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R E S U M E N 

Par media de la caracterizaci6n electraforética rea­

lizada en geles de paliacrilamida -SOS y teñidos pera: -­
prote!nas en general, protetnas con grupos sulfhidrilos y 

glucoprateínas, se demostr6 que en cada especie de frijol 

estudiada las proteínas extraídas son muy similares, exh~ 

bienda marcadas diferencias cuando se comparó una especie 
con las otras. 

Las proteínas nativas y desnaturalizadas mostraran -
alta resistencia a ser hidralizadas par las enzimas trip­
sina y pepsina, resultada de alta significancia nutricio­
nal, porque las proteínas más abundantes de las semillas­
estudiadas no podrán ser aprovechables. 

El estudio de las proteínas más abundantes en las 
semillas de frijol, que san las glabulinas de reser~a, 

arrojó información importante sobre algunas de sus carac• 

terísticas como es su solubilidad, peso molecular, etc. 

El método desarrollado para la purificación de las -
globulinas G1 y G2, permitirá realizar con estas una gran 
cantidad de estudios tales corno: Determinar la contribu-­
ción de estas en las propiedades de la semilla, determi-­

nar su participación en la germinación, utilizarlas camo­
marcadores taxonómicos, etc. 
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1.0 INTRODUCCIDN. 

La alimentaci6n se encuentra entre los principales­

problemas que en la actualidad aquejan a la poblac16n de -
bastas áreas del mundo. Las condiciones existentes son muy 

diferentes entre las regiones del mundo, por una parte; en 

los países altamente industrializados o desarrollados, don 
de vive apenas una tercera parte de la poblaci6n mundial,­

se produce alimentos en gran cantidad, hasta para exportar, 

y por otra parte, en los países en desarrollo que cuentan­

con más de las dos terceras partes de la poblaci6n y de -­
tierra, nos encontramos con una crítica deficiencia en la­

producción de alimentos. 

En la actualidad aproximadamente el 29% de la pro-­

teína que se consume en el mundo es de origen animal, el -

resto es principalmente de origen vegetal (1). Hecho que -

resalta la importancia de las proteínas de origen vegetal­

en la alimentaci6n humana mundial. 

En loa países en desarrollo, los granos de legumino 
sa son la principal fuente de proteínas y para la mayoría­

de estos países, un aumento en la producci6n y consumo de­
leguminosas representa una soluci6n parcial pero rápida al 
creciente problema alimentario. 

Las leguminosas han sido uno de '1os primeros culti­

vos comestibles practicados por el hombre. En América del­

Norte, Central y del Sur; el frijol ha sido una de las le­

guminosas que se ha cultivado desde tiempos remotos, y el­

grsn número de nombres que le dan loe indios americanos, -
y la gran cantidad de variedades cultivadas, son una prue­

be de su sntiguedad (2). 
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El estado de Durango es el segundo productor de fr! 

jol a nivel nacional, se siembra anualmente un promedio -

de 305.728 hectáreas de las cuales el 94% son de temporal. 

Con una producción de 155,590 toneladas y un rendimiento­

de 485 Kg/hectárea en tierras de temporal y de 1,000 Kg/­

hectárea en tierras de riego (3). Situación que obliga a­

la constante búsqueda de variedades mejoradas, que mejor­

adaptadas a las condiciones semidesérticas de la región,­

proporcionen una mayor producción. 

El propósito de este trabajo es estudiar las protei 

nas más abundantes en algunas semillas mejoradas de fri-­

jol, para apoyar los estudios agronómicos sobre estas nu.!:. 

vas variedades y contribuir en el conocimiento del alimen 

to de mayor consumo en México. 
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2.0 ANTECEDENTES BIBLIDGRAFICDS 

Las proteínas presentes en semillas de Leguminosas­

son de dos tipos: 

a) Prot~ínas metab6licas: Dentro de éstas se agrupan 

las proteínas est~ucturales y las enzimas. 

b) Proteínas de reserva: Estas se enpuentran locali 

zadas en los cuerpos proteicos, que también han­

sido llamados granos de aleurona. Estas proteí-­

nas son sintetizadas durante el desarrollo de la 

semilla (4). Las principales proteínas de reser­

va de las leguminosas son del tipo de las globu­

linas porque requieren para su solubilización de 

la presencia de sales. 

Una semilla madura y seca de frijol de aproximada-­

mente 450 mg. de peso, contiene de un 20% a un 30% de su­

peso (90-145 mg) de proteínas y el 50 a 75% del total de­

sus proteínas está dado por las de reserva (5). Par su re 

lativa abundancia las proteínas de reserva so~ considera­

das coma las proteínas de mayor importancia fisiológica y 

nutricional. 

Se ha demostrado que las proteínas de reserva están 

restringidas a las semillas, Miller (6), examinó inmuna-­

electroforéticamente las proteínas extraídas de diferentes 

órganos de .la planta Pisum sativum y solamente las detec­

tó en las extractas de las siguientes partes de la semi-­

lla: cotiledones, epicótilo, hipoc6tilo más radícula. 

Osborne (7) estudió las proteínas de reserva de ---
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Vicia ~ y Phaseolus sativum Encontrando dos globulinas -

de mayar importancia, las cuales llam6 "legumina" con un­

coeficiente de sedimen~aci6n de 115 y "vicilina" con un -

coeficiente de sedimentaci6n de 7S. Danielson (8) caract~ 

riz6 dos globulinas de semillas de Phaseolus sativum y -­

sus resultados fueran similares a los de Osborne. 

Ericson y Chrispeels (9) aislaron y purificaron dos 

proteínas de reserva de Phaseolus aureus con coeficientes 

de sedimentaci6n de SS y 11.35 respectivamente. La protei 

na 11.35 mostr6 tres subunidades con pesos moleculares de 

50,000, 44,000 y 16,500 daltones respectivamente, conte-­

niendo cerca del 1% de glucosamina. La proteína BS, la -­

cual no contenía cisteína, con cuatro subunidades con pe­

sos moleculares de 63,500, 60,000, 29,500 y 24,000 dalto­

nes, conteniendo 0.2% de glucosamina y 1% de manase. Esta 

proteína BS corresponde a la glucoproteína II descrita -­

por Pusztai y Watt (10) que constituye el 35% del total -

de proteína de la semilla de Phaseolus vulgaris ·y esta -­

compuesta por cuatro subunidades. 

Hill y Brendinbach (11) caracterizaron Las proteínas 

de reserva de semillas de frijol de soya, obteniendo tres 

distintas fracciones cuyos coeficientes de sedimentaci6n­

fueron 2.25, 7.55 y 11.BS respectivamente. 

Blagrove y Gillespie (12) encontraron que las pro-­

teínas de reserva de Lupinus angustifolius eran dos glob.!:!_ 

linas y las llamaron conglutina alfa y conglutina beta, -

correspondiendo a las proteínas 115 y 7-BS descritas par­
las anteriores trabajos. 

Sun y colaboradores (13) estudiaron la acumulación-
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de las proteínas de reserva durante el desarrollo de las­

semillas de frijol, variedad Tendergreen de Phaseolus ~­
garis,L y las detectaran hasta los catorce días después -
de floraci6n, manteniendose su patr6n polipeptldico hasta 
l~ completa maduraci6n que fue a los treinta y siete días, 
observando un incrementa de 3.3 mg de proteína/día. 

La caracterizaci6n de las proteínas de semillas de­

frijol es un requerimiento fundamental para los estudios­

básicos y aplicados de las semillas, Sin~mbargo, se han -
encontradÓ considerables dificultades en la obtenci6n de­
muestras puras de los principales componentes proteicos.­

La extracción de las glabulinas en un medio salino, acid..!. 

ficado por ácido asc6rbico parece ser el más apropiado P,!!. 
ra semillas de Phaseolus vulgaris, según Sun y Hall (14), 
quienes compararon cinco m~todos de extracci6n, todos con 

medios salinos pero con diferentes valores de pH. Estos -
autores informan que el medio de extracci6n que les di6 -

mejores resultados fue con NaCl Dr5 M y ácido asc6rbico -
D.25M. 

La purificaci6n de las proteínas de reserva es el -
paso limitante para su caracterizaci6n v merece toda la -
atención porque con ellas se puede realizar una gran can­
tidad de estudios, tales como: 

1.- Determinar su contenido de proteínas, aminoácidos esen 

cialea, azúcares, fibra, digestibilidad, etc., y aeñ,!!. 
lar la contribuci6n de estas en laa propiedades .de la 
semilla íntegra. 

2.- Estudiar su participaci6n en la germinación de la se­
milla~ 
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3.- Estudiar el efecto de distintas condiciones de almace 

namiento sobre su composición, estructura, y subse--­

cuentemente sobre la germinación. 

4.- Establecer la relación de estas globulinas con algunos 

factores antifisiológicos, como: inhibidores de enzi­

mas, hemoaglutininas, flatulencia, etc. 

5.- Utilizarlas como rnarcadores en estudios taxonómicos. 

6.- Ser un excelente sistema para el estudio de la sínte­

sis de proteínas, porque además de producirse pocas 

especies moleculares y con períodos bien definidos, -

la síntesis es muy activa. 
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3.0 OBJETIVOS 

3.1 El objetivo final o general de este traba­

jo es aislar las principales proteínas de algunas semi--­

llas mejoradas del género Phaseolus v caracterizarlas de~ 

de un punto de vista bioquímico. Aportando algunos resul­

tados que permitan conjuntamente con los estudios agronó­

micos, realizar una evaluación multidisciplinaria de ma-­

yor fuerza y confianza que permita recomendar el cultivo­

de variedades que presenten mayores ventajas para quien -

la siembra y sobre todo para quien la consume. 

3.2 Objetivos operacionales. 

3.2.1. Extraer las principales proteínas de 

cada una de las variedades en estudio. Utilizando las téc 

nicas que se describen en la sección de material y méto-­

dos. 

3.2.2. Analizar la pureza de las proteinas­

aisladas, por medio de la electroforesis analítica. 

3.2.3. Estimar por electroforesis el peso -

molecular de las principales proteínas aisladas utilizan­

do como referencia proteínas de peso molecular conocido. 

3.2.4. Cuantificar las proteínas aisladas -

por análisis densitométrico y por métodos químicos. 

3.2.5. Estudiar in vitre la digestividad de 
estas proteínas. 
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4.0 MATERIAL V METDDDS. 

4.1 Las variedades estudiadas en el presente 

trabajo fueran proporcionadas por el Campo Agrícola Expe­

rimental Valle del Guadiana del INIA y son las siguientes: 

Phaseolus vulgaris L. 

Flor de Mavo (testigo) 

Bayo Baranda 

Baya Rata 

Baya Los Llanos 

Bayo Durango 

Bayo Madero 

Baya Criollo Las Llanos 

Ojo de Cabra San Juan del 

Pinto Nacional 

Río Grande 

Phaseolus 
coccineus 

# 276 

# 264 

# 265 

# 249 

# 222 

# 209 

# 208 

Río # 203 

# 60 

# 27 

Phaseolus 
acutifolius 

Tecuzi 29 

tecuzi 72 

Tecuzi 1-74 

Raramuri 26 

Raramuri 27 

Cuencamé 

P.I. 239056 

P.I. 231638 

P.I. 321638 

P.I. 319551 

En las figuras 1 a 6 se muestran las principales --
características de estas semillas. 

Reactivos: 

n-Hexano (merck, 4367) 

Cloruro de Sodio (Merck, 206404). 

Azida de Sodio (Fisher Scientific Company, S-227 78263) 

Acido Ascórbica (Merck, 127). 

Fenil rnetil sulfonil fluoruro (Sigma, P-7626) 

Dimetil SulfÓxido (Sigma, D-5879) 

Carbonato de Sodio ( Merck, 206392), 

Hidróxido de Sodio y Potasio tetrahidratado (Baker & Adam­

son 2285). 

Sulfato de Cobre (Ma~lindkrodt, 4844). 
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Reactivo fenólico de Folin-Ciocalteu (Sigma, F-9252) 

Albúmina sérica de bovino (Sigma, A-4503). 

Acrilamida tBio-Rad, 161-0101) 

Bis-acrilamida (Bio-Rad, 161-0201) 

Trizma base (Sigma, T-1503). 

Acido clorhídrico, 37% pureza y 1.19 g/ml (Merck, 317). 

Persulfato de amonio (Bio-Rad, 161-0700). 

TEMED (Bio-Rad, 161-0800) 

Dodecil Sulfato de sodio, SOS (Bio-Rad, 161-0301). 

Glicerol (merck, 4094) 

2-mercaptoetanol (Bio-Rad, 161-0710). 

Azul de bromofenol (Bio-Rad, 161-0404) 

Glicina (Sigma, G-7126). 

Azul brillante de Coomassie R-250 (Bio-Rad, 161-0400) 

Acido tricloroacético (Sigma, T-4885), 

Acido acético glacial (Merck, 62). 

Acido peryádico (Sigma, P-7875). 

Metabisulfito de potasio (Merck, 202027). 

Azul alciano (Bio-Rad 101-0401) 

Metanol (Baker, 9070). 

2-2'-dihidroxi-6,6'-dinaftil disulfuro, DDD,(Si§ma, D-8003). 

Fast black K salt (Sigma, F-7553) 

Etilendiaminotetracetico sal disódica, EDTA (Mallindcrodt, 

4391). 

Mioglobina, 17,200 daltones (Sigma, M-0630). 

Inhibidor de Tripsina, 21,000 daltones (Sigma, T-9003). 

DNAasa I, 34,000 daltones (Sigma, DN-CS, D-1001) 

Albúmina de Huevo, 45,000 daltones (Sigma, A-7642). 

Acido perclárico, 70-72% pureza (Baker, 9652) 

Pepsina (Difco), 0151-15) 

Tripsina (Sigma, T-8003). 

Hemoglobina (Difco, 0136-02). 

Urea (Merck, 8487). 
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Flor de Hoyo Bayo Ba ronda 

Bayo Rato 

llnvn t O!i Llanos L..J 
c:m 

Oayo Durnngn 

Fig. 1. Semillas de frijol, de la especie Phaseolus 

vulgaris L. 
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Criollo el Llano 

Pinto Uacional Ria Grande 

Fig. 2. Semillas de frijol, de la especie Phaaeolua 
.vulgaris L. 
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fl 249 

Fig. 3. Semillas de frijol de la especie Phaseolus 
coccineus. 
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11 20!J 

11 60 

Fig. 4. Semillas de frijol de le especie Phaaeolus 
coccineus. 
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Ter:utl 29 

Rnramuri 2& 

Tecuzi 72 

'•' 
'1 ~~ 

~ 
~ o 

Ro ramuri 27 

Fig. 5. Semillas de frijol de la especie Phaseolus 

acutifalius. 
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Fig. 6. Semillas de frijol de la especie Phasealus 

acutifaliua. 

.. 
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Acido bórico (Me rck, 165). 

Cloruro de calcio (Merck, 2382). 

Dextrana azul, P.M. 2,000,000 (Sigma, D-5751), 

Ultrogel AcA 34, 20,000-350,000 (LKB 2204-340) 

4.3. Extracciones de Lípidos y Proteínas. 

Soluciones: 

1.- NaCl 0.5M conteniendo NaN 3 0.02%.- Se disuelven 29.25 

g de NaCl, 0.2 g de NaN 3 en agua desmineralizada y se 

llevan a 1000 ml. 

2.- Fenil metil sulfonil fluaruro 100 mM.- Se pesan 

0.0174 g de fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF) y se 

disuelven en 1.0 ml de dimetil sulf6xida. 

3.- Solución de NaCl 0.5M, NaN3 0.02% y PMSF 0.1 mM.- Se­

pesan 14.61 g de NaCl, 0.1 g de NaN 3 , se disuelven en 

agua desmineralizada y se les adiciona con agitaci6n-

0 .5 ml· de PMSF 100 mM. Se llevan a un volGmen final -

de 500 ml con agua desmineralizada. 

4.- NaCl 0.5M conteniendo ácido asc6rbico 0.25M y NaN3 --

0.02%.- se disuelven 29.25 g de NaCl, 44.03 g de áci­

do ascórbico, 0.2 g de NaN 3 con agua desmineralizada­

y se llevan a 1000 ml. 

5.- NaCl 0.06M conteniendo ácido ascórbico 0.25M y NaN 3 -

0.02%.- Se disuelven 3.5 g de NaCl, 44.03 g de ácido­

asc6rbico y 0.2 g de NaN 3 con agua desmineralizada y­
y se llevan a 1000 ml. 

4.3.1. Extracción de Lípidos. 

1.- Las semillas se muelen en una licuadora comercial has 

ta obtener un polvo fino. Se tamiza en una malla # 25 y -
lo que no pasa se vuelve a moler y se tamiza de nuevo. 
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2.- Pesar 10 g de polvo en un matraz erlenmeyer de 50 ml. 

se agregan 20 ml de n-hexana Fria y se agita durante 30 -

minutos a 4°c. 

3.- Dejar que se sedimente la harina, se decanta el n-he­

xano que contiene las lípido6 extraídos. 

4.- Adicionar el sedimento anterior, 20 ml de n-hexano -­

frío, agitar durante 30 minutos a 4°C; dejar sedimentar y 

decantar el n-hexano. 

5.- Repetir una vez más el paso anterior. 

6.- Eliminar el n-hexano por medio de un ventilador o una 

campana de extracci6n hasta que no se perciba su olor. 

7.- La harina libre de lípiaos se guarda en pequeftos fras­

cos perfectamente etiquetados, en un desecador a vacío -­

hasta su utilizaci6n. 

Este procedimiento se realiza con cada una de las­

variedades en estudio. 

4.3.2. Extracción de proteínas en pre-­

sencia de un Inhibidor de Protea-

sas. 

1.- Se pesan 3.0 g de polvo de frijol libre de lípidos en 

un matraz erlenmeyer de 50 ml y se agregan 30 ml del me-­

dio de extracci6n que contiene NaCl 0.5M, NaN 3 0.02% y 

PMSF 0.1 mM. 

2.- En otro matraz erlenmeyer de 50 ml, se pesan 3.0 g de 

polvo de frijol libre de lípidos y se agregan 30 ml de so­

lución de NaCl 0.5M y NaN 3 0.02%. 

3.- Estas mezclas se agitan durante 3 horas a 4°c. 

4.- Posteriormente se centrifugan en una Centrífuga Sor--



vall RC-58, rotor 5534 a 10,000 x G (9,000 rpm) durante -

30 minutos v a 4°c. 
5.- A ambas sobrenadantes se les determina su contenido -
de proteínas y se les hace su análisis electrofarético. -

El sedimenta se descarta. 

4.3.3 Extracción de Proteínas. 

1.- En un matraz erlenmeyer de 50 ml se pesan 3 g de pol­

vo libre de lípidos y se agregan 30 ml de solución de 
NaCl 0.5M conteniendo NaN 3 0.02%. 

2.- La extracción se realiza poniendo la anterior mezcla­
en agitaci6n ~onstante con ayuda de una barra magnética -

durante 3 horas a 4°c. 

3.- La mezcla se centrifuga en una Centrífuga 5orvall RC-

58, rotor 5834 a 10,000 X G (9,000 rpm), durante 30 minu­
tos y a 4°c. 

4.- El sobrenadante se retira. v se guarda a -2oªc en un -
congelador revea hasta su utilización y se le llama Ex--­
tracto Salino Total (EST). 

5.- El sedimenta se somete a otra proceso de extracción -
como en el paso 1. 

4.3.4 Extracción de la Globulina 1 (G1) 

1.- En un matraz erlenmeyer de 50 ml poner 3 g de polvo -
libre de lípidos, adicionarle 30 ml de solución de NaCl -

0.5M conteniendo ácido ascárbica 0.25M y NaN 3 0.02%; la -

proteína se extrae agitando constantemente la mezcla du-­
rante 3 h~ras v a 4°c. 

2.- Centrifugar a 10,000 x G durante 30 minutos v a 4°c. 
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Semillas 

1 
Moler v Tamizar 

1 , , 
Extraccion de 11pidos 
hexano 1:2 p/v, con -
agitación, 6º min, 3-
veces v a 4 C. Evapo­
rar el hexano. 

ExtracJión de proteínas 
NaCl 0.5M-Ac.Ascórbico-
0.25M, NaN 3 0.02%, 1 :~O 
p/v, agi~ación por 3 ha 
ras' a r e. -

Centrifugar a 10,000 xG, 
por 30 min. a 4ªc. 

1 

1 . 
Soorenadante 

1 , 
Precipitacion de G1 
diluir con agua 1:6 v/v 

1 
Centrifugar a 10,000 xG 
por 30 min. a 4°C. 

1 
- 1 

Sobrenadante 
1 

Sedimenta 

Resuspénder en 
NaCl 0.5M 

Fig. 7. Purificación de Globulina 1 (G1). 

1 
Sedimenta 
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3.- El sobrenadante se retira v se le agregan cinco volu­

menes de agua desmineralizada, la cual se agrega poco a -

poco v con agitación. El sedimento se descarta. 

4.- El sobrenadante diluído se centrifuga a 10,000 x G du­

rante 30 minutos y a 4°c. 

5.- El sobrenadante se retira, v e~ precipitado se resus­

pende en el volúmen deseado de solución de NaCl D.5M con­

NaN3 0.02% (sin ácido ascórbica). El precipitado contiene 

la proteína G1. Esta fracción se somete a concentración -

en una Cámara Amican can una membrana PM-30, se le deter­

mina su contenida de proteínas, se le hace su análisis -­

electraforético, se puede aún purificar más pasándola en­

una columna empacada can Ultrogel AcA-34, la globulina G1 

se almacena a -2oºc. 

El esquema de la purificación se ilustra en la fi-­

gura No. 7. 

4.3.5. Extracción de la Globulina 2 (G2). 

1.- En un matraz erlenmeyer de 50 ml pesar 3 g de polvo -

libre de lipidas, agregar 30 ml de solución de NaCl 0.06M 

con ácido ascórbica 0.25M y NaN 3 0.02%; la mezcla se agi­

ta constantemente durante 3 horas a 4°c. 

2.- Centrifugar a 10,000 x G (9,000 rpm) durante 30 minu­

tos v a 4°C. 

3.- El sobrenadante se retira v ae diluye agregándole cin­

co volumenes de agua desmineralizada, adicionándole poco­

ª poca y can agitación. El sedimenta se descarta. 

4.- El sobrenadante diluícta se centrifuga a 10,000 x G -­

(~,000 rprn) durante 30 minutos y a 4°c. 
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Semillas 

1 
Moler y Tamizar 

1 
Extracción de lípidos 
hexano, 1:2 p/v con -
agitación, 30 min, 3-
veces y a 4°c. Evaporar 
el hexano. 

Extraccl6n de proteínas 
NaCl 0.06M-Ac. asc6rbico 
0.25M, NaN 3 0.02%, 1:10 
p/v, agi5ación por 3 ho 
ras, a 4 C. 

1 
Centrifugar a 10,DOOxG 
por 30 min. a 4°c. 

1 
1 Sobrenadante 

Solubilizlción de G2 
diluir con agua 1:6 v/v 

1 Centrifugar a 19,oooxG 
por 30 min. a 4 C. 

1 r 
Sobrenadante 
Concentrar al 
volúmen deseado 

1 Sedimento 

Fig. B. Purificación de Globulina 2 (G2). 
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5.- El sobrenadante se retira. Esta fracción contiene la­

proteína G2. ~a cual se concentra en una cámara Amicon -­

con una membrana PM-30, se le determina su concentración­

de proteínas, se le hace su análisis electroforético y si 

se quiere una purificación mayor se puede pa~ar por una -

columna empacada con Ultrogel AcA-34, se almacena la glo­

bulina a -2oºc. 

6.- El sedimento que contiene la poca G1 que se haya so-­

lubilizado, se descarta. 

En la Fig. No. 8 se muestra en forma esquemática -

la anterior purificación. 

4.4. Determinación de Proteínas. 

Soluciones: 

1.- Solución "A".- Se disuelven 20 g de Na 2co3 , 4 g de -­

NaOH y 0.2 g de tartrato de sodio v potasio en agua -

desmineralizada y se lleva a 1000 ml. (El agua que se 

utiliza debe estar recientemente hervida por 30 min.) 

2.- Solución "B".- Se pesa 1 g de cuso4 • 5H 2o, se disuel­

ve y se lleva a 200 ml con agua desmineralizada. 

3.- Solución "C".- Esta solución se prepara inmediatamen­

te antes de usarse y se hace agregando 1 ml de la so­

lución "8" a 50 ml de la solución "A". 

4.- Dilución del reactivo fenólico de Folin-Ciocalteu. 

Se hace una dilución 1:2 (v/v) del reactivo concentra­

do de Folin-Ciocalteu con agua desmineralizada; se -­

prepara antes de usarse. 

5,- Solución salina al D.85% (p/v).- Se pesan B.5 g de --
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~aCl v se llevan a 100 ml con agua desmineralizada. 

6.- Solución concentrada de albúmina sérica de bovino (BSA) 

(400 ug/ml).- Se pesan 10 mg de albúmina, se disuel-­

ven y se llevana 25 ml con solución salina 0.85%. Es­

ta solución se fracciona poniendo en tubos alicuotas­

de 1.25 ml. Se guardan en el congelador. 

?.- Solución tipa de albúmina (50 ug/ml).- Se ponen 1.25-

ml de la solución concentrada de albúmina en un ma-­

traz volumétrico de 10 ml y se completa su volúmen can 

solución salina 0.85%. 

8.- Se realizan las diluciones convenientes para cada una 

de las muestras problema de manera que estas tengan -

una concentración que caiga en el rengo de la curva -

estandar. 

Técnica. 

En tubos de vidrio de 15x150 mm, se colocan de la­

soluci6n tipa de albúmina, cantidades crecientes ca.o, --
0.2, 0.4, 0.6, O.B v 1 ml) y 0.1 ml de la muestra proble­

ma diluida adecuadamente, completándose el volúmen a cada 

tu~o a 1 ml con solución salina al 0.85%. 

Se agregan 5 ml de la solución "C" recién prepara­

da, se agita y se deja reaccionar durante 10 minutas. Al­

eaba de este tiempo se agregan rápidamente 0.5 ml de la -

dilución del reactiva fenólica de Folin-Ciacalteu; el tubo 

se tapa con papel parafilm y se agite vigorosamente en un 

vortex. 

Se leen a los 45 minutos de haberse agregado el re-

.J 
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dCtivo "C", en el espectrofot6metro ZEIZZ PMQ III a 660 nm 

contra agua. 

Los resultados obtenidos con la curva estandar fue­

ron tratados con el programa de mínimos cuadrados en una -

calculadora Texas TI-59, para obtener la recta de regresi6nM 

La concentraci6n de cada una de las muestras problema, se­

calcul6 aprovechando la curva de regresión y multiplicán-­

dola por el factor de dilución. Con dicho programa se obtu 

vo el coeficiente de correlación y siempre fue cercano a -

la unidad. Los resultados de una determinación se ilustran 

en la gráfica No. 9. 



o 
ü 
e • .CI ... 
o .. 
.CI 
et 

0.15 

0.1 

0.05 

10 

25 

20 30 40 50 

Prote{no < uo /mQ.) 

Gráfica 1. Curva estandar de una determinaci6n de protei 
nas por el método de Dvama v Eagle; x valorea experime~ 
tales v o valores corregidas. 
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4.5. Electroforesis Analítica. 

Le electroforesis analítica en rebanadas o slebs -
de paliacrilamida·se hace de acuerdo a Laemmli (16), can­

ligeras modificaciones. El gel separador a una concentra­
ción del 10.8% de acrilemida (11.08% T y 2.5% C) y el gel 

concentrador al 5% (5.0% T y 2.5 C), fueron preparados a­

partir de la solución cort~entrada de acrilamida al 30% --
' bis-acrilamida al 0.8%. Normalmente, todas las separacio-

nes se realizaran con este sistema a menos que se indique 

otra cosa. 

Los geles fueran polimerizados químicamente par la 
adición de persulfato de amonio'~ 0.5% y temed al 0.5%. 

Soluciones: 

1.- Solución concentrada de acrilamida al 30% (p/v)-bis-­

acrilamida al 0.8% (P/v).- Pesar 30 g de acrilamida,­

disalverlos en aproximadamente 20 ml de agua desmine­
ralizada. 

Pesar 0.8 g de bis-acrilamida, disolverlos en aproxi­

madamente 50 ml de egua desmineralizada y mezclarla -
con la solución de acrilamida. Aforar a 100 ml. Fil-­

trar. Esta solución se guarda en el refrigerador. 

2.- Solución de dodecil sulfato de sodio (SOS) al 10% 

(p/v).- Pesar 10 g de SOS y disolverlos en agua des-­
mineralizada. Aforar a 100 ml. 

3.~ Solución de Tris-HCl 2.0M pH 8.8 (p/v).- Se pesan 

121.1 g de trizma-base, disolverlos en agua aesmine-­
ralizada. Ajustar el pH a 8.8 con HCl y llevar a 500-

ml con agua deemineralizada. Guardar en el refrigera­
dor. 
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4.- Solución de Tris-HCl 1.0M pH6.8 (p/v).- Se pesan 

60.55 g de trizma-base, disolverlos en agua desmine-­

ralizada. Ajustar el pH a 6.B con HCl y llevar a 500-

ml con agua desmineralizada. Guardar en el refrigera­

dor. 

5.- Solución de persulfato de amonio el 0.5% (p/v).- Pe-­

sar 0.05 g de persulfato de amonio, disolverlos en -­

ague desmineralizade y aforar a 10 ml. Se prepara an­

tes de usarse. 

6.- Solución de temed al 0.5% (v/v).- Tomar 0.1 ml de 

temed y llevarlos a 20 ml con agua desmineralizada.­

Se prepara antes oe usarse. 

7.- Solución de azul de bromofenol 0.5% (p/v).- Pesar 0.5 

g de azul de bromofenol, disolverlos en agua deamine­

ralizada y se afora a 100 ml. 

8.- Solución digestora. Se prepara antes de usarse~ 

Tris-HCl 1.0 M pH 6.8 2.50 ml 
sos 10% 4.00 ml 
Glicerol 2.00 ml 
2-mercaptoetanol 1.00 ml 
Azul de bromorenol 0.10 ml 
Agua desmineralizada 10.40 ml 

20.00 ml 

9.- Solución "concentrada" tris 74 mM O glicina 767 mM.­

Pesar 57.6 g de glicina y 9.0 g de trizma-base, se -

disuelven en agua desmineralizada y se afora a 1000-

ml. 

10.- Amortiguador de "corrimiento" tris 018.5 mM - glicina 

./ 
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191 mM - SOS al 0.1%, pH 8.3.- A 500 ml de la solu--­

ci6n concentrada de tria-glicina, se agregan 20 ml de 
SOS al 10%, se le ajusta el pH a 8.3. Aforar s 2000 ml 

con agua desmineralizada. Se prepara antes de usarse. 

11.- Acido tricloroacético al 50% (p/v).- Pesar 250 g de -
ácido tricloroacético v disolverlos en agua desmine-­

ralizada, llevar a un volúmen final de 50 ml. 

12.- Colorante azul brillante de Coomasaie R-250 al 0.1% -

en ácido ~ricloroacético al 50%.- Pesar 0.5 g de ca-­

lorante v disolverlos en 500 ml de ácido tricloroacé­
tico al 50%. Filtrar. 

13.- Acido acético al 7% (v/v).- Se toman 70 ml de ácido-­

acético glacial y se llevan a 1000.ni con agua desti-­
lada. 

14.- Acido triclaroacético al 12.5% (p/v).- Se pesan 62.5-

g de ácido tricloraacético, se disuelven en ~gua des­
mineralizada v se llevan a 500 ml. 

15.- Acido acético al 3% (v/v).- Se toman 30 m~ de ácido -
acético glacial y se llevan a 1000 ml con agua desti­
lada. 

16.- Solución de ácido pery6dica, al 1% (p/v) en ácido 

acético al 3%.- Se pesan 5 g de ácido pery6dico, se -
disµelven en ácido acético al 3% y se llevan a 500 ml. 

17.- Solución de metabisulfito de potasio al 0.5% (p/v).-­

Se pesan 2.5 g de metabisulfito de potasio, se disuel­

ven en agua desmineralizada v se llevan a 500 ml. 

18.- Colorante azul Aloiano al D.5% (p/v) en ácido acética 

al 3%.- Se pesan 2.5 g de azul alciano, se disuelven-
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en ácido acético al 3% y se llevan a 500ml. Filtrar. 

19.- Soluci6n Tris-HCl 0.1M pH 8.8 (p/v).- Se pesan 6.55-

g de trizma-base, se disuelven en 450 ml de agua des­

mineralizada. Se ajusta a pH 8.8 con HCl y se afora­

ª 500 ml con agua desmineralizada. 

20.- Soluci6n Tris-HCl 0.1 M pH 6.8 (p/v).- Se pesan 6.55 

g de trizma-base, se disuelven en 450 ml de agua des­

mineralizada, Se ajusta a pH 6.6 con HCl y se afora­

s 500 ml con agua desmineralizada. 

21.- Mezcla metanol-ácido acético ?% (5:7).- Se mezclan -

400 ml de m etanol y 560 ml de ácido acético al 7%. 

22.- Mezcla metanol-agua, (5:7).- Se mezclan 200 ml de me­

tanol y 280 ml de agua desmineralizada. 

23.- Mezcla metanol-tris-HCl 0.1 M pH 8.8-dimetil sulf6xi­

do, (5:5.8:1.2).- Se mezclan 200 ml de metano!, 232-

ml de tris-HCl 0.1 M pH 8.8 y 48 ml de dimetil sul­

fóxido. 

24.- Mezcla de metanol-tris-HCl 0.1 M pH 8.8-dlmetil sul­

f6xido, (5:0.8:1.2)-DDD al 0.02%.- Se toman 100 ml~­

de metanol y 24 ml de dimetil sulf6xido y se mezclan 

en esta se disuelven 0.48 g de DDD. Cuando se ha di­

suelto totalmente el DDD, se agregan 116 ml de tris­

HCl 0.1 M pH 8.8. 

25.- Mezcla metanol-agua-dimetil sulf6xido, (5:5,8:1,2).­

Se mezclan 200 ml de metano! con 232 ml de agua des­

mineralizada y 48 ml de dimetil sulfóxido. 

26.- Mezcla metanol-agua pH 4.0, (3:?).- Se mezclan 150 -
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ml de metanol v 350 ml de agua desmineralizada, se -
ajusta a pH 4.0 con una soluci6n de HCl 0.1 N. 

27.- Mezcla metanol-tris-HCl 0.1 M pH 7.0-dimetil sulf6xi­
do, (2:17:1).- Se mezclan 40 ml de metanol con 340 ml 

de tris-HCl pH 7.0 v 20 ml de dimetil sulf6xioo. 

28.- Mezcla metanol-tris-HCl 0.1 M pH 8.D-dimetil sulf6xi­
do, (2:17:1)-fast black K al D.1%.- Se mezclan 40 ml 

de metanol con 340 ml de tris-HCl 0.1 M pH 7.0 v 20-

ml de dimetil sulf6xido. Se agregan 0.4 g de fast -­
black K con agitación constante. Filtrar. 

Técnica. 

1.- El ensamble de la cámara se lleva a cabo de acuerdo a 
las instrucciones del fabricante. 

2.- Se coloca la unidad sobre la mesa de nivelaci6n v con 
el nivel de burbuja se nivela la unidad. 

3.- Preparaci6n de Geles. 

a) Gel separador al 10.8% (para 2 slabs). 

Agua desmineralizada 14.55 ml 
Tria-HCl 2.D M pH a.a 11.25 ml 
sos 10% 0.60 ml 
Soluci6n concentrada de acri-
lamida bis 21.60 ml 
Vacío por 5 minutos 
Persulfato de amonio 0.5% 6.00 ml 
Temed 0.5% 6.00 ml. 

60.00 ml 
b) Gel concentrador al 5% (para 2 slabs) 
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ml de metanol y 350 ml de agua desmineralizada, se -

ajusta a pH 4.0 con una solución de HCl 0.1 N. 

27.- Mezcla metanol-tris-HCl 0.1 M pH 7.0-dimetil sulf6xi­

do, (2:17:1).- Se mezclan 40 ml de metanol con 340 ml 

de tris-HCl pH 7.0 v 20 ml de dimetil sulf6xiao. 

28.- Mezcla rnetanol-tris-HCl 0.1 M pH 8.0-dimetil sulf6xi­

do, (2:17:1)-fast black K al 0.1%.- Se mezclan 40 ml 

de metanol con 340 ml de tris-HCl 0.1 M pH 7.0 y 20-

ml de dimetil sulfáxido. Se agregan 0.4 g de fast -­

black K con agitación constante. Filtrar. 

Técnica. 

1.- El ensamble de la cAmara se lleva a cabo de acuerda a 

las instrucciones del fabricante. 

2.- Se coloca la unidad sobre la mesa de nivelac!6n y con 

el nivel de burbuja se nivela la unidad. 

3.- Preparación de Geles. 

a) Gel separador al 10.8% (para 2 slabs). 

Agua desmineralizada 

Tris-HCl 2.0 M pH 8.8 

sos 10% 

Soluci6n concentrada de acri­

lamida bis 

Vací~ por 5 minutos 

Persulfata de amonio 0.5% 

Temed 0.5% 

b) Gel concentrador al 5% (para 2 slabs) 

14.55 ml 

11.25 ml 

0,60 ml 

21.60 ml 

6.00 ml 

6.00 ml. 

60.00 ml 
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Solución concentrada de acrila­

mida-bis 

Tris-HCl 1.0 M pH 5.8 

SDS 10% 

Agua desmineralizada 

Vacío por 3 minutos 

Persulfato de amonio 0.5% 

Temed 0.5% 

4.~ La solución del gel separador es agregada 

3.30 ml 

2.50 ml 

0.20 ml 

10.00 ml 

2.00 ml 

2.00 ml 

20.00 ml 

lentamente-

en la placa formadora de gel cuidando de excluir las bur­

bujas de aire. Se agrega tal cantidad (aproximadamente 17 

ml) que esta llegue a una distancia de 3 cm del borde su­

perior de las placas de vidrio. 

5.- La superficie del gel separador puede ser formado ya­

sea por los peines formadores o estratificando cuidadosa­

mente agua desmineralizada, antes de la polimerización -­

del gel. 

5.- Se deja polimerizar por lo menos durante 2 horas el -

gel separador, se quita el peine formador o el agua invir­

tiendo la unidad. Se enjuaga dos veces la superficie del­

gel con agua desmineralizada y se seca con papel filtro -

para quitar el sobrante de gel que no haya polimerizado~ 

7.- Se insertan entre las placas de vidrio los peines for­

madores de pozos y se coloca ls unidad en la mesa de nive­

lación. Se añade lentamente el gel concentrador por uno -

de los extremos del peine, si hay formación de burbujas -

se sacan los peines y se vuelven a insertar. 

8.- Se dejan polimerizar, por lo menos durante 2 horas, -

se añade agua destilada alrededor del peine, se flexiona-
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levemente y se extrae el peine. 

9.- Las pozas se enjuagan das veces can agua desminerali­
zada y una tercera can amortiguador de corrimiento, dejan­

dose llenos con este amortiguador hasta que se aplique la 

muestra. 

10.- Las muestras antes de ser aplicadas san previamente­

digeridas diluyéndolas volúmen a volúmen can solución di­
gestora y posteriormente son sometidas a ebullición duran­

te 2 minutos en un baño maría. Las muestras se diluyen -­

previamente en base a su concentración de proteínas, de -
tal manera que se pone en cada poza una cantidad conocida 
que varía entre 60 y 80 Mg de proteína. 

11.- Cada muestra es aplicada can una micrajeringa en su­

respecitvo pazo. Enseguida con mucha cuidada se llenan -­

las pazas con el amortiguador de corrimiento. 

12.- Se coloca la unidad dentro de la cámara inferior, se 

agrega amortiguador de corrimiento (aproximadamente 1.5 1) 
hasta cubrir aproximadamente la mitad de la unidad. Se 

eliminan las burbujas de la superficie inferior de loe 
geles. 

13.- La parte superior de la unidad ae llena can amorti-­

guador de corrimiento. Se tapa la cámara. Los electradas­
ae conectan a una fuente de poder regulada, teniendo cui­
dada que coincidan los colores de los electrodos. 

14.- El corrimiento se realiza con corriente constante a-
20 mAmp, o sea 10 mAmp/gel. 

15.- El corrimiento se suspende cuando el colorante de 

frente (azul de bromofenal) alcanza una distancia de 1 cm 
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del borde inferior del gel. La fuente se apaga, se desco­

necta la cámara, se desarma la unidad, los geles se pasan 
a un recipiente con agua. Enseguida los geles son teñidos 

con cualquiera de las siguientes técnicas: 

4.5.1. Tinci6n de Proteínas con azul brillante de 

Co~masie~ De acuerda a Laemmli '(16). 

1.- Fijar los geles en ácido tricloroacética al 50%, du-­
rante 60 minutos. 

2.- Teñir los geles con el colorante azul brillante de -­
Caomasie R-250, durante 60 minutos. 

3.- Las geles se destiñen con cambios continuos de ácido­

acética al 7% y se conservan en el refrigerador. 

4.5.2. Tinci6n de Glucoproteínas con Azul Alciana. 
Se realiza de acuerdo al método descrito 
por Wardi, A. y Michos, G. ( 17). 

1.- Los geles se fijan en ácido tricloroacético al 12.5%­
durante 30 min. 

2.- Se lavan can agua destilada varias veces, y se colo-­
can durante 50 minutos en la soluci6n de ácida pery6-
dico-ácido acético. 

3.- Se remueve ~l exceso de peryodato, colocando los ge-­
les en la soluci6n de metabisulfito de potasio. 

4.- Los geles se lavan varias veces con agua destilada y­

se tiñen can el colorante azul Alciano disuelto en 
ácido acético, durante 4 horas. 

5.- Los geles se destiñen con ácido acético al 3%. 
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4.5.3. Tinción de proteínas con grupos sulfhi­
drilos. Se realiza de acuerdo al méto-
do descrito par Telser, A. y Rovin,B. (18) 

1.- Los geles se fijan durante la noche en la mezcla me-­

tanol-ácida acético. 

2.- Por la mañana, se les cambia la mezcla metanol-ácido­
acética, se les deja en ésta durante 20 minutos. 

3.- Se tratan los geles, con la mezcla metanol-agus (5:7) 

durante 20 minutos, transcurrida este lapso se les -­

pone nueva mezcla y se dejan otros 20 minutos. 

4.- Los geles se pasan a la mezcla metanol-tris-HCl-dime­
til sulfóxida y se dejan durante 20 minutos. Se repi­
te una vez más éste paso, cambiándose la mezcla. 

5.- Se incuban can la mezcla metanol-tris-HCl dimetil sul­

fóxida-DDD, durante 15 minutos a 50-55°c, en una es-­
tufa eléctrica. 

6.- Se cambia la mezcla anterior por mezcla metanol-agua­
dimetil sulfóxido y se deja actuar durante 20 minutos. 

Se repite una vez más este lavada, renovando la mez-­
cla. 

?.- Los geles se tratan con la mezlca metanal-agua (3:7), 

durante 20 minutos. Se repite una vez más este paaa,­
cambiándose la mezcla. 

8.- Se cambia la mezcla anterior y se dejan durante 20 mi­

nutas en la mezcla metanal-tris-HCl-dimetil sulf6xido. 
Se repite este paso, cambiándo la mezcla. 

9.- Enseguida, los geles se colocan en la mezcla metano!-
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tris-HCl-dimetil sulfóxida-fast black K, durante 10 -

minutas. 

10.- Las geles se laven can agua desmineralizada. 

4.6. Análisis Densitamétrica. 

4.6.1. Deshidrataci6n de geles. 

1.- El gel desteñida se coloca en la mezcla glicerol-áci­

do acético durante 45 min. 

2.- Se pone en una charola la pantalla de acero, se le co­

locan encima dos hojas de papel filtro grueso y se agrega 

agua destilada a que cubra el papel filtro. 

3.- Tratar dos hojas de cellophan con la soluci6n de Na 2-

co3 ;~EDTA en ebullición durante 5 min. Enjuagar con agua 

destilada. 

4.- Transferir una de las hojas de cellophan a la charola, 

poniéndola sobre las hojas de papel filtro, evitando la -

formaci6n de burbujas y sobre ésta colocar cuidadosamente 

el gel cubriéndolo con la otra hoja de cellophan. 

5.- Pasar la pantalla, papel filtro, cellophan, gel, ce-­

llophan al secador, poner una hoja de parafilm sobre la -

hoja superior de cellophan y quitar las arrugas o burbu-­

jaa. 

6.- Poner la hoja de Myler (plástico grueso) con el lado­

más liso sobre el gel. 

?.- Alinear el papel filtro y la hoja de Myler de tal ma• 

nera que los.bordes estén parejos con la pared interha --
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del bloque de secado. 

8.- Se cubre el bloque can la hoja de silicón rojo y se -

conecta al vac1a. 

9.- Después de la formación del vacio, se enciende el ele­

mento calefactor, se deja de 5-10 rnin para que alcance su 

temperatura de operación. 

10.- Se ajusta el tiempo de secada a 2 horas. 

4.6.2. Densitometría. 

La Densitometría se realizó en un densitómetro Automá­

tico computarizado Gelman ACD-18, siguiendo las instruc-­

cianes del fabricante. 

1.- De un gel previamente deshidratado, se escoge la mues­
tra que se desea analizar y se recorta. Se limpia perfec­

tamente can una gasa humedecida con agua desmineralizada. 

2.- Se calibra el densit6metro de acuerdo a las instruc-­

ciones del fabricante, buscando las condiciones óptimas -
de: 

a) Longitud de anda. 
b) Amplitud de barrido 
c) Rango de densidad óptica 
d) Autoganancia. 

4.?. Estimación de Pesos Moleculares. 

La estimaci6n de pesos moleculares se realiza elec-~­
troforéticamente de acuerdo a Weber y Osborne. (19) con li­

geras modificaciones. Se comparan los problemas con pro--
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teínas de peso molecular conocido como la mioglobina, in­

hibidor de tripsina, DNAasa I y albúmina de huevo. 

Los geles se preparan, corren y tiñen como se señala­
en el inciso 4.5 y 4.5.1. 

La gráfica logaritmo peso molecular versus movil1dad­
relativa de las proteínas de peso molecular conocido y se 

intercala la movilidad de las proteínas problema para co­
nocer su peso molecular. 

4 •. 8. Hidr6lisis de las Proteínas. 

Soluciones. 

l.- NaCl 0.5 M con NaN 3 0.02%.- Se disuelven 14.625 g de­

NaCl y 0.1 g de NaN 3 en agua desmineralizada y se afo­
ra a 500 ml. 

2.- Dodecil sulfata de sodio 10% (p/v).- Se disuelven 10~ 

g de SOS en agua desmineralizada y se llevan a 100 ml. 

3.- HCl 1.0 N (v/v).- Se toman 4.2 ml de HCl concentrado­
y se llevan a 50 ml con agua desmineralizada. 

4.- HCl 0.05 N (v/v).- Se toman 0.21 ml de HCl concentra­
do y se llevan a 50 ml con agua desmineralizada. 

5.- HCl 0.01 N (v/v).- Se toman 0.042 ml de HCl concentra­
da y se llevan a 50 ml con agua desmineralizada. 

6.- HCl 0.001 N (v/v).- Se toman 5.0 ml de HCl 0.01 N y -

se llevan a 50 ml con agua desmineralizada. 

?.- Acida percl6rico al 5% (v/v).- Se toman 5.0 ml de áci­

do percl6rico y se llevan a 100 ml con agua desminera-
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lizada. 

8.- Solución de hemoglobina 1.67% (p/v).- Se disuelven 

0.167 g de hemoglobina en 10 ml de HCl 0.05 N. 

9.- Solución de pepsina 0.2% (p/v).- Se disuelven D.02 g­

de pepsina en 10 ml de HCl 0.01 N. 

10.- ~eniJ metil sulfonil fluorüre 50 mM:- Se disuelven -

0.0174 g de PMSF en 2.0 ml de dimetil sulfÓxido. 

11.- Acido bórico 1.0 M y NaCl D.292%.- Se disuelven 6.184 

g de ácido bórico y D.292 g de NaCl en agua desmine--

ralizada y aforar a 100 ml. 

12.- Na OH 1.0 N (p/v).- Se disuelven 4.0 g en agua desmi--

neralizada y se afora a 100 ml. 

13.- NaOH D.5 N (p/v).- Se disuelven 2.0 g en agua desmi--

neralizada y se afora a 100 ml. 

14.- CaC1 2 5% (p/v).- Se disuelven 2.5 g cac1 2 en agua des­

mineralizada y se llevan a 50 ml. 

15.- Solución de tripsina D.2% (p/v).- Se disuelven 0.020-

g de tripsina en 10.0 ml de HCl 0.001 N. 

16.- Reactivo fenólico de Folin-Ciocalteu diluido 1:3 (v/v).­

Se toma un volúmen de reactivo fenólico se le añaden -

dos volumenes de agua desmineralizada, para ajustar su 

concentración a 1.0 N. 

17.- Tris-HCl 1.0 M pH 6.8.- Se disuelven 12.11 g de triz­

ma ·base en agua desmineralizada. Se ajusta el pH a --

6 .8 con HCl y se lleva a 100 ml con agua desminerali­

zada. Guardar en el refrigerador. 
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18.- Azul de bromofenol 0.5% (p/v).- Se disuelven 0.125 g 

de azul de bromofenol en agua desmineralizada, aforar 

a 25 mL 

19.- Soluci6n digestora.- Se prepara mezclando las siguien­

tes soluciones: 

Tris-HCl 1.0 M pH 6.S 2.50 ml 

sos 10% 4.00 ml 

Glicerol concentrado 2.00 ml 

2-mercaptoetanol 1.00 ml 

Azul de bromofenol 0.5% o .10 ml 

Agua deemineralizada 10.40 ml 

20.00 ml 

4.8.1. Medici6n de la actividad de las enzi­

mas Pepsina y Tripsina. 

Previamente a la digeeti6n de las proteínas de frijol 

se prob6 la actividad de las enzimas pepsina y tripsina -
utilizando como substrato hemoglobina bovina. 

a) Hidr6lisie de hemoglobina con Pepsina. Se realiz6 
de acuerdo al método descrito por Rick y Fritsch­
(20). 

1.- En un tubo de ensaye se ponen 10 ml de la solución de 
hemoglobina, se ajusta el pH a 1.0 con HCl 1.0 N. 

2.- El Tubo se preincuba en un baño maría a 35.5°C duran­
te 5 min. La soluci6r. de pepsina también se somete a­
este tratamiento. 

3.- Al tubo que contiene la soluci6n de hemoglobina se le 
adiciona a D.025 ml de solución de pepsina 0.2% se 

mezcla suavemente e inmediatamente se toma 0.5 ml y -

se depositan en un tubo que contiene 2 ml de ácido --
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perclórico al 5%, frío, se agita vigorosamente V se -

marca como tiempo cero. 

4.- El tubo que contiene la mezcla hemoglobina-pepsina se 

coloca de nuevo en el baño maría v a los 10, 20, 30,-

40, 50, v 60 min. respectivamente se vueiven a tomar­

otros 0.5 ml y se inactivan en ácido perclórico al --

0.5%, frío. 

5.- Los tubos se centrifugan a 3000 rpm durante 15 min y­

se transfiere el sobrenadante a tubos limpios. 

6.- Leer a 280 nm, en un espectrofotómetro PMQ III Zeizz­

ajustándolo con agua. 

7.- Graficar absorbencia versus tiempo de reacción. 

b) Hidrólisis de hemoglobina con tripsina.- Se reali­

zó de acuerdo al método descrito por Rick, W. (21) 

Previamente a la hidrólisis, la hemoglobina se some-­

tió al siguiente tratamiento: se resuspenden 0~5 g de he­

moglobina en 5.0 ml de agua desmineralizada y se agregan-

9.0 g de urea, 2.0 ml de NaOH 1.0 N; se deja en reposo du­

rante 60 min. a temperatura ambiente para la desnaturali­

zación de la hemoglobina. Añadir 2.5 ml de la solución -­

ácido bórico-NaCl, 1.1 ml de CaC1 2 al 5%, ajustar el pH a 

7.5 con HCl 1.0 N v finalmente diluír a 25 ml en un matraz 

aforado. 

1.- En un tubo de ensaye se colocan 10 ml de hemoglobina­

deanaturalizada, se preincuba en un baño maría a 35.5 

ºe durante 5 rnin. La solución de tripsina también se­

aomete a este tratamiento. 



41 

2.- Al tubo que contienu la hemoglobina se le adiciona --

0.025 ml de la soluci6n de tripsina al 0.2%, mezclar~ 

suavemente e inmediatamente se toma una alicuota de -

0.5 ml la cual se deposita en un tubo que contiene 2-

ml de ácido percl6rico al 5% frío, agitar vigorosamen­

te y conservar en hielo. 

3.- El tubo que contiene la mezcla hemoglobina-tripsina -

se coloca de nuevo en el baño maría y a los 10, 20, -

30, 40, 50 v 60 min. de reacción, se toman 0.5 ml y -
se inactivsn en ácido perclórico al 5% frío como se -

señala anteriormente. 

4.- Los tubos se centrifugan a 3000 rpm durante 15 min v­
el sobrenadante libre de proteínas se transfiere a tu­

bos limpios. 

5.- A 1.0 ml de extracto libre de proteínas de cada uno -

de los tiempos de reacción se les agrega 2 ml de NaOH 

0.5 N y 0,6 ml de reactivo fenólico diluido y se leen 

a los 10 min a 578, 691 y 750 nm. 

6.- Graficar absorbencia versus tiempo de reacción. 

4.8.2. Análisis electroforético de las pro­

teínas de frijol desnaturalizadas. 

El tratamiento a las proteínas de frijol se efectuó -

como sigue: 

a) Desnaturalización por calentamiento. (control) 

1.- En un tubo de ensaye se coloca 1.0 ml de extracto sa­

lino total y 4.0 ml de NaCl 0.5 M con NaN3 0.02%. 

2.- Se coloca en un oaño maría en ebullici6n, a los 30 min 

se toman 0.5 ml se pasan a un tubo que contiene 0.5 ml 
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de solución digestora, se tapa y agita vigorosamente. 

Se pone en ebullición durante 2 min en un baño maría. 

3.- El tuba que contiene el extracta salino total se re-­
gresa inmediatamente al baña maría en ebullición. Re­
pitiendo el paso anterior a los 60, 90 y 120 min. 

respectivamente. 

4.- Se guarda el extracto desnaturalizado para utilizarlo 

posteriormente en su prueba.de digestibilidad. 

5.- Las muestras digeridas se analizan electroforéticamen­
te, como se indica en la técnica de electroforesis. 

b) Desnaturalización por calentamiento en presencia -
de un inhibidor de Proteasas. 

1.- En un tuba de ensaye se coloca 1.0 ml de extracto sa­
lino total, 4.0 ml de NaCl 0.5 M con NaN3 0.02% y 
0.010 ml de solución de PMSF 50 mM. 

2.- Se coloca en un baño maría en ebullición, a las 30 -­
min se toman 0.5 ml y se pasan a un tubo que contenga 

0.5 ml de solución digestora, se tapa y agita vigoro­
samente. Se coloca en un baño maría en ebullición y -
se deja durante 2 min. 

3.- El resto de la mezcla extracto salino total-PMSF se -

mantiene en un baño maría en ebullición, repitiendo -­
el paso anterior a los 60, 90 y 120 min. respectiva-­
mente. 

4.- Con las muestras digeridas se realiza el análisis --­
electraforética, como se indica en la técnica de elec­
troforesis. 
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e) Desnaturalización por calentamiento en presencia -

de un detergente. 

1.- En un tubo de ensaye se coloca 1.0 ml de extracto sa­

lino total, 3.5 ml de NaCl 0.5 M con NaN 3 0.02% v 0.5 

ml de SOS 10%. 

2.- Se coloca en un baño maría en ebullición, a los 30 -­

min se toman O.~ ml v se pasan a un tubo que contiene 

0.5 ml de solución digestora, se tapa y agita vigoro­

samente. Se pasa a un baño maría en ebullición y se -

deja durante 2 min. 

3.- El resto de la mezcla extracto salino total-SOS se 

mantiene en el baño maría en ebullición repitiendo el 

paso anterior a los 60, 90 v 120 min respectivamente. 

4.- Se guarda el extracto desnaturalizado para utilizarlo 

posteriormente en.su prueba de digestibilidad. 

5.- Las muestras digeridas se analizan electroforéticamen­

te, como se indica en la técnica de electroforesis. 

d) Desnaturalización por calentamiento en presencia -

de Dadecil sulfato de sodio (SOS) y del Inhibidor 

de Proteasas (PMSF). 

1.- En un tubo de ensaye se coloca 1.0 ml de extracto sa­

lino total, 3.5 ml de NaCl 0.5 M con NaN 3 0.02%, D.5-

ml de SOS al 10% y 0.010 ml de solución de PMSF 50 mM. 

2.- Se coloca en un baño maría en ebullición, a los 30 

min se toman 0.5 ml v se pasan a un tubo que contiene 

0.5 ml de solución dig~stora, se tapa y agita vigoro­

~amente. Se deja durante 2 min. en un baño maría en -

ebullición. 
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3.- La mezcla extracto salino total-SDS-PMSF se sigue ca­

lentando y a los 60, 90 y 120 min. respectivamente se 

repite el paso anterior. 

4.- Las muestras digeridas se analizan electroforéticamen~ 

te, como se indica en la técnica de electroforesis. 

4.B.3. Hidr6lisis de las proteínas desna­

turalizadas. 

La digestibilidad de las proteínas de frijol se rea-­

li~ó de acuerdo al método descrito por Rick y Frisch (24). 

Se utilizaron las muestras tratadas durante 120 min.­

por los métodos señalados anteriormente, utilizando coma­

referencia un extracto salino diluido en solución de NaCl­

NaN3 y sin ningún tratamiento. 

a) Hidrólisis con pepsina. 

1.- El extracto salino total nativo (control) se diluye -

1:5 poniendo en un tuba de ensaye 1.0 ml del extracto 

y 4.0 ml de NaCl 0.5 M con NaN 3 0.02%. 

2.- En diferentes tubos se ponen 1.5 ml de cada uno de -­

las extractos desnaturalizados. En otro tuba se pone-

1.5 ml de extracta salino nativa. A todos los tubas -

se les ajusta el pH a 1.0 con HCl 1.0 N. 

3.- Los tubos se preincuban a 35.5°c durante 5 min. La so­

lución de pepsina al 0.2% también se somete a este 

tratamiento. 

4.- A diferentea tiempos a cada uno de las tubas se les -

adiciona 0.010 ml de la solución de pepsina al 0.2%,­

se mezclan suavemente e inmediatamente se toman 0.1 -
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ml que se pasan a un tubo que contiene 0.1 ml de la -

solución digestora, se tapa y agita vigorosamente y -

se coloca en un baño maría en ebullición durante 2 -­

min. (tiempo cero). 

5.- Los tubos que contienen la mezcla extracto salino to­

tal-pepsina se mantienen en el baño maria a 35.5°C y­

a los 10, 20, 30, 40, 50 y 60 min respectivamente, se 

toma .de cada uno otras alicuotas de 0.1 ml y se inac­

tivan en la forma ya señalada. 

6.- A las muestras digeridas se les hace su análisis elec­

troforético como se indica en la técnica de electrofo­

resis. 

b) Hidrólisis con tripsina. 

1. - En diferentes tubos se colocan 1.5 ml de extracto ea-

lino nativo diluido 1:5 con NaCl 0.5 M con NaN3 0.02% 

y 1.5 ml de cada uno de los extractos desnaturaliza--

dos durante 120 min. Se les ajusta el pH a 7.5 con --
Na OH 0.1 N. 

2.- Loe tubos se preincuban a 35.5°c durante 5 min. La so­

lución de tripsina al 0.2%, también se somete a este­

tratamiento. 

3.- A distintos intervalos de tiempo a cada uno de los tu­

bos se les adiciona 0.010 ml de solución de tripsina­

al D.2%, se mezclan suavemente e inmediatamente se to­

man D.1 ml y se pasan a un tubo 4ue contenga 0.1 ml.­

de solución digestora, se tapa y agita vigorosamente­

y se colocan en un baño maría en ebullición durante -
2 min. (tiempo cero). 

4.- Los tubos que contienen la mezcla extracto.salino to-
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tal-tripsina se colocan de nuevo en el baño maría a -

35.sºc y a los 10, 20, 30, 40, 50 y 50 min respecti-­

vamente, se toman alicuotas de D.1 ml y se inactivan­

en la forma señalada anteriormente. 

5.- Las muestras digeridas se analizan electroforéticamen­

te como se indica en la técnica para electroforesis. 

\ 
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4.9. Cromatografía de exclusión molecular. 

La Cromatografía de exclusión molecular se realiza en 

una columna de vidrio marca Pharmacia con un diámetro in­

terno de 2.S cm y 1.0 metro de altura. El empaque, equi-­

librio y elución se hace de acuerdo a las instrucciones -

del fabricante del gel. La velocidad de flujo se controla 

con presión hidrostática. 

Soluciones. 

1.- Amortiguador NaCl 0.5 M con NaN3 0.2% (p/v).- Se pe-­

san 58.5 g de NaCl, 0.4 g de NaN 3 , se disuelven en -­

agua desmineralizada y se llevan a 2,000 ml. 

2.- Dextrana azul al D.3% (p/v).- Se pesan 0.03 g de dex­

trana azul, se disu~lven en agua desmineralizada y se 

llevan a 10 ml. 

4.9.1. Preparación del Ultrogel. 

El Ultragel viene ya pre hidratado, y la cantidad re­

querida se calcula multiplicando el área seccional -

(3.1416 x r 2 ) por la altura de la columna. Por el uso de­

émbolos, se utiliza unicamente el 90% del volúmen total -

de la columna. 

1.- En una probeta de 1,000 ml se miden 450 ml de Ultra-­

gel, se agregan 150 ml (40% del volúmen total) de a-­

mortiguador N~Cl D.5 M-NaN3 0.02% y se mezclan con -­

una varilla de vidrio hasta hacer una suspensión homo­

genea. 

2.- Esta suspensión se pasa a un matraz quitazato y se -­

desgasifica mediante una bomba de vacio para eliminar 

la formación de burbujas de aire en el lecho del gel. 
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4.9.2. Preparación de la columna. 

1.- Se introduce el émbolo inferior de la columna ajustán­

dolo a las paredes mediante el tornillo exterior del­

émbolo. 

2.- La columna se monta verticalmente, alineándola median­

te una plomada. 

3.- En la parte superior de la columna se coloca a manera 

de depósito un embudo. 

4.- En la parte inferior de la columna se ponen 20 ml de­

amortiguador NaCl 0.5 M-NaN3 0.02%, el cual luego se­

deja salir hasta que alcance un nivel de aproximada-­

mente 2 cm arriba del émbolo. 

4.9.3. Empegue de la columna. 

1.- La suspensión de Ultrogel se vierte en la columna can 

ayuda de una varilla de vidrio, cuidando que no se -­

formen burbujas de aire en el gel y que quede en el -

embudo un exceso de gel. 

2.- El Ultragel, se deja que se sedimente par 5 min. y se 

abre la salida para iniciar el empaque. 

3.- La regulación del flujo de empaque es determinada por 

las propiedades del gel y las dimensiones de la colum­

na. En este caso, se utiliza una presión de operación 

de 70 cm, distancia que debe de haber entre la entra­

da y salida del amortiguador (extremas expuestos a la 

presión atmosférica). 

4.- El empaque termina cuando el nivel del gel permanece­

' constante, por lo menos durante 15 min. 
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5.- Se retira el embudo y su contenido. 

6.- Se coloca el émbolo superior de la columna ajust&ndo­

lo a las paredes de la columna mediante su tornillo -

exterior. Este émbolo se conecta a un matraz de Mario­

tte, el cual contiene amortiguador desgasificado de -

NaCl - NaN 3 0.02%. 

4.9.4. Equilibrio del Ultrogel. 

El equilibrio de la columna se realiza haciendole pa­

sar par lo menos dos volúmenes (1000 ml) de la columna de 

amortiguador de elución, que en este caso es NaCl 0.5M-NaN3 
0.02%, con una presión de operación del 90% de la de empa­

que, (56 cm). Después de su equilibrio la columna queda -

lista'~ara su uso. 

Antes de ser usada la columna se revisa su empaque y­

equilibrio haciendole pasar una muestra de 5.0 ml de azul 

dextrana al 0.3%, que se debe mover a través de la colum­

na coma una banda uniforme, y eluir en un volúmen no ~ayor 

de 100 ml. 

4.9.5. Introducción de la muestra. 

El volúmen de la muestra puede ser del 0.5 al 4% del­

volúmen total de la columna, can una concentración varia­

ble de proteínas. 

Antes de aplicar la muestra hay que drenar el amorti­

guador hasta dejar una pequeña capa (2 a 3 mm) por encima 

del gel. La muestra se aplica sabre la superficie del gel 

con una bamba monostaltica Buchler, procurando no alt~rar 

la superficie del gel. 

Cuando se ha terminado de aplicar la muestra se reanu-
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da el flujo para que la muestra entre al gel. Con la mis­

ma bomba se aplica amortiguador e la superficie y se co-­

necta nuevamente al matraz de Mariotte. 

4.9.ó. Elución de la muestra. 

1.- Le elución se realiza con una presión de operación de 

25 cm. 

2.- la salida de la columna se conecta a un Colector de -

fracciones automático FRACTO METTE 400, Buchler. 

3.- Se colectan fracciones de 5.0 ml con un flujo de 19 -

ml/hora. Se leen en el espectrofotómetro ZEIZZ PMQ -­

III a 260 nm y 280 nm contra NaCl 0.5 M-NaN3 0.02%. 

4.- Se grafica absorbencia a las distintas longitudes con­

tra número de tubo 6 fracción. 

5.- De acuerdo a la gráfica se seleccionan las fracciones 

con mayores absorbencias y se concentran a un volúmen 

aproximado de 2 ml en una cámara Amicon con una mem-­

brana PM-30. Se les determina su concentración de pro­

teína por el método de Dyama y Eagle (15), se les ha­

ce su análisis electroforético. Las fracciones se al­

macenan a -2D0 c. 

En todos los casos el amortiguador se utiliza desgasi­

ficado y a la temperatura que se realizará la elución. 
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5.0 RESULTADOS. 

Para comprobar que durante el proceso de extracción, 

las proteínas no sufrian ningún cambio ocasior.ado por la -

acción de laguna enzima proteolitica, se efectuó en prese~ 

cia y ausencia del inhibidor de proteasas fenil metil sul­

fonil· fluoruro (PMSF), una extracción utilizando unicamen­

te una variedad de cada una de las tres especies, que fue­

ron: Bayo Baranda (~. vulgaris L.), # 209 (.!:_. coccineus) y 

Tecuzi 1-74 <E· acutifolius). Los resultados se muestran -

en la fig. 9, donde se aprecia que no existe diferencia en 

tre la movilidad electrofarética con y sin inhibidor de 

proteasas, por lo que se consideró innecesaria la adición­

del inhibidar en las siguientes extracciones. 

Los extractos salinos totales de las 10 variedades 

de cada una de las tres especies, fueron analizadas elec-­

troforéticamente en geles de poliacrilamida -SDS, los re-­

sul tados se exhiben en la fig. 10, 11 y 12 respectivamente, 

donde se observa que en cada especie existe mucha semejan­

za en el número de bandas y ·su movilidad. Para contrastar­

las semejanzas o diferencias electroforéticas de las pro-­

teínas de los extractas salinas totales de las especies en 

estudio, se realizó un corrimiento electrofarético alter-­

nando los extractos de las tres especies en un mismo gel y 

se tiñó con azul brillante de Coomassie R-250. Los resulta 

dos se presentan en la fig. 13 a 16, apreciándose en las -

distintos extractos gran similitud en la movilidad de las­

prateinas de mayor peso molecular, mientras que en las de­
menor peso molecular presentan una banda en común y dos di 

ferentes. En forma semejante se realizó un corrimiento 

electroforético pero sometiendo dichos geles a tincianes -
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específicas para proteínas con grupas sulfhidrilos y para­

glucoprateínas. Parte de las resultadas de la tinción pa­

ra grupos sulfhidrilos se muestran en la fig. 17. Los ge-­

les teñidos para glucaproteínas no se muestran por su ine~ 

tabilidad a la luz lo que imposibilitó su fotografía. En -

cada uno de los distintos extractas, las bandas que se ti­

ñeran con azul brillante de Caomassie, también se tiñeron­

para proteínas con grupo sulfhidrilo y para glucoprateínas. 

Los geles teñidos con azul brillante de Coomassie -

R-250, fueron deshidratados para realizar en los pozos a -

carriles de las siguientes variedades: Bayo Baranda (P. -­

vulgaris L), # 209 (i:_. coccineus) y Tecuzi 1-74 (E!... ac.u.:t..i.­

[aliu_§), su análisis densitométrico, estos resultados se -

ilustran en la fig. 18. En la tabla No. 1, se muestra para 

las anteriores variedades el número de bandas o picos de-­

tectadas por el densitómetro, así como la concentración re 

lativa de cada banda y su porcentaje relativo en base al -

contenido total de proteínas. El trazo densitométrico para 

Baya Baranda mostró cuatro pincipales picos, de las cuales 

la fracción 4 y 5 tienen muy semejante movilidad y otra se 

mejanza es que son los más abundantes; el trazo del extra_g 

to salino de la semilla # 209, exhibió cinca principales -

picas, representando el 55.75% de las proteínas totales, -

el resto se repartió en diez pequeños picos; el trazo de -

Tecuzi 1-74, mostró 16 picos, de los cuales cuatro de ellos 

representaron el 47.57% del total de las proteínas. Los -­

tres extractos mostraron dos picas a fracciones con movi:U. 

dad electroforética muy similar y con la semejanza de que­

son las fracciones más concentradas, correspondiendo a la­

globulina G-1. 

Antes de iniciar, los ensayos de susceptibilidad de 
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las proteinas contenidas en loa extractos salinos totales, 

a la acción de las enzimas pepsina y tripsina, se procedió 

a verificar la actividad de estas enzimas, utilizando como 

substrato hemoglobina. En el caso de la tripsina, la hemo­

globina fue tratada previamente para desnaturalizarla como 

se indica en material y métodos. Los resultados de estos -

controles se muestran en las gráficas 2 y 3. También se -­

analizó electroforéticamente los productos resultantes de­

la acción de la pepsina y la tripsina sobre la hemoglobina, 

estos resultados se presentan en la fig. 19 y 20. Para las 

pruebas de digestibilidad, también se escogió una semilla­

de cada una de las tres especies en estudio. sus extractos 

salinos totales fueron expuestos a la acción de la pepsina 

y tripsina, las condiciones de ensayo fueron idénticas a -

las usadas con la hemoglobina y analizando electroforética 

mente los productos formados a distintos tiempos de incuba 

ción, resultados que se muestran en la fig. 21 a 26 respec 

tivamente. Las proteínas nativas de los extractos salinos­

totales, no fueron hidrolizadaa en forma notoria, por ello 

se decidió desnaturalizarlas con calor v a distingos tiem­

pos de incubación, para luego utilizarlas de nuevo como -­

substrato de las enzimas pepsina v tripsina. Para conocer­

el efecto de la desnaturalización sobre el comportamiento­

electroforético de las proteínas de los extractos, se rea­

lizaron los respectivos corrimientos electroforéticos con­

troles. Se apreció durante la ebullición una notable preci 

pitación, fenómeno que se evitó con la adición del deter-­

gente d~decil. sulfato de sodio (SDS) al 1%, el cual tam-­

bién mejoró el corrimiento electroforético, al impedir la­

formación de agregados de alto peso molecular que se queda 

ban en la. parte superior del gel separador, en la fig. 2?­

a 29 se muestra la separación electroforética de las pro--
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teínas desnaturalizadas a diferentes tiempos de ebullici6n, 

en ausencia y presencia de SOS. 

Inicialmente se había demostrado que para la extrae 

ción oe las proteínas en frío (4°C) no se requería de la -

adición del inhibidor de proteasas (PMSF), por lo que se -

consider6 adecuado demostrar que durante el proces~ de des 

naturalización las proteínas de los extractos no son modi­

ficadas por alguna proteasa, para ello se realizó la desna 

turalización en presencia del inhibidor PMSF sin SOS y con 

SOS, estos resultados se ilustran en la fig. 30 a 32. 

Los corrimientos electroforéticos de los extractos­

de Bayo Baranda, # 209 y Tecuzi 1-74 desnaturalizados por­

ebullici6n a diferentes tiempos en presencia y ausencia 

del inhibidor PMSF, fueron idénticos, lo que excluye la po 

sible acción de alguna proteasa durante el proceso. 

Para estudiar la digestibilidad de las proeteínas -

desnaturalizadas, los extractos salinos totales fueron 

puestos en un baño maría con agua en ebullición durante 

120 min, en ausencia y presencia de SOS y sin la adición -

de PMSF. En la fig. 33 a 38 se muestran las corrimientos -

electroforéticos de los productos formados a diferentes -­

tiempos de acción de la pepsina sobre las proteínas desna­

turalizadas de las extractos de Bayo Baranda, # 209 y Te-­

cuzi 1-74 observandose que en las tres variedades las pro­

teínas de mayar pesa molecular son las más resistentes a -

ser hidrolizadas. En forma similar se hicieron los ensayos 

para la digestibilidad con tripsina, estos resultados se -

ilustran en la fig. 39 a 44, respectivamente, donde se ob­

serva una mayor resistencia, incluyendo a las proteínas de 

menor peso molecular. 
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Para la obtención en la forma más pura posible, de­

cada una de las proteínas de reserva, se utilizó primera-­

mente un método basado en las distintas solubilidades de -

las globulinas G1 y G2, inicialmente se logró un extracto­

con un medio con apreciable concentración de sales (NaCl -

D.5M - ácido ascórbico D.25M - NaN3D.02%) y subsecuenteme11 

te se fraccionó reduciendo su fuerza iónica, el esquema se 

exhibe en la fig. 7. También se efectuó la extracción de -

la globulina G2, obteniendo el extracto inicial con un me­

dio relativamente pobre en sales (NaCl D.06M - ácidq ascór 

bico D.25M - NaN 3 D.02%) y posteriormente reduciendo aGn -

más su fuerza iónica, fig. 8. Las oistintas fracciones de­

estos esquemas de purificación se analizaron electroforé-­

ticamente, en la fig. 45 se muestran los resultados obteni 

dos con lss vsri edades Bayo Baranda (p. vulgari~ L.), # 209 

(.E.. coccineu§,) y Tecuzi 1-74 (E,. acutifolius). 

Posteriormente se intentó una mayor purificación de 

las globulinas G1 y G2. Los extractos obtenidos por sus 

diferentes solubilidades como lo marcan los esquemas de la 

fig. 7 y 8, fueron filtrados a través de una columna cro-­

matográfica de vidrio empacada con Ultrogel AcA-34, la 

cual fue previamente ~mpacada y equilibrada con el mismo -

amortiguador (NaCl O.SM - NaN3 0.02%) en que se encuentran 

resuspendidos los extractos por purificar. Los perfiles de 

elución de las globulinas G1 y G2 se muestran en la fig. -

46 a 51. Se seleccionaron las fracciones con mayor conten1 

do de proteínas, se concentraron por ultrafiltración y se­

analizaron electroforéticamente, estos resultados se ilus­

tran en la fig. ·52 a 54, respectivamente. Observándose que 

las fracciones con mayor contenido de proteínas fue la F -

II para.las 'variedades Bayo Baranda, # 209 y Tecuzi 1-74,-
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que en el corrimiento electroforético corresponden a las -

globulinas G1 y G2. 

Con el fin de estimar el peso mplecular de las sub­

unidades de las globulinas G1 y G2 purl;ficadas, se realizó 

un corrimiento electrofor6tico utiliza1do como referencia­

las siguientes proteínas de peso molecJlar conocido: Mío-­

globina, 17,200; Inhibidor de tripsina 21,000; DNAasa I,-

34,000; Albómina de huevo, 45,000. En :.a fig. 55, se mues­

tra una fotografía del gel con los enterriares resultados. 

A cada una de las proteínas y subunidaces se le calculó -­

su movilidad relativa con respecto a lE del colorante azul 

de bromofenol. Al graficar el logaritm del peso molecular 

de cada una de las proteínas versus su movi­

lidad relativa, se obtuvo la gráfica 4, en la cual se pue­

de interpolar la movilidad relativa de as distintas sub-­

unidades problema y así conocer su peso molecular, encon-­

trándose un peso molecular para G1 de 150,000 daltones pa­

ra Bayo Baranda, # 209 y Tecuzi 1-74. •1ara G2 un peso mo­

lecular de 61,000 dal tones para Bayo Ba.•anda y # 209, y de 

58,000 daltones para Tecuzi 1-74. 
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Fig. 9. Separación electroforética de la Extratcián de -
Proteínas en presencia de un Inhibidor de Prateaaas 

(PMSF). A: EST (sin PMSF) de Baya Baranda (Phaseolus ~­
garis L.); B: EST (can PMSF) de Bayo Baranda; C: EST --­
(sin PMSF) de # 209 (Phaseolus caccineus) ;·O: EST (con-­
PMSF) de # 209; E: EST (sin PMSF) de Tecuzi 1-74 (Phaseo­

~ acu~ifolius); F: EST (con PMSF) de Tecuzi 1-74 • 60 
Mg de proteína por paza. Tinción con azul brillante de -
Caomassie R-250. 
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Fig. 10. Separaci6n electroforética de las Proteínas de­

los Extractas Salinos Totales de Phaseolus vulgaris L. -

A: Baya los Llanas; B: Pinta Nacional; C: Ría Grande; --
0: Bayo Baranda; E: Bayo Madero; F: Ojo fr Cabra¡ G: Ba­

yo Criollo el llano ; H: Bayo Rata; I: Flor de Mayo; J:­

Baya Duranga. 60 Mg de proteína por pazo. Tinci6n con -­
azul brillante de Caomassie R-250. 

J 
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Fig. 11. Separación electroforitica de las Proteínas de­

los Extractos Salinos Totales de Phaseolus coccineus. -­
A: # 27; B: # 50; C: # 202¡ D: # 208; E: # 209; F:# 222; 

G: # 249; H: # 264; I: # 265; J: # 276. 60 Mg proteína -

por pozo. Tinción con azul brillante de Coomassie R-250. 
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Fig. 12. Separaci6n electraforética de las PToteínaa de­
los Extractos Salinos Totales de Phaseolus acutifolius. 

A: Tecuzi 29; B: Tecuzi 72; C: Tecuzi 1-74; .D: Raramuri-
26; E: Raramuri 27; F: Cuencamé; G: P.I. 239056; H: P.I. 
231638; I: P.I. 321638; J: P.I. 319551. 60 Mg proteína -
por pozo. Tinci6n con azul brillante de Coomassi~ R-250. 



61 

A B o E F Q 

Fig. 13. Separaci6n electrofarética de las Proteínas de­

Extractas Salinas Totales Alternadas de las especies Pha­

seolus vulgaris L., Phasealus caccineus y Phaseolus ~­
tifalius. A: Río Grande; 8: # 209; C: Raramuri 2?; O: B~ 

ya Criollo el llana; E: # 222¡ F: Cuencamé; G: Bayo los­
Llanas; H: # 27; I: Tecuzi 29. 60 Mg proteína por pozo. 
Tinci6n con azul brillante de Caomassie R-250. 
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Fig. 14. 5eparaci6n electrofor6tica de las Proteínas de 

Extractos Salinos Totales Alternados de las especies .E!:!.!­
aeolus vulgaris L., Phaseolus coccineus y Phaaealus ~­

tifolius. A: Pinto Nacional¡ B: # 249¡ C: P.I. 239056;­

D: Bayo Rata¡ E: # 264; F: P.I. 231638¡ G: Flor de Mayo¡ 

H: # 265; I: P.I. 321638. Tincián con azul brillante de­
Coomassie R-250. 60 Mg proteína por poza. 
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Fig. 15. Separación electrafarética de las Proteínas de­

los Extractos Salinos Totales Alternados de las especies 
Phaseolus vulgaris L., Phasealus caccineus y Phaseolus -

acutifalius. A: Bayo Madera¡ B: # 208¡ C: Raramuri 26; -
D: Ojo de Cabra¡ E: # 60; F: Tecuzi 72¡ G: Baya Baranda; 
H: # 202; I: Tecuzi 1-74. 60 Mg proteína por paza. Tin~­
ción con azul brillante de Coamaaeie R-250. 
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fig. i6. Separaci6n electrafor&tica de la~ Prot~1nas de­
~xtractoe Salinos Totale9 Alternados de las especies --­

Phaseolus vulgaris L., Phaseolue coccineue y Phaseolua -

acutifolius. A: Bayo Duranga; 8: # 276; C: P.I. 319551. 

60 Mg pr~teina por pozo. Tinci6n con azul brillante de -
Coomaeeie. 
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Fig. 17. Separaci6n electroforética de las Proteínas de­
Extra~tos Salinos Totales Alternados de las especies 
Phaseolus vulgaris L., Phaseolus coccineus y Phaseolus -

acutifolius. A: Río Grande; B: # 209; C: Raramuri 27 ;­
O: Bayo Criollo el llano; E: # 222; F: Cuencamé; G: Bayo 
los Llanas; H: # 27; I: Tecuzi 29. 60 Mg proteína por P!!_ 
zo. Tinción para grupos sulfhidrilos. 
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Fig. 18. Análisis densitométrico de Extractos Salinos Tota­

les. I: Bayo Baranda (.!:'.,. vulgaris L.); II: # 209 (.!:'.,. ~~ 
cineus); III: Tecuzi 1-74 (.!:'.,. acutifalius). Las muestras 

se analizaron a una longitud de onda de 590 mr.., longitud -

de barrido de 80 mm, ranga de densidad óptica de 1.0 y auto 

ganancia del 75%. 



P. vulgaris L. .E.. caccineua P. acutifolius -
I Bayo Baranda II # 209 III Tecuzi 1-74 

Conc. Total 17.16 mg/ml Conc. Total 13.9~ mg/ml Conc. Total 20.13 mg/ml 
% e ar.e • % Conc. % Conc. 

Pico relativa relativa relativa -
1 1.16 0.19 4.39 0.61 0.34 0.06 

2 3. 77 0.64 10.64 1.47 2.25 0.45 

3 9.82 1 .66 14.02 1.95 1.14 0.22 

4 26.21 4.49 6.90 0.96 2.55 0.51 

5 12.25 2.10 0.87 o .12 7.00 1.40 

6 19.93 3.42 20. 10 2.80 1 • 38 0.21 

7 7.41 1.28 7.61 1.06 18. 19 3.66 

8 3.00 0.51 8. 12 1. 21 15.65 3.15 

9 0.24 0.04 2.69 0.31 3.38 0.68 

10 4.26 0.13 8,40 1. 11 4.10 0.94 

11 8, 18 1.50 5.83 0.81 19.28 3.01 

12 1.63 0.21 1.37 o .19 8.45 1.70 

13 1.41 0.25 0.74 0.10 4.82 0.91 

14 4.20 0.58 4.05 0.81 

15 3.50 0.48 7.25 1.45 

16 3.59 0.12 

Tabla No. 1.- An6lisia densitom&trico de los extractos salinos ttitales. 
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Gráfica 2.- Hidr6lisis de la hemoglobina, por la pepsina­

ª diferentes tiempos de incubaci6n. 
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Gr~fica 3.- Hidr6lisis .de la hemoglobina, por tripsina a­
diferentes tiempos de incubaci6n. 
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Fig. 19. Análisis electroforético de loe productos formados 
por la acci6n de la pepsina utilizando como substrato Hemo­
globina. C: Hemoglobina; E: Pepsina. 60 Mg proteína por -­
pozo. Gel de acrilam1da al 13 %. Tinci6n con azul brillante 

de Coomassie R-250. 
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Fig. 20. An~lisis electrofor6tico de los praductasfor~ados 

por la acci6n de tripsina utilizando como substrato Hemo-­
glabina. C: Hemoglobina; E: Tripsina. 60 Ng proteína por -
pozo. Gel de acrilamida al 13%. Tinci6n can azul.·brillsnte 

de Coomassie R-250, 
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Fig. 21. Análisis electroforético de loa productos formados 
por acción de la pepsina sobre las proteínas nativas de un 

extracto salino total de Bayo Baranda (P. vulgaria L.). C: 
extracto salino total; E: Pepsina. 60 Mg proteína por pozo. 

Tinci6n con azul brillante de Commassie R-250 • 

• 
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Fig. 22. Análisis electroforético de los productos formados 

por acción de la pepsina sobre las proteínas nativas de un 

extracto salino total de # 209 (f. caccineus). C: extracto 
salino total; E: Pepsina. 60 Mg proteína par paza. Tinci6n 

con ezul brillante de Coomassie R-250. 
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Fig. 23. Análisis electroforético de los productos formados 

por acción de la pepsina sobre las proteínas nativas·de un 

extracto salino total de Tecuzi 1-74 (_f. acutifolius). C:­

extracto salino total; E: Pepsina. 60 Mg. proteína por po­
zo. Tinción con azul brillante de Coomassie R-250. 
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Fig. 24. Análisis electroforético de los productos formados 

por acción de tripsina sobre las proteínas nativas de un -

extracto salino total de Bayo Baranda (~. vulgarie L.). C: 
extracto salino total; E: Tripsina. 60 Mg proteína por po­

zo. Tinción con azul brillante de Coomaseie R-250 • 

.. J 
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Fig. 25. Análisis electroforético de los productos formados 

por acci6n de tripsina sobre las proteínas nativas d~ un -

extracto salino total de # 209 (f. caccineus). C: extracto 
salino total¡ E: Tripsina. 60 Mg proteína por pozo. Tin- -

ci6n con azul brillante de Coomaasie R-250. 
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Fig. 26. Análisis electroforético de los productosformadoa 

por acci6n de tripsina sobre las proteínas nativas de un -

extracto salino total de Tecuzi 1-74 (f. acutifoliua). C:­
extracto salino total; E: Tripsina. 60 ~g proteína por po­

zo. Tincián con azul brillante de Coomassie R-250. 
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Fig. 27. Separación electrofor6tica de las proteínas desna­

turalizadas con ebullici6n a diferentes tiempos en au~encia 

y presencia del detergente SDS, de extracto salino total -

de Bayo Baranda(.!:_. vulgaris L.). 60Mg proteína por pazo.­

Tinción con azul brillante de Coomassie R-250. 
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Fig. 28. Separaci6n electroforética de las proteinae desna­

turalizadas con ebullici6n a diferentes tiempos en ausencia 

y presencia del detergente SOS, de extracta salino total de 

# 209 (~. cacr::ineus). 60 .Mg proteína par poza. Tinci6n can­

azul tirillante de Caamassie R-250. 
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SIN SDS CON SDS AL 1 % 
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Fig. 29. Separaci6n electroforética de las proteínas desna­

turalizadas con ebullici6n a diferentes tiempos ~n ausencia 

y presencia del detergente SOS, del extracto salino total -

de Tecuzi 1-74 (P. acutifolius). 60 Mg proteína por pozo. -
Tinci6n can azul brillante de Coomassie r-250. 
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Fig. 30. Separación eleotroforética de las proteínas desna 

turalizadas por ebullición a diferentes tiempos en presen­

cia del inhibidor de proteasas PMFS, sin y ~on SDS del ex­

tracto salino total de Bayo Baranda (_!:. vulgaris L.). 60 -

M9 proteína por pozo. Tínci6n con azul brillante de Coama 

asie R-250. 
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Fig. 31. Separación electroforética de las proteínas desna 

turalizadas por ebullición a diferentes tiempos en presen­

cia del inhibidor de proteasas PMFS, sin y con SOS del ex­

tracto salino total de 11:: 209 (.!:_. coccineus). 60 Mg protei 

na por pozo. Tinción con azul brillante de Caomassie R-250. 
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CON. PMSF SIN SDS CON PMSF CON SOS ALI% 

o 30 60 90 120 o 30 60 90 120 

m n u o 

Fig. 32. Separación electroforética de las proteínas desna 

turalizadas por ebullición a diferentes tiempos en presen­

cia del inhibidor de proteasas PMFS, sin y can 505 del ex­

tracto salino total de Tecuzi 1-74 (~. acutifolius). 60 Mg 

proteína por pozo •. Tinción con azul brillante de Caomassie 

R-250. 
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Fig. 33. Análisis electroforético de los productos formados 

por la acción de la pepsina, sobre las proteínas desn~tura 

!izadas por ebullición durante 120 min, del extracto sali­
no total de Bayo Baranda (_f. vulgaris L.). C: extracto sa­
lino total; E: Pepsina. 60 Mg proteína por pozo. Tinción ~ 

con azul brillante de Coomassie R-250. 
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Fig. 34. Análisis electroforético de los productos formados 

por la acci6n de la pepsina, sobre las proteinas desnatura 

lizadas por ebullición durante 120 min, en presencia del -

detergente SOS, del extracto salino totai de Bayo Baranda­

(~. vulgaris L.). C: extracto salino total; E: Pepsina. --. 
60 Mg proteína por pozo. Tinción con azul brillante de Coo 

massie R-250. 
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Fig. 35. An6lisis ~lectrofor~tic~ de los productos formados 

por la acciá~ de la pepsina, sobre las proteínas des~atura 

lizadas por ebullici6n durante 120 min, del extracto sali­

no tot~l de # 209 (~. coccineus), C: extracto salino total; 

E: Pepsina. 60 Mg proteína por pozo. Tincián con azul bri­

llante de Coomassie R-250. 



87 

e o 10 20 30 40 60 60 E 

m n u o • 

Fig. 36. An~lisis electrafor~tica de los productos formados 

par la acci6n de la pepsina, sobre las proteinas desnatura 

lizadas por ebullici6n durante 120 min, en presencia del -

detergente SOS, del extracta salina total de # 209 (~. 

coccineua). C: extracta salina total; E: Pepsina. 60 Mg -­

proteína par pozo. Tinción con azul br.illante de Coomassie 

R-250. 
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Fig. 37. Análisis electroforético de los productos formados 

por la acci6n de la pepsina, sobre las proteínas desnatura 

lizadas por ebullición durante 120 min, del extracto sali­

no total de Tecuzi 1-74 (P. acutifolius), C: extracto sali 

no total; E: Pepsina. 60 Mg proteína por pozo. Tinción con 

azul brillante de Coomassie R-250. 
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Fig. 38. Análisis electroforético de loe productos formados 

por la acción de la pepsina, sobre las proteinas deenatura 

lizadae por ebullición durante 120 min, en presencia del -
detergenbe SOS, del extracto salino total de Tecuzi 1-74 -
(~. acutifolius). C: extracto salino total; E. Pepsina. 60 

M g protefna por pozo. 1inción con azul brillante de Coama 
seie R-250. 
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Flg. 39. An~lisis electroforitico de los productos foramdoa 

por la acción de la tripsina, sobre las proteínas desnatura 

lizadas por ebullición durante 120 min, del extracto sali­

na total de Saya Baranda (~. vulgaris L.). C: extracto sa­
lino total; E: Tripsina. 60 Mg proteína por pazo. Tinción­
can azul brillante de Coomassie R-250. 
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Fig. 40. Análisis electroforético de los productos formados 

por la acción de la tripsina, sobre las proteínas d.esnatur2 

!izadas por ebullici6n d~rante 120 min, en presencia del -

detergente SDS, del extracto salino total de Bayo Baranda­

(E_. vulgaris L.). C: extracto salina total; E: Tripsina. -

60 Mg proteína por pozo. Tinción con azul brillante de Cog_ 

massie R-250. 
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Fig. 41. Análisis electroforético de los productos formados 

pot la acci6n de la tripsina, sobre las proteinas desnatu­

ralizadas por ebullici6n durante 120 min, del extracto sa­

lino total de # 209 (f_. coccineus), C: extracto salino ·to­

tal; E: Tripsina. 60 Mg proteína por pozo. Tinci6n con 

azul brillante de Coomassie R-250. 
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Fig. 42. An~lieia electr~far~tico de loe productos formados 

por la acc16n· de la tripsina, sobre las proteínas desnatu­
ralizadas por ebullición durante 120 min, en presencia del 

-detergente SDS, del extracto salino total de # 209 (P. 
coccineus). C: extracta salino total¡ E: Tripsina. 60 Mg -

proteína por pozo. Tinción con azul brillante de Coomassie 
R-250. 
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Fig. 43. An~lisis electroforitico de los productos formados 

por la acci~n de la tripsina, sobre las proteínas desnatu­

ralizadas por ebullición durante 120 min, del extracto sa­
lino total de Tecuzi 1-74 (~. acutifolius), C: extractos~ 
lino total¡ E: Tripsina. 60 Mg proteína par poza. Tinción-. 
con azul brillante de Caomassie R-250. 
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Fig. 44. Análisis electroforético de los productos formados 

por la.acción de la tripsina, sobre las proteínas desnatu­

ralizadas por ebullición durante 120 min, en presencia del 
detergente SDS, del extracto salino total de Tecuzi 1-?4 -
(r:__. acutifolius). C: extracto salino total; E. Tripsina. -

60 M g proteína par pozo. 1 incián con azul brillante de Co.!?, 

massie R-250. 
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Fig. 45. Separaci6n electrafar~tica de las Extracci~rtes--
' de Glabulinas can una variedad de cada una de las eape---

cies. A: EST Baya Baranda (f_. vulgaris L.); B: Globulina-

1 (G1) Bayo Baranda; C: Glabulina 2 (G2) Bayo Baranda; -­
D: EST # 209 (!:_. caccineus); E: Globulina 1 (G1) # 209; -

F: Glabulina 2 (G2) # 209; G: EST Tecuzi 1-74 (f_. ~-­
folius); H: Globulina 1 (G1).Tecuzi 1-74; I: Globulina 2 

(G2) Tecuzi 1-74. 60 Mg proteína por pozo. Tinci6n con -­
azul brillante de Coomassie R-250. 
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Fig. 46. Patr6n de eluci6n de la Globulina G1 de Bayo Ba­
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r1g. 47. Petr6n de eluci6n de le Globuline G2 de Bayo Ba­
randa (P. vulgaria L.), por filtraci6n en Ultrogel AcA-34. 
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Fig. 48. Patr6n de eluci6n de la Globulina G1 de # 209 
(P. coccineus), por filtraci6n en Ultrogel AcA-34. 
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Fig. 49. Patr6n de eluci6n de la Glabulina G2 de # 209 

(P. caccineus), par filtrac16n en Ultrogel AcA-34. 
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Fig. 50. Patr6n de eluci6n de la Globulina G1 de Tecuzi -

1-74 (E_. acutifolius), por filtraci6n en Ultrogel AcA-34. 
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Fig. 51, Patrón de eluci6n de la Glabulina G2 de Tecuzi -

1-74 (i:__. acutifolius) ,por filtraci6n en Ultrogel AcA-34. 
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Fig. 52. An~lisis electrofor~tico de la globulina G1 pu­
rificada por filtraci6n en Ultrogel AcA-34. !.-Bayo Baran­

da (.f. vulgJll.is, L) ¡ A:. Extracto salino· tot.al ¡ B: Extrac­
to de globulins G1; C: Fracci6n II (Globulina purificada). 

II.- # 209 (E. coccineus); D: Extracto salino total; E: -
Extracto de globulina G1; F: Fracci6n II (Globulina puri­
ficada). III: Tecuzj. 1-74 (E.. acutifolius)¡ G: Extracto -

salino total. H: Extracto globulina G1¡ I: Fracci6n II -­
(Globulina purificada) 60 µg proteína por pozo. 
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Fig. 53. An§lisis electroforEtico de la globulina G2 pu­

rificada por filtrsci6n eri Ultrogel AcA-34. !.-Bayo Baran­
da (E. vulgaris L.); A: Extracto salino total; B: Extrac­
to de globulina G2; C: Fracc~6n II (Globulina purificada). 
II.- # 209 (E. coccineus)¡ D: Extracto salino total; E: -
Extracto de globulina G2; F: Fracci6n II (Globulina puri­
ficada). III.- Tecuzi 1-74 (.E. acutifolius)¡ G:Extracto -
salino total; H: Extracto de globulina G2, I: Fracci6n 

II (globulina purificada) 60 ~g proteína po~ pozo. 
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Fig. 54. Análisis electroforético de las globulinas G1 y 

G2 purificadas por filtraci6n en .Ultragel AcA-34. I.- Ba­

ya Baranda (~. vulgaris L.) A: Extracto salino total; 8: 

Globulina G1 purificada (fracci6n II); C: Globulina G2 

purificada (fracci6n II). II.- # 209 CE. caccineue); D: -

globulina G1 purificada (fracci6n II); E: Glabulina G2 

purificada (fracci6n !!). III.- Tecuzi 1-74 (f.acutifo--­

~); F: Globullna G1 purificada (fracci6n II); H: Globu­

lina G2 purificada (fracci6n III). 60 µg proteína par po-

za. 
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~ig. 55. Movilidad comparativa de las distintas subunida­

des de las globulinas G1 y G2. A: Miaglabina; B: Inhibi-­

dar de tripsina; C: DNA-asa I; D: Albúmina de hueva¡ E: -
G1 de Bayo Baranda; F: G2 de Baya Baranda¡ G: G1 de # 20~ 

H: G2 de # 209; I: G1 de Tecuzi 1-74; J: G2 de Tecuzi 

1-74. 60 g proteína par poza. Gel de acrilamida al 13%.­

Tinci6n con azul brillante de Coomassie R-250. 



107 

O voalbÜmina 

4 

ONA- aso :i: 

3 

... 
o 
:> 
u .. 
o 
e 

o .. .. 1 nhlbldor da trlps1na 
a: 2 

o 
o 

Mlogloblna 

0.1 0.2 0.3 0.4 o.~ o.o 0.7 

Movilidad relallva !cml 

Gráfica 4. Curva de calibración para la determinación ele!?_ 

troforética del peso molecular de las distintas subunida-­

des de las globulinas G1 y G2. 
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6.0 DISCUSIDN Y CONCLUSIONES. 

El análisis electroforético de las proteínas extraí­

das con solución salina de cada una de las variedades de -

las especies~· vulgaris L., E· coccineus y P~ acutifolius 

mostró en cada especie el mismo número de bandas e igual -

movilidad. Al comparar los extractos de una especie con 

los de las otras especies se encontró gran similitud en 

cuanto al número y a la movilidad de las principales pro-­

teínas de alto peso molecular, existiendo pequeñas difere!:!_ 

cias en algunas proteínas de menor peso molecular y de me­

nor importancia por su escasa concentración, las cuales de 

berán ser estudiadas en posteriores trabajas. 

En las proteínas de menor tamaño se observó que los 

extractos de P. vulgaris L y P. coccineus presentaron des­

bandas comunes difiriendo una de ellas a los extractos de­

~- acutifolius, la cual presentó mayor movilidad lo que in 

dice que ésta es de menor tamaño; también se distinguió en 

los extractos de la especie P. coccineus una proteína de -

mayor movilidad y por su intensidad se presume que su con­

centración es de importancia, el resto de las proteínas o­

péptidos por su relativa baja concentración no fueron moti 

va de estudio. 

Los extractos salinos totales alternos de las tres­

especies en estudio, analizados electrofaréticamente y te­

ñidos con técnicas específicas para proteínas en general -

(azul brillante deCoomassie), proteínas con grupos sulfhi­

drilos (DDD-Fast Black K), y para glucoproteínas (azul al­

ciano), exhibieron el mismo número de bandas y la misma m~ 

vilidad, observándose menor intensidad cuando se tiñeron -

para proteínas con grupos sulfhidrilo y para glucoproteínas 
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en el primer caso puede ser por la escasa cantidad de cis­

teína, en estudias anteriores se ha informada que las semi 

llas de frijol paseen bajo contenido de aminoácidos azufr~ 

dos (9,22,23,24). En el casa de las glucoprateínas la dis­

minuci6n en la intensidad, también es debida a su relativa 

baja abundancia (9,25,26). De las anteriores observaciones 

se concluye que las proteínas contenidas en los extractas­

son del tipo de las glucoproteínas, las cuales poseen alg~ 

nas grupos sulfhidrilos utilizables en unir varias subuni­

dades proteicas, la cual implica que en su forma nativa 

estas proteínas se encuentran formando aglomerados de alto 

pesa molecular (27). 

Ante la impasibilidad de realizar el análisis den-­

si tamétrica de cada una de las extractas salinos y can el­

conocimienta de la similitud en el corrimiento electroforú 

tico de las proteínas de los distintos extractos de cada -

una de las especies, se eligió unicamente una variedad de­

cada especie y se consider6 representativa de ésta, las 

semillas seleccionadas fueron Bayo Baranda {~. vulgaris L) 

# 209 (~. caccineus) y Tecuzi 1-74 (P. acutifolius). Com-­

paranda las esquemas obtenidas se observó que el extracta­

de Baya Baranda presentó unicamente 13 picos, el extracto­

de # 209 present6 15 picos y el extracta de Tecuzi 1-74 mo:!_ 

tr6 16 picos. El densitagrama de Baya Baranda (~. vulga- -

ris L) exhibió principalmente cuatro grandes picas, las -­

cuales acumularan 11.29 mg de proteína/ml, que significó -

un 65.82% del total de proteínas; la variedad # 209 exhi-­

bi6 cinca grandes picas, que contuvieran 7.98 mg de proteí 

na/ml que significó el 55.75% del total; Tecuzi 1~74 pre-­

sentó cuatro marcadas picos con una concentración relativa 

de 11.52 mg de prateína/ml y un 47,57% del total. Se obser 

vó en los esquemas de # 209 la aparición de varias bandas-
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de peso molecular pequeño mientras que en Tecuzi 1-74 algu 

nas bandas aparecieran en la región de alto peso molecular. 

De las resultadas obtenidas electraforéticamente al 

exponer las proteinas nativas de los extractos representa­

tivas de las especies en estudia, a diferentes tiempos de­

acción de las enzimas pepsina y tripsina, se observó que -

dichas proteínas na fueron hidralizadas posiblemente por -

no tener un estado a conformación tal que les permita a -­

las prateasas hidralizarlas a también por la posible pre-­

sencia de un inhibidar específica para estas. Para descar­

tar cualquiera de las pasibilidades anteriores o su ocu--­

rrencia simultánea, las extractos salinos fueron tratados­

térmicamente a diferentes tiempos, tratamiento suficiente­

para desnaturalizar los inhibidores cuya naturaleza sea -­

del tipo proteica, los cuales con condiciones menos dr~sti 

cas se modifican y su efecto se anula (25 y 28). También -

se utilizó este proceso desnaturalizante para modificar la 

conformaclón de las proteínas de los extractos y buscar 

una mayor susceptibilidad a ser hidrolizadas por las pro-­

teasas. De los resultados obtenidos sl utilizar como subs­

trato de las proteasas las proteínas desnaturalizadas du-­

rante 120 min en ebullición, se concluye que a pesar de es 

ter desnaturalizadas las subunidades de la globulina G1 

son las más resistentes a ser hidrolizadas, estos resulta­

dos estan de acuerdo a los observados por Jaffé y col. 

(28), quienes proponen que las semillas de frijol negro 

variedad Cubagua (~. vulgaris L), además de contener un 

inhibidor de la tripsina, posee un inhibidor de proteasas­

termoresistente, situación que tiene gran importancia nu-­

tricional por ser estas proteínas las más abundantes de la 

semilla. 
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Por su relativa mayor abundancia se decidió purifi­

car las globulinas G1 y G2 de las variedades anteriormente 

seleccionadas como representantivas, para posteriormente -

realizar con estas una serie de 8studios que.lleven al me­

jor conocimiento de sus propiedades y del papel fisiológi­

co y nutricional que desempeñan las proteínas de semillas­

de fiijol. El anterior propósito, se intentó alcanzarlo -­

primeramente aprovechando las distintas solubilidades ya -

notificadas (14 y 28), de la globulina G1 y de Ia globuli­

na G2. Para la extracción de la globulina G1 se utilizó un 

medio de relativa mayor fuerza iónica formado por NaCl 0.5 

M, ácido ascórbico 0.25 M y NaN 3 D.02% y posteriormente se 

redujo la fuerza iónica adicionando 5 volumenes de agua, -

hecho que ocasionó que la globulina G1 se vuelva insoluble 

y precipite manteniéndose en disolución la globulina G2. -

El análisis electraforético de las globulinas parcialmente 

purificadas mostró lo ya comentado cuando se analizaron -­

electroforéticamente las proteínas de los extractos sali-­

nos totales de las 30 variedades, esto es que la globulina 

G1 de las tres especies exhibierah semejanzas en su movi-­

lidad y en el número de subunidsdes, por otro lado también 

se observó que la globulina Ge de Tecuzi 1-74 (P. acutifo­

lius) presentó mayores diferencias en su movilidad electro 

forética con respecto a Bayo Baranda <E· vulgaris L.) y 

#209 (e_. coccineus) en las cuales la globulina G2 exhibe -

semejante movilidad. 

Posteriormente, procurand9 una mayor purificsción,­

las distintas globulinas parcialmente purificadas fueron -

pasadas individualmente por una columna de exclusión mole­

cular empacada con Ultrogel Aca-34 cuyo rango efectivo. de­

fraccionamiento es de 20,000 a 350,000 daltones. Los per-­

files de elución de las globulinas G1, d~ las variedades -
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representativas mostraron principalmente dos picos (F II -

y F III), loe cuales fueron analizados electroforéticamen­

te. La F III no mostró ninguna banda a pesar de que fue 

previamente concentrada y su contenido de proteínas fue 

también muy baja. Los componentes de esta fracci6n merecen 

ser estudiadas desde otros puntas de vista por su relativa 

abundancia. 

Comparando las perfiles de elución de las tres va-­

riedades estas resultaron ser muy semejantes, hecha que 

confirma la ya observada electrafaréticamente, esto ea que 

estas proteínas son de similar tamaño. 

La eluci6n de las globulinas G2, de las distintas -

variedades mostró también dos grandes picas (F I y F II),­

can algunas diferencias en cuanta al número de tubo en que 

se eluyeran (tamaña molecular) y en su cancentraci6n. Es-­

tas diferencias en los perfiles de eluci6n de las globuli­

nas G2, sin duda se deben a diferencias en su tamaño mole­

cular, hechti observado electraforéticamente (fig. 53). En­

las tres variedades analizadas la F II mostró estar en ma­

yor proporción. 

Las fracciones de elución de las distintas globuli­

nas fueron comparadas electroforéticamente con sus respec­

tivos extractos crudos y con su extracto salina total. En­

el caso de la globulina G1 de Tecuzi 1-74 se logró por me­

dio de la columna una notoria purificación al eliminarse -

algunas bandas, mientras que con Bayo Baranda y # 209 el -

paso por la columna na arrojó una notaria purificación. Pa 

ra la globulina G2, Tecuzi 1-74 también mostró una mayor -

purificación al ser pasado por la columna, en las otras -­

dos variedades no se observó una notable purificación. De-
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~stos resultados se desprende que la purificación de las -

globulinas G1 y G2 de estas semillas por sus diferentes so 

lubulidades es un buen método tomando en cuenta su capaci­

dad de volúmen de trabajo, equipo empleado y costo. 

De las globulinas G1 y G2 purificadas se compararon 

sus movilidades electroforéticas con proteínas de peso mo­

lecular conocido y exhibiendo para la globulina G1 de las­

tres variedades un peso molecular alrededor de 150,000 dal­

tones y para la globulina G2 alrededor de 61,000 daltones­

para Bayo Baranda (f. vulgaris L.) y# 209 (P. coccineus)­

y de 58,000 daltones para la variedad Tecuzi 1-74 (P. acu­

tifolius). 
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