. En la fraccion no retenida se observaron proteinas
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de 16 y 21 kDa, mientras que Matagne et al. (2017) al realizar el mismo tipo de cromatografia

con bromelina comercial encontraron bandas de 24 y 28 kDa para la fraccion no retenida.

En este estudio, la cromatografia de la bromelina comercial, produjo un primer pico
correspondiente a una proteina del peso molecular de 23 kDa, y un segundo pico, con mayor
absorbancia, a proteinas de 16, 22 y 25 kDa. El ultimo pico, de menor absorbancia que el
segundo, se encontrd una sola proteina de 16 kDa de peso molecular. Para comprobar cuales
fracciones tenian actividad, se realiz6 un ensayo de actividad proteolitica con azocaseina. Al
realizar el ensayo de actividad proteolitica sobre las eluciones de mayor absorbancia, todas
demostraron tener actividad proteolitica, siendo el pico 2 el de mayor actividad, el cual fue

eluido a los 23 minutos de iniciada la cromatografia.

La cromatografia de las muestras de tallo y hoja de mayor actividad proteolitica (mes 3, 100
y 25 % CC), se procesaron de la misma manera (tipo de columna y buffers) que la
cromatografia de bromelina comercial para que sirva como modelo a comparar e inferir si
las proteinas retenidas tienen relacion con la bromelina del tallo en los tratamientos no
estresados (100%CC) vs estresados (25%). En primer lugar, tanto aislados enzimaticos de
hojas y tallos tuvieron una fraccion sin retener y un solo pico que se retuvo a los 23 minutos
de iniciada la corrida cromatografica como sucedio con la bromelina comercial. También,
mediante la medida de absorbancia a 280 que representa el contenido de proteina, se pudo
diferenciar estadisticamente que hubo mayor proteina en las hojas y tallos estresados
(25%CC) que en los no estresados (100%CC) en el pico retenido.

En cuanto a las electroforesis SDS-PAGE de las fracciones obtenidas de la columna. El pico
1 de la muestra de hojas 100% CC y 25% CC obtuvo una sola banda de 22 kDa. El pico 1
mostr6 dos bandas proteicas, 12 y 25 kDa, intensificandose el pico 1 del aislado de tallo
25%CC. La actividad de dichos picos retenidos en hoja y tallo, aumentaron
significativamente (p< 0,05) en el tratamiento 25% CC vs 100%CC.

Conclusiones parciales
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Se utilizaron como indicadores del estrés hidrico el NDVIy CRA, los cuales fueron sensibles
a diferentes momentos de muestro. El indicador no destructivo, NDVI, mostr6 disminucion
en sus valores conforme avanzaban los tratamientos de estrés hidrico, observandose al
segundo mes del tratamiento diferencias significativas entre los 3 tratamientos. En cuanto al
CRA, recién en el mes 2 se encontraron diferencias entre los tratamientos, acentuandose en
el mes 3. Esto denota la importancia de un indicador sensible y no destructivo como el NDVI
para detectar estrés hidrico en anand. La caracterizacion de los extractos de anané de tallo y
hoja, mostraron mayor actividad proteolitica sobre azocaseina y mayor concentracion de
proteina al aumentar el estrés hidrico. La concentracion de proteinas en tallo fue mayor que
en hoja, como era de esperarse, pero a comparacion de otros autores, la concentracion de
proteina en ambos 6rganos sin someterlos a estres hidrico fue menor. Las técnicas utilizadas
para caracterizar el peso molecular de las proteinas y su actividad gelatinolitica fue
diferencial en cuanto al tipo de 6rgano y nivel de estrés hidrico. En general, en el caso del
extracto de tallo se encontraron varias proteinas a medida que aumento el nivel de estrés,
pero la banda mas marcada y con mayor actividad gelatinolitica fue la de 25 kDa. En el caso
de del extracto de hoja, también se observaron varias proteinas, predominando la de peso
molecular de 22 kDa con mayor actividad gelatinolitica al aumentar el estrés hidrico. Al
comparar los perfiles de la bromelina comercial con los perfiles de tallo y hoja se encontré
un pico que se retuvo al mismo tiempo durante la cromatografia (23 min). En la bromelina
comercial esos picos se correspondieron a proteinas de 16, 22 y 25 kDa (23 min). En el caso
del pico del aislado de hoja se correspondié con una banda de 22 kDa y con el aislado de
tallo dos bandas proteicas de 12 y 25 kDa (23 min). Los picos de retencion ambos aislados
presentaron mayor actividad proteolitica el tratamiento estresado (25%CC) que en el no
estresado (100%CC). Finalmente, la actividad con LNPE fue mayor con los tratamientos
estresados, tanto en hoja como en tallo, por lo que se podria inferir que a mayor estrés hidrico

hay mayor actividad de la bromelina del tallo.
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Evaluacion del uso de las proteasas
cisteinicas de Ananas comosus L. Merr y
Bromelia serra Griseb. como producto
organico para el control de

microorganismos fitopatégenos
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Introduccion

Existen compuestos de origen natural y otros productos naturales que pueden tener
aplicaciones en el control de patogenos en los alimentos (Delaquis y Mazza, 1995; Bowles y
Juneja, 1998). El uso de agroquimicos se utiliza cominmente para controlar las enfermedades
fangicas o microbianas en los cultivos, sin embargo, es ampliamente difundida la relevancia
que estan teniendo los estudios en la ciencia de la agroecologia sobre productos con actividad
bioldgica o biopesticidas de origen natural que pudieran sustituir a los agroquimicos que

impactan sobre el medio ambiente, siendo en ciertos casos de manera desmedida.

El concepto de biopesticidas se introdujo para reducir los impactos peligrosos de los
pesticidas de origen sintético en el medio ambiente. Los biopesticidas incluyen
microorganismos o extractos de dichos organismos o plantas que solo causan dafos a plagas
y/o patégenos de cultivos. Ademas, en su mayoria no dejan efectos adversos ni secundarios
en la planta ni en el medio ambiente. Los biopesticidas pueden considerarse como los mejores
sustitutos posibles de los pesticidas de origen quimico porque son altamente eficientes,
especificos y no tienen ningln impacto sobre el medio ambiente. Los biopesticidas se
diferencian de los pesticidas quimicos por su configuracion y mecanismos. La estructura de
los biopesticidas es diferente ya que se obtienen de la naturaleza luego de pequefias
intervenciones biotecnolégicas. Segun el ingrediente activo presente, los biopesticidas se
agrupan en biopesticidas microbianos y biopesticidas botanicos segun US EPA (Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos). Se han identificado mas de 6000 especies
botanicas que tienen potencial para eliminar plagas y que también se utilizan como
insecticidas. Una gran variedad de estos se ha obtenido de plantas como el neem (Azadirachta
indica), el tabaco (Nicotiana tabacum) y el piretro, que se utilizan como pesticidas mas

Seguros.

Los pesticidas derivados de plantas muestran una actividad residual minima y afectan a un
nimero minimo de especies de insectos benéficos y muestran compatibilidad con los
programas de manejo integrado de plagas (MIP) (Xu et al., 2011). Sin embargo, la difusion

de biopesticidas de origen vegetal al momento se ve dificultada por la falta de un riguroso
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control de calidad y estandarizacion del producto. Cabe aclarar que, al igual de los pesticidas
sintéticos tradicionales, los biopesticidas, pueden generar resistencia a las plagas si se usan
en cantidades inadecuadas y excesivas ademas de causar fitotoxicidad en los cultivos
(Stevenson et al., 2012).

Los biopesticidas son herramientas de manejo de plagas que fueron introducidas con el Gnico
motivo de controlar insectos y plagas sin dafar el medio ambiente, que incluye tanto el suelo
como el perfil del agua del lugar de origen. EI medio ambiente tiene implicaciones directas
e indirectas para los humanos y otras formas de vida que residen y habitan el lugar o para
quienes consumen los productos obtenidos mediante el uso de pesticidas de origen quimico
(Wani y Lee, 1995). Despues de una serie de exploraciones cientificas, los biopesticidas
salieron a la luz como sustitutos de los pesticidas sintetizados quimicamente. Los
biopesticidas se sintetizan con la ayuda de microbios, extractos de plantas y otros principios

bioldgicamente activos.

Los biopesticidas se clasifican principalmente en tres categorias amplias segun sus métodos
de accion, (1) bioquimicos (hormonas sexuales de insectos), (2) fitoprotectores insertados
(pesticidas botanicos como aceite de neem, rotenona, suspension de tabaco, etc.), y (3)
pesticida-agrocina asistida por plantas extraida de Metarhizium anisopliae y Trichoderma.
El uso de biopesticidas en el campo esta ganando reconocimiento con el tiempo a medida
que los agricultores y los cultivadores actuales son muy conscientes de los impactos
negativos asociados con el uso de pesticidas de origen quimico. Los agricultores ahora estan
cambiando a biopesticidas porque entienden qué es mejor para ellos y para los consumidores

y a su vez los consumidores exigen productos seguros, organicos, a base de hierbas y plantas.

En cuanto a la importancia del control de las enfermedades que afectan a los cultivos en todo
el mundo, se ha estimado que 67.000 especies de plagas dafian los cultivos (Ross y Lembi,
1985). Las enfermedades fungicas y bacterianas son dificiles de curar, por lo que la principal
preocupacion es controlar y prevenir su crecimiento para evitar dafios al rendimiento. En el
caso de paises como Argentina, donde se cultiva un gran numero de variedades de cultivos

por su diversidad climatica, las practicas culturales ampliamente divergentes en boga agravan
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los problemas de control de las enfermedades de las plantas. Las pérdidas causadas tanto al
cultivo como a las plantas individuales pueden clasificarse como pérdidas directas o
indirectas. Las pérdidas directas consisten en pérdidas primarias y secundarias. Las pérdidas
de rendimiento primario afectan no solo la cantidad de producto sino también la calidad, el
precio de control, el costo excedente de la cosecha, el costo excedente de la clasificacion, los
costos de los reemplazos y la pérdida de ingresos por cultivos de reemplazo menos rentables.
Las pérdidas secundarias se deben al deterioro del material de siembra y de plantacion, a las
enfermedades transmitidas por el suelo, al debilitamiento por la defoliacion prematura de
arboles/plantas perennes, al costo del control de enfermedades inesperadas, entre otras. Las
pérdidas indirectas estan relacionadas principalmente con las explotaciones agricolas, las
comunidades rurales, los exportadores, las empresas mayoristas y comercio minorista,

consumidores, legislacion, problemas medioambientales.

Los extractos de plantas que muestran propiedades biocidas se analizan para determinar su
eficacia en el laboratorio y si se encuentra que la eficacia es significativa, se disefia la
formulacién. Si la toxicidad es insignificante, se puede conceder el registro. Regnault-Roger
et al. (2005) mencionaron dos generaciones de pesticidas botanicos: la primera en la que se
incluyen extractos crudos como extracto de neem, nicotina, rotenona, rinia, piretro y aceites
esenciales, y la segunda generacion consiste en piretroides sintéticos y azadiractina y otros
nuevos botéanicos potenciales. Los fitoquimicos cuya formulacion requiere avances

biotecnoldgicos pueden funcionar como pesticidas superiores a los pesticidas ya disponibles.

Las enfermedades bacterianas de los vegetales son causadas principalmente por miembros
de los géneros: Erwinia, Pectobacterium, Xanthomonas, Spiroplasma, Phytoplasma y
muchos otros. La Revolucién Verde en la produccion de cultivos de cereales ha generado
confianza en la opinion publica respecto de la satisfaccion de las futuras necesidades
alimentarias de la creciente poblacion. Hay varias enfermedades devastadoras, como la plaga
bacteriana (Pyricularia oryzae) del arroz (Oryza sativa), que se observa ampliamente en Asia
tropical, donde vive aproximadamente el 60% de la poblacion mundial (Asuntos UNDES
2011). El quitosano (poli-D-glucosamina) se esta incorporando recientemente a los

biopesticidas. Las bacterias son hipersensibles al quitosano y sus derivados, por lo que se
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podria esperar que el quitosano proteja a la planta de enfermedades bacterianas (Hassan y
Chang, 2017). El quitosano exhibi6 actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas
y Gram negativas como Staphylococcus aureus y Escherichia coli, respectivamente; estos se

incorporaron en nanocapsulas huecas biodegradables (Pinheiroa et al., 2015).

A partir de extractos crudos de tallo de Ananas comosus, se ha demostrado que, al extraer la
bromelina del tallo, para luego analizar su actividad anti fungica y antimicrobiana, inhibi6 en
un 90% el crecimiento de Fusarium verticilloides (Lopez-Garcia et al., 2012) y 70-95% el
crecimiento de microbiano de Bacillus subtilis y Candida albicans (Dutta et al., 2013). La
acumulacién de enzimas proteoliticas como la bromelina se da en grandes cantidades en el
tallo, el cual es un residuo en la cosecha, ofreciendo un modelo atractivo para su rapida y
conveniente produccion como uso terapeutico en las plantas y alternativa al uso de fungicidas

quimicos y antimicrobianos (Lopez-Garcia et al., 2012).

De los resultados en cuanto a actividad proteolitica del capitulo I11, donde los extractos de
anana obtenidos de hojas y tallos que fueron estresado hidricamente obtuvieron mayor
actividad proteolitica de bromelina de tallo, se podria decir que tienen una mayor tendencia

de actuar como potenciales inhibidores del crecimiento bacteriano y flngicos.

Las enzimas proteoliticas de diferentes especies de la familia Bromeliaceae han sido
estudiadas anteriormente, pero solo han caracterizado el fruto de Bromelia serra Griseb
(Caffini et al., 1988, Salese et al., 2022). La mayoria de las proteasas investigadas dentro de
la familia Bromeliaceae se derivan de sus frutos. Sin embargo, la presencia de estos frutos
depende de las condiciones climaticas o de la época predominante de floracion. En cambio,
la disponibilidad de hojas y tallos se mantiene constante, y en el caso de Bromelia serra es
notablemente abundante. En este sentido, Gémez Herrera et al. (2022) caracterizaron la
actividad proteolitica de hojas de Bromelia serra en extractos crudos y aislados enzimaticos,
mostrando caracteristicas y propiedades interesantes para la industria alimentaria. Esto
posiciona a los aislados de enzimas de hojas de Bromelia serra como fuentes potenciales de
compuestos bioactivos, por lo que es necesario continuar estudiando su aplicacion para

diferentes usos, asi como la aplicacidn de extractos de otros 6rganos de la planta del anana.
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El objetivo de este capitulo fue evaluar el uso de las proteasas cisteinicas de Ananas comosus
L. Merr y Bromelia serra Griseb. como producto natural para el control de microorganismos

fitopatdgenos.

Materiales y métodos

1. Material vegetal y microorganismos fitopatdgenos

Los ejemplares de Bromeliaceae cultivadas Ananas comosus (AC) bajo estrés hidrico, fueron
cultivados en el Campo Didactico Experimental de la Facultad de Cs. Agrarias (UNNE). Se
muestrearon hojas de Bromelia serra (BS), Bromeliaceae a nativa proveniente de montes

naturales de la region de la localidad de Santa Ana, Corrientes, Argentina.

1.1 Obtencion de aislados enzimaticos de hojas Bromelia serra (AEB), de tallo de Ananas
comosus (AEAt) y hoja (AEAh)

Preparacion del extracto de tallo y hojas de AC y hojas de BS. Los tallos y hojas provenientes
de Bromeliaceae cultivadas (AC) y nativa (BS) se lavaron con solucion de peroxido de
hidrogeno al 0,1 %. Ambos fueron cortados en pequefios trozos, pesados y triturados con una
procesadora eléctrica en buffer fosfato de sodio (0,1 M) pH 7 conteniendo EDTA (5 mM) y
cisteina (5 mM) en una proporcion 1 g hoja/mL buffer y 0,5¢ tallo/mL buffer. La suspensién
se mantuvo en agitacién en un bafio de hielo durante 40 minutos, luego se filtré usando tamiz
de malla gruesa y el filtrado fue dividido en alicuotas de 1 mL y conservado a -18°C hasta
su empleo. Los extractos fueron precipitados con 4 volumenes de acetona para luego
resuspenderlos en sus correspondientes buffers, los cuales fueron autoclavados para evitar
contaminacion proveniente de los mismos. Los pellets resuspendidos en buffers se
denominaron aislados enzimaticos de Bromelia serra (AEB), aislado enzimatico de Ananas
comosus de tallo (AEALt) y hoja (AEAh)

1.2. Microorganismos fitopatdgenos
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Las bacterias y hongo fueron proporcionadas por el Laboratorio de Fisiologia Vegetal e
Interaccion Planta-Microorganismo (Instituto Botanico del Nordeste - Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas): Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xm), X.
citri pv. Citri (Xc), Clavibacter michiganensis subsp michiganensis (Cmm), Ralstonia

solanacearum (Rs), Pseudomonas syringae pv. Tomate (Pse) y Fusarium oxysporum (Fo).

2. Actividad antimicrobiana

2.1 Activacion de bacterias

Se procedid a la activacion de las siguientes bacterias en medio Agar Tripticasa de Soja
(TSA): Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, Xhantomonas citri pv. citri, Clavibacter

michiganensis subsp michiganensis, Ralstonia solanacearum y Pseudomonas syringae.

2.2. Actividad antimicrobiana por la técnica de difusién en disco en placa.

Los cultivos de las bacterias de Xc. Xm, Cmm, Pse y Rs se realizaron utilizando TSB (Caldo
de Tripticasa de Soja) y se incubaron durante 48 horas, en agitacion a temperatura ambiente
(24°C).

Se embebieron discos de papel de filtro estériles (Whatman N° 2 de 6 mm de diametro) con
10 ul de los aislados enzimaticos de AC y BS. Los discos se dejaran secar a temperatura
ambiente. Se sembraron 0,1 ml de indculo equivalente a 108 UFC (Unidades formadoras de
colonias) /mL en placas con TSA y se colocaron los discos de papel de filtro embebidos en
los aislados proteicos. Se incubaron las placas a 28°C durante 24 horas y se midio el didmetro
de la zona de inhibicién (Demo et al., 2005, Lambir et al., 2022). Se realizaron controles
positivos (antibiodtico: estreptomicina) y controles negativos: buffer de los extractos (De
Pooter et al., 1995).

2.3. Determinacion de concentracion inhibitoria minima (CIM) de crecimiento bacteriano

por técnica de microdilucion en microplacas con resazurina utilizando la técnica de Prieto
et al. (2020).
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2.3.1 Determinacion de la concentracion inicial de células

A partir de las suspensiones bacterianas se realizaron diluciones seriadas factor 10 hasta la
dilucion 107°. En microplacas estériles de 96 pocillos se colocaron 170 ul de estas diluciones,
desde la columna 1 a la 5. Luego se agregaran 20 ul del diluyente (agua estéril) y 10 pl de
solucion de resazurina al 0,01%. Se incubd la placa durante 4 horas 28 °C y se eligio como
dilucion de trabajo la primera incapaz de reducir la resazurina (azul). La visualizacion se
fundamenta en la capacidad que tienen los microorganismos vivos, a determinada
concentracion (~10), de reducir la resazurina. El color azul (estado oxidado) indica una
concentracion de células incapaz de reducir la resazurina y el rosado (estado reducido) indica

la concentracion adecuada que reduce la resazurina.

2.3.2 Deteccién de inhibicion

En una microplaca de 96 pocillos, desde el 1 al 10, se colocaron 170 pl del cultivo microbiano
en TSB, con una densidad de indculo apropiada incapaz de reducir la resazurina
(seleccionadas en el paso anterior, 3.1). Se agregaron a cada pocillo 20 pl de extractos a
probar. Se incub6 la microplaca durante 22 horas a 28°C y luego se agregd 10 pl de una
solucidn sal sodica de resazurina al 0,01% en cada pocillo. Nuevamente, la placa se incub6
durante 2 horas a 28 °C, determinando la inhibicién visualmente (color azul). Cada

tratamiento se sembro por duplicado y se repitio el ensayo al menos 2 veces.

2.3.3 Determinacidn de la concentracion inhibitoria minima (CIM)

En este caso se utilizaron eppendorfs estériles para aumentar el volumen de aislado
enzimatico y también se trabajo con diluciones al 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 para tallo y hoja de AC
y hojas de BS. También se ensay6 con bromelina comercial marca Sigma (0,1 mg/ ml) con
diluciones al 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 y 1/32. En los eppendorfs se colocaron 42,5 ul del indculo y
400 pl de los aislados y sus diluciones. Se incubaron los eppendorfs durante 22 horas a 28°C
y luego se agregd 10 ul de una solucion de resazurina al 0,01% en cada eppendorf.
Nuevamente, los eppendorfs se incubaron durante 2 horas a 28 °C, determinando la

inhibicidn visualmente (color azul).
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3. Actividad antifingica con el método MTT

La actividad antifungica de los aislados enziméticos contra cepas de Fusarium oxysporum
fue evaluada mediante técnica colorimétrica en microdilucion. Este ensayo utiliza el
indicador redox MTT de color amarillo palido en estado oxidado, pero que presenta un color
purpura oscuro en su forma reducida (MTT-formazan). Esta reaccion es llevada a cabo por
la accién de las deshidrogenasas mitocondriales activas en las células vivas (Kuhn et al.,
2003). La tecnica se realizd segun la metodologia propuesta por Meletiadis et al. (2000), con
algunas modificaciones de Camiletti (2018). EI hongo creci6 por 10 dias en medio agar papa

(previamente autoclavado).

Posteriormente se realizo recuento en cdmara de Neubauer sembrando 10 pl del hongo
alcanzando una concentracion de conidios de 1x10%/mL. Posteriormente se incub6 el hongo
por 48 horas a 28°C con los aislados enziméticos de hoja y tallo de AC, hoja de BS y
bromelina comercial. También se hicieron los blancos del caldo de papa, aislados y
suspension del hongo. Posteriormente, 25 pL. (Smg/mL) de solucion MTT fueron agregados
a cada tubo y se continud la incubacién por 24 horas en oscuridad. Finalizada la incubacion,
los tubos se centrifugaron a 13.000 rpm por 5 minutos para obtener el MTT-formazén como
precipitado. El colorante es liberado del interior de las células y disuelto mediante agregado
de 100 pL. de DMSO, seguido por agitacion en vortex. Se midio la absorbancia a 550 nm de
las soluciones en un espectrofotdmetro. Los resultados de los tratamientos y controles son
afectados por la absorbancia del blanco (tubos no inoculados). El porcentaje de inhibicion de
crecimiento del micelio (PIC), que corresponde a la cantidad de MTT no convertido en MTT-

formazan, se calculé de acuerdo a la ecuacion:

PIC= [ (AC-AT)/AC] x 100

donde AC corresponde a la media (n=3) de la absorbancia para el control, mientras que AT

indica la media (n=3) obtenida para la absorbancia de los tratamientos.

Resultados
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1. Activacion de bacterias fitopatdgenas

Una vez obtenidos los aislados de AC (hoja y tallo) y BS, se activaron las bacterias
fitopatdgenas: Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, Xhantomonas citri pv. citri,
Clavibacter michiganensis subsp michiganensis, Ralstonia solanacearum y Pseudomonas
syringae. Se puede observar en la Figura 37, alguna de las bacterias activadas utilizadas en
este estudio (Rs, Pse, Xm, Xc).

Figura 37. Activacion de cepas de bacterias en medio TSA. Ralstonia solanacearum(a),
Pseudomonas syringae (b), Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis (c), Xhantomonas citri
pv. Citri (d).

2. Actividad antimicrobiana por la técnica de difusién en disco en placa.

La actividad antimicrobiana mediante la técnica de difusidn en disco en placa se repitio tres
veces para cada tratamiento (hojas de BS, tallo de AC vy aislados de hojas de AC). El
crecimiento de las cepas bacterianas analizadas: (Pseudomonas syringae, Xanthomonas
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axonopodis pv. manihotis, Xanthomonas citri pv. citri, Clavibacter michiganensis subsp

michiganensis y Ralstonia solanacearum) no fue inhibido por ninguno de los tratamientos

(Tabla 26).

Tabla 26. Actividad antimicrobiana mediante la técnica de difusién en disco

Tratamiento

BS aislado enzimatico

BS aislado enzimatico

BS aislado enzimatico

BS aislado enzimatico

BS aislado enzimatico
AC aislado de tallo

AC aislado de tallo

AC aislado de tallo

AC aislado de tallo

AC aislado de tallo
AC aislado de hoja

AC aislado de hoja

AC aislado de hoja

Cepa bacteriana

Pseudomonas syringae pv. tomato

Xanthomonas axonopodis pv.

Manihotis
Xanthomonas citri subsp. citri

Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis
Ralstonia solanacearum
Pseudomonas syringae

Xanthomonas axonopodis pv.

Manihotis
Xanthomonas citri subsp. Citri

Clavibacter michiganensis subsp

michiganensis
Ralstonia solanacearum
Pseudomonas syringae pv. tomato

Xanthomonas axonopodispv.

Manihotis

Xanthomonas citri subsp. Citri

Halo
inhibitorio
S/l

S/

S/

S/

S/

S/

S/

S/

S/

S/

S/

S/

S/l
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AC aislado de hoja Clavibacter michiganensis subsp. S/l

michiganensis

AC aislado de hoja Ralstonia solanacearum S/l

AC: Ananas comosus, BS: Bromelia serra, S/I: Sin inhibicién

A continuacion, se puede observar en la Figura 38 un ejemplo utilizando estreptomicina (S)
como antibiotico (detectandose el halo inhibitorio) vs aislado enzimatico de tallo de AC sobre

Xanthomonas axonopodis pv. Manihaotis.

a b

Figura 38. Césped de Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis con discos de AC de tallo
(a). Césped de Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis con el antibidtico estreptomicina
(indicado con la letra S) (b).

3. Determinacion de la concentracion inicial de células

La actividad antimicrobiana de los aislados de BS y AC contra las especies de bacterias y se
analizé utilizando las técnicas de microdilucion en caldo sobre resazurina. En este contexto,
mediante la técnica de microdilucion en caldo en microplacas se utilizo resazurina al 0,01%
para evaluar la concentracion minima inhibitoria (CIM) para cada aislado (hojas de BS, hojas
de AC vy tallo de AC) frente a diferentes bacterias fitopatdgenas. En primer lugar, se

determind colorimétricamente la concentracion celular inicial (~10° células). En la Figura
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39, de Ralstonia solanacearum se eligié la dilucién 2, Clavibacter michiganensis subsp
michiganensis dilucion 3, Pseudomonas syringae dilucion 3, Xhantomonas citri pv. Citri
dilucion 3y para Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis dilucion 3. Para cada repeticion de
los tratamientos se debi6 hacer nuevamente la determinacion de la concentracion inicial de

células bacterianas.

' 2 Y\

R

C
5 .
Xe
28

Figura 39. Determinacion de la concentracion inicial de células utilizando resazurina para
Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis (Xm), Xhantomonas citri pv. Citri (Xc), Clavibacter
michiganensis subsp michiganensis (C), Ralstonia solanacearum (R) y Pseudomonas
syringae (Pse). Los nimeros del 1 al 5 indican diferentes concetraciones de células de cada
bacteria.

3.1 Deteccién de inhibicién y determinaciéon de la concentracion inhibitoria minima
(CIM)

Los resultados de la técnica de microdilucion en caldo y deteccion de inhibicién del cultivo
microbiano utilizando resazurina en una microplaca de 96 pocillos (Tabla 27) no mostraron
inhibicidn del crecimiento de ninguna de las especies bacterianas analizadas expuestas a los
diferentes aislados de enzimas o bromelina comercial (rosado, color malva). Solo el control
negativo en el que se utilizd resazurina y buffer no mostré crecimiento bacteriano y

permaneci6 azul (Fig. 40).
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Tabla 27. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima utilizando técnica de

Tratamiento

Control Negativo

Control Negativo

Control Negativo

Control Negativo

Control Negativo

Bromelina comercial
en diferentes
disoluciones (1/2,
1/4,1/8,1/16,1/32)

Aislado de hoja de
AC en diferentes
disoluciones (1/2, 1/4,
1/8, 1/16)

microdilucion en caldo

Bacteria

Pseudomonas syringae

Xanthomonas axonopodis pv.
Manihotis

Xanthomonas citri pv. Citri

Clavibacter michiganensis subsp

michiganensis

Ralstonia solanacearum
Pseudomonas syringae

Xanthomonas axonopodis pv.

Manihotis

Xhantomonas citri pv. Citri

Clavibacter michiganensis subsp

michiganensis
Ralstonia solanacearum
Pseudomonas syringae
Xanthomonas axonopodis pv.
Manihotis
Xanthomonas citri pv. Citri

Clavibacter michiganensis subsp

michiganensis

Ralstonia solanacearum

Color de la

resazurina

Azul

Azul

Azul

Azul

Azul

Rosa

Rosa

Rosa

Rosa

Rosa

Rosa

Rosa

Rosa

Rosa

Rosa
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Aislado de tallo de
AC en diferentes
disoluciones (1/2, 1/4,
1/8, 1/16)

Aislado de BS en
diferentes
disoluciones (1/2, 1/4,
1/8, 1/16)

Pseudomonas syringae

Xanthomonas axonopodis pv.

Manihotis
Xanthomonas citri pv. Citri

Clavibacter michiganensis subsp

michiganensis
Ralstonia solanacearum
Pseudomonas syringae

Xanthomonas axonopodis pv.

Manihotis
Xanthomonas citri pv. Citri

Clavibacter michiganensis subsp

michiganensis

Ralstonia solanacearum

Rosa

Rosa

Rosa

Rosa

Rosa

Rosa

Rosa

Rosa

Rosa

Rosa

Abreviaturas: AC: Ananas comosus, BS: Bromelia serra
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Figura 40. Técnica de microdilucion en caldo. El rectangulo negro muestra el control
negativo.

4. Actividad antifungica con el método MTT

En la Figura 41 se puede observar a Fusarium oxysporum luego de 10 dias a 28°C en placa
de Petri y una muestra del mismo en el microscopio a 40X (Fig. 42). Luego se tomé una
pequefia porcion del hongo. Posteriormente, se raspo en el centro de la placa de Petri con un
ansa y se coloco dentro de un tubo con 10 ml de agua estéril. De esa dilucién se, extrajeron
10 pL y se sembraron en la cdmara de Neubauer alcanzando una concentracion de conidios
de 1x108/mL. Luego incub6 el hongo por 48 horas 28°C con los aislados enzimaticos de hoja
y tallo de AC, hoja de BS y Bromelina comercial. También se hicieron los blancos del caldo

de papa, aislados y suspension del hongo.
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Figura 41.Crecimiento de Fusarium oxysporum luego de 10 dias a 28°C. Vista del hongo
desde el envés de la placa de Petri (a) y vista superior desde la tapa de placa (b).

Figura 42. Fusarium oxysporum en microscopio éptico binocular (40X). Presencia de
microconidios en forma ovoide.
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La actividad antifangica de los aislados proteicos (hojas de BS, tallo y hojas de AC) y
bromelina comercial contra cepas de Fusarium oxysporum se evalu6 mediante la técnica
colorimétrica de microdilucion utilizando el método MTT. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 28. Cabe destacar que algunos de los porcentajes de inhibicion fueron
negativos. Esto se debe probablemente a la presencia de proteinas no relacionadas con
enzimas en el aislado que resulté en un mayor crecimiento del hongo que en ausencia de

ellas.

Tabla 28. Porcentaje de inhibicion del crecimiento del micelio de Fusarium oxysporum

para diferentes aislados proteicos y bromelina comercial

Tratamientos Porcentaje de inhibicion (%)
Bromelina comercial -59,72
Aislado enzimatico de tallo de AC -105,66
Aislado enzimatico de hoja de AC -116,33
Aislado enzimatico de hoja de BS -230,19

Abreviaturas: AC.: Ananas comosus, BS: Bromelia serra

Discusioén

1. Actividad antimicrobiana por la técnica de difusion en disco en placa

En este estudio, ninguno de los discos con los tratamientos de aislados enzimaticos formaron
un halo inhibitorio. En otro estudio (Abdulrahman et al., 2015), los extractos de anana no
inhibieron Bacillus subtilis, Streptococcus pyogenes y Escherichia coli; sin embargo, si
mostrd inhibicion del crecimiento en Proteus spp. y Corynebacterium spp. La incubacion a
24°C, demostrd que la inhibicidn de estos extractos depende de la susceptibilidad de cada
especie bacteriana. Abdulrahman et al. (2015) también probaron la actividad antibacteriana

de los extractos de AC en varias temperaturas de incubacién (24°, 37°, 45°C) y medios de
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pH (7 y 10), mostrando diferentes respuestas de la inhibicion del crecimiento bacteriano, lo
que sugiere que las condiciones de cultivo pueden alterar la susceptibilidad bacteriana a los
extractos o que los extractos pueden cambiar su bioactividad en diferentes condiciones de
pH y temperatura. Por otro lado, no existen informes previos de actividad antimicrobiana de
extractos de Bromelia serra realizados en la técnica de difusion en disco en placa contra las

cepas de bacterias probadas en este estudio.

2. Utilizacion de técnicas colorimétricas: resazurinay MTT

Estas técnicas permiten evaluar la viabilidad celular y la proliferacion de cultivos celulares
en cada tratamiento, se evalGan mediante ensayos de proliferacion colorimétricos, como
resazurina y MTT. Estas técnicas se basan en la reduccién enzimatica de los compuestos
MTT vy resazurina mediante deshidrogenasas que utilizan NADH / NADPH como sustratos
(Prébst et al., 2017). La medicion del contenido de NADH y NADPH esta estrechamente
relacionada con la viabilidad celular y la actividad metabolica. Si bien es posible realizar una
medicion directa de estos piridinanucleotidos, los niveles absolutos podrian no ser el
indicador 6ptimo de la actividad metabolica, dada la importancia de su tasa de renovacion.
Entonces, la medicion de la reduccién de MTT/resazurina permite medir indirectamente el
contenido de NADH/NADPH de una manera sencilla, dado que el producto coloreado
resultante de la forma reducida de estos compuestos puede cuantificarse mediante métodos
espectroscopicos basicos. Evaluar la tasa de recambio implica reducir selectivamente
compuestos especificos, como varias sales de tetrazolio (MTT, MTS, XTT o WST) o
resazurina. La reduccion enzimatica de estos compuestos mediante deshidrogenasas utiliza
NADH/NADPH como cosustratos. El producto coloreado resultante de la forma reducida de
estos compuestos se puede cuantificar utilizando métodos espectroscdpicos basicos. Estos
ensayos colorimétricos, que utilizan compuestos como MTT y resazurina, demuestran ser
mas sensibles y confiables que los métodos alternativos para probar la viabilidad celular
(Prébst et al., 2017).

2.1 Técnica de micro dilucién con resazurina
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Los resultados obtenidos de este ensayo muestran que las especies bacterianas analizadas no
son susceptibles a la bromelina, ya que los diferentes aislados que potencialmente contienen
esta enzima, y la bromelina comercial, no lograron inhibir su crecimiento. Por el contrario,
Dutta et al. (2013) encontrd que los extractos de hojas de las coronas del anand inhibian el
crecimiento microbiano en un 70-95% utilizando mediciones de turbidez con un rango de
CIM de 1,65 a 4,95 mg/mL para Bacillus subtilis y Candida albicans. Para otras especies de
Bromeliaceae, Avalos-Flores et al. (2022) demostraron que la proteasa parcialmente
purificada de Bromelia karatas inhibio el crecimiento de Salmonella typhimurium en una

concentracion de 3,0 mg/mL y mostraba un efecto equivalente en Listeria monocytogenes.

2.2 Técnica de deteccion antifungica con MTT

Los valores negativos obtenidos a partir del método MTT indicaria que los aislados
enzimaticos evaluados tuvieron un efecto estimulador del crecimiento del hongo. Todos los
aislados de proteinas analizados en este estudio mostraron los mismos resultados (como se
muestra en la Tabla 3. Sin embargo, cabe sefialar que Lopez-Garcia et al. (2012) encontraron
que la bromelina comercial tenia un efecto fungicida sobre Fusarium oxysporum. Estos
resultados difieren de los encontrados en nuestro estudio, podrian deberse a diferentes
razones como la sensibilidad o resistencia de la cepa de Fusarium oxysporum identificada
aislada en esta region que podria responder de manera diferente al tratamiento comercial con
bromelina (Ghannoum et al., 1999) o a la técnica utilizada que podria ser mas sensible que
la utilizada en Lopez-Garcia et al. (2012), la cual solo midi6 turbidez mediante absorbancia.

Conclusiones parciales

En este capitulo se evalud la actividad antimicrobiana de aislados enzimaticos de tallo y hoja
de Ananas comosus Yy aislado enzimatico de hojas de Bromelia serra sobre Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis, X. citri pv. Citri, Clavibacter michiganensis subsp michiganensis,

Ralstonia solanacearum y Pseudomonas syringae pv. Tomate.

Se utilizaron diferentes metodologias como técnica de difusion en disco en placa y deteccién

de inhibicion por colorimetria utilizando resazurina.
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También, se ensay0 la actividad antifingica de los mismos aislados y bromelina comercial

sobre Fusarium oxysporum utilizando otro método colorimetrico (MTT).

Si bien ninguno de los aislados proteicos o la bromelina comercial, pudo controlar
bioldgicamente los microorganismos examinados, es necesario continuar con la purificacion
de los aislados proteicos para obtener enzimas proteoliticas puras, ya que en el presente
trabajo solo se realizaron pruebas con aislados enzimaticos de Bromelia serra y Ananas
comosus que pueden tener otras proteinas que interfieren en la inhibicion de

microorganismaos.
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Capitulo V

Hidrolizados de caseina y coagulacion de

leche bovina
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Introduccion

La leche contiene 30-35 g/L de proteina total de alta calidad nutritiva. La glandula mamaria
sintetiza seis productos genéticos de caracter mayoritario: o caseinas, 3-caseinas, k - caseinas,
R-lactoglobulinas y a- lactoalbiminas, que exhiben polimorfismo genético. Las proteinas de
la leche se clasifican en caseinas y proteinas del lactosuero. Todas las caseinas forman un
complejo esférico singular altamente hidratado, conteniendo fosfato calcico, denominado
micela. Debido a las caracteristicas particulares de las caseinas y del complejo micelar, las
proteinas de la leche pueden separarse facilmente en las fracciones a caseinas, B-caseinas, K
- caseinas, B-lactoglobulinas y a- lactoalbiminas. La separacion mediante precipitacion acida
o la coagulacion con cuajo ha constituido la base de muchos productos lacteos, como el

queso, productos del suero e ingredientes alimentarios (Fennema, 1992; Bruno 2007)

La fraccién caseinica de la leche representa cerca del 80% de las proteinas totales y esta
compuesta por a, B y k caseinas y algunos productos de proteolisis, como la y-caseina. La
fraccion caseinica total puede obtenerse por precipitacion a pH 4,6. Su particular
composicion aminoacidica, su naturaleza anfifilica y la presencia de grupos fosfato
esterificados en algunos residuos de serina, son factores que llevan a las caseinas a interactuar
entre si y con el fosfato célcico para formar grandes complejos esféricos denominados

micelas (Ikonen y Ojala, 1995).

La coagulacion enzimatica de la leche es un paso crucial en el proceso de elaboracion del
queso. Después de la adicion de cuajo, este paso comienza con una escision enzimatica del
enlace peptidico Pheios-Metios de la caseina k (Mahaut et al., 2000). Le sigue la
desestabilizacion de las micelas de caseina, junto con una agregacion cooperativa que da
como resultado la formacion de una matriz proteica tridimensional (Mahaut et al., 2000;
Sinaga et al., 2017). Como se menciono antes, la coagulacion de la leche utilizando cuajo de
ternera es el procedimiento mas utilizado. Sin embargo, el aumento mundial de la produccion
de queso, junto con la reduccion de la oferta y el aumento de los precios del cuajo de ternera,
ha llevado a la busqueda de enzimas coagulantes de la leche alternativas, como sustitutos
apropiados del cuajo (Anusha et al., 2014; Shah et al., 2006). Ademas, algunos factores
religiosos (Islam y judaismo) y otros relacionados con el vegetarismo de algunos

consumidores han limitado mucho su uso (Shah et al., 2006).
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La obtencion de hidrolizados de caseinas a partir de la degradacion parcial o total de las
proteinas como productos peptidicos de menor peso molecular o incluso aminoacidos
mediante enzimas puede observarse en la Figura 43. Esta hidrolisis puede ser catalizada por
acidos, bases o por enzimas proteoliticas (Adler-Nissen, 1979). La hidrdlisis enzimatica es
superior porgue puede llevarse a cabo bajo condiciones semejantes a las fisioldgicas, produce
hidrolizados conteniendo mezclas peptidicas bien definidas, evita la destruccién de los L-
aminoacidos y la formacion de sustancias toxicas como la lisin-alanina (Lahl y Brown, 1994;
Mahmoud, 1994; Pedersen, 1994). Los péptidos liberados durante la hidrolisis con actividad
biolégica pueden estar ocultos o inactivos en la secuencia aminoacidica de las proteinas
lacteas y ser liberados o activados in vivo durante la digestion gastrointestinal, 0 méas adn,
durante el procesamiento de los alimentos via prote6lisis enzimatica especifica. Las caseinas,
tanto en la leche sin procesar como en los productos lacteos, son una fuente importante de
los péptidos arriba mencionados y su importancia bioldgica, el impacto en la salud humana
y en la manufactura de nuevos aditivos funcionales para los alimentos ha sido motivo de
intensa investigacion (Silva y Malcata, 2000). También, es importante agregar que una
excesiva hidrolisis de la caseina puede llevar a la formacion de péptidos que contribuyan a
un sabor amargo. Ademas, los hidrolizados se los puede agregar como ingredientes a otros

alimentos ya que poseen propiedades funcionales (Vioque et al., 2001).

CASEIN AGGREGATED
MICELLES CASEINS

CALCIUM
PHOSPHATE

RESIDUAL
CLOTTING CLOTTING
K-CASEIN ENZYME ENZYM!
) i s SR SHORT PEPTIDES
Ca» (BITTER TASTE)
(CURD PROTEINS)
MCA PA

Figura 43. Degradacion de caseina por enzimas de coagulacion y desarrollo de péptidos
amargos. MCA = Actividad coagulante de la leche, PA = Actividad proteolitica. Imagen
obtenida de Nicossia et al. (2022)
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Uno de los criterios mas importantes para tener en cuenta a la hora de seleccionar una enzima
coagulante es que la relacién coagulacién / prote6lisis sea comparable con la de la quimosina
(Dalgleish, 1992), tal que posea una alta actividad coagulante sumada a una baja actividad
protedsica con bajo contenido de péptidos amargos (Vioque et al., 2001), que son uno de los
factores limitantes en la aceptabilidad de un queso (Lemieux et al., 1989). Una protedlisis
excesiva puede originar geles débiles y pérdida de material durante el proceso de la
coagulacion (Fox y Stepaniak, 1993), ademas de otros problemas durante la maduracion.

Los cuajos vegetales se han convertido en un tema de creciente interés en la industria quesera,
debido a su féacil disponibilidad y sencillos procesos de purificacion (Grozdanovic et al.,
2013). Ademas, el uso de proteasas vegetales en la fabricacion de queso promueve una mayor
aceptabilidad por parte de los vegetarianos y puede mejorar su ingesta nutricional (Duarte et
al., 2009). Desde hace varios afios, los extractos de plantas se utilizan ampliamente en la
preparacion de diversos tipos de quesos artesanales que se producen principalmente en los
paises mediterraneos, el sur de Europa y Africa occidental (Amira et al., 2017)

La variedad de zonas fitogeograficas en nuestro pais ha permitido el desarrollo de una
importante flora autdctona, existiendo numerosos antecedentes sobre el aislamiento de
proteasas de plantas pertenecientes a las familias Asclepiadaceae, Bromeliaceae, Asteraceae,
Moraceae y Euphorbiaceae, algunas de las cuales con probada actividad coagulante de la
leche (\Vairo Cavalli et al., 2005; Llorente et al., 2004; Pardo et al., 2001; Bruno et al., 2002).

Debido a que la coagulacion de la leche representa el primer paso antes del inicio de la
manufactura de los quesos, en este capitulo se realizaron ensayos de hidrolisis sobre caseina
a diferentes tiempos de incubacién y posteriores ensayos de coagulacién de leche bovina con
los aislados enzimaticos de Bromelia serra (AEB).

Materiales y Métodos

En los ensayos realizados tanto para hidrolisis de caseina como coagulacion de la leche se
utilizaron los aislados enzimaticos obtenidos por precipitacion etandlica (AEB) cuyo proceso

de obtencion se menciona en el capitulo II.
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1. Hidrdlisis de la caseina bovina
1.1 Preparacion de los hidrolizados

Se empleod el método del &cido trinitrobenceno sulfonico (TNBS), basado en la reaccion de
este compuesto con los grupos amino primarios que quedan expuestos al hidrolizar los
enlaces peptidicos (Adler-Nissen, 1979) sobre caseina bovina. Los hidrolizados fueron
preparados utilizando una proporcion enzima sustrato de 1 a 9 (v/v).

1.2 Preparacion del sustrato: caseina bovina

Se prepar6 una solucién de 1,5 g de caseina bovina en 100 mL de buffer fosfato 0,1 M pH
6,2. La suspension obtenida fue homogeneizada, calentada a ebullicion durante 20 minutos

y por ultimo filtrada en caliente.

1.3 Tiempo 6ptimo para la hidrolisis de la caseina

La reaccidn de hidrolisis se llevo a cabo a los tiempos 90, 120 y 240 minutos a 55°C dentro
de una estufa con agitacion constante a 300 rpm. La reaccion fue detenida por shock térmico
(ebullicion por encima de 100 °C) durante 15 minutos. También se ensayaron los blancos
que incluian caseina con agua destilada y enzima con agua destilada en las mismas

proporciones 1 a 9 (v/v).

1.4 Determinacion de la concentracion proteica

Para medir la concentracion de proteinas de la caseina se empled el método de Lowry et al.
(1951). Se realiz6 una curva de calibracion partiendo de una solucion patron de seroalbumina
bovina de 1mg/mL y se midi6 la concentracion de proteina de los hidrolizados incubados a

diferentes tiempos por cuadriplicado para la determinacién de grado de hidrdlisis (item 1.5).

1.5 Determinacion de grado de hidrolisis
Se menciond en el punto 1.1, que se utilizé la técnica de Adler-Nissen (TNBS) para
determinar el grado de hidrdlisis a los diferentes tiempos de incubacion a 55°C. EI método
del TNBS que se basa en la reaccion de grupos amino primarios con el &cido
trinitrobencenosulfonico, ha sido utilizado por diferentes autores para el analisis de

hidrolizados de proteinas (Figura 44).
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o, O,
0N TS0 —= 0y NH = + 50,57 + W*

Figura 44. Reaccion del TNBS con grupos aminos. Imagen obtenida de Ballerini (2011).

Se empled una curva de calibracion de leucina ya que presenta un grupo amino libre. Para
ello se partié de una solucion stock de leucina 45 mM, a partir de la cual se prepararon las
soluciones diluidas (0,225-2,25 mM) correspondientes a los puntos de la curva de calibracién

que fueron leidos a 340 nm. La curva de calibracion se muestra en la Tabla 29.

Tabla 29. Curva de calibracion de leucina para el ensayo del TNBS.

Buffer fosfato de

Leucina ) Volumen de la solucién
sodio 0,2125 M con ]
(mM) de Leucina 4,5 uM (uL)
SDS (1%) en pL

0,225 190 10
0,45 180 20
0,9 160 40
1,125 150 50
1,5 133 67
2,25 100 100

Como paso a la determinacién del grado de hidrélisis se calentaron las muestras y los
patrones de leucina a 75 °C durante 15 minutos en un bafio seco. En cuanto a los tratamientos,
se colocaron alicuotas de los hidrolizados de tal manera que el volumen final de la reaccion
sea de 63 pL. Luego se agreg6 500 pL de buffer fosfato de sodio 0,2125 M pH 8,2 y TNBS
(0,05%). Durante 60 minutos se cubrié con papel aluminio las muestras a 50°C para mantener

la reaccion al resguardo de la luz y se detuvo la reaccion con 1 mL de HCI 0,1 N. Se dej6
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enfriar el ensayo y se ley6 la absorbancia a 340 nm. Luego con los valores de absorbancia de
los tratamientos y curva de calibracion de leucina, se calcul6 el grado de hidrolisis (%GH) a

través de la siguiente formula:

([NH2]h [NH2]0)

WGH =100+ T NEzZ0)

dénde: [NH2] indica la concentracion de grupos amino libres en la muestra no (0) o

hidrolizada (h). EI parametro [NH2]1 se estimé segun:
[NH2]1 = ! 1+ fLys )Cprot
= i (L+ fLys )Cpro

donde: Maa es la masa promedio de un aminoacido de la caseina (130g/mol), fiys es el factor
lisina o tasa de lisina en esta proteina (1/13,7) y Cprot €S la concentracion de proteina

utilizada en este ensayo (1g/L).

2. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) de los hidrolizados

Se realizaron las electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE) segln lo descripto por Laemmli (1970) como se describe en el capitulo Il. En esta
electroforesis se usaron geles separadores al 15% (p/v).

3. Actividad antioxidante de los hidrolizados

Para cuantificar la capacidad antioxidante de una muestra en funcién a la capacidad de
neutralizar al radical catiénico ABTS [acido 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)]
se utiliz6 el método de Re et al. (1999).

El radical ABTS™ se generé mediante la reaccién de ABTS 7 mM con persulfato de potasio
2,45 mM en ausencia de luz, a temperatura ambiente, durante 16 h antes de su uso. Esta

solucién acuosa de ABTS™ se diluyd con buffer fosfato 5 mM (pH 7,4) hasta una absorbancia
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de 0,70+0,02 UA a 734 nm. Se utilizaron 4 diluciones de cada hidrolizado por triplicado para
obtener el valor de ICso. Después de una incubacion durante 45 minutos, se leyd la
absorbancia en un lector de microplacas a 734 nm. Todos los andlisis se realizaron por

triplicado.

Se realiz6 una curva de calibracion utilizando Trélox (0 a 2 mM) como antioxidante de

referencia (Figura 45). Todas las medidas se realizaron por triplicado

3 .

0 e A y=24.781x +4.6501
20 R2=0.9939

0,00 0,50 1,00 1.50 2,00
Trolox (mM)

Figura 45. Curva de calibracién de Trélox

4. Actividad coagulante de proteinas de la leche bovina
4.1 Ensayos preliminares de la actividad coagulante

Las mezclas de reaccion contenian 500 pl de una suspension de leche en polvo al 10 % p/v
en una solucion de CaCl, 10 mM a pH 6,0 y 200 pul del aislado enzimatico de Bromelia serra.
La temperatura de incubacién fue de 37°C, midiéndose el tiempo en minutos que tarda en
aparecer un coagulo macroscépico por observacion directa a través del tubo. Se realizaron
numerosas determinaciones previas hasta aproximar el valor del tiempo de coagulacion,
controlando la formacion del coagulo por inclinacion de los tubos. Luego de esta
aproximacion se realizaron cinco determinaciones finales con mayor exactitud, cuyos valores
fueron promediados. Este procedimiento evita el error producido por la excesiva
manipulacion de los tubos, lograndose una menor dispersion en el grupo de datos a

promediar. Se definid una unidad coagulante (UC) como la inversa del promedio de los
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tiempos de coagulacion en las condiciones de reaccion en minutos. El blanco de reaccion se

preparé reemplazando la preparacion enzimatica por una solucion de CaCl> 10 mM.

4.2 Influencia de la temperatura sobre la coagulacion

El protocolo de reaccion empleado fue el utilizado por Vairo-Cavalli et al. (2005). Se prepard
una solucidn de leche descremada al 12% p/v (La Serenisima) en una solucion de CaCl; 10
mM a pH 6,5. El ensayo de coagulacion se llevo a cabo mezclando 200ul del aislado
enzimético con 1 mL de leche reconstituida, registrando el tiempo necesario para observar la
formacion del codgulo firme. Cada determinacion se realizé por quintuplicado, promediando
los resultados. Se midi6 también la influencia de las temperaturas empleadas (40, 50 y 60 °C)
mediante la fuerza del cuaje (RS), el cual es un método estandar internacional IDF 157:2007
(1SO11815:2007). La fuerza del cuaje se define como el niamero de volimenes de sustrato
coagulado por mililitro de muestra utilizada a 32°C durante 40 minutos (2400 segundos). Se
calculo la fuerza del cuaje teniendo en cuenta un volumen V de sustrato, un volumen v de

muestra enzimatica y tiempo de coagulacién t en segundos, segun la siguiente férmula:

2400.V
S =
tv

5. Analisis estadistico

Los datos representan la media + desviacion estandar (DE) de al menos cuatro réplicas. La
significacidn estadistica se prob6 mediante ANOVA unidireccional y Tukey y los valores de
p <0,05 se consideraron significativos. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el
software InfoStat version 2020 (Di Rienzo et al., 2020).

Resultados

1. Perfil de hidrolizados de caseina

Teniendo en cuenta que AEB presento actividad proteolitica utilizando caseina como sustrato
(0,030 Ucas/mg) y fue el doble que al utilizar el ECB (0,014 Ucas/mg) se procedié a utilizar

155



el AEB para los estudios de hidrdlisis. En la Figura 46 se puede observar, la caseina control
0 blanco (calle 2), presentando polipéptidos de alto peso molecular que no ingresaron al gel
y mayoritariamente las fracciones proteicas de la caseina con en un rango de 23 a 25 kDa los
cuales pueden pertenecer a a, p y otra banda de 19 kDa a k caseina. También, se observé un
polipéptido de alta intensidad de > 31 kDa. La progresion del proceso de hidrolisis a 55°C
puede observarse a los 90 minutos (calle 4), 180 minutos (calle 5) y 240 minutos (calle 6). A
los 90 minutos se siguen observando los mismos polipéptidos presentes en la caseina control,
pero con la aparicion de nuevas bandas con rangos de peso molecular que van de 15 a 10
kDa. Luego de 180 minutos de hidrolisis (calle 5), no se observa mucha diferencia a
comparacion del tratamiento anterior, con la excepcion de la disminucion de intensidad de
bandas de alto peso molecular en el rango de 50 a 150 kDa. En el dltimo tratamiento, 240
minutos (calle 6), ya no se observan las bandas mayoritarias de 23 y 31 kDa, predominando

un polipéptido de 36 kDa y proteinas peso molecular menor, 19, 15 y 10 kDa.

150 -
100-
75-
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25 -
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10 -

Figura 46. Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (PAGE-SDS). Calle 1: patrones de
peso molecular; calle 2: caseina sin hidrolizar; calle 3: blanco de enzima AEB; calle 4: 90
minutos; calle 5: 180 minutos; calle 6: 240 minutos.
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2. Grado de hidrolisis y actividad antioxidante

Utilizando la técnica TNBS se obtuvieron los grados de hidrélisis de la caseina utilizando
AEB a diferentes tiempos de incubacion a 55°C. La Figura 47 muestra la progresion del
%GH con el tiempo de digestion, en el cual se puede apreciar que no se encontraron
diferencias significativas entre los tiempos 90 y 180 minutos, obteniendo 5,68 y 6,91% de
GH respectivamente. A los 240 minutos de incubacion se obtuvo el mayor valor de GH con
un 12%.
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Figura 47. Grado de hidrolisis de la caseina a 55° C a diferentes tiempos de incubacién (90,
180 y 240 minutos). Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos
(p<0,05)

Se midio la actividad antioxidante por el método de ABTS (Tabla 30) a los hidrolizados
obtenidos de cada uno los tratamientos (0, 90, 180 y 240 minutos). También, se realizaron
diluciones (Fig. 48) de los hidrolizados de cada uno de los tratamientos para obtener el % de
inhibicion en funcion de la concentracion proteica y determinar el valor ICso. En cuanto al
modelo de ajuste de las curvas construidas con el % de inhibicion ABTS vs concentracion de
proteinas para cada uno de los hidrolizados, puede observarse que los tratamientos 0, 180 y
240 fueron logaritmicos, mientras el tratamiento de 90 minutos fue lineal (Fig. 48). La
actividad antioxidante expresada en TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), mostro
que la caseina (0 minutos), tiene actividad antioxidante sin hidrolizar (Tabla 30). Ademas, se

observo que la actividad antioxidante de la caseina al exponerla frente a una hidrélisis a 55°C
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durante 90 y 180 minutos con AEB disminuyd su actividad significativamente. Sin embargo,
a los 240 minutos de hidrdlisis con el AEB aumentd significativamente su actividad
antioxidante, aproximadamente en un 18%. En cuanto al ICsg, Se observd un comportamiento
similar, obteniendo el valor significativamente mas bajo para el hidrolizado de 240 minutos
y luego la caseina sin hidrolizar, lo que implica que 1,68 mg/mL de caseina hidrolizada
(55°C-240 minutos) son necesarios para alcanzar el 50% de inhibicion del radical cation
ABTS, frente a los 1,98 mg/mL de la caseina sin hidrolizar.

Tabla 30. Grado de hidrolisis de caseina expresado en porcentaje para cada tiempo de
hidrolisis (0, 90, 180 y 240 minutos) y sus correspondientes valores de ICsoy TEAC. Letras
distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05)

Tiempo Actividad antioxidante
Grado de
de . TEAC (ug de
_ ... hidrolisis
hidrolisis IC 50 (mg/mL) Trolox
. (%) .
(minutos) equivalente/mg)
0 0 1,98 ¢ 231,23 b
90 568D 221b 206,97 ¢
180 6,91b 291a 150,54 d
240 12,01 a 1,68d 272,89 a
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Figura 48. Porcentajes de inhibicion de ABTS en funcion de la concentracion proteica de
los hidrolizados. Caseina 0 minutos (a), caseina 90 minutos (b), caseina 180 minutos (c) y
caseina 240 minutos (d).

3. Actividad coagulante de la caseina bovina

A modo de ensayo preliminar para determinar el UC de la leche al 10% p/v frente a AEB se
realizaron al menos 5 repeticiones. Luego de realizar el ensayo de coagulacién de la leche a
37°C con el AEB, se obtuvo el valor de 0,03 UC, ya que tardaron 30 minutos en visualizarse
los fléculos en las paredes del tubo de ensayo (Fig. 49).
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Figura 49. Visualizacion de los floculos en las paredes del tubo de ensayo. Tubo de la
derecha (control sin enzima), tubo de la izquierda (con enzima AEB).

3.1 Influencia de la temperatura sobre la fuerza del cuaje
La capacidad de coagular la leche por parte de AEB a distintas temperaturas se evalud a
través de la determinacion de la Fuerza del cuaje (RS). Lo que se observa de la Figura 50, es
que a 40, 50 y 60°C la fuerza del cuaje fue de 4, 6 y 14 respectivamente. Se evidencia que, a
mayor temperatura, mayor fue la fuerza del cuaje, es decir, menor tiempo para evidenciar la

presencia de coagulos.
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Figura 50. Influencia de la temperatura sobre la fuerza de cuaje con el AEB a diferentes
temperaturas (40, 50 y 60 °C). Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (p<0,05)

Discusion

Las proteasas cortan los enlaces peptidicos y pueden liberar péptidos bioactivos cifrados en
la secuencia de la proteina sustrato, que pueden presentar diferentes actividades, siendo uno
de ellos la actividad antioxidante de los péptidos. EI consumo de antioxidante naturales
podria reducir la incidencia de diabetes, ciertos tipos de cancer, hipertension y enfermedades
cardiovasculares (Alenisan et al., 2017). Una alternativa, es el uso de proteasas provenientes
de plantas, los cuales han demostrado que son una fuente alternativa y econdmica de
proteinas y péptidos bioactivos (Garcia et al., 2013). Debido a que en el capitulo Il AEB
demostrd actividad proteolitica con la caseina como sustrato, se decidid usar esta proteina
para ensayos de hidrélisis enzimatica. En este estudio, se evalud en primer lugar la capacidad
de hidrolizar la caseina a diferentes tiempos utilizando AEB y se midieron sus respectivas

actividades antioxidantes.

La caseina es la proteina mayoritaria en la leche. Estos ensayos revelan la accion del AEB

sobre las caseinas y estan relacionados con los ensayos de coagulacion de la leche bovina.
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1. Perfil de los hidrolizados de caseina y grado de hidrolisis

En la electroforesis de los hidrolizados (Fig. 4), se observo la progresion de la hidrolisis desde
minuto 0 (caseina sin hidrolizar), minuto 90 (5,68% GH), minuto 180 (6,91% GH) y minuto
240 (12% GH). En la caseina sin hidrolizar se observaron fracciones proteicas de la caseina
con 23, 23,6 y 19 kDa que podrian pertenecer a a, B y k caseina. Salese (2023), realizo
ensayos de hidrolisis sobre caseina con enzimas proteoliticas pertenecientes al fruto de
Bromelia serra a diferentes tiempos (5, 10, 30, 60, 90 y 180 minutos) a 55°C. En la
electroforesis de su estudio, sélo una observé fraccion muy pequefia de las otras caseinas
permanecieron sin hidrolizar por las enzimas de Bromelia serra hasta los 10 min a 55 °C. En
su estudio la aparicion de una banda ancha de 10,2 kDa junto con otras mas delgadas de 7,9
y 6,5 kDa, que desaparecieron a mayor tiempo de hidrdlisis. También identificé una banda
de 9,0 kDa que se hizo visible entre 60 y 90 min de hidrolisis y desaparecié casi por completo
después de 180 minutos (27% GH) a los 55°C (Salese, 2023). En este estudio, en el minuto
240 a 55°C, desaparecieron de igual manera las bandas 23 y 31 kDa, predominando un
polipéptido de 36 kDa y proteinas peso molecular menor, 19, 15y 10 kDa. Al comparar los
aislados enzimaticos de hoja (AEB) y de fruto (Salese, 2023) a los 180 minutos de incubacién
a la misma temperatura se observa el mayor grado de hidrélisis por parte de las enzimas de
los frutos que de las hojas, lo cual también se vio reflejado en la actividad proteolitica sobre
sustrato caseina donde el AEB de este estudio fue de 0,030 Ucas/mg, mientras que Salese
(2023) con las enzimas de fruta de Bromelia serra reportd 1,2 Ucas/mg. Si bien la actividad
enzimatica de las proteasas del fruto sobre caseina (Salese, 2023) fue 40 veces mayor que
para AEB, el GH (55°C-180) fue solo de 3,8 veces. El 12% de grado de hidrolisis que se
obtuvo en el presente trabajo a los 240 minutos, se clasifica segn Vioque et al. (2001) dentro
del hidrolizados extensivos, por obtener una hidrdlisis superior al 10%. Los hidrolizados
extensivos estdn destinados a una alimentacion especializada, bien como suplemento

proteico o en dietas médicas.

2. Actividad antioxidante de los hidrolizados

La hidrdlisis enzimética se considera un método particularmente importante para generar

péptidos biofuncionales. En comparacion con los métodos quimicos, requiere condiciones de
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reaccion suaves, genera pocos productos secundarios indeseables y facilita un alto
rendimiento y calidad del producto. Las propiedades antioxidantes de los péptidos estan
relacionadas con su composicion de aminodcidos, estructura, e hidrofobicidad (Czelej et al.,
2022). En este estudio, se midio la actividad antioxidante de los hidrolizados de caseina a
diferentes tiempos (90, 180, 240 minutos) utilizando utilizando AEB como enzima
proteolitica a través del método ABTS. Se detecto, al igual que Cervatto et al. (1999) y Salese
et al. (2021), que la caseina bovina sin hidrolizar (0 minutos) posee actividad antioxidante.
En este estudio la mayor actividad antioxidante se obtuvo a los 240 minutos con un valor de
272,89 pug/mg o0 1,10uM/mg, mientras que Salese et al. (2021) a la misma temperatura (55°C)
a los 180 minutos, alcanzo un valor de 1,41 pM/mg. Los menores valores de actividad
antioxidante en este estudio en los tiempos 90 y 180 pueden deberse probablemente a
cambios estructurales que sucedieron durante la hidrolisis, ya que ciertos aminoacidos con
menor capacidad antioxidante quedan expuestos y de esta manera alteran la actividad
(Nicossia et al., 2022)

El valor de ICso que representa la cantidad de proteina necesaria para obtener un 50% de
inhibicidn del radical cation ABTS a los 240 minutos en este estudio fue de 1,68 mg/ml, es
decir que a menor valor mayor es la capacidad antioxidante. Otros valores de ICso reportados
fueron con proteasas asparticas obtenidas de Amaranthus quitensis con un valor de 1Cs0 2,1
mg/mL (Sabbione et al., 2016) y 4,54 mg/mL con papaina (Chi et al., 2015). Si bien se
utilizaron diferentes sustratos proteicos para las enzimas anteriormente citadas, esta es la

primera vez que se calcula el valor de ICso para AEB en caseina.

3. Actividad coagulante de leche bovina
La coagulacién enzimatica de la leche es un paso clave en la elaboracion del queso. La
evaluacion de las actividades enzimaticas de los coagulantes vegetales y su comparacion con
las del cuajo comercial (quimosina) es un primer paso importante en la seleccion de un

sustituto adecuado del cuajo (Nicossia et al., 2022).

La UC en este estudio fue de 0,03 utilizando AEB, mientras que Bruno (2007) obtuvo un
valor 2,4 unidades coagulantes con el extracto de Bromelia hieronymi, debido probablemente
a la mayor actividad proteolitica de B. hieronymi sobre caseina (10,9 Ucas/mg) a

comparacion de nuestro estudio (0,030 Ucas/mg). Crosetti et al. (2023), realizaron estudios
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de coagulacion de leche bovina con enzimas provenientes de flores de alcaucil (Cynara

scolymus L.) obtuvieron un valor de UC de 0,2.

3.1 Influencia de la temperatura sobre la fuerza del cuaje

La actividad coagulante de la leche se determin6 empleando el método descripto por la norma
IDF 157:2007 (1SO11815:2007). Esta actividad se la expresé como fuerza del cuajo (RS) la
cual se define como el numero de volimenes de sustrato coagulado por mililitro de muestra
utilizada a 32°C durante 40 minutos (2400 segundos) como se indica en el item de Materiales
y Métodos 2.2. Las fuerzas de cuaje aumentaron junto con el aumento de la temperatura,
mientras que Bruno (2007) tuvo una tendencia contraria ya que al aumentar la temperatura
disminuyo la fuerza de cuajo, obteniendo el valor optimo a 25°C mientras que en este estudio
fue a 60°C. Esta tendencia de mayor fuerza de cuajo a mayor temperatura podria deberse que

el 6ptimo de actividad proteolitica de del AEB también fue a 60°C (Capitulo II).
Conclusiones parciales

En el desarrollo de este capitulo se prepararon hidrolizados de caseina utilizando AEB a
diferentes tiempos, como estudio previo a la coagulacién de la leche y la influencia que tiene

la temperatura en la fuerza de cuajo.

El hidrolizado obtenido tras un tratamiento de 240 minutos exhibi¢ la actividad antioxidante
(ABTS) més elevada en comparacion con los demas tratamientos. Ademas, esta
investigacion marca el primer estudio en el que se lleva a cabo la evaluacion de la actividad

antioxidante y la determinacion del 1Cso en hidrolizados emplendo AEB.

El hidrolizado de 12% de grado de hidrélisis obtuvo un valor de TEAC de 1,10uM/mg, el
cual es comparable al de otras especies de Bromeliaceae.

El perfil polipeptidico de los hidrolizados exhibio una variacion minima en los tratamientos
a los 90 y 180 minutos, lo que coincidié con el grado de hidrdlisis. En cambio, a los 240
minutos, se hidrolizaron polipéptidos de alto peso molecular y se pudieron observar péptidos

de menor peso molecular.
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Una vez estudiado el efecto del AEB sobre la caseina, se procedié a los estudios de
coagulacion de la leche, que si bien presentaron valores bajos podrian aumentarse

concentrando el AEB.

Estos ensayos permiten sentar base para estudios futuros para la manufactura de quesos,
reemplazando el cuajo de origen animal, por vegetal. Posteriormente deberadn realizarse
estudios correspondientes a pruebas de acidez, alcohol, reductasa a la leche y anélisis

sensorial a la manufactura de quesos.
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Capitulo VI

Conclusiones y perspectivas
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Conclusiones

En este trabajo se ha Ilevado a cabo una investigacion sobre la caracterizacion y aplicaciones
de proteasas vegetales de extractos de diferentes érganos de Bromelia serra (hojas) y Ananas

comosus (hoja y tallo) obtenidos bajo diferentes condiciones ambientales.

Para los extractos de hojas de Bromelia serra la actividad proteolitica y concentracion
proteica no demostraron diferencias estadisticas en relacion a las estaciones del afio. Estos
resultados proporcionan informacién importante sobre la produccion de estas enzimas y
sugiere su viabilidad para ser recolectadas en diferentes momentos del afio. Ademas, se ha
demostrado que la precipitacion con acetona y etanol puede aumentar significativamente la
actividad proteolitica especifica de los extractos, lo que sugiere un método efectivo para

purificar de manera preliminar estas enzimas.

En cuanto a su comportamiento bajo diferentes condiciones de pH, se observé que el aislado
de Bromelia serra presenté actividad en un rango de pH de 2,7 a 7, mostrando una preferencia
marcada en pH &cidos. Ademas, se evidenci6é una alta estabilidad térmica en los aislado
enzimatico de Bromelia serra obteniendo un 47% de actividad residual luego de pre incubar
por una hora a 98°C. También, alcanz6 su maxima actividad proteolitica a una temperatura
de 60°C.

Mediante diversos métodos de separacion, se logrd detectar actividad enzimatica en
fracciones con pesos moleculares de 21 y 54 kDa. Dada la composicién de los extractos
enzimaticos obtenidos de las hojas de Bromelia serra, que contienen una variedad de
proteasas cisteinicas y asparticas con diferentes pesos moleculares e isoformas, resulta muy
preliminar inferir qué proteasas corresponden a un peso molecular (PM) y punto isoeléctrico
(p!) especificos Gnicamente a partir de las cromatografias realizadas y la informacion
bibliografica previa. Ademas, la posible presencia de mucilago en los extractos dificulto su

purificacion antes de someterlos a cromatografias.

La hipotesis que las diferentes condiciones ambientales propias de las cuatro estaciones del

afio, modifican la concentracion y actividad proteolitica de las proteasas cisteinicas extraidas
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de Bromelia serra Griseb. se rechaza debido a que no hubo diferencias estadisticas en la

actividad proteolitica y concentracion proteica segun las diferentes estaciones del afio.

Respecto al efecto del estrés hidrico sobre los érganos de Ananas comosus L. Merr y su
relacién con en los contenidos de proteasas cisteinicas, se observé que las mismas sometidas
a diferentes niveles de estrés hidrico mostraron modificaciones en la concentracion y

actividad proteolitica de las proteasas cisteinicas.

Se utilizaron el NDVIy el CRA como indicadores del estrés hidrico en las plantas de anana,
demostrando sensibilidad a diferentes momentos de muestreo. EI NDVI mostr6 una
disminucion progresiva en sus valores a los 7 dias de tratamiento con estrés hidrico, tanto en
el tratamiento del 50% como del 25% de la capacidad de campo (CC), destacando su utilidad
como indicador no destructivo para detectar estrés hidrico en las plantas de anana. Por otro
lado, la caracterizacion de los extractos de tallo y hoja de anana revel6 una mayor actividad
proteolitica y concentracion de proteinas en respuesta al aumento del estrés hidrico. La
técnica de caracterizacion de peso molecular de las proteinas y su actividad gelatinolitica
mostro diferencias entre los érganos y niveles de estrés hidrico, observandose un aumento en
la actividad gelatinolitica con el incremento del estrés hidrico, especialmente en proteinas de
22 kDa en las hojas y de 25 kDa en los tallos. Al comparar los perfiles cromatogréaficos de la
bromelina comercial con los de tallo y hoja, se encontraron diferencias en la actividad
proteolitica, siendo mayor en los tratamientos estresados en ambos 6rganos. Esto sugiere una

mayor actividad de la bromelina del tallo en condiciones de estrés hidrico.

Por lo tanto, la hipdtesis que las plantas de Ananas comosus sometidas a diferentes niveles
de estrés hidrico modifican la concentracion y actividad proteolitica de las proteasas
cisteinicas se confirma y ademas mediante la utilizacion del sustrato LNPE especifico para

bromelina de tallo se pudo verificar la mayor actividad de esta enzima a mayor estrés hidrico.

En cuanto al uso de las proteasas cisteinicas de Ananas comosus L. Merr y Bromelia serra
Griseb. como producto organico para el control de microorganismos fitopatdgenos se evaluo
la actividad antimicrobiana de aislados enzimaticos de tallo y hoja de Ananas comosus y

aislado enzimaético de hojas de Bromelia serra y bromelina comercial sobre Xanthomonas
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axonopodis pv. manihotis, X. citri pv. Citri, Clavibacter michiganensis subsp michiganensis,

Ralstonia solanacearum y Pseudomonas syringae pv. Tomate.

Se utilizaron diferentes metodologias como técnica de difusion en disco en placa y deteccion
de inhibicién por colorimetria utilizando resazurina. También, se ensayd la actividad
antifangica de los mismos aislados y bromelina comercial sobre Fusarium oxysporum

utilizando otro método colorimetrico.

Si bien ninguno de los aislados proteicos o la bromelina comercial, pudo controlar
bioldgicamente los microorganismos examinados, es necesario continuar con la purificacion
de los aislados proteicos para obtener enzimas proteoliticas puras, ya que en el presente
trabajo solo se realizaron pruebas con aislados enzimaticos de Bromelia serra y Ananas
comosus que pueden tener otras proteinas que interfieren en la inhibicion de

microorganismaos.

Por lo tanto, la tercera hipdtesis que plantea que la aplicacion de proteasas cisteinicas de
Ananas comosus L. Merr. y Bromelia serra Griseb. tienen efectos como producto organico
para el control de ciertos microorganismos fitopatdgenos la cual se rechaza debido a que
probablemente los aislados de Bromelia serra y Ananas comosus no estaban purificados o

no tienen control bioldgico sobre los microorganismos ensayados.

También, se evalud el efecto de las enzimas de Bromelia serra sobre la coagulacién de la
leche bovina, variacion de temperatura en la coagulacion y obtencidn de hidrolizados a partir

de la caseina.

Se prepararon hidrolizados de caseina utilizando aislados enziméticos de Bromelia serra en
diferentes tiempos, como parte de una investigacion previa de la coagulacion de la leche y su
relacion con la temperatura. El hidrolizado obtenido después de 240 minutos mostro la mayor
actividad antioxidante medida con ABTS, y se evalué por primera vez la actividad
antioxidante y el ICso en hidrolizados. El hidrolizado al 12% demostré una actividad
antioxidante comparable a otras especies de Bromeliaceae. El anélisis del perfil polipeptidico

revel6 cambios minimos en los tratamientos de 90 y 180 minutos, pero a los 240 minutos se
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observo una hidrolisis de polipéptidos de mayor peso molecular. Se estudio el efecto del
aislado enzimético de Bromelia serra en la coagulacién de la leche, mostrando valores bajos

que podrian mejorarse concentrando el aislado enzimatico.

La cuarta hipotesis que plantea el uso de aislado de hojas de Bromelia serra como agente
coagulante se aprueba ya que se logré la coagulacion de la leche y ademas aumento la fuerza

del cuaje a mayor temperatura.

Perspectivas

Del presente trabajo de Tesis surgen los siguientes aspectos que requieren ser abordados en

el corto y mediano plazo:

Considerando la disponibilidad abundante de las hojas Bromelia serra y propiedades sus
proteasas, se identifica un gran potencial para su aplicacion en la industria alimentaria.
Especificamente, su uso como catalizadores en la fabricacion de quesos animales, vegetales
y otros procesos de produccién de alimentos podria ofrecer alternativas sostenibles y
eficientes. Ademas, estos estudios sientan las bases para seguir utilizando a los aislados
enzimaticos de Bromelia serra como una enzima capaz de hidrolizar otros sustratos proteicos

que puedan derivar en péptidos con bioactividad como es la actividad antioxidante.

Si bien la presencia del mucilago fue un impedimento al momento de la purificacién de las
enzimas de Bromelia serra, el mismo podria ser extraido para su estudio y aplicado en
medicina, como agente espesante y estabilizante en alimentos, fabricacion de materiales

biodegradables y vehiculo de sustancias en la farmacologia.

En cuanto al aumento de la actividad de la bromelina de tallo bajo estrés hidrico en Ananas
comosus con el sustrato especifico, es un antecedente para continuar con la investigacion de
como es el mecanismo de acumulacion en la planta. Ademas, se deberia purificar la enzima

de los 6rganos estresados para confirmar su identificacion por espectrometria de masas.
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