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ABSTRACT

The extraction conditions for the chloroplastic and citoplasmic pro-
teins of the Verna lemon tree leaves physiologically normals are estu-
died, chosing disgregation methods and extractants.

For the citoplasmic proteins, tris-glycine-glucose (TGG) is selected
as extractant (eluent), being stablished the action of each one of their
components and the optimum pH. Likewise, it is tested that the adition
to the buffer solution of different protective substances relatives to
the formation of protein-quinone complex, do not improve the buffer
quality.

The sedimentations conditions for chloroplasts are the following:
6000 x g during 45 minutes using as the more appropiate extractan
(eluent) for the chloroplastic protein, the sodium dodecil sulphate at
a concentration of 0,5 %.

A fractionation of the citoplasmic proteins, using amonium sulphate
and trichloroacetic acid (TCA) is made. The chloroplastic proteins are
divided at the same time in soluble and insoluble.
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INTRODUCCION

Dentro de la gran importancia que desde cualquier punto de vista
tienen las proteinas vegetales, las localizadas en las hojas de las plantas
superiores presentan un interés especial, pues en ellas se sintetizan la
mayor parte de las sustancias que integran el vegetal.

A pesar del interés que siempre ha suscitado el estudio de estas pro-
teinas, hasta hace relativamente poco tiempo los trabajos desarreollados
en este campeo han sido relativamente escasos. A ello puede haber con-
tribuido la baja concentracién en que se encuentran, factor este que
requiere técnicas de extraccién exhaustivas y que eviten, en lo posible,
las desnaturalizaciones que tan frecuentemente se producen en este tipo
de compuestos. .

Las proteinas citoplasmicas, segin Byers (6), son las precipitables
de un extracto después de separar la fraccién que contiene clorofilas y
su composicién depende del método usado para separar el material clo-
roplastico. Esta definicién, aunque aceptable, es poco precisa, ya que
en la disgregacién del material y fraccionamiento proteico pueden pro-
ducirse contaminaciones debido 2 la ruptura de ciertos organulos como
cloroplastos, mitocondrias, nucleos, etc. (33).

Para la extraccién de las proteinas foliares hay gue realizar una dis-
gregacion del material vegetal en presencia de un extractante cuya mi-
s5ién es, al menos tedricamente, que las proteinas pasen cuantitativa-
mente al medio extractante con el menor deterioro posible. Los proce-
dimientos mas utilizados son el de trituracién en mortero usando are-
na de mar como abrasivo (2, 37) y la homogeneizacién eléctrica (37).

Los extractantes empleados son muy numerosos y dentro de ellos se
encuentra el tampén fosfato pH 7 (27), cloruro sédico (10), hidréxido
sédico (19), agua (1, 18), 4cido clorhidrico (10} y tampén tris-glicina-
glucosa pH 8,5 (37).

Las proteinas cloroplasticas se clasifican (36) en dos grupos: las so-
lubles, integradas principalmente en la fraccién I (16}, y las insolubles
o laminares, que estan unidas a la clorofila formando la estructura clo-
roplastica y que al parecer intervienen activamente en el proceso foto-
sintético.

Para obtener los cloroplastos aislados, el proceso de disgregacién
del material vegetal no debe ser excesivamente enérgico para evitar la
fragmentacién mecanica de los mismos. Asimismo, es necesario utilizar
simultineamente determinadas sustancias que proporcionen un medio
isoténico al de los cloroplastos (12, 14).
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La sedimentacién cloropléstica es funcién del tiempo y de la fuerza
centrifuga a que se somete la suspensién y depende de la especie ve-
getal de que se trate, ya que el nimero y tamafio de los cloroplastos
(12, 14, 20), es especifico de ellas.

La divisién inicial en proteinas citopldsmicas y cloropldsticas, se-
gun lo expuesto anteriormente, debe considerarse un tanto relativa,
pues la proporcién que se obtiene para ambas depende de la especie
vegetal de que se trate (6) y del procedimiento seguido para su extrac-
cién (24). Por esta razén no es de extraflar que en la bibliografia se
den frecuentemente porcentajes distintos segiin el caso que se consi-
dere (9, 33, 34). El fraccionamiento de las proteinas citoplismicas se
puede realizar en funcién de su diferente solubilidad en disoluciones
de electrolitos. Uno de los mas empleados es el sulfato aménico, que
se utiliza en concentraciones variables, siendo las mas frecuentes las
del 40 v 60 % {8, 29, 30, 31). La eleccion de este rango se basa en la
posible existencia de fracciones proteicas de naturaleza relativamente
homogénea (9). El resto de proteinas que no precipitan con sulfato amo-
nico del 60 % lo hacen con TCA del 10 %. Las proteinas cloroplésticas
se suelen fraccionar en solubles, por accién de una disolucién hipoté-
nica, e insolubles que se separan por la accién de detergentes {4, 7, 12,
13, 15, 20). ‘ _ o

Cuando se utilizé6 en un trabajo anterior proteina patrén, los méto-
dos que se mostraron mas adecuados en cuanto a sensibilidad y repro-
ductibilidad fueron los de Folin-Lowry y absorcién en el ultravioleta
a 280 nm. Sin embargo, la aplicacién de éstos a extractos sin purificar
no proporcionan resultados correctos a causa de diversos compuestos
que acompafian a las proteinas (15, 26, 28, 32, 35). Las sustancias inter-
ferentes pueden proceder de los extractantes o de los compuestos celu-
lares. De entre estos ltimos, los de naturaleza fendlica son los que pre-
sentan mayores dificultades debido a su facil oxidacién a quinonas y
posterior formacién de complejos quinonas-proteinas bastante esta-
bles {17). Por todo ello, la cuantificacion de proteinas vegetales exige
una purificacién previa del extracto con el fin de eliminar lo mas posi-
ble las contaminaciones.

En este trabajo se estudian distintas formas de disgregacién del
material vegetal y extractantes para la determinacién cuantitativa de
proteinas foliares, asi como algunos procedimientos para eliminar in-
terferencias. Asimismo, se efectia un fraccionamiento de proteinas ci-
topldsmicas y cloroplasticas y se concreta el método mas idéneo para
su determinacién cuantitativa. '
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METERIAL Y METODOS

El material utilizado son hojas de Citrus Limén, variedad Verna,
de 4 a 7 meses de edad procedentes de arboles fisiolégicamente normales.

D1SGREGACIGN DEL MATERJAL

Los procedimientos empleados fueron los siguientes:

a) Para la obtencién de las proteinas citoplasmicas se efectfia una
trituracion en mortero con arena de mar lavada al acido como abrasi-
vo, en presencia de extractantes.

b} Para las cloroplésticas, triutracion en un homogeneizador eléc-
trico con un extractante adecuado.

EXTRACTANTES

Como extractante para las proteinas citopldsmicas se usé el tampén
Tris 0,041 M-glicina 0,32 M-glucosa 0,67 M, pH=8,5 (37). También se
ensayaron los siguientes: Tampon fosfato, pH=7; clorurc sodico al 1 %;
hidréxido sédico 0,2 %; pirofosfato sédico 0,01 M; agua; acido clorhi-
drico 0,1 % y 4cido acético 0,01 M.

Para el aislamiento de los cloroplastos se utilizé la disolucién iso-
ténica: Sacarosa 0,5 M-tris 0,05 M-cloruroe magnésico 1 mM-mercapto-
etanol 4 mM, pH=7,8 (12).

FRACCIONAMIENTO

Para las proteinas citopldsmicas se realizo en funcién de su distinta
solubilidad en disoluciones de sulfato amonico al 40 y 60 %. El resto
se precipité con TCA al 10 %. De esta forma se obtienen tres fracciones
proteicas. :

De las proteinas cloroplésticas, la fraccidon soluble se separé a par-
tir del boton cloroplastico, el cual se trata posteriormente con disolu-
cién hipotdnica: Tris 0,01 M-cloruro magnésico ! mM-mercaptoetanol
4 mM, pH=78. Para las insolubles, los cloroplastos y sus fragmentos
se tratan con dodecilsulfato sodico al 0,5 %.

Todos los productos utilizados fueron R. A.

La metodologia para la determinacién de proteinas y sus fracciones
se realiza segtin (24). Para las medidas espectro y colorimétricas se usa
un espectrofotémetro Hitachi Perkin-Elmer mod. 124.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para establecer las condiciones de extraccién de las proteinas de
hojas de Citrus es necesario considerar distintos procedimientos segin
consideremos las proteinas soluble (citopldmicas) o las obtenidas de
los cloroplastos.

El primer paso para la extraccion de las proteinas citopldsmicas es
la disgracién del material. Las experiencias previas realizadas en este
sentido nos indican que en la homogeneizacién eléctrica hay un au-
mento de la temperatura, que podria desnaturalizar parcialmente las
proteinas y también una formacién de emulsiones que, al tener que
eliminarlas, conducen a un mayor nimero de manipulaciones. Por ello,
elegimos la trituracidn en mortero con arena de mar como abrasivo,
al observar, ademas, una mejor disgregacién del material vegetal.

El conocimiento de la relacién dptima pese hoja/volumen de ex-
tractante es indispensable para una extraccién cuantitativa. Para con-
cretar esta relacion, se trituraron tres muestras de 1 g cada una con
50 ml de extractante (tampon fosfato, pH 7). Los homogeneizados se
filtiraron lavando el residuo con voliimenes iguales de extractante (50 ml).
Los resultados se representan en la figura 1.

/s de proleinas
extraidas

80+

504

1" 22 K13 4 52  Fracciones de 5 ml
de extraclrante

Fig. 1—Porcentaje de protefnas en funcién del volumen de extractante wutilizado.
Media de muestras por triplicado.
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La consideracion de los datos nos indica que, si bien la primera
fraccién de 50 m] extrae la mayor parte de las proteinas, sélo se puede
considerar practicamente total cuando se utilizan 200 m] de extractante.

La misién fundamental del extractante es disolver las proteinas pues-
tas en libertad al disgregar el material y preservarlas de las desnatu-
ralizaciones. Todo ello considiciona la naturaleza de los compuestos
que forman parte del mismo. '

Los extractantes utilizados son muy numerosos, experimentindose
los siguientes: Cloruro sédico, Hidréxido sédico, Pirofosfato sddico,
Agua, Acido clorhidrico, Acido acético, Tampdn fosfato pH 7 y Tris-
glicina-glucosa pH 8,5. Las concentraciones proteicas obtenidas para
cada uno de ellos frente a muestras idénticas de hojas se muestran en
la tabla I.

Tasra I

VALORES DE PROTEINAS EN MG POR 100 G DE MATERIA SECA
PARA OCHO EXTRACTANTES DISTINTOS. METODO DE FOLIN-LOWRY

PaiNas Tampdn
Muestra CINa 1% NaOH 02 % 001 M fosfato pH 7
1 1718,5 29116 19921 32400
2 1718,5 29116 1692,1 30211
3 17294 28459 1937.5 3021,1
4 16638 28022 20140 30649
Media 17075 28678 19839 3086,7
Tris 0,041 M :
Muestra Glic 032 M H:0 CiH 0.1% Acido acético
Gluc 067 M 001 M
1 4312,7 1346,3 1313 1313
2 42689 12916 1313 1806
3 4356,5 1236,9 2079 1532
4 4203,2 1360,2 1532 1532
Media 42853 1333,7 1559 1545

Los datos anteriores ponen de manifiesto, inicialmente, que el ex-
tractante mas cuantitativo es el formado por: Tris-0,041 M-Glicina-0,32;
Mi1Glucosa 0,67 M pH 8,5. Sin embargo, antes de aceptar este tampén
como el extractante mas apropiado para el material vegetal en estudio,
es necesario dilucidar las cuestiones siguientes: 1.°) Comprobar el pH
6ptimo, 2.2) Accién de los componentes en la extraccién, y 3.°) Mejorar
su composicién para que cuali y cuantitativamente la extraccion sea
maxima y especifica.
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El rango de pH establecido por numerosos autores (3, 5, 11, 23} va-
ria desde la neutralidad a valores basicos no excesivamente altos. Para
comprebar su posible influencia se prepararon tampones Tris-glicina-
glucosa a distintos pH: 7, 7,5, 8, 85 v 9.

Los resultados, resumidos en la tabla II, muestran que la maxima
extraccidon corresponde a una valor de pH igual a 8,5.

Tasra 11

INFLUENCIA DEL pH DEL TAMPON TRIS-GLICINA-GLUCOSA EN LA EXTRAC-
CION DE PROTEINAS EN HOJAS DE CITRUS. MEDIA DE MUESTRAS POR
TRIPLICADO. METODO DE FOLIN-LOWRY

Mg de proteina por Porcentajes con respecto

pH 100 g de peso seco a la extraccidn mdxima
7 4748 1 89,35
7.5 48998 92,20
8 5278,3 99,32
B85 5314,5 100,00
9 5230,2 98,42

Para esclarecer la accién de los componentes del tampén se reali-
zaron extracciones en las mismas condiciones con disoluciones de Tris,
Tris-glicina y Tris-glicina-glucosa, todas a pH 8,5. En todos los casos se
determinaron proteinas totales y se realizaron los espectros en el ultra-
violeta de los extractos dializados.

Los datos de la tabla III muestran que el contenido proteico dis-
minuye algo al utilizar Tris-glicina con respecto a los otros, pero las
diferencias no son significativas para sacar - conclusiones acerca del
papel que desempefian glicina y glucosa.

TaprLa III

INFLUENCIA DE LOS COMPONENTES DEL TAMPCON TRIS-GLICINA-GLUCOSA
EN LA EXTRACCION DE PROTEINAS EN HOJAS DE CITRUS. MG DE PRO-
TEINAS POR 100 G DE HOJA SECA. METODO DE FOLIN-LOWRY

Extractante wutilizado

Muestra Tris TrisGlicina Tris-Glicina-Glucosa
i 4760,3 46335 4760,8
2 4760,8 45825 4760,8
3 4888,1 45825 4964 4
4 48171 4606,2 5015,3

Media 48117 4601,1 4875,3
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Sin embargo, el analisis espectrofotfométrico de los extractos (figu-
ra2) muestra notables discrepancias. Segin fuentes bibliograficas (14),
la formacién de complejos imioquinonas-proteinas, modifican el espec-
tro caracteristico de éstas, de tal forma que el méaximo a 270280 nm se
convierte en infrexién.
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Fig. 2—Espectros de absorcién en el ultravioleta (240 a 320 nm) de extractos vege-
tales segin los componentes del tampdn utilizado.

El minimo en Ja zona 260-250 nm aparece mas definido en orden
creciente para Tris, Tris-glicina, Tris-glicina-glucosa. Es presumible, pues,
que en el extracto con Tris la formacién de estos compuestos sea menor.

Para estudiar este proceso se afiadié a los tres extractos una peque-
fia cantidad de oxidante (H:0:), la misma en cada casoc. En estas con-
diciones se deberia favorecer el paso de polifenol a quinona y, por lo
tanto, la formacion de complejos. Figura 3.

La glicina v en mayor proporcién la glicina-glucosa, contrarrestan,
dentiro de ciertos limites de concentracidn, la accién de oxidantes ex-
ternos al sistema (H;0:, O: del aire). Por le tante, consideramos que la
adicion de glicina y glucosa al tampdén Tris, proporciona una accidn
estabilizadora asi como una proteccién frente a la formacién de com-
plejos.

La formacién de complejos proteina-quinina dificultan la determi-
nacién de aquéllas, pues interfieren en los procesos de extraccién y pu-
rificacion, resultando una pérdida en la extraccién.
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Fig. 3.—Espectros de absorcién en el ultravioleta (240 a 320 nm) de extractos vege-
tales segiin los componentes del tampén utilizado, previa adicién de HaQ.,

Son abundantes las sustancias que se emplean para tratar de elimi-
nar o minimizar esta acciéon complejante (21, 22, 25) pudiéndose clasi-
ficar en:

a) Productos con més afinidad por las quinonas que las proteinas,
como son las polivinilpirrolidona (PVP), polietilen glicol y resinas de
intercambio idnico.

b) Sustancias que dificultan la formacion de quinonas o que reac-
cionen con ellas a medida que se originen. Entre ellas se encuentran
reductores como acido ascorbico, tiodiglicol y mercaptoetanol.

Para conocer el efecto que producen las sustancias del tipo consi-
derado en el primer grupo, al adicionarlas al tampdn TGG, se efectud
una experiencia en la que se determinaron las proteinas .extraidas con
TGG al que se le afadieron cantidades crecientes de resina Dowex 1Xx8.
Los valores se exponen en la tabla IV.

Los resultados ponen de manifiesto que las resinas retienen las pro-
teinas en cantidad apreciable; si bien hay que hacer notar que los ex-
tractos, una vez dializados, presentan en el ultravioleta unos maximos
mucho mds definidos. En la fisura 4 se refleja este hecho, llevando los
exiractos a conceniraciones tales que la absorcién a 275 nm fue en to-
dos los casos la misma.
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Tapra 1V

EXTRACCION DE PROTEINAS FOLIARES DE CITRUS CON TAMPON TRIS-
GLICINAGLUCOSA Y DISTINTAS CONCENTRACIONES DE DOWEX 1 x-8.
MEDIA DE MUESTRAS POR TRIPLICADO

]
L)
:

Concentracion
Muestra Dowex I x 8 g Mg proteina por Porcentajes con respecto
por 100 m! tampdn 100 g peso seco a la extraccidn mdxima
1 1 32320 69.65
2 0.5 4020,5 . 86,65
3 025 42925 92,51
4 0,1 44805 96,56
5 0 46399 100,00
_g aay !
o H :
< 1 1
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04 | :
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Fig. 4—Espectros de absorcién de extractos proteicos de igual concentracién obte-
nides con tampén Tris-glicina-glucosa y distintas concentraciones de Dowex 1 x 8.

Se deduce que, si bien la resina ejerce una funcién purificadora por
su capacidad de retener quinonas, este efecto se manifiesta también
para las proteinas. Por tanto, su empleo queda circunscrito exclusiva-
mente a experiencias cualitativas.

En cuanto a sustancias de naturaleza reductora se ensayaron acido
ascorbico, tiodiglicol y mercaptoetanol. Dichos productos se adiciona-
ron a alicuotos del tampén original, hasta alcanzar en éste las concen-
traciones 0,1 %, 0,01 % y 0,01 M, respectivamente.

La adicién de estos compuestos reductores no producen diferencias
muy significativas, por lo que es de suponer que la accién protectora
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de la glicina y glucosa sea, en nuestro caso, similar a la de las sustan-
cias ensayadas. _

Dado que en los vegetales se encuentran sustancias que absorben
a longitudes de onda similares a las proteinas {(fenoles, acidos nuclei-
cos, etc.), y que pueden acompafiarlas en los extractos, el expectro de
éste en el ultravicleta no sélo confirma la existencia de proteinas, sino
que puede dar una idea del grado de pureza en que éstas se encuentran.

En la figura 5 se resume la experiencia destinada a la caracteriza-
cién espectrofotométrica de las proteinas.

El méximo correspondiente a las proteinas (275 nm) aumenta su
definicién en el orden: extracto bruto (2A), extracte dializado (2B}, ex-
tracto precipitado, redisuelto y dializado (3), el cual es muy semejante
al de la albumina patrén (1) aunque con una ligera absorcién a 330 nm;
finalmente (4), el extracto vegetal bruto, al que se habia restado como
«blanco» uno previamente desproteinizado v que corresponde exclusi-
vamente a las proteinas presentes.

Por altimo, para corroborar el método de extraccidon de proteinas
citopliasmicas, se realizd una experiencia de reproductibilidad. Se uti-
lizaron diez muestras de pesos idénticos y los datos se obtuvieron por
triplicado, tabla V.

{
Gratica 1 Grifica 2 Grdfica 3 Grafica &

Ahsorclan

770 [0 0 3 nm

Fig. 5.—Espectros de absorcion en el ultravioleta de albtimina patrén y de extractos
citopldsmicos de hojas de Citrus.

Grafica 1: Albhimina de buey {patrén).

Griafica 2: A) Extracto brute. B) Extracto dializado.

Grafica 3: Proteina precipitada con #cido tricloroacético al 10%, redisuelta en
NaOH 0,2 y dializada.

Grdfica 4: Extracto bruto frente a «blanco» previamente desproteinizado.
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TaBLa V

REPRODUCTIBILIDAD DE LA EXTRACCION DE PROTEINAS CITOPLASMICAS
EN HOJAS DE CITRUS. ABS. A 500 nm

Media ... ... .o vor e e e 0,353
Limites 5% ... ... ... ... ... ... ... ... 03330373
C.V.% ... ... . 2,63

Los datos confirman que el método de extraccién es reproductible
dentro de unos limites de eiror valido.

La disgregacién del material vegetal con objeto de aislar los cloro-
plastos, requiere que el proceso de ruptura celular no sea excesivamente
enérgico para evitar, en lo posible, la fragmentacién mecénica de los
mismos y ademas el empleo de determinados compuestos que propor-
cionen un medio isotdnico al de los cloroplastos.

La sedimentacion cloroplastica en funcién del tiempo y fuerza cen-
trifuga depende de la especie vegetal de que se trate. Para concretar
estos extremos se tomaron cinco grupos de dos alicuotos cada uno de
una suspensién purificada de cloroplastos y se centrifugé a distintos
tiempos a 2.000 y 6.000 x g. Los botones cloropldsticos se trataron con
DSS y DCS al 0,5 % y en las disoluciones se determina la concentracidén
proteica por el método de Folin-Lowry. Los resultados se representan
en la figura 6.

Los datos permiten aseverar que a 2.000 x g no se llega a conseguir
la mixima sedimentacién, sin embargo, a 6.000 x g es suficiente un tiem-
po de 45 minutos. El extractante mas apropiado es el DSS.

De forma analoga a las proteinas citoplasmicas, las cloroplasticas
deben presentar un espectro caracteristico a 270-280 nm. En la figura 7
se resume la experiencia desarrollada para la caracterizacién de las
proteinas cloroplésticas.

El extracto bruto (2), en el que se encuentra solubilizado el comple-
jo proteina<clorofila-detergente, muestra grandes interferencias y en la
zona 270-280 nm una inflexién. La purificacidn del extracto con butanol
y éter de petrdleo proporciona un maximo bien definido a 275 nm (3),
aungue existen sustancias no proteicas entre 288 y 700 nm. El espectro
que se obtiene al precipitar, lavar, redisolver y dializar ]Jas proteinas (4},
presenta mayor semejanza con el de la albumina patrén (1), con un
maximo claramente definide a 275 nm.

Para establecer la reproductibilidad se determinaron por el método
de Folin-Lowry las proteinas sobre dos alicuotos de diez muestras. Los
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Fig. 6.—Porcentajes de proteinas cloroplasticas extrafdas en funcién de las condi-
ciones de sedimentacidén y del extractante unhzado
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Fig. 7—~Espectros de absorcién en el ultravioleta de albimina patrén y de extractos
cloroplasticos de hojas de Citrus.

Grafica 1: Albumina de buey (patrén).

Grafica 2: Boton cloroplistico + detergente.

Grafica 3: Botdn cloroplastico + detergente tratado con butanol y posteriormente
con éter de petréleo.

Grafica 4: Proteina precipitada con Acido triclorcacético al 10 %, redisuelta en

NaOH 02 N y dializada.
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datos de media, Ex, desviacién estiandar, limites al 5 % y coeficiente de
variabilidad se muestran en la tabla VI.

TasLa VI
Media ... ... ... ... ... .. .. ... .. ...  0l85
Des St L e iee e eh e e en 0,008
Limites 5 % . Ce e e i e 0,169-0,202
C.V.08 . v s v s e e e e e 4,11

El coeficiente de variabilidad calculado es algo superior al de las
proteinas citopldsmicas, no obstante, el valor se encuentra dentro de
limites tolerables.

Los dos métodos (Folin-Lowry y absorcién en el ultravioleta) con-
siderados son vélidos para proteina patrén; sin embargo, la gran can-
tidad de sustancias que acompaifian a las proteinas de extractos foliares
hace que éstos no proporcionen resultados correctos en la mayoria de
los casos. Para establecer cudl de los dos métodos es el mas apropiado
para la cuantificacidn, se realizan las siguientes experiencias:

a) Citopldsmicas. Las proteinas extraidas se precipitan con TCA
al 10 % y después se lava con éter etilico y redisuelve en hidréxido sé-
dico 0,2 N. En la disolucién las proteinas se determinan por ambos
métodos. Los resultados se exponen en las tablas VII y VIII.

Los resultados permiten sefialar que los valores obtenidos en la
determinacién por ultravioleta son mas elevados y presentan mas va-
riaciones que los obtenidos por Folin-Lowry. Posiblemente, la causa que
motiva este hecho sea que las proteinas conservan, ain unidas a ellas,
compuestos que presentan una marcada absorcién a 280 nm.

TapLa VII

PROTEINAS CITOPLASMICAS. METODO DE FOLIN-LOWRY.
VALORES DE DIEZ MUESTRAS POR TRIPLICADCO

Media oo cor cor s e e e ek e e 159

Des St 2,00

LAMEtes 5% ..o v oo v e e 1554163

C.V.% . e e e e e e e e 1,26
TabLa VITI

PROTEINAS CITOPLASMICAS. METODO ESPECTROROTOMETRICO A 280 nm.
VALORES DE DIEZ MUESTRAS POR TRIPLICADO

Media ... ... cov cor vee et s e s e e - 586
Des St 38,60
Limites 50 . v e eee ee e e o 505666

CoVo% oo e i e e e e 6,58
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Para comprobar si esta interferencia se presenta €xclusivamente en
la determinacién espectrofotométrica, se tomaron cuatro alicuotos del
mismo extracto y a dos de ellos se les aplico la metodologia de puri-
ficacién por precipitacién. La concentracién proteica obtenida por am-
bos métodos demuestran que una mayor purificacion no afecta a los
valores dados por Folin-Lowry, mientras que los del ultravioleta sufren
notables descensos (tabla IX).

Tapra IX

PROTEINAS CITOPLASMICAS CON DIFERENTES GRADOS DE PURIFICACION,
CUANTIFICADAS POR FOLIN-LOWRY Y ABSORCION EN EL ULTRAVIOLETA.
VALORES EXPRESADOS EN ppm

Muestra Folin-Lowry Ultravioleta
1 160 162 595
I 160 158 610
2 159 . 160 269
i 161 158 264

b) Cloropldsticas. Las experiencias efectuadas con las proteinas ex-
traidas del botén cloropldstico por accién del DSS, fueron similares a

las expuestas para las citopldasmicas. Los resultados se exponen en las
tablas X, XI v XII,

TasLa X

PROTEINAS CLOROPLASTICAS. METOD(O DE FOLIN-LOWRY.
VALORES DE DIEZ MUESTRAS POR TRIPLICADO

Media ... ... .. .o o e 211

Des. St oo e v s e e e e e 3.00

Limites 5% ... ... .. o0 v een e e, 204217

CV.% .o s i e e 1,56
TasLa X1

PROTEINAS CLOROPLASTICAS. METODO ESPECTROFOTOMETRICO A 280 nan.
VALORES DE DIEZ MUESTRAS POR TRIPLICADO

Media ... o0 v s e i e e e e 980

Des. St ... .ol e e 53,11

Limites 5% ... ... ... ... ... ... ... ... ... 8691091

C.V.% . e e 541
TasLa XII

PROTEINAS CLOROPLASTICAS CON DISTINTOS GRADOS DE PURIFICACION.
METODOS DE FOLIN-LOWRY Y ABSORCION A 280 nm.
' VALORES EXPRESADOS EN ppm

Muestra Folin-Lowry Ultravipleta
1 217 217 971
1 217 214 968
2 214 217 725

2 210 206 720
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Los datos anteriormente expuestos permiten deducir las mismas
consecuencias ya expresadas en el apartado anterior. Todo ello nos ha
inducido a adoptar como método de cuantificacién de proteinas en ho-
- -jas de Citrus el de Folin-Lowry.

A partir del fraccionamiento inicial en proteinas citoplasticas y clo-
roplasticas, se han intentado nuevos fraccionamientos en ambos gru-
pos. El de las proteinas citopldsmicas se ha realizado en funcién de su
diferente solubilidad en disoluciones de sulfato aménico cuyas concen-
traciones son del 40 y 60 % y TCA del 10 %.
 Para estudiar la. reproductibilidad se precipitaron diez volimenes
iguales de extracto c1toplésmxco con sulfato aménico al 40 %, determinan-
dose el contenido proteico. Los resultados se muestran en la tabla XIII.

Tapra XITI

REPRODUCTIBILIDAD DE LA FRACCION PRECIPITADA CON SULFATO
AMONICO DEL 40 %. VALORES DE DIEZ MUESTRAS POR TRIPLICADO.
ABSORCION 500 nm

Media ... .o oo cor e e e e e 0,391
Des ‘St . e e e e e e 0 007
Limites 5% . 0377—0405

A los liquidos separados de la precipitacién anterior se les afiadio
sulfato aménimo hasta que la concentraciéon del mismo es de 60 %.
Las protefnas precipitadas se determinaron por Folin. Los resultados
se dan en la tabla XIV.

TasrLa XIV

REPRODUCTIBILIDAD DE LA FRACCION PRECIPITADA CON SULFATO
AMONICO DEL 60 %. VALORES DE DIEZ MUESTRAS POR TRIPLICADO,
ABSORCION 500 nm

Media ... -0 vov vt v v i e e - 0412
Eu Ve eer er eee e e aae s 0,002
Des. St. . 0,007
Limites 5% ... ... .. .. . . . ... 03980426
C.V.%.. e e e e e e 1,59

El extracto obtenido después de separar las dos fracciones anterio-
res, se trata con TCA al 10 %. Los datos se muestran en la tabla XV.

Las tres fracciones obtenidas muestran una reproductibilidad buena,
pues los coeficientes de var1ab111dad se encuentran dentro de limites
muy estrechos (1,50-1,70).
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Tasra XV

REPRODUCTIBILIDAD DE LA FRACCION PRECIPITADA CON ACIDO TRICLORO-
ACEPTICO AL 10 %. VALORES DE DIEZ MUESTRAS POR TRIPLICADO.
ABSORCION 500 nm

Media ... ... ... o e e e 0,331
Em ... 0,001
Des. St. oo oo s e 0,605
Limites 5% ... o o oo s 0319LO342
C.V.% ... .. o 1,64

Las proteinas cloroplasticas se subdividen en solubles e insolubles.
Para concretar la reproductibilidad de esta fraccién se tomaron diez
volimenes iguales de una suspensién de cloroplastos y obtenidos los
botones correspondientes, se trataron con disolucion hipotdnica, desa-
rrollandose la reaccién de Folin. La tabla XVI recoge los resultados
obtenidos.

TaBLa . XVI

REPRODUCTIBILIDAD DE LA FRACCION CLOROPLASTICA SOLUBLE.
VALORES DE DIEZ MUESTRAS POR TRIPLICADO. ABSORCION 500 nm

Media ... ... .. ..o 0,270
Eu ... .. 0,002
Limites 5% .. ... ... .. .. 00 0,257,283

CV.% ... . 2,24

Los fragmentos cloroplasticos separados en la experiencia anterior,
se trataron con DSS al 0,5 % para solubilizar las proteinas laminares.
Los datos se detallan en la tabla XVII.

TABLA XVII

REPRODUCTIBILIDAD. DE LA FRACCION CLOROPLASTICA INSOLUBLE
VALORES DE DIEZ MUESTRAS POR TRIPLICADO. ABSORCION 500 nm

Media ... ... ..o o coh ol e e 0219
Des. St .. il v e i e 0,006
Limites 5% . e e e e e 0,2060,232

CoVo% coo et or e e s e e 2,83

Aunque en este caso los coeficientes de variabilidad son superiores
(2,24 y 2,83) a los obtenidos en el fraccionamiento de las protemas cito-
plasmicas, se mantienen dentro de valores correctos.
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