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N T R o o u e e O N. 

Uno de los aspectos mAs Importantes en el desarrollo de un país, lo 

constituye el estudio de las dietas adecuadas. En una dieta balanceada, 

las proteínas jueoan un papel sumamente Importante. Ea necesario sabor CU! 

les son las proteínas m4s adecuadas a la dieta y de que fuente se PU6den -

obtener. 

El presente trabajo intenta ser una ayuda a este estudio, para el --­

cual se han recopilado datos concernltentes a las proteínas en general, a­

au aislamiento y purificación. So han estudiado algunas de ellas, que son­

b,sicaa en la alimentación del mexicano y otras, aón no muy explotadas en­

eate aspecto. 

La revisión de algunas de sus caracterfsti~as y propiedades permite -

tener presento su actividad biolóoica y lo que ésta puede alterarse duran­

te procesos (de preparación de al lmentos) mejorando o empobreciendo su va­

lor biológico. 



A.- QUMCA DE PIOTl!MAI. 

DEFINICION Y PROPIEDADES GENERALES. 

Laa prote(naa pueden aer definidas cOlftQ compueatoa de alto peso mole­

cular, con1i1tentes de cadenas de a amiroácidoa unidos con enlaces peptídl 

coa. Los aminoácidos constituyentes pueden obtenerse por hidrólisis de las 

prote(nas. Las protofnas contienen, en oeñurol, velntitras ¡;¡¡;lnoácldoa,pr! 

aentea en proporciones y uniones caracterfsticas en secuencia espec(fica -

en cada protefna. 

El peso molecular de una protefna varfa desde cerca de 13 000 hasta -

varios millones. La mayorfa do las protofnas, dependiendo do su tamaño mo­

lecular, no son difuaiblea a través do membranas semipermeables, como el -

celofán, son do dimensiones coloidales y presentan las Propiedades asocla­

daa con el catado coloidnl de la materia. (4) 

CLASIFICACIOH DE LAS PROTEINAS. 

La clasificación do la• proteínas usada hoy oeneralmonte ea la basada 

on la• propoalclonoa del comit6 do la Driti•h Physloloolcal Socloly y de. 
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la Atlerlcan Phy1iol0Qical Socioty do 1907 y 1908 respoctivamonte, (4) Esta 

claaificación eat6 basada en su aolubllidad, 

1.- Albúainas.- Solubles en aoua y en soluciones salinas. 

2,- Globulinaa.- Poco aolublos en agua poro aolublos on soluciones -
aal inu. 

3.- Prol .. lna1.- Solubles en etanol al 70 - 80 ~ pero Insolubles en 

a;ua o en alcohol absoluto. 

q,. Glulel lnaa.- Insolubles en los otros solventes arriba citados P! 

ro aolublea en 61cali o 4cído, 

s.- Escloroprotofnas.- Insolubles en solventes acuosos (se disuelven 

en reactivos que causan considerables alteraciones­

º" ou oatructura). 

Se claslflc~n taabián do acuerdo con su composición en: 

1. - Protofnaa simples. 

a) Alb6ainaa 

b) Globul inaa 

c) Proluinu 

d} Glulol inas 

e) Escloroprotofnas. 

11. - Protefnaa conjugadas. 

a) Mucl eoproto fnas 

b) Fos foprote f nas 

e) Porfirinoprotofnaa 

1. - Homop roto f nas 

2.- tloroflloprotofnas 

d) GI ucoproto fnaa 

o) L i poproto fnu 

f) Flavoprotefnaa 
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g) Metaloprotofnaa ml1colaneo1 

111.- Protefnao dorlvadao 

•) Productos do proto(naa conjugadu 

1.- Protamlnu 

2.- Hlatonaa 

3.- Otras 

b) Protelnaa desnaturalizadas 

c) Productos do hidról lala 

1. - Proteoaaa 

2.- Peptonas 

3.- Pópt idos, 

Sin o~bargo esto sistema de clasificación es un tanto relativo, por-­

que se ha visto, al ·avanzar los estudios sobre bioquímica, que proteínas -

que se encuentran clasificadas como proteínas sim~les se encuentran en re§ 

lidad unidas a carbohidratos como parte integral do su molócula. 

Las proteínas conjugadas se clasifican de acuerdo con ol grupo no pr2 

teico que está unido a la molócula, el cual se llama "grupo prostático". 

Es posible clasificar a las proteínas en baso a otros criterios, pero 

se ha visto que, a pesar do sus defectos, el sistema de clasificación de -

las proteínas de acuerdo con su composición y solubilidad es el más 6til -

actualmente. ( 4) 

GRUPOS CARGADOS EH LAS PROTEINAS. 

Las molóculas do proteínas presentan grupos cargados en su superficie, 

lo cual os do mucha importancia on muchos fonómonos biológicos. La carga -

eléctrica do la molócula do prololna dependo do sus grupos ionizal>les, -

lot que aon lodos ácidos y b111os débiloD ya quo un grupo amino y un carbo­

xllo do los 11minv6cldo1 80 encuentran formando laa largas cadenas do poli­

páptidos do laa protolnaa, o8loa qrupoa no 80~ lonizabloo. Hay aolo dos -· 

tipos de grupos lonizableo: los qrupoe amino y carbo•ilo terminales de la• 



protef"ª• y 101 orupo1 1atoral011 do los aminoácidos quo no participan. en -

la unión peptfdlca. Eatoe llltimos eon los más importantes. Debido a eatos­

orupoe lonizabloo las proteínas actóan como oolucionoa reguladoras on 101-

ranoos fiaiolóoico11 do pll, quo os do Qrnn importancia on ol organismo. Co­

mo ro1ultado do loa reacciones dol motabollomo intormodio, so producen no[ 

maiaonto vario& ácidos en cantidados oionlficativos y on cantidades excoal 

vas en ciertas condiciones anormalos. Las proteínas tienen mucha importan­

cia on la rogulaci6n del pH durante estos proceaos, tanto como los fosfa-­

tos o bicarbonatos. Con exceso de alcalinidad ocurro lo mismo. (4) 

ALGUNAS PROPIEOADES FISICOQUIMICAS. 

Diál is la. 

las dimenoionos coloidales de las protefnas hacen posible la utiliza­

ción de técnicos que son útiles en el laboratorio. la diálisis, por ejem-­

plo, elimina partículas cristalinas más pequeñas (u otros coloidea) por di 

fusidn selectiva a través de una membrana de permeabilidad apropioda. 

o 

lonas ~ 
1norganlc~ 

e 

• 1 

9:-¡~ 
o·-·-

o l 
º 

.... ,_, 
o ' --,.,,.. Membrona 

1-- soml pormonb1 o 

Eliminación 
por 

1a11ado 

o 

de ---o o 
Moléculas 

Pro \o ínas o 

Aef, laa sales usadas on la oxtraccl6n o precipitación do una protof­

na, pueden eliminarse suapondiondo laa proteínas y laa aalos on agua dentro 
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do un 11co do colof,n, aumorolendo 01to 1aco en un oran volumen de aoua y 

caablando el 1ou1 e•torior h11ta que no 10 detecten lonoa de la aal en ol 
aoua. 141 

Doenatural lución. 

(a) Caracterf1t1c11.- La doanatural izaoldn puedo doflnlrso como un• 

c11111blo on 101 proplodadoo ffalcaa, qufmlcaa y blolóolcaa do una protefna· 

on su 01tado nativo, caractorlzada por un desdoblamiento de la lllOl~cula. 

Parece ieprobablo que dicho cambio puoda sor roveralble, ya que el • 

eatado nativo do aucha1 protefnas,se caracteriza por una organización muy 

oapecffica: •In C!1.llbaroo ao ha encontrado ~ue puedo llevarse a cabo la con 

veroión de ciertas protofnaa doanaturalizedas a su estado original, aón -

encontr4ndoao on forma prácticamente indostinoulblca de sus formas nati·-

va~. 

Este fenómeno puedo ser e•copcional y ocurre solamente on el caso do 

protefnas que no tienen una organización nativa muy oapocfflca. 

(b) Agentes dosnatural izantes.- Muchoa aoontes pueden causar desnat~ 

rallzacldn. Se Incluyen aoonto1 ffsicos, tales como calor, acción ouperfl 

clal, luz ultravioleta, presión olovada, y ngentoo qufmlcoo talos como 

dioolvontes orgánicos, ácidos, álcalis, urea, ouanidlna y detergentes. 

(e) Alteraclonoo qufmicas. Entro las propiedades qufmlcaa alteradao­

de la protefna desnaturalizada está la oran disminución de su solubilidad 

en au punto laoelóctrico. Muchas proteínas que son muy solubles en todo­

el rango del pH y solo presentan una lioora disminución de su solubilidad 

en el punto loooláctrico, se vuelven altamente insolubles a eso pH des--­

pu6s de la desnaturalización. Como ~n resultado del proceso de desdobla-· 

miento on la dosnntural lzaclón, muchos grupos qufmlcos quo se encuentran­

lnactlvoa debido a que ootán encerradoo en su estado "allvo, salen a la • 

1uporflcle de la protefna y oon fácllmonto detectadoo. 

Entre 61to1 están el orupo sulfhldrllo de la clstefna, el orupo di·· 
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sulfuro de la cl1tlna y el orupo fenólico de la tlrosina, y otros. 

(d) Alteracionea fíaicas, Una consecuencia de la conversión de la es­
tructura nativa, compacta, a las cadena• dispersas de la proteína deantur! 

lizada 01 un incrCfllento en la vlocosldad de la solución. Simóltaneamente,­

lo relación de difusión de laa molóculaa de proteína dlamlnuye, Muchas pr2 

telnaa eapocialmente del tipo olobular, pueden cristalizarse en ou eotado­

notlvo. Ya que la for~aclón de un criatal depende del alto grado de organl 

zación do las soláculaa, laa proteínas desnaturalizadas no pueden ser crl! 
tal i Z&dH, 

(e) Alteraciones biológicas, En el caso de ciertas Proteínas desnatu­
ralizadas se ha encontrado un aumento en la digestibilidad por enzimas pr2 

teolítlcas. las alteraciones más marcadas en las propiedades biológicas -­

son laa sufridas por aquellas proteínas que en el estado nativo tienen al~ 

guna función biológica específica. Por ejemplo, durante la desnaturallza-­

ciéln eadeatrulda completamente la actividad horrr.o~al o enzimática. las ac­

tlv!dadeo antígeno o anticuerpo son frecuentemente alteradas. (4) 

las protelnaa comunmente se encuentran en mezclas complejas. En algu­

nas de estas mezclan el nómero de proteínas ea relativamente pequeño y Pr! 

domina a menudo alguna variedad, como la caseína en la leche, o 1a albt1ml­

na en la clara do huevo. En otras, particularmente aquellas que componen -

las células de los tejidos animales y microorganismos, el nllmero de protaí 

nas puedo ser muy grande, la mayor proporción ~e ésta son probablemente -­

las protelnas enzi11áticas, muchas de las cuales están presentes en muy pe­

queña cantidad. En casi cada clase de mezcla de proteínas hay también co-­

munmente 1 ípldos, carbohldratoa, ácidos nucleicos y otras eustanclas orgá­

nica&, asr comQ muchas variedades de iones inorgánicos; cualquiera do éa-­

tos puede estar 1 lbre o aaoclado más o menos íntimamente con lao protolnaa. 

El aislamiento do una protelna de una ~ezcla en la cual so encuentra -
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requiere tanto !a separación de los materiales no proteicos (con conslder! 
clones apropiadas para aquellos quo puoden estar combinados con las protel 

nas), como la separación de las otras múltiplos proteínas que están presen 

tes. Lo facilidad con la cual estas separaciones pueden llevarse a cabo, -

a cualquier grado de intcoridad, varía enormemente. En ta práctica la sep! 

ración no ha sido siempre complota, ya sea, porque no existen los métodos­

adocuados, o por que para los propósitos deseados se ha considerado satis­

factoria una separación parcial. (11) 

Son diversos los propósitos para los cuales se lleva a cabo una sepa­

ración do proteínas. La Investigación de la estru~tura, composición y pro­

piodados de las moléculas do proteínas requieren sustancias que sean puras 

y homogéneas, al menos dentro do l ímltes definidos. El estudio de la acti­

vidad biológica do las proteínas requiere que se separe el material con -­

una sola claoe de actividad, de ser Posible sin pérdida de esa actividad,­

de los materiales que tengan otras clases de actividades. Para el estudio­

de la estructura biológica y la función es importante separar sustancias -

suave y sistemáticamente para preservar al máximo las relaciones que exis­

tían antes de hacer la separación. (11) 

El establecimiento de las relaciones nutrlcionales, por otro lado, -­

puede requerir el estudio do la mezcla completa de proteínas, como ocurre­

en alimentos, y de fracciones do proteínas purificadas de composición con~ 

clda. El uso Industrial de proteínas en plásticos, fibras, adhesivos y pin 

turas, por ejemplo, requiero gran cantidad de productos estables, unifor-­

mes y bien caracterizados, y no necesariamente limitados a una clase de m~ 

lócula de protefna. 

Las dificultados que se han encontrado para el asllamlento y caracte­

rlza~lón de proteínas han sido mayores que las que se presentaron en el e~ 

tudlo de la mayoría de Ion compuestos orgánicos. Hasta hace poco, muy po-­

cae protofnas habían sido asilada& en un catado que pudiera considerarse -

como aproximadamente puro y homogenco originándose sorlaa dudas concernlen 

toa a la existencia da muchas proteínas c~~o entidades químicas. 
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Mejorando los m6todos se ha.deeostrado que muchos de los productos -­

obtenidos Inicialmente eran mezclas, algunas de las cuales han sido resuel 

tas en sus componentes. 

la comparación de las propiedades de los materiales aislados con aqu! 

llos de la mozcl~ orl~inal ha revelado, a menudo, la evidencia de la exis­

tencia independiente de las prote(nas individuales en la mezcla. la elec-­

troforesis y ultracentrlfugación han probado tal evidencia. 

En muchos ejemplos, sin embargo, hay también evidencias de que las -­

protoCnas existen en la naturaleza en forma de asociaciones complejas con­

otras sustancias, reconocidas quizás como entidades funcionales, tales co­

mo fibras, mombranc,, mltocondrias u otra estructura granular dentro de 

las células vivas, Para muchas clases de Investigaciones, por lo tanto, es 

importante disecar las estructuras vivas con cuidado, para aislar estos 

coaiplejos funcionales sin modificar su forma. Esta ha sido· referida como -

su •estado en la naturaleza", 

En la práctica muchos de los métodos empleados tienden a romper las -

débiles asociaciones que se cree que existen al estado natural. (!l) 

Principios generales. 

Precauciones necesarias para evitar alteraciones en los materiales -­

proteicos. 

la molécula de proteína está compuesta de una o más cadenas de poliPÓi 

tidos. El número de residuos de cada aminoácido, 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 formaci6n­

en espiral de las cadenas de péptidos, y su arreglo con respecto a laa otras, 

todo contribuye a la estructura de la molécula de proteína. Las propiedades 

biológicas y químicas do la proteína dependen sobre todo do la integrldmd -

de &u estructura. Estas propiedades también pueden depender, a menudo en ~­

al to grado, do la presencia dentro do la molécula do porciones no proteicas, 

' 



•'•o •enoa unid•• flrme11ente a las cadenas de pollpéptldoa. 

Ya que un pequeño cambio en la estructura de la molécula de proteína­

puede alterar aua propledadea., ea Importante evitar, o con·(rolar los cam-­

bloa on la molécula durante el proceso de aislamiento. Tales cambios pue-­

den ocurrir: 

a) a través de reacciones químicas que rompan algunas de las unlones­

covalentes en la molécula. 

b) a través de cambios en los puentes de hidrógeno y puentes salinos, 

los cuales soportan la estructura tridimensional de la molécula, o a los­

cuales eat' IJgada la estructura de la proteína. 

c) por un cambio en la asociación con otras prot~ínas o materiales no 
proteicos. 

C:O.o ha sido señalado, los cambios de la 61tima clase puede ocurrir -

sin modificaciones obligatorias de la molécula de proteína en sí, y aón -­

cuando a la larga deben ser considerados, especialmente en relación con 1a­

estructura celular, no son siempre de Importancia en el problema de aisla­

miento de proteínas. 

Por lo tanto debe evitarse en el aislamiento de proteínas nativas In­

tactas el primero de loa dos tipos de cambio, El significado de un cambio­

de estructura particular puede diferir de una proteína a otra, también pu~ 

de diferir bastante la resistencia al cambio entre las diferentes proteí-­

nas. En ausencia de información específica, generalmente es más satisfactQ. 

rlo emplear, cuand•1 sea posible, solo aquellos procedimientos que se sabe­

que no producen alteraciones en la estructura. (11) 

Durante un proceso de aislamiento de proteínas es necesario ll·ner en­

cuenta ciertos factores que Influyen sobre la estructura de una proteína -

y que pueden alterar su actividad biológica. 

Desnatural lzaclón. 

So considera generalmente como cualquier cambio en la estructura de -
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una iaol,cula de proteína, lo cual conduce a un cambio detectable en 1ua -­

propiedade1, que produce alteraclone1 en la co~poslcldn, o de ruptura de -

laa uniones covalentes, como hidrdliala de un páptldo en sr. Son varios 

las cau1a1 quo producen cambios no hidrol íticos que causan generalmente 

c.Hblos profundos on laa propiedades, Incluyendo párdlda de la actividad -

biológica. Se consldorar4n solamente aquellas condiciones y procedimientos 

que deben evitarse durante el aislamiento de proteínas, se eatudlar6n los­

mlseos para minimizar alteraclonea en la proterna. 

La temperatura debe mantenerse tan baja como sea posible todo el tlem 

po, Es conocida la coagulación e inactividad de los materiales proteicos u 

a temperaturas elevadas, y debe notarse que ástos son solo ejemploa extre­

aos de la tendencia más ,¡eneral de las proteínas a deanatural izarse a tem­

peraturas altas especialmente si son favorables otras condiciones ambient! 

les. En vista del alto coeficiente de temperatura del calor de desnaturall 

zaclón, una diferencia de pocos grados puede ser altamente crítica. 

Es importante, en general, mantener la temperatura baja aunque en la­
fuente original una proteína determinada puede aparecer estable a altas -­

temperaturas. Debe recordarse que una proteína preparada de una célula vi­

va puede haber estado sufriendo constantes reabastecimlentos dentro de la­

cálula, y que las condiciones ambientales en la célula son probablemente -

más favorables para la existencia de la protef;ia nativa que aquellas condl 

clones a las cuales la ha expuesto el investigador. 

La estabilidad de las proteína~ al calor varía dentro de amplios líml ~ 

tes; algunas proteínas son conocidas por ser resistentes a las temperaturas 

elevadas, inclusive a la ebullición. Esto se ha usado, a veces, en la purl 

rificacidn de proteínas resistentes a la temperatura para separarlas de 

acompañantes de estabilidad menor. Tales procedimientos deben emplearse 

con discreción y con la evidencia experimental de que la proteína aialada­

ha permanecido sin afectar por el tratamiento en calor. 

Son convenientes también las bajas temperaturas porQue r~tardan el --
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crecimiento de mlcroorganl1111os, así como la acción de las enzimas destruc­
tora• que pueden eatar preaentea. 

Deben evltarae on general, loa extremos de pH, La mayoría de le• pro­

tefnaa son solo establea en un Intervalo do pH relativamente limitado y se 

desnaturalizan r4pldamente al aua soluclonea se hacen m6s ácidas o b4alcaa. 

El pH de máxima oatabllldad ea comunmente el rango cercano a la neutralidad 

y no ea necoaarlaaente el del punto laoeléctrlco de la proteína. Se cono-­

con t8Jllblán excepcione•: la pepsina, por ejemplo, es más estable a un pH -

cercano a 5 y ae destruye al pH neutro. 

Ya que muchas proteínas se desnaturalizan rápidamente en presencia -­

de aolventea org6nlcoo oolubloc en agua, tales como etanol o acetona, el -

uao de eato1 solventes para propósitos de fraccionamiento requiere un cui­

dado particular en el mantenimiento de la temperatura, tan baja como sea-­

posible. Por otro lado muchas proteínas aon bastante establea en soluciones 

do gl lcorol. 

Ea Importante en la adición de reactivos, particularmente de ácidos,­

bases o solventes orgánicos, evitar excesos oon los cuales puede alcanzar­

•• la deenaturalizacldn. Los reactivos deben ser dlluídos, los 6cidos y --

61calls deben sor soluciones amortiguadoras, y la adición debe tener lugar 

a traváa de una membrana de diálisis o a traváa de un orificio pequeño, -­

lentaaente y con agltmclón adecuada. 

Debe ponerse atención a los efectos deanaturallzantes de superficies, 

películas y especialmente espumas. En la superficie de una aolucidn acuo-

1a o en una 1 nterfaae, la pro te f na ti ende a esparci rso en forma de pel ÍC!I. 

la de s;roteína desnaturalizada, Bull (11) demostró que la película de una 

proteína desnaturalizada es eliminada continuamente do la superficie, y -

contindo la deahaturallzaclón con la formación de más película. Si ae per 

mlte qll9 oe forme espuma, la cantidad de proteínas desnaturalizadas puede 

oe conalderable y, con ooluclonos delufdaa puede constituir una proporción 

apreciable de la proteína total. De aquí que sea aconaejable trabajar con-
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aoluclonoa concentradas, y particularmente evitar la formación de espuma.­
El uso do reactivos antlospumantos puedo sor, a voces, una pr,ctlca conve­

niente, pero no necesariamente proviene la dosnatural lzacl6n en la suporf! 
ele. 

Desde hace mucho ae sabe que muchas protefnas son más oata~loe en ao­
luclonea concentradas que en dllufdas. Soluciones dllufdaa de salea neutras 

tambl~n Incrementan la estabilidad de las protefnas, adn en soluciones dl­
lufda~ 

Ya que la estabilidad de diferentes protefnas, adn en alguna mezcla,­

puede variar grandeaente, es evidente que el asllamlonto de cada proterna­

envu~lve un estudio de sus peculiaridades especiales propias para conocer­

las precauciones que deben tomarse. (ll) 

Acción do las enzimas. 

Las enzlnas que hldrolizan proteínas, o que atacan componentes no prg, 

telcos de proteínas conjugadas, pueden ser liberadas o activadas cuando -­

loa componentes do una mezcla son llevados a solución ante$ del fracciona­

miento. Si esto se permite, loa componintea que se van a necesitar de una 

•ezcla pueden ser alterados o deatrufdoa. 

la Importancia de la inactlvación do la enzima proteo! ftlca del pán-­
croas para el aallamlonto de la Insulina es bien conocida. Adn si una .enzi 

ma se presenta inicialmente en baja concentración, puede llegar a concen­

trarse en una fracción particular y asf causar un daño excesivo. 

Los microorganismos son evidentem9r.te indeseables en solucionas de -­
protefnas, ya que su actividad puede modificar la protefna o añadir compl~ 

jos en la mezcla al Introducir componentes adicionales. (ll) 

Los productos del metabolismo de mlcroorganlamos pueden modificar la­
oatructura de ta protofna, y el microorganismo en af pueda destruirla to-­

tal o parcialmonto. 

IJ 



PRESENCIA DE COMPUESTOS COMPLEJOS. 

Los coapuestos complejos do Proteínas con otras sustancias pueden re­
querir Precauciono& eepeclaloa, dependiendo de la naturaleza del componen­

te no proteico y do la claao do ligadura que mantiene la unión. Se ha vis• 

to que las lipoprotornaa son sensibles o lo congelación, Otras clases de -

grupoa prostéticos pueden sor alterados por acción química o onzim4tica, -­

siendo m4s importante por un lado, la alteración de las propiedades bioló­

gicas específicas del material, y por otro, loa cambios en solubilidad o -

en otra• propiedades de la proteína conjugada, (11) 

Otro• caabioa. 

Otro• cambios en la estructura o composición de proteínas Incluyen -­
c4111bioa en el estado de oxidación de los grupos aulfhldrilo do la cisterna 

con un cambio resultante en las propiedades de la proteína; co~blnaclón -­

con metales pesados, lo cual puedo inactlvar ciertas enzimas; o la pérdida 
de cofactorca dlalizabloa u otros componentes de sistemas biológicamente -

activos. 

Mientras el 61tlmo puede Incluir solamente una cuestión de astucia-~ 

en la prueba de la actividad biológica, tales cambios no pueden ser lgno-­

radoa en el curso de un proceso de aislamiento. (11) 

METODOS DE AISLAMIENTO DE PROTEIHAS. 

Los métodos para \a separación de ontldadoa química• pueden ser divi­

didos en dos categorías. El primero Incluye loa métodos en loa cua\6S va-­

rlos constituyentes de una mezcla se distribuyen entre dos o más faaes di! 

tintas físicamente y que se pueden separar en una forma mecánica, Esto re­

quiere quo los rolaclonos do distribución de algunos do \os constltuyontea 

difieran unos de otros. El segundo grupo Incluye m6todos en los cuales loa 

constituyentes ao distribuyen en reglones diferentes en una sola faso, en­

rea~ueata a la aplicación do un campo fíaico do fuerzas. 

Debido o que \as proteína• son solubles aolamente en agua o on eolu-
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clone• acu~111 da 1ale1 o de cierto• eolvente1 polare1 tale• COllO etanol,­
' c:ooo laa protefnaa no puedan •er fundldae ni avaporadaa, 111 faoea entre 

I•• cual•• pueden dlatrlbulrae lae protefnea ,. limiten e edlldo J 1olu·-­
cl6n, Pocoa caeoo oo han doacrlto on loa cualea ae pueden uaar doa fases -

de líquldoo no mlaclbloe. 

La aolubllldad de laa protefnas, por otro lado, puede varlu dentro -
dft 1111pllo1 lfalteo en aolucloneo acuoaaa de diferente compoalcl6n. El núm1 
ro de variables que Influyen en la 1olubllldad de las protefnaa en e1ta1 • 

condlclonee ea tan grande que ee poalble, encontrar condicione• •n las CU! 

lea predoalna una de laa a I ¡ . entee a I tuaclonea: 

(a) La proteína buscada ea lnaoluble, mientras loa otros ~mponentea­
protelcos permanecen en aoluclón: (b) una proteína permanece en aolucidn • 

alentraa laa otras precipitan. 

Laa ~rlnctpalea variables que afectan la solubilidad de diferentes·· 
proteína• son: (a) teaperatura, (b) pH, (c) fuerza tónica y concentracl6n-

1 (d) conatante dlel!Sctrlca. (11) 

CONCENTRACIOH, PURIFICACION,'PRESERVACION y ESTABILIZACION DE PROTEI· 

ISAS. 

Eliminación de aguo, 

Se requieren en general, soluciones de proteínas concentradas por va­
rlaa r~onea. Lea prote(n~• son generalmente m4a estables en soluclonea •• 
concentradas: cristalizan a menudo, mejor de aoluclones concentradao. Laa­

aoluclones concentradas son uaadae tambián en propdaltoa terapáutlc~s, por 
9j&mplo, albómina de plasma humano. So pueden usar varioa proceaos para con 
centrar eoluclonoe de proto(naa, poro teniendo on cuenta todas laa precau­
ciones neceaarlaa para evitar le deenatural lzaclón. 

En el procaao ordinario de laboratorio ea a vocea conveniente concen• 
trar las proteína• almplomento por precipitecldn eegulda por un redlaolu--
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cldft a la conceQ'ltracldn dtaeada. Eato no •• econdalco 11 11 u1a gran can­
tidad de 1al y proaento la deaventaja, 11 ea neceoarlo eliminar el exceao 
de aal, de hacer una dlállala prolongada. 

La concentrecidn puode haceree por dl41 lela bajo preoldn reducida, -
Se han dado otroe aátodoa, que aunque eon aatlafactorloa, consumen mucho­

tleapo. Un m6todo r4pldo pera eliminar el agua conolote en permitir la -­
avaporacldn del agua a trav61 de una m0111brana. Esta t6cnlca, llamada •pe[ 
veporac16n• fue deacublerta por Kobor. (11) La solución do protofna ao C9. 

loca dentro de una bol•• hecha de celof4n, que 1e expone a una corrlente­

de elre, en un cuarto frlo al ao desea. El agua se ell~lna a menudo•'• -
r•pldaaente que ae congelo la aolucidn en la bolea. Debe evitarse exponer­
la a airo que contonga vcporoo nocivoo o partlculee de polvo, 

Laa aoluclonea de protelnaa pueden co~1centrarao tambl6n por ellmlna-­
cldri do hielo. SI una aolucidn ao congela y so le permito deshelarse lent! 

mente, ae elevan a la superficie crlstalea de hielo que pueden ellmlnarse­

de la solucl6n de protelna concentrada que queda abajo, 

Laa preparaclonoa do protelnae eecas poseen ventajas obvia& en eatab! 

lldad, manejo y en preparación de ooluclonos, El secado de protefnao gene­

ralmente requiere precauciones especiales al la condlcldn original es que­
sean preeervedae. Unae pocas prote(naa, talos como case(na, se pueden ae-­

car para usos Industriales de una manera oxcltosa, directamente como un -­
precipitado hdmodo. l.a mayorfa do las protelnaa tienden a desnaturalizarse 

al ser secadas por taloe procedimiento& y convertidas en masas duras que -

aon dlflclloa de manejar. Las protefnaa que van a eer usadas para determi­

naciones anal ftlcaa, por lo tanto, primero deben ser coamuladaa por calen­

tamiento o con alcohol, lavadas y desnu6a eocadan al aire. 

La mayor fa de lae protelnae pueden aecareo a partir del eatado do con 
oolacldn, con pequeña o ninguna p6rdlda do actividad, Ha aldo Informado--­

( l l ), que alounaa proteínas so deanaturalizon con ol r.rocooo, algunas ee -

deotruyon elmplomonto por conoolecldn. Lao protolnao secadaa aa( eon poro-
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111, quebradiza• y•• extraQn facll•ente con aolventee de lípldos. Tambl'n 
•• dleuelven r'Pldamente cuando 10 humedocen con el 101vente: eeto se fac1 
lita al •• aftade el aolvente en un r~clplento al vacto que contenga la prg 
terna. 

El proceeo de eecado a ~artlr del estado de cong91acldn ha •Ido 11••! 
do lloflllzacldn. (11) 

Ellmlnacldn do materlale1 no protelcoa. 

Loe conatltuyentea no proteicos de una mezcla deben eliminarse de la­
preparación de protefnaa cuando pueda demoetrarae claramente que eat4n pr1 
aentea COfilO compuootoo colncidentalea. Para propdsltoa estrictamente ana-~ 

1 ítlcoa eu costumbre eliminar a11t1tanclaa no protelcao tan completamente c2 
mo aoa poalblo antes dol análisis o Incluir procedimientos analíticos ade­
cuados para su dotermlnacldn. 

Durante ~os procodlmlontoa usuales de fraccionamiento, e1 lfpldo 11-­

bre Puede aepararae de la fraccldn proteica, •h~plemente en virtud de au -

aolub!lldad relativa, pero tambl6n puede eliminarse por extraccldn con aol 

ventea apropiados en cualquier momento. Los l ípldoa que están unidos pue-­
den eliminarse despu6o quo la proteína ha sido alterada ya sea por dQsnatg 

rallzacldn con alcohol, o calor, o por congelacldn. Los lípldoa son e11ml· 
nados de llpoprotefnaa del plasma por extracción con etanol o etanol átor, 

a bajas temperaturas, por el procedimiento de Hardy y Gardlner y Mcfarla-­

ne. ( 11) 

Loapoliucáridosoon difíciles de eliminar por procedimientos de fra~ 
clonamlento ordinarios. Se pueden separar de lnvortasa por adsorcldn en -­

bontonlta y do catalaa viva (o octlva) por dlgoatlón con ami lasa. (11) Tam­

bl6n 10 puedo omploar la oloctrofor6slo para ol !minar pollsacárldoa neu--­

troa, loo cualoa no omloran en un campo o16ctrlco. 

Loa ácido& nuclolcoa qu~ ootán aeocladoo con una protolna por medio • 
do un puonto aallno puodon ollmlnoroo por precipitación con una protelna -

b~olca como la protamina, o valorea do pH donde dato última formo un ácido 
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nucleico y la protefna no, por ejemplo, a un pH mayor o menor que el punto 
11oel6ctrlco de la protefna. 

Las pequeñas mo16culaa y Iones aon ellelnadoa frecuentemente por dl4-

llals o electroforásla. Eato se requiero antes de la determinación del pe­

so seco al se quieren evitar las correcciones, y generalmente se proflere­

antea do usar otro procedimiento anal ftlco (qufmlco o bloló~ico}, Tamblán­

se uaa la dl411slo para eliminar loa Iones para la precipitación de euglo­
bul lnaa. 

La dl611al• generalmente se lleva a cabo con ayuda de una membrana de 
colodl6n o celof~n. La velocidad de la dl61isls a trav~s de las paredes del 

tubO de celof6n es relativamente lenta, Parece que se puede Incrementar el 

ta111&ño de los poros con un tratamiento con solución acuosa de ZnCl
2

, Las -

protefnaa de peso molecular pequeño, cerca de 13 000, como citocromo C, g~ 

neralmente se pierden a travás de los poros de la membrana. llll 

Las óltimas trazas de Iones pueden eliminarse por electroforásis. 

El pH de una solución que contenga la protefna junto con electrolitos 

difuaiblea, puede cambiar de una forma marcada dur~nte el estado Inicial-­

de 1a dl411sis si uno de los miembros del par amortiguador se elimina mu-­

cho m4s rapldamonte que el otro, En algunos casos 50 ha encontrado que el­

pH varfa, a veces tanto como 2 ó 3 unidades de pH, La diferencia en la ve­

locidad de la diálisis se ha atribuído a la naturaleza electroqufmlca de -

la membrana y so han sugerido modos de modificarla, En diálisis de solu--­

cl6n de protefnas que contenga sulfato de amonio, y regulada a pH 7 con -­

amoniaco, la cafda en el pH puedo prevenirse añadiendo amoniaco al 1 fquido 

exterior (lll 

Ocaslonalmonto la eliminación de Iones conduce a la precipitación de­

algunaa protefnas y a la lnactlvación do otras; en tales casos os preferi­

ble llevar a cabo la dlállslo contra aoluclonoe dllufdas de sales. Por --­

otro lado la Inestabilidad puedo aparecer por la eliminación do un cofac-­

tor. 
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Se eat4n uaando re1lna1 de lntercaablo 16nlco para la ell~lnacldn de• 
Ion•• do 1oluclone1 de protefnaa. (11l 

Eaterl l lucldn. 

S!e!!131ro oa doooablo y a vocea necoaarlo proteger 101 preparaclone1 -­
do protefnaa contra contaalnaclonea mlcroblanao. Deben evltarae partlculat 

mento loo productos de acción mlcroblnana en ~aterlalea que vayan a aer •• 

usados para administrar al hombre y anlmalea. 

Lae baja1 temperatura• y la preoencla de aalea o 1olvonte1 org4nlcoa­

en concontraclonea moderada• retardan el desarrollo de microorganl11101. -­
Loa antla,ptlcoa deben u1ar1e o discreción debido a que causan lnactlva--­

cldn. 

Se han uaodo ''Ompuestoa orgánico• mercuriales en la preservación de -
plaama humano, pero aon Inapropiado& para la preparaccén de albdmina de -­
plasma por el proceso do alcohol, ya que loa ccmpuostos orgánicos mercurl! 

lea ae vuelven Indebidamente concentrados en la fracción de albd!alnas. 

Se han empleado antibióticos como la penicilina en donde se ha podido 

deaostrar que no Interfieren en las .eacclones enzimáticas que tienen lu-• 

gar. So ha encontrado que el tolueno es uno de los antisépticos m6s dtllea 

ya que no Interfiere en la mayor(a do las reacciones qufmlcas o enzimáti•a 
cas. ( 11) 

Les ooluclonea de prota(nas pueden ser liberadas de microorganismos -
flltr6ndolaa a trav'• do almohadillas de filtro sin dañar la mayoría de -­

las protefnas, Este es un paso esencial en la preparación de materiales -­
blo16glcos para usos terapéutico. (11\ 

Prcservaci6n y estabilización de prote(nns. 

Laa proteínas se preservan muy bien tanto i:or enfrla~lento coao por-· 

oecado a partir del estado do anfrlamlento (lloflllzaclón), eacepto aq~•·· 

llaa que eon alteradas por eatoa procedlmlent011 La mayorh1 do lea protef• 

nea también pueden ser almacenadas en fonaa do pra~lpltadoo hl'!=odoa. Las • 
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proteínas en solución se desnaturalizan oeneralmente y están sujetas a la­

accl6n de las enzimas y microorganismos. Por lo tanto, las soluciones de -

proteínas deben almacenarse bajo condiciones de esteril ldad y asepsia, en­

soluclones concehtradas y en presencia de sales u otra sustancia estabili­
zante. 

Se ha visto que la albl'imina cristalina de plasma humano contiene pe-­

queñas cantidades do 4cidos grasos. Cuando ástoa son eliminados de la pro­

teína, '•ta ea menos estable y la desnaturalización de estas albdminas se­

retarda baatante por la presencia de aniones de ácidos grasos, mandelato -

de sodio o trlptofano. Por otro lado la Y globullna del plasma no se es­

tabiliza con estas sustancias Pero se estabiliza con azócar o glicina.(ll) 

SEPARACION DE PROTtlNAS POR SU SOLUBILIDAD. 

Principios. 

La solubilidad de las diferentes proteínas varí~ grandemente, lo cuae 

ha ayudado a la aeparaclón de las mismas. Algunas, que se pueden encontrar 

en estructuras organizadas, son solubles solamente despuás de la extracción 

del lípido. Algunas, como las prolaminas, son solamente solubles en alcohol 

al 60 - 80 j. La mayoría de las otras proteínas son más o menos solubles -

en agua o en soluciones acuosas dllufdas de sales a valores moderados de -

temperatura y pH y en soluciones acuosas dllufdas de solventes orgánicos.­

en la mayoría de los otros solventes las proteínas son insolubles; a extr! 

moa de pH y temperatura, o en muchos solventes orgánicos, se desnaturali-­

zan rápidamente, Dentro de estos 1 fmites de estabilidad, cualquier protef-. 

na dada puedo mostrar amplias variaciones en solubilidad, dependiendo de -

laa condiciones externas. La diferencia de solubilidad representa uno de -

los principales modios para la aeparacl6n do las protoíneo. 

La aolubllldao de una pro~eína depende de Ja proporción do los grupoa 

noa polares hldrof6blcos y los orupoa polares hldrofíllcoe en la molácula­

Y de au arreglo, y el momonto dlpolar reaultante. Los grupo• con carga po­

lar lntoracclonAn eloctrosl4tlcamonto uno con otro en la mioma 1110lácula - 0 
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0110l6cula1adyac8ntas, pero eataa fuerza• se ven dlsmlnufdaa en agua como­
reaultado de la alta constante dlel4ctrlca, al mismo tiempo que se presen­

tan las intoracclonea entre loa grupos polares y las mol4culaa de agua, -­
favoreciendo la aolubllldad. La adlcldn de un solvente al agua, como eta-­

nol, baja la constante dleléctrlca y tC11:1blén desplaza al~unas de las molé­

cula~ de agua; como rea~ltado, las Protefnfis que aon muy solubles en agua, 
son mucho menos solublea en mezclas de agua-etanol. 

Coeo resultado de la Interacción entre loa grupos cargados de una mo-
16cula da protefne y loa Iones de laa sales dlauelta1, much&s proteínas -­

que son •uy insolubles en agua pura, se disuelven en presencia de pequeñaa 

cantidades de salea neutras. 

La adición de un Ión dlpolar, como glicina, también aumenta la solubl 
lldad de las protetnes. El efecto e' algo menor que el producido por una -

concentracldn equivalente de NaCI y ea aproximadamente igual con diferen-­
tes iones polares en soluciones que tengan las mismas constantes dieléctrl 

caa. 

Las proteínas son sustancias anfotéricas multivalentea que contlenen­
grupos cargados positiva y negativamente, el nómero de los cuales varía -­

con el pH. En ausencia de sales se tiene generalmente la menor solubilidad 

en el pH isoidnlco de la proteína donde la carga neta es cero, y es mayor­

ª valores do ptt mayores o menores. 

Como se observn en soluciones dilufdas de salea, el pH de mínima sol~ 
billdad no coincide necesariamente con el punto laoidnico al la proteír1a -

Interacciona con uno de los c0111ponentes lónicos de la sal. 

No hay regla general que describa el efecto de la temperatura sobre -
la solubilidad de las proteínas. La solubilidad de muchas proteínas aumen­

ta con la temperatura, algunaa en soluciones do salea dlluídaa y otras --· 

on aolucldn concentrada, tan bien como en m@zclas etanol-agua. Por otro -­

lado, la solubilidad do una protofna a menudo disminuye fuertemente cuando 

ee eleva la temperatura. 
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Laa protefnaa forman ·aa1ea 11gera•ente so1ubles con varios aniones -
o catlonea, lnc1uyendo otras protefnao y macrolll01,culas a1 lgua1 que sim­

ples Iones, Teabl'n pueden fon:icr co=pueotos. relatlvemente lnaolublee con 
111t1etanclae neutras (11). 

E11mlnacidn de Iones y contro1 del pH, 

Lea globu11nas presentes en oeml11as de la gran mayorfa de plantas -
c011unea han •Ido lnveatlgadao extensamente por Osborne (11). Una gran ma­

'º''ª de 61tas he sido preparada, muchas en foraa cristalina, aprovechan­
do ou solubilidad en soluciones de aal neutra, Lao globullnaa pueden ser­

extrafdao de oealllas secas, molidas, libres de grasa, por una solucidn -

a1 5 - 10 ~de MaCI, frecuentemente a una temperatura ligeramente elevada 

para incrementar su solubilidad. La edestlna puede precipitarse en forma­

crlatallna simplemente por enfriamiento del extracto caliente. La globull 

na cristalina de la semilla de las cucurbitáceas, que se ha propuesto --­

como un ótll sustituto de 18 edeatina, se extrae con HaCI al 10 ~. y se -

precipita diluyendo cuatro veces con enfriamiento. Las concanavallnas se­

preparan de un extracto salino de harina de frijol (después de la extra-­

cldn de la ureaoa con acetona), La concentracidn de la sal debe bajarse • 

por diálisis, aproxlmademente a pH 7, hasta la cristalización de la conc! 
navalina A, Le forma B se separa entonces, como cristales, al ajustar el­

pH a 5.1 (11). 

La~ lactoolobulina, de suero vegetal, cristaliza solamente después­

de la eliminación casi completa de la s&I por una diálisis exhaustiva en -

el punto lsoeléctrico, cerca de ~H 5.2 {11), 

wsalting-in~ y •saltlng-out. n 

El sulfato de amonio se ha UHdo ampl lamente como agente de "Saltlng­
out" dado que os bastante efectivo y suficientemente soluble. La oolublll­

dad limitada del oulfato de sodio tiende a rostrlnguir su uso, mientras 

que el sulfato do magnoolo tiene una efectividad relativamente baja. El ·-. 
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sulfato de potasio ea un precipitante efectivo pero no ea lo auflclentemen 

te soluble para cada necesidad. Otras salea tienen un uso ocasional (11) 

La solubilidad de una ?roteína en agua en a11encla de sal, decrece -­

suficientemente por la adición de un solvente org6nico. Bajo eatas condi-­

clonos, el lnaemento en la aolubl l ldad pr aluclda por la adlcidn de sale&,. 

es decir, la magnitud de su dlsolucldn sal lna ( " Saltlng-in" ), es eape-­

clal119nte grande ya que la disminución de la constante dlel6clrlca no sol!· 

mente reduce la solubilidad de la proteína en ausencia de sal, sino que -­

también aumenta las .Interacciones electroat6ticas entre los grupos carga-­

dos de la mo16cula de proteína y los Iones de la sal. 

Extracción con solventes org,nlcos. 

Ciertas proteínas, especialmente las encontraJas en semillas, las PrQ. 

laminas, son poco solubles en agua (con o sin sal) o en alcoholes puros, -

pero se disuelven en soluclor,ds acuosas que contengan 60 - 80 'f., de un sol­

vente org,nlco, como etanol o propanol. El procedimiento usual para el 

alelamiento de estas proteínas consiste en la extracción con la mezcla de­

aolventes y precipitación por dilución con agua. Las proteínas preparadas­

por este m6todo, tales como gl ladina y zeína, permanecen lnhomogóneas, adn 

después de refraccconamlento extensivo. 

Otras proteínas son precipitanas de soluciones acuosas en presencia­

do concentraciones moderadas de etanol o solventes similares. ~ temperat~ 

ras baJas, lo cual es Importante para prev\'nlr la desnaturalizac16n (0° C­

o menos), y a un pH de sol~bilidad mínima, es suficiente etanol de llO % PI 

ra precipitar la mayorfa de las proteínas. Muchas son precipitadas a con• 

centraclones menores; ~I flbrlnógeno por eJemplo. precipita a concentraciQ 

nea de etanol menores del 10 ~ a Oº ó - 2° C, La adlcl6n de etanol a una 

2J 
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aezcla c:ot11pleJa (COfllo pla1111a) precipita aucealvamente loa componentoe en -

orden da aua aulubllldadee; la mayoda de loa globullnaa precipitan más rA 

pldaaente que laa alb6ainaa. Un control apropiado de laa variables adiclQ 

nalea, taleo como pH, fuerza ldnlca y temperatura, permito una discrimina­

ción mayor Gfltre loa diferentes componentco del sistema. 

En un sistema que contenga suficiente etanol para bajar la aolubili-· 

dad do muchas de las protefnaa presrnles, puede usarse un ajuste apropiado 

del PH 'I fuerza lónlca para separar protefnaa que difieran en su punto --· 

laoel4ctrlco 'I en caract&rfatlcas do "aaltin~-in", Puede lograrse la sepa 

ración do pseudoylobullnL'll solubles en ayua y al b .. 11inae por medio de precl 
pltaclón leoeláctrica a baja fuerza lónlca.<11) 

PROTEIHAS VEGETALES,-

Todas las cálulas de las plantas contienen Pn>tofnas; las semillas de 

las plantas leguminosas y de varios cereales son particularmente ricas_en­

ellas, Estas protefnas pueden ser fraccionadas por extracción COJI varios­

solventes, o por •aaltlng-out". La mayorfa de las protefnas do las plan­

tas son globullnas o prolamlnas, Las fracciones de albúminas no son can­

tidades mayores do 0.5 a 1 % del material orgánico total. Es Interesante­

que algunss de las alb(dnlnas de las plantas, particularmente de las loguml 

noaaa, aon tóxicas a loa animales y causan aglutinación de las cálulas ro­

JH de 1 a sangre. 

Muestro conocimiento de las globul lnr.s de las plantea está basado_ -­

principalmente en los trabajos de Oaborne y Mende1<9l (192q), Muchas glo-

bullnas pueden aer extrafdaa de laa eemlllas por una solucldn aallna de 2-

al 10 ~. y recrlstollzadaa de osta solución hlportónlca por dllutldn con -

agua. 

!Mi 
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La globullna de lae plantea máa lnveatlgada ea la edeetlna, lm globu­

llna de la aemllla de cáñmao. 

SI une eolucldn de una globul lna de plantas ea dializada contra agua­

deetllada, la protofna se hace Insoluble y ae obtiene CIOllO un precipitado, 

frecuentemente como criatalea. 

El peao molecular de las globullnas vegetales es aproximadamente 48 -

200 000 a 300,000. Es posible que e~tas moléculas grandes sean polfmeroa-. 

de aubunldadea m's pequeñas. 

En contraste con la edestlna y otras globulinas similares que GGi'I In­

solubles en etanol, algunas de las globulinas de las plantas, particular-­

mente de cereales, son solubles en etanol del 50 al 80 ~ pero inaolubles­

en concentraciones mayores o menores. Estas son llamadas prollllllinas por-­

que son particularmente rlcaa en prol ina. 

Las prolamlnaa contlenE!ll muy pequeña& cantidades de 111111no4cidoa bási­
cos y clstefnaa y algunas de ellas están completamente desprovistas de li­

sina. 

U~a gran porcldn de molécula de prolamlna, como llO i, están obtenidas 

a partir de glutamina. 

Ninguna de las prolamlnas ha sido obtenida como cristales; aún las -­

preparaciones más puras se han encontrado que son mezclas de dos o m4s pr~ 

te (nas. Su peso mo 1ecu1 ar varía de 20 000 a 50 000. < 9) 

C.. LAS PROTl!IHAS EH LA DllTA.· 

ALGUNOS CONCEPTOS FUNDAMENTALES.-

El fin primario de laa proteínas en una dieta e• el de •u•lnlatrar --



101 .. 1no,cldos en 1•• c:o11blnaclone1 adecuadas para la síntesis econdllllca­

de 101 prot9ínas y de las otraa austanclas nitrogenadas esenciales al org¡ 

nleao y par~ otras varias funciones metabólicas y flsiológlcaao El valor­

nutritivo de una proteína se determina por su ccpccidad para satisfacer e¡ 

too objetivos. 

El sumlnlatro de amlno6cidos pera la síntesis de las protoínas celul1 

rea eo de capital Importancia. Para que este proceso se verifique ea nec1 

aarlo queª'ª de 20 amino6cldoa ae ordenen en las posiciones justas y en -

el tieapo exacto. El organlamo puede hacer la síntesis de algunos de 101-

•lno,cl dos neceaari 01 para esa fonci 6n, pero de otros s61o lo hace en can 
tldades inauflcientea y por ello tienen que ser suministrados en la dieta. 
Eatoa 41tlmos son loa a11lno6cldoa •esenciales~ o •indiapensables",Cl4) 

El equil ibria nltrogenacso se puede establecer solamente cuando la dlt 

ta, además de los aminoácidos indispensables. proporciona nitrógeno en can. 

tldad suficiente para la síntesis de loa otros requeridos para distintos -

procesos metabólicos en el organismo. Les arnlnoácjdos Indispensables, ad~ 

•'s de suministrar los componentes de los tejidos pueden ser necesarios~ 

taablén para otros procesos metabólicos importantes. 

La cantidad de aminoácidos 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 además requerir diferentes necesl 

dades de aminoácidos. 

La proteína de un alimento tiene gran valor nutritivo cuando, después 

de la digestión y absorción gastrointe$linales~ suministra aminoácidos en­

IH proporciones req11eridaa para subvenir a las necesidades del organismo. 

La medida más directa del valor nutritivo de las proteínas es lo que­

so llama "balance nitrogenado". SI se suministra una determinada proteína, 

el balance nitrogenado aerá la diferencia entre las cantidades de nitróge­

no Incorporadas y las excretadas. Cuando esto balance eo positivo, quiere 

decir que ol s~jeto gana nitrógeno, y si es negativo, que lo ~lerde. Cuaa 



do el resultadO ea coro se dice que el organismo se encuentra en un estado 

de equilibrio nitrogenado. 

Podría darse el caso de que una proteína contuviera todos loa aniinoá­

cidos indispensables en la combinación favorable para la síntesis de las-­

proteínas celulares y que, a pesar de ello, su valor nutritivo fuera esca­

so, a causa de que la digestión no pudiera liberar loa aminoácidos ni el -

organismo absorberlos en las justas cantidades ni proporciones. 

Cierta' formaa de preparación de los alimentos y aún la propia coc--­

ci6n, pueden caaiblar el velor prole ínico de los al in1entois, aumentándolos o­

disminuyéndo1os y ~sto, algunas veces, sin cambio perceptible en su composl 

ción química. Este fenómeno es, con frecuencia, el resultadO de cambios­

en el ritmo o en el grado en que la hidrólisis enzimática es completa. Al 
gunas veces se pueoe mejorar la digestibilidad de estas sustancias median­

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

ción digestiva resulta dificultada por cambios en lus enlaces químicos de­

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

de una proteína en la dieta, calculando la utilización general del alimen­

to. 

La u ti 1i zaci 6n de los ami noácl dos depende de 1 a naturaleza de 1 a di é· 

ta en conjunto, de la di stri bue i ón en e 1 tiempo de 1 as comí das y de 1 a efl 

ciente digestión y absorción yastroentéricas.<14) 

Las necesidades m(nimas, en el adulto, corresponden a la más pequeña­

cantidad de proteínas que es suficiente para mantener el equilibrio nitro­

yenado, siempre que la dieta sea adecuada en otros aspectos.ll4) 

PROTEIHA PATROH,-

Dada la gran olferencia que existe en el valor nutritivo de las dis-­

tlntaa proteínas, o de sus combinaciones, la expresión de sus necesldades­

debe relacionarse con alguna proteína de calidad específica bien definida. 

Por esta raz6f1 se expresan las necesidades en tónninos de una "proteína de 

alto valor nutrltivu", Se propone una "combinación 1,10 aminoácidos" seme--

'11 



jante a las proteínas de la lecho y loa huevos, y se parte del supuesto de 

que una proteína cualquiera que tuviera tal combinacidn de 1111lnoácidoa, -­

tendría alto valor biológico. A esta combinación teórica de aminoácidos -
se lla11ó •proteína patrdn".(14) 

NECESIDADES SEGUN LAS EDADES.-

Se eatlma que 2 g de proteína por kilo de peso es una cantidad sufi-­

clente para subvenir las necesidades de los niños después del primer mes -

hasta el sexto mes de edad, si se proveen como leche materna o de vaca au­
•l strada en fonna fácilmente digerible por el niño. 

Laa necesidades de las proteínas van en disminución desde la infancia 

hasta la iniciación de la pubertad. 

Se consider., que en esta fase de la vida las necesidades en tárminos­

de la proteína patrón no deben fijarse en menos de o.a y por kilo de peso. 

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

promedio de las necesidades mínimas en términos de la proteína patrón. 

Al señalar todas estas cantidades se supone que están totalmente sa-­

tiafechas las necesidades caloríficas. 

Mujer embarazada.- Exceso de 10 g diarios sobre las necesidades not 

males del adulto. 

Mujeres lactantes.- Exceso ae 30 g diarlos.<14) 

Las distintas proteínas o combinaciones de éstas, contienen los ami-­

noácidos indl5pensables en proporciones variadas. Esto quiere decir que­

el problema de satisfacer las necesidades protelr.icas consiste, más que en 
aumentar el total de proteínas lnyerldas, en sumlñl strar loa aminoácidos -

Indispensables en cantidades y proporciones adecuadas. Así por ejemplo, -

el valor de las mezclas de proteínas de clertao dietas o las de los prlncl 

palea cereales alimenticios ae pueden mejorar frecuentemente agregándoles­

pequenas cantidades a~ otras proteínas. Hay ciertas de áetas que, oea ~­

cualquiera la cantidad que de ollas so Ingiero, no pueden satisfacer las -



necealdadoe; pero pueden, aln J11bargo, au1Mntar el valor nui:rl tlvo de clet 
toa tlpoa de dietas •ajorando au ccablnacl6n de ulno6cldoa. <U) 

NECESIDADES DE AMIMOACIDOS.-

El conocimiento aobre laa necealdadea huaanaa de aminoácidos lndlapeq 

eableo ea todavía fragmentarlo y está basado en un n(lmero relativamente e1 

caso de observeclone~ realizadas, parte en niños y parte en adultos. 

Para mantener el ,qulllbrlo nitrogenado en el adulto, resultan India• 

penaables solamente & 11111lnoácldoa: iao1ouclna, 1euclna, llalna, metlonlna, 
fenl1alanlna, treonlna, trlptofano 'I vallna.04) 

Aunque loa cmlno,cldoa lndlspenaablea son de primordial luportancla -

para detenalnar el valor nutritivo de laa proteínas tltlllblén puede tener -­

cierta Importancia la distribución de los otros aalnoácldos. 

Los aminoácido~ no lndlapenaab1ea clstlna y tlroalna tienen la capacl 

dad de economizar, roapectivmaente, buena parte de 111etionlna y fenllalanl·· 

na: eata caracterfatlca debe tenerse presente cuando se trata de evaluar -

1ae necealdadea do loo óltlmoa. 

Puede tener significado el desequilibrio entre loa diferentes aminoá­

cido&. En ciertas circun1tanclaa, el eiceao de uno puede disminuir la utl 

l lzacl6n de otro que se encuentra presente en la dieta en cantidades norm! 

11alaente udecuada. Aa( so han obtenido pruebas de que la cantidad de 1e11. 

cina que contiene el 1118'z puede aer lo bastante grande come> para determi-• 

nar un aumento en las necesidades de ieoleuclna. 

Eato indica que los datos re1atl'llOs a 1aa necesldade$ humanas en aml­

no6cldos eaenclalea deben ser uaados con cautela y prestando la debida --­

atención a la profusión de factores que hacen complejo el asunto. Sin em­

bargo ae conaldera que ae puede abordar raZOl'lablemente el problema de &a-­

ti afacer las necesidades humanas por lo que respecta a la calidad de lae -
proteínas, comparando la to•blnacldn de cmlno4cldos Indispensables en loa• 

a1imcmtoa y en lad dietas, con una coablnacldn Ideal baaada en loe conocl· 
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•lentos de las necesidades de amlno,cldos lndlspenaables en las personas-

sanas. 

~ blglóalco dA IL!lA 2!2!iln.! ea la fracción de nitrógeno absorbl· 
do do la a11Rentacl6n que ae retiene en el organlamo.<1•>. 

La calidad de una protefna depende de su digestibilidad y de la coa­

binación de los emlno,cldos en la protefna. (U) 

Tiene grandes ventaJas el concepto de c0111blnacldn-tlpo Ideal de 111111-

no,cldos esenciales. Comparando los dmtos referentes al contenido en 11111 
·no6cldos de laa combinaciones de alimentos, con la adoptada ·como tipo, ae 

puede, en múltiples situaciones, determinar si una dieta es deficiente, y 

cuales son loa métodos para corregirla. Aunque sean de carácter aproxlm¡ 

ti vo, se pueden hacer c:omparaciones di rectas madi ante el en1pleo de datos­

que Indican el contenido en aminoácidos indispensables de tos allmentos,­

lndependlente111ente de las proporciones en que cada uno de éstos últimos -

entren en la dieta. Debe advertirse que no hay pruebas experimentales de 

que la combinacldn-tipo provisional, basada en los conocimientos actuales 

de las necesidades mfnimas. v.ea superior a laa combinaciones de lo1a aml-­

noácldos que se pueden observar en las buenas protefnas alimenticias, ta­

les cumo 1 as de la leche y los huevos.< 14) 

Combinación-tipo provisional de aminoácidos indispensables calculada­

del promedio de las necesidades mínimas de personas:<l4) 

lsoleucina 3.0 

Leucina 3 ... 

Lisina 3.0 

Feni lalanlna 2.0 

Metionina 106 

Clstln~ lo .. 

Treon lna 2.0 

--



Trlplofano 

Val lna 
'·º 
3.0 

Utl 1 Izando eata co11blnaclón-tlpo. provisional de amlndcldo1 como gura, 

una dieta teórica quo contenga 14() ~de proteína de maíz m6a 30 ~de prote1 

nas do frijoles blancos 1114& 30 '.'de proteína& de aJOnjol Í e& una dieta ba¡ 

tanta coepleta; proporciona llalna y los aminoácidos sulfonados en un nl-­

vel satisfactorio y el trlptofano en bastante cantidad. 

Sin embargo el valor nutritivo de eataa combinaciones alimenticias, hl 

chas a base de tales cálculos, deben ser sierupre objeto de confirmación~ 
biológica. (U) 

El cdmputo proteínico Indica la proporción en que un alimento o c:ombl 

nación de alimentos contienen su aminoácido llrnitante en comparación con -

la comblnacidn-tipo provisional. 

Pero dado lo Incompleto do loa conocimientos actuales acerca de las -

necesidades do aminoácidos en el hombre y del contenido de ellos en los -­

al lmentos, no puede esper; ~se que exista una perfecta concordancia entre • 

los cdmputos proteínicos y loa valores blo!óglcos. 

Experimentalmente so ha demostrado que los alimentos o mezclas de ali 

montos cuyo valor biológico es por lo menos de 70, resultan satisfactorios 

para el mantenimiento y crecimiento de la persona; y no lo son si el valor 

biológico es de 60 o menor. 

En algunos alimentos o mezclas de olios, el desequilibrio entre los -

aminoácidos puede dar como resultado que su valor biológico sea Inferior a 

lo que pudieran indicar loa cómputos proteínicos. 

Loa concepto& de la combinación-tipo provislonal de aminoácidos y de· 

los cómputos proteínicos ofrecen, ain esnbaryo, un m~todo posible de eatl-­

mar ol valor nutfltivo do una dieta. partiendo de au c:omplalclón de llllllnoi 
el doa. l 14) 



Le protefne de huevo tiene un valor bloldglco cerceno a 100, ea de--­

clr, la proteína ea caal c:oapletamente abaorblda y no hay p4rdlda de nltrd­

lfl'IO por la orina aobre la p4rdlda normal en dlotaa librea de protefna. <&> 

Med! si& del valor nutr! ti yg de llll!tt fn11: 

Hay varloa •'todoe que peralten medir el valor bloldglco de una proteL 
na<l) y eolo ae mencionen a contlnuacldil. 

1.- M4tod0 de crecimiento de anlmaloa de !:~ratorlo 

2.- M4tod0 de balance de nltrdgeno 

lh· M6tod0 de •Chmlca1 acorlng•. 

EVALUACIOH DE LA CALIDAD DE LAS PROTEIMAS, 

El contenido de protefnaa en loa alimentos ae eatlaa conveniente de su 

oontenld9 de nltrcSgeno, estimado por el método do Kjeldah1. 

Loa niveles de esino4cidoa deterainadOa deapuéa de la hldróliala ácida 

de a11montoa predice au valor potencial en nutrición. Para algunos materia 

loa, y a1gynQ~ métodos de preparacldn, el valor efectivo ea significativa •• 

mente menor. Para clertoa materiales que no se calientan, por ejemplo loa 

cereal ea, se ha sugerido la evidencia que la 1 laina ea parcialmente no uu .. 

1 lzabl~ Loa materiales ricos en carbohldratos pueden reducl r su valor nu­

tritivo por calentamiento, y después restaurado el valor por adlcldn de li­

alna. Tcmblén hay dleminucldn en la utilización de llaina cuando loa con-­

centrados de protefnaa que contienen poco o nada de carbohfdratoa se suje-­

tan a un calentamiento severo. Un tratamiento tármico severo de concentr¡ 

dos de proteínas se ha demostrado tllmblón que reduce la utllizacldn de 1os­
mnlnoácldoe que contienen azufre. Exiate muy poca lnfo11111acl6n concerniente 

a la ut11izacldn de otros ulno4cldka aparte de llalne r 1110Uonlna, pero la 

obaervacldn de que la laoleuclna, un C1:1lnoácldo con una cadena lateral de -

.!! 



tipo hidrocarburo no reactivo, es Inutilizable en ciertas proteínas purlfl 

cadas sugiere que otros amlnoácldOs l8111blén pueden estar presentes en una­
forma no utlllzable.ll3) 

PROTEINAS DE LA DIETA Y SINTESIS QE PROTEINAS TISULARES.-

El valor nutritivo de una protefna Intacta no depende solamente de la 

presencia de 1oa aminoácidos esenciales, sino t&111bl~ de 1aa vel9cidades -

relativas a las cuales ton liberados por las enzimas digestivas, 

Por lo tanto ha sido sugerido por Melnlck et al (196q) ll) que el in­

cre111ento del valor biológico de las proteínas del frijol de soya después -
del calcnte:ilento, es debido a la mayor facilidad de llberac16n del amlnoA 

cldo llmltante, metlonlna. 

Es decir, la presencia de todos los aminoácidos esenciales en una di~ 

ta de protefnas ea un prerrequlaito para la nutrición adecuada. Por otro­

lado, si todo lo que se requiere ea una fuente adecuada de todos los amln2 

ácidos esenciales en el sitio apropiado, la deficiencia en protefnas po--­

brea con baJO contenido de ciertos aminoácidos esenciales puede ser supli­

da por un aumento de la dieta o por un suplemento de los aminoácidos defi­
cientes.< 1) 
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MATERIAL Y METOOOS. 

Se estudiaron durante el transcurso de eate trabajo las proteínas da­

las 1lgulentes semillas: alubia, calabaza. frijol, haba, lenteJa1 •afz, -
soya, garbanzo y trigo. Todas ~atas, perfectamente secas y molidas, se -

extrajeron con cuatro tipos de solventes: 

1.- etanol al 70 i 

2.- sulfato de amonio en solución saturada 

3,- cloruro de sodio al l i 

q,_ cloruro de sodio al 10 ~ 

En cada uno de loa casos se pesaron 50 g de muestra y se extrajeron­

con 200 ml del solvente empleado. Las técnicas seguidas en cada una de -

las extracciones fueron las &lgulenteo: 

Extracc¡gi de las !!lll.§J!ra1 con etanol al 70 % 

lo• Se extrajeron las muestras con el etanol durante 2q horas en un­

Cijarto frro. 



2.- Filtración de las muestras. 

3.- Se trató de hacer la electroforesis poniendo en cada tubo de ge1-

0.1 mi del extracto alcbh611co mezclado con 0.1 mi de solución da urea a1-

5 ~. Sin en.bargo na so pudo hacer la electroforásls debido a· la menor':'­
densidad del extracto, lo cual provocaba que al añadir la so!ucldn aaorti­

guadora a la cuba superior, ascendiera el extracto mezclándose con e1lao 

q •• Se aumentó la densidad del extracto añadiendo glicerina en tal -­
cantidad que quedara una solución de glicerina al 30 'f.. 

s.- Se practicó la electroforásls de todas las muestras siguiendO 1a­

técnica descrita antes. 

1.- Extracción de las muestras con la solución de sulfato de amo~lo,­
durante 2q horas, en frfo. 

2.- Filtración de las muestras. 

3.- Se trató de hacer la electroforásis, pero no emigraron 1as mues-­
tras debido a que, por la alta concentración de sulfato de 11111onio, 

se encontraban 1as proteínas en su punto isoeláctrlco. 

q.- El imlnaci 6n de 1 sulfato de amon lo por di á1 is is contra agua .·destl 1A 

da durante 15 días, con cambio periódico del agua, en frío. 

5.- Electroforesis de las muestras poniendo en los tubos de gel 0.1 -

ml del extracto con o. 1 mi de la solución de urea al 5 'f,. 

),. Se pusieron las muestras 2q horas con etanol al 50 'f., en frfo, PI 

ra eliminar la~ grasas. 

2.- Se filtraron las muestras eliminándose el etanol y se dejaron se­

car las semillas ~'olidas en el cuarto frrO, 

31- Extracción de las muestras con la solución de cloruro de sodio, -
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durante 2~ horas, a 27º c. 

'·· Filtracldn de las muestras. 

S.- Electroforéeis do las mues~raa, practicada como en loa ct1aoa ento­

rlorea, 

t.- Eli•inacidn de grasas con etanol al 50 i durante 2q horas en frfo. 

2.- Se filtraron las muestras y ae dejaron secar las semillas en el -­

cuarto fr (o, 

3.- E•tracci6n de las muostra~ con la solución de cloruro de sodio du• 

rante 21J horao a 27º c. 

ii.- F i 1tracl dn de las mues tras. 

s.- Se trato do hacer la olectrofotésia pero las muestras no eml¡raron 

por estar las protefnas en su punto lsoeléctrloo. 

6.- Eliminacldn del cloruro de sodio por diálisis contra agua destila­

da durante una semana en frfo, Hubo precipitación de protefoas -

con la diálisis en las siguientes muestras: soya, calabaza, lente­

ja, garbanzo, haba, friJOl y alubia, que se redisolvieron por adl­

cidn de cloruro de s~dio. La cantidad de cloruro de sodio añadi­

da para rediaolver las protefnas fue tal que quedó en cada caso -­

una solución de cloruro óe sodio al IJ 'f,. 

1.- Electroforesis de las muestras recuperadas en las condiciones ya -

descritas. 

Después de las extracciones se sometieron todas las muestras a calen~! 

miento en autoclave a 120º C y l Kg/cm 2 de presión. Exceptuando laa mues­

tras o•lrafdas con sulfato de amonio, todas las demás muestres precipitaron 
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debido a una completa desnaturalización de las protefnaa. Se repitió el -­

calenta111lento de loa otros tres tipos de extracción, esta vez en autoclave­

abierta a loo 0 c. 

Se hizo la oloctroforásls de todas las muestras sometidas al calente-­

•lento. 

Hid[óll1i1 eniim6tlet• 

Se s0111etleron después las muestras a una hidrólisis enzlm6tica con 

tripalna a 27º C con una solución que contenta 1 mg de tripsina por mi, añ! 

diendo 1 mi de esta solución por cada 10 mi de solución de proterna. 

til cabo de una hora se suspendió la hidr611sls con O.I mi de una solu• 

cldn 2 x 10- 2 M de diisopropil fluorofosfato (de los laboratorios Si9llla)S16) 

A todas las muestras hidrollzadas con trlpslna se les hizo la electro­

foresis. 

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

En principio, los máximos rendimientos en electroforesis de protefnas­

se obtienen con soluciones amortiguadoras de la má& baja conductividad prá~ 

tica al pH correcto. Se usa consecuentemente un sistema de glicina-Tris-

HCI, pero con el cooiponen te HCl muy reducido (se pueden usar el veronal u­

otras soluciones de alta conductividad, pero se obtiene una pobre separa-­

ci6n. entre las zonas). Como se describe más adelante, el HCI se omite en­

teramente en la preparación del ge1.<Sl 

No se recomienda el uso de un gel superior o de un gel esparcidor. En 

luyar do 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 •l 

perlor de un tubo de gol. Se cubre entonces con un electrol ito evltándO-

J7 
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ae cualquier mezcla subsecuente lnsert6ndose un tapón de algodón hu•edeci­
doo ( S) 

La concentración de sólidos en el gel (la más baJa) se ha fijado al• 

Si con 3 ~de logaduras cruzadas. (Tales geles t'enen blandura 6ptiaa 1-

capacidad para separar las globulinas.). La expansión lineal es rar11111ente 

aayor del 3 i. TEMEO-perdulfato de amonio activado, bajo las condiclones­

citadaa, dan una polimerizaci~1 completa aproximadamente en 20 minutos. DA 
ben evitarse los inhibidores (ferriclanuros), y se omite el HCl a causa de 

que parece tener propiedades de transferencia de cadenas. Puede preparar­

se cualquier tamaño del ge1.<s> 

Electroforesis.-

Para tubos de vidrio de 6 mm de diámetro interior por 75 mm de larga, 

se obtienen los óptimos rendimientos de electroforesis (vertical) con aprQ 

xlmadame"te S mA y 250 - 30Ó volts. El colorante indicador (componente -­

más rápido) vlaJa aproximadamente 5 cm cada media ~ora,(5) 

Para las proteínas es suficiente una solución al O.l ·r¡, de azul negro 

de naftol (amidoschwartz) en ácido acético al 7 'J, por media hora.< 5> 

En la mayoría de los casos es suficiente un lavado de toda la noche -

con agua (agitada), En el caso del azul negro de naftol (proteínas), los 

geles se pueden decolorar electro! íticamente, en aproximadamente 20 minu-­

tos, con ácido acético al 3 i, a aproximadamente 10 mA y 200 volts. (No ea 

necesario usar poliacrilamida con propósitos decolorantes)<S) 

Los geles decolorados pueden alD1acenarse baJO agua. SI se desea las -

muestras pueden secarse al aire ebteniénaose cuerdas con aspecto de aleia--

... 



bre, que pueden recuperarse a su tamaño original por inmersión en agua. 

Se usan tubos Pyrox sil iconizados, de 6 mm de diámetro interior por -

75 llllll 1 pulí dos sus bordos a la flama y con cuatro marcaa colocadas a l y -

2 an. de cada extremo del tubo. Con una pipeta se llenan ~asta l.8 an. -­
del borde con llyerainente menos de 2 mi. de la solución del gel sin poll~2 

rizar. Dentro de un Intervalo de pocos minutos, y antes de la formación -

del gel, se llena el espacio remanente con agua, cuidadosamente con un tu­
bo estirado en fonna de capilar, formando una capa diferente. La mezcla -

entro las dos capas debe ser la mínima posible. La poi imerlzaci6n empie­

za después de 5 a 8 minutos, lo que se nota por una ligera opalescencia y­

form6ncsose una interfase claramente definida en la marca de 2 cn1. La poli 

merlzaclón está completa después de media hora (según fue determinado por­

la producción de calor en gran cantidad do gel) <s>. El agua que aobren1. 

da se el lmina (sacudiendo} y los tubos se guardan en un recipiente cerrado, 

hoo1odo, hasta que so necesiten. (Si es necesario los yele~ pueden sacarse 

de los tubos, equilibrados con cualquier electrolito deseado, y relnserta­

dos por succión. Alternativamente los yelos se pueden limpiar por electrq 

foresls antes ese cargarlos con la muestra. 

Componen tos del ge 1. 

Solución mon6mera 2 vol C.Oenos 

acrilanilda 30 g 

H, H' motilen bisacrllam!da l.O g 

ayua (a 150 mi) 123 mi 

TEMED (totréll11etiletilen dlan1lna) 1 volumen 

o. 28 mi por 100 n1I de agua 

Persu 1 fato de amonio q vol Wnenes 

o.1q 11 por 10~ mi de agua 

Sol. an1ortiguudora yl lclna-TRIS l volumen 



g1 lclna 

TRIS 

29 g 

6 g 

Agua 980 m1 

(Se ha omitido e! componente HCl) 

A1 espacio vacío en la parte superior del tubo se le añaden 0.2 m1. • 

de solucldn de urea al 5 i que contenga de 2.5 a 3 µ. 1 de solucldn de pro­

teínas (de 5 a 100 µy de una proteína lndlvidua1). Esto se cubre con una­

solucldn de electrol lto en tal forma que 1a mezcla aea la mínima entre 1as 

esos capas. 

So inoorta entonces el tubo en los tapones de 1a cuba superior y se -

añade el electrolito remanente. 

El compartimento de electrodos superiores se propararó perforando .un­
recipiente de plástico e insertando en las perforaciones tubos de hu1e en­
los c¡ue se colocan los tubos de gel. El compartimento de electrodos lnfe-­
.rlor se preparó con un recipiente semejante al anterior en el que se intrg, 

ducen los tubos de gel. 

Los con1parlimentos de electrodos deben llenarse hasta el borde con un 
electrollto y no es necesario cubrirlos durante una electrofóresis. 

Se pueden usar cualquier fuente de corriente directa capaz de propor­

cionar hasta 25 mA a llOO volts. Hose requieren fuentes de corriente COR! 

tante o voltaje constante debido a la tendencia de la corriente 1.11 mantener 

se estable durante una prueba electroforétlca. 

Como electrolito es apropiado usar una dilución de 1:10 de la solu--­

clón amortiguadora glicina-TRIS-HCl: 

GI i c i na • , , • • • • • • • • 29 y 

TRIS , , , • , , • • , , • • 6 g 

HCl 14 • • • • • • • • • • 5 mi 

Agua (a un 11 t ro) , • • • • 975 mi 
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Para obt.ener los mejores resultados debe prepararse especialmente pa­

ra cada prueba. Como colorante marcador se añaden o.os mi de aolucldn al 

0.5 ~de azul de bromofenol en ácido acético al l ~por cada 100 mi de la­

solución amortiguadora diluída. El pH final os 8. 1 

La el(ctroforesis (ol ánodo o polo positivo en el compartimento infe­

rior} so lleva a cabo en posición vertical, con el tubo de gel sumergida -

aproximad11111ente l/q de pulgada. Deben evitarse las burbujas de aire en la 

punta y en la base del tubo de yel. Se necesitan aproximadamente 30 ainu­

tos para que el colorante marcador azul, que se forma rápidamente en la i~ 

terfase del gel si se usa una corriente de 5 MA a 250 - 300 volts, alcance 

la marca colocada a 2 aa. del fondo del tubo de yel. En caso de duda si -

se observa n1ás de un anillo marcador del colorante, se torna COlllO referen-­

ci a al anillo más fuerte y más veloz. 

El tubo se quita del soporte y se sumer11e 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 con la boca. Los 

geles se sumergen inrnediatamente en por lo menos 10 mi de solución al O.IJ 

de azul neyro de naftol en ácido acético al 7 "/.y se dejan reposar por me­

dia hora ( se requiere una velocidad razonable a causa de la tendencia de­

la difusión a distorsionar las bandas antes del teñido), 

El desmanchado electro! ítico puede realizarse insertando el gel en­

juagado y teñido dentro de un tubo de vidrip de 7 mm de diámetro interi6r­

por 80 mm que ha sido adelgazado en uno de sus extremos. Como electrolito 

se emplea una solución al 3 % de ácido acético y se necesitan aproximada-­
mente 10 mA y 200 volts durante 20 minutos para decolorarlo completa111ente. 

Los geles se calientan 1 igeramente durante este período pero sin daño not§ 

ble. 

Los geles claros terminados, con las bandas de proteínas, deben alma­

cenarse ba;o ayua en tubos de ensaye tapaaos de 10 x 75 mm. 

La intensidad de la banda puede ser cuanteada por un contador espe---

41 



1 

cla1.<Sl 

Todas las electroforesis ae hicieron a 300 Vl:llta y 50 mA y se decolo­

raron con acético al 3 ~. con 200 Yíllto y 50 mA. 

DETERMIMACION DE lllTROGENO,-

~ las muestras obtenidas de loa diferentes tipoa de extraccldn ae lea 

deter11ln6 el contenido de proteínas totales por el método de Kjeldahl. 
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R E .S U l T A O O S. 

Las figuras l a 18 representan: 

1.- Esquemas de los geles de acrilamida con las bandas de proteína -

después de la migración e1ectroforétlca de las muestras especlfi 

cadas en cada figura, extraídas con el solvente indicado al lado 
del origen de la muestra. 

11.- Esquemas de los gelo$ de acrilamlda con las bandas de proteína -
después de la migración electroforética de las mismas muestras. -

después del calentamiento. 

lll.- Esquemas de los geles de acri lamida con las bandas de proteína -

después de la migración electroforétlca de las mismas muestras -

después de la hidrólisis enzimática. 

También se señala el tiempo de duración oe cada electroforesis. 

Los esquemas, tanto el tamaño de las barras como el de las bandaa de 
proteínas, están representadas al tamaño orlylnal. 

En la siguiente tabla se informan las concontrnclones de protefnaa -



en cada una de las muestras de semillas, según el solvente usado en la ex­

tracción. 

ETANOL N11Cl 1 ' N11Cl 10 1' 

Alubl a 0.65 ~ t. 17 .,, 3.86 ~ 

Calabaza ~.69 ~ 0.68 % q.qq .,, 

Frijol 2.79 % 1.20 ~ 1. 55 1. 

Garbanzo o. 50 % o.as 'f. 1.2a 'f. 

Haba 0.32 % 0.13 'f. 0.82 .,, 1.97 % 

Lenteja 1.67 .,, o.a1 ~ q.97 % 

Maíz o.2a 'f. 1.29 ~ 0.13 .,, 0.37 .,, 

Soya 5.1414 % 1.28 .,, 7.'40 .,, 

Trigo 0.149 % 2.01 .,, o.q3 i o.is~ 



RESULTADOS Y CONCLUSIONES. 

La primera extracción con etanol fue pobre, pues solo se extrajeron -

proteínas del maíz, trigo y haba. Ho fue posible extraer proteínas de las­

otras semillas lo que rnuestra una similitud en las proteínas extraíbles con· 

etanol de las tres semillas mencionadas y la carencia de este tipo de pro-­

terna en el resto de ellas. 

La extracción con sulfato de amonio, a pesar de que es ásta una 10lu­

ción muy empleada para la extracción de diversas proteínas (en tejidos ani­

males por ejemplo), no fue muy buena. El más al to porcentaJe de :;.roteína -

con esta sal fue el de la soya con s.qq %, el frijol con 2.79 ~y el trlgo­

oon 2.01 %• Los demás están bastante por debajo de estas cifras. 

La diversidad de proteínas extraídas con solución de HaCI al 1 ~fue­

considerable comparando con las escasas especies proteicas obtcnl'ilaa con -­

otros agentes. Comparando esta extracción con una solución más concentra­

da de NaCI (10 %) se obtuvo en general mayor cantidad de protolnaa y mayor~ 

nómero de especies proteínas. 

Eo de hacer notar desde la extracción Inicial con estos dlferc:nteo -­

agentes de extracción, la diferencia en la riqueza de protefílas de laa oe--



•lllaa eacoglda1. En todos loa caaoa de extracciones, el mafz ae mueatra­

pobre en protefnaa, en cambio la aoya, el garbanzo, la lenteja y el haba,­

GOn de loa m'a ricas 9n protefna•, siguiendo las demás en grado un poco •1 

nor como puede observarse. Esto ea ~mportante siendo la mayor parte de -

ellas básicas en la dieta mexicana, comQ en el casú del mafz, trigo, frl-­

jol, lenteja, haba y gaabanzo: la alubia, semilla de calabaza y la soya -

son lilenoa emp 1 eadatS. 

Sabiendo que una proteína después de la hidrólisis (deanaturalizacldn) 

que sufre al ser sometida a cocción durante la elaboración de loa allmen­

toa, queda en forma más asequible para ser aprovechada, se realizó una hi­

drólisis de este tipo (ya especificada en el capftulo anterior) y )Qs pro­

tefnaa que ae pudieron detectar por medio de electroforesis poaterlor a la 

hidrólisis 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 e~trafda con sulfato de amo~io. 

La hidrólisis enzimática mostró dn algunos casos mayor nún1~ro de esp1 

eles proteicas: en semilla de calabaza, en trigo y en maíz extrafdo con -

HaCI al 1 % y en garbanzo extrafdo con NaCI al 10 %. 

En el caso de la soya, la lenteja y el haba extraídas con NaCI al 10~, 

siempre se obtuvo una gran cantidad de protefhas y despuás de la hidrdllais 

enzimática aparecen numerosas bandas de prote (nas, 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 proteolfticas. 

Vemos que estos resultados s1>n interesantes al tratar de correlacio-­

nar el comportamiento de estas proteínas con el valor biológico qua de --­

el las se ha determinado y que se menciona en el capítulo precedente. 
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Fi 1 
ALUBIA - Sulfato de amonio 

Thtmpo de 
electroforesis 

1.- 55' 

11.- 35' 

111 .- 37' 

J 

AL u B ~A - Na e 1 1 .,. 

1.- 65' 

11 .- 58' 

IU .- 56' 

1 

11 

11 

111 

111 



ALUBIA - NaCl \O•/. 
Tiempo de 

electrofornls 

J.- 71' 

11.- 80' 

111 .- 90' 

1 

FI . 2 

11 111 



Fi . 3 

CALABAZA - Sulfato dct amonio 

Tictmpo de 
olectroforetis 

1 

1.- 35' 

CALABAZA - NaCI 1 •/. 

J.- 115' 

JI.- 64' 

111.- 60' 

1 

11 

11 

111 

tll 



FI . 4 

CALABAZA - NaCl 10 •/. 

Ti4Hnpo de 
l•ctroforesis 

1 

1.- e2· 
u.- 12· 

111.- 10~· 

11 111 
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Fi . 5 

FRIJOL ... Sulfato dt- amonio 

Tiempo de 
electroforesis r 

r.- 35' 

11 .- 40' 

111 .- 31' 

JI m 

16-------:a...-.___ ___ _...--.L ____ ...&.. _____ ~_ . .,. ··-·· 

FRIJOL - Na CI 1 •¡. 

(.- 70' 

n.- 64' 

111.- 56' 

11 111 



FRIJOL - NaCl 10 •¡. 

Tiempo de 
electroforesis 1 

1.- 71 • 

u.- 74. 

Jll .- 62' 

Fig. 6 

11 111 



Fi . 7 

GARBANZO- Sulfato d• amonio 

Ti•mpo d• 
lectrofores· 

.... 39' 

11.- 35' 

111.-31' 

1 

GARBANZO - NaCl 1 •¡. 

I.- 60' 

u.- 54' 

111.-56' 

1 

11 

11 

111 

111 



Fi . 8 
GARBANZO - NaCl 10•/. 

Tiempo de 
electroforesis 1 

J.- 71' 

11.- 59' 

111.- 90' 

11 111 



Fig. 9 

HABA - Etanol 

Tiempo d~ 
ctletet roforctsis 111 

1 11 -
- ..-

1.:. 36' 

JI.- 30' 

111 .- 31' --
--

.. 

HABA - Sulfato de amonio 

1 11 m - - -
1 ,.. 39' 
11.- 35' 

111.- 37' 

~ 

~ 
~ ...... -= 



HABA - NaCl 1 '/• 
Tiempo de 

•lectrotoresis 

.. - 52' 

JI.- 54' 

111 .- 56' 

HABA - NaCI 10 '/• 

I.- 60' 

11.- 59' 

111.- 89' 

F i G. 10 

11 111 



Fig. 11 
LENTEJA - Sulfato de amonio 
Tiempo de 

•!ect roforesis 
1 

1.- 39' 

n .- 40• 

111.- 37' 

LENTEJA .. NaCl t '/• 

1... G&' 

n.- &4' 

111.- 66 1 

11 

ll 

111 

111 



FI . 12 

LENTEJA - NaCI 10 º/• 
Tittmpo de 

electroforesis 

1.- 85' 

u.- 74' 

• 111.- 90' 

1 11 111 



MAIZ - Etanol 
Tiempo de 

elec trotoresis 
1 -

1.- 39' 

JI.- 36' 

111.- 31' 

Fía. 13 

JI -

MAi Z - Sulfato de amonio 

1.- 35' 

u.- 40' 

111.- 37' 

1 - 11 

-

111 -

III -



MAi Z - NaCI 1 •/. 

Ti•mpo de 
elec t rotores Is 

1.- 80' 

11.- 54' 

111.- 60' 

MAi Z - NaCl 10 °/. 

I.- 41' 

11.- 27' 

111.- 34' 

1 

FI . 14 

11 111 

11 lll 



Fig. 15 

SOYA ~ Sulfato d• amonro 

Ti•.mpo de 
•l•ct rofornis 1 

1.- 35' 

11.- 35' 

111.- 31' 

SOYA - NaCl 1 •¡. 

1.- 60' 

11.- 54º 

111.- 56. 

1 

11 

11 

rn 

111 



SOYA - NaCl 10 •/o 
Ti•mpo de 

lctctroforer,fs 1 

1 .- 85º 

11.- 59• 

111 .- 62º 

Fig.16 

JI 111 

~:,.' . 



TRIGO - Etanol 

Ti ..-npo deo 
electroforesis 

1 .- 39• 

11 .- 30' 

111.- 37' 

1 

Fig. 17 

11 

TRIGO - Sulfato de amonio 

1.- 35' 

11.- 35• 

111.- 31' 

J 
- 11 

-

m 

111 
-



Fig. 18 

T RI GO - Na Cl 1 •¡. 
Ti•mpo de 
lectroforesis 111 

1.- 60' 

11 .- 58' 

Jll .- 60' 

TRIGO - Na CI 10•/. 

J.- 41' 

11 .- 40' 

111.~ 34' 

JI 

11 JU 




