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Resumen |

El maiz (Zea mays L.) es el cereal de mayor cultivo a nivel mundial, del cual se pueden obtener para consumo humano, harina, fibra,
aceite y proteinas; de estas Ultimas se han aislado diferentes tipos tales como albiminas, globulinas, prolaminas y gluteninas; sin
embargo, dada la variedad de estas biomoléculas, su obtencién no ha sido fécil. Este trabajo se realizé para determinar el mejor
método para la extraccion y la cuantificacién de las proteinas totales en semillas germinadas de maiz (Zea mays L.), para lo cual se
compararon seis protocolos de extraccién que resultaron al combinar dos métodos fisicos convencionales: agitaciéon orbital o
asistida con ultrasonido, y tres solventes de extraccién: acido tricloroacético, Tris-Base y Tris-HCl. Previamente se eligié el mejor
método de cuantificacién por espectroscopia de ultravioleta visible empleando los reactivos cromogénicos de: Lowry, Bio-Rad y
Bradford. Los mejores resultados (10,83 mg/l de proteina) se obtuvieron con la extraccién asistida con ultrasonido en combinacion
con Tris-Base y empleando el reactivo de Bradford para la generacién del color y la posterior cuantificacién por espectroscopia de
ultravioleta-visible.

Palabras Clave: Evaluacién de proteinas totales, andlisis de biomoléculas, método espectrofotométrico, lixiviacién, Bradford.

Abstract |

Corn (Zea mays L.) is a major cereal grain throughout the world, from corn, people can oobtain some products such as starch, fiber,
oil, and protein. In corn, different types of proteins are found: albumins, globulins, prolamins and glutenins; however, diverse
characteristics of this biomolecules difficult extraction process. In the present study, corn (Zea mays L.) seeds proteins were
extracted by six different protocols. For this, orbital agitation and ultrasound-assisted extraction combined with Tris-Base, Tris-HCl
and trichloroacetic acid like extracting solvents were used. Previously, the chromogenic reagents of Lowry, Bio-Rad and Bradford
were evaluated to identify the best spectrophotometric total proteins quantification method. The best combination was
ultrasound-assisted extraction with Tris-Base (10,83 mg/l total protein) measured by Bradford spectrophotometric method.
Keywords: Total protein evaluation, biomolecules analysis, spectrophotometric method, lixiviation, Bradford.

INTRODUCCION | El maiz es la planta mads domesticada y evolucionada del
reino vegetal (Asturias, 2004), es un pasto gigante de origen
Los cereales son las plantas mas estudiadas por su tropical mexicano, usado para producir granos y forraje, los

importancia agroecondémica; estos pertenecen a tres cuales constituyen la base para la elaboracién de un buen
familias: Ehrhartoideae (arroz), Pooideae (avena, trigo y numero de alimentos tanto para el ser humano como para
cebada) y Panicoideae (maiz, sorgo y mijos) (Kellogg, 2001). los animales de cria, asi como variedad de productos para las
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industrias farmacéutica y manufacturera. De los 1.1 millones
de toneladas de cereales secundarios producidos en el
mundo durante el afio 2010, el 74% fue maiz (FAO, 2010). En
Colombia es el cultivo con la segunda mayor extensidn, se
encuentra ampliamente difundido en todas las regiones
naturales del pais, debido a su adaptacién especial a diversas
condiciones agroclimdticas y socioecondmicas, cultivdndose
desde la Guajira hasta el Amazonas y desde la Costa Pacifica
hasta los Llanos Orientales; desde el nivel del mar hasta los
3000 m.s.n.m, en situaciones contrastantes y con
precipitaciones desde 300 mm al afio en la Guajira, hasta
10000 mm en el Chocd. (FENALCE, 2010).

La semilla de maiz estd constituida por dos partes
principales, el germen y el endospermo. El primero (11% de la
masa seca) contiene la mayor cantidad de aceite de la semilla
y proteinas hidrosolubles; mientras que el segundo (83% de la
masa seca) estd compuesto principalmente por almidén y
proteinas liposolubles (Aspelund y Glatz, 2010). Estas ultimas
son una mezcla compleja que incluye fracciones de
albuminas, globulinas, zeinas o prolaminas y gluteninas
(Wegary et al. 2011). Las proteinas de almacenamiento de las
semillas de maiz, han sido investigadas ampliamente en
cuatro dreas principales: 1) analisis de la diversidad genética
dentro y entre las especies, 2) la domesticacién de la planta
en relacion con la conservacién de los recursos genéticos y la
descendencia, 3) estudios desde la perspectiva genémica y
4) como una herramienta en la mejora de los cultivos
(Ghafoor et al. 2002). Sin embargo, las técnicas de extraccién
de proteinas siguen siendo un desafio para el andlisis preciso
de estas moléculas, razén por la cual son diversos los
protocolos disponibles en la literatura (Ranjan et al. 2012).
Asimismo, existen muchos métodos para la determinacion
de proteinas, algunos de los cuales se valen de la absorcién
que presentan estas moléculas al ser coloreadas con
reactivos especificos; cada uno de estos procedimientos
tiene su particularidad, y el mejor solo podra ser
determinado dependiendo de las concentraciones de las
proteinas en las muestras (Garcia y Vdsquez, 1998). El
objetivo de este trabajo, fue comparar y determinar el mejor
método para la extraccién y la cuantificacién de las proteinas
totales de semillas germinadas de maiz (Zea mays L.).

MATERIALES Y METODOS |

Materiales

Todos los reactivos quimicos utilizados fueron Sharlau
grado analitico, y las semillas de maiz (Zea mays L.)
empleadas fueron variedad Amarillo ICA V-305 tipo comercial
de tamafio grande, producidas por Semillas del Pacifico. Se
seleccionaron semillas sin dafios visibles y con morfologia
uniforme.

Germinacidn de las semillas de maiz

Las semillas de maiz previamente seleccionadas se
sembraron en cajas Petri (100 x 15) mm, con papel

absorbente como soporte. A cada caja se le adicionaron 12.0
mL de agua destilada y se colocaron en una incubadora
Incucell de 222 L sin luz, a una temperatura de 30.1°C + 0.1 °C.
La humedad del sistema fue de 59.00 % * 3.39 %. Después de
48 horas, las semillas se sacaron de la incubadora, se les
retird la radicula y fueron trituradas con ayuda de un molino
eléctrico hasta obtener un polvillo muy fino que se guardé en
una bolsa de sello hermético y en nevera a -20 °C para su
posterior extraccion.

Extraccion de proteinas

Las proteinas totales fueron extraidas mediante el uso
de tres solventes diferentes: solvente A, TCA: 4cido
tricloroacético 10% (Natarajan et al. 2005); solvente B, Tris-
HCl: Tris-HCl 0,05 M; urea 5 M; SDS (Dodecil-sulfato sédico)
0,02% y glicerol 1% (Ranjan et al. 2012); solvente C, Tris-Base:
Tris-Base 0,05 M; acido citrico monohidratado 0,007 M;
hidrocloruro de cisteina 0,1%; dcido ascdrbico 0,1% y glicerol
1% (Ranjan et al. 2012), y dos métodos extractivos diferentes,
como se presenta a continuacién.

Método A: Agitacion orbital

500 mg del polvo de la semilla se depositaron en un
tubo de ensayo con 3 mL del solvente de extraccién (TCA
(A), Tris-HCl (B) o Tris-Base (C)) y se colocaron en un agitador
orbital durante una hora. Al cabo de este tiempo el material
se decanté obteniéndose un sobrenadante y un pellet; el
primero se retiré y se conservd, mientras que al segundo se
le adiciond una nueva porcidén del respectivo solvente fresco
y se reextrajo dos veces mas. Los sobrenadantes obtenidos
se unieron y se centrifugaron a 7000 rpm durante 7 minutos,
finalmente los extractos se aforaron a 10 mL con el solvente
de extraccidn respectivo.

Método B: Ultrasonido

500 mg del polvo de la semilla se depositaron en un
tubo de ensayo con 3 mL del solvente de extraccion (TCA,
Tris-HCl o Tris-Base) y se colocaron en un equipo de
ultrasonido durante 20 minutos a 35 °C. Al cabo de este
tiempo el material se decantd obteniéndose un
sobrenadante y un pellet; el primero se retird y se conservd,
mientras que al segundo se le adiciond una nueva porcién
del respectivo solvente fresco y se reextrajo dos veces mas.
Los sobrenadantes obtenidos se unieron y se centrifugaron a
7000 rpm durante 7 minutos, finalmente los extractos se
aforaron a 10 mL con el solvente de extraccién respectivo.

Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion se llevéd a cabo mediante
espectrofotometria de ultravioleta-visible, aplicando las
metodologias de Bradford (1976), Lowry et al. (1951) y el Kit
de Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). En los tres casos se
realizé una curva patrén con seroalbimina bovina (BSA) a
concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 mg/L. Cada uno
de los patrones fue evaluado por triplicado.
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Analisis estadistico

Para la eleccién del mejor método de cuantificacion se
obtuvieron las curvas de calibracion de cada reactivo
cromogénico empleado y a través de un analisis de regresién
por minimos cuadrados no ponderados con un nivel de
confianza del 95%, se obtuvieron los limites de deteccién
(LOD) y de cuantificacién (LOQ) de cada metodologfa. Para
cada andlisis de regresién se validaron los supuestos de
normalidad, homocedasticidad e independencia mediante las
pruebas de Shapiro-Wilk, Levene’s y Durbin-Watson
respectivamente. Todo esto se realizd con el software
Statgraphics Centurion XVI.Il en modo demo.

RESULTADOS Y DISCUSION |

Segun se evidencia en las rectas de calibracién (figura 1),
para los casos donde el reactivo de cuantificacién fue Bio-
Rad o Bradford se obtuvieron modelos de regresidn lineal
simple que describieron el comportamiento de la sefial en
funcién de la concentraciéon de manera lineal; mientras que
para el caso en el cual el reactivo de cuantificacién fue
Lowry, el mejor modelo ajustado correspondid a un modelo
cuadrético. Los modelos de regresidn obtenidos para cada
caso, donde “A” corresponde a la sefial en unidades de
absorbancia y “C” a la concentracién en mg/L se presentan
en cada grafica de la figura 1.

A partir del andlisis de las curvas (figura 1) y los valores
de la regresion (tabla 1), se decidid el mejor método
colorimétrico para la cuantificacién. Para el andlisis de la
sensibilidad se empled como pardmetro de comparacion la
pendiente de cada uno de los modelos de regresién
obtenidos (figura 1), y se hizo evidente que quien presentd
una menor sensibilidad es el método que utilizé el reactivo
Bio-Rad, dado que por cada mg/L que aumenta la
concentracion, la sefial se incrementa desde 0,9382 X 1073
hasta 0,9950 X 102 unidades de absorbancia; mientras que
cuando se utilizd el reactivo Bradford, por cada unidad en
aumento de la concentracién en mg/L la sefial se incrementa
desde 2,196 X 103 hasta 2,288 X 10”2 unidades de absorbancia,
para ambos casos con una significancia del 5%. Finalmente,
dado que para el método que utilizé el reactivo de Lowry la
regresion cuadratica fue la de mejor ajuste y esta no
corresponde con la ley de Lambeert-Beer (Skoog et al. 2008),
se puede concluir que el mejor método para la cuantificacién
fue el que empled el reactivo Bradford, no solo por el hecho
de que su ajuste es lineal y por ende las variaciones en la
sefial estan sujetas a un mismo patrén de variacién en todo
el intervalo evaluado (lo cual no es posible en el
comportamiento del modelo de regresién cuadratico), sino
también por el hecho de que este protocolo presentd
alteraciones bajas en las concentraciones y como fue
reportado por Aminian et al. (2013) y Ku et al. (2013), es una
técnica simple, rdpida y con pocas interferencias. Esta
técnica de cuantificacién también fue usado por Sing et al.
(2015), para detectar la cantidad de proteinas en semillas,
hojas y flores de guandu (Cajanus cajan); lo cual demuestra

que es una metodologia vigente para emplearse con
diferentes extractos vegetales.
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Figura 1. Rectas de calibracion obtenidas con los reactivos: a) Bio-
Rad, b) Bradford, c) Lowry.

Tabla 1. Valores del andlisis de regresién no ponderado para la comparacién de
los tres reactivos de cuantificacién empleados.

Pendiente Coeficiente
Reactivo Intercepto de primer LOD LOQ Determ.
grado (R)
Bio-Rad 0,0241 0,0009665 0,0480 0,1036 98,4717%
Bradford 0,0515 0,0022418 0,0937 0,1921 99,3447%
Lowry 0,0542 0,0026466 0,1483 0,3677 94,6686%
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Vale la pena resaltar que para todos los métodos
colorimétricos evaluados, fue posible verificar los supuestos
que validan la informacién brindada al hacer uso de la
estadistica paramétrica, dado que para todas las pruebas
realizadas, las significancias obtenidas fueron mayores que la
significancia de la prueba del 5% (p-valor > 0,05); es decir, en
todos los casos los residuos se ajustaron adecuadamente a
una distribucion normal, las varianzas para las sefales
obtenidas para cada nivel de concentracién fueron iguales y
finalmente no existi6 dependencia alguna entre las
mediciones realizadas para construir las rectas de
calibracién, o sea que en cada caso el conjunto de datos se
distribuy¢ aleatoriamente.

Decidido el método colorimétrico para el andlisis de las
proteinas totales, se evaluaron los seis protocolos
propuestos para la extraccién de estas biomoléculas a partir
de semillas germinadas de maiz (Zea mays L.). En la figura 2
se presentan los resultados de estos ensayos.
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Figura 2. Valores de la concentracién de proteinas por minuto, en
funciéon de los solventes y el método de extraccién empleado,
cuantificado mediante la metodologia de Bradford.

Esto se correlaciona con lo expresado por Rostagno y
Prado (2013), quienes propusieron al ultrasonido como un
método con ventajas respecto a los protocolos
convencionales de extraccién, dado que acorta el tiempo del
proceso, disminuye el volumen del solvente empleado, e
incrementa el rendimiento extractivo. Esta mejora es
atribuida al fendmeno de cavitaciéon producido en el
solvente, por el paso de la onda de ultrasonido (Paniwnyk et
al. 2001), la cual genera un fenémeno de explosidn/implosion
de microburbujas de gas, que destruyen las particulas sdélidas
en la matriz analizada, mejorando el proceso de interaccién
entre la muestra y el solvente (Bodzon-Kulakowska, et al.
2007).

En cuanto al solvente de extraccidn, se observd que con
el Tris-Base y el Tris-HCl se obtuvo mayor cantidad de
proteina, mientras que el TCA no separd la cantidad
suficiente para ser detectada espectrofotométricamente.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Aspelund,
(2010), quien trabajé con maiz transgénico y reportd que las
proteinas presentaron baja solubilidad en solventes con pH

bajo. También se correlaciona con lo reportado por Cho et al.
(2006), quienes evaluaron diferentes especies y varias partes
de plantas frente al buffer extractor TCA, y reportaron que
este solvente fue muy bueno en la extraccién de proteinas a
partir de hojas de arroz, maiz, trigo, pepino y Arabidopsis;
pero no fue tan bueno cuando se trabajé con semillas
porque se produjo un precipitado dificil de reconstituir para
analisis posteriores.

Finalmente, el Tris-Base fue el buffer mas eficiente para
la extraccion de proteinas a partir de semillas de maiz, lo cual
se puede explicar a partir de los estudios de Tavakolipour et
al. (2015), quienes confirmaron a través de espectroscopia
UV-VIS la ocurrencia de uniones quimicas entre el acido
citrico (componente del Tris-Base) y las proteinas tipo zeina.
Vale la pena resaltar que de los cuatro grupos principales de
las proteinas del maiz, las zeinas se encuentra en mayor
proporcién en el endospermo, con un porcentaje que oscila
entre el 45% - 50% (Shukla y Cheryan, 2001). Ademads, Horax et
al. (2011), al estudiar varias caracteristicas de las proteinas de
semillas de meldn, encontraron que las condiciones dptimas
para la extraccién de proteinas fueron a un pH de 9, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos, ya que el Tris-Base
tiene un pH que oscila entre 7,0 y 9,2, mientras que el pH del
Tris-HCl se encuentra en el intervalo 4,2 y 5,0.

De igual manera, los resultados de este trabajo
concuerdan con los reportes de Ranjan et al. (2012) quienes,
al comparar siete métodos de extraccidon de proteinas en
diferentes leguminosas, encontraron que para los guisantes
verdes, la soya verde y el garbanzo, la extraccién con Tris-
Base produjo el mdximo rendimiento. Mientras que el
proceso con Tris-HCl no fue ideal para solubilizar todo los
tipos de proteinas presentes en los granos analizados,
particularmente las proteinas de membrana u otras
altamente hidrofdbicas (Gorg et al. 2004). Es de aclarar que
en la extraccién, las proteinas deben su solubilidad a las
interacciones proteina-proteina y proteina-solvente, asi
como al balance hidrofébico-hidrofilico en la superficie de las
biomoléculas (Moure et al. 2006). Asi pues, las soluciones
tampdn mejoran la estabilidad y mantienen la integridad de
las proteinas, protegiéndolas, mientras las separa de otros
componentes celulares (G-Biosciences, 2014).

CONCLUSIONES |

En los andlisis quimicos cuantitativos, la buena
preparacion de la muestra asegura un resultado confiable,
independiente del método de cuantificacion empleado. En
los casos en los que se requiere hacer extracciones, es
necesario hacer una apropiada eleccidn del solvente y del
método fisico de trabajo porque cada protocolo se comporta
de manera diferente segtn la especie y el tejido trabajado.
En esta investigacion se encontré que el mejor método para
la obtencién de las proteinas totales en semillas de maiz
germinadas (Zea mays L.), fue la extraccion asistida con
ultrasonido empleando Tris-Base como solvente. Con este
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procedimiento se obtuvieron, de manera rdpida y sencilla,
cantidades cuantificables de las moléculas en estudio.

Los  procedimientos que requieren  reactivos
cromogénicos para hacer determinaciones analiticas
cuantitativas, deben ser cuidadosamente evaluados porque
pueden variar su respuesta segin el medio de trabajo. La
cuantificacion espectrofotométrica de las proteinas totales
presentes en muestras de semillas de maiz germinadas, fue
mejor cuando se empled el reactivo de Bradford. Con este
protocolo se logré un andlisis de bajo costo, confiable,
sencillo, sensible y réapido.
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