PURIFICACION DE BROMELAINA Y HEMISFERICINA
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Introduccion. En la actualidad existen diferentes
metodologias de purificacién de proteasas en las que se
emplean numerosos pasos como la centrifugacion,
precipitacién selectiva (varias técnicas. pH, temperatura,
sales, polimeros y disolventes organicos) y la purificacion
empleando varios tipos de cromatografia, haciendo que el
proceso sealargo y hasta cierto punto costoso (2).

Es por ello que €l presente proyecto investiga la purificacion
de proteasas vegetales proponiendo las operaciones de
filtracion tangencia (1), como una metodologia con un
ndmero menor de pasos con respecto alas técnicas actuales,
con lafinalidad de conseguir altos valores de rendimiento y
niveles de purificacion comercial aceptables.

Metodologia. Se empleardn cartuchos de micro vy
ultrafiltracion de nivel laboratorio para caracterizar la
purificacién de bromelaina'y hemisfericina consistiendo en
la determinacion de variables como el pH, temperatura,
presiéon transmembranal y flujo de dimentacion. La
metodologia de purificacién consistira en una microfiltracion
y tres ultrafiltraciones con membranas de 100, 30 y 10 kD.
Se tomardn muestras del filtrado y retenido para los andlisis
de actividad enzimética y proteina, también se medirén los
flujos de aimentacion y del filtrado. Con los resultados de
los andlisis se determinaran la actividad especifica y e
rendimiento del proceso.

Resultados y Discusion. Primeramente se investigaron las
mejores condiciones de las operaciones de filtracion
tangencial donde se conservara la mayor actividad
enzimatica resultando la temperatura la variable mas
importante como se muestra en la figural. Una vez
encontradas estas condiciones (temperatura: 10 °C; pH: 6-7,
presién transmembrana: 20 psi; flujo de aimentacién: 110
I/h), se proceso el jugo de pifia aplicando la microfiltracién y
tres ultrafiltraciones para purificar bromelaina cuyos
resultados se muestran en el cuadrol.

Cuadro 1. Purificacion de bromelaina.

Actividad Rendimiento Rendimiento
Operacion especifica (%) (%)
(U/mg)
(permeado) (permeado) (retenido)
Extracto
enzimatico 0.406 ) -
Microfiltracion 0.882 915 73
Ultrafiltracion
100 kDa 0.548 63.8 6.1
Ultrafiltracién
30 kDa 0.609 55.2 5.2
Ultrafiltracién
10 kDa 0.936 30.3 6

Cuadro 2. Purificacion de hemisfericina.

Actividad Rendimiento Rendimiento
Operacién especifica (%) (%)
(U/mg)
(permeado) (permeado) (retenido)
Extracto 0.47
enzimatico - -
Microfiltracion 0.33 64 1
vivafitracion 1 0,80 63 8
UItrsaéllliglglon 1.14 61 8
UItrf(f)ll&g;:lon 1.01 54 6
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Figura 1. Microfiltracion del jugo de pifia.

Estas mismas operaciones fueron aplicadas para el
procesamiento del jugo de timbirichi, en € cuadro 2 se
presentan los resultados obtenidos para la purificacion de
hemisfericina.

Conclusiones. Se obtuvo bromelaina con una actividad
especifica de 0.936 Ul/mg (en literaturaa 0.2) y €
rendimiento del proceso fue de 30 %; mientras que la
hemisfericina se purificd hasta 1.01 Ul/mg (en literatura:
3.03) alcanzando €l proceso un rendimiento de 54 %.
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