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Las proteinas provenientes de las semilias de Mucuna
pruriens, al igual que las de otras semilias, son difi ­
ciles de solubilizar total mente. Sin embargo, la sclu ­
bilidad relativa en ciert os solventes, se ha utilizado
para su clasificaci6n.

Se ha logrado un progreso considerable en el cono ­
cimiento quimico de las proteinas; particularmente
en 10 relacionado a c6lm obtener un mayor fraccio­
namiento de las mismas, los aminoacldos que las
componen, 0 en 10 relacionado al papel que desern­
penan los grupos sulffdrilos en su estructura y an
muchos otros aspectos.

De particular lnteres se considara el fraccionamiento
de las protefnas mediante la filtraci6n en gel de
Sephadex .

Las tecnicas de fraccionamiento en Sephadex son
interesantes porque se ecompefian por una mejor
alteraci6n individual de las protefnas estudiadas y
porque el fraccionamiento depende de la forma y
tarnafic de sus rnoleculas, En el presente trabajo . se
ensay6 cierto numero de procedimientos diversos de
extracci6n, algunos de los cuales tuvieron axito en
otras semillas, luego sa estudiaron los extraetos me­
diante fraccionamiento en Sephadex y electroforesis
de disco en gel de poliacrilamida.

Las semi/las de Mucuna pruriens sa colectaron en los
departamentos de Santa Rosa, Jutiapa y Chiquimula,
en la Republica de Guatemala , Centrcarnerlca.

Las semillas fueron sametidas a extracciones suce­
sivas, utilizando agua destilada, soluci6n de cloruro de
sadio a,2M, etanol al 70 por ciento y acldo acetldo
O,05N. Sucesivamente se centrifugO el extracto y se
suspendi6 el precipitado en el medio de extracci6n
siguiente, delandolo estar a baia temperatura por
varias horas.

En otro exper imento, las protefnas se extrajeron
util izando solucion tampon de pirofosfato de sddio
O,OlM a pH7,O y luego hidr6xido de sadio O,1NJLas

prote/nas asl solubilizadas fueron caracterizadas de
acuerdo a su precipitaci6n relativa con acido tricloro
acetico, al 20 por ciento. Asimismo se lIev6 a cabo
por separado una extracci6n con una urea 8M, con­
teniendo 0,1 M de lauril sulfato de sodio. Despues de
la extracci6n, las proteinas fueron determinadas por
el rnetodo de Lowry.

La filtracion en gel se /Iev6 a cabo usando Sephadex
G-100 y la sarie de solventes enumerados en el Cua­
dro 1.

Para la elucion se us6 et mismo solvente, excepto que
para las fracciones de los extraetos en etanol, 70 por
ciento y acido acetido O,05N, sa utiliz6 soluci6n
acuosa de cloruro de sodio 1M.

Las columnas sa equitibraron primero con el eluente.
Los extractos sa concentraron por ultrafiltraci6n en
frIo y luego sometidos a cromatograffa en columna
de Sephadex.

Las densidades opticas de los eluidos se midieron a
280 mfA.

La eleetroforesis se realiz6 de acuerdo a la teenica del
Dr. Ornestein, en un aparato para electroforesis de
Disco "CANALCO" Modelo 12, usando gel de acri­
lamida, 7 por ciento. EI gel al 7 por ciento se prepar6
de acuerdo a 10 especificado en et Boletin de la
CANALCO.
Las saluciones sa desgasificaron y fueron puestas en
tubos de pyrex (vidrio refractorio) de 6 mm x 6 cm y
se dej6 que se efectuara la polimerizaci6n del am­
biente. El gel se insert6 a pH8,9 y se corrie a pH9,5.
Se utiliz6 una corriente de 4 ma por disco prove ida
por generador de la Buchler Instruments. La electro­
foresis sa detuvo cuando el frente formado por el
colorante trazador Azul de brornotenol (0,005 por
ciento) emigre una distancia de 5,5 cm en unos 40
minutos.

Tecnicos del Institute Centroamericano de Investigaci6n y
Tecnologia Industrial, (ICAITII.



Cuadro 1. Extracci6n por solvente "Cliisico" ( porcentaje de la composici6n de pmtefhasl

Solvente Protefna Partes de la planta (% de proternas)

Tallo Hojas Pericarpio del fruto Semillas

Agua Albumlna 18 15 24 48

MaCI 0.2 M Globulina 7 10 17 27

Etanol 70 % Prolamina 15 10 9 3

Acido Acetico Glutelina 2 4 4 4
0.05 N

e

Los gales se removieron de los tubos de vidrio y se
coloraaron por una hora en una solucion de amilina
negra al 5 por ciento, disuelta en 'aido a~tico al 7 por
cianto. EI exceso de colorante Ie removi6 electro­
foreticarnente.

El Cuadro 1 muestra Jos resultados de las extracciones,
tanto individuales 0 separadas y las suoesivas basadas
en los solventes clasicos de Osborne.

EI contenido dealbuminas en las diferentes partes del
v~I vario de un 15 -45por ciento. EI porcentaje
rnds .elevado de albumina se encontr6 .en I. semillas,
yel m4s bajo, en las hojas.Las globulinas variaron de
un 7 - 27 por ciento y nuevam&nte aQui siJ poreen­
taje fue mayor en las semillas.

Las prolaminas 0 extraetoalcoh6lico estuvieron en
mayor contenido en al tallo y las hojss, mientras que
el mas bajo se encontr6 en las semillas.

Las glutelinas solubles en acidos dieron un contenido
porcentual relativarnente bajo y no hubo una dife­
rencia apreciable entre las diferentes Partes de la plan­
ta de Mucuna proriens. La extraccf6n con pirofosfato
de sedlo 0,01 M dio relativamente un porcentaje alto
de protefnas totales, perc 6stano es completa.tJn 56
por clento de las protefnas fueron precipitables en
acido tricloroac6tico y se mantuvieron solubles en
hidroxido de sodio 0,1 N. Los resultados de todo esto
se presentan en el Cuadro 2. Tambiin muestra los
.resultados en la extracci6n de semillas con urea 8M,
conteniendo 1 por ciento de lauri! sulfato de sodio,
Mediante este procedimianto se solubiliz6 y extrajo la
mayor cantidad de proterna.

Aparenternente una concentraci6n · mas baja de de­
tergente ani6nico aumenta la extracci6n completa. EI
Cuadro 3 muestra los resultados obtenidos en el
fraccionamiento de las proteinas de las semillas por
filtraci6n en gel.

EI extraeto acuoso rnostro los tres maximo5 debidos a
las albuminas. Uno en 130 ml, cuyo peso molecular se
determino en el rango de 60 - 70.000 (Figura 1). EI
segundo en 230 ml con un peso molecular aproxi·
made de 13.000 y el ultimo a los 420 ml, con un peso
molecular en el rango de 2 a 3.000. Lo ultimo se ve
que es debido a que ambas moleculas son de mucho
rMs bajo peso molecular, las cuales son extra(das con
agua destilada ·0 tal Vez algUilafraeci6ildealbllmh1as'
degradadas.

La Figura 2 muestra el fracclonemlentc de globulinas.
AI igual que en las albUminas, se obtwieron tras picos
principales. EI pica a los 140 ml represent6 la frac­
cion principal, con peso molecular aproximado,
oscilando en eJ rango de 40a 50.000, mientras que el
otro pico menor a los 250 ml representa un peso
molecular de 12.000. En el etanol aparecieron cuatro
picos (Figura 3), uno de los cuales en un volumen
vacfo,pr8SlITIiblemmte perteneclents a Lnl materia con
un pico arriba de 100.000 y un pico pequef'lo pero
emplio, a un volumen similar al pico del cloruro de
sodio. COn las glutellnas YP'ptidosse obtuvieron dos
plcos (Figura 4). EI pico mayor 58 obtwo a los 140
ml, con un peso molecular aproximado, en el rango
de 50 a 60.000 y otro pico menor a los 260 ml, con
un peso molecular en el rango de 10 - 11. 000. EI
extraeto obtenido en pirofosfato dB sodio mostr6 un
pica principal y varios secundarios (Figura 5). EI pica
mayor fue Iigerarnente amplio, iricluyendo amplio
.,.,.gen de proteinas, con un peso molecular de 40 a
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80.000. Se observ6 un patr6n similar en la extracci6n

con urea 8M (Figura 6). EI pico mayor eluy6

a los 110 ml, con un peso molecular aproxlrra­

do de 94.000, mientras que otros dos picos mayo­

res con un peso molecular que oscila entre 65.000

y 250.000, respectivamente. Se obtuvieron algunos

otros picos menores, y Probablemente 58 debi6 a

diso<;iaci6n de proternas durante el proceso de extrae­

cion. Pesos moleculares aproximados se muestran

en el Cuadro 3, los cuales se determinaron por

comparaclen con patrones individuales de las si·

guientes prote(nas: aldolasa, celulosa, fosfatasa acida,

jJ gluC9Sidasa, -<amilasa, pectin metilesterasa, al·

bUmina bovina y citocrorno C. Las ,fracciones obte·

nidas despuM de la filtraci6n en gel tambi6n fueron

corregidas por electroforesis. La Figura 7 muestra

algunos de estos resultados.

Sa encontr6 que la movilidad electroforetica de es­
tas bandas fue proporcional a sus tamaftos mole­

culares relativos y al patron de eludici6n de las

fracciones.

Parece ser que alguna disociaci6n pudo haber ocurri­

do en la soluclen de urea 8M, por el hecho de

que ninguna protefna muestra un peso molecular

mayor de 95.000 en ese solvente, mientras que las

fracciones de prolaminas tienen pesos moleculareS

superiores a 100.000.

Tarnblen en la urea se presentaron pesos molecu­

lares de 94.000, 65.000 Y 25.000. Esto se debi6

a su propia disociaci6n. Es alga dudoso tratar de

identificar las protelnas extraldas con urea, cuarido

58 comparan los resultados obtenidos al usar sol·

ventes clasicos como medios de extracci6n.

Sin embargo, es posible que la mayor fracci6n

extrafda con urea, de peso molecular de 94.000,

incluye lafraceion prolamina de 87.000.

Esto no proporciona ningun intento de clasificacion

de proternas extrai'das con urea, como se hara con

las extra(das' con solventes clasicos.

Cuadra 2. Extracci6n de protelnas de las semillas de Mucuna pruriens, por varios solventes.

SOLVENTE PROTEINA % DE PROTEINA TOTAL
EXTRAIDA

54

Agua Albumina

NaCIO.2M Globulins

Etanol 70 % Prolamina

Acido Acetico '0.05 N Glutelinas

Pirofosfato de Socio 0.01 M Soluble
con 0.7 %de mercaptoetanol

NaOH 0.1 M Soluble

Urea 8 M con 0.1 % de lauril Soluble
sulfato s6dico

48

27

3

4

68

56

92



Cuadra 3. Fraccionamiento deproteinas de las semillasda mucuna pruriens por "filtraci6n en gel"

, ~Ivente

Volumen

vac(o (ml) Fracei6n Filtracl6n en Gel de Sephadex G';"100

Componente
No.

Volumen de
Elucl6n

P.M. Range
Ix1031

AGUA 78 ALBUMINA 1 130 64

2 230 13

3 420 3

NaCI 0.2 M 95 GLOBULINA 1 140 52

2 250 12

3 280 9

ETANOL 70% 96 PROLAMINAS 1 40 100

2 110 94

3 250 12

4 390 2

ACIOO ACETICO 95 G,LUTELI NAS 1 140 52

0.05N 2 260 11

TAMPON PIROFOSFATO 80 SOLUBLE 1 130 40-80

DE SOOIO 0.01 M 2

UREA 8M CON 0.1 % DE 78 SOLUBLE 1 110 94

LAURIL SULFATO SOOICO 2 150 '46

3 210 25
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Han sldo separadas las proteinas solubles de las semi­
lias de Mucuna pruriens usando tecnicas de flltraelon
en gel y eleetroforesis. Sin embargo, la heterogenei­
dad de los extractes proteicos, aun despues de un
fraceionamiento preliminar,ha llrnltado la evaluaci6n
de estos resutados.

Mientras tanto, se hicieron intentos para extraer y
purificar los extractos protelcos solubles en agua, por
aplieacion de la cromatcqratfa de mtercemblolonlco,
usando dietilaminoetil celulosa (DEAE Celullose), en
cornblnacicn con la tecnica de filtraeion en gel,
usando Sephadex G-100. Se esperaba que tal estudio
revelaria la naturaleza de las principales albuminas, las
cuales representan la fracci6n principal de las pro­
teinas totales. Se hizo tambien un intento para seguir -,
las etapas de purificaci6n con estudios eleetrofore-

tieos y determinar algunas de las caraeteristicas fisicas
y qufrnlcas dela principal fraecion dealbumina.

Las semillas de Mucuna prurienscoleetadas en los
DepartamentOs de Santa Rosa, Jutiapa y Chiqui mula,
de la Republica de Guatemala, C. A., fueron homo­
genizados en agua destilada fria. EI homogenizado fue
dejado en repaso toda la neche, a 4"c, y luego cen­
trifugado a 2.000 x g. EI sobrenadante asi obtenido
fue concentrado par ultrafiltraci6n, pasandolo a
traves de una membrana uM-2 a 4°C.

EI extracto concentrado se aplic6 en una columna de
DEAE Celulosa, ' previamente lavada -y eluida con

Tecnlcos del Institute Centroamerlcs'no de InvIStigaci6n V
Tecnologis Industrial, (ICAITIl.




