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Resumen 
 

La proteómica ha empezado a ser una importante herramienta en el estudio de 

la biología molecular de las plantas, en los últimos años se ha estado 

renovando constantemente para responder principalmente a la cuestión de la 

función de las proteínas expresadas en un organismo vivo, para la descripción 

de procesos biológicos, metabólicos, fisiológicos o patogénicos. El objetivo de 

esta investigación fue establecer y evaluar tres protocolos modificados Chen 

(Chen et al., 2012), QB (Ni, 1996) y TCA (Alcántar-Aguirre, 2013),  para el 

análisis de perfiles proteómicos en las plantas: Moringa oleifera, Canavalia 

ensiformis y Crotalaria longirostrata y también se cuantifico el porcentaje total 

de proteínas en cada una de las especies vegetales por medio del método de 

Bradford y con la técnica de electroforesis SDS-PAGE se determinó el peso 

molecular de las proteínas en cada planta. Los resultados indicaron que el 

protocolo Chen fue el más eficiente en comparación con los otros protocolos 

evaluados. Este protocolo emplea el compuesto detergente Tris-HCl como 

agente solubilizante, que permite obtener la mayor cantidad de proteínas 

celular. El porcentaje total en extractos proteicos obtenidos a través del 

protocolo Chen fue de 28.7% para M. oleifera, 23.36% para  C. ensiformis y 

23.28% para C. longirostrata. Por el contrario, el porcentaje de proteínas totales 

usando los protocolos QB y TCA fueron significativamente menores. La 

electroforesis SDS-PAGE permitió separar bandas definidas con pesos 

moleculares de 37 kDa para las proteínas de M. oleifera, 47 kDa para C. 

ensiformis y 40 kDa para C. longirostrata. El protocolo recomendado por Chen 

et al. (2012), fue el más adecuado para estudios proteómicos en plantas 

leguminosas y oleaginosas de importancia agroindustrial en Chiapas, 

considerando la eficiencia para obtener material proteíco de calidad para las 

diversas pruebas de caracterización  y estudio de proteínas en plantas.
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1. Introducción  
 

Las plantas han sido empleadas por cientos de años para propósitos 

medicinales y nutrimentales. Actualmente, la biotecnología vegetal se ha 

expandido masivamente, debido a la implementación de nuevas herramientas 

de ingeniería genética y biología molecular que han permitido el mejoramiento 

de cultivos de tejidos vegetales bajo condiciones controladas, dando origen a la 

producción de materiales de alto potencial clínico e industrial (García, 2010). 

Así mismo, en la actualidad las leguminosas han cobrado gran importancia 

tanto en la alimentación humana como animal, debido a sus propiedades 

nutritivas, bajo costo y por los efectos fisiológicos asociados a su ingesta, 

cualidades que las convierten en un producto básico, especialmente en la 

población de bajos ingresos de países en vías de desarrollo, como México 

(Silva-Cristobal, 2007). Estas plantas tienen un alto valor económico en la 

agricultura, ya que se utilizan para procesar: aceites, fibras, combustible, 

madera, medicamentos, productos químicos y variedades hortícolas (Lewis et 

al., 2005).Tienen un papel importante en el medio terrestre, debido a que son 

fijadoras de nitrógeno, independientemente que formen nódulos en la raíces 

con rizobios simbióticos (Sprent, 2001). 

En América Latina existen reportes de una variedad inmensa de especies de 

leguminosas como Canavalia ensiformis y Crotalaria longirostrata (Chipilín). 

Canavalia ensiformis es una planta de altos rendimientos en granos y forraje, 

constituye una de las especies más utilizadas como cultivo de cobertura y 

como abono verde (Puerta et al., 2008; Crespo et al., 2011). Se han realizado 

diferentes estudios de la planta Canavalia, donde se reporta que tiene un 

principal aminoácido libre en el grano llamada Canavanina (ácido2-amino-4-

guanidinooxy butanoico), es un aminoácido no proteico análogo a la arginina. 

Sus propiedades toxicas se deben a esta similaridad estructural, ya que infiere 

con el metabolismo de la arginina, inhibe la síntesis de proteínas, bloquea la 

síntesis de RNA y DNA, afecta el sistema inmune y es un potente anti-

metabolito que resulta tóxico a diferentes tipos de organismos, es por ello  que 

esta leguminosa no es comestible para los humanos (Van-Balgooy, 1987). Sin 

embargo, a pesar del efecto tóxico de la Canavalia ensiformis, esta planta es 
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una  fuente potencial de proteína y energía para los animales, por lo que se ha 

intentado eliminar o reducir la cantidad de este componente por medio de 

tratamientos tanto físicos como químicos, a niveles que permitan su inclusión 

en dietas comerciales (Martín et al., 2009). 

Crotalaria longirostrata (Chipilín) es una planta que se cultiva en el estado de 

Chiapas principalmente como platillos en la cocina tradicional (Breedlove, 

1986). Adicionalmente, esta leguminosa es altamente demandante por su alto 

potencial proteico y por su uso comestible es debido a que la desnutrición hoy 

en día es un problema que aqueja principalmente a las zonas de bajo recursos 

económicos y con abastecimiento alimentario escaso e insuficiente (Chízmar, 

2009); por eso es una alternativa en algunas comunidades del estado de 

Chiapas. Por lo tanto, su implementación puede mejorar el estado alimenticio 

de la población; y al elaborar productos a base que amplié su vida útil, con 

técnicas de conservación de los alimentos, económica y sencilla de realizar 

(Camarillo-Castillo, 2013). 

Además, estas dos leguminosas se caracterizan por su capacidad de fijar 

nitrógeno atmosférico en simbiosis con los rizobios favoreciendo el crecimiento 

de otros cultivos acompañantes, incrementando el valor nutritivo y alimentación 

de los mismos (Martín et al., 2009; Córdova-Sánchez et al., 2011). La 

utilización de este cultivo en la ganadería y en la agricultura permite el 

desarrollo de ambos y la protección del medio ambiente. 

Por otro lado, la Moringa oleifera es una oleaginosa debido al alto contenido de 

aceite, su capacidad de resistencia a la sequía y el potencial agronómico 

siendo un árbol cultivable en regiones áridas y semiáridas (Rajas et al., 2011). 

Esto es de particular importancia debido a que hoy en día se sabe que las 

condiciones climáticas ya no se rigen por las temporadas, esto debido a que 

con el paso del tiempo las estaciones del año han cambiado radicalmente de 

un clima caluroso en invierno hasta una sequía en verano. Como es conocido 

las semillas de la Moringa contiene un alto valor de  proteínas, con capacidad 

coagulante, esta tecnología se ha fusionado con el tratamiento de aguas,  que 

es de gran importancia, ya que la falta de agua dulce en nuestro planeta es una 

problemática real causada principalmente por la escasez de lluvias (García-
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Fayos, 2007).Todas las partes de la planta de Moringa son comestibles desde 

las hojas hasta la raíz. Los estudios de Moringa han ido incrementando 

conforme los años debido a su importancia nutricional ya que el contenido de 

vitaminas y minerales, y principalmente el contenido de proteínas es muy 

sobresaliente destacando que en esta planta se encuentran todos los 

aminoácidos esenciales (Mathur, 2005). 

Así, es conocido que las proteínas se encuentran entre las biomoléculas más 

estudiadas en plantas (Chambers et al., 2003), por lo que la Moringa oleifera, 

Canavalia ensiformis y Crotalaria longirostrata (Chipilín) representan un papel 

muy importante por su alto contenido de proteínas, vitaminas y minerales, 

fósforo y hierro (Matín et al., 2009; Camarillo-Castillo, 2013; Rajas et al., 2011). 

Recientemente, la proteómica es una importante herramienta indispensable 

para el estudio de la bioquímica de las plantas con potencial nutritivo, para la 

descripción de procesos biológicos, metabólicos, fisiológicos o patogénicos. 

Algunos autores (Vihinen, 2001; Cánovas et al., 2004; Newton et al., 2004) 

describen el periodo actual como “la era postgenómica”. La proteómica se está 

renovando constantemente para responder a la cuestión de la función de las 

proteínas expresadas en un organismo vivo, experimentando, en los últimos 

diez años, una explosión de nuevos protocolos y plataformas con las continuas 

mejoras realizadas en todas las fases del flujo del trabajo, a partir del 

laboratorio (tejido y fraccionamiento de la célula, la extracción de proteínas, el 

agotamiento, la purificación, separación, análisis de espectrometría de masas 

(EM) y terminando en el ordenador algoritmos para la identificación de 

proteínas y herramientas bioinformática para el análisis de datos, bases de 

datos y repositorios). 

En el sentido más amplio, el proteoma se puede definir como el conjunto total 

de las proteínas presentes en una unidad biológica (orgánulo, célula, tejido, 

órgano, individuo, especie, ecosistema) en cualquier etapa de desarrollo y bajo 

condiciones ambientales específicas (Chevallet et al., 2007). Un experimento 

en proteómica está basado; en la preparación del diseño experimental, toma de 

muestra, el tejido, célula u orgánulo, la extracción de proteína, purificación, 
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separación, el análisis en EM y la identificación de la proteína (Richert et al., 

2004).  

En muchos de los tejidos vegetales el análisis proteómico es una de las 

herramientas básicas para la separación e identificación de proteínas usando la 

técnica de Dodecil Sulfato de Sodio Electroforesis de Gel de Poliacrilamida (por 

sus siglas en inglés, SDS-PAGE) es de gran importancia para la separación de 

las proteínas. También se han utilizado para estudiar la relación evolutiva de 

varios cultivos de planta (Ravi et al., 2003). Por lo tanto el siguiente estudio 

proteómico establecerá el diseño de tres protocolos de extracción de proteínas 

y la caracterización de las mismas para comparar la eficiencia de cada método 

de extracción así como saber el porcentaje de proteína de las plantas 

estudiadas y su peso molecular en kDa. 
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2. Marco teórico  
 
Las plantas son organismos eucarióticos autótrofos pluricelulares, se conocen 

más de 300,000 especies, presentan una amplia diversidad debido a que 

desarrollaron la capacidad de habitar una gran cantidad de nichos ecológicos. 

Tienen un papel fundamental como productores de oxígeno y en la 

incorporación de C a la biósfera, a través de la conversión de CO2 en azúcares 

por medio de la fotosíntesis. Las plantas son capaces de adaptarse a 

condiciones adversas del medio ambiente de manera sorprendentemente 

compleja, rápida y eficaz. 

 
Las plantas son un grupo ampliamente estudiado en el campo de la biología 

vegetal y en la actualidad existe una gran cantidad de plantas producidas con 

diferentes fines. Las plantas pueden ser usadas como biorreactores para la 

producción de diversas proteínas. Durante varias décadas diversos sistemas 

de expresión han sido empleados para la producción de proteínas 

recombinantes incluyendo levaduras como Saccharomyces cerevisiae, 

microorganismos como Escherichia coli, algas, células, y animales. Sin 

embargo las plantas son un buen modelo gracias a sus bajos costos, 

estabilidad de la proteína, tiempo de producción, fácil escalamiento y obtención 

de productos recombinante (García, 2010). 

 
La producción de proteínas implica el uso de la biotecnología a diversos 

niveles, incluyendo métodos de transformación, control de expresión genética, 

expresión en diversas plataformas, selección de la proteína a expresar, su 

acumulación, mantenimiento y estabilidad (Obembe et al., 2010). 

 

2.1 Leguminosas 

Las leguminosas son plantas dicotiledóneas que pertenecen a la familia 

Fabacea, comprenden 750 géneros y 16 000-19 000 especies, de las cuales 

sólo 60 especies están domesticadas y ampliamente distribuidas en todo el 

mundo (Hedley et al., 2001; Hoover & Zhou, 2003). En México son el segundo 

grupo de plantas más diverso con aproximadamente 1700 especies y 135 

géneros, debido a que se encuentran en todos los tipos de vegetación, desde 
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aquellas que habitan en condiciones de extrema sequía y aridez, hasta las de 

selvas exuberantes y bosques de montaña (Estrada & Martínez, 2003). 

 
Las leguminosas han ocupado un lugar importante en la nutrición humana, 

especialmente en personas de bajos ingresos de países en vías de desarrollo.  

Son rica en proteína como la carne, tanto que han sido denominadas como la 

carne de los pobres (Tharanathan & Mahadevamma, 2003), ya que contiene 

entre un 17% y un 24% de proteína. A su vez, las leguminosas son reconocidas 

por su aporte en minerales y vitaminas.  

La mayoría de las leguminosas no contienen grasas y las que tienen suelen ser 

grasas insaturadas, el contenido puede variar dependiendo de la variedad y 

condiciones del cultivo, como el clima, la localización geográfica y tipo de tierra 

(Lee et al., 2007).  

Las leguminosas son una importante fuente de macronutrimentos y 

micronutrimentos, su consumo se relaciona con efectos fisiológico benéficos en 

el control y prevención de enfermedades (Tharanathan & Mahadevamma, 

2003). Una de ellas es el Crotalaria longirostrata (Chipilín) y Canavalia 

ensiformis. 

 
2.2 Crotalaria longirostrata (Chipilín) 

2.2.1 Descripción biológica de la planta 

El Chipilín es un arbusto delgado que a veces se mantiene por más de un año. 

Crece en posición vertical a 1.8 metros de altura, con ramas delgadas, 

verticales o arqueadas, casi cilíndrico y un poco peludo. El tallo a menudo se 

vuelve de color rojo oscuro a medida que madura. El conjunto de hojas son 

estrechamente alternas, de 18 mm de pecíolos, tienen tres, folletos oblongo-

ovaladas de tallo corto, 1.25-4 cm de largo, que son pálidas y sedoso en la 

parte inferior figura1. Las flores en forma de racimos de 15 a 20 flores que son 

amarillas teñidas de manchas marrones que llegan a 2.5 cm de largo (Chízmar, 

2009).  
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Las vainas acanaladas de chipilín son estrechas en la base redonda, con un 

agudo estaño en el ápice. En su madures, las vainas son finamente velloso, 

inflado de color marrón oscuro, y contienen 4-6 semillas y miden 3 mm de 

largo. La vaina cuando está completamente madura, sus semillas son de color 

arrojadas (Morton, 1994). Se propaga a través de la semilla durante la 

temporada de lluvias en los países de origen Salvador y Guatemala (Chízmar, 

2009). Las semillas se consideran tóxicas debido al contenido de un alcaloide 

cancerígeno, se presenta en 20% de las especies de este género. 

A pesar de su popularidad en la cocina mexicana el Chipilín  en Centroamérica 

del Sur en los E.U., todavía sigue siendo relativamente desconocido como 

cultivo alimentario. Esto es más probable debido al hecho de que se considera 

una planta nociva en  los E.U., donde es capaz de crecer, específicamente 

Hawai. El Chipilín también requiere una gran cantidad de nitrógeno para crecer 

en el noroeste. Este gran requisito hace que sea poco rentable para la 

producción y venta. Esto se debe a que el Chipilín en su entorno natural recibe 

Figura  1. Partes que conforman la planta de Crotalaria longirostrata 

(Chipilín) (CONABIO, 2013) 
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aproximadamente cinco veces más bacterias cuando se forma una simbiosis 

con relación a los rizobios adecuado a que el  Chipilín crezca de manera 

natural (Eckert, 2011). Por lo tanto, es rara la vez que se utiliza en los E.U. en 

los alimentos étnicos. Debido a esto no es común el Chipilín en los mercados 

estadounidenses. Sin embargo, con la creciente población de América Latina 

inmigrantes en el noroeste, E.U., ha habido una mayor demanda de 

ingredientes por sus alimentos nativos como Chipilín. Si el Chipilín se vuelve 

más popular puede ir creciendo en un ambiente controlado, que podría ser 

visto por su uso comestible en lugar de su falta de crecimiento. 

2.2.2 Ecología y distribución  
 

Crotalaria longirostrata es una planta leguminosa nativamente crecida en el sur 

de México y América Central. Específicamente en América Central, se cultiva 

en el Salvador y Guatemala. El Chipilín puede ser caracterizado como una 

planta perenne de hojas verdes que crece hasta aproximadamente un metro y 

medio de altura y tiene flores amarillas. El  Chipilín ha sido considerado como 

una de las 16 especies más importante de sus hojas comestibles en el mundo 

(Arias et al., 2003) debido a su alto contenido nutritivo ya que sus hojas son 

altas en calcio, hierro, tiamina, riboflavina, niacina, y ácido ascórbico (Morton, 

1994).  

2.2.3 Condiciones climáticas 

 
El  Chipilín es una planta tropical que florece en el sur de México y Centro 

América. El clima en estas dos regiones es estable y tiene una temperatura 

media de 22 ºC, durante todo el año, proporcionando un excelente ambiente 

para que el  Chipilín crezca. En E.U. el clima es diferente pero espectacular, 

con amplios rangos de temperatura de 0 a 24 ºC durante todo el año 

(Camarillo-Castillo, 2013). Sin embargo, no es sólo la diferencia del clima que 

disminuye el crecimiento del chipilín, también es la falta del tipo de bacterias 

fijadoras de nitrógeno que ayuda a la planta a florecer en el noroeste. 
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2.3 Canavalia ensiformis 

2.3.1 Descripción biológica de la planta 

Es una planta anual, erecta, con una altura de 0.6-2 m. Sus hojas constan de 3 

folíolos membranáceos en forma de huevo, son ovadas de 6 a 12 cm de 

longitud y de color verde oscuro figura 2. Presenta inflorescencia de hasta 30 

cm de largo con 10-20 flores de color rosa en pedúnculos. El fruto es lineal, 

ligeramente curvo de hasta 30 cm e indehiscente (Acosta & Hernández, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

Las semillas son elipsoidales, de 12-20 y de unos 2 cm cada una, de color 

blanco y suave con una cicatriz de semillas de color marrón que es alrededor 

de un tercio de la longitud de la semilla. Sus raíces tienen nódulos que fijan 

nitrógeno. Las semillas poseen una alta proporción de aminoácidos esenciales, 

a excepción de triptófano por lo que se puede incorporar en la dieta humana 

(en forma de harina, pastas y galletas), pero hay que asegurar un 

procedimiento adecuado para reducir riesgos de intoxicación. Por otra parte, se 

usa como fuente industrial de lectinas y ureasa. La semilla se utiliza como 

repelente para el control de babosas y las hojas controlan los zompopos 

Figura  2. Partes que conforman la planta de Canavalia ensiformis 

(Acosta & Hernández, 2012) 
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matando al hongo alimenticio que ellos cultivan. También se utiliza en la 

alimentación animal por ser importante fuente de gran valor energético y 

proteico (Acosta & Hernández, 2012).  

2.3.2 Ecología y distribución 
 
La Canavalia ensiformis es una leguminosa cuyo uso está destinado para 

cultivos de cobertura, producción de biomasa, abono verde y alimento de 

animales gracias a la facilidad de adaptación, tolerancia a la sombra, 

resistencia a la sequía y condiciones de humedad que esta planta posee 

(Martín et al., 2009). Se encuentra en las regiones tropicales, subtropicales 

como en África Occidental, Asia, América Latina, América del Sur, la India y 

Pacífico-Sur (Saur & Kaplan, 1969). 

2.3.3. Condiciones climáticas  

Esta especie puede sembrarse entre 0 y 1800 msnm (aunque lo óptimo es 

hasta una altura de 900 msnm), con precipitación alrededor de 640-4200 

mm/año (el rango óptimo de precipitación es de 900 a 1200 mm/año) y 

temperatura de 15 a 30 ºC presentando como rango óptimo de 15 a 28 ºC. 

Sumamente resistente a la sequía aunque se adapta a condiciones húmedas. 

Tolera la sombra y moderadamente las inundaciones. La planta Canavalia 

tolera los suelos salinos, alcalinos y los ácidos (suelos con pH de 4.3 a 8.0 y el 

rango ideal de pH va de 5 a 6). También crece en suelos altamente húmedos, 

con textura de arenoso-franco a arcillosa y en los de baja fertilidad con poco 

contenido de fosforo. No tolera a los suelos que presentan altos contenidos de 

aluminio (Acosta & Hernández, 2012). 

 

2.4 Beneficios de la simbiosis leguminosa-rhizobium 
 
Las legumbres tienen una relación simbiótica especial con bacterias dentro del 

género Rhizobium. Las Bacterias de rizobios se dividen en dos grupos 

principales de proteobacterias, el alfa y beta (Weir, 2011). Los rizobios son 

bacterias del suelo, que fijan nitrógeno cuando se encuentran nódulos dentro 

de la raíz de la leguminosas (Jones et al., 2007).  
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Las leguminosas, como Crotalaria longirostrata (Chipilín) y Canavalia 

ensiformis, se caracterizan por la fijación de nitrógeno debido a que los rizobios 

son capaces de proporcionar a las leguminosas una fuente extra de nitrógeno. 

Los rizobios se proporcionan por alimento y refugio en la leguminosa. El primer 

paso en este proceso simbiótico está tomado por la leguminosa. La leguminosa 

excreta un compuesto llamado flavonoide. Un flavonoide es un pigmento 

vegetal, con muchas funciones, tales como atraer a los animales para la 

polinización, lo que indica a los rizobios ayudarles durante la etapa de la 

infección de la planta, y como un compuesto anti-hongos (Galeotti et al., 2008). 

Cuando el flavonoides alcanzan el suelo que provocan los rizobios para 

secretar nodulación. La leguminosa detecta los factores de nodulación, los 

pelos de la raíz de la leguminosa en el suelo empiezan a curvarse, y al hacerlo, 

atrapan a los rizobios dentro de la raíz del cabello. Una vez en la raíz del 

cabello los rizobios causan un hilo de la infección, lo que crea un camino para 

que los rizobios puedan viajar desde la punta del pelo de la raíz hacia la 

leguminosa interna. Una vez plenamente dentro de la leguminosa los rizobios 

inician un proceso de división celular alrededor de la rosca de la infección, la 

creación de un nódulo en la leguminosa. En el nódulo alrededor de los rizobios 

se diferencian en nitrógeno fijando bacterias, y comienza a fijar el nitrógeno en 

la leguminosa. A cambio de la fijación el nitrógeno los rizobios se proporcionan 

con el oxígeno y los hidratos de carbono (Jones et al., 2007). Este proceso se 

representa en la figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  3. Simbiosis de 
bacterias Rhizobium con 
leguminosas (Jones et al., 
2007) 
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2.5 Plantas oleaginosas 

 
Las plantas oleaginosas que contienen semillas tienen un alto contenido de 

aceites y otras grasas de los alimentos, que se utiliza como reserva de energía 

(Rodrigues et al., 2012). Las oleaginosas también poseen cantidades 

razonablemente equilibradas de carbohidratos, grasas y proteínas y son 

caracterizadas no sólo por su composición rica en aceites, sino también por su 

alto nivel de proteínas. El aceite puede ser extraído de las semillas de estas 

plantas utilizando la tecnología apropiada, que permita ser utilizado en la 

alimentación humana, animal y en la producción de biodiesel, que resulta una 

comida sin grasa de alto valor proteico (Rodrigues et al., 2012). 

 
Los lípidos son componentes biológicos que son solubles en solventes no 

polares y son insolubles en agua, entre los lípidos se encuentran los aceites, 

dicha denominación hace referencia únicamente al estado físico líquidos de los 

lípidos. Los aceites son esteres formados por la condensación (unión) de 

ácidos grasos con glicerol, son los compuestos más estables y no son 

fácilmente degradables (Cisterna, 2010). Como es el caso de Moringa oleifera 

que es una oleaginosa debido a la alta cantidad de aceite y contenido de 

proteína  presente en las hojas. 

 

2.6 Moringa oleifera 

2.6.1 Descripción biológica de la planta  
 
La Moringa oleifera es un árbol siempre verde de tamaño pequeño y 

crecimiento acelerado que usualmente alcanza de 10 a 12 m de alto. Tiene una 

copa abierta y esparcida de ramas inclinadas y frágiles, un follaje plumoso de 

hojas pinadas en tres, y una corteza gruesa, blanquecina y de aspecto 

corchoso. Se valora principalmente por sus frutas, hojas, flores, raíces, todas 

comestibles, y por el aceite (también comestible) obtenido de las semillas. Este 

cultivo puede ser propagado por medio de semillas o por reproducción asexual 

(estacas), aún en suelos pobres; soporta largos períodos de sequía y crece 

bien en condiciones áridas y semiáridas (Cáceres & Díaz, 2005).  
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Las hojas son compuestas, de unos 20 cm de largo, con hojuelas delgadas, 

oblongas u ovaladas de 1 a 2 cm de largo y de color verde claro; tienen 

cualidades nutritivas sobresalientes, que están entre las mejores de todos los 

vegetales perennes. El contenido de proteína es del 27%; además tienen 

cantidades significativas de calcio, hierro y fósforo, así como vitamina A y C. 

Las flores son de color crema, numerosas, fragantes y bisexuales. Miden de 1 

a 1.5 cm de largo. Éstas se encuentran agrupadas y están compuestas por 

sépalos lineales a lineal oblongo, de 9 a 13 mm de largo. Los pétalos son un 

poco más grandes que los sépalo figura 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las frutas son unas cápsula de color pardo, de tres lados, lineales y 

pendientes, con surcos longitudinales, usualmente de 20 a 45 cm de largo, 

aunque a veces hasta de 120 cm de largo, y de 2 a 2.5 cm de ancho que dan 

apariencia de vaina. Si se corta transversalmente se observa una sección 

triangular con varias semillas dispuestas a lo largo. Las frutas alcanzan la 

madurez aproximadamente 3 meses después del florecimiento. Las semillas 

Figura  4. Partes que conforman la planta de Moringa oleífera (Cáceres & Díaz, 2005) 
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son carnosas, cubiertas por una cascara fina de color café. Poseen tres alas, o 

semillas aladas de 2.5 a 3 mm de largo. Al quitar la cascara se obtiene el 

endospermo que es blanquecino y muy oleaginoso (García et al., 2013). 

Los compuestos de Moringa oleifera tienen una toxicidad muy baja, contiene 

como principios tóxicos benzil, ácido moríngico y ácido cianhídrico. La  corteza 

fresca contiene beta sistosterol y pequeñas trazas de alcaloides (Alfaro & 

Martínez, 2008).  

Las hojas frescas y machacadas aplicadas a la piel producen ampollas y 

quemaduras, el principio activo de las raíces es la espiroquina, y tiene una 

acción directa sobre el miocardio (García et al., 2013). Los cotiledones de la 

semilla presentan efectos tóxicos por inhibición de la enzima 

acetilcolinesterasa, el efecto tóxico probablemente debido a los constituyentes 

antimicrobianos; sin embargo, se considera que no constituye un riesgo para la 

salud humana a las concentraciones utilizadas con propósitos nutricionales, 

medicinales o de purificación de agua (Alfaro & Martínez, 2008).  

2.6.2 Ecología y distribución  

La Moringa oleifera es originaria de India y Bangladesh, se encuentra 

distribuida en las zonas del Sur y Sureste de Asia pasando por América Latina. 

Se adapta muy bien en los trópicos y subtrópicos (Radovich, 2009). La Moringa 

oleifera se asocia morfológicamente con la Moringa concanensis y con la 

Moringa peregrina, y se denominan "árboles esbeltos", por su figura estilizada y 

alta. Son especies principalmente asiáticas, originaria de las faldas del sub 

Himalaya (valles sub Himalayos), en el norte de la India, aunque pueden 

encontrarse hoy día a lo largo de todo el planeta (Fuglie, 2001).  

 
Se cultiva en las regiones tropicales de todo el mundo, la Moringa oleifera 

puede crecer en cotas de hasta 1,200 m sobre el nivel del mar, en colinas o 

laderas, aunque lo más normal es encontrarla en praderas y orillas de río. 

Puede llegar a alcanzar los seis o siete metros de altura en un año, con una 

recepción media anual de agua de 400 mm. 
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2.6.3 Condiciones climáticas 

 
El clima de una región influye significativamente en el crecimiento, desarrollo y 

productividad de las plantas. Es por ello que es indispensable conocer la 

respuesta fisiológica de esta especie a las condiciones ambientales para poder 

formular un sistema racional de siembra y manejo (Reyes-Sánchez, 2004).  

La Moringa oleifera es una planta de origen tropical y se desarrolla en climas 

secos, semiáridos, semi-húmedos y húmedos. Crece bien en alturas que van 

desde el nivel del mar hasta los 1,200 m de altitud y prospera en temperaturas 

altas, considerándose óptimas para un buen comportamiento las que están 

entre 24 y 32 ºC (Reyes-Sánchez, 2004).  

En Centroamérica se encuentra en zonas con temperaturas de 6 a 38 ºC. Es 

resistente al frío por corto tiempo, pero no menos de 2 a 3 ºC. En las 

temperaturas menores de 14 ºC no florece y solamente se puede reproducir 

vegetativamente (por estacas) (Armengol et al., 2010).  

El agua afecta el crecimiento y desarrollo de las plantas ya que actúa como 

constituyente, solvente, responsable de la turgencia celular y reguladora de su 

temperatura celular. La Moringa oleifera necesita al menos 700 mm anuales de 

lluvia aunque hay reporte de lugares del pacifico como Nicaragua donde con 

300 mm crece muy bien, pero tolera una precipitación anual de 500 a 1,500 

mm de lluvia anuales (Reyes-Sánchez, 2004). 

 

2.7 Estudio proteómico en plantas  
 
El término proteoma fue acuñado por primera vez en el congreso de 

Electroforesis Bidimensional de Siena (1994) y hace referencia al conjunto de 

proteínas expresadas por un genoma (Willam & Hochstrasser, 1997). En el 

caso de las plantas, el proteoma se correspondería con la expresión de 

proteínas de una planta, órgano, tejido, tipo celular u orgánulo en un estado de 

desarrollo determinado (Hochholdinger et al., 2006) y la proteómica se definiría, 

por lo tanto, como el análisis sistemático de la población proteica de dichos 

compartimientos (Pineda-Dorado, 2007). El proteoma de cada célula viviente, a 

diferencia del genoma, es dinámico, alterable en respuestas al estado 
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metabólico de la célula y a la recepción de moléculas señal intra y 

extracelulares; además muchas de las proteínas que se expresan son 

susceptibles de modificaciones post-traduccionales (PTM, post-translational 

modifications) (Newton et al., 2004). Por todo ello, surgió la necesidad de 

redefinir el término proteómica, en la que sea denominado era de la 

postgenómica, sugiriéndose que la proteómica representa el esfuerzo para 

establecer las identidades, cantidades, estructuras y funciones bioquímicas y 

células de todas las proteínas pertenecientes a un organismo, órgano u 

orgánulo; también estudiaría esta disciplina cómo estas propiedades varían en 

el espacio, el tiempo y bajo distintas condiciones fisiológicas (Kenyon et al., 

2002). 

La proteómica se está convirtiendo en una herramienta poderosa en la 

caracterización funcional de plantas modelo y cultivables, debido 

fundamentalmente a dos motivos: al aumento de la información de secuencias 

de nucleótidos (Whitelegge, 2004), la alta sensibilidad y rapidez en la 

identificación de proteínas por espectrometría de masas (EM). La velocidad, 

exactitud y sensibilidad de la EM supera a otras técnicas anteriores como la 

secuenciación mediante el método de Edman (1970). Debido a que los 

avances tecnológicos en proteómica son cada vez más accesibles, los 

esfuerzos por catalogar y cuantificar proteomas completos son paralelos a 

otras aproximaciones genómicas, transcriptómicas o metabólicas. La aplicación 

de los datos obtenidos mediante proteómica para catalogar genes, mostrar 

información sobre MPT (modificación post-traduccional) de los genes 

identificados y su localización subcelulares es particularmente interesante 

(Baginsky & Gruiseem, 2006), reconociéndose que la proteómica es el nexo de 

unión entre genómica, genética y fisiología (Zivy & Vienne 2000). 

2.7.1   Aspectos fundamentales en el estudio de la proteómica: 

 La proteómica de expresión es el estudio cuantitativo y cualitativo de la 

expresión o acumulación de proteínas entre muestra de una misma 

especie que difieren en el tratamiento. Con base en esto se pueden 

comparar los perfiles de proteína expresados en diferentes situaciones 

problema con el fin de caracterizar a nivel de proteína dicho evento. Por 
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lo tanto es una técnica comparativa de la que se puede obtener 

información de proteínas implicadas en transducción de señales y 

proteínas específicas de un estado fenotípico determinando de una 

enfermedad, generando herramientas para tratar el problema de una 

mejor manera (Girotti, 2010). 

 La proteómica funcional es el estudio de la función de las proteínas 

dentro de un sistema biológico y la regulación de su expresión dentro de 

ese sistema. Este tipo de proteómica incluye estudios de modificaciones 

postraduccionales y la afinidad ligando-receptor (Girotti, 2010). 

 La proteómica estructural implica la determinación y análisis de las 

estructuras tridimensionales de las proteínas expresadas, con lo cual se 

infiere la identidad molecular de la proteína estudiada. Esta clase de 

proteómica se ha potenciado por sus aplicaciones industriales, 

principalmente en la industria farmacéutica en la cual se buscan blancos 

para el uso de nuevas drogas (Girotti, 2010). Esta proteómica incluye el 

uso de técnicas de determinación de la estructura como difracción de 

rayos X, resonancia magnética nuclear (RMN) y métodos 

computacionales. 

 
 La proteómica ha generado gran número de revisiones bibliográficas, pero tan 

solo un 7% corresponden a proteómica vegetal (ISI Web of Knowledge, 2014). 

Agrawal et al. (2005) hacen una revisión de la proteómica de los órganos de 

plantas dicotiledóneas (Ephritikhine et al., 2004; Whitelegge et al., 2003) de las 

membranas vegetales, (Cánovas et al., 2004) sobre la interacción planta-

organismo simbionte, y también se han publicado revisiones completas sobre 

proteómica de los orgánulos vegetales en general (Cánovas et al., 2004, 

Newton et al., 2004; Rossignol et al., 2006) y de los plastidos en particular (Van 

Wijk, 2004).  

 
 
2.8 Preparación de la muestra 
 
Una buena preparación de la muestra, es conseguir extraer el máximo número 

de proteínas de una célula, tejido, órgano u organismo dados, es uno de los 

pasos más importante para lograr una buena extracción (Agrawal et al., 2005). 
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Se recomienda el prefraccionamiento, ya que puede reducir mucho la 

complejidad del extracto proteico, mientras que se enriquece de proteínas poco 

abundantes. Otro beneficio añadido es la información funcional que se obtiene 

determinando los comportamientos subcelular donde las proteínas están 

individualmente localizados (Bertone & Snyder 2005). Las proteínas se aíslan 

del resto de los componentes vegetales mediante diversos métodos, entre los 

que destaca el empleo de fenol o de acetona-tricloroacético (Shaw et al., 2003). 

La meta final es la solubilización de las proteínas en un tampón que se adecue 

al sistema de separación que se vaya a emplear. 

 

2.9 Extracción de proteínas 
 
La extracción de proteínas es el primer y más importante paso en un estudio de 

proteómica, los diferentes tejidos de las plantas contienen relativamente 

contenidos bajos de proteína, además la extracción se dificulta debido a la 

presencia de proteasas (seriproteasas y metaloproteasas), que degradan las 

proteínas  y de compuestos tales como polisacáridos, pigmentos, ácidos 

nucleico, lípidos y compuestos fenólicos, que pueden influir en la separación 

por electroforesis (Faurobert et al., 2007; Méchin et al., 2007). Las 

metodologías más utilizadas comprenden la extracción con solventes orgánicos 

como fenol (Wang et al., 2003; Faurobert et al., 2007), extracción con 

tampones acuosos en presencia de detergentes (Wei et al., 2009), o 

precipitaciones directas sobre el material vegetal sin una extracción previa, en 

donde el reactivo más utilizado es el ácido tricloroacético (TCA) disuelto en 

acetona (Ménchin et al., 2007). Estas metodologías se usan dependiendo de 

las proteínas de interés, ya que la solubilidad está asociada a la localización 

intracelular de estas. Para los estudios proteómicos, la comparación de los 

geles en dos dimensiones, técnica preferida para el análisis de la mezcla de 

proteínas debido a la rapidez del análisis y la calidad de los resultados, 

requiere de proteínas bien homogenizadas, en donde se deben de evitar rayas 

y manchas así como artefactos producidos por proteólisis. Por lo tanto, no hay 

una metodología global para la extracción, depende de muchos factores, una 

metodología que sirve para una planta no funciona igualmente para otra, por lo 

tanto la adecuación de la metodología de extracción del caso particular es 
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fundamental para el desarrollo del experimento. Finalmente, después de 

extraer el mayor número de proteínas se deben disolver en una solución 

compatible con el isoelectroenfoque, primera dimensión de este tipo de 

electroforesis (Faurobert et al., 2007; Méchin et al., 2007; Jorrín et al., 2009). 

La extracción y precipitación de las proteínas, y la preparación de la muestra 

para la electroforesis en dos dimensiones, debe de ser lo más simple posible 

con el fin de incrementar la reproducibilidad del experimento. La solubilización 

de la muestra se hace usando una solución que contiene un agente caotrópicos 

como Urea y tiourea, los cuales rompen puentes de hidrogeno e interacciones 

hidrofóbicas haciendo que las proteínas se desplieguen y se desnaturalicen 

aumentando la solubilidad de las mismas; además contiene detergentes no 

iónicos o zwiteriónicos como el CHAPS o el Tritón X-100, los cuales previenen 

las interacciones hidrofóbicas y evitan la formación de agregados de proteínas, 

y además son útiles en la solubilización de proteínas hidrofóbicas como las 

proteínas de membrana; debe contener agentes reductores como el DTT o el 

β-mercaptoetanol, para reducir y evitar la reoxidación de los puentes disulfuros 

tanto intra como intermoleculares logrando una completa desnaturalización 

(Ferrer-Navarro, 2005; Jorrín et al., 2009). 

 

2.10 Métodos de rotura celular 
 
El primer paso en el aislamiento de una proteína es la rotura celular, para 

posteriormente poder extraer la proteína con un tampón adecuado. El método 

de rotura a elegir depende de las características mecánicas del tejido o células 

de donde se va a aislar la proteína, así como su localización. Entre los métodos 

están: 

 Lisis celular: Válido para células sin pared celular como las células de 

tejidos animales, pero no es suficiente para células vegetales o 

bacterias. Consiste en suspender las células en una solución hipotónica 

(más diluida que el interior celular). Debido a la diferencia osmótica el 

agua difunde al interior de la célula, causando su hinchamiento y rotura. 

 Destrucción mecánica: Entre estos métodos se encuentran la 

homogenización (hacer pasar las células entre un tubo y un pistón de 
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vidrio que ajustan casi totalmente); moler en un mortero con arena o 

alúmina; molino con perlas de vidrio, la prensa de French (que hace 

pasar las células a gran velocidad a través de un pequeño orificio), la 

sonicación (someter las células a vibraciones de ultrasonido) figura 5. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 Congelación-descongelación. La rotura se produce al someter las 

células a un cambio brusco de temperatura, congelando primero a -196 

ºC (con nitrógeno líquido) para triturar el material vegetal) pasándola 

rápidamente a temperatura ambiente (25 ºC) (Towbin, 1979) . 

 

Tras la rotura o bien, si se requiere, durante el proceso de rotura, se utilizan 

tampones de extracción para solubilizar las proteínas. Pueden utilizarse como 

tales disoluciones acuosas de tampones específicos para proteínas solubles o 

bien que contengan además detergentes si se pretende purificar proteínas 

asociadas a membranas, si bien en este caso hay que cuidar que la enzima no 

se desnaturalice.  

Una vez que la proteína se ha extraído de su entorno natural está expuesta a 

muchos agentes que pueden dañarla. Los cambios bruscos de pH, ácidos y 

bases fuertes, temperaturas extremas y la acción de las proteasas (enzimas 

que hidrolizan los enlaces peptídicos) son los principales factores que pueden 

desnaturalizar las proteínas (García-Pérez, 2000). Para evitar o minimizar estos 

factores la manipulación de las proteínas durante el proceso de purificación 

Figura  5. Destrucción mecánica de proteína (Towbin, 1979) 
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suele llevarse a cabo en disoluciones tamponadas, a bajas temperaturas (4ºC) 

y se procura que el proceso sea lo más corto posible, además en ocasiones es 

necesario añadir el tampón de extracción agentes protectores de grupos 

funcionales específicos de la proteína o bien inhibidores de proteasas (García-

Pérez, 2000).  

 
El resultado de todos estos tratamientos es una lisis u homogenizado que 

contiene una mezcla de enzimas, membranas y células rotas. Esta preparación 

se somete a centrifugación 15000 rpm para eliminar los restos celulares y 

separar, el sobrenadante, que contiene las proteínas solubles, del precipitado 

que además de restos celulares también contienen proteínas asociadas a 

membranas y que para solubilizarlas requiere un tratamiento adicional con 

detergentes (Chen et al., 2012). En cualquier caso, la fase soluble (con o sin 

detergente) constituye el extracto crudo donde se encuentra la proteína de 

interés objeto de la purificación. A la hora de centrifugar hay que tener en 

cuenta que la centrífuga sea refrigerada, balancear los tubos y asegurarse 

siempre que los rotores estén fijos.  

 

2.11 Métodos colorimétricos para cuantificación de proteínas 

2.11.1 Método de Biuret 
 
Biuret (Gornall et al., 1949; Robinson & Hogden, 1940) es el método más 

antiguo para la cuantificación de proteínas y que está disponible 

comercialmente. Se trata de un solo reactivo  y una sola incubación de 20 min. 

El ión de cobre divalente en el reactivo forma un complejo con los grupos 

amida de la proteína y se reduce a un ion monovalente en virtud de 

condiciones alcalinas figura 6. El complejo púrpura formado absorbe a 550 nm 

y la absorbancia es directamente proporcional a la cantidad de proteínas. Por lo 

tanto, no es tan alto la interferencia de compuestos tales como ácidos nucleicos 

que absorben a longitudes de onda cortas (McClements, 2003).  

 
El complejo se forma entre un ion de cobre y de cuatro a seis enlaces 

peptídicos cerca uno del otro (Mehl et al., 1949; Pierce, 2009; Rising & Yang, 

1933). Por lo tanto, los péptidos pequeños no reaccionan, en lugar tripéptidos y 
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Figura  6. El complejo entre Cu2+ y los nitrógenos de los enlaces peptídicos 

causan la reducción de Cu2+ a Cu+ en una solución alcalina (Pierce, 2009) 

mayor se requieren polipéptidos o proteínas para formar el complejo (Pierce, 

2009).  

 
El método tiene una sensibilidad baja y corto rango dinámico de 1 a 10 g/L en 1 

ml de volumen de la muestra se mide en una cubeta con un espectrofotómetro 

de luz VIS. Biuret es bastante insensible al tipo de proteínas, como la absorción 

implica enlaces peptídicos comunes a todas las proteínas (McClements, 2003). 

Sin embargo, las proteínas con un porcentaje anormalmente alto o bajo de los 

aminoácidos con grupos laterales aromáticas darán lecturas altas o bajas, 

respectivamente (Layne, 1957).  

 
Las muestras biológicas no contienen prácticamente ningún producto químico, 

que pueda interferir con el método de manera significativa (Gornall et al., 1949). 

Sólo Tris (hidroximetil aminometano) (Robson et al., 1968), sales de amonio, el 

cobre reduciendo agentes (Harris & Bashford, 1987; Pierce, 2009), y el glicerol 

(Zishka & Nishimura, 1970) se han enumerado en la literatura como agentes, lo 

que puede causar un error de la medición de la absorbancia. El reactivo 

contiene hidróxido de sodio, y la reacción de Biuret se realiza en un medio 

alcalino. A pesar de las desventajas, la simplicidad y exactitud del método 

aumenta la facilidad de uso, si la gran cantidad de proteína requerida no es una 

preocupación.  
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2.11.2 Método de Lowry 
 
Lowry (Lowry et al., 1951), descrito por primera vez en 1951, es el método más 

ampliamente citado colorimétricamente. Se compone de dos pasos figura 7. El 

primer paso es la reacción de Biuret. En el segundo paso, el ácido 

fosfotungstato y fosfomolibdato en un reactivo de Folin-Ciocalteu reacciona con 

los grupos radicales de tirosina, triptófano, histidina, cistina y cisteína en 

proteínas, y los reduce a molibdeno y azul tungsteno  (Peterson, 1979).  

 
El ión de cobre monovalente cataliza la última reacción (Pierce, 2009). La 

absorbancia proporcional a la concentración de proteína se mide a 750 nm en 

un espectrofotómetro de luz VIS.  

 
La adición del reactivo de Folin-Ciocalteu mejora la sensibilidad de la reacción 

de Biuret. Sin embargo, el método es engorroso, ya que hay dos adiciones de 

reactivos además de la preparación de los reactivos. El tiempo total de 

incubación es de 40 minutos. Además, la agitación en vórtex debe seguir 

inmediatamente después de la adición del reactivo de Folin-Ciocalteu para 

obtener resultados exactos, debido a la inestabilidad de este reactivo en 

condiciones alcalinas. Los reactivos preparados son estables sólo durante unas 

pocas semanas o meses. El reactivo de cobre contiene hidróxido de sodio 

corrosivo como en el método de Biuret. Afectando la seguridad en el laboratorio 

de mediciones de rutina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. La química de la reacción simplificada del método de Lowry para la 

cuantificación de proteínas que consiste en la reacción de Biuret  (paso1) y la 

reducción del reactivo Folin-Ciocalteu (paso 2) (Pierce, 2009) 
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El rango de medición de las concentraciones de proteína por el método original 

es 25-500 mg/L en un volumen de muestra de 200L, pero diferentes 

proveedores han sido capaces de extender en las modificaciones desarrolladas 

(Bio-Rad DC, 2010; Pierce, 2009).  

 
En una modificación, el tiempo de incubación también se ha disminuido a 15 

minutos (Bio-Rad DC, 2010). Una amplia variedad de contaminantes, tales 

como detergentes, agentes reductores y quelantes, compuestos de amonio y 

ácidos o tampones fuertes, interfiere con el método original Lowry, ya que 

precipitan con el reactivo de Folin-Ciocalteu. La respuesta del ensayo se ve 

afectada por el contenido de la tirosina y el triptófano de la proteína y la 

variabilidad de la proteína es bastante grande a temperatura ambiente. El 

calentamiento de la proteína durante el ensayo se requiere para igualar la 

respuesta de diferentes proteínas (Dorsey et al., 1977). 

2.11.3 Método de Bradford 
 
El método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976) es fácil de usar, ya que 

sólo tiene una adición de reactivo. Explota la desprotonación del tinte azul de 

Coomassie Brillante G-250 tras la unión a la proteína y el aumento en la 

absorbancia a 595 nm figura 8. La forma protonada del colorante es estable en 

solución bajo condiciones fuertemente ácidas y absorbe a 470 nm. 

 
Tras la formación del complejo entre el tinte y la proteína, la forma 

desprotonada del colorante se estabiliza y el cambio de la absorbancia máxima 

tiene a una longitud de onda más larga. 

 
El tinte interactúa con la proteína a través de fuerzas de van der Waals entre 

las regiones hidrofóbicas de la proteína y la región no polar del colorante, y la 

interacción electrostática entre el colorante cargado negativamente y grupos 

amino cargados positivamente de proteína (Georgiou et al., 2008). 

Principalmente residuos de arginina, histidina y lisina (atracción electrostática) y 

en menor medida la tirosina, triptófano y fenilalanina (interacción hidrófoba) son 

responsables de la interacción (Compton & Jones, 1985). La cantidad de 

complejo formado depende de la concentración de proteína de la muestra y se 

detecta como un aumento de la absorbancia a 595 nm. 
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Las concentraciones de proteína son de 0.25-1.5 g/L en un volumen de 

muestra 100 µL pueden ser cuantificados con un protocolo estándar, en el que 

5 ml de reactivo de color se mezcla con la muestra, se incuban durante 2 min y 

la absorbancia a 595 nm se lee con 3 ml en cubeta con un espectrofotómetro 

de luz VIS. Los agregados pueden formar y conducir a una pérdida de señal en 

el tiempo (Held, 2006). A altas concentraciones de proteínas, el colorante libre 

reduce significativamente y la curva estándar se convierte en no lineal. 

Teniendo en cuenta el agotamiento del colorante mediante el uso de la relación 

de absorbancia a 595 y 465 nm mejora la linealidad (Bearden, 1978). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La medición no requiere luz UV y cubetas de cuarzo. Sin embargo, el reactivo 

de color tiñe las cubetas y se recomiendan cubetas desechables. El método es 

rápido y sencillo, con sólo una adición de reactivo a temperatura ambiente. La 

saturación de la absorbancia es completa en dos minutos y estable durante una 

hora. 

 
La inexactitud, falta de sensibilidad, y el rango dinámico corta sobre un 

intervalo de concentración de 10 veces, estas son las limitaciones para el 

método. Las diluciones o concentraciones de la muestra a menudo son 

necesarias antes de la medición. El método es compatible con sales, 

caotrópico, agentes quelantes y ácidos nucleicos. 

 

Figura  8. La química del método de Bradford para la cuantificación de 

proteínas  (Bearden, 1978) 
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Como una desventaja la respuesta es propensa a la interferencia de  

detergentes que se encuentran en las muestras de extracto de proteínas de 

lisados celulares. El detergente se une en la proteína y cubre los sitios de unión 

para el tinte.  

 
El reactivo contiene también metanol tóxico y corrosivo ácido fosfórico, lo que 

aumenta los riesgos de un peligro (Pierce, 2010). La unión del colorante azul 

brillante G-250 de Coomassie en la proteína depende del contenido de grupos 

amino de la proteína, y la respuesta puede variar incluso 38% entre diferentes 

proteínas (Pierce, 2009). Los  Aminoácidos libres, péptidos y proteínas de bajo 

peso molecular no interactúan con el tinte azul de Coomassie Brillante G-250. 

Las proteínas o péptidos por debajo de 3 kDa no pueden someterse a ensayo 

con el método de Bradford (Pierce, 2009). Esto puede ser tomado como una 

desventaja desde el punto de vista de la variabilidad de la proteína.  

2.11.4 Método de BCA  (ácido bicinconínico) 
 
El BCA (Smith et al., 1985) este método combina la reacción de Biuret con la 

detección colorimétrica de iones de cobre monovalente por el Ácido 

Bicinconínico (BCA) con la intención de mejorar la sensibilidad del método de 

Biuret. Después de la reducción del ión cobre divalente, Cu+ reacciona con 

BSA y forma un complejo con dos moléculas de BSA Figura 9. 

 
El complejo es de color y absorbe a 562 nm. Los aumentos de absorbancia son 

lineales con el aumento de la concentración de proteína. Aunque el método 

consta de dos reacciones, sólo se requiere la adición del reactivo, que está en 

contraste con el método de Lowry. Un análisis de un solo paso se activa debido 

a la estabilidad del reactivo bicinconínico en medios básicos y permite un 

método fácil de usar. Sin embargo, debido a la mayor reactividad entre los 

enlaces peptídicos y cobre a altas temperaturas, se requiere calentamiento 

para aumentar la absorbancia en presencia de proteínas, mejorar la 

sensibilidad, menor variabilidad de proteína a proteína, y acortar los tiempos de 

incubación. 

 
Aunque la saturación de la señal tarda más a temperatura ambiente, la 

absorbancia puede ser medida antes del punto final dentro de 2 horas a los 37 
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ºC o 60 °C, las muestras se incuban durante 30 min y después de la incubación 

las muestras se enfrían a temperatura ambiente antes de leer. Debido a que el 

punto final no se alcanza en un tiempo razonable, todas las lecturas deben 

realizarse dentro de un intervalo de tiempo corto, por lo que los resultados de 

absorbancia de los estándares y las muestras son comparables. Debido al 

calentamiento, un tiempo de incubación largo, y la medición antes de la 

saturación, el uso del método disminuye. Además, el método tiene la misma 

desventaja que Biuret y Lowry, el reactivo contiene un agente corrosivo y no es 

seguro. Concentraciones de BCA de 0.1-1.2 g/L pueden ensayarse con un 

procedimiento estándar en un volumen de muestra de 100 µL usando una 

cubeta. 

 
El método tolera contaminantes, en especial detergentes, mejor que el método 

de Lowry,  el reactivo BCA no precipita tan fácilmente como el reactivo de 

Folin-Ciocalteu en la presencia de ambos detergentes no iónicos e iónicos.  

 
Sustancias que reducen los compuestos de cobre y amonio interfieren con la 

reacción de Biuret (primera etapa) en el método de Lowry. La formación de 

complejo de Cu+-BCA (segunda etapa) en el método BCA está influenciada por 

la presencia de los mismos aminoácidos reactivos en la proteína como el 

método de Lowry. Por lo tanto, la variabilidad de proteína a proteína es similar 

al método de Lowry (Pierce, 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  9. La química del método BCA para la cuantificación de proteínas que 

consisten en una reacción de Biuret (paso 1) y  la formación del complejo entre 

ácido bicinconínico (BCA) y de iones de cobre monovalente (Pierce, 2009) 
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2.12 Electroforesis SDS-PAGE 

La electroforesis es un método analítico, en el que se separan biomoléculas, en 

dependencia entre otros factores de su carga y bajo la acción de un campo 

eléctrico figura 10, fue empleado por primera vez por Tiselius en el año 1937. 

Raymond y Weintraub en 1959 emplearon como soporte para la electroforesis 

un gel de poliacrilamida (PAGE), posteriormente el método fue perfeccionado 

por varios investigadores como Davis y Ornstein. La popularidad de este creció 

rápidamente y se logró un aumento de la resolución. El dodecil sulfato de sodio 

(SDS) se introduce en esta técnica en 1970, y ya en 1972 se emplea agentes 

reductores y SDS en la determinación del peso molecular de proteínas en lo 

que se denominó electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-

PAGE).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

2.12.1 Fundamentos de la electroforesis SDS-PAGE 

La electroforesis es la migración de solutos iónicos bajo la influencia de un 

campo eléctrico; estas partículas migran hacia el cátodo o ánodo (electrodos – 

y +), en dependencia de una combinación de su carga, peso molecular y 

estructura tridimensional. 

Los métodos electroforéticos son de alta sensibilidad, poder de resolución y 

versatilidad, y sirven como método de separación de mezclas complejas de 

ácidos nucleicos, proteínas y otras biomoléculas, donde aportan un potente 

Figura 10. Cámara 

de electroforesis  
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criterio de pureza. Se puede conocer también mediante estas técnicas, las 

características ácido-básicas de las proteínas presentes en un extracto crudo, 

lo que da la información necesaria si se pretende realizar una separación 

cromatográfica basada en diferencia de carga. Es útil además para determinar 

otros parámetros como peso molecular, punto isoeléctrico y números de 

cadenas polipeptídicas de las proteínas. 

La velocidad de migración (v) de la partícula es directamente proporcional al 

producto de su carga efectiva (q) y el gradiente de potencial eléctrico (E) e 

inversamente proporcional al coeficiente de fricción (f) relativo a la talla y forma 

de la molécula, o sea, a la resistencia que le ofrece el medio. 

V= q E/ f 

La movilidad electroforética (Me) es un caso particular de la velocidad de 

migración de unión, cuando se aplica un campo eléctrico de 1 V/cm. Su signo 

es igual al de la carga de la partícula. 

 
La velocidad de migración electroforética depende de la densidad de carga de 

la molécula (relación carga/peso), del voltaje aplicado y de la porosidad del gel 

de electroforesis. El voltaje no se puede incrementar indiscriminadamente 

porque se genera un exclusivo calor. En contraste, al aplicar bajo voltaje puede 

ocurrir una pobre separación, por causa de la difusión por tiempo muy 

prolongado de la corrida electroforética (Chávez et al., 1990). 

 
La mayoría de las biomacromoléculas (proteínas, ácido nucleicos y 

polisacáridos) poseen determinada carga eléctrica con grupos aniónicos y 

catiónicos capaces de disociarse. La carga neta de la partícula está dada por el 

pH del medio y puede ser modificada por la interacción con pequeñas 

moléculas de iones u otras macromoléculas. El pH influye sobre la velocidad de 

migración de las moléculas (García-Pérez, 2000). 

El punto isoeléctrico es el pH al que un polianfólito tiene carga neta cero. El 

concepto es particularmente interesante en los aminoácidos y también en las 

proteínas. A este valor de pH la solubilidad de la sustancia es casi nula.  
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Para calcular se debe de utilizar los pKa. 

 

 

(Los pKa a considerar para esta ecuación, en una tabla de pH, son los que 

contienen a la especie química con carga igual a cero, cuando tiene más de un 

pKa). 

Las moléculas complejas, tales como las proteínas, se combinan con los iones 

hidrógeno y con otros iones presentes en la disolución, dando lugar a la carga 

neta de la molécula. A la concentración de iones hidrógeno, o al  pH, para el 

cual la concentración del ion híbrido de una proteína es máxima y el 

movimiento neto de las moléculas de soluto en un campo eléctrico es 

prácticamente nulo, se le denomina punto isoeléctrico. 

Las proteínas son moléculas anfotéricas y pueden poseer carga neta negativa, 

positiva o igual a cero dependiendo del pH del medio en el cual se encuentra. 

El punto isoeléctrico es aquel en el cual la suma de las cargas positivas y 

negativas es igual a cero. La primera dimensión corresponde a una separación 

por punto isoeléctrico por medio de un isoelectroenfoque (IEF), en una tira de 

IEF que tiene un gradiente de pH lineal entre el cátodo y el ánodo (Newton et 

al. ,2004). 

2.12.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida 
 
La electroforesis de proteínas se lleva acabo normalmente en geles formados 

por el polímero entrecruzado poliacrilamida figura 11. La poliacrilamida es un 

soporte empleado frecuentemente en electroforesis en gel, es químicamente 

inerte, de propiedades uniforme, capaz de ser preparado de forma rápida y 

reproducible. Forma, además, geles transparentes con estabilidad mecánica, 

insoluble en agua, relativamente no iónicos y que permiten buena visualización 

de las bandas durante tiempo prolongado. Además, tiene la ventaja de que 

variando la concentración de polímeros, se puede modificar de manera 

controlada el tamaño del poro (Álvarez-Contreras, 2011). El gel de 

poliacrilamida actúa como un matiz molecular, retrasando el desplazamiento de 
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las proteínas en una forma aproximadamente proporcional a su masa 

molecular (Lehninger, 2009). Los geles de poliacrilamida se forman por la 

polimerización vinílica del monómero acrilamida CH2=CH-CO-NH2 y del 

monómero entrecruzador N, N’-metinel-bis-acrilamidaCH2=CH-CO-NH-CH2-

NH-CO-CH=CH2.La polimerización se inicia con la formación de radicales libres 

del monómero, que se produce por radicales libres de oxígeno, por causa de la 

acción de iones persulfato (Álvarez-Contreras, 2011). 

 
La reacción de polimerización se inicia por un sistema redox de catálisis. El 

TEMED cataliza la formación de radicales libres que dirigen la reacción a partir 

del ión persulfato que se añade en forma de APS y que actúa como iniciador. 

 

 

 

 

 

 

  

 

Hay muchos factores que desempeñan una función importante en la 

separación electroforética, como son pH, fuerza iónica, gradiente de potencial, 

tiempo de corrida, concentraciones de acrilamida y bis-acrilamida. 

La bis-acrilamida es el agente entrecruzador más comúnmente empleado en 

este tipo de electroforesis. O Gaal y otros en 1984, plantearon que la bis-

acrilamida puede actuar como terminador de la cadena en el proceso de 

polimerización y concentraciones altas pueden disminuir el tamaño de poro 

máximo de gel. 

 

Figura  11. Reacción de polimerización de la poliacrilamida (Álvarez-Contreras, 2011) 
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2.12.3 Comportamiento de las proteínas en la electroforesis SDS-PAGE en 
geles de poliacrilamida con Dodecil  Sulfato de Sodio (SDS) 

 
La electroforesis con SDS es un excelente método para identificar y monitorear  

las proteínas durante un proceso de purificación.  

La estructura del detergente SDS empleado en esta variación de la 

electroforesis en el gel de poliacrilamida es CH3 (CH2)10 CH2 = SO3 - Na+ figura 

12. El anión se une a las proteínas por absorción no específica 

(aproximadamente una molécula de SDS por cada dos residuos de 

aminoácidos, con una relación SDS/proteína máximo de 1,4 g/g). El SDS 

desnaturaliza por completo las proteínas y rompe las interacciones no 

covalentes que determinan la estructura terciaria y cuaternaria. Los grupos 

alifáticos dodecil se colocan en el interior, mientras que los grupos sulfato en la 

superficie y todos los complejos SDS-proteína toman carga neta negativa (que 

excede la carga intrínseca de las cadenas de aminoácidos). Las proteínas 

reaccionan con SDS a relativamente alta concentración, pero se ha 

demostrado que 0,4 % de SDS es el nivel mínimo necesario para saturar los 

sitios de unión de la proteína, sin embargo, se emplea 1 % para lograr un 

margen de seguridad (Álvarez-Contreras, 2011). Después de la electroforesis, 

las proteínas se visualizan añadiendo un colorante, tal como el azul de 

Coomassie que se fija a las proteínas pero no al gel (Lehninger, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura  12. Electroforesis desnaturalizante en el gel de poliacrilamida. 
Estructura del SDS (Álvarez-Contreras, 2011) 
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3. Justificación 
 

Las proteínas se encuentran entre las moléculas más estudiadas en plantas, 

incluyendo la determinación de su estructura, propiedades y función biológica. 

Es por ello que la proteómica y sus estudios de variaciones cualitativas y 

cuantitativas en los patrones de expresión de proteínas han llegado a tener un 

gran avance en la identificación de proteínas y enzimas implicadas en los 

procesos moleculares y rutas metabólicas que se desarrollan en los 

organismos vegetales. 

El interés por las plantas tales como: Moringa oleifera, Canavalia ensiformis y 

Crotalaria longirostrata cultivadas en el estado de Chiapas ha crecido en los 

últimos años, ya que se consideran fuentes alimenticias ricas en nutrimentos y 

principalmente en proteínas. Sin embargo, existe poca información técnico 

científica del contenido proteico en estas plantas; por lo que en esta 

investigación, se evaluó diferentes tipos de protocolos para el análisis de los 

perfiles proteómicos. El establecimiento de estos tipos de protocolos permitirá 

elucidar el contenido y tamaño de las proteínas en plantas que son cultivas en 

el estado de Chiapas permitiendo que en futuras investigaciones mejorar el 

estudio y análisis proteómico y poder inferir los mecanismos y funcionalidad de 

estas proteínas en los procesos bioquímicos y metabólicos de estas plantas 

con potencias nutrimental, medicinal y biotecnológico. 
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4. Objetivos 

 

Objetivo general 

Establecer protocolos para el análisis de perfiles proteómicos en plantas 

leguminosas y oleaginosas cultivadas en el estado de Chiapas.   

 

Objetivos específicos 

1.- Establecer y evaluar diferentes protocolos para la extracción de proteínas 

en plantas de Moringa oleifera, Canavalia ensiformis y Crotalaria longirostrata 

cultivadas en el estado de Chiapas. 

 

2.-Determinar el porcentaje total de proteína en extractos vegetales de Moringa 

oleifera, Canavalia ensiformis y Crotalaria longirostrata usando la técnica 

colorimétrica de Bradford. 

 

3.- Determinar los perfiles proteómicos de las plantas de Moringa oleifera, 

Canavalia ensiformis  y Crotalaria longirostrata  por medio de la técnica de 

electroforesis SDS PAGE. 
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5. Metodología 
 

5.1  Ubicación del área de estudio y material vegetal  

 
Los procedimientos experimentales relacionados con la extracción y 

cuantificación e identificación de bandas de las proteínas de las plantas se 

realizaron en el Laboratorio de Biología Molecular del Polo Tecnológico 

Nacional para el Desarrollo de Investigación y Pruebas analíticas en 

Biocombustibles  del Instituto Tecnológico de Tuxtla Gutiérrez (ITTG), ubicado 

en la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México (16º 45’ 26.2’’ LN y 93º 10’ 

24.8’’ LO; altitud=584 msnm).  

 
En este experimento se utilizaron hojas de Moringa oleifera, Canavalia 

ensiformis y Crotalaria longirostrata (Chipilín). Las hojas se recolectaron a partir 

de plantas sanas y libres de enfermedades cultivadas en parcelas 

experimentales y se conservaron a 4º C hasta su empleo. La estrategia 

experimental general  para la extracción y cuantificación e identificación de 

bandas de las proteínas se muestra en la figura 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  13. Esquema general de diferentes protocolos para la extracción y 
separación de proteínas vegetales 
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5.2 Preparación del material biológico 

 
De cada una de las plantas en estudio, se obtuvo 0.5 g de hojas con la ayuda 

de una balanza analítica marca Ohaus, modelo PA214 y posteriormente fueron 

homogenizadas mediante la maceración con nitrógeno líquido hasta obtener un 

polvo fino de malla 100, el cual fue transferido a un tubo Eppendorf de 1.5 ml 

para iniciar el proceso de extracción de las proteínas.  

 

5.3 Extracción de proteínas de hojas 
 
Para la extracción de proteínas a partir de las hojas  se emplearon tres 
protocolos diferentes, que a continuación se indican: 
 
5.3.1 Protocolo  Chen 
 
Para la separación de complejos proteicos, en cada una de las muestras se le 

adicionó 0.5 ml de tampón de extracción, el cual contiene [Tris-HCl + ácido 

ascórbico + glicerina + polivinilpolipirrolidona + β-mercaptoetanol; pH 8.0], 

posteriormente se incubó a 4 ºC durante 4 horas, y se centrifugó a 15 000 rpm 

durante 15 min a 4 ºC en un equipo Hermle tipo Z326K (Labortechnik Gmbh, 

Stuttgart, Germany) de acuerdo al método modificado reportado por Chen et al. 

(2012). 

5.3.2 Protocolo QB 
 
El segundo protocolo modificado fue reportado por Ni (1996). Primeramente, se 

pesó 0.5 g de las muestras y se le agregó 1 mL de tampón QB  [KPO4 2M + 

EDTA + Tritón X-100 + glicerol + dH2O; pH 7.8]. Después, la muestra se 

mezcló vigorosamente en vortex de marca Scientific modelo TX 5 hasta la 

eliminación de grumos, posteriormente se incubó a 4 ºC durante 15 minutos y 

en seguida se centrifugó a 15000 rpm durante 15 min a 4 ºC en un equipo 

Hermle tipo Z326K (Labortechnik Gmbh, Stuttgart, Germany). El sobrenadante 

de cada una de las muestras fue transferido en tubos Eppendorf estéril, y 

nuevamente se centrifugó a 15 000 rpm durante 15 min a 4 ºC para obtener un 

sobrenadante completamente libre de materia sólida. Las muestras fueron 

almacenada hasta su uso a  -20ºC. 
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5.3.3 Protocolo TCA 
 
Este protocolo fue reportado por Alcántar-Aguirre (2013). Primeramente, se 

pesó 0.5 g de muestra homogenizada y se le adicionó 0.5 mL de tampón 

[Sacarosa + EDTA + Tris-HCl + polivinilpolipirrolidona; pH 8]. Se incubó a 4 ºC 

por 15 minutos y se centrifugó a 15 000 rpm a 4 ºC durante 15 min en un 

equipo Hermle tipo Z326K (Labortechnik Gmbh, Stuttgart, Germany). De las 

muestras obtenidas se tomó 400 µL del sobrenadante y se transfirió en un tubo 

Eppendorf estéril de 1.5 mL y se le adicionó 100 µL TCA (Ácido Tricloroacético) 

al 20% frio, posteriormente se incubó a 4 ºC por 15 minutos y se centrifugó a 

15 000 rpm a 4 ºC por 15 min. Se eliminó el sobrenadante, y el “pellet” 

resultante se precipitó con 10 µL de TCA al 10% frio, y se centrifugó a las 

mismas condiciones antes mencionadas, nuevamente se eliminó el 

sobrenadante y se le adicionó 25 µL de dH2O y 70 µL de acetona frio y se dejó 

reposar durante 1 hora a -20 ºC, y finalmente se  centrifugó a 15 000 rpm a 4 

ºC por 15 min y se eliminó la acetona. 

 

5.4 Cuantificación de proteína 
 
El contenido de proteínas fue cuantificado mediante el método de Bradford. 

Brevemente, se preparó el reactivo Bradford (azul de Coomassie + Etanol + 

ácido fosfórico), el cual se aforó a 1 L y se filtró con papel Whatman No. 42; 

obteniendo un color canela. La curva patrón fue prepara basándose en las 

concentraciones y volúmenes de Albúmina Sérica Bovina (BSA) y agua 

mencionado en el Cuadro 1. Cada una de las muestras fue incubada durante 

15 minutos y se determinó la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en 

un espectrofotómetro (Beckman Coulter, DU700, E.U). 

 
Cuadro 1. Preparación de la curva estándar BSA 

Concentración 

 estándar BSA ( g/ml) 
Vol. Sol. Stock ( L) Vol. Agua ( L) Vol. Total ( L) 

0 0 1000 1000 

1 10 990 1000 

5 50 950 1000 

10 100 900 1000 

15 150 850 1000 

30 300 700 1000 

60 600 400 1000 

80 800 200 1000 

100 1000 0 1000 
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5.5 Separación de proteínas mediante electroforesis SDS-PAGE 
 

5.5.1 Preparación del gel de separación 
 

El gel de separación fue preparado al 10% usando los reactivos mencionados 
en el cuadro 2.  

Cuadro 2. Soluciones y concentraciones para la preparación del gel de 

separación.  

 

 

 

 

 

 

NOTA: Después de adicionar el TEMED se mezcla por inversión e 

inmediatamente se vierte en el espacio entre los vidrios como se observa en la 

figura 14. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reactivos Cantidad 

Acrilamida/bis 30% 1.25 ml 

Tris-HCl 1.5 M 1.25 ml 

SDS 10% 50 µl 

Persulfato de amonio 1% 250 µl 

dH2O 2.42 ml 

TEMED 5 µl 

Figura  14. Adición del gel preparado en el “casette” de la 

cámara de electroforesis SDS-PAGE. 
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5.5.2 Preparación de gel de apilamiento 
 
El gel de apilamiento fue preparado al 4% usando los reactivos mencionados 

en cuadro 3. 

Cuadro 3. Soluciones y concentraciones para la preparación del  gel de 

apilamiento. 

 

 

 

 

 

 

Se mezcla la solución por inversión, y se cargó de igual manera que el paso 

anterior y se colocó el peine para pozos de 1.5 mm (cuidar que no queden 

burbujas formadas) figura 15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reactivos Cantidad 

Acrilamida/bis 30% 0.32 ml 

Tris-HCl 0.5 M 0.62 ml 

SDS 10% 25 µl 

Persulfato de amonio 1% 125 µl 

dH2O 1.41 ml 

TEMED 2.5 µl 

Figura  15. Cámara SDS-PAGE completa 
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Después que el gel polimerizó se separa el peine formándose los pozos para 

cargar las muestras. Posteriormente, los geles polimerizados en el “casset” se 

colocaron en la caja de electroforesis figura 16. 

 

 

 

 

 

 

 

5.5.3 Desnaturalización de las proteínas 
 

Para la realización de electroforesis SDS-PAGE, primeramente las muestras 

fueron desnaturalizadas a 95 ºC a 3000 rpm durante 5 minutos en un 

termobloque con agitación (Thermomixer Compact Eppendorf, USA).  

Se le adicionó 10 µL de BSA (1mg/mL) + 10µL de buffer Laemmli Sample 1x, y 

para el caso de las muestras se le adicionó 10µL del sobrenadante + 10µL de 

buffer Laemmli Sample 1x, se  colocaron en  tubos Eppendorf  de PCR  de 0.5 

mL. Se cargaron las muestras en cada pozo en una cantidad de 5 – 15 µL  con 

cuidado para evitar que este se salga figura 17. En uno de los carriles se cargó 

una mezcla de marcadores de tamaño molecular (TM) y en otro pozo como 

control positivo se cargó BSA (1 mg/ mL), seguida de las muestras de cada tipo 

de planta.   

 

 

 

 

Figura  16. “Casette” del gel montada en la caja de 
electroforesis 

Figura  17. Esquema de adición 

de las muestras a los pozos de 

electroforesis SDS-PAGE 
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Una vez cargadas las muestras, se llenó lentamente el tanque superior con la 

solución amortiguadora de corrida 1X (180 mL en el tanque inferior y 120 mL 

en el tanque superior) hasta cubrir completamente los pozos. Teniendo cuidado 

de no provocar que las muestras se salgan de su respectivos pozos y se 

mezclen con las otras figura 18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se inició la corrida del gel usando un voltaje de 50 volts por 15 min y 40 volts 

por 2:30 horas una vez que las proteínas recorrieron al otro extremo del gel, se 

detuvo la  corrida. Se desarmó con cuidado el equipo y se obtuvo el gel. Se 

despegan las dos placas de vidrio, despegando con mucho cuidado el gel 

figura 19. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  18. Llenado de la cámara de electroforesis 

Figura  19. Recuperación del gel SDS- PAGE 
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Una vez obtenido el gel se sumergió en una solución para teñir de azul de 

Coomassie [ácido acético 10% + metanol 40% + azul de Coomassie 0.1%+ 

agua destilada] figura 20 y se colocó en una agitadora durante 30 min, después 

se desechó la solución para teñir y se le adicionó solución desteñidora [ácido 

acético 10% + metanol 40% + agua destilada] hasta que el gel quede 

completamente claro (cambio de solución cada 15 min) y las bandas de 

proteínas son visibles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  20. Tinción del gel de azul de Coomassie 
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6. Resultados y discusión 

 
Para el establecimiento  de los protocolos de extracción de proteínas de 

diferentes plantas se utilizaron los protocolos modificados de  Chen (Chen et 

al., 2012), QB (Ni, 1996) y TCA (Alcántar-Aguirre, 2013), a los cuales se les 

realizaron ajustes tanto en el tiempo de incubación con la solución de 

extracción, el tiempo de corrida o migración y el voltaje para la electroforesis 

SDS-PAGE, que nos permitieron alcanzar los objetivos planteados; estas 

condiciones  se evaluaron en el laboratorio utilizando plantas con interés 

nutrimental y medicinal en el estado de Chiapas (Moringa, Crotalaria y 

Canavalia), de tal manera que se  pudo analizar las ventajas y desventajas de 

cada protocolo para su posterior uso en la determinación de los perfiles 

proteómicos de dichas plantas.  

6.1 Cuantificación de proteínas: curva de calibración 
 

Los valores de absorbancia de la curva de calibración figura 21 para cada una 

de las diluciones del BSA (0, 1, 5, 10, 15, 30, 60, 80 y 100 µg/mL) con el 

reactivo de Bradford se muestran en el cuadro 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Curva de calibración para la cuantificación de proteínas por 
el método de Bradford 
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En la gráfica se encontró que el valor del coeficiente de correlación R2 fue 

0.992 y el valor de la pendiente fue 0.008 

Cuadro 4. Absorbancias obtenidas para la curva de calibración con BSA 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Los valores del contenido de proteínas totales por el método de Bradford se 

muestran en el cuadro 5, en donde se puede apreciar el porcentaje obtenido en 

cada una de las plantas Canavalia, Moringa y Crotalaria, de acuerdo a los 

protocolos de extracción propuestos de Chen, QB y TCA.  

Cuadro 5. Porcentaje de proteína obtenida en cada una de las plantas en los 

diferentes protocolos 

Protocolo % de Proteínas por el método de Bradford 

Canavalia Moringa Crotalaria 

Chen 23.36 ± 0.02 28.7 ± 0.01 23.28 ± 0.01 

QB 6.87 ± 0.03 6.62 ±0.005 7.23 ± 0.03 

TCA 4.70 ± 0.02 4.08 ± 0.03 4.65 ± 0.02 

 

Concentración Estándar BSA 

( g/ml) 
Absorbancia 

0 0 

1 0.016 ± 0.005 

5 0.066 ± 0.006 

10 0.131± 0.005 

15 0.185 ± 0.01 

30 0.316 ± 0.003 

 60  0.537 ± 0.01 

80 0.690 ± 0.01 

100 0.815 ± 0.01 
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En donde se reveló que con el protocolo de Chen se obtuvieron los valores 

más altos del contenido de proteína cruda fresca presente (Moringa 28.7%, 

Canavalia 23.26% y Crotalaria 23.28%) en las hojas de las plantas de estudio 

comparado con los otros dos protocolo establecidos, mientras Borges (2013) y 

Estupiñán et al. (2007) reportaron valores similares (cuadro 6). Así, Borges 

(2013) reportó que las hojas de Moringa oleifera tuvieron un contenido de 

proteínas igual (28.7%) al de este estudio utilizando el protocolo de extracción 

de Osborne & Voogt (1978) el cual consistió en la utilización de una harina 

desgrasada, en donde se dispersó en agua pH 7, se sometió a agitación 

mecánica por 60 min y se centrifugo 15000 rpm durante 40 min. El 

sobrenadante, después de una extensa diálisis contra agua destilada en 

membranas apropiadas (tamaño de poro alrededor de 10 KDa) durante 24-36 

horas, se centrifugó de nuevo, lo que resultó en el sobrenadante albúminas y 

en el precipitado parte de las globulinas, y el residuo se sometió a re-extracción 

en las mismas condiciones. El residuo precipitado se extrajo con NaCl 0,5 M 

pH 7 y después el sobrenadante se dializó como se describe anteriormente y 

se centrifugó de nuevo, lo que resultó en el precipitado una porción de las 

globulinas. El residuo de la extracción de NaCl se extrajo sucesivamente con 

etanol al 70% y NaOH 0,1 N para separar prolamina y las fracciones glutelina, 

respectivamente, a partir del residuo final. Los porcentajes de proteína extraída 

en cada etapa se calcularon con respecto al contenido total de proteína en la 

harina desgrasada y se analizaron mediante la determinación de nitrógeno. 

Estupiñán et al. (2007) reportaron que las hojas de Canavalia ensiformis 

tuvieron un contenido de proteínas más bajo (18%) comparado con este 

estudio, ellos determinaron el contenido de proteínas con el método de 

Kjeldahl, utilizando un aparato de digestión y destilación, midiendo la cantidad 

de nitrógeno que contenía la muestra y se convirtió el nitrógeno en proteína 

multiplicando por el factor 6.38 (Flores et al., 2008). Por otro lado el contenido 

de proteína en las hojas de Crotalaria fue similar al encontrado para Canavalia. 

Para nuestro conocimiento esta es la primera investigación en la que se 

reportan el contenido de proteínas en esta planta de interés comercial y 

nutrimental en Chiapas. 
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Es conocido (FAO 2000; Alcaraz-Ariza 2012) que diferentes factores influyen 

en el contenido de proteínas en las plantas tales como la edad de la planta, 

condiciones climáticas, el tipo de suelo, la especie y los componentes que 

contiene cada uno de los tampones, ya que no hay una metodología global 

para la extracción, y una metodología que sirve para una planta no funciona 

igual para la otra (Faurobert et al., 2007; Méchin et al., 2007; Jorrín et al., 

2009), debido a que el protocolo elegido dependerá del tipo de muestra de 

partida, de la localización subcelular de la proteína y de las condiciones 

óptimas que requiera el anticuerpo para reconocer el epítopo proteico.  

Cuadro 6. Porcentaje de proteínas reportadas bibliográficamente  

Planta % de Proteína Bibliografía 

Canavalia ensiformis 18 Estupiñán et al., 2007 

Moringa oleifera 28.7 

25.1, 26.4 y 29 

30.3 

Borges, 2013 

Moura et al., 2009 

Moyo & Masica, 2011 

 Crotalaria longirostrata  

23.8 
No reportado (Wed of 

Science, 20141208) 

 

6.2 Separación de complejos proteómicos 
 

En el protocolo de Chen, se observó que  las proteínas fueron separadas en 

base a su peso molecular  en un gel desnaturalizante (SDS- PAGE) al 10%. 

Como se muestra en la figura 22, las proteínas migraron de manera uniforme 

en cada una de las muestras M (Moringa), CH (Crotalaria) y C (Canavalia), en 

donde se presenta un patrón electroforético homogéneo y legible, en las hojas 

de Moringa se observa un peso molecular de 37 kDa. Torres-Castillo et al. 

(2013) reportaron que las hojas de Moringa oleifera contiene proteína con un 

peso molecular 33 a 39 kDa utilizando un método de extracción con una 

solución tampón de(Tris-HCl 0.1 M) con un pH  final de 8 en donde se 

determinó la separación de la proteína mediante la electroforesis de 

poliacrilamida al 10% después de un protocolo adaptado de Laemmli (1970). 
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Mientras que en  las hojas de Crotalaria se apreció un peso molecular de 40 

kDa similares a las hojas de Canavalia con peso molecular de 47 kDa, para 

nuestro conocimiento es la primera investigación en las que se reportan los 

pesos moleculares en las hojas de dichas plantas de interés comercial y 

nutrimental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
En los protocolos de TCA y QB las proteínas fueron separadas con las mismas 

condiciones al protocolo anterior. Como se muestran en la figuras 23 y 24, se 

observó que hubo presencia de bandas, pero a su vez no fueron desplazadas 

de manera uniforme en el gel, en el método de TCA C (Canavalia) presento un 

peso molecular de 40 kDa y CH (Crotalaria) con peso molecular de 42 kDa; 

mientras que en el método QB C (Canavalia) presento un peso molecular de 47 

kDa y CH (Crotalaria) un peso molecular de 46 kDa; caso contrario de M 

(Moringa) donde no se observó ninguna banda en dichos geles.  

 

 

 

Figura  22. Gel de poliacrilamida en gradiente del 4% al 10% utilizando el 

protocolo modificado de CHEN: en el que se muestra los pesos moleculares 

de Marcador de Tamaño (MT); albumina de suero bovino (BSA); Moringa 

(M); Crotalaria (CH) y Canavalia (C) 
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Esto puede deberse al proceso que se le aplico para extraer a la proteína o la 

solución tampón que no fue el adecuado al tipo de proteínas que se encuentran 

en las plantas, así como también puede existir interferencia en cuanto al tiempo 

de contacto entre la proteína y el tampón ocasionando con ello una 

desnaturalización muy lenta o muy extrema por lo que las bandas no se 

pudieron separar de manera correcta, o factores como la temperatura, tiempo 

de incubación y tiempo de corrida. Se pudo notar que las bandas eran muy 

anchas y que a su vez se formaran manchas evitando una apreciación de 

bandas, por lo cual se veían  como bandas fantasmas provocando que no se 

pudiera identificar con precisión su peso molecular de dichas plantas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  23. Gel de poliacrilamida en gradiente del 4% al 10% por el 

método TCA; en el que se muestra los pesos moleculares de 

Marcador de Tamaño (MT); albumina de suero bovino (BSA); Moringa 

(M): Canavalia (C) y Crotalaria (CH) 
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Figura  24. Gel de poliacrilamida en gradiente del 4% al 10% por el 

método QB: en el que se muestran los peos moleculares de Marcador 

de Tamaño (MT); albumina de suero bovino (BSA); Canavalia(C); 

Crotalaria (CH) y Moringa (M) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se conoce que las soluciones tampones, son métodos de extracción de 

proteínas que actúan como un proceso químico de lisis celular con la ayuda de 

detergentes que va dirigida a enriquecer la proteína de interés dentro del 

extracto final. La estructura química de los detergentes permite romper las 

membranas celulares y solubilizar las proteínas. Así también, la elección de la 

substancia detergente, depende en parte de la localización, dentro de la célula, 

de la proteína de interés, citoplasmática, unida a la membrana, dentro de los 

orgánulos celulares como el núcleo y las mitocondrias (Towbin et al., 1979). 

Por lo mencionado anteriormente podemos deducir que en esta investigación el 

protocolo de extracción de proteínas quien dio los  resultados más adecuados 

fue el protocolo de Chen donde el contenido de proteína para Moringa, 

Canavalia y Crotalaria fueron 28.7%, 23.26% y 23.28% respectivamente 

(cuadro 5), como en la separación de complejos proteicos, Moringa presento un 

peso molecular de 37 kDa, Canavalia 47 kDa y Crotalaria 40 kDa (figura 22). 

Los componentes de la solución tampón, y el tiempo de contacto con las 

muestras (4 horas) permitió desnaturalizar completamente a las proteínas 

desdoblándolas con mayor facilidad, ya que contiene el detergente Tris-HCl 

(pH 8) el cual permitió solubilizar a las proteínas citoplasmáticas (solubles). El 
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citoplasma de la mayoría de célula contiene elevadas concentraciones de 

proteínas, las cuales contienen muchos aminoácidos con grupos funcionales 

que son ácidos débiles o bases débiles (Lehninger, 2009), la glicerina permitió 

incrementar la densidad de la disolución de la muestra, ácido ascórbico que 

actuó como inhibidor de proteasa (Towbin et al., 1979) y el β-mercatoetanol 

que evitó la oxidación de cisteínas y rompió los puentes disulfuros 

intracatenarios. En las proteínas hay puentes disulfuros entre los residuos de 

Cys (para formar cistina) de una misma cadena (intracatenarios) de algunas 

proteínas con estructuras cuaternarias (Morales-Sánchez & Gallo-Ramírez, 

2006). 

 
En el protocolo de TCA, aunque los componentes de la solución tampón fueron 

similares al método de Chen, donde se utilizó el detergente Tris-HCl (pH8) el 

cual permitió solubilizar a las proteínas citoplasmáticas (solubles), sacarosa 

que permitió incrementar la densidad de la disolución de la muestra, EDTA que 

actuó como inhibidor de proteasas (Towbin et al., 1979), se utilizó la solución 

de TCA que permitió precipitar a las proteínas desnaturalizándolas, donde se 

obtuvo porcentajes de proteína para Canavalia 4.70%, Moringa 4.08% y 

Crotalaria 4.65% (cuadro5) y en la separación de complejos proteicos 

presentaron pesos moleculares de Canavalia 40 kDa, Crotalaria 42 kDa y en 

Moringa que no hubo presencia de bandas (figura 23), para este trabajo no fue 

el mejor protocolo para la extracción de proteínas de las plantas de interés, 

como principal factor se le atribuyo al TCA, debido a que este reactivo 

posiblemente no funciona para todas las proteínas o también que la 

concentración de la proteína de la solución de partida fue muy bajo (Koontz, 

2014), ocasionando que no hubiera una desnaturalización completa y así 

evitando que la proteína se pudiera desdoblar.  

En el caso del protocolo QB la solución tampón no fue la adecuada para la 

extracción de proteínas de las plantas de interés, esto se pude deber a los 

componentes que conforma la solución tampón, debido a que el Triton X-100 

(pH 7.8) solo pudo solubilizar las proteínas de membrana. En la membrana 

mitocondrial o nuclear es donde regula el movimiento de materiales hacia 

dentro y fuera de la célula y donde se encuentran los genes (Morales-Sánchez 
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& Gallo-Ramírez, 2006), glicerol que permitió poner más densa a la disolución 

de la muestra, el EDTA que actuó como inhibidor de proteasas (Towbin et al., 

1979), esto ocasionó que no se pudiera extraer la mayor cantidad de proteína 

cruda en las plantas, donde se observó que la cuantificación de proteínas para 

Canavalia, Moringa y Crotalaria fueron 6.87%, 6.62% y 7.23% respectivamente 

(cuadro 5), mientras que en la separación de los complejos proteicos se 

observó pesos moleculares para Canavalia 47 kDa y Crotalaria 46 kDa 

mientras que en Moringa no se observó ninguna banda. Por otra parte el pH 

final de la soluciones tampón es de suma importancia, así como también el 

tiempo de incubación que se le da a la muestra biológica con la solución 

tampón ya que de este depende la precipitación de las proteínas 

(desnaturalización). Esto se debe a que los enlaces que mantienen la 

conformación globular se rompen y la proteína adopta la conformación 

filamentosa, facilitando el doblamiento de las proteínas. Todos los procesos 

biológicos son dependientes del pH; un pequeño cambio en el pH produce un 

gran cambio en la velocidad de proceso (Lehninger, 2009). 

La electroforesis es un método muy sensible, por motivo a ello en la realización 

de los geles del método TCA y QB pudo haberse presentado interferencias 

como la temperatura que afecta en la movilidad de las proteínas, la pureza de 

los reactivos utilizados en especial al SDS ya que este puede favorecer a la 

unión de  la proteína con impurezas del grupo alcali sulfato lo que ocasiona la 

formación de múltiples bandas en el gel, la velocidad de polimerización es 

importante pues una polimerización muy rápida ocasiona una deformidad de 

las bandas porque ocurre una contracción no uniforme del gel, en este caso 

debe reducirse el TEMED y el persulfato de amonio o adicionar ferrocianuro de 

potasio, con el objetivo de hacer más lenta esta, el tiempo de corrida es muy 

importante pues corridas muy cortas impiden que las muestras avancen el 

espacio necesario para su correcta separación minimizando la dispersión de la 

muestra y el ensanchamiento de la banda y la preparación de la muestra es 

necesario lograr una completa desnaturalización de las proteínas para así 

evitar la aparición de bandas fantasmas en la electroforesis (bandas dobles por 

la concentración de β-mercatoetanol o el tiempo de incubación)(García-Pérez, 

2000). 
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7. Conclusión 

De los tres protocolos de extracción de proteínas (tampones) para los tejidos 

vegetales mencionados en este trabajo, el que dio mejor eficiencia en cuanto a 

los resultados reportados bibliográfica mente es el método de Chen, tomando 

en consideración la cuantificación de proteínas por Bradford en donde 

presentaron un porcentaje de: Moringa 28.7%, Canavalia 26.36% y Crotalaria 

23.28%; y la resolución de las bandas en la electroforesis de SDS-PAGE en 

donde las proteínas de Moringa presentaron un peso molecular de 37 kDa, 

Canavalia de 47 kDa y Chipilín 40 kDa. Las condiciones más adecuadas para 

la realización de la electroforesis SDS-PAGE fueron 50 volts por 15 minutos 

para el gel de apilamiento y 40 volts por 180 minutos para el gel de separación, 

ya que la utilización de voltajes altos y tiempos cortos impiden que las muestras 

avancen en su espacio necesario para su correcta separación. 
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8.- Recomendaciones  

 

Este trabajo da pauta para continuar la investigación en plantas de interés 

comercial, clínico e industrial realizando el porcentaje de proteínas y todos los 

pasos de análisis proteómicos, desde la preparación de la muestra, 

electroforesis 1D, electroforesis 2D y espectrometría de masa hasta llevarla a 

una base de datos para la identificación de las proteínas.  

 

Se recomienda no almacenar por mucho tiempo las muestras vegetales, ni las 

soluciones preparadas.  

 

Elegir el protocolo adecuado para lo que se requiera extraer de la planta.  

 

La solución de buffer de corrida 1X utilizar máximo 3 veces. 
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