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INTRODUCC!I ON.

Uno de los aspectos més importantes en o) desarrollo de un pals,lo ==
constituye el estudio de las dietas adecuadas. En una dieta balanceada, -~
las protelnas juegan un papel sumamente importante. Es necesario saber cua
les son las protelnas més adecuadas a la dieta y de que fuente se pusden -
obtener.

El presente trabajo intenta ser una ayuda a este estudio, para al =---
cual se han recopilado datos concernitentes a las protelnas en general, a-
su aislamiento y purificacién. Se han estudiado algunas de ellas, que son-
bdsicas en la alimentacién del mexicano y otras, adn no muy explotadas en-
este aspecto.

La revisidn de algunas de sus caracter(sticas y propiedades permite -
tener presente su actividad bioldégica y lo que ésta puede alterarse duran-
te procesos (de preparacién de alimentos) mejorando o empobreciendo su va-
lor bloldgico.



A~ QUINCA DE PROTEINAS.
DEFINICION Y PROPIEDADES GENERALES.

Las protefnas pueden ser definidas come compuestos de alto peso mole-
cular, consistentes de cadenas de a amirocidos unidos con enlaces pept(dj
cos. Los aminodcidos constituyentes pusden obtenerse por hidrélisis de las
protefnas. Las protefnas contienen, en general, veintitres amincécidos,prg
sentes en proporciones y uniones caracter{sticas en secuencia espec(fica -

en cada proteflna.

E} peso molecular de una protelna varfa desde cerca de 13 000 hasta -
varios millones. La mayor(a do.las protolnas, dependiendo de su tamano mo-
lecular, no son difusibles & través de membranas semipermeables, como el -
celofén, son do dimonsiones coloidales y presentan las propiedades asocia-

dao con el ostado coloidal de la materia, (4)
CLASIFICACION DE LAS PROTEINAS.

La clasificacidn de las protelnas usada hoy gencralmente es la basada
on las proposicionss del comité do 1a British Physiological Society y de =
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ta American Physiological Society de 1907 y 1908 respectivamente, (4) Eata
clasificacién esté basada en su solubiliidad.

Vo~ AlbGminas,- Solubles en agua y en soluciones salinas.

2.- Globulinas.- Poco solubles en agua poro solubles on soluciones -
salinas,

3.« Prolaainas.- Solubles en etanol a) 70 - 80 % pero insolubles en
agua o en alcohol absoluto.

4.~ Glutelinas.~ Insolubles en los otros solventes arriba citados pg
ro solubles en dlcali o dcido.

S.- Escleroprotefnas.- Insolubles en solventes acuosos (se disuelven
en roactivos que causan considerables alteraciones-

en su estructura).
Sa clasifican también de acuerdo con su composicién en:
l.- Protafnas simples.

a) AlbGainas
b) Globulinas
c) Prolaainas
d) Glutelinas

e) Escleroprotefnas,
i1.- Protelnas conjugadas.

a) Nucleoprotefnas
b) Fosfoprotelnas
¢) Porfirinoprotefnas
l.~ Hemoprote(nas
2.- Clorotiloprote fnas
d) Glucoprotefnas
o) Lipoprotofnas

f) Flavoprote(nas



9) Hotaloprotefnas miscelanasos
11i.- Prote(nas derivadas

a) Productos de protefnas conjugadas
I+~ Protaminas
2.- Histonas
3.~ Otras

b} Protelnas desnaturalizadas

- ¢) Productos de hidrélisis

l.- Proteosas
2.- Peptonas
3.- Péptidos,

Sin ambargo oste sistema de clasificacién es un tanto relativo, por--
que se ha visto, al avanzar los estudios sobre bioqufmica, que protefnas =
que se encuentran clasificadas como protelnas simples se encuantran on rea

1idad unidas a carbohidratos como parte integral de su molécula.

Las protelnas conjugadas se clasifican de acuerdo con el grupo no pro

teico que estd unido a la molécula, el cual se llama "grupo prostético”.

Es posible clasificar a las protefnas en base a otros criterios, pero
se ha visto que, a pesar de sus defectos, e! sistema de clasificacién de -
Jas prote(nas de acuerdo con su composicién y solubilidad es el mds Gtil -

actualmente, (4)
GRUPOS CARGADOS EN LAS PROTEINAS.

Las moléculas de protelnas presentan grupos cargados en su superficie,
1o cual o8 de mucha importancia on muchos fendmenos bioldgicos. La carga -
eléctrica de la molécula de proteina dependo de sus grupos ionizahles, -
Yot que son todos &cidos y basos débiles ya que un grupo amino y un carbo-
xilo do los aminolcidos se encuantran formando las |argas cadonas do poli-
péptidos do ias protoflnas, estos grupos no son ionizables. Hay solo dos =~
tipos de grupos lonizables: los grupos amino y carboxilo terminales de la=-



protelna, y los grupos laterales de los aminodcidos que no participan en -
1a unién peptfdica, Estos Gitimos son los més importantes. Debido a estos-
grupos ionizables las protelnas actdan como soluciones reguladoras en los-
rangos fisioldgicos do pH, que os de gran importancia on el organismo. Co-
@o rosultado do las roacciones dol metabolismo intormedio, se producan nor
maimonte varios 8cidos on cantidades significativas y en cantidades excesj
vas en clertas condiciones anormales. Las protelnas tienen mucha importan-
cia en la regulacidén del pH durante estos procesos, tanto como los fosfa--

tos o bicarbonatos. Con oxnceso de alcalinidad ocurre lo mismo, (4)
ALGUHAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.
Didlisis,

Las dimensiones coloidales de las protefnas hacen posible la utiliza=-
cibn de técnicos que son Gtiles en el laboratorio. La diflisis, por ejeme«
plo, elimina partfculas cristalinas mds pequeias (u otros coloides) por di

fusién seloctiva a través de una membrana de permeabilidad apropieda.
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Asf, las sales usadas en la oxtraccién o precipitacién do una protel-
na, pueden eliminarse suspendiendo las protefnas y las sales on agua dentro



do un saco do colofén, sumergiendo osto saco en un gran volumen de agua y
canbiando ¢l agua exterior hasts que no se detecton iones de la sal en el
agua, {4)

Desnaturalizacién,

{a) Caracter(sticas.- La desnaturalizacidén puede dofinirse como un=
camblo en Vas propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de una protefna-

on su ostado nativo, caracterizada por un desdoblamiento de la molécula.

Parece improbable que dicho cambio pueda ser reversible, ya que el -
estado nativo de muchas protelnas,se caracteriza por una organizacién muy
aspocifica: sin embargo se ha encontrado guo pucde |levarse a cabo la cop
vergidén de ciortes protsinas desnaturalizadas a sy estado original, adn -
encontréndose en forma précticamonte indestinguibles de sus formas natie-

vas,

Este fenémeno pusde ser excopcional y ocurre solamente en el caso de

protefnas que no tienen una organizacién nativa muy ospeclfica.

{b) Agentos desnaturalizantes.- Muchos agontes pueden causar desnaty
ralizacidn, Se incluyen sgentes fisicos, tales como calor, accidén superfi
cial, luz ultravioleta, presién olovada, y agentes quimicos tales como --

disolvontes orgénicos, 4cidos, 8lcalis, urea, guanidina y detergentes.

{c) Alteracionos quimicas. Entro las propiedades quimicas alteradas~
de la protelna desnaturalizada estd la gran disminucién de su solubilidad
en su punto isoeléctrico. HMuchas proteinas que son muy solubles en todo-
el rango del pH y solo presentan una ligera disminucibn de su soludbilidad
on ol punto isoeléctrico, se vuelven altamente insolubles a ese pH des~--
pubs de la desnaturalizacién. Como un resultado del proceso de dosdobla=-
miento en la desnaturatizacién, muchos grupos qufimicos que se encuentran-
inactivos debido a Qqus estén encorrados en su estado nativo, salon a la -

superficic de la protefna y son fécilmente dotectados,

Entre 6stos estén ol grupo sulfhidrilo de Va cistefna, el grupo di-=



sulfuro de la cistina y ol grupo fendlico de la tirosina, y otros.

(d) Alteraciones ffsicas. Una consecuencia do Ya conversién de la es-
tructura notiva, compacta, a las cadenas dispersas de la proteflna desntura
lizada o8 un incremonto on la viscosidad de la solucién. Simdltaneamente,-
la relacidn de difusién do las moléculas de protelna disminuye. Muchas pro
tefnas especialmente dol tipo globular, pueden cristalizarse on su estado-
nativo. Ya que la formacién de un cristal depende del alto grado de organj
zacién de las moléculas, las protefnas desnaturalizadas no pueden ser crig
talizadas.

(e) Alteraciones biolégicas; En el caso de ciortas Protefnas desnatu-
ralizadas se ha encontrado un aumento en la digestibilidad por enzimas pro
teolfticas. Las alteraciones més marcadas en las propiedades bioldgicas ~-
son las sufridas por aquellas protelnas que en el estado nativo tienen al=-
guna funcién biolégica especifica. Por ejemplo, durante la desnaturaliza--
cién esdostrulda completamente Va actividad hormonal o enzimdtica. Las ac-

tividades antfgeno o anticuarpo son frecuentemente alteradas., (4)

B.- AISLAMIENTO DE PROTERNAS.

Las protefnas comunmente se encuentran en mezclas complejas. En algu-
nas de estas mezclas el némero de protelnas es relativamente pequeiio y pre
domina a menudo alguna variedad, como la casefna en la leche, o la albdmi-
na en la clara de huevo. En otras, particularmente aquellas que componen -
1as células de los tejidos animales y microorganismes, el nlmero de protef
nas puede ser muy grande. La mayor proporcidn de ésta son probablemente --
las protafnas enzindticas, muchas de las cuales estédn presentes en muy pe-
queia cantidad. En casi cada clase de mozcla de proteflnas hay también co--
munmente | {pidos, carbohidratos, &cidos nucleicos y otras sustancias orgé-
nicas, as( come muchas variedades de iones inorgdnicos; cualquiera do éa--

tos puode estar libre o asociado més o menos [ntimamento con las protafnas.

El alsiamionto de una protefna de una mezcla en 1a cual se encuentra =



requiere tanto la separacién do los materiales no proteicos (con considerg
clones apropiadas para aquellos que punden estar combinados con las prote]
nas), como 1a separacién de las otras miltipies protelnas que estén presep
tes. La facilidad con la cual estas separaciones pueden llevarse a cabo, -
a cualquier grado de integridad, varfa cnormemente. En la préctica la sepa
racién no ha sido siempre completa, ya sea, porque no oxisten los métodos~
adccuados, O por que para los propdésitos deseados se ha considerado satis-

factoria una separacién parcial., (11)

Son diversos los propdsitos para los cuales se lleva a cabo una sepa-
racién de protelnas. La investigacién de la estructura, cqmposicién y pro-
piedades de las moléculas de protefnas requieren sustancias que sean puras
y homogéneas, al menos dontro de 1 Imites definidos. El estudio de la acti-
vidad bioldgica do las protelnas requiere que se separe el material con --
una sola clase do actividad, de ser pPosible sin pérdida de esa actividad, -
do los materiales que tengan otras clases de actividades. Para el estudio-
de la estructura biolégica y la funcién es importante separar sustancias -
suave y sistemdticamente para preservar al mdximo las relaciones que exis-

tfan antes de hacer la separacidn. (11)

El establecimiento de las relaciones nutricionales, por otro lado, =--
puede requerir el estudio de la mezcla completa de protefnas, como ocurre-
en alimentos, y de fracciones de protefnas purificadas de composicibn cono
cida. El uso industrial de protefnas en pldsticos, fibras, adhesivos y pin
turas, por ejemplo, requiere gran cantidad de productos estables, unifor--
mes y hien caracterizados, y no necesariamente limitados a una clase de mo

lécula de protelna.

Las dificultades que se han encontrado para el asilamiento y caracte-
rizacién de protofnas han sido mayores que las que se presentaron en el es
tudio de la mayorfa de los compuecstos orgdnicos, Hasta hace poco, muy po--
cas protefnas habfan sido asiladas on un ostado que pudiora considerarse -
como aproximadamente puro y homogenco originéndose scrias dudas concerniep

tos a la existencia do muchas protelnas como entidades quimicas.



Hejorando los métodos se ha demostrado que muchos de los productos --
obtenidos inicialmente eran mezclas, algunas de las cuales han sido resue)
tas en sus componentes.

La comparacién de las propiedades de los materiales aislados con aque
llos de Va mezcla original ha revelado, a menudo, la evidencia de la exis-
tencia independiente de las protefnas individuales en la mezcia. La alece=

troforesis y ultracentrifugacién han probado tal evidencia.

En muchos ejemplos, sin embargo, hay también evidencias de que las --
protalnas existen en la naturaleza en forma de asociaciones complejas con=
otras sustancias, reconocidas quizés como entidades funcionales, tales co-
mo fibras, membranas, mitocondrias u otra estructura granular dentro de --
Yas células vivas. Para muchas clases de investigaciones, por lo tanto, es
importante disecar las estructuras vivas con cuidado, para aislar estos --
complejos funcionales sin modificar su forma. Esta ha sido referida como =

su "estado en la naturaleza®.

En Ya préctica muchos de 1os métodos empleados tienden a romper las -

débiles asociaciones que se cree que existen al estado natural. (11)
Principios generales.

Precauciones necesarias para evitar alteraciones en los materiales --
proteicos.

La molécula de protelna estd compuesta de una o més cadenas de polipép
tidos. El niémero de residuos de cada aminodcido, el arreglo lineal de estos
residuos a lo largo de cada cadena (los cuales pueden ser idénticos o no) y
el arreglo en tres dimensiones producido por el doblamiento y la formacién-
en espiral de las cadenas de péptidos, y su arreglo con respecto a las otras,
todo contribuye a la estructura de la molécula de proteflna. Las propiedades
biolégicas y quimicas de la protefna dependen sobroe todo de la integridad -
de su ontfucturu. Estas propiodados tembién pueden depender, a menudo en --

alto grado, do la presencia dentro de la molécula de porciones no proteicas,



més o menos unidas firmemente a las cadenas de polipéptidos.

Ya que un pequeio cambio en la estructura de la molécula de protelna-
puede altarar sus propiedades, os importante evitar, o controlar los cam--
bios en la molécula durante el proceso de aisiamisnto. Tales cambios pue-=-
den ocurrir:

a) a través de reacciones quimicas que rompan algunas de las uniones-
covalentes en 1a molécula,

‘ b) 2 través de cambios en los puentes de hidrégeno y puentes salinos,
los cuales soportan la estructura tridimensional de 1a molécula, o a los-
cuales esté |jgada Va estructura de la proteflna.

¢) por un cambio en la asociacién con otras protufnas o materiales no
proteicos.

‘.

Como ha sido seralado, los cambios de la Gltima clase puede ocurrir -
sin modificaciones obligatorias de la molécula de protefna en sf, y aln --
cuando a la larga doben ser considerados, especialmente en relacién con la-
estructura calular, no son siempre de importancia en el problema de aisla-

miento de protelnas.

Por lo tanto debe evitarse en el aislamiento de protefnas nativas in-
tactas el primero de los dos tipos de cambio, El significado de un cambio~-
de estructura particular puede diferir de una protefna a otra, también pue
de diferir bastante la resistencia al cambio entre las diferentes protef--
nas. En ausencia de informacién espec(fica, generalmente es més satisfacto
rio emplear, cuandou sea posible, solo aquellos procedimientos que se sabe-

que no producen alteraciones en la estructura. ()

Durante un proceso de aislamiento de protelnas es necesario tener en-
cuenta ciertos factores que influyen sobre la estructura de una protefna -

y que puedan alterar su actividad biolégica.
Desnaturalizacién.

Se considora goncralmente como cualquier cambio en 1a estructura de =
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una molécula de protelna, lo cual conduce a un cambio detectable en sus ==
propiedades, que produce alteraciones en la composicién, o de ruptura de -
las uniones covalentes, como hidrélisis de un péptido en sfl. Son varios --
1as causas que producen cambios no hidrol fticos que causan generalmente --
cambios profundos on las propiedades, incluyendo pérdida do la actividad -
bioldgica. Se considerarén solamente aquellas condiciones y procadimientos
que deben evitarse durante el aislamiento de protefnas, se estudiarén los-

miszos para minimizar alteraciones en la protefna.

La temperatura debe mantenerse tan baja como seca posible todo el tiepg
po. Es conocida la coagulacién e inactividad de los materlalés proteicos -
a temperaturas elevadas, y debe notarse que éstos son solo ejemplos extre-
ros de la tendencia mds general de las protefnas a desnaturalizarse a tem-
peraturas altas especialmente si son favorables otras condiciones ambienta
les. En vista del alto coeficiente de temperatura del calor de desnaturali
zacién, una diferencia de pocos grados puede ser altamente crfitica.

Es importante, en general, mantener la temperatura baja aunque en la-
fuente original una protefna determinada puede aparecer estable a altas ~--
temperaturas. Debe recordarsé que una protefna preparada de una célula vi-
va puede haber estado sufriendo constantes reabastecimientos dentro de la-
célula, y que las condiciones ambientales en la célula son probablemente -
més favorables para la existencia de la protefna nativa que aquellas condj

ciones a las cuales la ha expuesto el investigador.

La estabilidad de las protefnas al calor varfa dentro de amplios 1fmji _
tes; algunas protelnas son conocidas por ser resistentes a las temperaturas
elevadas, inclusive a la ebullicién, Esto se ha ysado, a veces, en la purj
rificacién de protefnas resistentes a la temperatura par a separarlas de --
acompafantes de estabilidad menor. Tales procedimientos deben emplearse --
con discrecién y con la evidencia experimental de que la protefna aislada-

ha permanecido sin afectar por el tratamiento en calor.

Son convenientos también las bajas temperaturas porque retardan el ==



crecimiento de microorganismos, asf{ como la accidn de las enzimas destruc-
toras que pueden estar prasentes.

Deben evitarse en general, ios extremos de pH. La mayor{a de les pro-
tefnas son solo astables on un intervalo de pH relativamente |imitado y se
desnaturalizan répidamente si sus soluciones se hacon més Acidas o bésicas.
El pH do méxima ostabilidad es comunmente el rango cercano a la neutralidad
y no es necesariamente el del punto isoeléctrico de la protefna. Se cono--
con también excepcioncs: 18 papsina, por sjemplo, es més ostablo a un pH =
cercano a 5 y se destruye al pH neutro.

Ya que muchas protefnas se desnaturalizan répidamente en presencia ==
de solventes orgénicos scludblos en agua, tales como etanol o acetona, el -
uso do estos solventes para propésitos de fraccionamlento requiere un cui-
dado particular en ol mantenimiento de 1a temperatura, tan baja como sea--
posible. Por otro lado muchas protefnas son bastante estables en soluciones

do glicorol.

€s importante en la adicién de reactivos, particularmente de &cidos, -
bases o solventes orgénicos, evitar excesos oon jos cuales puede alcanzar-
8o la desnaturalizacién. Los reactivos deben ser diluldos, los &cidos y ==
é1calis deben ser soluciones amortiguadoras, y la adicién debe tener lugar
a través de una membrana de diflisis o a través de un orificio pequeiio, --

lentamente y con agitacién adecuada.

Debe ponerse atencién a los efectos desnaturalizantes de superficies,
pel(culas y especialmente espumas. En la superficie de una solucién acuo-
sa 0 en una interfase, la protefna tiende a esparcirse en forma de pelfcy
la de protelna desnaturalizada. Bull (11) demostré que la pelfcula de una
prote(na desnaturalizada es eliminada continuamente de la superficie, y -
continda 1a desnaturalizacién con la formacién de més pelfcula. Si se per
mite quo 8o forme espuma, la cantidad de protefnas desnaturalizadas puede
se conslderable y, con soluciones delufdas puede constituir una proporcién
apreciable de la protefna total. De aqul que sea aconsejable trabajar con-
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soluciones concentradas, y particularmente evitar la formacién de espuma.-
El uso de reactivos antiespumantes puede ser, a veces, una préctica conve-
niente, pero no necesariamente previene la desnatural izacién en la superfl
cle.

Desde hace mucho se sabe que muchas prote(nas son més ostablec en 20-
luciones concentradas que en dilufdas. Soluciones dilufdas de sales neutras
también incrementan la estabilidad de las protefnas, adn en soluciones di-
lufdas.

Ya que la estabilidad de diferentes protelnas, adn on alguna mezcla,-
puede variar grandemente, es evidente que el asilamiento de cada protelna-
anvuclve un estudio de sus peculiaridades especiales propias para conocers
las precauciones que deben tomarse. (11)

Accién do las enzimas.

Las enzinas que hidrolizan protefnas, o que atacan componentes no pro
teicos de protelnas conjugadas, pueden ser liberadas o activadas cuando -~
los componentes de una mezclia son llevados a solucién antes del fracciona-
mionto. Si esto se permito, los componntes que se van a necesitar de una

wmazcla pueden ser alterados o destrufdos.

La importancia de la inactivacién de la onzima proteol (tica del pén--
creas para el asilamiento de la insulina es bien conocida. Adn si una enzj
ma se prasenta inicialmente en baja concentracién, puede llegar a concen-
trarse en una fraccién particular y asf causar un dafio excesivo.

Los microorganismos son evidentemsnte indeseablas en soluciones de --
protefnas, ya que su actividad puede modificar la protefna o afiadir complg

jos en la mezcla 4l introducir componentes adicionales. (11)

Los productos del metabolismo de microorganismos pueden modificar la=-
astructura de la protolna, y el microorganismo on sl puede destruiria to--
tal o parcialmente.
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PRESENCIA DE COMPUESTOS COMPLEJOS.

Los compuestos complojos de protalnas con otras sustancias pueden re-
querir precauciones ospeciales, dependiendo de la naturaleza del componen-
te no proteico y da la clase do ligadura que mantiene la unién. Se ha vise=
to que las lipoprotelnas son sensiblos a la congelacién., Otras clases de -
Qrupos prostéticos pueden ser altarados por accién quimica o enzimética, «=
siendo més importante por un lado, la alteracién de las propiedades biolé-
gicas espec(ficas del material, y por otro, los cambios en solubilidad o -
on otras prdpiedades de la protefna conjugada. (11)

Otros cambios.

Otros cambios en la estructura o composicidén de proteflnas incluyen --
cambios en el estado de oxidacibn de los grupos sulfhidrilo de 12 cistefna
con un cambio resultente en las propiedades de la protefna; combinacidén ==

con metales pesados, 1o cual puede inactivar clertas enzimas; o la pérdida
de cofactores dializables v otros componentes de sistemas biolégicamente -

activos.

Mientras el Gltimo puede incluir solamente una cuestién de astucia «-
en la prueba de la actividad biolégica, tales cambios no pueden ser igno--

rados en e} curso de un proceso de aislamiento. (11)

METO0D0S DE AISLAMIERTO DE PROTEINAS.

Los métodos para la separacién de ontidades quimicas pueden ser divi-
didos en dos categorfas. E} primero incluye los métodos en los cuales va--
rios constituyentes de una mezcla se distribuyen entre dos o més fases dig
tintas fisicamente y que se pueden separar en una forma mecénica. Esto re-
quiere quo las relaciones de distribucidén de algunos de los constituyentes
difleran unos de otros. El segundo grupo incluye métodos en los cuales los
constituyentes so distribuyen en regiones diferentes en una sola fase, en-

respuesta a la aplicacidén do un campo ffasico do fuerzas.

Debidc a que las protefnas son solubles solamente en agua o on solu=
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ciones acucsas de sales o de ciertos solventas polares tales como etanol, -
y copo las protefnee no pueden ser fundidas nl evaporadas, las fases entre

las cuales pueden distribuirse las protefnas 18 limitan a 861ido y solu==-
cién. Pocos casos oo han doscrito on los cualas se pueden usar dos fasaes -
de 1(quidos no aiscibloe.

La solubilided do )as protelnas, por otro lado, puede variar dentro -
de asplios Vlmites en soluciones acuosas de diferente composicién. El nimg
ro do variables que influyen en la solubilidad de las protefnas en estas -
condiciones es tan grande que os posible, encontrar condiciones en las cua
los predoaina una de las sig .entes situaciones:

(a) La protefna buscada es insoluble, mientras los otros componentes-
proteicos permanscen en solucién; (b) una protefna permanece en solucidn =~

aientras las otras precipitan.

Las principales variables que afectan 1a solubilidad de diferentes -«
protelnas son: (a) temperatura, (b) pH, (c) fuerza ibnica y concentracién-
y (8) constante dieléctrica, (11)

CONCEHTRACIOH, PURIFICACION, PRESERVACION y ESTABILIZACION DE PROTE!-
HAS.

Eliminacidn de agua.

Se raquieren on general, soluciones de protefnas concentradas por va-
rias razones. Las protelnas son generalmente més estables en soluciones --
concentradas; cristalizan a menudo, mejor de soluciones concentradas, Las-
soluciones concentradas son usadas también on propdsitos terapéuticrs, por
ojemplo, albdmina de plasma humano. So pueden usar varios procesos para cop
centrar soluciones de protefnas, pero teniondo on cuenta todas las precau=
clones necesarias para ovitar la desnatural izacién.

En el proceso ordinario de laboratorio es a veces conveniente concen~
trar las protefnas simplemento por precipitecién seguida por un redisolyes



cién a la concentracién doseada, Esto no es econdmico sl 9 usa gran can-
tidad de sal y presonts la desventaja, sl es neceserio eliminar ol exceso
de sal, do hacer una didlisis prolongada.

La concentracidn puode hacersc por diédlisis bajo presidn reducide, -
Se hen dado otros métodos, que aunque eon satisfactorios, consumen mucho-
tiempo. Un método répido para oliminar ol agua consiste en persitir la -
evaporacidn del agua & travéds de una mombrana. Esta técnica, |lamada "per
vaporacién® fue descublerta por Kober. (11) La solucién do protefna se cg
loca dentro de una bolsa hecha de calofén, que se expone a una corriente-
de ailre, en un cuarto frfo si so desea. El agua se aelimina a menudo més ~
répldamente quo se congale la solucién en la bolea. Debo evitarse exponor=
le a alre que contongad vaporos nocivos o part(iculas de polve.

Las soluciones de protaflnas pusden coacentrarse tembién por olimina=-
cién do hielo, Si una solucién se congala y se lo permite deshelarse lenta
mente, so elevan a la superficie cristales de hielo que pueden el iminarse~
de 1a solucién de protelna concentrada que queda abajo.

Las preparaciones de protefnas sacas poseon ventajas obvias en estabj
lidad. mancjo y en preparacién do soluciones. El secado do protelnas gone-
ralmente reguiere procauciones especiales si la condicién original es qua-
goan preservedas. Unas pocas protelnas, tales como caselna, se puedon ge=--
car para usoe industriales de una menera oxcitosa, directamento Como up ==
precipitado hdmedo. lLa mayorfa de las protefnas tienden a desnaturalizarse
al ser secadas por tales procedimientos y convertidas en masas duras que -
gon dif(ciles do mancjar. Las protefnas que van a ser usadas para determi-
naciones analfticas, por lo tanto, primero deben ser coaguladas por calen-

tamiento o con alcohol, lavadaes y dospuéds socadas al ajre.

La mayor(a de las protefnas puedon secarse & partir del estado de cop
gelacién, con pequeia o ninguna pérdida do actividad, Ha sldo Informado==-
(11), quo algunas protelnas se desnaturalizan con al proceso, algunas 8¢ =

dostruyon simplemente por congelacién. Las protefnao secadas as( son poro-
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8as, quebradizis y se extraen facilimente con solventes de |/fpidos. Tembién
se disuolven répidamente cuando se humedacen con el solvente; esto se facj
lita ol se ahade el solvente en un recipiente al vaclo que contenga la pro
tefna.

El proceso do secado a partir del estado de congslacién ha sido 1lama
do tiofilizacién. (11)

Eliminaclién do materiales no proteicos.

Loe constituyentes no proteicos de una mezcla deban eliminarse de la-
proparacién de protefnas cuando pueda demostrarse claramente que estén prg
sentes como compuestos coincidantales. Para propésitos estrictamente anges
I(ticos es costumbre eliminar sustancias no proteaicas tan completamente co
20 sea posible antes del anélisis o incluir procedimientos anal(ticos ade-
cuados para su determinacién.

Durante los procedimientos vsuales de fraccionamiento, ei 1fpido li=w
bre puede separarse de fa fraccidén proteica, simplemente en virtud de su -
golubilided relativa, poro también puede eliminarse por extraccién con so]
ventes apropiados en cualquier momonto. Los |fpidos que estén unidos pugee
den eliminarse después que la protelna ha sido alterada ya sea por dasnaty
ralizacién con alcohol, o calor, o por congelacién., Los lfpidos son elimi-
nados de |ipoproteinas dol plasma por extraccién con etanol o etanol éter,
a bajas temperaturas, por el procodimionto de Hardy y Gardiner y Mcfarla--
ne. {It)

Los polisacéridossen dificiles de eliminar por procedimientos de frag
cionaniento ordinarios. 3¢ pueden separar de invertasa por adsorcién en -=
bentonita y do catalsa viva (o activa) por digestién con amilasa. (11) Tam-
bién so puodo omploar la oloctroforéais pars oliminar polisacéridos neu--

troa, loos cualos no omigran sn un campo eldctrico,

Los Acldos nuclelcos qua ostdn ascciados con una protoina por medio -
¢o un puente salino pueden eliminarse por precipitacién con una protelna -
béalca como la protamina, & valores do pH donde éste ditima forma un Acido
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nucleico y fa protefns no, por ejemplo, a un pH mayor o menor que el punto
isoeléctrico de la protelna, '

Las pequefias moléculas y iones son ellminados frecuentements por dié-
lisis o electroforésis. Cato se requiere antes de la daterminacién dol pe-
g0 saco si 8o quieren ovitar las correcciones, y generaimento se prefiere-
antes do usar otro procedimionto analftico (qulmico o biolégico). También~
se usa la diblisis para eliminar los iones para la precipitacién de euglo-
bul inas.

La diélisis generalmente se 1leva a cabo con ayuda de una membrana de
colodidén o celofén. La velocidad de la diélisis a través de ias paredes del
tubo de celofén es relativamente lenta, Parece que se puede incrementar el
tamaio de los poros con un tratamiento con solucidén acuosa de ZnC) . Las -
protefnas de peso molecular poqueio, cerca de 13 000, como citocromo C, ge

neralmente se plaorden a través de los poros de la membrana, (11)
Las Gltimas trazas de iones pueden eliminarse por electrofordsis.

El pH de una solucién que contenga la protelna junto con electrollitos
difusibles, puede cambliar de una forma marcada durente el estado inicial--
de la diélisis 8i uno de los miembros del par amortiguador se elimina mue-
cho més rapidamento que el otro. En algunos casos s2 ha encontrado que el=
pH varfa, a veces tanto como 2 6 3 unidades de pH. La diferencia en la ve-
locidad de la didlisis se ha atribufdo a la naturaleza electroquimica de -
la membrana y se han sugerido modos de modificarla, En didlisis de soly---
cién de protelnas gue contenga sulfato de amonio, y regulada a pH 7 con ==
amoniaco, la cafda en el pH puede prevenirse afadiendo amoniaco al )(quido

exterior (11)

Ocasionalmente la eliminacidn de iones conduce a la precipitacidn de=
algunas protefnas y a le inactivacién de otras; en tales cesos es preferi-
ble llovar a cabo la didlisie contra soluciones diluidas de sales. Por «==
otro lado la inostabilidad puede aparecer por la oliminacién de un coface-
tor.



Se estén usando resinas de intercambio iénico pars la eliminacién de-
lones do solucionos de protefnas. (1)

Estorilizacién.

Siemsre oo doseablo y a veces naecosario proteger las preparaciones =~
de protalnas contra conteainaciones microbianas. Dabsn evitarse particulap
gente los productos de accién microbinana on materiales que vayan a ger ==
usados para administrar al hombre y animales.

Las bajas temporaturas y la presencia de sales o colventes orgénicos-
en concentraciones moderadas retardan el desarrollo de microorganismos. ==
Los antisépticos deben usarse a discrecién dobido a qus causan inactivae~=
cién,

Se han usado compuestos orgénicos mercuriales en la preservacién de -
plasma humano, pero son inapropiados para la preparacién de alblmina da =«
plasma por el proceso do alcohol, ya que los compuestos orgénicos mercuria

les se veelven indebidamente concentrados en la fraccién de albdainas.

Se han empleado antibiéticos como la penicilina en donde se ha podido
demostrar que no interfieren en las .eacciones enzimdticas que tienen lu~«
gar. Se ha encontrado que el tolueno es unc de los antisépticos més dtiles

ya que no interfiere en la mayorfa de las reacciones qufmicas o enzigdti=-
cas. (11)

Las solucionas de protefnas pueden ser liberadas de microorganismos -
filtréndolas a travée de almohadillas de filtro sin daiar la mayorfa de -«
las protefnas. Este es un paso esencial en la preparacién do materiales -«
biolégicos para usos terapéutico. (11)

Preservacién y ostabilizacién de protefnos.

Las protefnas so preservan muy bien tanto gor enfriemiento como por--
pacado a partir del astado de onfriamiento (liofilizacién), encepto 2qubee
1las que son alteradas por ostos procedimientos, La mayorfa do las protel-
nas tembién pueden ser almacenadas en forma do pracipitsdos hizedos. Les



prote(nas en solucién se desnaturalizan generalmente y estén sujetas a la-
accidén de las enzimas y microorganismos. Por lo tanto, las soluciones de -
proteflnas deben almacenarse bajo condiciones de esterilidad y asepsia, en-

soluciones concentradas y en presencia de sales u otra sustancia estabili-
zante.

Se ha visto que la albémina cristalina de plasma humano contiene pe--
quefias cantidades de &cidos grasos. Cuando éstos son eliminados de la pro-
tefna, ésta es menos ostable y )a desnaturalizacién de estas albdminas se-
retarda bastante por l2 presencia de aniones de 4cidos grasos, mandelato -
de sodio o triptofano. Por otro lado 1a 7 globulina del piasma no se es-

tabiliza con ostas sustancias pero se estabiliza con azdcar o glicina. {11)
SEPARACION DE PROTEIHAS POR SU SOLUBILIDAD.
Principios.

La solubilidad de las diferentes protefnas varfa grandemente, lo cua}
ha ayudado a la separacidén de las mismas. Algunas, que se pueden encontrar
en estructuras organizadas, son solubles solamente después de la extraccidn
del 1(pido. Algunas, como las prolaminas, son solamentes solubles en alcohol
al 60 - 80 %. La mayorfa de las otras protzfnas son m4s o menos solubles «
en agua o en soluciones acuosas dilufdas de sales a valores moderados de -
temperatura y pH y en soluciones acuosas dilufdas de solventes orgénicos. -
en la mayorfa de los otros solventes las protefnas son insolubles; a extre
mos de pH y temperatura, o en muchos solventes orgénicos, se desnatuyrali--
zan répidamente, Dentro de estos 1fmites do estabilidad, cualquier prote(-
na dada puede mostrar amplias variacicnes en solubilidad, dependiendo de -
las condiciones externas. La diferencia de solubilidad representa uno de -
los principales medios para la separacién de las proteinas.

La solubilidaa de una protefna depende de la proporcién de los grupos
nos polares hidrofébicos y los grupos polares hidrof(licos en la molécula-
y de su erroglo, y ol momento dipolar resultante. Los grupos con carga po-
lar interaccionan eloctrostéticamente uno con otro on la misma molécula ==



o mol écul as adyacentes, pero estas fuerzas se ven disminufldas en agua como-
rosul tado de la alta constante dieléctrics, al mismo tiempo que se presen-
ten las intoracciones entro los grupos polares y las moléculas de agua, -~
fevoreciendo la solubilidad. La adicidn de un solvente al agua, como etaw~
nol, baja la constante dieléctrice y también dosplaza alg@unas de‘laa mol é-
culas de agua: como resultado, las protelnas que son muy eolubles en agua,
son aucho menos solubles en mezclas de agua-etanol.

Como resultado de la interaccidn entre los grupos cargados de una mo=
lécula de protefna y los iones de las sales disueltas, muchas protefnas ==
quo son auy insolubles en agua pura, se disuelven en presencia de pequeias
cantidades de sales neutras.

La adicién de un idn dipolar, como glicina, también aumenta la solubj
lidad de las protefnas. €l efecto es algo menor que el producido por una =
concentracidn equivalente de NaCl y es aproximadamente igual con diferen-=
tes iones polares en soluciones que tengan las mismas constantes dieléétri

cas.

Las protefnas son sustancias anfotéricas multivalentes que contienen-
grupos cargados positiva y negativamente, el ndmero ds 1o0s cuales varfa -=-
con el pH. En ausencia de sales se tiene generalmente la menor solubilidad
en el pH isoidnico de la protefna donde la carga neta es cero, y es mayor=

a valores de pH mayores o menores.

Como se observa en soluciones dilufdas de sales, el pH de mfnima soly
bilidad no coincide necesariamente con el punto iaciénico si la protelna =
interacciona con uno de los componentes iénicos de la sal.

Ho hay regla general que describa el sfecto de la temperatura sobre -
la solubilidad de las protefnas. La solubilidad de muchaa protefnas aumen=
ta con la temperatura, algunas en soluciones do sales diluldas y otras =ee
en solucién concentrada, tan bien como en mezclas otanol-agua. Por otro --
lado, la aolubilidad de una protofna a menudo disminuye fuertemente cuando

so eleva la temperatura,
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Las protelnas forman sales ligeramente solubles con varios aniones -
o cationes, Incluyendo otras protefnas y macromoléculas al igual que sime
ples iones. Tembién pucden formar compuostos relativemente insolubles con
eustancias neutras (11).

Eliminacién de lones y control del piH.

Les globulinas presentes en semillas de la gran mayorfa da plantas -
comunes han sido investigadas extensamente por Osborne (11). Upna gran ma-
yorfs de stas ha sido preparada, muchas en forma cristalina, aprovechan-
do su solubilidad en soluciones de sal neutra. Las globulinas pueden ser-
extraldes de semillas secas, molidas, libres de grasa, por una solucién -
al 5 - 10 % do HaCl, frecuentemente a una temperatura ligeramente elevada
para incresentar su solubilidad. La edestina pusde precipitarse en forma-
cristalina simplesente por enfriamiento del extracte caliente. La globulj
na cristalina de la semilla de las cucurbitéceas, que se ha propuesto ---
como un Gtil sustituto de la edestina, se extrae con HaCl a) 10 %, y se -
precipita diluyendo cuAtro veces con enfriamiento. Las concanavalinas se-
preparan de un extracto salino de harina de frijol (después de la extra--
cién de la ureasa con acetona)., La concentracidén de la sal debe bajarse «
por didlisis, aproximademente a pH 7, hasta la cristalizacién de la coneca
navalina A, La forma B se separa entonces, como cristales, al ajustar el-
pH a 5.1 (1),

La B lactoglobulina, de suero vegetal, cristaliza solamente después-
de la eliminacidén casi completa de 1a sal por una didlisis exhaustiva en -
el punto isoceléctrico, cerca de pH 5.2 {11),

"Salting=-in® y "salting-out.”

El sulfato de amonio se ha uysado empliamente como agente de "Salting-
out" dado que os bastante ofectivo y suficientemente soluble. La solubili-
dad limitada de) sulfato de sodio tiende a restringuir su uso, mientras «-
que el sulfato de magnesio tiene una ofectividad relativamente baja., El -
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sulfato de potasio es un precipitante efectivo pero no es lo suficientemen
te soluble para cada necesidad. Otras sales tienan un uso ocasional (N

La soiubilidad de una protefna en agua en aisencia de sal, decrece ==
suficientemento por la adicién de un solvente orgénico. Bajo estas condi==
ciones, el incremento en 1a solubilidad producida por la adicién de saless
es decir, la magnitud de su disolucién salina ( " Salting-in" ), es espe=--
cialmente grande ya que la disminucién de la constante dieléctrica no sola -
mente roduce la solubilidad de la protefna en ausencia de sal, sino que ==
también aumenta las interacciones electrostéticas entre los grupos carga--
dos de la molécula de protefna y los iones de la sal.

Extraccién con solventes orgénicos.

Ciertas prote(nas, especialmente las encontraJdas en semillas, las pro
laminas, son poco solubles en agua {con o sin sal) o en alcoholes puros, -
pero se disuelven en solucionds acuosas que contengan 60 - 80 % de up sol-
vente orgénico, como etanol o propanol. E} procedimiento usual para al‘---
aislamiento de estas protefnas consiste en‘la extraccién con la mezcla de-
solventes y precipitacidén por dilucién con agua. Las protelnas preparadas-
por este método, tales como gliadina y zefna, permanecen inhomogéneas, adn

después de refraccéonamiento extensivo.

Otras protefnas son precipitadas de soluciones acuosas en presencia=
de concentraciones moderadas de etanol o solventes similares. 4 temperaty
ras bajas, lo cual es Iimportante para prevenir la desnaturalizacién (0° C=-
o menos), y a un pH de solubilidad minima, es suficiente etanoi de 40 % pa
ra precipitar la mayor{a de las protelnas. Muchas son precipitadas a con=-
centraciones menores: el fibrinégeno por ejemplo, precipita a concentracig
nes de etanol menores del 10 % a 0° 6 - 2° C, La adicién de etanol a una



sozcla comploja (como plasma) precipita sucesivamente 10s componentes en -
orden de sus sylubilidades; 1a mayorfa de las globulinas precipitan més rf
pldeasente que las albéminas. Un control apropiado de las varlables adicig
nales, tales como pH, fuerza iénica y temperatura, permite una discrimina=
cién mayor entre los diforentes componentes del sistema.

En un sistema que contenga suficiente etanol para bajar la solubifi--
dad de muchas de las protel(nas preosentes, puede usarse un ajuste apropiado
del pH y fuerza iénica para separar protelnas que difieran en sy punto ===
isoeléctrico y en caracter(sticas deo "salting-in", Puede lograrse la sepa
raci6n do pseudoglobulinas solubles en ague y albgmninas por medio de prec]
pitacién isoeléctrica a baja fuerza iénica, (11)

PROTEIHAS VEGETALES,-

Todas las células de las piantas contienen protefnas; las semillas de
las plantas leguminosas y de varios cereales son particularmente ricas en-
ellas, Estas protelnas pueden ser fraccionadas por extraccién con varios-
" solventes, o por "salting-out"s La mayorfa de las proterﬁas de las plan-
"~ tas son globulinas o prolaminas, Las fracciones de albiminas no aon can=-
tidades mayores de 0.5 a 1 % del material orgénico totals Es interesante~
que algunas de las albiminas de las plantas, particularmenie de las legumj
nosas, son téxicas a los animales y causan aglutinacién de las células ro=
jas de la sangre. '

Huestro conocimiento de las globulinzs de las plantas ostd basado ==
principalmente en los trabajos de Osborne y Mendel(9) (1924). Muchas glo-

bulinas pueden ser extrafdas de las semillas por una solucién salina de 2-

al 10 %, y recristalizadas de osta solucién hiperténica por dilucién con =
agua.




La globulina do las plentas més investigada es la edestina, 1a globu~
1ina de la senilla de céiamo,

Si ona solucidén de una globulina de plantas es dializada contra agua-
destilada, la prote(na se hace insoluble y se obtiene como un precipitado,
frecuentemente como cristales.

El peso molecular de las globulinas vegetales es aproximadamente de -
200 000 a 300,000, Es posible que estas moléculas grandes sean pol fmerose~.
de subunidadaes nis pequeias,

En contraste con la edestina y otras globulinas similares que son in-
solubles en otanol, algunas de las globulinas de las plantas, particular—
mente de cereales, son solubles en etanol del 50 al 80 %, pero insolubles~
en concentraciones mayores o menores. Estas son |lamadas prolaminas pore-
que son particularmente ricas an prolina.

Las prolaminas contienen muy pequefias cantidades de aminodcidos bdsi-
cos y cistefna, y algunas de ellas aestén completamente desprovistas de li-
sina.

Una gran porcidn de molécula de prolamina, como 40 %, estén obtenidas

a partir de glutamina,

Hinguna de las prolaminas ha sido obtenida como cristales; ain las --
preparaciones mis puras se han encontrado que son mezclas de dos o més pro
telnas. Su peso molecular varfa de 20 000 a 50 000.(9)

C.- LAS PROTEINAS EX LA DIETA..

| ALGUNOS CONCEPTOS FUHDAMENTALES.~

€} fin primario de las protefnas en una dieta o8 ol de suministrar -~



los eminodcidos en Yas combinaciones adecuadas para la sintesis econdalca=
de las prote(nas y do las otras sustancias nitrogenadas esenciales al orga
nismo y pare otras varias funciones motabflicas y fisiolégicas. El valor-
nutritivo de una protelna se dotermina por ou capacidad para satisfacer eg
tos objetivos.

E! suministro de aminoécidos para la sintesis do las protafnas celula
res es do cepital importencia. Para que este proceso se verifique es necg
sarlo que més do 20 amino&cidos se ordenen en las posiciones justas y on =
ol tiempo exactos E| organismo puede hacer 1a sintesis de algunos de los~
aminodcidos necesarios para esa funcidn, pero de otros sélo lo hace en cap
tidades insuficientes y por ollo tienen que ser suministrados en la dieta.
Eotos G()timos son los aminodcidos "esenciales® o 'indispensahlea".(14)

El equilibria nitrogenade se puede establecer solamente cuando la dig
ta, ademds de los aminodcidos indispensables, proporciona nitrégeno en cap
tidad suficiente para la s(intesis de los otros requeridos para distintos =
procesos metabélicos en el organismo. Los aminodcidos indispensables, ade
més de suministrar los componentes de los tejidos pueden ser necesarios -
también para otros procesos metabélicos importantes.

La cantidad de eminodcidos necesarios por unidad de peso corporal va-
rfan a veces considerablemente durante distintas edades de la vida humana,
Los estados de salud y enfermedad pueden ademds requerir diferentes necesj
dades de aminoécidos.

La protefna de un alimento tiene gran valor nutritivo cuando, después
de la digestién y absorcién gastrointestinales, suministra aminoédcidos en~

las proporciones requeridas para subvenir a las necesidades del organismo.

La medida més directa del valor nutritivo de las protefnas es 1o que-
se |'ama "balance nitrogenado®s Si se suministra ura determminada prote(na,
ol balance nitrogenado serd la diferencia entre las cantidades de nitrége-~
no incorporadas y las excretadas. Cuando oste balance os positivo, quiere
decir que ol sujeto gena nitrégeno, y ol es nagativoe, que le pierde. Cuap



do el resultado es coro se dice que el organismo se encuentra en un estado
de equilibrio nitrogenado,

Podr(a darse el caso de que una protefna contuviera todos Jos aminod-
cidos indispensables en la combinacién favorable para la sintesis de las--
protefnas celuléres y que, a pesar de ello, su valor nutritive fuera esca-
80, a causa de que la digestién no pudiera liberar 103 aminodcidos ni el =
organismo absorberlos en las justas cantidades ni proporciones.

Ciertas formas de preparacién de Yos alimentos y adn la propia coce==

cién, pueden cambiar el valor protefnico de los alimentos, aumenténdolos o-
disminuyéndolos y asto, algunas veces, sin cambio perceptible en su compos}
cién quimicas, Este fenémeno es, con frecuencia, el resultado de cambiose

en el ritmo o en el grado en que la hidrélisis enzimdtica es completas A}

gunas veces se puede mejorar la digestibilidad de estas sustancias mediane

te la destruccién por el calor de una enzima inhibitoria; en otros la fun-

cién digestiva resulta dificultada por cambios en los enlaces quimicos de-

la protefnas Por consiguiente se debe tener en cuenta la digestibilidad -

de una protefna en la dieta, calculando la utilizacién general del alimen-

to.

La utilizacién de los aminoicidos depende de la naturaleza de la die~
ta en conjunto, de Va distribucién en el tiempo de las comidas y de la ef}

ciente digestién y absorcién yastroentéricas. (14)

Las necesidades mfnimas, en el adulto, corresponden a la més pequefia=
cantidad de protefnas que es suficiente para mantener el equilibrio nitro=-

gyenado, siempre que la dieta sea adecuada en otros aspectoa.(14)

PROTEINA PATRON.~

Dada la gran aiferencia que existe en el valor nutritivo de las dis--
tintas protefnas, o de sus combinaciones, la expresién de sus necesidades-
debe relacionarse con alguna protelna de calidad especifica bien definida.
Por esta razén se expresan las necesidades en términos de una "protefina de

alto valor nutritivo™ Se propone una "combinacién de aminodcidos" seme~-
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jante a las protefnas de la leche y los huevos, y se parte del supuesto de
que una protefna cualquiera que tuviera tal combinacién de aminoécidos, --
tendrfa alto valar biolégicos A esta combinacién tedrica de aminodcidos -
se 11ané "protelna patrén”, (14)

WECESIDADES SEGUH LAS EDADES.-

Se estima que 2 g de protefna por kilo de peso es una cantidad sufi--
ciente para subvenir las necesidades de los nifos después del primer mes -
hasta el sexto mes de edad, si se proveen como leche materna o de vaca su~
mistrada en forma fécilmente digerible por el nifio,

Las necesidades de las prote(nas van en disminucién desde la infancia
hasta la iniciacién de la pubertad.

Se considera que en esta fase de la vida 1as necesidades en téminos-

de la protefna patrén no deben fijarse en menos de 0.8 y por kilo de peso.

Se sugiere para los adultos la cifra de 0.35 ¢4 por kilo de peso como~

promedio de las necesidades m(nimas en términos de la protefna patrén.

Al seialar todas estas cantidades se supone que estén totalmente sa-~
tisfechas las necesidades calor(ficas.

Mujer embarazada.- Exceso de 10 g diarias sobre las necesidades nog
males del adulto.

Mujeres lactantes.- Exceso ce 30 g diarios. (14)

Las distintas protefnas o combinaciones de éstas, conticnen los ami-~
nodcidos indispensables en proporciones variadas. Esto quiere decir que-
el problema de satisfacer las necesidades proteinicas éonsiste. mds que en
aumentar el total de protefnas inyeridas, en suministrar los aminodcidos -
indispensables en cantidades y proporciones adecuadas. As( por ejemplo, =
el valor de las mezclas de protefnas de ciertas dietas o las de log princj
pales cereales nlimeﬁticios so pueden mejorar frecuentemente agregéndoles-
pequenas cantidades do otras protelnas. Hay ciertas de dstas que, 503 we=
cualquiera la cantidad que do ellas se ingiera, no'pueden satisfacer las =
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necesidades; pero puedan, sin sbargo, aumentar ol valor nutritivo de cier
tos tipos de distas mejorando su coabinacién de eninodcidos, (14)

HECESIDADES DE AMIHOAC!DUS. -

El conocimiento sobre las necosidades humanas de aminoédcidos indispen

sablos es todav(a fragmentario y esté basado en un ndmoro relativamente ag
ceso de observacicnes real i zadas, parte en nifios y parte en adultos,

Para mantenar e! »quilibrio nitrogenado en el adulto, resulten indig=
pensables solamente 8 aminodcidos: isoleucing, leucina, lisina, metionina,
fenilaianina, treonina, triptofano y valina.(14)

Aunque los eminodcidos indispensables son do primordial lmportancia -
para detominar ol valor nutritivo de las protefnas también puede tener --
clerta importancia la distribucién de loa otros aminodcidos.

Los aninodcidos no indispensables cistina y tirosina tignen ta capacl
ded de economizar, respectivamente, buena parte de metionina y fenilalani«-

no; esta caracter{stica debe tenarse presente cuendo se tratea ds evaluar -
las necesidadon de los (ltimos.

Puade tener significado el desegquilibrio entre los difersntes aminod-
cidos. En ciertas circunitancias, el exceso de uno puede disminuir la utl
lizacién de otro que se encuentra presente en la dieta en cantidades norma
maleente adecvada. Asf se han obtenido prucbas de que la cantidad de ley
cina que contiene ol mafz puede ser lo bastante grande comp para determi-=

nar un aumento en las necesidades de icoleucina.

Esto indica que los datos relativos a las necesidades humanas en ami-
nofcidos esenciales deben ser usados con cautela y prestando la debida =e=
atencidén a ta profusién de factores que hacen complejo el asunto. SEh e~
bargo se considera que se puede abordar razonablemente el problema de sa=w
tisfacor las nocesidades humanas por lo que respecta a la calided do las =
protefnas, comparando la combinacién de aminodcidos indispensables en los-
alimentos y en las dietes, con una combinacién ideal basada en los conocle
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mientos de las necesidades de amino&cidos Indispensables en las personas-
sanas,

Yalor bioldaico da una protelna es la fraccién de nitrégeno absorbi-
do do la alimentacién que se retiene en el orgenismo.(l‘).

La calidad de una protefna depende de su digestibilidad y de la coa-
binacién de los aminokcidos en la protefna. (14)

Tiene grandes vehtnjas el concepto de combinacién-tipo ideal de emi-
nodcidos esenciales. Comparando los datos referentes al contenido en amj
'noécidba de las combinaciones de alimentos, con la adoptada ‘como tipo, se
puede, en miltiples situaciones, determinar si una dieta es daficients, ¥y
cuales son los métodos para corregirla. Aunque sean de caricter aproximg
tivo, se pueden hacer comparaciones directas mediante el empleo de datos-
que indican el contenido en aminoé&cidos indispensables de los alimentos,=
independientemente de las proporciones en que cada uno de éstos Gltimos -
entren en la dieta, Debe advertirse que no hay pruebas experimentales de
que la combinacién-tipo provisional, basada en los conocimientos actuales
de las necesidades m(nimas, sea superior a las combinaciones de lo3 ami--

nodcidos que se pueden observar en las buenas protelnas alimenticias, ta=-

les como las de la leche y los huevos. (14

Combinacién-tipo provisional de aminodcidos indispensables calculada-

del promedio de las necesidades mfinimas de personas: (14)

Isoleucina 3.0
Leucina .4
Lisina .0
Fenilalanina 2.0
" Metionina ' 146
Cistine oy
Treonina 2.0



Triptofano 1.0
Valina 3.0

Utilizando esta combinacién-tipo provisional de aminodcidos como gula,
una dieta teérica que contenga 40 % de protelna de mafz mds 30 % de protef
nas de frijoles blancos més 30 % de protelnas de ajonjol( es una dieta bay
tante complets; proporclona lisina y los aminodcidos sul fonados en un Niw=

val satisfactorio y el triptofano en bastante cantidade

Sin embargo el valor nutritivo de estas combinaciones alimenticias, hg
chas a base de tales cdlculos, deben ser siempre objeto de confimmacidén ==
biolégica, (14)

_ El ebnputo protelnico indica la proporcién en que un alimente o combj
nacién de alimentos contienen su aminodcido Yimitante en comparacidén con =
la combinacién-tipo provisional.

Pero dado lo incompleto de los conocimientos actuales acerca de las -
necesidades de aminodcidos en el hombre y del contenido de ellos en los --
alimentos, no puede esper: rge que exista una perfecta concordancia entre -~
los cémputos proteinicos y los valores bioldégicos.

Experimentalmente so ha demostrado que los alimentos o mezclas de ali
mentos cuyo valor biolégico es por lo menos de 70, resultan satisfactorios
para el mantenimiento y crecimiento de la persona; y no le son si el valor
biolégico es de 60 o menor.

En algunos alimentos o mezclas de ellos, el desequilibrio entre los -
aminoécidos puede dar como resultado que su valor bioldgico sea inferior a
1o que pudieran indicar Yos cémputos protefnicos.

Los conceptos de la combinacién-tipo provisional de aminoécidos y da-
los cémputos protelnicos ofrecen, sin embargo, un mdtodo posible de estiee
mar e} valor nuifitivo de una dieta, partiendo de su compisicién de aminof
cidqa.(‘4) '



La protelna de huevo tiene un valor bioldgico carcano a 100, es de===
cir, la protelna o5 casl completanente absorbida y no hay pérdida de nitré-
geno por s orina sobro la pérdida normal en diatas libres de protefna, (i)

Bedida de) valor nuiritive_ de protefnas:

Hey varios métodoe quo pormiten medir el valor biolégico de una protef
natl) y solo se mencionan a continuacidn.

lo= Wétodo de crecimiento do animales de lsharatorio
2.~ Método de balance de nitrdgenc
%~ MWétodo de replocién

%o« MHétodo do "Chemical scoring”.

EVALUACIOH DE LA CALIDAD DE LAS PROTEINAS.

El contenido de protaeinas en los allien_tos se estima conveniente de su
contenido de nitrégeno, estimado por el método do Kjeldahl,

Los niveles de aminolcidos doterminados después do la hidrélisis 4cida
de alimentos predice su valor potencial en nutricién. Para algunos materig
les, y algunos métodos de proparacién, el valor efectivo es significativa.~
mente menor. Para cisrtos materiales que no se calientan, por ejemplo los
cereales, se ha sugerido la evidencia que la lisina es parcialmente no uti-
lizable, Los materiales ricos en carbohidratos pueden reducir su valor nu-
tritivo por calentamiento, y después restaurado el valor por adicién de li-
sina. También hay disminucién en la utiVizacién de lisina cuando los cone-
centrados de protafnas quo contienen poco o nada de carboh(dratos se suje=-
tan a un calentamiento severo. Un tratemiento térmico severo de concentrg
dos do protoinas se ha demostrado tembién que reducs la utilizacidén de log=
eminodcidos que contienen azufres Existe muy poca infomacién concerniente
a la utilizacién de otros aminodcidks aparte de lisina y metionina, pero la

observacidén de que la isoloucina, un egninodcido con una cadena lateral de -
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tipo hidrocarburo no reactivo, es inutilizable en ciertas prote(nas purifj
cadas sugiere que otros aminodcidos también pueden estar presentes en una-
forma no utilizable, {13}

PROTEINAS DE LA DIETA Y SINTESIS QE PROTEINAS TISULARES.-

El valor nutritivo de una protelna intacta no depende solamente de la
presencia de los aminofcidos esenciales, sino tembién de las velocidades -
relativas a las cuales son liberados por las enzimas digestivas,.

Por lo tento ha sido sugerido por Melnick et al (1964) (1) que el in~
cremento del valor bioldgico do las protelnas del frijol de soya después =
dol calontaniento, es debido a la mayor facilidad de liberacién del aminoj

cido limitante, metionina.

Es decir, la presencia de todos los aminodcidos esenciales en una die
ta de protelnas es un prerrequisito para la nutricién adecuada. Por otro-
lado, sl todo lo que se requiere es una fuente adecuada de todos los aming
&cidos esenciales en el sitio apropiado, la deficiencia en protelnas poe--
bres con bajo contenido de ciertos aminodcidos esenciales puede ser supil-
da por un aumento de la dieta o por un suplemento de los aminodcidos defi-
cientes, (1)
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MATERIAL Y METODOS.

Se estudiaron durante el transcurso de este trabajo las protefnas de~
las siguientes semilias: alubia, calabaza, frijol, haba, lenteja, mafz, -
soya, garbanzo y trigo. Todas éstas, porfectamenie secas y molidas, se -
extrajeron con cuatro tipos de solventes:

Yo~ etanol al 70 %
2.~ sulfato de amonio en solucién saturada
3.~ cloruro de sodio al 1 %

#.= cloruro de sodio al 10 %

En cada uno de 10s casos se pesaron 50 g de muestra y se extrajeron-
con 200 m1 del solvente empleado. Las técnicas seguldas en cada una de -
las extracciones fueron las siguientes:

Extraccidn de_las myestras con aetanol al 70 %

le~ Se extrajeron las muestras con el etanol durante 24 horas en un=-
csarto fr(os



2.« Filtracién de las muestras.

3.~ Se traté do hacer la electroforesis poniendo en cada tubo de gel-
0.1 ml del extracto aicbhélico mezclado con 0.1 ml de solucién de urea al=-

5 4. Sin embargo nu se pudo hacer la electroforésis debido a’ la menor -=
densidad del extracto, lo cual provocaba que al afadir la solucién amorti-

guadora a le cuba superior, ascendiera ¢l extracto mezcléndose con ella,

4.~ Se aumenté la densidad del extracto anadiendo glicerine en tal --
cantidad que quedara una solucién de glicerina al 30 %.

5.~ Se practicé la electroforésis de todas las muestras siguiendo la=

técnica descrita antes.

Extraccidn de las mugstras cop solucidn saturada de_sul fato de amonio

Vo~ Extraccién de Vas muestras con la solucién de sulfato de amonio, -
durante 24 horas, en frfo.

2.~ Filtraci6n de las muestras.

3.~ Se tratd de hacer la electroforésis, pero no emigraron las mues--

tras debido a que, por la alta concentracién de sulfato de amonio,
se encontraban las protefnas en su punto isoeléctrico,.

U,- Eliminacién del sulfato de amonio por didlisis contra agua .'deiatilg
da durante 15 dfas, con cambio peridédico del agua, en frlo.

Be= Electroforesis de las muestras poniendo en los tubos dé gel 0u1 -
ml del extracto con 0.1 ml de la solucién de urea al 5 %.

Extraccién de las muestras _con_soluci¢n de cloruro de sodio a} 1 %

1.~ Se pusieron las muestras 24 horas con etanol al 50 %, en frfo, pa

ra eliminar las grasas.

2.~ Se filtraron las muestras eliminéndose el etanol y se dejaron se-
car las semillas nolidas en el cuarto frfo.

3.~ Extraccién de las muestras con la solucién de clorurc de sodio, =



durante 24 horas, a 27° (.
9.~ Filtracién do las muestras.

5S¢~ Elactroforésis do 1as muesiras, practicada como en 108 casos ante-
riores,

Extraccidn do lap mupatras con solucidn de cloruro de sodio al 10 %

le= Eliminacién de grasas con etanol al 50 % durante 24 horas en frfo.

2.~ Se filtraron las muestras y se dejaron secar las semillas en el ==
cuarto frfo.

3,~ Extraccién de las muostras con la solucién de cloruro de sodio du~
rante 24 horas a 27° C.

4o~ Filtracién de las muestras.

S~ Se trato de hacer la electrofotésis pero las muestras no emigraron
por estar 1as protefnas en su punto isoeléctrico.

6.~ Eliminacidén del cloruro’de sodio por didlisis contra agua destile-
da durante una semana en fr{o. Hubo precipitacién de protelnas —
con Ya didlisis en las siguientes muestras: soya, calabaza, lente-
ja, garbanzo, haba, frijol y alubia, que se redisolvieron por adi-
cién de cloruro de sndio. La cantidad de cloruro de sodio afiadi-
da para redisolver las protefnas fue tal que quedd en cada caso --
una solucién de clorurc de sodio al 4 %.

7.~ Electroforesis de las muestras recuperadas en las condiciones ya -
descri tas.

Hidrélisis por calor.

Después de las extracciones se sometieron todas las muestras a calenda
miente en autoclave a 120° C y } Kg/cm? de presién.  Exceptuando las mues-
tras extrafdas con sulfato de amonio, todas las demis muestras precipitaron



debido a una complota desnaturalizacién de las protefnas. Se repitié el ==

calentaniento de los otros tres tipos de extraccién, esta vez en autoclave-
abierta a 100°C,

Se hizo la electroforésis de todas las muestras sometidas al calentae=
miento.

digrélisis enzjmética.

Se sometieron después las muestras a una hidrélisis enzimbtica con «-
tripsina a 27° C con una solucién que contenfa | mg de tripsina por ml, afla
diendo | al de esta solucién por cada 10 ml de solucién de protelna.

&1 cabo de una hora se suspendid la hidrélisis con 0.1 @l de una solu-

cién 2 x 10-2 M de diisopropil fluorofosfato (de tos laboratorios Sigaa)516)

A todas las muestras hidrolizadas con tripsina se les hizo la slectro-
foresis,

ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIDA DE LAS PROTEIRAS
Y LOS PRODUCTOS HIDROLIZADOS.

goluciones amortiguadorass-

En principio, los miximos rendimientos en electroforesis de protefnas~
se obtienen con soluciones amortiguadoras de la mds baja conductividad prég
tica al pH correcto. Se usa consecuentemente un sistema de glicina~Tris=-
HCl, pero con el componente HC! muy reducido {se pueden usar el veronal u~
otras soluciones de alta conductividad, pero se obtiene una pobre separa--
cién_entre las zonas). Como se describe mis adelante, el HCl se omite en-
teramente en la preparacién del gel.(S)

Digposicidén de la_muestra, -

o se recomienda el uso de un gel superior o de un gel esparcidor, En
lugar de ésto la muestra libre de sales se mezcla-con urea al 5 % (u otro-
componente neutro) y se coloca un volumen apropiado en el compartimento sy
perior de un tubo de gels Se cubre entonces con un electrolito eviténdo-
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se cualquier mezcla subsacuente inserténdose un tapén de algodén humedeci-
do. (5}

Condicign de_pol imerizacidn.-

La concentracién de sélidos en el gel (la mds baja) se ha fijado al~
S % con 3 % de logaduras cruzadas. (Tales geles t enen blandura éptima y-
capacidad para separar las globulinas.)s La expansién lineal es raramente
mayor del 3 %. TEMED-perdul fato de amonio activado, bajo las condiciones-
citadas, dan una polimerizacién compieta aproximadamente en 20 minutos. Dg
ben evitarse los inhibidores (ferricianuros), y se omite el HCl a causa de
que parece tener propiedades de transferencia de cadenas. Puede preparar-
se cualquier tamaio del gel.(S)

Electroforesis.~

Para tubos de vidrio de 6 mm de diémetro interior por 75 mm de largo,
se obtienen los éptimos rendimientos de electroforesis (vertical) con apro
ximadamente 5 mA y 250 - 300 volts. El colorante indicador (componente -
més répido) viaja aproximadamente 5 cm cada media horae {5)

leglantﬂ.-

Para las protefnas es suficiente una solucién al 0.1 ‘% de azul negro
de naftol (amidoschwartz) en &cido acético al 7 % por media horas (%)

Decolorantes. -

En la mayorfa de los casos es suficiente un lavado de toda la noche -
con agua (agitada)s En el caso del azul negro de naftol (protefnas), los
geles se pueden decolorar electrol [ticamente, en aproximadamente 20 minu=~-
tos, con 4cido acético al 3 %, a aproximadamente 10 mA y 200 volts. (Ho es

necesario usar poliacrilamida con propdsitos decolorantes)(s)

Almacenamjento, ~

Los geles decolorados pueden almacenarse bajo agua. Si se desea las =
muestras pueden sacarse al alre ebteniéndose cuerdas con aspecto de alam==




bre, que pueden recuperarse a su tamailo original por inmersién en agua.

Procedimiento. -

Se usan tubos Pyrex siliconizados, de 6 mm de didmetro interior por -
75 mm, pulidos sus bordes a la flama y con cuatro marcas colocadas a | y -
2 om. de cada extremo del tubo., Con una pipeta se llenan hasta 1.8 cme ~=
del borde con ligeramente menos de 2 ml, de Va solucién del gel sin polimg
vizar. Dentro de un intervalo de pocos minutos, y antes de la formacién -
del gel, se llena el espacio remanente con agua, cuidadosamente con un tu=
bo estirado en forma de capilar, formando una capa diferentes La mezcla =
entre las dos capas debe ser la m(nima posibles. La polimerizacién empie-
za después de 5 a 8 minutos, lo que se nota por una ligera opalescencia y-
forméndose una interfase claramente definida en la marca de 2 cn. .La poli
merizacién esté completa después de media hora (segin fue determinado por=
la produccidén de calor en gran cantidad de gel) (5), i agua que sobreng.
da se elimina (sacudiendo) y 1os tubos se guardan en un recipiente carrado,
himedo, hasta que se necesitens (Si es necesario los geles pueden sacarse
de los tubos, equilibrados con cualquier electrolito deseado, y reinserta-
dos por succidén. Alternativamente los yeles se pueden limpiar por electrg
foresis antes ge cargarlos con la muestra.

Componentes del gel.

Solucién monémera 2 vol ¢menes
acriiamida 30 g
N, N' metilen bisacrilamida 1.0 g
agua (a 150 ml) 123 ml

TEMED {tetrametiletilen diamina) 1 volumen
0,28 ml por 100 ml de agua

Persulfato de amonio 4 volimenes
0.14 g por 109 ml de ayua

Sol, amortiguadora glicina=TRIS | volumen



glicina 29 ¢
TRIS 6 g
Agua 980 mi
(Se ha omitido e! componente HC!)

Al espacio vacfo en la parte superior del tubo se le ahaden 0,2 ml. &
de solucién de urea al 5 % que contenga de 2.5 a 3 1 | de solucién de pro-
tefnas (Je 5 a 100 uy de una protefna individual). Esto se cubre con una-
solucién de electrolito en tal forma que Va mezcla sea la minima entre las
dos capas.

8o insorta entonces sl tubo en Yos tapones de la cuba superior y se =
ahade el electrolito remanente.

El compartimento de electrodos superiores se propararé perforando un-
recipiente de pléstico ¢ insertando en las perforaciones tubos de hule ene
los que se colocan los tubos de gel. E) compartimento de electrodos infe--
rior se preparé con un recipiente semejante al anterior en el que se intrg
ducen los tubos de gel.

Los compartimentos de electrodos deben llenarse hasta el borde con un
electrolito y no es necesario cubrirlos durante una electroféresis.

~ Se pueden usar cualquier fuente de corriente directa capaz de propor-
cionar hasta 25 mA a 400 vo]ts. Ho se requieren fuentes de corriente cong
tante o voltaje constante debido a la tendencia de la corriente & mantener
se estable durante una prueba electroforética.

Como electrolito es apropiado usar una dilucién de 1:10 de la solu=-=-
cién amortiguadora glicina~TRIS-HCI:

Glicina o o o o o o ¢ o ¢ o & 299
TRIS ¢ ¢« o 26 s ¢ o 0 0 5 & 69

NCI VH oo oo o8 080 5 ml

Agua (a un litro) « ¢ ¢ o o 975 ml



Para obtener 105 mejores resultados debe prepararse especialmente pa-
ra cada prueba. Como colorante marcador se afiaden 0.05 m! de solucién al

0.5 % de azul de bromofenol en &cido acético al | % por cada 100 @} de lae
solucién amortiguadora dilufda. E) pH final es 8.1

La electroforesis (e! énodo o polo positivo en el compartimento infe=-
rior) se lleva a cabo en posicién vertical, con el tubo de gel sumergido =
aproximadamente |/4 de pulgada. Deben evitarse las burbujas de aire en la
punta y en la base del tubo de gel. Se necesitan aproximadamente 30 minu-
tos para que el colorante marcador azul, que se forma répidamente en la in
terfase del gel si se usa una corriente de 5 MA a 250 - 300 volts, alcance
la marca colocada a 2 cme del fondo del tubo de gel. En caso de duda si -
se observa mas de un anillo marcador del colorante, se toma como referen~-

cia al anillo més fuerte y mds veloz,

EV tubo se quita del soporte y se sumerge en un recipiente con agua;~-
el gel se desprende tanto de la punta y del fondo con ayuda de una aguja -
de acero y se saca del tubo de vidrio soplando suavemente coh la boca. Los
geles se sumergen inmediatamente en por 1o menos 10 m} de solucién al 0.1%
de azul neyro oe naftol en 4cido acético al 7 4 y se dejan reposar por me-
dia hora ( se requiere una velocidad razonable a causa de la tendencia de-

la difusién a distorsionar las bandas antes del tehido).

El desmanchado electrol ftico puede realizarse insertande el gel en--
juagado y tefiido dentro de un tubo de vidrip de 7 mm de didmetro interidr-
por 80 mm que ha sido adelgazado en uno de sus extremos. Como electrolito
se emplea una solucién al 3 % de 4cido acético y se necesitan aproximada--
mente 10 mA y 200 volts durante 20 minutos para decolorarlo completamentew
los geles se calientan ligeramente durente este perfodo pero sin dafio nota
ble,

Los geles claros terminados, con las bandas de protefnas, deben alma-
cenarse bajo ayua en tubos de ensaye tapacos de 10 x 75 mm.

La intensidad de la banda puede ser cuanteada por un contador espow==

]



cial, (S

Todas las electroforeais se hicieron a 300 vwlts y 50 mA y se decolo-
raron con acético al 3 %, con 200 vwolts y 50 mA,

DETERM{NACION DE HiTROGENO.~

A las muestras obtenidas de los diferentes tipos de extraccién se les
determiné el contenido de protefnas totales por el método de Kjeldahl.




-

RES ULTADGOS.

Las figuras | a 18 representan:

LY

1.~ Esquemas de los geles de acrilamida con las bandas de protefna -
después de 1a migracién electroforética de las muestras especifi
cadas en cada figura, extrafdas con el solvente indicado al lado
del origen de la muestra.

Il.~ Esquemas de los gelos de acrilamida con las bandas de protefna

después de la migracién electroforética de Vas mismas muestras

después del calentamiento.

I~ Esquemas de los geles de acrilamida con las bandas de protefna

después de la migracién electroforética de las mismas muestras

despufs de la hidrdlisis enzimdtica.

También se senala el tiempo de duracién de cada electroforesis.

Los esquemas, tanto el tamafio de las barras como el de las bandas de
protafnas, estdn representados al tamano original, '

En la siguiente tabla se informan las concentraciones de protainas =

a3



en cada una de las muestras de semillas, segin el solvente usado en la ex=~

traccidne.

ETANOL (Nt )50, NaCl 1 % NaCl 10 %
Alubia e 0.65 % 117 % 3.86 %
Calabaza - e 0.69 % 0.68 % Y44 %
Frijol ————— 2,79 % 1,20 % 1.55 %
Garbanzo = w=e= -— 0.50 ¢ 0488 % 1.28 %
Haba 0.32 % 0,13 % 0.82 % 1.97 %‘
Lenteja - 1.67 % 0.81 % Q-97 %
Ma(z 0.28 % 1.29 % 0,13 % 0.37 %
Soya - 5. 44 % 1.28 % 7,40 %
Trigo 0.49 % 2,01 % 0.43 % C . 0.18 %)




RESULTADOS Y CONCLUSIONES.

La primera extraccién con etanol fue pobre, pues solo se extrajeron -
prote(nas del mafz, trigo y haba. Mo fue posible extraer protefnas de las-
otras semillas lo que muestra una simifitud en las protefinas extrafbles con
etanol de las tres semillas mencionadas y la carencia de este tipo de pro—
tefna en el resto de cllas. :

La extraccién con sul fato de amonio, a pesar de que es ésta una solu-
cién muy empleada para la extraccién de diversas protefnas (en tojidos eni-
males por ejemplo), no fue muy buena. El mds alto porcentaje de ;rotefna -
con esta sal fue el de‘la soya con 5.u4 %, el frijol con 2.7% % y el trigo~
con 2,01 %. Los demis estén bastante por debajo de estas ¢ifras.

La diversidad de protefnas extrafdas con solucién do HaCl al | & fue=
considerable comparando con las escasas especies proteicas obtenidas con ==
otros agentess Comparando esta extraccién con una solucién mds concentra-
da de NaC! (10 %) se obtuvo en general mayor cantidad de protefnas y aayor;
nimero de especies protefnas.

Eo de hacer notar desde la extraccién inicial con estos diferentes ==
agentes de extraccién, la diferencia en 1a riqueza de protelnas de las se=e

&



millas escogidass En todus los casos de extracciones, el malz se muestra-
pobre en protefnas, en cambio la scya, el garbanzo, la lenteja y el haba,=
son de los més ricas an protefnas, siguiendo las demés en grado un poco mg
nor como puede observarses Esto es importante siendo la mayor parte de =
ellas bésicas en la dieta mexicana, como en el casv del mafz, trigo, frie-
jol, lenteja, haba y gasbanzo; la alubia, semilla de calabaza y la soya ==
son menos empleadas.

Sabiendo que una protefna después de la hidrélisis (desnaturalizacién)
que sufro al ser sometida a coccidn durante la elaboracién de los alimen--
tos, queda en forma mds asequible para ser aprovechada, se realizé una hi=-
drélisis de este tipo (ya especificada en el capftulo antorior) y las pro-
tefnas que se pudieron detectar por medio de electroforesis posterior a2 la
hidrdlisis fueron, en algunos casos, mayores: en otros casos, en la alubia,
semilla de calabaza, frijol, soya, lenteja y haba, estas protefnas parecen

ser menores, cuando la muestra ha sido extrafda con sulfato de amonio.

La hidrélisis enzimética mostré dn algunos casos mayor nimero de espg
cies proteicas: en semilla de calabaza, en trigo y en malz extrafdo con -
HaCl al 1 %y en garbanzo extraldo con NaBl al 10 %.

En ol caso de la soya, la lenteja y el haba extrafdas con HaCl al 10%,
slempre se obtuvo una gran cantidad de protefhas y después de la hidrdélisis
enzimitica aparecen numerosas bandas de protefnas, lo que hace pensar que-
la especie proteica proveniente de estas semillas es asequible a ser apro-

vechada por la facilidad con que es digerida por enzimas proteol fticas.

Vemos que estos resultados son interesantes al tratar de correlacio;-
nar el comportamiento de estas protefnas con el valor biolégico que de ==~

ellas se ha determinado y que se menciona en el cap(tulo precedente,
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Fig. 14
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