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HOTIVACION. 

A mi paso por la facultad de Qu1mica los consejos y orientacio

nes que escuchara de un viejo maestro y amigo me impulsaron a seguir sie!!!. 

pre adelante. Muy seguido nos decta que cuando hicieramos algo, lo hicie

ramos de tal manera que pusieramos el mayor de nuestros esfuerzos en la 

tarea encomendada y desde luego que no nos olvid~ramos de ponerla al ser

vicio de la humanidad. Cuando la naturaleza se "resista a revelar sus se-

cretos, perseveren, que la perseverancia allana todos los caminos". 

Se aproximaba la tenninaci6n de mi carrera de licenciatura y me 

pareci6 buen lllOlllento para poner en pr&ctica mucho de lo aprendido. 

Un d1a en clase de Fisiolog!a y Bioqutmica de Microorganismos, 

el Dr. Carlos del R!o Estrada, hablaba sobre enzimas, refiri~ndose eRpe

cialmente a aquellas que degradan prote!nas y mencionaba una enzima con

tenida en el fruto de la pina, llamada bromelina, nos dcc1a que cuando 

las personas comen pina, el escaldar que se siente en la lengua, era de

bido a que la pina posee una enzima con actividad sobre protetnas y que 

era debido a esta acci6n proteol1tica sobre la lengua por lo cual se sen

t1a la boca escaldada. Ese dta.en clase me acordE cuando de nino iba con 

mis amigos de caza al monte. Por los lugares frecuentados en aquellos 

tiempos de infancia habta un fruto comestible, que al ingerirlo nos pro

duc1a unas escaldadas, que duraban uno o varios dtas. Era tambiEn frecuen 

te que cuando l<as personas tentan par4sitos intestinales, particulannente 

4scaris lumbricc•ides, los lugarenos recomendaban el jugo de este fruto, 

para curar dicho padecimiento. 

He quedE con la inquietud por saber si el fruto tendr1a una p~ 

teasa jgual que la pina, que fuera nueva y mucho mas activa, ya que el 
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e~caldor sentido comparado cuando se comia piña y gu~mara, era mucho mayor 

con gsta última. 

Pensé entonces que sería bueno como tema de tesis hacer una in

vestigaci6n sobre la sustancia o sustancias presentes en el fruto que pu

dieran ser responsables de las propiedades antihelm1nticas atribuidas al 

fruto. Entonces decidí consultar informaci6n referente a p!"Oteasas, sobre 

todo de bromelina porque ere! que podr1a ser una enzima parecida a esta 

la que tuviera la actividad tanto por la forma de la planta como por su 

propiedad de escaldar la lengua. 

Una de las primettas cosas que encclntr~ y que me sirvi6 como pu_!! 

to de referencia fu6 el nombre cienttfico de la gu&nara que era Bromelia 

pinguin . .f!.. Busqu~ referencias sobre el fttuto y encontr~ repartes que in

formaban de la existencia de una enzima en este fruto, la pinguinaina, 

con actividad sobre prote1nas y con propiedades parecidas a la bromelina 

(SH dependiente activada por NaCN, ciste1na, etc,), 

Reunt todos los artículos referentes a la pinguinaina y encon

tr~ que no pasaban de diez y a pesar de ello había discrepancia sobre si 

eran una o dos las enzimas presentes en el :ruto. Esto aumentaba mi inte

r6s por hacer uri entu~fo del fruto existent•~ en abundancia en forma sil

vestre en nuestro país y proponerla para su industrialización como un sus 

tituto parcial de la bromelina y papa1na, dada la multiplicidad ae usos 

que poseen estas enzimas en medicina, industria farmac~utica, de la pin

tura, alimenticia, etc., y debido también a que se reportaba un contenido, 

mayor de enzima con respecto a aquel obtenido de la piña (10 veces mas); 

adem~s parecia interesante poder investigar si en realidad eran uno, dos 

o mas los componentes activos presentes en el fruto, 
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Con esta idea a realizar, surgía un problema que no había pensa-

do, el lugar de trabajo. Me dediqué entonces a ver quien aceptaba aseso-

rar el trabajo y dame un lugar en su labc.ratorio pal.'a poder iniciar el 

estudio de la!· pinquin .!!_. como tema de tesis. 

Lo que me plantee fue a quien recurrir. Al primero que consulté 

para recibir una orientaci6n fuE a mi maestro de Seminario de Bioqu1mica 

el Dr. Alberto Huberman. El me envi6 a ver al Dr. Alejandro Blanco en 

aquel entonces jefe del Departamento de Bioqu1mica Vegetal de la Divisi6n 

de :::Studios de Postgrado de la Facultad de Qu1mica, al parecer en algfin 

tiempo hab1a trabajado con bromelina. Después de una breve pl~tica sobre 

el tema me sugiri6 ir al Departamento de Tecnolog1a en Alimentos a ver al 

Dr. ~n Berra Coz. el cual hab1a o estaba trabajando con bromelina. Fu1 

a ver al Dr. Ber·ra Coz, volviendo de nueva cuenta a plantear mi inquietud, 

pero él, desgraciadamente estaba de ano sab!tico no pudiendo brindarme su 

ayuda. 
. 

Fu1 e~tonces en busca de apoyo con la l>J'a. Beatriz Medina que h,! 

b1a sido mi maestra de Bioqu1mica II, le plantee mi situación y me ofreci6 

la oportunidad de ayudarme,pero que deb1a elaborar un protocolo de inves-

tigaci6n sobre el tema a desarrollar. Ni tarde ni perezoso me metí a la 

biblioteca y a la semana siguiente ya lo ten1a elaborado, lo ley6, le pa-

reci6 adecuado y me llev6 al laboratorio de Bioqu1mica de la Facultad de 

Qu1mica. Empecé a trabajar con gran entusiasmo, pero de mis experimentos 

iniciales no m~ salia ni.una curva de calibraci6n de prote1nas. Después 

de varios intentos por aprender a trabajar no lo logré, entonces la Doc-

tora Medina me llevó a los laboratorios Merck de México donde ella es ase 

sora técnica y donde aprendería lo suficiente para.retomar de nueva cuen-
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ta la investigación. 

Después de un ano de ir y venir, regresé nuevamente a la Facul-

tad de Qu1mica, con otra mentalidad. Cuando llegu~ me enteraron de que ya 

hab1an reportado mi trabajo sobre Bromelia pinguin .!!_. Me ensenaron el ar

ticulo y lo le1 r~pidamente, era reportado por el Dr. F~lix Córdoba y col. 

Afortunadamente no era referente a la pinguinaina, pero s1 era uno sobre 

una enzima muy parecida. 

Decid! ir a la Facultad de Medicina, a la Unidad de Biolog1a Ex-

perimental que era donde laboraban los investigadores que reportaban el 

art1culo, en aquel entonces el encargado del laboratorio era la Dra. Con-

cepci6n Agundis Mata (el Dr. Córdoba, jefe del laboratorio, se encontraba 

en la Paz B. C. como director del Centro de Investigaciones Biológicas), 

Le expres~ nuevamente mi inquietud sobre la investigaci6n que deseaba re~ 

lizar haci~ndole patente mi inter~s por llevarla a cabo. Al finalizar la 

pl&tica me ofreci6 la oportunidad de irme a· trabajar a su laboratorio. 

Inmediatamente se lo comuniqu~ a la Dra. Medina dicí~ndome que 

no desaprovechara la oportunidad que se me presentaba y que si continuaba 

con el ritmo que ella me hizo llevar en menos de cuatro meses la termina-

r1a. 

De la fecha aquella hasta hoy, han pasado muchas cosas y sobre 

todo han transcurrido no cuatro meses sino cuatro aBos, en los cuales he 

aprendido bastante, no solo en el campo cient1fico, sino también en el 

humano. Es el producto de aquella investigación lo comunicado en esta 

tesis. 

Debo un agradecimiento muy especial a la Dra. Beatriz Medina, 

que constituyó un verdadero pilar por haberme brindado su apoyo. incondi-
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cional para empezar a desarrollar esta investigaci5n, d~ndome consejos 

y "jaladas de orejas" que no olvidar~ y que tendr~ muy presente a lo lar 

go del camino iniciado. De verdad mi mas sincero reconocimiento. 

A la Dra. Concepci6n Agundis Mata por brindarme la oportunidad 

de realizar este trabajo en su laboratorio de Biología Experimental. 

A mis amigos presentes y ausentes, que supieron hasta la sacie

dad mi inte~s por la "enzima" y colaboraron con su granito de arena (Ma

riano, Flavio, Gioconda, Allllita, etc,). 

Al Dr. Medardo Reyes Tapia por sus ensenanzas en el manejo de 

todos los trucos y "manas" en el arte de manejar columnas de cromatogra

f1a de filtraci5n molecular en gel y electroforesis en gel de poliacril

amida. 

A la maestra Aida Navas por brindarme su apoyo al asesorar este 

trabajo, le doy mis mas sinceros agradecimientos. 

A mi esposa que adem&s de ser·una campanera· para toda la vida, 

ayud6 a mecanografiar esta tesis, corrigiendo errores ortogr4ficos y de 

vocabulario a quien le ro~ horas de trabajo al repetir una y otra vez 

lo escrito. 

A mis padres que son a los que les debo mi formaci&n, mi agra

decimiento de hijo, por habenne brindado la opci6n al estudio, que tanto 

sacrificio les cost6, sin su ayuda econ6mica y moral, no hubiera podido 

llegar hasta dc•nde he llegado. A ellos les debo todo, hasta la vida que 

con esto ni con ninguna otra cosa podr1a pagArselas. 

Francisco L6pez Lira. 



COMPONENTES PROTEOLITICOS DE LA PINGUINAINA 

INTRODUCCION. 

El papel de las enzimas proteolíticas en todas las formas de 

vida parece formar parte del proceso de recambio total de las proteínas. 

No obstante, a pesar de la información acumulada, no sabemos nada acerca 

de cuales sean las seftales que regulen los mecanismos propios de la pro

teolisis, por medio de los cuales esta clase de enzimas degrada proteínas 

ya sea de una manera completa o limitada como es el caso de activación de 

zim6genos, en donde una molécula precursora es convertida a su forma ac

tiva por la eliminación de un fragmento pequeno de su cadena polipeptídi

ca (ejemplo: proinsulina a insulina, procolágena a colAgena, tripsin6geno 

a tripsina, propapaína a papaína, etc.). Inevit4blemente, el destino fi

nal de las proteínas es su degradaci6n, independientemente de que su vida 

media sea corta o larga (de segundos, horas, días o meses). Los productos 

de hidrólisis pueden ser reutilizados por el mismo organismo para la sín

tesis de nuevas proteínas o bien por otros organismos para apoyar nuevos 

procesos de vida. El conocimiento claro de los procesos bioquímicos que 

toman parte en esta acción es fundamental para entender la existencia y 

el papel de las proteasas en la naturaleza. 

Las proteasas se han clasificado en base a su mecanismo de ac

ción como endopeptidasas y exopeptidasas bien sea porque éstas rompan e~ 

laces peptídicos internos o porque actúen a nivel de los grupos carhoxi

lo o amino terminales de la cadena polipeptídica. Algunas enzimas prote~ 

líticas escapan a este tipo de clasificación, e incluyen peptidasas que 

rompen dipéptidos de los extremos carboxilo o amino terminales de protei 

nas y que actuan de una manera específica para estos dipéptidos. Conforme 
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han aparecido nuevos info:nnes sobre enzimas proteol1ticas, se han gener! 

do divergencias para el uso de los t~nninos proteasa y proteinasa, por 

lo que, con objeto de unificar criterios, se ha propuesto recientemente 

que el t~nnino proteasa debe usarse en la descripci6n de enzimas que ro!!!_ 
. . 

pan enlaces pept1dicos (sean dstos de la prote1na que fuera), las enzi-

mas que actQen 3obre enlaces pept1dicos interonos (endopeptidasas) sean 

llamadas proteinasas y que las exopeptidasas sean nombradas peptidasas (1). 

Aceptando esta proposici6n, de aqu1 en adelante se tratar! de usar 'sta 

nueva terminolog1a. 

Ultimamente se ha puesto mucho dnfasis en las implicaciones que 

puedan tener las proteasas tanto animales como vegetales sobre la membrana 

celular al activar mecaniamos aun desconocidos (in vitro) como por ejem-

plo, la iniciaci6n de la divisi6n celular y el escape a la inhibici6n del 

crecimiento por contacto en cultivo de fibroblastos 3T3 (2)~ la acci6n 

sobre membrana liberando un pdptido necesario para la acci6n de la insu-

lina (3), etc. 

No obstante de que se ha efectuado bastante trabajo con la pa-

pa1na (extraída del l!tex de la papaya, Carica papaya) mucho de nuestro 

conocimiento de la bioqu!aica y del mecaniSlllO de acción de proteasas ha 

venido del estudio de enzimas microbianas y animales, por las cuales se 

han obtenido algunos datos sobre los procesos regulatorios que involucran 

actividades proteol1ticas. 

A pesar de 'sto, es evidente que las proteasas vegetales pue

den también proporcionar oportunidades Qnicas para el estudio de enzimas 

proteol1ticas, de tal manera que puedan dar alguna explicaci6n sobre los 

fen6menos biol6gicos dependientes de proteolisis que ocurren en los org! 
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niS111os animales. 

En preparaciones parcialmente purificadas y extractos crudos 

de tallos y frutos de diferentes familias de vegetales, las cuales inclu

ye Caricaceae, Bromeliaceae, Moraceae, etc., se ha comunicado de varias 

enzimas cuya actividad es SH dependiente. Es probable que todas estas 

proteasas sulfhidr!licas de plantas empleen mecanismos catal1ticos simi

lares para hidrolizar enlaces pept!dicos, pero debido a la gran diversi

dad existente de enzimas SH dependientes (tamai'io, especificidad, propie

dades cinéticas, etc.) estos mecanismos podr!an variar considerablemente. 

Es de llamar la atenci6n que las proteasas extraidas de vege

tales, muchas usan primariamente en su sitio activo un grupo SH (importa!!. 

t!simo para la degradacien de prote!nas) (23) a diferencia de los anima

les y microorganismos que utilizan primariamente endopeptidasas que po

seen en su sitio activo serina. 

·Dentro de la familia Bromeliaceae existe una gran variedad de 

plantas que crecen en las regiones tropicales y subtropicales de Am6rica 

y en algunas especies del g6nero Bromelia se ha informado la existencia 

de proteasas, !· pinguin ~· (4), !!: hemisphaerica ~· (5) y B. karatas (5) 

entre otras • 

La planta Bromelia pinguin ~· crece abundantemente en M6xico 

en fonna silvestre y recibe distintos nombres de acuerdo a la locali

dad (6). As! es llamada "aguava" en Sinaloa, "cardo" en Veracruz, "cocui.=_ 

tle" o "cocuite" en Sinaloa y Jalisco, "chom" (maya) en Yucatán, "gu!ma

ra" en Nayarit, "pii'iuela" en O~xaca y Veracruz, "thumbiriche" en Michoa

c4n y Nuevo León y "timbiriche" en Veracruz y Morelos. Matuda (7) descri

be la planta de la siguiente manera: 
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"Bromelia pinguin L. planta de 1a1.5 m se desarrolla en cos

ta arenosa, hojas en roseta, angostamente triangulares, blanquisco-torre~ 

tosas en el envés; inflorescencia paniculada, panículo de 50-170 cm de 

longitud por 3 6 4 cm de grosor densamente blanco-torrentoso; brácteas 

florales, anchas en la base, luego contraídas en un limbo lineal enrolla

do de 3 a 5 cm de longitud, blanco-torrentoso en el ápice; ovario multi

ovalado, baya amarilla anaranjada, ovoidea, de 3.5 cm de largo por 2 cm 

de grosor, ácida." 

Del jugo de los frutos de B. pinguin L. se extrae una protea

sa, la pinguina!na, reportada por primera vez en 1942 por Asenjo y Cola

boradores (4). 

La pinguina!na es activada por compuestos que contienen grupos 

sulfhidrilos libres como ciste!na, 2-mercaptoetanol, tioglicolato, 

2-3 dimercaptopropanol (8) y otros agentes reductores como KCN, NaCN, 

etc. (9) e inhibida por agentes oxidantes suaves como I2, H2o2 (8) 6 por 

metales pesados como Hg, Fe y Cu. 

En estudios realizados con enzima parcialmente purificada ex

traída de los frutos de !!. . pinguin !!.· se ha comunicado la presencia de un 

solo componente enzimático en la variedad ~Jerto Rico (8, 9) y dos en la 

variedad Cubana (10), 

Dado que es poco frecuente encontrar un solo componente con 

actividad de proteasa en extractos de plantas, se procedió a realizar un 

estudio de la planta !!.· pinguin !!_. variedad mexicana, con el objeto de 

encontrar alguna otra proteasa o proteasas presente(s) en el jugo de !!.· 

pinguin que presentara(n) características diferentes a las ya anterior

mente reportadas, de tal manera que en el futuro pudiera tener alguna 
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aplicación en el disernimiento sobre funcionamiento y el papel de las pr~ 

teasas en la naturaleza como se explicó en párrafos anteriores. 

Se ha informado de una serie de aplicaciones médicas para este 

tipo de enzimas, por ejemplo, efectos antidiabéticos, anti-inflamatorios, 

en la destrucci6n de co4gulos (11, 12), etc., sin que haya una explica

ción acerca del mecanismo por medio del cual actua. Por otra parte dentro 

de la industria se le ha empleado como ablandadores de carne, en el curt! 

do de pieles, en la clarificación de la cerveza, en la extracción de acei 

tes de residuos de pescado (12), etc. 

El objeto de este trabajo, además de determinar la existencia 

de varios componentes enzim!ticos presentes en el jugo de !!: pinguin !:: 

y caracterizarlos, empleando tAcnicas de cromatografía de filtración mol! 

cular en gel, cromatograf!a de intercambio iónico, electroforesis en gel 

de poliacrilamida e inmunoelectroforesis respectivamente, es hacer énfa

sis sobre la potencialidad de emplear industrialmente este fruto en la o~ 

tención de proteasas, cmno un sustituto (total o parcial por su alto ren

dimiento) de enzimas proteoltticas 1 tales como la bromelina (extra!da de 

la pina) y la papatna (extratda del l&tex de papaya) lo que permitir!a e!!!_ 

plear los correspondientes frutos para otros fines, ya que primariamente 

han sido empleados como alimentos y secundariamente para la obtención de 

las enzimas proteol!ticas. 



MATERIALES Y !4ETODOS. 

A.- Aislamiento de la enzima. 

1.- Fruto. 

La ~colecci6n de los frutos de !!: pinguin !!_. variedad mexica

na, se realiz6 en las localidades de el Pantanal y el Salto en el estado 

de Nayarit. Los frutos se lavaron, pesaron y almacena.ron en bolsas de 

pl4stico dentro de un congelador Reveo Ultralow a -~occ, 

2.- Obtenci6n del jugo, 

Se cort6 en pequenos trozos un racimo completo de 98 frutos 

y se molieron en un mortero y se filtraron a trav!s de una gasa. El jugo 

obtenido de esta manera se centrifug6 a 16,000 rpm dUX'allte una hora en 

una centrifuga refrigerada Internacional PR-6, con el objeto de eliminar 

material particulado. En el sobrenadante se realizaron las siguientes d!:_ 

terminaciones: contenido de Nltr6geno total empleando e.l mEtodo de Ness

ler (13), carbohidratos totales segGn el procedimiento descrito por Scott 

y Colaboradores {14), pH y actividad enzim!tica sobre: 

a).- Case1na por el m6todo de Kunitz (15). 

b).- M~todo de Azuré (col4gena a la que se le acopl6 covalentemente en 

los restduos de hidroxiprolina el colorante azul remazol brillante) 

(17). 

3.- Medici6n de la actividad enzim4tica. 

a).- Actividad hidrol!tica sobre case1na. 

Se midi6 la actividad enzim4tica segtin el ~todo descrito por 

Kunitz (15) modificado por Velázquez (16) como se describe: a 0.9 ml de 

la mezcla de reacci6n conteniendo amortiguador de fosfato 0.1 mol pH 7.5 

-1 
y enzima (1-10 )1g·ml ) se le adicion6 0.1 ml de ciste1na 0.2 mol (conce!!_ 

~ ... 1 
. . ' ~ 
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traci6n 6ptima determinada experimentalmente). 

Se incub6 la mezcla anterior en un bano a 37ºC durante 30 minu-

tos, tiempo necesario para lograr la activaci6n completa de la enzima; 

se anadi6 inmediatamente 1 ml de casetna (calidad Har.111ersten, Merck, 

Dannstadt) al 4% disuelta en amortiguador de fosfatos 0.1 mol pH 7.5, de

jándose reaccionar durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo se sus

pendi6 la acción hidrolítica anadiendo 3 ml de 4cido tricloroac6tico (Herck) 

al 5\, Después de 30 minutos de reposo se filtr6 el contenido de los tu-

bos y los filtrados se leyeron a 280 nm en un espectrofot6metro (Zeiss 

PMQ II) contra un blanco tratado de igual manera que lo indicado pero sin 

enzima. La actividad enzim4tica fu6 expresada en micromoles de tirosina 

(para lo que se elabor6 una curva est4ndar de tirosina). Una unidad de a.:_ 

tividad, se define como la cantidad de enzima que transforma un micromol 

de sustrato por unidad de tiempo (minuto) medido como tirosina liberada 

bajo las condiciones del experimento. La actividad espectfica se define 

como el ndmero de unidades por miligramo de enzima. 

b).- Actividad hidrolttica sobre Hide Powder Azure. 

Se midi6 la actividad enzim4tica empleando como sustrato sint~

tico Azure (Calbiochem, USA) segdn el m~todo de Rinderknecht (17) modifi

cado por Velázquez (16) como se describe: a tubos de ensayo (13 x 100 mm) 

conteniendo 3.9 ml de enzima (5~15 fg·ml-1) disuelta en amortiguador de 

acetato de sodio 0.2 mol para el intervalo de pH 3,5 a 5.5 o fosfato de 

sodio 0.1 mol para el intervalo de 6.0 a 8.5 (estos amortiguadores no in

terfieren en la actividad catalttica de la enzima) (9), se les adicionó 

0.1 ml de cisteína 0.2 mol, despu~s de incubarse a 37ºC durante 30 minu-

tos se virtieron sobre tubos que contenfan 10 mg de Azure; los tubos se 
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mantuvieron a 37°C durante 5 minutos hasta la aparici6n del color azul 

y se detuvo la reacci6n colocando los tubos en hielo. 

El contenido de los tubos se filtr6 y se leyeron los filtrados 

a 595 nm en un espect't'Qfot6metro contra un blanco de reactivos. Una uni-

dad de actividad es definida como la cantidad de enzima que origina un 

incremento de una unidad de D. O. por minuto de reacción bajo las condi-

ciones experimentales. La actividad espec1fica es el nGmero de unidades 

por miligramo de enzima. 

~.- Determinaci6n de las condiciones 6ptimas para la medición de la acti

vidad enzimática. (concentraci6n de activador y pH óptimos). 

Investigando las condiciones adecuadas para la acci6n de la en-

zima se determin6 prinero la concentraci6n 6ptima de activador midi6ndose 

la actividad ~l'zilll&tica de jugo completo de !: pinguin sobre casetna en 

una mezcla de reacci6n que contiene amortiguador de fosfato 0.1 mol pH 7.5 

ciste1na como activador y case1na al 4\, Ademas se ensayaron otros activa-

dores: EDTA o.os mol, HaCK 0.2 mol y la mezcla de cisteina 0.2 mol+ EDTA 

o.os mol. Simultáneamente se midi6 la actividad en ausencia de activador. 

Para seleccionar el pH 6ptimo para la acci6n enzim&tica se uti-

liz6 el jugo completo y cano sustrato Hide Powder Azure, amortiguador de 

acetato de sodio 0.2 mol para el intervalo de pH 3.5 a 5.5 y amortiguador 

de fosfato de sodio 0.1 lllOl para el intervalo de 6.0 a 0.5. Como activador 

en todos los cacos se emple6 ciste1na 0.2 mol. 

B.- Separaci6n de los cCl!lponentes enzial4ticos. 

1.- Cranatograf1a de filtraci6n molecular en gel. 

En una colwnna de 100 x 2.6 cm (Pharmacia) empacada con Sepha-

dex G 75-120 y equilibrada durante un dta con amortiguador de citratos 



0.02 mol pH 5,5 adicionada de acetato fenilmercúrico 1 x 10-4mol como se 

indic6 previamente (18), se coloc6 1 ml de jugo dializado (3 mg•ml-1) en 

4 ml de amortiguador de citratos 0.02 mol con el cual se dializó la mues-

tra durante 1S d1as con cambios cada 4 d1as, para eliminar parte de co-

lor amarillo qu~ posee este jugo, 

Se perrniti6 un flujo constante de 35 ml·h-1 
y se colectaron frac 

ciones de 4 ml en un colector LKB Redirac, registr~ndose la absorbancia 

en un registrador LKB UVICORD a 280 nm. 

Al contenido de los tubos se les midió la actividad sobre case1-

na y la absorbancia a 280 nm en un espectrofotómetro Zeiss PMQ II. 

2.- Crocnatograf1a de intercambio iónico. 

Para realizarla se empleó una columna (Pharmacia) de 2.5 x 60 cm 

empacada con CM-Sephadex C SO equilibrada previamente con amortiguador de 
• 

citratos 0,005 mol pH s.s adicionada con acetato fenilmercúrico 1 x 10-4rnol. 

se aplicaron 175 ml (1.S mg•ml-1) de enzima obtenida por filtración mole-

cu!ar en gel y dializada contra amortiguador de citratos 0.005 mol pH s.s. 

Para la elución se utilizó un gradiente lineal de citrato de so-

dio de 0.005 mol a 1.2 mol pH s.s, adicionado de acetato fenilrnercGrico 

1 x 10-4 mol como inhibidor. Se colectaron fracciones de S ml en un colee-

tor LKB Ultraorac a temperatura ambiente y se registró la absorbancia a 

280 nm en forma cont1nua en un registrador UVICORD LKB. Al finalizar el 

experimento a los tubos con m~xima absorbancia se les determinó prote1na(19) 

·y actividad enzim~tica sobre case1na. 

C).- Identificación de los componentes separados. 

1.- Electroforesis en gel de poliacrilamida. 

A las distintas fracciones de pinguinaína purificada parcialmente 
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se les efectuó an~lisis electroforético en gel de poliacrilamida según 

el método de Ornstein y Davis modificado por Clarke (20); se emplearon 

los siguientes reactivos: 

Soluci6n A. 

Se disolvieron en agua 18.1 g de tris(hidroximetil)-aminometa

no (sigma), se adicion6 34 ml de HCl 1.0 N, 0.12 ml de TEMED (N,N,N',N',

Tetrametilendiamina) y se afor6 a 100 ml con tt2o bidestilada. 

Soluci6n B. 

Se disolvieron 5.98 g de Tris en 50 ml de agua bidestilada y se 

adicionaron 48 ml de HCl 1.0 N, 0,46 ml de TEMED y se aforaron a 100 ml. 

Soluci6n C. 

Se disolvieron por separado en agua bidestilada 28 g de Acrila

mida (Merck) y o.735 g de bisacrilamida (Herck), se mezclaron y aforaron 

a 100 ml. 

Solución D. 

Se disolvieron J>or separado 20 g de ·Acrilamida (Herck) y 5 g de 

bisacrilamida (Merck), se mezclaron y aforaron a 100 ml con agua bides

tilada. 

Solución E. 

4 mg de riboflavina (Sigma) se disolvieron en 100 ml de agua bi-

destilada. 

Solución r. 

40 g de sacarosa se aforaron a 100 ml con agua bidestilada. 

Soluci6n G. 

0.140 g de persulfato de amonio (Merck) se aforaron a 100 ml con 

agua bidestilada. 
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Para preparar los geles se mezclaron las soluciones de la siguie!!_ 

te manera, 

Gel de resolución. 

1 volumen de solución A 

1 volumen de solución e 

2 volGmenes de solución G 

Gel Concentrador: 

1 volumen de solución B 

1 volumen de solución D 

1 volumen de solución E 

4 volGmenes de solución F 

A tubos de vidrio de 10 cm x 7 mm colocados en un soporte adecua-

do, se les anadió 2 ml de gel de resoluciór.,inmediatamente después, se 

adicionó con cuidado un poco de agua en la parte superior del gel para 

obtener un nivel horizontal, lo que facilita la migración uniforme de las 

muestras, además de que evita el contacto del gel con el aire; los geles 

permanecieron en reposo durante 20-30 minutos hasta su polimerización. 

Una vez polimerizado se retira el agua de la superficie y se colocan 

0.5 ml de gel concentrador, procediendo de la manera descrita previamente 

para el gel de resolución hasta alcanzar su polimerización. Las columnas 

se montaron en un soporte que conecta con una cuba de electroforesis Phar 

macia GE-4 que contenta amortiguador Tris-glicina 0.01 mol pH 8.1. 

Se aplicaron las muestras de enzima (30 ¡i1 1 1.5 mg·ml-1) adicion~ 

das de azul de bromofenol al 0.25% {P/V) en sacarosa al 20% (P/V) en amor 

tiguador de Tris-glicina 0.005 mol pH 8.1 en la parte.superior de lasco-

lumnas y se pasó una corriente de 150 voltios (6 rnA/colurnna) durante 3 h. 
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En seguida se retiraron los geles, se fijaron con ~cido 5-sulfosalic1li-

co (Merck) al 20% (P/V) en H2o durante 12 horas, se tineron con N~gro de 

Amido al o.si (P/V) en ~cido tricloroac~tico (Herck) al 12.5% (P/V) dura!!. 

te 12 h y se elimin6 el exceso de colorante con ~cido ac~tico (Merck) al 

2.- Irununoelectroforesis. 

Se realiz6 con geles de agarosa al 1\ disuelta en amortiguador 

de Tris-Veronal con fuerza i6nica de 0,05 pH 8,6 aplicando 10 V·cm-1 du-

rante 3,5 h. En la placa de agarosa se hicieron tres horadaciones, en la 

primera y en la tercera se aplicaron las fracciones I y II obtenidas por 

cromatografta de intercambio i6nico y en la parte media la fracci6n B ob

tenida por filtraci6n molecular.en gel. Al t6rmino del experimento se co-

loc6 antisuero antipinguinaina en cada uno de· los canales centrales dej~ 

dose difundir durante 12-15 h. 

Las placas de inmunoelectroforesis, fueron tratadas por presi6n, 

colocando sobre cada pl'aca S papeles filtro (Whatman No. 1) y una placa 

de vidrio encima de los papeles para lue~o aplicar un peso de aproximada- · 

mente 1 Kg. Esta operaci6n se repiti6 dos veces (21).·Despugs de esto, 

las placas fueron lavadas con soluci6n de NaCl 0,1 mol, adicionada de ace

tato fenilmercllrico 1 x 10·4 mol, con objeto de elimina?' el exceso de an-

tisuero y de ant1genos 9 dejando exclusivamente las bandas de precipitado; 

luego se tineron con soluci&n de Azul Brillante de Coomassie al o.si (P/V) 

en una soluci6n de 4cido ac&tico al 10\ (V/V) en etanol al 45\ (V/V) en 

H20. El exceso de colorante se elimin6 lavando los geles con una soluci6n 

igual que la anterior pero sin Azul Brillante de Coomassie. 

Obtención de antisueros, 

Con la enzima obtenida por filtraci6n molecular en gel de Sepha-
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dex G 75-120 se inocularon conejos Nueva Zelanda por v1a subcutánea apli

c~ndoles 1 ml (1 mg•ml-1} de enzima emulsionada con Adyuvante completo de 

Freund (V/V) semanalmente, durante 6 semanas. Después de la sexta inyec~ 
\ 

ci6n se sangraron los conejos por la vena marginal de la oreja, se permi-

ti6 la coagulación espont~nea de la sangre y se separó el suero con ayuda 

de una pipeta Pasteur. El suero total (antisuero) se empleó para efectuar 

inmunoelectroforesis. 



RESULTADOS. 

A. - Obtenci6n del jugo y selección de cond.ic.i.nncs 6pt imas de actividad en 

zim!tica. 

El jugo obtenido a partir de la maceraci6n de los frutos, es de!!_ 

so y de un color amarillo claro, con un contenido de proteina medido como 

N total de 10 mg•ml-1 de jugo (Ver tabla No. 1). Al jugo de 3 lotes de 

98 frutos cada uno de !· pinguin se les determinó pH, resultando similar 

(pff 3,9) al presentado por el jugo de varias especies 

phaerica, !!.· karatas y ~ comosus. etc.). (22). 

Bromelia hemis-

Para valorar las condiciones adecuadas de acción de la enzima se 

midió el efecto de activadores e inhibidores sobre la acción enzimática 

(determinada.,sta midiendo su efecto sobre case!na), la que es influenci!!_ 

da por la presencia de algunos compuestos que, como la ciste!na, actGan 

activando a la enzima y otros como el acetato fenilmercGrico en el que el 

mercurio inhibe los grupos SH libres necesarios para la actividad. (B,18). 

Los resultados se presentan en la figura No. 2 donde vemos que 

la ciste1na a una concentraci6n 0.2 mol resulta ser mejor activador que 

la ciste!na + EDTA como se inform6 para otras proteasas (22). 

La concentraci6n 6ptima de ciste!ná como activador se midió em

pleando este reactivo a concentraciones que variaban desde O.OS mol hasta 

4 mol (fig. nthnero 3 ), La concentraci6n 6ptima encontrada fu~ de 0.2 mol • 

. Para la determinaci6n del pH 6ptimo se midi6 la actividad enzim! 

tica empleando azure; se encontraron dos pH m!ximos, uno a 5,5 y otro a 

7.5 (fig. No. 4) 1 que coinciden con los reportados para la variedad cuba

na de!!.· pinguin !!.· (10). De acuerdo con estos resultados, para efectuar 

las determinaciones enzimáticas en condiciones 6ptímas, empleamos para 



TABLA 1 

ALGUNAS PROPIEDADES DEL FRUTO Y JUGO DE LA PI.ARTA TROPICAL 

BROHELIA PINGUIN L. 

Peso promedio por fruto 

Volumen promedio de jugo obtenido 

por fruto 

pH del jugo completo 

Proteinas en jugo completo 

(Met. de Nessler) 

AzGcares totales en jugo completo 

(Met. de Antrona) 

32.9 g 

13.0 ml 

3.9 

10.0 mg/ml 

39.0 mg/ml 



Fig. 1 Planta de Bromelia ~inguin ~· 
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Fig. 2 Efecto de diferentes activadores e inhibidores sobre la actividad 

enzim!tica de jugo de !• pinguin f:!· Se emple6 NaCN, EDTA, ciste1na t ED'rA 

y ciste1na. La actividad especifica es expresada en unidades de actividad 

enzim~tica por mg de prote1na, medida como N total, por el ~todo de Ness-

ler. 
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Fig. 3 Detel'lllinaci6n de la concentraci6n 6ptima de ciste1na para la act.f. 

vidad enzim!tica de jugo completo de .!· pinguin ~· Las concentraciones e.!!!. 

pleadas fueron de 0.1, 0.2, 0.3 y O.~ mol. Se u~ilizó como sustrato case

ina (Hanunersten) disuelta en amortiguador de fosfato de sodio 0.1 mol 

pH 7.5. 
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Fig. 4 Comportamiento de jugo completo de !· pinguin ~· con respecto al 

pH. Se emple6 como sustrato Hide Powder Azure (colágena unida a un colora!!. 

te azul) y amortiguador de acetato de sodio 0.2 mol para el intervalo de 

pH de 3,5 a 5.5 y amortiguador de fosfato de sodio 0.1 mol para el de 6.0 

a s.s. 
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fig. 5 Cromatograf1a de filtraci15n molecular en gel de Sephadex G-75 de 

jugo completo de !• pinguin l• dializado exhaustivamente contra amortigu.!!. 

dor de citrato de sodio 0,02 mol pH 5.5. Se emplel5 una co1umna de 2.5 K 

. 1 
100 cm empacada C•)n Sephadex G-75, aplic!ndose un flujo de 35 ml·h- y 

fracciones colectadas de 4 ml. Como eluente se utiliz6 amortiguador de c.!, 

trato de sodio 0.02 mol pH S.5 adicionado de acetato fenilmercúrico 1 x 

-4 10 mol. (~) absorbancia a 280 nm; ~ ...... ~ actividad enzim!tica so-

bre case1na. 
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fines de este trabajo una concentraci6n de activador 0.2 mol y amortigua-

dor de fosfatos 0.1 mol pH 7.5. 

B.- Separaci6n de los componentes enzimáticos. 

1.- Cromatografía de filtraci6n molecular en gel. 

El jugo de !· pinguin _!:.· presenta un perfil de elución en Sepha

dex G 75-120 (Fig. 5) donde se puede apreciar la presencia de dos picos, 

uno mayor A, con escasa actividad enzimática sobre caseína y que sale en 

un volumen de 120 ml dentro del volumen de exclusión (.no se analiza en 

este trabajo), y otro componente menor B, que presenta una elevada acti

vidad ( 2.64 u.mg-1) y que se usó para los trabajos de caracterización. 

2.- Cromatografía de intercambio iónico. 

La fracción con actividad enzim6tica obtenida por filtración mo-

lecular en gel Sephadex G 75-120 (175 ml) fué sometida a intercambio ió-

nico en una columna de CM Sephadex C-50. La aplicación de un gradiente 

lineal de amortiguador de citratos, dió lugar a la aparición de dos com

ponentes (I y II), con elevada actividad enzimática (1.91+ Y 1.88 U·mg-l 

respectivamente, Fig. No. 6) claramente definidos. 

c.- Identificación de los componentes separados. 

1.- Electroforesis en gel de poliacrilamida. 

Para la electroforesis en gel de poliacrilamida se emplearon las 

muestras resultantes tanto por cromatografía de filtraci6n molecular en 

gel de Sephadex G 75-120 y los obtenidos por intercambio iónico. Se puede 

ver que la fracción B obtenida por filtraci6n molecular en gel (Fig. No.5) 

se resuelve en 5 bandas bien delineadas mientras que la fracción I y II 

de CM-Sephadex (Fig. No. 6) se resuelve en tres y dos respectivamente. 
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Fig. 6 Cromatograf1a de intercambio i&nico en CM-Sephadex de la fracción 

B obtenida ~or cromatograf1a de filtraci6n molecular en gel de Sephadex 

G-75 a partir de jugo completo de !· pinguin !!• Se empleó una columna de 

2.5 x 60 cm empacada con CM-Sephadex e-so, aplic!ndose un gradiente lineal 

de citrato de sodio 0.005 --- 0,2 mol con flujo de 20 ml·h-1 y fracciones 

colectadas de 5 ml. (...,._) absorbancia a 280 nm¡ <-+··) actividad enzi-

m~tica. 



'. '-·~(~!; ':liifr:..,.,._,,. 
.~::~<~.~~f;1 
·"'t"'"' -.~.,-;: ; 

.}?~-

Fig. 7 Electroforesis en gel de poliacrilamida de las·fracciones B obte-

nidas por cromatograf1a de filtración molecular en gel de Sephadex y de 

las fracciones I y II obtenidas por intercambio iónico respectivamente. 

Para la electroforesis se utilizó amortiguador de Tris-glicina 0.01 mol 

pH 8.1 aplicando una corriente de 6 mA/columna durante 3 h • 
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2.- InmunoelectroforesJs. 

Se emplearon las muestras obtenidas tanto por cromatograf1a de 

filtración molecular en gel de Sephadex G 75-120 y aquellas obtenidas por 

intercambio ionico CM Sephadex e-so. Para revelar los compuestos separa

dos se emple6 el antisuero obtenido en conejo por inoculación de la frac

ci6n B obtenida por filtraci6n molecular en gel. En los resultados, pode

mos ver que la horadación en la cual se coloc6 la fracción B obtenida por 

filtraci6n molecular en gel se resuelve en cinco arcos. de precipitación 

que confluyen entre st. En la horadación nl'.iinero I donde se coloc6 la frac 

ci6n I de CH-Sehadex, se resuelve en tres· arcos de precipitación con iden 

tidad total y que migran hacia el ~nodo. La fracción II se resuelve a su 

vez en dos arcos de precipitaci6n con migración catódica (Fig. No. 8). 



Fig, 8 Inaunoelectroforeais de las fracciones B, I y II obtenidas por 

croaiatografta de f iltraci&n 110lecular en gel de Sephadex y cromatografta 

de intercambio i6nico respectivaaente, La fracci&n B es ruuel.ta en 5 

coaponentes, en tanto que las fracciones I y II en 3 y 2 -- componentes que 

cruzan antigtnica.ente, El uortiguador etapleKCI ful Tl'is-~l pH 8.6 
-1 con una funu i&nic:a de o.os. Se aplic& una COl'l'late de 10 v.ca ·dure!. 

te 3.5 h • 



DISCUSION. 

tn el jugo de Bromelia pinguin L. se encuentra alto contenido tan 

to de prote1nas como de azúcares totales (tabla !lo. 1) tal como ha sido r~ 

portado para las variedades Puerto Rico y Cuba (8. 10) de este mismo fruto. 

Esto la ha hecho aparecer como una de las mejores fuentes de proteasas en 

la naturaleza (8). ya que se obtiene mucha m~s enzima que la que puede ob

tenerse a partir de los correapondientes fru~os (papaya y piña} utilizados 

para surtir la demanda comercial, as!, por ejemplo, de los frutos verdes 

de donde se extrae la papa1na se obtiene aproximadamente el 0.1 % de enzima 

por peso de fruto verde (23) y en el caso.de bromelina se obtiene de 3 a 

3.7 g por litro de jugo (24). 

En el proceso de selecci6n de las condiciones adecuadas para de

terminar la actividad proteol1tica se obtuvieron dos pH 5ptimos, esto nos 

sugiri6, la posibilidad de que existiera más de un componente enzimático 

o bien que la acción de la enzima sobre un sustrato heterog~neo como lo es 

una prote1na, rompiera diferentes enlaces pept1dicos con una velocidad di

ferente a distintos valores de pH, tal y como fuera propuesto inicialmente 

por Schwinmer (25). 

En la separación por cromatograf1a ce filtración molecular en gel 

de Sephadex G 75-120. se logr6 el aislamiento·de un componente activo (B) 

en un s6lo paso de purificación obteniendose otro componente con escasa ac 

tividad (A). Este compuesto (B), con mayor actividad enzimática, al ser 

sometido a cromatograf1a de intercambio iónico en CM-Sephadex C-50 es sep!!_ 

rado en dos fracciones con elevada actividad enzimática (Fracción I y II) 

uno que eluye a una baja concentración de citratos (0.11 mol) y otro que 

eluye a una concentración mas elevada (0.165 mol). 
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Como la separación por cromatografía de intercambio iónico es rea

lizado tomando en cuenta las cargas presentes en las moléculas y el tipo 

de intercambiador (en el caso de un intercambio catiónico el soporte tiene 

carga negativa y las moléculas que se van a someter a intercambio catióni 

co carga positiva, de ahí su nombre). Es de suponerse que la fracción que 

sale a menor concentraci6n de citratos (fracción I) deba contener una can 

tidad menor de cargas positivas que aquellas que permanecen adheridas a la 

matriz, por lo que al incrementar la concentración de la sustancia que va 

a competir por el sitio al que se encuentra adherida, se despegue y salga. 

De igual modo podemos explicar el comportamiento de la fracción II la cual 

necesita una mayor concentración salina para ser eluida, sugiriendonos un 

mayor contenido de cargas positivas en su mol~cula. 

Cuando la fracción.mayor de actividad obtenida por cromatografía 

de filtración molecular en gel de Sephadex G-75 (fracción B) es sometida 

a electroforesis en gel de poliacrilamida alcalina pH 8.1 se observa que 

se separa en cinco bandas claramente definidas. De igual manera cuando las· 

fracciones con mayor actividad obtenidas por CM-Sephadex (I y II) son tra 

tadas de igual forma, la fracción I migra a mayor velocidad hacia el ~no

do separ~ndose en tres componentes, mientras que la fracción II se separa 

en dos componentes, los cuales aparecen mas cercanos al c~todo. Esta mi

gración electroforética de los componentes nos habla nuevamente de la exis 

tencia de una diferencia de cargas entre las fracciones separadas, posi-. 

blemente debido a la presencia de dos componentes, uno de ellos b3sico (2 

bandas en electroforesis fig. 7) permanece.cerca del cAtodo y otro Acido 

(3 bandas en electroforesis fig. 7) pel'lllanece cerca del Anodo. 

Estos resultados dan apoyo a las observaciones iniciales sobre 
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la existencfo de dos fracciones enzimáticas una ácida pH 5. 5 y otra básica 

pH 7.5 sugeridos por la obtención de los dos pH óptimos, de igual manera 

a lo que fué informado por R. Messing y -col. en la variedad Cubana l 10). 

La presencia de estos componentes ácido y básico fué confirmada posterio.:_ 

mente por estudios de enfoque isoelectrico(Datos no comunicados en esta 

tesis). 

Los datos obtenidos entran en contradicción con aquellos comuni-

cadas por Toro-Goyco y col. en donde ellos informan de la presencia de un 

solo componente enzimático con un p! de 6.5, no obstante de encontrar un 

comportamiento heterogéneo en sus preparaciones cuando estas son tratadas 

a diferentes pH (B,26). 

Si la inmunoelectroforesis es hecha sobr.e las dos fracciones priE_ 

cipales obtenidas por CM-Sephadex, se encuentra que el pico I del cromat~ 

grama se resuelve en tres componentes, que corresponden a los tres que mi 

gran hacia el ánodo y el pico II, a su vez se resuelve en aquellos que mi 

gran hacia el cátodo. Puede verse por lo tanto similitud con los hallaz

gos en electroforesis alcalina en gel de poliacrilamida en lo que respec-

ta a la presencia de varios componentes con movilidad electrica diferente. 

Una cosa que nos revela la inmunoelectroforesis es la igualdad 

antigénica existente entre las diferentes fracciones, al obtener reacci6n 

cruzada entre las fracciones separadas (fig B). Esto nos h¿ce suponer que 

el jugo de !· pinguin .!!· parece estar formado por entidades enzim~ticas 

distintas (tal y como fu~ discutido.anteriormente) con ligeras variacio

nes en su molécula, suficientes para dar una movilidad electrofor~tica d..!_ 

ferente. Estas variaciones pudieran quedar expuestas hacia el interior de 

las moléculas de tal manera que los determinantes antig~nicos siempre fue 
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ran los mismos quedando estos en la superficie molecular dando lugar a la 

producción de un solo tipo de anticuerpo con el cual se obtendría la anti 

genicidad cruzada. 



CO~ICLUSIONES. 

1.- El elevado contenido de enzima encontrado en el jugo de.!!_. pinguin L. 

la hace una de las mejores fuentes de proteasas en la naturaleza (c~ 

municado aquí y referencia 8), 

2.- Los pH óptimos encontrados para la pinguinaína aislada de la variedad 

mexicana, son los mismos que los comunicados para la pinguinaína va-

riedad cubana. 

3.- La cromatografía de intercambio iónico en CM-Sephadex separa dos com 

ponentes activos con elevada actividad enzim~tica. 

4.- Por electroforesis en gel de poliacrilamida a pH 8.1 la fracción ob-

tenida por cromatografía de filtración en gel de Sephadex G75-120 se 

separa en cinco componentes claramente definidos. Dos correspondertan 

a la fracci5n II de CM-Sephadex y tres a la fracción I de CM-Sephadex. 

5.- La inmunoelectroforesis nos revela cruce inmunológico, lo que nos in-

dica identidad inmunológica parcial o total. 

6.- Finalmente el jugo completo de !· pinguin !!_. contiene un mínimo de 

dos fracciones con actividad'enzim!tica sobre prote!nas,uno ácido y 

ot:ro básico, con igualdad antig~nica pero movilidad electroforética 

diferente. 
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