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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.
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tampon de pirofosfato 0,01M de pH 7,Ooon ungrndien1l!
linear de 25 uM - 300 uM de cloruro de sodio. EI
eluado fue oolectado en fraclones de 10 ml, y su
absorbencia leida a 280 mM. Una parte del eluente se
uS6 para determinacion de proteina por el metodo de
Lowry et al. La mayor fracclon, basada en la concen
tracion de la protefna' fue recolectada, concentrada
por ultrafiltrecien y cromatografiada en Sephadex
100. EI agua destitada se uso para eluir las proteinss
durante el proceso de flltracien en gel. Las fracciones
obtenidas por DEAE Celulosa en columna y por
taenicas de filtracicn en gel se usaron para su estudio
por electroforesis.

La eleetroforesis se practic6 en un aparato vertical
obtenido de CANALCO INDUSTRIAL CORP., ·de
acuerdo a los metodos de ORNSTEIN Y DAVIS. La
concentraci6n de acrilamida fue de 7,5 por ciento y
sa aplic6 un potencial de 5 mA, por tuba durante 45
minutes, EI revelado de color se hizo con anilina
azul-negro y el exceso de esta se hizo electrotoretl
camente.

La toncentraci6n de protelnas en el gel sadetermin6
densitometricamente. EI punta isoeletrico de \a
fracclon de alburnlna purificada se determin6 por
reaeelen de la proteina en la respectiva fraecicn con
DEAE Celulosa y CM 5ephadex.

Los experimentos preliminares en el fraccionamiento
de proteinas de semillas, solubles en agua por croma
tograHa en DEAE Celulosa (Fig. 1) demostrsron que
la mayor cantidad de componentes solubles en agua,
es eluida con tampon pirofosfato con un gradiente linear
de 25 uM de NaCI.
Un imalJsis de esta fraccion concentrada, por elec
troforesisde disco en gel de poliacrilamida, (Fig. 38)
muestra la presencia de dos bandas an6dicas a pH 9.5,
tambien hay dos bandas catodlcas de movilidad lenta,
cornponentes de esta fraccicn.

Laconcentracten .de componentss catedlcos fUG de
3-4 veces aproximadamente, la de los componentes
asociados con el anode (Fig. 4). La Figura 380frece
un panorama del proceso de fraccionamientos con
DEAE Celulosa en base al numero de bandas apars
cidas en ' cornparacinn con la Figura 3A; el numero
total de bandas aparecidas en el extraeto acuoso de
semillas (concentrado) es de 9 (Figura 3A), de las
cuales tres en el centro, mientras que las otras seis
se dividieron: tres al anodo y tres al catcdo,

Las investigaciones Preliminares indican que la filtra
cion en gel de Sephadex G-l00 no efectuo una
separaci6n clara de atbumlnas presentes en el extracto
acuoso. Parece sin embargo, que tal separaclen as

' posible por el uso de una materia prima menos com-
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Figura 1. Cromatografia preparativa en Deae-celulosa del extraeto acuoso de semillss de 'Mucuna pruriens.

EI extracto acuoso fue concentrado a 5 nil por ultraflttracicn, El concentrado fue colocado enta
columna de Deae-ealulosa (78 x 2.4 em) V eluido con buffer fosfato 0.01 M pH 7.0 Y con un
gradiente linear de NaCI de 25-300~ MImi preparado en el mismo buffer. Se coleetaron fracciones
de 10 ml, se levo D.O. a 280J'i my se determine contenido de proteina en cada una por el metodo
de Lowry et al.
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pleja; por 10 tanto, la fraccien pasada por DEAE
Celulosa, que contiene la mayor cantidad de albu
mina, sa sometlo a filtracion en gel de Sephadex
G-100. EI perfil de elueien para un experimento 1(

pico de esta naturaleza se muestra en la Figura 2. Las
protefnas del primer maximo se eluyeron inuy cerca
mente al volumen vacio, perc debido a su muy pe
queno tamaiio, este maximo puede considerarse como
insignificante. EI segundo maximo contiene las
albuminas, ' las cuales parecen sar cercamente homoge
neas electroforeticamente (Figura 3C V Dl.
Un ensayo de protefnas por el metodo de Lowry, en
la fraceicn de la columna de Sephadex G-100 indica
que dos tercios de la protelna total que sa uso par,!
fraccionamiento pertenecen al segundo maximo. Las
movilidades eteetroforeticas (Cuadra 1) de las dos
bandas aparecidas muy cercanas podran representar
una sola protefna. Por comparacibn con la proteina
patron en filtracion en gel, se deduce que es la de mas
bajo peso rnoleculer.eprcximedarrente, en el rangode
11-12 I 000. EI punto isoelectricc (Cuadro 1) esta
i~mbien muy cercano mas 0 menos 5.2 - 5A.

La '.composition en amlncacldos de las alburninas
purificadas (Cuadro 2) son similares a las albuminas

de las semillas totales; son deficientes en rnetionina y
triptefano, perc contienen el mas alto porcenta;e de
Iisina. Las albuminas de vicia faba, frijol de soya y
otras leguminosas relacionadas, tales como cassia
sianea y albizia lebbek, son nutricionalmente com
pletas.

Las caraeterfsticas fisicas y qu(micas de las dos pro
tefnas no dejan ningun intento p8ra que puedan puri
ficarsaposteriormente, debido a su dificultad. Las
similitudes pueden deberse a que las albuminas tengan
funciones especificas y comunes, hasta ahora desco
nocidas.
EI nechooa que dos albuminas son eliJidas en un solo
maximo de la columna Sephadex G-100, coincide
con la escasa variacion de su peso molecular. La dife
rencia en 'movilidad electroforetica podr(a saradscrita
a la eScasa diferencia en la composlclen de sus amino
acidos.
Finalmente, los estudios relacionados con la ultra
centrifugacion y electroforesis ·en gel de pol iacrila
mida podran dernos una informacion mas precisa
acerca de la naturaleza de estas proteinas mayores.
Podrs ser tambien interesante, determinar supapel
biol6gico y funcional en el desarrollo de la semilla.
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Fraccionamiento de las albuminas de Ie I8milla de Mucuna Pruriens por filtraci6n en gel con Sephadex Gl00.
La fraccl6n I·A de to columna deae-celulosa (tuOOs det ~12) fuaron combinadas concentradas per ultrafiltracion y
cromatografial,1as en columna de sephadex G-l00 (78 x 2.4 em).

Figura '2.
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r----... +
+- 0.95

+- 0.89
+- 0.82

+r--.....
t====1 +- 0.92

Cuadro 1. Puntos isoelectricos V pesos moleculares
de Mb 0.34 V 0.35 t

~~ +- 0.5 'l= +- 0.46

+- 0.36

Movilidad Punto Peso

+- 0.64 electroforetlca isoelectrico molecular

+- 0:5'
0.34 0.54 12,000

+- 0.42
0.5~+- 0.30 0.35 , ',000

La movilidad ellctrofor6tica del azul de bromofenol en
el sisteml 51 Bsuml6 de 1.

f~~~~ +- 0.09~ 0.06
0.03

Extracto de
Albumina 3A

Fraccion IA
Columna
Deae·celulosa 38

Cuadro 2. Amllisis de amino acldos an hidrolizados
combinados de albumlnas"
Mb 0.34 y 0.35

+ +
Amino acido Albuminas

0.34 V 0.35
J-lJevos Frijoles

Modelo de la etectrotoresis de albuminas
de los axtractos de semilla: deae-cetulosa
frecclen IA Y fracciones IIB de sephadex
G·100.
La migracion en el ,gel de poliacrilamida
se lIevo a cabo con un sistema de buffer
de tris-glicina pH 9.5. La eoncentraelen
de acrilamida fue de 7.5 par ciento (PNI.

Sephadex G-1 00
II 8 . 26

3C

Figura 3.

0.34 +- 0.35

Sephadex G~'00
118 • 27

3D

Acido aspartico 2.1

Lisina 8 7.2 4.0

Treonina 6.2 4.3 2.2

Triptofano 1.5 0.8

Serina 5.0

Histidina 3.8 2.1 1.7

Acido glutamico 1.9

Prolina 1.7

Glicina 7.3

Alanina' 8.5

Cistina 5.2

Metionina ,2.5 4.1 1.4

Iseoleucina 9.8 8.0 4.0

Valina 5.6 7.3 4.0

Tirosina 6 4.5 4.4

Fenil Alanina 6.4 6.3 5.1

Arginina 7.8 6.4 9.4

Leucina 7.4 4.2 6.4

• Amino 6eidos expresBdos en porcentaje calculados del
totel de amino acidos recuperaoos.
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Figura 4. Recorrido densitometrico en gel de Disco con compuestos proteinicos de la fracclen DEAE Celulosa
fA y su relacicn con la movilidad etectroforetlca y tamailo molecular.
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En el laboratorio sa extrajeron y fraccionaron las pro
teinas de las semillas y los pericarpios de los frutosde
Mucuna pruriens, mediante la filtraci6n en gel an
Sephadex G-l00. (EI Sephadex sa basa en la porosl
dad) .

Se encontr6, sin embargo, que ,es dificil obtener una
info rmaci6n precisa concerniente al numero de
componentes de la proteina y su concentraci6n. A
rnenudo algunas proteinas son eluldas en al mismo
pico durante la filtraci6n en gel, 10 cual provoca
interpretaciones erroneas de los datos que sa obtie-

nen, a menos que asta tecnica sa acompafia de otros
estudios tales como la electroforesis.

En el presente trabajo se desea presentar los datos
obtenidos, concernientes a la composici6n de todas
las fracciones obtenidas de las semiIIas, mediante
axtracciones sucesivas con: agua, soluci6n acuosa de
cloruro de sodio 0,2M, tamponada a un pH 7, etanol
al 70 por ciento, acido a~tico 0,05N; asi tambian las

1 ncnicos del Instituto Centroamericano de Invllsti9l1cion y
Teenologla Industrial, "CAITO.
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