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RESUMEN

- Por medio de la caracterizacibn electroforética rea-
lizada en geles de poliecrilamida -SD5 y tefildos para;: --
proteinas en general, proteinas con grupos sulfhidrilos vy
plucoproteinas, se demostrf gue en cada especie de frijol
estudiada las proteinas extraidas son muy similares, exhé
biendo marcadas diferencias cuando se compard una especie
con las otras.

Las proteinas nativas vy desnaturalizadas mostraron -
alta resistencia a ser hidrolizadas por les enzimas trip-
sina y pepsina, resultado de alta significancia nutricio-
nal, porque las protefinas mé&s abundantes de las semillas-
estudiadas no podrén ser aprovechables.

El estudio de las proteinas més abundantes en las --
semillas de frijol, que son las globulinaes de reserva, --
arrojd informacidn importante sobre algunas de sus caerac-
teristices como es su solubilidad, peso molecular, etc.

El métode desarrollade para la purificacion de las -
globulinas B1y G2, permitiréd realizar con estas una gran
cantidad de estudios teles coma: Determinar la contribue-
cifn de estas en las propiedades de la semilla, determi--
nar su participacidn en la germinacifn, utilizarlas coma-
marcadores taxondmicos, etec. .
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1.0 INTRODUGCION.

La alimentacidn se encuentre entre los principales-
problemas gue en la actualidad aquejan & la poblacién de -
bastas Areas del mundo. Las condiciones existentes son muy
diferentes entre las regiones del mundo, por una parte; en
los paises altamente industrislizados o desarrollades, don
de vive spefnas una tercera parte de la poblacién mundial,-
se produce alimentos en gran cantidad, hasta para exportar
y. por otra parte, en los paises en desarrollo gue cuentan-
con més de las dos terceras partes de la poblacifn y de --
tierra, nos encontramos con una critice deficiencia en la-
produccién de alimentos.

En la actualidad aproximadamente el 29% de la pro--
teina gque se consume en el mundo es de origen enimal, el -
resto es principalmente de origen vegetel (1). Hecho que -
resalta la importancia de las proteinas de origen vegetal-
en la alimentecién humana mundial.

En los peises en desarrollo, los granos de legumino
sa son lae principalAfuente de proteinas y para la mayoria-
‘de estos pafses, un aumento en la produccildn y caonsumo de-
leguminosas represénta una solucidn parcial pero répida al
creciente problema alimentario.

Las leguminosas han sido uno de 'los primeros culti-
vos comestibles practicados por el hombre. En América del-
Norte, Central 'y del Sur, el frijol ha sido una de las le-
guminnsaa,due se ha cultivado desde tiempos remotos, y el-
gran ndmera de nombres que le dan loe indios americanos, -
y la gren cantidad de variedades cultivadas, son una prue-
ba de su antiguedad (2).



£l estado de Durango es el segundo productor de fri
jol a nivel nacional, se siembra anualmente un promedio -
de 305.728 hectéreas de las cuales el 94% son de temporal.
Con una produccidn de 155,590 toneladas y un rendimiento;
de 485 Ko/hectérea en tierras de temporsl y de 1,000 HKg/-
hectérea en tierras de riego (3). Situacién gue obliga a-
la constante bisqueds de variedades me joradas, gue mejor-
adesptadas a las condiciones semidesérticas de la regién, -

proporcionen una mayor produccién.

El propdsito de este trabajo es estudiar las prutei
nas més abundantes en algunas semillas mejoradas de frie--
jol, para apoyar los estudios agronfmicos sobre estas nue
vag variedades y contribuir en el conocimiento del alimen

to de mayor consumo en México.



2.0 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS . ' >

Las'pfuteinas presentes en semillas de Leguminosasg-

son de dos tipos:

a) Proteinas metabdlicas: Dentro de éstas se.agrupan

las proteinas eatructurales y las enzimas.

b) Proteinas de .reserva:

Estas se encuentran locali

zadas en los cuerpos proteicos, que £ambién han-

sido llamados granos de aleurona. Estas prote{-~-

nas son sintetizadas durante el desarrollo de la

semilla (4). Las principales proteinas de reser~-

va de las leguminosas son del tipo de las gloBu-

linas porque requieren pera su solubilizacidn de

la presencia de sales.

Una semilla médura y seca
mente 450 mg. de peso, contiene
peso (90-145 mg) de proteinas vy
sus proteinas estd dedo por las
lative abundancia las proteinas
das como las proteinas de mayar
nutricional.

de
de
el
de
de

frijnl de aproximada--
un 20% a un 30% de su-~
50 a 75% del total de-
reserva (5). Por su re
reserva son considera-

importancia fisioldgica y

Se ha dempstrado que las proteinas de reserva estén

restringides a las semillas, Miller (6), exasmind inmung--

electroforéticamente las proteinas extrafdas de diferentes

drganos de la planta Pisum sativum y solamente las detec-

t6 en los extractos de les siguientes partes de 1la semi--
lla: cotiledones, epicdtilo, hipocftilo mas radicula.

Osborne (7) estudid las protefnas de reserva de ---
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Vicia sp y Phaseolus sativum zncontrando dos globulinas -

de mayor importancia, las cuales llamb "legumina" con un-
coeficiente de sedimentacidn de 115 y "vicilima® con un -
coeficiente de sedimentacidn de 75. Danielson (8) caracte

rizd dos globulinas de semillas de Phaseolus sativum y -~

"sus resultados fueron similares a los de Osborne.

Ericson vy Chrispeels (9) aislaron vy purificaron dos
proteinas de reserva de Phaseolus aureus can coeficientes

de sedimentacidn de 85 y 11.35 respectivamente. La prutei
na 11.35 mostrd tres subunidades con pesos moleculares de
50,000, 44,000 y 16,500 daltones respectivamente, conte--
niendo cerca del 1% de glucosamina. La prote{na 85, la -~
cual no contenia cisteina, con cuatro subunidades con pe-
sos moleculares de 63,500, 60,000, 29,500 y 24,000 dslto-
nes, conteniendo 0.2% de glucosamina y 1% de manosa. Esta
proteina 85 corresponde a la glucoproteina II descrita --
por Pusztai y Watt (10) gue constituye el 35% del total -
de proteina de la semilla de Phaseolus vulgaris y esta --

compuesta por cuatro subunidades.

Hill y Brendinbach (11) caracterizeron lLas proteinas
de reserva de semillas de frijol de soya, obteniendo tres
distintas fracciones cuyos coeficientes de sedimentacidn-
fueron 2.25, 7.55 y 11.85 respectivamente.

Blagrove y Gillespie (12) encontreron que las pro--
teinas de reserva de Lupinus angustifolius eran dos globu
linas y las llamaron conglutina alfa y conglutina beta, -
correspondiendo a las protefnas 115 y 7-85 descritas por-
los anteriocres trabajos.

S5un y colaboradores (13) estudiaron la acumulaciﬁn—
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de las proteinas de reserva duranie el desarrollo de las-
semillas de Frijul; variedad Tendergreen de Phaseolus vul-

garis,L v las detectaron hasta los catorce dfas después -
de floracifn, manteniendose su patrbn polipeptidico hasta
lalcumpleta maduracion que fue a los treinta vy siete dias,

sbservando un incremento de 3.3 mg de proteina/dia.

La caracterizecidn de las proteinas de semillas de-
frijol es un requerimiento fundamental para los estudios-
bédsicos v aplicados de las semillas, S5inembargo, se han ~
encontrado considerables dificultades en la obtencibén de-
muestras puras de los principales componentes proteicos.-
‘La extraccifin de las globulinas en un medioc salino, acidi
ficado por &cido ascérbico parece ser el més apropiado pg
ra semillas de Phaseolus vulparis, segln Sunm y Hall (14),

guienes compararon cinco métodos de extraccifén, todos con
medios salinos pero con diferentes valores de pH. Estos -
autores informan gque el medio de extraccifn que les did -
me jores resultados fue con NaCl 0.5 M y Acido aschrbico -
0.25M.

La purificacidn de las proteinss de reserva es el -
paso limitante para su céracterizaciﬁn y merece toda la -
atencidn porgue con ellas se puede realizar una gran can-
tidad de estudios, tales como:

l.- Determinar su contenido de proteinas, aminoécidos esen
cieles, azdcares, fibra, digestibilidad, etb., y sefia
lar la contribucién de estas en las propiedades de la
semilla {ntegra. -

2.~ Estudiar su participacifn en la germinacidn de la se-
milla. o ’



Estudiar el efecto de distintas condiciones de almace
namiento sobre su composicibn, estructura, y subse---

cuentemente sobre la germinacidn.

Establecer la relacidn de estas globulinas con algunos
factores antifisioldgicos, como: inhibidores de enzi-

mas, hemoaglutininas, flatulencia, etec.
Utilizarlas como marcadores en estudios taxonfmicos.

Ser un excelente sistema para el estudio de la sinte-
sis de proteinas, porgue ademés de producirse pocas -
especies moleculares y con periodos bien definidos, -

la sintesis es muy activa.



3.0 0OBJETIVOS

3.1 £l objetiveo final o general de este traba-
jo es aislar las principales proteinas de algunas semi---
llas mejoradas del género Phaseolus y caracterizarlas des
de un punto de vista bioguimico. Aportando algunos resul-
tados gue permitan conjuntamente con los estudios agrond-
mieps, realizar una evaluacidn multidisciplinaria de ma--
yvor fuerza y confianza que permites recomendar el cultivo-
de variedades gue presenten mayores ventajas para quien -
la siembra y sobre todo para guien la consume.

3.2 Objetivos operacionales.

3.2.1. Extraer las principales proteinas de
cada una de las variedades en estudio. Utilizando las téE
nicas gue se describen en la seccifn de material y méto--
dos.

3.2.2. Analizar la pureza de las proteinas-
aisladas, por medio de la electraforesis analitica.

3.2.3. Estimar por electroforesis el peso -
molecular de las principales proteinas aisladas utilizan-

do como referencia proteinas de peso molecular conpocido.

3.2.4., Cuantificar 1as proteinas misladas -
por andlisis densitométrico y por métodos quimicos.

3.2.5. Estudiar in vitro la digestividad de
estas proteinas.



L.0O MATERIAL Y METODOS.

) 4.1 Las variedades estudiadas en el presente
trabsjo fueron proporcionadas por el Campo Agricola Expe-
rimental Valle del Guadiana del INIA y son las siguientes:

Phasenlus vulgaris L. Phaseolus Phaseolus
coccineus acutifolius

Flor de Mayo (testigo) # 276 Tecuzi 29
Bayo Baranda # 264 Tecuzi 72
Bayo Ratsa # 265 Tecuzi 1-74
Bayo Los Llanos # 249 ' Raramuri 26
Bayo Durango # 222 Raramurli 27
Bayo Madero # 209 . Duencamé
Bayo Crinllo Los Llanos # 208 P.I. 239056
Djo de Cabra San Juan del Rio # 203 P.I. 231638
Pinto Nacional # 60 P.I. 321638
Rig Grande # 27 . P.I. 319551

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

» Reactivosg:
n-Hexana (merck, 4367)
Cloruro de Sodio (Merck, 206404).
Azids de Spdio (Fisher Scientific Company, §-227 78263)
Acido Ascdrbico (Merck, 127).
Fenil metil sulfonil fluoruro (Sigma, P-7626)
Dimetil Sulfdxido (Sigma, D-5879)
Carbonato de Sodio ( Merck, 206392).
Hidréxido de Sodio y Potasio tetrahidratade (Baker & Adam-
san 2285), '
Sulfato de Cobre (Mallindkrodt, 4844),
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Reactivo fendlico de Folin-Ciocalteu (Sigma, F-9252)
Albdimina sérica de bovino (Sigma, A-4503).

Acrilamida (Bio-Rad, 161-0101)

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

Trizma base (Sigma, T-1503).

Acido clorhidrico, 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, SD5 (Bio-Rad, 161-0301).
Glicerol (merck, 4094)

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

Azul de bromofenol (Bio-Rad, 161-D40k)

Glicina (Sigma, G-7126).

Azul brillante de Coomassie R-ZSU (Biop-Rad, 161-0400)
Acido tricloroacético (Sigma, T-4BB5),

Acidon acético glacial (Merck, 62).

Acido peryédico (S5igma, P-7875).

Metabisulfito de potasio (Merck, 202027).

Azul alciano (Bio-Rad 101-0401)

Metanol (Basker, 5070).

2-2'-dihidroxi-6,6'-dinaftil disulfura, DDD,(Sigma, D-B003).
Fast black K salt (Sigma, F-7553)
Etilendiaminotetracetico sal disddica, EDTA (Mallindcrodt,
L391).

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

Inhibidor de Tripsina, 21,000 daltones (Sigma, T-9003).
DNAasa I, 34,000 daltones (Sigma, DN-C5, D-1001)
Albdmina de Huevo, 45,000 daltones (Sigma, A~7642).
Acido perclfrico, 70-72% pureza (Baker, 9652)

Pepsina (Difco), D151-15)

Tripsina (Sigma, T~8003).

Hemoglobina (Difco, 0136-02).

Urea (Merck, 8487).



Flor de Kayo

Gayon Las Llanos

Fig. 1. Semillas de
vulgaris L.

- 10 -

>33

frijol, de la

Bayo Barands

Bayo Durangn

especie Phaseolus




Pinto Naclonal Rio Grande

r

‘Fig. 2. Semillas de frijol, de la especi»e Phaseolus —
wvulgaris L. ‘



Fig. 3. BSemillas de frijol de la especie Phasenlus - -

coccineus.



Fig. 4. Semillas de frijol de la e'specie Phaseclus -~ -
coceineus. ' o



Tecuzi 28

Raramuri 26 Roremuri 27

Fig., 5. Semillas de frijol de la especie Phaseolus -
acutifoliua. '



Fig. 6. Semillas de frijol de la especie Fhaseolus -
acutifolius.
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Acido bhrico (Merck, 165).
Cloruro de calclo (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 Lipidos y Proteinas.

Soluciones:

1.- NaCl D0.5M conteniendo NaN3 0.02%.- Se disuelven 29.25
g de NaCl, D.2 g de NaN3 en agua desmineralizada y se

llevan a 1000 ml.

2.~ Fenil metil sulfonil fluorure 100 mM.-~ Se pesan - -
0.0174 g de fenil metil sulfonil fluorurec (PMSF) y se
disuelven en 1.0 nl de dimetil sulfdxido.

3.- Splucién de NaCl 0.5M, NaN; 0.02% y PMSF 0.1 mM.- Se-
pesan 14.61 g de NaCl, 0.1 g de NaN3,
agua desmineralizada y se les adiciona con agitacifn-
0.5 ml-de PMSF 100 mM. Se llevan @ un volOmen final -
de 500 ml con sgus desmineralizada.

gse disuelven en

t,~ NaCl D.5M conteniendo Acido ascArbico 0.25M y NaN3 -
0.02%.- se disuelven 29.25 g de NaCl, 44.03 g de 4ci-
do asecblrbico, 0.2 g de NaN; con agua desmineralizada-

y 3e llevan a 1000 ml.

5.- NaCl 0.06M conteniendo écido ascérbica 0.25M y Naby -
0.02%.- Se disuelven 3.5 g de NaCl, 44,03 g de Acido-
aschrbico vy 0.2 g de NaN3 con agua desmineralizada y-

y se llevan a 1000 ml.

4.3.1. Extraccidn de Lipidos.

1.~ Las semillas se muelen en una licuadora comercial has
ta obtener un polvo fino. Se tamiza en una malla # 25 y -~
lo gue no pasa ge vuelve a moler y se tamlza 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-hexano frio y se agita durante 30 -
minutos a 4°C.

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

xano que contiene los lipideos extraldos.

4 .- Adiciopnar el sedimento anterior, 20 ml de n-hexang --
frio, agitar durante 30 minutos a AUE; dejar sedimentar y
decantar el n-hexano.

5.~ Repetir una vez mAs el paso anterior.

6.~ Eliminar el n-hexano por medio de un ventilador o una
campana de extraccibn haste que no se perciba su olor.

7.~ La harina libre de lipidos se guarda en penquefos fras-
cos perfectamente etiquetados, en un desecador a vacio _—
hasta su utilizacidn..

Este procedimiento se realiza con cada una de las-
variedades en estudio.

L.3.2. Extraccién de proteinas en pre--

gsencia de un Inhibidor de Protea-

S88 .
1.~ Se pesan 3.0 g.de polvo de frijol libre de lipidos en
un matraz erlenmeyer de 50 ml y se agregan 30 ml del me--
dio de extraccién gue contiene NaCl D.5M, NaN; D.D2% y -
PMSF 0.1 mM.

2.- En ptro matraz erlenmeyer de 50 ml, se pessn 3.0 g de
polvo de frijol libre de lipidos y se agregan 30 ml de so-

lucifn de NaCl 0.5M y NaN, 0.02%.

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

L.~ Pgsteriormente se centrifugan en una Centrifuge Sor--
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vall RC-58, rotor S534 a 10,000 x G (9,000 rpm) durante -

30 minutos vy a 4oc.

5.- A ambos sobrenadantes se les determina su contenido -
de proteinas y se les hace su andlisis electroforético. -
£l sedimento se descarta. -

#.3.3 Extraccifn de Proteinas.

1.~ En un matraz erlenmeyer de 50 ml se pesan 3 g de pol-
vo libre de lipidos y se agregan 30 ml de solucifn de --
NaGl 0.5M conteniendo NaN, 0.02%.

2.- La extraccién se realiza poniendo la anterior mezcla-
.en agitacidn constante con ayuda de una barra magnética -
durante 3 horas a 4°C.

3.~ La mezcla se centrifuga en una Centrifuga Sorvall RC-
58, rotor S§8534 =& 10,000 X G (9,000 rpm), durante 30 minu-
tos y a 49, )

4,- El sobrenadante se retira y se guarda a -20°C en un -
congelador Tevco hesta su utilizacifn y se le llama EXe=-
tracto Salino Total (EST).

5.- E1 sedimento se somete a otro procesc de extraccién -
como en el pasa 1.

4.3.4 Extraccién de la Globulina 1 (G1)

1.- En un matraz erlenmeyer de 50 ml poner 3 g de polve -
~libre de lipidos, adicionarle 30 ml de solucidén de NaCl -
0.5M cnnten}endu écido asclrbico 0.25M y NaN3 0.02%; la -
proteina se extrae agitando constantemente la mezcla du--
rante 3 horas y a ulg.

2.- Centrifugar a 10,000 x G durante 30 minutos v a &°C.

s
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Semillas
-~

Moler y Tamizar

Extraccidn de lipidos
hexano 1:2 p/v, con =
agitacién, 30 min, 3~
veces y a 4 C. Evapo-
rar el hexano.

Extraccién de proteinas
NaCl 0.5M-Ac.AscArbico-
0.25M, NaN, 0.02%, 1:40
p/v, agigacién por 3 ho
ras, a & C. .

Centrifugar a 19,000 %0,
por BDAFin. a L C.,

Sdnrenadante Sedimento

Precipitacidn de G1
diluir con agua 1:6 v/v

Centrifugar a 1g,DDD xG
‘por 30 mi?. a L C.

Sobrenadante Sedimento

Resuspender en
NaCl O.5M

Fig. 7. Purificacién de Globulina 1 (G1).
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3.- E1 sobrenadante se retira y se le agregan cincoe volu-
menes de agua desmineralizada, la cual se agregs poco a -

poco y con agitacidn. £l sedimento se descarta.

L.~ El sobrenadante diluide se centrifuge a 10,000 x G du-
rante 30 minutos y a 49¢. '

5.- El sobrenadante se retira, y el precipitado se resus-
pende en el voldmen deseado de solucién de NaCl 0O.5M con~
NaN, 0.02% (sin Adcido ascOrbico). El precipitado sontiene
la proteina G1. Esta fraccidn se somete a concentracidn -
en una CAmara Amicon con hna membrana PM-30, se le deter-
mina su contenido de proteinas, se le hace su andlisis --
electroforético, se puede aln purificar més paséndola en-
una columna empacada con Ultrogel AcA-~34, la globuline G1
se slmacena a -20°C.

El esquema de la purificacién se ilustra en la Fiom
gura No. 7. - '

4L.3.5. Extraceidn de la Globulins 2 (G2).

.= En un matraz erlenmeyer de 50 ml pesar 3 g de polvo -
libre de lipidos, agregar 30 ml de solucién de NaCl D.06M
con dcido aschrbico 0.25M y NaN, 0.02%; la mezcle se agi-
ta constantemente durante 3 horas a 4°C.

2.- Centrifugar a 10,000 x G (3,000 rpm) durante 30 minu-
tos y a u%c.

3.- El sobrenadante se retira y se diluye agregéndole cin-
to volumenes de agua desmineralizada, edicionéndole poco-
a poco y con agitacidn. El sedimento se descarta.

“4,- El sobrenadante diluido se centrifuga a 10,000 x B ==
(9,000 rpm) durante 30 minutos y a &°C.
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Semillas
Moler y Tamizar

Extraccifn de lipidos
hexano, 1:2 p/v con -
agitacion, 30 min, 3-
veces y a 4 C. Evapnrar
el hexano.

Extraccién de proteinas
NaCl 0.06M-Ac. ascdHrbico
0.25M, NaN, 0.D02%, 1:10
p/v, agigacién por 3 hg
ras, a 4 C.

Centrifugar s 1g,DDUxG
por 30 qin. a L C.

Sobrenadante SediLento

Solubilizacidn de G2
dilufir con agua 1:6 v/v

Centrifugar a 1g,DUDxG
por 30 min. a 47 C.
, |

Sghrenadante Sedimento
Concentrar al
volimen deseado

Fig. B. Purificacién de Globulina 2 (G2).
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5.~ El1 sobrenadante se retira. Esta fraccifn contiene la-
proteina G2. La cual se concentra en una cAmara Amicon --
con una membrana PM-30, se le determina su concentracidn-
de proteinas, se le hace su andlisis electroforético vy si
se gquiere una purificacidn mayor se puede pasar por uns -
columna empacada con Ultrogel AcA-34, se almécena la glo-
bulina a -20°C.

6.- E1 sedimento gque contiene la poca G1 que se haya so~--
lubilizado, se descarta.

En la Fig. No. 8 se muestra en forma esquemdtica -
la anterior purificscidn.

4.4, Determinacifn de Proteinas.

Soluciones:

1.- Salucidn "A".- Se disuelven 20 g de Na,CO,, & g de -~
NaeOH vy 0.2 g de tartrato de sodio y potasio en agua -
desmineralizada y se lleva a 1000 wml. (E1 agua gue se

utiliza debe estar recientemente hervida por 30 min.)

2.- Solucifin "B".~- Se pesa 1 g de EuSDQ. 5HZD' se disuel-

ve y se lleva a 200 ml con sgua desmineralizads.

3.- Spolucibn "C".- Esta solucifin se prepara inmedistamen-~
te antes de usarse y se hace amgregando 1 ml de la so-
lucidén "8" a 50 ml de la solucidn "AY,

b.~ Dilucibn del reactivo fendlico de Folin-Ciocalteu. ~-
Be hace una dilucidn 1:2 (v/v) del reactivo concentra
do de Folin-Cliocalteu con agua desmineralizada; se ==
prepara antes de usarse.

'5.— Solucidn salina al D0.85% (p/v).~ Se pesan B.5 g de --
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haCl v se llevan a 100 ml con agua desmineralizada.

6.~ Solucidn concentrade de slbimina sérica de bovino (85A)
(400 ug/ml).~ Se pesan 10 mg de albiimina, se disuel--
ven y se llevana 25 ml con solucién salina 0.65%. Es-
ta solucidén se fracciona poniendo en tubos 3licuotas-
de 1.25 ml. Se guardan en el congelador.

7.~ Splucidn tipo de albdmina (50 ug/ml).- Se ponen 1.25-
ml de la solucifin concentrada de albdmina en un ma--
traz volumétrico de 10 ml y se completa su vollmen con
solucidn salina D.85%.

8.- Se realizan las diluciones convenientes para cads una
de las muestras problema de manera que estas tengan -
una concentracidn que caiga en el rango de la curva -
estandar.

Técnica.

En tubos de vidrio de 15x150 mm, se colocan de la-
solucidn tipo de alblminae, cantidades crecientes (0.0, --
0.2, 0.4, 0.6, 0,8y 1 ml) y 0,1 ml de la muestra proble-
‘ma diluida adecusdanente, cumpleténddse gl vellimen a cada
tubo 8 1 ml con solucidn salina al 0.85%.

Se agregan 5 ml de la solucidn "C" recién prepara-
da, se agite y se deja reaccionar durante 10 minutos. Al-
cabo de este tiempo se agregen répidamente 0.5 ml de la -
dilucién del reactivo fendlico de Folin-Ciocalteus; el tubo
se tapa con papel parafilm y se agita vigorosamente en un
vortex.

Se leen a los 45 minutos de haberse agregado el re-
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activa "G", en el espectrofotdmetro ZEIZZ PMQ III a 660 nm
contra agua.

Los resultados obtenidos con 1a curva estandar fue-

" ron tratados con el programa de minimos cuadrados en ung -
calcuyladora Texas TI-59, para obtener la recta de regresidn.
La concentracidn de cada una de las muestras problema, se~-
calculd aprovechando la curve de regresidon y multiplicén--
‘dola por el factor de dilucidn. Con dicho programa se obtu
vo el coeficiente de correlacién y siempre fue cercano @ -
la unidad. Los resultados de una determinacién se ilustran
en la grafica No. 9.
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Gr&dfica 1. Curva estandar de una determinacidn de protef
nas por el método de Oyama 'y Eagle; x valores experimen

tales y o - valores corregidos.
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4.5. Electroforesis Analitica.

La electroforesis analitica en rehanadas o slabs -

de poliacrilamida -se hace de scuerdo a Laemmli (16), con-

ligeras modificaciones. E1 gel separador & una concentra-
cién del 10.8% de acrilamida (11.08% T y 2.5% C) vy el gel
concentrador al 5% (5.0% Ty 2.5 C), fueron preparados a-

partir de la solucidn concentrada de acrilamida al 30% --

bis-acrilamida al 0.8%. Normslmente, todas las separacio-

nes

se realizaran con este sistema a menos que se indigue

otra cosa.

Los geles fueron polimer;gadns guimicamente por la

adicidén de persulfato de amonio al 0.5% y temed al O0.5%.

Soluciones:

1.- Solucifn concentrada de scrilamida al 30% (p/v)-~bis--

acrilamida al 0.8% (P/v).- Pesar 30 g de acrilamida, -
disolverlos en aproximadamente 20 ml de agua desmine-
ralizada.

Pesar 0.8 g de bis-acrilamida, disolverles en aproxi-
madamente 50 ml de agua desmineralizada y mezclarla -
con la solucifin de acrilamida. Aforar a 100 ml. Fil--
trar. Esta solucifn se gUarda en el refrigerador.

Solucién de dodecil sulfato de sodio (S5DS) &l 10% ~=
(p/v).- Pesar 10 g de 5DS y disolverlas en agué deg-~
mineralizada. Aforar a 100 ml.

. Solucién de Tris-HC1 2.0M pH 8.8 (p/v).- Se peEsSan -

121.1 g de trizme-base, disolverlos en agua cesmine--
ralizada. Ajustar el pH a 8.8 con HCl v llevar a 500~
ml con agua desminerslizada. Guardar en el refrigeraé
dor.
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Solucidn de Tris~HCl 1.0M pH6.B8 (p/v).- S5e pesan e
60.55 g de trizma-base, disclverlos en agua desmine--
ralizada. Ajustar el pH a 6.8 con HOl y llevar a 500«
ml con agua desmineralizada. Guardar en el refrigera-
dor.

Solucifn de persulfato de amonio al 0.5% (p/v).- Pe~-
gsar 0.05 g de persulfato de amonio, disolverlos en --

agus desmineralizada y aforar a 10 ml. Se prepara an-

tes de usarse.

Solucifn de temed al 0.5% (v/v).- Tomar D.1 ml de ==
temed y llevarios a 20 ml con agua desmineralizada.-
Se prepara antes de usarse.

Splucién de azul de bromofencl 0.5% (p/v).- Pesar 0.5
g‘de azul de bromofenol, disolverlos en agua desmine-
ralizada v se afora & 100 ml.

Solucién digestora. Se prepars antes de usarse.

Tris-HCl 1.0 M pH 6.8 2.50 ml
SDS 10% 4.00 ml
Glicerol . 2.00 ml
2-mercaptoetancl s 1.00 ml
Azul de hromofenal U o.om
Agua desmineralizada 30,40 ml
20.00 ml

Solucién "concentrada" tris 74 mM O glicina 767 mM.-
Pesar 57.6 g de glicina y 9.0 g de trizma-base, se -
disurlven en agua desmineralizadas y se afora a 1000~

ml.

10.~ Amortiguador de*ﬂcnrrimientu" tris *18.5 mM -~ glicina
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191 mM - SDS al 0.1%, pH 8.3.- A 500 ml de le solu---
cifn concentrads de tris-glicinae, se agregan 20 ml de

SDS al 10%, se le ajusta 1l pH a B.3. Aforar s 2000 ml

con agus desmineralizada. Se prepara antes de usarse.

Acido tricloroacétice al 50% (p/v).- Pesar 250 g de -
écido tricloroscético y disolverlos en agua desmine--
ralizada, llevar a un vollmen final de SO ml.

Colorante azul brillante de Coomassie R-250 al 0.1% -
en Acido triclorpacético al 50%.~ Pesar 0.5 g de coe=-
lorante y disolverlos en 500 ml de écido tricloroacé-
tico al 50%. Filtrar.

Acido acético al 7% (v/v).- Se toman 70 ml de fcido--
scético glacial y se llevan a3 1000.m con aguad desti--
lada.

Acido tricloroacético sl 12.5% (p/v).- Se pesan 62.5-
g de acido triclorpecético, se disuelven en agua des-
mineralizada y se llevan a 500 ml.

Acido acético al 3% (v/v).- Se toman 30 ml de écido -
acético glacisl y se lleven a 1000 ml con agua desti-

" lada.

Bolucidn de fcido peryfdico, al 1% (p/v) en fcido -
acético al 3%.- Se pesan 5 g de écido'peryédico, se -
disuelven en Acido acético al 3% y se llevan a 500 ml

Solucidn de metabisulfito de potasio al'D.S%V(p/V).--
Se pesan 2.5 g de metabisulfito de potasio, se disuel
ven en agua desmineralizeda y se llevan a 500 ml.

Colorante azul Aleiano al 0.5% (p/v) en &cido acética
al 3%.-.5e pesan 2.5 g de azul alcisno, se disuelven-

-
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en dcido acético al 3% y se llevan a 500ml. Filtrar.

Solucifn Tris-HCl D0.1M pH 8.8 (p/v).~ Se pesan 6.55-
g de trizma-base, se disuelven en 450 ml de sgqua des-
minerslizada. Se ajusta a pH 8.8 con HCl y se afora-
a 500 m) con dgua desmineralizada.

Solucién Tris-HCl 0.1 M pH 6.8 (p/v).~ S5e pesan 6.55

g de trizma-base, se diéuelven eh 450 ml de asgua des-
mineralizada. Se ajusta a pH 6.6 con HCl y se sfora-

g 500 ml con agua desmineralizada.

Mezcla metanol-Acido acético 7% (5:7).- Se mezclan -
40O ml de m etanol y 560 ml de Acido acético al 7%.

Mezcla metanol-agua, (5:7).- Se mezclan 200 ml de me=-
tanol y 280 ml de agua desmineralizada.

Mezcla metanol-tris-HC1 0.1 M pH 8.8-dimetil sulféxi-
do, (5:5.8:1.2).~ Se mezclan 200 ml de metanol, 232~
ml de tris«HC1l 0.1 M pH 8.8 y 48 ml de dimetil sul-
foxida.

Mezcla de metanol-tris-HCl 0.1 M pH B.B8-dlimetil sul-
foxido, (5:0.8:1.2)-DDD al 0.G2%.~ Se toman 100 ml.-
de metanol y 24 ml de dimetil sulféxido v 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-
HC1 0.1 M pH 8.8, :

Mezola metanol-agua-dimetil éulFﬁxidn, (5:5;8:1,2).-
Se mezclan 200 ml de metanol con 232 ml de sgus desg-
mineralizada y 48 ml de dimetil sulfbxido.

Mezola metancl-agua pH 4.0, (3:7);— Sg mezclan 150 -
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ml de metanol y 350 ml de agua desminerslizada, se -
ajusta a pH 4.0 con una solucidn de HC1 0.1 N.

27.- Mezcla metanpl-tris-HCl 0.1 M pH 7.0-dimetil sulfbxi-
do, (2:17:1).~- Se mezclan 4O ml de metanol con 340 ml
de tris-HCl pH 7.0 v 20 ml de dimetil sulfbxico.

28.- Mezcla metanol-tris-HC1 0.1 M pH 8.0-dimetil sulféxi-
do, (2:17:1)-fast black K al 0.1%.~ Se mezclan 40 ml
de metancl con 340 ml de tris-HCl 0.1 M pH 7.0 y 20-
ml de dimetil sulféxido. Se agregan 0.4 g de fast --
black K con agitacidn constente. Filtrar.

Técnica.

1.=- El ensamble de la chmara se lleva a cabo de mcuerdo @
las instrucciones del fabricante. ’

2.- 5e coloca la unidad sobre la mesa de nivelacién y con
el nivel de burbuja se nivelea la unidad.

3.~ Preparacidn de Geles.

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

Agua desmineralizada 14.55 ml
Tris-HC1l 2.0 M pH 8.8 11.25 ml
5DS 10% 0.60 mi
Solucién concentrada de acri-
lamida bis : 7 21.60 ml
Vacio 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% (pars 2 slabs)
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ml de metanol y 350 ml de agua desmineralizada, se -
ajusta a pH 4.0 con una salucidn de HC1 B.1 N.

27.- Mezcla metanol-tris-HCl 0.1 M pH 7.0-dimetil sulfbHxi-
do, (2:47:1).- Se mezclan 4O ml de metanol con 340 ml
de tris=HCl pH 7.0 y 20 ml de dimetil sulféxiao.

28.- Mgzcla metanol-tris-HCl 0.1 M pH 8.0-dimetil sulfdxi-
do, (2:17:1)-fast black 1 al 0.1%.- Se mezclan 40 ml
de metanol con 340 ml de tris~HCY 0.1 M pH 7.0 v 20~
ml de dimetil sulfdxido. Se agregan 0.4 g de fast -~
black K con agitacibn constante. Filtrar.

Técnica.

‘4.~ El engsamble de la cAmars se lleva a cabo de acuerdo a
las instrucciones del fabricante.

2.- Se coloca le unidad sobre la mesa de nivelacién y con
el nivel de burbuja se nivela la unidad.

3.~ Preparacién de Geles.

a) Gelyseparaddr al 10.8% (para 2 slabs).

Agua desmineralizeads 14,55 ml
Tris-HC)Y 2.0 M pH 8.8 11.25% ml
50S 10% . 0.60 ml
Solucién concentrada de acri-
lamida bis 21.60 ml -
Vaciﬁ 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 slahs)
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5plucidn concentrada de acrila-

mida-bis 3.30 ml
Tris-HEl 1.0 M pH 6.8 . 2.50 ml
SDS 10% 0D.20 wml
Agua desminerallizada 10.00 ml
vVacio por 3 minutos : »

Persulfato de amonio 0.5% 2.00 ml
Temed 0.5% 2.00 ml

" 20.00 ml

.- tLa solucidn del gel sepasredor es agregads lentamente-
en - la placa formadora de gel cuidando de excluir las bur-
bujas de mire. Se agrega tal cantided (aproximademente 17
ml) que esta llegue a3 una distancia de 3 com del borde su-
perior de las placas de vidriao.

5.= La superficie del gel separador puede ser formado ya-
sea por los peines formadores o estrafificandn cuidedosa-
mente agua desmineralizada, antes de la polimerizacifn --
del gel. )

6.~ Se deja polimerizar por lo mencs durante 2 horas el -
gel separador, se guita el peire formador o el agua invir-
tiendo la unidad. Se enjusga dos veces la superficie del-
gel con agua desminerslizada y se seca con papel filtro -
para gquitar 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 la unidad en la mesa de nive~
lacidn. Se afiade lentamente el gel concentrador por uno -

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

se sacan los peines y se vuelven a 1nseftar.

8.~ Se dejan polimerizar, por lo menos durante 2 horas, -
se afiade agua destilada alrededor del peine, se flexiona-
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levemente y se extrae el peine.

9.- Los pozos se enjuagan dos veces con agua desminerali-

zada y una tercera con amortiguador de corrimiento, dejan-
dose llenos con este amortiguador hasta que se aplique la

muestra.

10.- Las muestras antes de ser aplicades son prevismente-
digeridas diluyéndolas volémen a voldmen con solucién di-
gestora y posteriormente son sometidas a ebullicidn duran-
te 2 minutos en un bafio maria. Las muestras se diluyen -«
previamente en base a su poncentracidn de protefinas, de -
‘tal manera gque se pone en cada pozo una cantidad conocida
gue varia entre 60 y 80 Mg de proteina.

11.~ Cada muestra es aplicada con una microjeringa en su-
respecitvo pozo. Ensegulda con mucho culdado se llenan --
los pozos con el amortigusdor de corrimiento.

12;— Se coloca la unided dentro de la cémara inferior, se
agrega amortiguador de corrimiento (aproximadamente 1.5 1)
hasta cubrlr aproximadamente la mitad de la unidad. Se --
gliminan las burbujas de la supérficie infericr de los --
geles.

'13.- La parte superior de ls unided se llena con amorti--
guador de corrimiento. Se tapa la cémara. Los electrodos-
se conectan a una fuente de poder regulada, teniendo cui-
dedo que coincidan los colores de los electrodos.

14.~ E1l corrimientn se realiza con corriente constante a-
20 mAmp, © sea 10 mAmp/gel.

15.~ E1 corrimientn se suspende cuando el colorante de --
frente (ezul de bromofenol) alcanza una distancia de 1 cm
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borde inferior del gel. La fuente se apaga, se desco-

necta la céamara, se desarma la unidad, los geles ge pasan

a un recipiente con agua. Enseguida los geles aon tefildos

con cualquiera de las siguientes téecnicas:

4.5.1. Tincidn de Proteinas con azul brillante de

Coomasie. De acuerdo a Laemmli €16).

Fijar los geles en acido tricloroacético al 50%, du--
rante 60 minutos.

Tefiir los geles con el colorante azul brillante de —-
Coomasie R-250, durante 60 minutos.

Los geles se destifien con cambios continuos de &cido-
acético al 7% vy se conservan en el refrigerador.

4.5.2. Tincifn de Glucoproteinas con Azul Alciano.
Se realiza de acuerdo al métpdo descrito --

por Wardi, A. y Michos, G. (17).

Los geles se fijan en é4cido triclorpacético al 12.5%-
durante 30 min.

Se lavan con agua destilada varias veces, y s8& colGe--
can durante 50 minutos en la sclucifin de Acido pery6-
dico-4cido acético.

Se remueve ®wl exceso de peryodeto, coleocando los ge--
les en la solucidn de metebisulfito de potasio.

Los geles se lavan varias veces con agua destilada y=
se tifien con el colorante szul Alclano disuelto en --
dcido acética, durante 4 horas.

Los geles se destifien con &cido acético al 3%.
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4,5.3. Tincidn de proteinas con grupos sulfhi-

drilas. Se realiza de ascuerdo al méto-
do descrito por Telser, A. y Rovin,B. (18)

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

- tanol-écidpn acético.

Por la mafiana, se les cambia la mezcla metanol-acido-

acético, se les dejs en &sta dursnte 20 wminutos.

Se tratan los geles, con la mezcla metanol-agua (5:7)
durante 20 minutos, transcurrido este lapso se les ~-

paone nueva mezcla y se dejan otros 20 minutos.

Los geles se pasan a la mezcla metanol-tris-HCl-dime-
til sulfdxido y se dejan durante 20 minutos. Se repi-
te una vez més éste pasn, cambiédndose la mezcla.

Se incuban con la mezcla metanpl~tris<HCl dimetil sul-
f6x1do-DDD, durante 15 minutos & 50-55°C, en una es--
tufa eléctrica.

Se camhia la mezcla anterior por mezcla metancl-agua-
dimetil sulfdxido vy se deja sctuar durante 20 minutos.
Se repite une vez més este lavado, renovando la mez--
cla.

Los geles se tratan con la mezlca metanol-agua (3:7),
durante 20 minutos. Se repite una vez més este paso,-
cambiindose la mezcls.

Se cambia la mezcla anterior y se dejan durante 20 mie-
nutos en la mezcla metanol-tris-HCl-dimetil su1F6x1du.
Se repite este paso, cambidndo la mezcla.

Enéeguida, los geles se colocan en la mezele metanol-

2
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tris~HCl-dimetil sulfdxido-fast black K, durente 10 -

minutas.

10.- Los geles se lavan con agua desmineralizada.k

4L.6. Anélisis Densitométrico.

4.6.1. Deshidratacidn de geles.

1.- E1 gel destefiido se colpca en la mezcle glicerpl-aci-
do acético durante 45 min.

2.~ Se pone en una charbla la pantalla de acero, se le co-
locan encima dos hojas de papel filtro gruesoc y se agrega
agus destilada a que cubra el papel filtro.

3.~ Tratar dos hojas de cellophan con la sclucifn de Naz-
803 ="EDTA en ebullicién durante 5 min. Enjuagar con agua
destilada.

4.,=- Transferir uns de las hojas de cellophan a la charols,
poniéndola sobre las ho jas de papel filtro, evitando la -
formaci@n 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 hojea de parsafilm sobre le -
hoja superior de cellophan y gquiter las arrugas o burbu--
jas.

6.~ Poner la hoja de Myler (pléstico grueso) con el lado-
més liso sobre el gel.

7.- Alinear el papel filtro y la . hoja de Myler de tal ma«
nera gue los bordes estén parejos con la pared interna -



del blogue de secado.

8.- 58 cubre el bloque con la hoja de silicHn rojo y se -
conecta al vacio.

Y.- Después de la formacidn del vacio, se enciende el ele-
menta calefactor, se deja de 5-10 min para que alcance su
temperatura de uperacién.

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

L.6.2. Densitometria.

La Densitometria se remlizd en un densitdmetro Automé-
tico computarizado Gelman ACD-18, sigulendo las instruce-
ciones del fesbricante.

1.- De un gel previamente deshidratado, se escoge la mues-
tra gque se desea analizar y se recorta. Se limpis perfec-
tamente con una gasa humedecida con agua desmineralizada.

2.~ Se calibra el densitdmetro de acuerdo a las instruc--
ciones del -fabricante, buscando las condiciones OGptimas -
de:

a) Longitud de onda.

b) Amplitud de barrido

c) Rango de densidad éptica

d) Autoganancia.

4.7. Estimacidn de Pesos Moleculares,

La eetimacién de pesos moleculares se realiza gleCer-
troforéticamente de scuerdo a Weber y Osborne. (19) con li-
geras modificaciones. Se comparan los problemas con p}u——
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teinas de peso molecular conocido como la mioglobina, in-
hibidor de tripsina, DNAasa I y albfimina de huevo.

Los geles se preparan, corren y tifien como se sefiala-

en el inciso 4.5 v 4.5.1.

La gréfica logaritmo peso molecular versus movilidad-

relativa de las proteinas de peso molecular conocido y se

intercala la movilidad de las proteinas problema para co-~

nocer su peso molecular.

VA.B. Hidrblisis de las Proteinas.
Soluciones. '
NaCl 0.5 M con NaN3 0.02%.- Se disuelven 14.625 g de-

NaCl y 0.1 g de NaN3 en_ agua desmineralizeda y se afo-
ra a 500 ml. ' .

Dodecil sulfato de sodio 10% (p/v).~ Se disuelven 10-
g de §8DS en asgua desmineralizada y se llevan a 100 ml.

HCl1 1.0 N (v/v).~- Se toman 4.2 ml de HCl concentrado-
y se llevan a. 50 ml con agua desmineralizada.

HCl1 0.05 N (v/v).- S5e toman 0.21 ml de HCl concentrg-
do v se llevan a 50 ml con agua desmineraslizada.

- HC1 0.01 N (v/v).-.Se toman D.042 ml de HC1l concentra-

do y se llevan a 50 ml con agua desmineralizada.

HC1 0.001 N (v/v).- Se toman 5.0 ml de HCl 0.01 N y -
se llevan a 50 ml con asgua desmineralizada.

Acido perclérico al 5% (v/v).- Se toman 5.0 ml de éci-
do perclfrico y se l;évan a 100 ml con agua desminera- -



lizada.

8.~ Splucidn de hempglobina 1.67% (p/v).- Se disuelven --
0.167 g de hemoglobina en 10 ml de HC1l 0.05 N.

9.- Solucifn de pepsina 0.2% (p/v).- Se disuelven 0.02 g-
de pepsina en 10 ml de HC1 0.01 N.

10.- Fenil metid sulfonll fluoriure 50 mM,/- S5e disuelven -
0.0174 o de PMS5F en 2.0 ml de dimetil sulfdxido.

11.- Acido bbérico 1.0 M y NaCl 0.292%.- Se disuelven 6.184
g de Acido bdrico y 0.292 g de NaCll en agua desming--
ralizada y aforar a 100 ml.

12.~ NaOH 1.0 N (p/v).~- Se disuelven 4,0 g en agua desmi--
neralizada y se afora a 100 ml.

13.~- NaOH 0.5 N (p/v).~- Se disuelven 2.0 g en agua desmi--
neralizada y se afora a 100 ml.

1 .- CaCl, 5% (p/v).~ Se disuelven 2.5 g CaCl, en agua des-
mineralizada y se llevan a 50 ml.

15.~ Solucifin de tripsina 0.2% (p/v).- Se disuelven 0.020-
g de tripsina en 10.0 ml de HC1 0.001 N.

16.~ Reactivo fendlico de Folin-Clocalteu diluida 1:3 (v/v).-
Se toma un veldmen de reactive fendlico se le afaden -
dos volumenes de agua desmineralizada, para ajustar su
concentracién a 1.0 N, ’

17.- Tris-HCl 1.0 M pH 6.8.- Se disuelven 12.11 g de triz-
ma ‘base en agﬁa desmineralizada. Se ajusta el pH a --
6.8 con HCl y se lleva a 100 ml con agus desminerali-
zada. Guardar en el refrigeradn;.
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18.- Azul de bromofenocl 0.5% (p/v).- Se disuelven B.125 g
de azul de hromofenol en agua desmineralizada, aforar
a 25 ml.

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

tes soluciones:

Trig-HCl 1.0 M pH 6.8 2.50 ml
SDS 10% | 4.00 ml
Glicerol concentrado 2.00 ml
2-mercaptoetanol . l 4.00 ml
Azul de bromofencl 0.5% 0.10 ml
Rgua desmineralizada 10.40 ml

' 20.00 ml

4.8.1. Medicién de la actividad de las enzi-
‘ mas Pepsina vy Tripsina.

" Previamente a la digestifn de las proteinas de frijol
ge probf la actividad de las enzimas pepsina y tripsina -
utilizando como substrato hemoglobina bovina.

a) Hidrdlisis de hemoglaobina con Pepsina. Se realizé

de acuerdo al método descrita por Rick y Fritsch-‘
(20).

1.~ En un tubo de ensaye se ponen 10 ml de la solucidn de
temoglobina, se ajusta el pH a 1.0 con HCl 1.0 N.

2.~ E1 Tubo se preincuba en un bafio maria a 35.5°C duran-
te 5 min. La solucifén de pepsina también se somete a-
este tratamientao.

3.~ Al tubo gue contiene la solucifin de hemoglobina se le
adiciona a 0.025 ml de solucidn de pepsina 0.2% se --
mezcla suavemente e inmediatamente se toma 0.5 ml y -
ge depositan en un tubo gue contiene 2 ml de Acido ==
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percldrico al 5%, frio, se agita vigoraosamente y se -

merca como tiempo cero.

4.~ EYl tubo que contiene la mezcla hemoglobina-pepsina se
colpca de nuevo en el bafio maria v a los 10, 20, 30,-
40, 50, y 60 min. respectivamente se vuglven a tomar-
otros 0.5 ml y se inactivan en dcido perclOrico al --
0.5%, frio.

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 espectrofotémetro PMQ I1I Zeizz-
ajusténdolo con agua, ‘

7.- Graficar absorbencia versus tiempo de reaccifn.

h) Hidrdlisis de hemoglobina con tripsina.- Se reali-

z4 de acuerdo al método descrito por Rick, W. (21)

Previamente a la hidrlisis, la hempglobine se some--
tid 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-
zacidn de la hemoglohina. Afiadir 2.5 ml de 1a solucidn --
4cido barico-NaCl, 1.1 ml de CaDl2 al 5%, ajustar el pH a
7.5 con HCL 1.0 N y finalmente diluir a 25 ml en un maetraz
aforado.

1.~ En un tubo de ensaye se colocan 10 ml de hemoglobina-
desnaturalizada, se preincuba en un bafo maria a 35.5
°C durante 5 min. La solucién de tripsiha también se-
somete a este tratamiento.
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2.~ Al tubo que contieng la hemoglobina se le adiciona --
0.025 ml de la solucifn de tripsina al 0.2%, mezclar-<
suavemente & inmediatamente se toma una alicuota de -
0.5 ml 1a cual se deposita en un tubo gue contiene 2-
ml de Acido perclérico al 5% frio, agitar vigorosamen-
te vy conservar en hielo.

3.~ El1 tubo que contiene la mezcla hemoglobina-tripsina -
ge coloca de nueva en el baiio maria yv a los 10, 20, -
30, 40, 50 y 60 min. de reaccidn, se toman 0.5 ml y -
se inactivan en 4cido percldrico al 5% frio como se -
sefiala anteriormente.

4.~ Los tubps se centrifugan a 3000 rpm durente 15 min y-
el sobrenadante libre de proteinas se transfiere & tu-
bos limpios,

5.- A 1.0 ml de extracto libre de proteinas de cada uno -
de los tiempos de reaccidn se les agrega 2 ml de NaOH
0.5 Ny 0.6 ml de reactivo fendlico diluido y se leen
a los 10 min a 578, 691 y 750 nm.

6.- Graficar absorbencia versus tiempo de reaccidn.

4,8.,2. AnAlisis electroforético de las pro=-
teinas de frijol desnaturalizadas.

El tratamiento a las proteinas de frijol se efectud -
comno sigue:

a) Desnaturalizacién por calentamiento. (control)

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

lino total y 4.0 ml de Nall 0.5 M con NaN3 0.D2%.

2.- Se coloca en un nafio maria en ebullicién, a los 30 min
se toman 0.5 ml se pasan a un tubo gue contiene 0.5 ml.
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de splucifn digestora, se tapa y agita vigorosamente.

Se pone en ebullicién durante 2 min en un bafio marfa.

El tubo gue contiene el extracto salino total se re--
gresa inmediatamente al bafio maria en ebullicién. Re-
pitiendo el paso anterior a los 60, 90 y 120 min. ==
respectivamente.

Se guards el extracto desnaturalizade para utilizarlo
posteriormente en su pruebas de digestibilidad.

lL.as muestras digeridas se analizan electrofor&ticamen
te, como se indica en la técnica de electroforesis.

b) Desnaturalizacién par calentamiento en presencia -
de un inhibidor de Proteasas.

En un tubo de ensaye se coloca 1.0 ml de extracto sa-
lino total, 4.0 ml de NaCl 0.5 M con NaN3 0.02% vy ==
0.010 ml de solucidn de PMSF 50 mM.

Se colocs en un bafic mar{a en ebullicidn, a los 30 -
min se toman 0.5 ml y se pasan a un tubo que contenga
0.5 ml de solucidn digestora, se tapa y agite vigoro-
samente. Se coloca en un bafio marfia en ebullicidn y -
se deja durante 2 min. ' '

El resto de la mezcla extracto salino total-PMSF se -~
mantiene en un bafiomaria en ebullicidn, repitiendo --
2l paso anterior 8 les 60, 90 y 120 min. respectiva--
mente.

Con las muestras digeridas ge realiza el anfligis —w-
electroforético, como se indica en la técnica de elec-
troforesis. o
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¢) Desnaturalizacidn por calentamiento en presenciag -

de un detergente.

En un tubo de ensaye se coloca 1.0 ml de extracto sa-
lino total, 3.5 ml de NaGCl 0.5 M con NaN, 0.02% y 0.5
ml de SDS 10%.

3

Se coloca en un bafic mar{a en ebullicidn, a los 30 --
min se toman 0.5 ml y se pasan a un tubo gque contiene
0.5 ml de solucidn digestora, se tapa y sgita vigoro-
samente, Se pasa a un bafio maria en ebullicién y se -
deja durante 2 min.

El resto de la mezcla extracto salinog total-5D5 seg «-
mantiene en el bafio maris en ebullicién repitiendo el
paso anterior a los 60, 90 vy 120 min respectivamente.

Se guarda el extracto desnaturalizado para utilizarlo
posteriormente en su prueba de digestibilidad.

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

d) Desnaturalizacifn por calentamienteo en presencia -
de Dndecil. sulfato de sodio (5DS) y del Inhibidox
de Proteasas (PMSF).

En un tubo de ensaye se colaoca 1.0 ml de extracto sa-
lino total, 3.5 ml de NaCl 0.5 M con NaN3 0.02%, 0.5~
ml de SDS al 10% y 0.010 ml de solucidn de PMSF 50 mM.

5e coloca en un bafio maria en ebullicidn, a los 30 --
min se toman 0.5 ml y se pasgsan a un tubo que'cnntiene
0.5 ml de solucibn digestors, se tapa y agits vigoro-
zamente, Se deja durante 2 min. en un bafio maria en -
ebullicién. ’
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3.~ La mezcla extracto salino total-5D5-PMSF se sigue ca-
lentando v a las 60, 90 y 120 min. respectivamente se

repite el paso anterior.

4L.- Las muestras digeridas se analizan electroforéticamen-

te, como se indice en la técnica de electroforesis.

4.8.3. Hidrflisis de las proteinas desna-
turalizadas.

La digestibilidad de las proteines de frijol se rea--
1izd de acuerdo al método descrito por Rick y Frisch (24),

Se utilizaron las muyestras tratadas durante 120 min.-
por los métodos sefialados anteriormente, utilizando coma-
referencis un extracto salino diluido en solucidn de NaCl-
NaN; y sin ningdn tratamiento.

a) Hidrdlisis con pepsina.

1.- E1 extracto salinoc total nativo (control) se diluye -
1:5 poniendo en un tubo de ensaye 1.0 ml del extracto
y 4.0 ml de NaCl 0.5 M con NaN; 0.02%.

2.~ En diferentes tubos se ponen 1.5 ml de cede uno de «=-
los exﬁractus desnaturallzados. En otro tubo se pone-
1.5 ml de extracto salinc nativo. A todos los tubos -~
se les ajusta el pH a 1.0 con HC1 1.0 N,

37- Los tubos se preincuban a 35.5°C durente 5 min. La so-
lucidn de pepsina al 0.2% también se somete a eate --
tratamiento.

4.~ R diferentes tiempos a cada uno de los tubos se les -
adiciona 0.010 ml de 18 solucién de pepsina al 0.2%,-
se mezclan suavemente e inmedistamente se toman 0.1 -
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ml gue se pasan 8 un tubo que contiene 0.1 ml de la -
splucldn digestora, se tapa y agita vigorgsamente y -
se coloca en un bafic marfa en ebullicién durante 2 --

min. (tiempo cero).

5.- Los tubos que contienen la mezcla extracto salino to-
tal~-pepsina se mantienen en el bafia maria a 35.5°¢ v~
a los 10, 20, 30, 40, 50 y 60 min respectivamente, se
toma de caeda uno otras alicuotas de 0.1 ml y se inac-
tivan en la forma ya sefialada.

6.- A las muestras digeridas se les hace su andlisis elec-
troforético como se indica en la técnice de electrofo-
resis.

b) Hidrdlisis con tripsina.

1.~ En diferentes tubos se colocan 1.5 ml de extracto sa-
lino nativo diluldo 1:5 con NaCl 0.5 M con NaN3 0.02%
vy 1.5 ml de cada uno de los extractos desnaturaliza--
dos durante 120 min. 5e les ajusta el pH a 7.5 con --
NaOH 0.1 N.

2.- Los tubpos se preincuban a 35.5°E.durante 5 min. La so=-
lucién de tripsina al 0.2%, también se saomete a este-
tratamiento.

3,- A distintos intervalons de tiempo a cadas uno de los tu-
bos se les adiciona 0.010 ml de solucidn de tripsina-
al 0.2%, se mezclan suavemente e inmediatamente se to-
man 0.1 ml y se pasan a un tubo yue contenga 0.1 ml.-
de solun16n~digestuxa, se tapa y agita vigorosamente-
y -se colocan. en un bafio mar{s en ebullicidn durante -
2 min. (tiempo cero).

4.~ Los tubos gue contienen la mezcla extracto salino to-
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tal-tripsina se colocan de nuevo en el bafo maris a -
35.5°C y a los 10, 20, 30, 40, 50 y 60 min respecti--

‘vamente, se toman alicuotas de 0.1 ml y se inactivan-

en la forma sefialada anteriormente.

Las muestras digeridas se analizan electroforéticamen-

te como se indica gn la técnica para electroforesis.
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4.9. Cromatografia de exclusidn molecular.

La Cromatografia de exclusidn molecular se resliza en
una columna de vidrio marca Pharmacia con un didmetro in-
terno de 2.5 cm y 1.0 metro de altura. El1 empaque, equi--~
librio vy elucidn se hace de acuerdo a las instrucciones -
del fabricante del'gel. La velocidad de flujo se controla

con presidn hidrostatica.

Soluciones.

l.- Amortiguador NaCl 0.5 M con NaN3 0.2% (p/v).- Se pe--
san 58.5 g de NaCl, 0.4 g de NaN3, se disuelven en --

agua desminerslizada y se llevan a 2,000 ml.

2.~ Dextrana azul al 0.3% (p/v).- S5e pesan 0.03 g de dex-
trana azul, se disuglven en agua desmineralizada y se
llevan a 10 ml.

4.9.1. Freparacién del Ultrogel.

El Ultrogel viene ya pre hidratado, y la cantlidad re-
guerida se calcula multiplicando el &rea seccional - = =
(3.1416 x r?®) poer la altura de ls columna. Por el uso de-
émbolos, se utiliza unicamente el 90% del volimen total -
de la columna.

1.~ En una probeta de 1,000 ml se miden 450 ml de Ultrp--
gel, se agregan 150 ml (LO% del voldmen total) de a--
mortiguador NaCl 0.5 M—-NaN3 0.02% y se mezclan con -=-
una varilla de vidrio hasta hacer una suspensidn homo-
genea.

2.- Este suspensifn se pasa a un matraz quitazato y se --
desgasifica mediante una bomba de vacio para eliminaf
la formacidn de burbujas de aire en el lecho del gel.
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4.9.2. Preparacién de la columna.

Sp introduce el émbolo inferior de la columna ajustén-

dolo 8 las paredes mediante el tornillo exterior del-

émholo.

La columna se monta verticalmente, alineindola median-
te una plomada.

En la parte superior de la columna se coloca a manera

. de deposito un embudo,

En la parte inferior de la columna se ponen 20 ml de-
amortiguador NaCl 0.5 M-NaN3 0.02%, el cual luego se-
de je salir hasta que slcance un nivel de aproximada--
mente 2 cm arriba del émbalo.

4,9.3. Empague de la columna.

La suspensidn de Ultrogel se vierte en la columna con
syuda de una varilla de vidrio, cuidando gque nNo se ==
formen burbujas de aire en el gel y que guede en el -
embudo un exceso de gel.

El Ultrogel, se deja gue se sedimente por 5 min. v se
abre la galida para iniciar gl empague.

La regulacidn del flujo de empague es determinada por
lss propiedades del gel y las dimensiones de la colum-

" na. En este casec, se utiliza una presifén de operacidn

de 70 cm, distancie gue debe de haber entre la entra-
da y salida del amortiguador (extrempos expuestos a la
presifdn atmoaférica).

El empague termine cuando el nivel del gel permanece-
"constante, por lec menos durante 115 min.
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5.- S5g retira el embudo y su contenidao.

'

6.- Se coloca el émbolo superior de la columna ajusténdo-
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 - NaN3 0.02%.

b.9.4. Equilibrio del Ultrogel.

El eguilibrio de la columna se realiza haciendole pa-
sar por. lo menos dos vollmenes (1000 ml) de la columna de
amortiguador de elucidn, gque en este caso es NaCl D.5M-NaN3
0.02%, con una presifn de operacibn del 90% de le de empa-
que, (56 cm). Después de su equilibrio la columna gqueds -

liste” para su usgo.

Antes de ser usada la columna se revisa su empaque y-
equilibrio heclendole pasar una muestra de 5.0 ml de azul
dextrana sl 0.3%, que se debe mover a través de la colum-
na como una benda uniforme, y eluir en un voldmen no mayor
de 100 ml.

4.9,5, Introduccidn de la muestra.

El volldmen de la muestra puede ser del 0.5 al 4% del-
voldmen total de la columna, con una concentracifn varia-
ble de prote{nas.

Antes de aplicar la muestra hay gue drenar el amorti-
guadnr hasta dejar una pequefa caps (2 8 3 mm) por encima
del . gel. La muestras se aplica sobre la superficie del gel
con una bomba monosteltica Buchler, procurando no slterar
la superficie del gel.

Cuendo 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 & la superficie y se co--

necte nuevamente al matraz de Mariotte.

4.,9.6. Elucibdn de la muestra.

1.- Ls elucidn se realiza con una presidn de operacifn de
25 em.

2.~ La salida de la columna se conecta a un Colector de -~
fracciones automatico FRACTO METTE 400, Buchler.

3.~ Se colectan fracciones de 5.0 ml con un flujo de 19 -
ml/hora. Se leen en el espectrofotdmetro ZEIZZ PMOQ -~

11T a 260 nm y 280 nm contra NaCl 0.5 M—NaN3 0.02%.

4L.- Se grafica absorbancia a las distintas longitudes con-
tra nimero de tubo 6 fracecidn.

5.- De acuerdo a la gr&fica se seleccionan las fracciones
con mayores absorbencias y se concentran a un voldmen
aproximado de 2 ml en una cémara Amicon CoOR una MEM=-
brana PM-30. Se les determina su concentracidn de pro-
teina por el método de Oyama y Eagle (15), se les ha-
ce su anfAlisis electroforético. Las fracciones se al-
macenan a -20°C.

En todos los casos el amortiguador se utiliza desgasi-

ficado v a la temperatura gque se realizaréd la elucidn.



5.0 RESULTADDS.

rPara comprobar gue durante gl proceso de extraccidn,
las proteinas no sufrian ningdn cambio occasionadec por 1la -
accidn de laguna enzima proteoclitica, se efectud en presen
cia y ausencia del inhibidor de proteasas fenil metil sul-
fonil- fluoruro (PMSF), una extraccidn utilizando unicamen-
te una variedad de cada una de las tres especies, gque fue-
ron: Bayo Baranda (P. vulgaris L.), # 209 (P. coccineus) vy
Tecuzi 1~74 (P. acutifplius). Los resultados se muestran -
en la fig. 9, donde se aprecia que no existe diferencia en
tre la movilidad electroforética con y sin inhibidor de -=-
proteesas, por lo gue se considerd innecesaria la adicidn-
del inhibidor en las siguientes extracciones.

Los extractos salinos totsles de las 10 variedades
de cada una de las tres especies, fueron analizadas elec--
traFuréticamente‘en peles de poliacrilamida -505, los re--
sultados se exhiben en la fig. 10, 11 y 12 respectivamente,
donde se observa que'en cada especie existe mucha seme jan-
za en el nimern de bandas vy su movilidad. Para contrastar-
las semejanzas o diferencias electroforéticas de las pro--
teinas de los extractos salinos totales de las especies en
estudio, se realizd un corrimiento electrufdrético alter--
nando los extractos de las tres especies en un mismo gel y
se tifd con azul brillante de Coomassie R-250. Los resulta
gos se presentan en la fig. 13 a 16, apreciindose en los -
distintos extractos gran similitud en la movilidad de las-
proteinas de mayor peso molecular, mientras que en las de-
merior peso molecular presetitan una banda en comin y dos di
ferentes. En forma semejante se realizé un corrimienta  --

electroforético peroc sometiendo dichos geles a tinciones -

»
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gspecificas para proteinas con grupos sulfhidrilos y para-
glucaproteinas. Parte de los resultados de la tincidn pa-
ra grupos sulfhidrilos se muestran en la fig. 17. Los ge--
les tefildos para glucoproteinas no se muestran por su ineg
tabilidad a la luz lo gue imposibilitd su fotografia. En =
cada uno de los distintos extracteos, las bandas gue se ti-
fieron con azul brillante de Coomassie, también se tiferone
para proteinas con grupo sﬁlfhidrilo y para glucoproteinas.

Los geles tefiidos con azul brillante de Coomassie -

R~250, fueron deshidratados para realizar en los pozos o -
carriles de las siguientes variedades: Bayo Baranda (E. -
vulgaris L), # 209 (P. coeccineus) vy Tecuzi 1-74 (B. acuti-
folius), su anélisis densitométrico, estos resultados se -
ilustran en la fig. 18. En la tabla No. 1, se muestra para
las anteriores variedades el ndmero de bandas o picos de--
tectades por el densitAmetro, as{ como la concentracidn re
lativa de cada banda y su porcentaje relativo en base al -
cantenido total de proteinas. E1l trazo densitométrico para
Bayo Baranda mostrd cuatro pincipales picos, de los cuales
la fracciéh 4 y 5 tienen muy semejante movilidad y otra se
mejanza es gue son los mAs abundantes; el traze del extrac
to salino de la semilla # 209, exhibid cinco principales -
picos, representande el 55.75% de las proteinas totales, -
el resto se repartid en diez pequefins picos; el trazo de -
Tecuzi 1-74, mostrd 16 picos, de los cuales cuatro de ellos
representaron el 47,57% del total de las proteinas. Log --
treg extractos mostraron dos picos o fracciones con movili
dad electroforética muy similar y con la semejanza de gue-
son las fracciones m&s concentradas, correspondiendo a la-
globulina G-1.

Antes de iniciar, los ensayos de susceptibilidad de
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las proteinas contenidas en los extractos salinos totales,
a la accidén de las enzimas pepsina y tripsina, se procedid
a verificar la actividad de estas enzimas, utilizando como
substrato hemoglobina. En el caso de la tripsina, la hemo-
globina fue tratads previamente para desnaturalizarla como
se indica en material y métodos. Los resultades de estos -
controles se muestran en las graficas 2 y 3. También se --
analizd electroforéticamente los productos resultantes de-
la accidn de la pepsina y la tripsina sobre la hemoglobina
estos resultsdos se presentan en la fig. 19 y 20. Para las
pruebas de digestibilidad, tamhién se escogid una semilla-~
de cada una de las tres especies en estudio. sus extractos
salines totales fueron expuestos a la accidn 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
.cién, resultedos gue se muestiran en la fig. 21 a 26 respec'
tivamente. Las proteinas nativas de los extractos salinos-
totales, no fueron hidrolizadas en forma notoria, por ello
se décidiﬁ desnaturalizarlas con calor y a distingos tiem-
pos de incubacién,‘para luyego utilizarles de nuevo como -~
substrato de las enzimas pepsina y tripsina. Para conocer-
el efecto de la desnaturalizacidn sobre el comportamienta-
electroforético de las proteinas de los extractos, se rea-
lizaron los respectivos corrimientos electroforéticos con-
troles. Se aprecid durante la ebullicidn una notable preci
pitacidn, fendmeno gue se evitd con la adicidn del deter--
gente dodecil. sulfato de sodio (5DS) al 1%, el cual tam-—-—
bién mejord el corrimiento electroforético, sl lmpedir la-
formacion de agregados de alto peso molecular gue se gueda
ban en la. psrte superior del gel separador, en la fig. 27-
8 29 se muestra la separacidn electroforética de las pro--



tginas desnaturalizedss a diferentes tiempos de ebullicién,

en ausencias y presencla de 5DS.

Inicialmente se habia demostrado que pasra la extrac
cidén de las protefinas en frio (49c) no se requeria de la -
adicién del inhibidor de proteasas (PMS5F), por leo que se ~
considerd adecuado demostrar que durante 21 proceso de des
naturalizacifdn las proteinas de los extractos no son modi-
‘ficadas por alguna proteasa, pare ello se realizf la desna
turalizacién en presencis del inkibidor PMSF sin 8D5 y con
SDS, estos resultados se ilustran en la fig. 30 a 32.

Los corrimientos electroforéticos de los extractos-
de Bayo Baranda, # 209 y Tecuzi 1-74 desnaturalizadeos por-
ebullicidn 8 diferentes tiempos en presencis y ausencia --
del inhibidor PMSF, fueron idénticos, lo que excluye la po
sible accién de alguna proteasa durante el proceso.

Para estudiar la digestibilidad de las proeteinas -
desnaturalizadas, los extractos sslinos totales fueron --
puestos en un bafioc maria con agua en ebullicién durante --
120 min, en ausencia y presencia de 505 y sin la adicidn -
de PMS5F. En la fig. 33 a 38 se muestran los corrimientos -
elgctruforéticus de los productos formados a diferentes --
tiempos de accidn de ls pepsina sobre les proteinas desna-
turalizadas de los extractos de Bayn Baranda, # 209 y Te--
cuzi 1-74 observandose que en las tres variedades las pro-
teinas de mayor peso molecular son las més 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 proteinas de
" menor peso molecular. '



Para la obtencidn en la forma mas pura posible, de-
cada una de las proteinas de reserva, se utilizd primera--
mente un método basado en las distintas solubilidades de -
las globulinas G1 y G2, inicialmente se logrd un extracto-
con un medio con apreciable concentracién de sales (NaCl -
0.5M - acido ascérbico 0.25M - NaN,0.02%) y subsecuentemen,
te se fracciond reduciendo su fuerza i6nica, el esquema se
exhibe en la fig. 7. También se efectud la extraccién de -
la globulina G2, obteniendo el extracto inicial con un me-
dio relativamente pobre en sales (NaCl 0.06M - &cido ascdr
bico 0.25M - NaN; 0.02%) y posteriormente reducienda ain -
més su fuerza idnicta, fig. 8. Las aistintas fracciones de-
estos esquemas de purificacién se analizeron electroforé--
ticamente, en la fig. 45 se muestran los resultados obteni
dos con las variedades Bayo Baranda (P. vulgaris L.), # 209
(P. coccineus) v Tecuzi 1-74 (P. mcutifolius).

Posteriormente se intentd una mayor purificacién de
las globulinas G1 y G2. Los extractos obtenidos por sus -
diferentes solubilidades como lo marcan los esguemas de la
fig. 7 v 8, fueron filtrados a través de una columna cro--
matogréfica de vidrioc empacada con Ultrogel AcA-34, la ~-
cual fue previamente émpacada y egquilibrada con. el mismo -
amortiguador (Nall 0.5M - NaN3 0.02%) en gue se encuentran
resuspendidos los extractos por purificar. Los perfiles de
. eluclén de las glebulinas G1 y G2 se muestran en la fig. -
"46 @ 51. Se seleccionaron las fracciones con mayor conteni
do de proteinas, se concentraron por ultrafiltracidn y se-
analizaron electroforéticamente, estos resultados se ilus-
tran en la fig. 52 a 54, respectivamente. Observindose gue
las fracciones con mayor contenido de proteinas fue la F -
II para,lasfvariedadea Bayo Baranda, # 209 y Tecuzi 1-74,-
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gue en el corrimiento electroforético corresponden a las -
globulinas 651 y G2.

Con el fin de estimar el peso mplecular de las sub-
unidades de las globulinas G1 y G2 purfficadas, se realizé
un corrimiento electroforético utilizahdo como referencia-
las siguientes proteines de peso moleclhlar conocido: Mio--
globina, 17,200; Inhibidor de tripsina| 21,000; DNAasa I,~
34,000; Albdmina de hueve, 45,000. En la fig. 55, se mues-

tra una fotografia del gel can los anterriores resultados.

A cada una de las proteinas vy subunidades se le calculf ==
su movilidad relativa con respecto a lg del colorante szul
de bromofenol. Al graficar el logaritmg del peseo molecular
de cade una de las proteines de referencia versus su movi-
lidad relativa, se obtuvo la grafica &, en la cual se pue-
de interpolar la movilidad relativa de las distintas sub--
unidades problema y asi conocer su peso molecular, encon--
tréndose un pesoc molecular para G1 de 150,000 daltones pa-
ra Bayo Baranda, # 209 y Tecuzl 1-74. Para G2 un peso mo-
lecular de 61,000 daltones para Bayo Barandes y # 209, y de

58,000 daltones para Tecuzi 1-74.

-
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Fig. 9. Separacidn electroforétice de la Extratcidn de -
Proteinas en presencia &e_un Inhibidor de Profeasas -~ -
(PMSF). A: EST (sin PM5F) de Bayo Barands (Phaseolus vul-~
garis L.); B: EST (con PMSF) de Bayo Baranda; C: ES5T -~-
(sin PMSF) de # 209 (Phaseolus copccineus); D: EST (con--
PMSF) de # 209; E: EST (sin PMSF) de Tecuzi 1-74 (Phaseo-
lus acutifolius); F: EST (con PMSF) de Tecuzi'1-7b . 60
mg de pfuteina por poza. Tincién con azul brillante de -
Coomassie R-250.
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Fig. 10. Separescidn electroforética de las Proteines de~

lps Extractos Salinos Totales de Phaseolus wvulgaris L.

A:
D:
vyo

Bayo los Llanos;
Bayo Baranda; E:
Criocllc el llano

Baya Durange. 60 mMg

B: Pinto Nacional; C: Rio Grande; --
Bayo Madero; F: Oje fr Cabra; G: Ba-
; H: Bayo Rata; I: Flor de Mayo; J:-
de proteina por poze. Tincifn con --

azul brillante de Coopmassie R-250.

3y
;
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fig. 11. Separacién electroforética de las Proteinas de-
los Extractos Salinos Totales de Phaseolus coccineus. ==

A # 27; B: # 6D; C: # 202; D: # 208; E: # 209; F:# 222;
G: # 249; H: # 264; I: # 265; J: # 276. 60 Mg proteina -
por pozo. Tincidn con azul brillante de Coomassie R-250.



A

8 c D E F G H i <]

Fig. 12, Separacién electroforética de las Proteinas 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 proteina -
par pozo. Tincidn con azul brillante de Coomassie R-250,
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Fig. 13. Separacifn electroforética de las Proteinas de-
Extractos Salinos Totsles Alternados de las especies Pha-
seolus vulgaris L., Phaseolus coccineus y Phaseolus acu-
tifolius, A: Rio Grande; B: # 209; C: Raramuri 27; D: Ba
yo Criollo el llano; E: # 222; F: Cuencamé; G: Bayo los-
Llanos; H: # 27; I: Tecuzi 29. 60 Mg proteina por pozo.
Tineidn con azul brillente de Coomassie R-250.
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Fig. 4. Separacifn electroforética de las Proteinas de
Extractos Salinos Totales Alternadoé de las especies Pha-
seolus vulgaris L., Phaseolus coccineus y Phaseolus acu-
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, Tincidn con szul brillante de-
Coomassie R-250. 60 Mg proteina por pozo.
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fFig. 15. Separacidn electroforética de las Proteinas de-

los Extractos Salinog Totales Alternasdos de las especies
Phasenlus vulgaris L., Phasealus cocecineus y Phaseolus -

acutifolius. A: Bayo Madero; B: # 208; C: Raramuri 26{ -
D: Ojo de Cabra; E: # 60; F: Tecuzi 72; G: Bayo Baranda;
H: # 202; I: Tecuzi 1~74. 60 Mg proteins por pozo. Tine-
cidtn con azul brillante de Coomassie R-250.



Fig. 16. Separacifn electroforética de las Proteinas de-
Extractos Salinos Totasles Alternados de las especies ---
Phaseolus vulgaris L., Phaseolus coccineus y Phaseolus -
acutifolius. A: Bayo Durango; 8: # 276; C: P.I. 319551,
60 Mo proteina por pozo. Tincién con azul brillante de -
Coomassie. '
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Fig. 17. Separacifn electroforétics de las Proteinas de-
Extractos Salinos Totales Alternados de las especies -~-
Phaseulﬁs vulgaris L., Phaseolus toccineus y Phaseolus -
acutifolius. A: Rio Grande; B: # 209; C: Raramuri 27 ;-
D: Bayo Criollo el llano; E: # 222; F: Cuencamé; G: Bayo
los Llanos; H: # 27; I: Tecuzi 29. 60 Mg proteina por po

2z0. Tincidn para grupos sulfhidrilos.



Fig. 18. Anélisis densitométrico de Extractos Salinos Tota-
les. I: Bayo Baranda (P. vulgaris L.); II: # 209 (P. coc- =~
cineus); III: Tecuzi 1=74 (E_.'ac:utif‘ulius). Las muestras - °
se analizaron a una lorgitud de onda de 590 mn., lengitud -
de barrido de 80 mm, rango de densidad 6ptica de 1.0 y auto
ganancia del 75%. l '



P. vulgaris L.

P. coccineus

P. acutifolius

I Bayo Baranda I1 # 209 III Tecuzi 1=-74
Conc. Tatal 17.16 mg/ml{ Conc. Total 13.9% mg/ml [Conc. Total 20.13 mg/ml

% Conc. % Conc. % Conc.

Pico relativa relativa relativa
"1 1.16 0;19 L .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 0.12 7.00 1.40
"6 19.93 3.42 20.10 2.80 1.36 g.21
7 7.41 1.28 7.61 1.06 18.19 3.66
a 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.u0 T.11 L4.10 0.94
11 8.18 1.50 5.83 0.81 19.28 3.01
12 1.63 g.21 1.37 0.19 8.45 1.70
13 1.41 0.25 0.74 0.10 4.82 0.91
14 4.20 0.s58 4,05 0.81
15 3.50 D.u.8 7.25 1.45
16 3.59 0.12

Tabla No. ﬁ.- Andlisis densitométrico de los extractos salinos totales.

L9
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Grafica 2.- Hidrélisis de la hemaglobina, por la pepsina-

@ diferentes tiempos de incubacién.
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Gr&éfica 3.- Hidr6lisis .de la hemoglobina, por tripsina a-
diferentes tiempos de incubacién.



Fig. 19. AnAlisis electroforético de los productos formados
por la accidn de la pepsina utilizendo como subhstrato Hemo-
glaobina. GC: Hemuglobina;' E: Pepsina. 60 ug proteina por --
pozo. GBel de acrilamida al 13 %. Tincidn con azul brillante
de Cgumas‘sie R-250.




Fig. 20. AnAlisis electroforético de los productos Formados
por la accién de tripsina utilizando como substrato Hemp--
glubina. C: Hemuglobina; E: Tripsina. 60 Mg proteina por -
pozo. Gel de acrilamida al 13%. Tincidn con azul-brillante

de Coomassie R-250.



Fig. 21. Anélisis electroforético de los productos formados
por acclén de le pepsine sobre las proteinas nativas de un

extracto salino total de Bayo Baranda (P. vulgarlis L.). C:

extracto salino total; £: Pepsina. Eﬂ.ﬁa proteina por pozo.
Tincidn con azul brillante de Cosmassie R-250.



Fig. 22. AnAlisis electroforética de los prnductué formados
por sccidn de la pepsina sobre las proteinas nativas de un
extracto salino total de # 209 (P. coccineus). G: extracto
sslino total; E: Pepsina. 60 Mg proteina por pozo. Tincidn
con azul brillante de Coomassie R-250.




Fig. 23. AnfAlisis electroforétice de los productos formados
por accién de la pepsina sobre las proteinas nativas de un
extracto salinbo totel de Tecuzi 1-74 (P. acutifolius). C:-
gxtracta salino total; E: Pepaina. 60 mg. protefna por po-
zo. Tincién con . azul brillante de Coomassie R-250.



Fig. 24. Andlisis electroforético de 1los prnductusFurmédos o

por accidn de tripsina sobre las proteinas nativaes de un -
extracto salino total de Bayo Baranda (P. vulgaris L.). C:
extracto salino total; E: Tripsina. 60 mg protefna por po-=
zo. Tincidn con ezul brillante de Coomassie R-250. .
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Fig. 26. An&lisis electroforético de los productos formados
por sccidén de tripsina sobre las proteinas nativas de un -~
extracto salino total de Tecuzi 1-74 (P. acutifolius). G:-
extracto salino total; E: Tripsina. 60 Mg proteins por po-
zo. Tincidn ¢on azul briliante de Coomassie R-250. '



SIN sps CON SDS AL 1 %,

0 30 60 90 120 ] 30 60 80 120

Fig. 27. Separacidn electroforética de las proteinas desna-
turalizadas con ebullicifn & diferentes tiempus en ausencia
y presencia del detergente 5DS, de. extracto salino total -
de Hayo Barands (P. vulgaris L.). 60mMg proteina por pozo.-
Tincién con azul brillante de Coomassie R-250.



SIN SDS . CON SDS AL | %

Fig. 28, Separacidn electroforética de las proteines desna-
turalizadas con ebullicidn a diferentes tiempos en ausencia
y presencia del detergente SDS, de extracto salino total de
#209 (P, coccineus). 60 Mg proteina por pozo. Tincidn son-
azul brillante de Coomassie R-250. '
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Fig. 29. Separacién electroforética de las proteinas desna-
turalizadas con ebullicién a diferentes tiempos ‘en ausencia
y presencia del détergente 5D5, del extracto salino total --
de Tecuzi 1-74 (P. acutifolius). 60 mg proteina per ‘pozo. -
Tincidn con azul—_brillante de Coomassie r-250. N



CON PMSF SIN 8SDS CON PMSF CON SDS AL 1%,

0 30 80 90 120 0 30 60 90 120

Fig.IBU. Separacidn electroforética de las proteinas desna
turalizadas por ebullicidén a diferentes tiempos en presen-
-cia del inhibidor de proteasas PMF5, sin y con SD5 del ex-
tracto salino total de Bayo Baranda.(E. vdlgaris L.). 60 -
Mg proteine por poze. Tincldn con szul brillante de Cooma
gssie R-250.



CON PMSF SiN 3DS . CON PMSF CON SDS AL 1%
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Fig. 31. Separacidn electroforética de las proteinas desna
turalizadas por ebullicidn a diferentes tiempos en presen-
cia del inhibidor de proteasas PMFS, sin y con 508 del ex-
tracto salino total de £ 209 (P. coccineus). 60 Mg protei
na por pozo. Tinclén con azul brillante de Coomassie R—ZSD.
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Fig. 32. Separacifin electroforética de las pruteinés desna
turalizadas par ebullicién 8 diferentes tiempos en presen-
cia del inhibidor de proteasas PMF5, sin y con 5DS del ex-
tracto salino total de Tecuzi 1-74 (f, acutifolius). 60 Mg
proteina por pozo. Tincidn con azul brillante de Coomassie
R-250.



Fig. 33. Analisis electroforético de los productos formados
por la accibn de la pepsina, sobre las proteinas desnatura
lizadas por ebulliciédn durante 120 min, del extracto sali-
no total de Bayo Baranda (P. vulgaris L.), C: extracto sa-
lino total; E: Pepsina. 60 Mg proteina por pozo. Tincién =

con azul brillante de Coomassie R-250.



Fig. 34. AnAlisis electroforético de los productos formados
por la accién de Ja pepsina, sobre las proteinas desnatura
lizades por ebulliciédn durante 120 min, en presencia del -
detergente 5DS, del extracto salino total de Bayo Baranda-
(E; vulgaris L.). C: extfacto salino total; £: Pepsina. --.
€0 Mg proteina por pozo. Tincidn con azul brillante de Coo

massie R-250.



Fig. 35. Anélisis electroforético de los productos formados
por la accitn de la pepsina, sobre las proteinas desnatura
lizadas por ebullicién durante 4120 min, del extracto sali-
no total de # 209 (P. coccineus), G: extracto salino total;
E: Pepsina. 60 ma proteina por pozo. Tincidn con azul bri-
llante de Coomassie R-~250.



Fig. 36. Anélisis electroforético de los productos formados
‘por ls aceifn de la pepsina, schre las proteinas desnatura
lizedas por ebullicién durante 120 min, en presencia del -
detergente SDS, del extracto saelino total de # 209 (P. ==
:cuccineus)‘ C: extracto salinp total; E: Pepsina. Eﬂjng -

proteina por peza. Tincidn con azul brillante de Coomassie
R-250, )



Fig. 37. Anflisis electroforético de los productos formados
por la accifn de la pepsina, sobre las proteinas desnatura
lizadas par ebullicidn durante 120 min, del extracto sali-
no tutél,de Tecuzi 1-74 (P. acutifolius), C: extracto sall
no total; E€: Pepsina. 60 Mg proteina por pozo. Tincién caon
azul brillante de Cpomassie R-250.



Fig. 38. ‘Andlisis électrof‘nréticn de los productos formados
por la accidn de la pepsina, sobre las proteinas desnatura
lizadas por ebullicidn durante 120 min, en presencia del -
detergente SD5, del extracto salino total de Tecuzl 1=74 =
(r. acutifolius). C: extracto salino total; E., Pepsina. 60
‘Mg proteina por poze. Tincién con azul brillente de Cooma
ssie R-250.



Fig. 39. Anélisis electroforético de los productos foramdos
por-la accién de la tripsina, sobre las proteinas desnatura
lizadas por ebullicién durante 120 min, del extracto sali-
no total de Bayo Baranda (P. vulgaris L.). C: extracto sa=-
lino total; E: Tripsine. 60 Mg proteina por pozu..Tincién-
con aszul brillente de Coomassie R-250.



Fig. 40. Anélisis electroforético de los productos formadog
por la accién de la tripsina, sobre las proteinas desnatura
lizadas por ebullicidn durante 120 min, en presencié del -
detergente 5D5, del extracto salino total de Bayo Baranda-
(P. vulgaris L.). C: extracto salino total; E: Tripsina. -
60 Mg proteina por pozo. Tincidn con azul brillasnte de Cog
massie R-250. :



Fig. 41. AnAlisis electroforético de los prdductnsfurmadﬁs
por la accidén de la tripsina, sobre las proteinas desnatuei
ralizadas por ebullicidén durante 120 min, del extracto sa-
linoc tntél de # 209 (E. coccineus), C: extracto salino to-
‘tal; E: Tripsina. 60 Mg prnteina por buzu. Tinciﬁn con  --
azul brillante de Coomassie R-250.




Fig.'hz. Anélisia electrﬁfnréticn de los productos formados
por la accidn de la tripsina, sobre las proteinas desnatu-
‘ralizadas por ehullicidn durante 120 min, en presencia del
~détefgente SDS, del extracto salino total de # 209 (P, --
coccineus). C: extracto salino totel; E: Tripsina. Ea-Mg -

proteina por pozo. Tincidén con ezul brillante de Coomassie
R-250.




Fig. 43. Anélisis electroforético de los productos formados

'pnr la accitn de la tripsina, sobre las proteinas desnatu-

ralizadas por ebullicidn durante 120 min, del extracto sa-

lino total de Tecuzi 1-74 (P. acutifolius), C: extracto sg

lino tetal; £: Tripsina. 60 mg proteina per pozo. Tincidn-~ .
con azul bFillante de Coomassie R-250. ' '



Fig. 44. Andlisis electroforético de los productos formadeos
por la.accifn de la tripsina, sobre las proteinss desnatu-
ralizadas por ebullicidn durante 120 min, en presencia del
detergente SDS, del extracto salino total de Tecuzi 1-74 -
(P_. acutifnlius), O: extracto salino total; E. Tripsina. -
60 Mg proteina por pozo. Tincidn con azul brillante de Cog
massie R-250. ‘




Fig. 45. Separacifn electroforética de las Extracciorew -
de Globulinas con une variedad de cada una de las éépe-—-
cies. A: EST Bayo Baranda (P. vulgaris L.); B: Globulina-
1 (G1) Bayo Baranda; C: Globulina 2 (G2) Bayo Barenda; --
D: EST # 209 (P. coccineus); E: Globulina 1 (G1) # 209; -
F: Globulina 2 (G2) # 209; G: EST Tecuzil 1-74 (P. acuti--
folius); H: Globulina 1 (B1).Tecuzi 1-74; I1: Globulina 2
(G2) Teguzi 1-74. 60 mg prnﬁeina por pozo. Tincidn con --
azul brillante de Coomassie R-250. '
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Fig. 46. Patrén de elucifn de la Glchulina G1 de Bayo Ba-
randa (P. vulgaris L.), por filtracién en Ultrogel AcA-3&.
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Fig;‘rlﬂ. Patrén de elucién de la Globulina B2 de Bayo Ba-
randa (P. vulgaris L.), por Filtracifn en Ultrogel AcA-34.
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Fig. 48. Patrén de e2lucifn de la Globuline G4 de # 209

(P. coccineus), por filtracifn en Ultrogel AcA-3b4.
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Fig. 49. Patrén de elucifn de la Globulina G2 de # 209 -
(P. coccineus), por filtracifn en Ultrogel AcA-34.
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Fig. 52. Anélisis electroforético de la globulina G1 pu-

rificada por filtraciin en Ultrogel AcA-34., I.-Bayo Baran-
da (P. vulgaris, L); A:.Extracto salino total; B: Extrac-

to de globulina G1; C: Fraccidn II (Globuline purificada).
I1.- # 209 (P. gogcipneusd; D: Extracto salino total; E: -

Extracto de globulina G1; Fi Fracciﬁn II (Globulina puri-

ficada). III: Tecuzi 1-74 (P. scutifolius); G: Extracto -

galino total. H: Extracto globulina G1; I: Fraceifn I ==

'(Glubulina purificada) 60 pg protefina por pozo. ’
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Fig. 53. Anélisis electroforético de la globulina G2 pu-~

rificads por filtracién en Ultrogel AcA-34. I.-Bayo Baran-
da (P. vulgaris L.); A: Extracto salino total; B: Extrac-

to de globulina G2; C: Freccifn II (Globulina purificada).
II.~- # 209 (P. goccineus); D: Extracto salino total; E: =~

Extracto de globuline G2; F: Fraceifn II (Globulina puri-

ficada), III.- Tecuzi 1-74 (P. scutifolius); G:Extracto -

‘'salino total; H: Extracto de globulina G2, I: Fraéciﬁn
IT  (globulina purificade) 60 pg proteina por pozo.
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Fig. 54. AnAlisis electroforético de las globulinas G1 y
62 purificadas por filtracién en Ultrogel AcA-34. I.- Ba-
yo Barenda (P. vulgaris L.) A: Extracto salino total; 8:
Globulina G1 purificada (fraccién II1); C: Globulina G2 -
purificaeda (fraccifin I1I). II.- # 209 (P. coccineus); D:
globuline G1 purificada (fraccifn II); E: Globulina G2 -
purificada (fraccién II). III.- Tecuzi 1-74 (P.gcutifo---
-lius); F: Blobulina B1 purificada (fraccifn II); H: Globu-
lina G2 purificada (fraceién III): 60 pog protefna por po-
zo.
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fig. 55. Movilidad comparativa de las distintas subunida-
des de las globulinaes G1 y G2. A: Minglobina; B: Inhibi--

dor de tripsina; C: DNA-asa I; D: Albdmina de huevo; E:

G1 de Bayo Baranda; F: G2 de Bayo Baranda; G: G1 de # 209

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

1-74. 60 g proteina por poze. Gel de acrilamida al 13%.-
Tincidn con azul brillante de Coomassie R-250.
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Grafica 4. Curva de calibracidn para la determinacién elec
troforética del peso molecular de las distintas subunida--
des de las globulinas G1 y GZ2.



- 108 -~

6.0 DISCUSION Y CONCLUSIONES.

El andlisis electroforéticeo de las proteinas extrai-
das con solucifn salina dge cada una de las variedades de -
las especies P. vulgaris L., P. coccineus v P. acutifolius
mostrd en cada especie el misma ndmero de bandas e igual -
movilidad. Al comparar los extractos de una especie con -~
los de las otras especies se encontrd gran similitud en -
.cuantn al nmeroc v a la movilidad de las principales pro--
teinas de alto peso molecular, existiendo pequefias diferen
ciss en algunas proteinas de menor peso molecular y de me—
nor importancia por su escasa cancentracidn, las cuales de

berdn ser estudiadas en posteriores trabajos.

En las proteinas de menor tamafno se observd gque los
extractos de P. vulgaris L y P, coccineus presentaron dos-

bandas comune;>difiriendo una de ellas a los extractos de-
P. acutifolius, la cual presentd mayor movilidad lo que in
dica gque ésta es de menor tamafo; tamhién se distinguid en
los extractos de la especie P. coccineus una proteina de -~
mayor movilidad y por su intensidad se presume que su caon-
centracidén es de importancia, el resto de las proteinas o-
péptidos por su relativa baja concentracidn no fueron moti
vo de Estudiu.'

Los extractos salinos totales slternos de las tres-
especies en estudio, analizados electroforéticamente y te~
fildos con técnicas especificas para proteinas en general -
(azul brillante de Coomassie), proteinas con grupos sulfhi-
drilos (DDD~Fast Black K), vy para glucoproteinas (azul al-
ciano), exhibieron el mismg nimero de bandas y la misma mg
vilidad, observéndose menor intensidad cuando se tifieron -
para proteinas con grupos sulfhidrilo y para glucoproteinas
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gn el primer taso puede ser por la escasa cantidad de cis-
tefna, en estudios anteriores se ha informado que las semi
llas de frijol poseen bajo contenido de aminoécidos azufra
dos (9,22,23,24). En el caso de las glucoproteinas la dis-
minucidén en la intensidad, también es debida a su relativa
baja abundancia (9,25,26). De las snteriores observaciones
se concluye que las protei{nas contenidas en los extractos-
son del tipo de las glucoproteinas, las cuales poseen algu
nos grupos sulfhidrilos utilizables en unir varias subuni-
dades proteicas, lo cual implica gque en su forma nativa -
estas proteinas se encuentran formando aglomerados de alto
peso molecular (27).

Ante la imposibilidad de realizar el anélisis den--
sitométrico de cada uno de los extractos salinos y con el-
conocimiento de la similitud en el corrimiento electroford
tico de las proteinas de los distintos extractos de cada -
una de las especiss, se eligid unicamente una variedad de-
cada especie y se considerd representstiva de ésta, las -
semillas seleccionadas fueron Bayo Baranda {(P. vulgaris L)
# 209 (P. coccineus) y Tecuzi 1-74 (P. acutifolius). Com--
parando los esquemas obtenidoe se phaservd gque el extracto-
de Bayo Baranda presentd unicamente 13 picos, el extracto-
de # 209 presentf 15 picos y el extracto de Tecuzi 1-74 mos
tré 16 picos. El densitograma de Bayo Baranda (P. vulga- =
ris L) exhibld principalmente cuatro grendes picos, los --
cuales acumularon 11.29 mg de proteina/ml, que significd -
un 65.82% del total de protefnas; la variedad # 209 exhi--
bié cinco grandes picos, gue contuvieron 7.98 mg de proted
na/ml gue significd el 55.75% del total; Tecuzi 1-74 pre—:
sentd cuatro marcados picos con una concentraci6n relativa
de 11.52 mg de proteina/ml y un 47.57% del total. Se abser
vl en las esquemas de # 209 la aparicidn de varies: bandas-
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de peso molecular pequefio mientras que en Tecuzi 1-74 algg
nas bandas aparecieron en la regidn de alto peso molecular.

De los resultados obtenidos electrnfdréticamente al
exponer las proteinas nativas de los extractos representa-
tivos de las especies en estudio, a diferentes tiempos de-
accidn de las enzimas pepsina y tripsina, se observd gue -
dichas proteinas no fueron hidrolizades posiblemente por -
no tener un estado o conformacidn tal que les permita a --
las'pruteasas hidrolizarlas o también por la posible pre--
sencia de un inhibidor especi{fico pars estas. Para descar-
tar cﬂalquiera de las posibilidades anteriores o su ocu~--
rrencia simulténea, los extractos salinos fueron tratados-
térmicamente a diferentes tiempog, tratamiento suficiente-
para desnaturalizar los inhibidores cuya naturaleza sea --
del tipo proteico, los cuales con condiciones menos drésti
cas se modifican y su efecto se anula (25 y 28). También -~
se utilizd este proceso desnaturalizante para madificar la
conformacidn de las proteinas de los extractos y buscar --
una mayor susceptibilidad a ser hidrolizadas por las pro--
teasas. De los resultados obtenides al utilizar como subs-
trato de les proteasas las proteinas desnaturalizadas du=--
rante 120 min en ebullicién, se concluye que a pesar de es
tar deanaturalizadas las subunidades de la globulina G1 -
son las més resistentes a ser hidrolizadas, estos resulta-
dos estan de acuerdo a los observados por Jaffé y col. --
(28), quienes proponen gque las semillas de frijol negro -
variedad Cubagua (P. vulgaris L), ademés de contener un -
inhibidor de la tripsina, posee un inhibidor de proteasas-
termoresistente, situacién que tiene gran‘importancia nu--
tricional por ser estas proteines las méAs abundsntes de la
semilla.



Por su relativa mayor abundancia se decidid purifi-
car 1lss globulinas G1 y G2 de las variedades anteriormente
seleccionadas como representantivas, para posteriormente -
realizar con estas una serie de estudios gue lleven al me-
Jjor conocimiento de sus propiedades y del papel fisiolfgi-
co y nutricional gue desempefian las proteinas de semillas-
de frijol. £1 anterior propdsito, se intentd alcanzarlo --
primeramente aprovechands las distintas solubilidades ya -
notificadas (14 y 28), de la globulina 651 y de Ia globuli-
na G2. Para la extraccidn de la globulina G1 se utilizd un
medio de relativa mayor fuerza ibdnica formado por NaCl 0.5
M, &cido sscérbico 0.25 M y NaN3 0.02% y posteriormente se
redujo la fuerza ifnica adicionando 5 volumenes de agua, -
hecho que ocaesiond que la globulina G1 se vuelva insoluble
y precipite manteniéndose en dissclucifn la globulina G2, -
El andlisis electroforético de las globulinas parcialmente
purificadas mostrd lo ya comentado cuando se analizaron --
electraforéticamente las proteinas de los extractos sali--
nos totales de las 30 veriedades, esto es gque la globulina
G1 de las tres especies exhibieron seme janzas en su movi--
lidad y en el nimero de subunidades, por otro lado también
se observd que la globulina G2 de Tecuzi 1-74 (P. acutifo-
lius) presentd mayores diferencias en su movilidad elect@g
faréticé con respectp a8 Bayo Baranda (P. wvulgaris L.) y -
#205 (P. coccineus) en las cuales la globulina G2 exhibe -

seme jante movilidad.

Posteriormente, procurando una mayor purificacién,-
las distintas globulines parcislmente purificsdas fueron -
pasadas individualmente por una columna de exclusidn mole-
cular empacada con Ultrogel Ace-34 cuyo rango efectivo. de-
fraccionamiento es de 20,000 = 350,000 daltones. Los per--
files de elucidn de las globulines G1, d& las. variedades -
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representativas mostraron principalmente dos picos (F II -
y F III1), los cuales fueron analizados electroforéticamen-
te. La F III no mostrd ninguna banda a pesar de que fue =--
previamente concentrada y su coptenido de proteinas fue --
también muy bajo. Los componentes de este fraccifn merecen
ser estudiados desde otros puntos de vista por su relative

abundancia.

Comparendo los perfiles de elucidn de las tres va--
riedades estas resultaraon ser muy semejahtes, hecho que -~
confirma lo ya observado electroforéticamente, esto es gque

pstas proteinas son de similar tamafio.

La elucibn de las globulinas G2, de las distintas -
variedades mostrd también dos grandes plcos (F I y F II),-
con algunas diferencias en cuanto al ndmero de tubo en gue
- 8e eluyeron (tamafio molecular) y en su concentracidn. Es--
tas diferencias en los perfiles de elucidn de las globuli-
nas (2, sin duda se deben a diferencias em su tamafio mole-
gular, hecho observade electroforéticamente (fig. 53). En-
las tres variedades analizadas la F I mogstré estar en ma-
yor proporcién.

Las fracciones de elucidn de las distintas globuli-
nas fueron comparadas electroforéticamente con sus respec-
tivos extractos crudos y con su extracto salinoc totasl. En-
gl caso de la globulina G1 de Tecuzi 1-74 se iugré por me-
dio de la columna una notoria purificecién al eliminarse -
algunas bandes, mientras gue con Bayo Baranda y # 209 el -
paso por la columna no arrojd una notoria purificacién. Pa
ra la globulins 62, Tecuzi 1-74 también mostrd una mayor -
purificacidn 8l ser pasado por la columna, en las otras --
dos variedades no se observd una noteble pﬁrificacién. De~
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estos resultados se desprende que la purificacidn de las -
globulinas G1 y G2 de estas semillas por sus diferentes so
lubulidades es un buen méiodo tomando en cuenta su capaci-
dad de volimen de trabajo, equipo empleado y costo.

De las globulinas 81 y G2 purificadas se compararon
sus movilidedes electroforéticas con proteinas 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 gleobulina G2 alrededor de 61,000 daltones-
para Bayo Baranda (B. vulgaris L.) y. # 209 (P. coccineus)-
y de 58,000 daltones para la variedad Tecuzi 1-74 (P. acu-
tifolius).
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