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Por G. Martinez Massanet, J. A. Montiel, E. Pando y F. Rodriguez Luis.
Decartamento de Quimica Organica. Facultad de Ciencias. Universidad de Cadiz. Apartado 40. Puerto Real. Cadiz. Espana.

RESUMEN

Estudio de subproductos agricolas. IV. Solubilidad de las proteinas de
semilla y de hollejo de uva Palomino.

Se hz “ealizzdo & sstudic de la solubilidad de las proteinas de semi-
lla » 22 horzj0 de uva Pziominc. procedentes de su extraccion en distintos
discrventes (aguz desicnizadge disolucion tampan fosfato de Sorensen de
pH 70, N2Zl 005 M. :zmpor tns-HCI 0.1 M de pH 83 y Na OH 0,1 N).

=nge-zral. ‘o5 vasres de oH a los que se produce la minima solubili-
dac Je caca grupo de oroleir=s ocupan una estrecha zona, de 4.1 a 43
par= ias d& semilla y 2'co mas =2mplia para las de la piel, de 3.9 a 4.5. Por
otrc .zdo. 20 gereral Iz solub: -sad minima de las proteinas del hallejo se
precJuce & oH menor cue el 2orrespondiente a la semilla.

PALLBRASCLAVE Pro=na (soiubikgag) - Isoelectnco (Punto) - Uva (semilla) -
vz thoterc - Palomino (varedad).

SUMMARY

Stugy of agricultural by-products. IV. Solubility of the proteins of the
seed and skin of the Palomino grape.

Solubiity of proteins from grapeseed and skin of Palomino variety, ex-
trac-ed wth different solutons (deionized water, phosphate buffer
-p~ 70- 205 M NaC. 0.1 M iris-HCI buffer - pH 8.3 - and 0.1 N NaOH)
has ceen studied

n genaral. the pH values of minimal solubility in every group of pro-
teirs comprised a narrcw rance. from 4.1 to 4.3 in grapeseed and slightly
bre.zaer in skin. from 23 to 4 = On the other hand. the minimal solubility
of ssin proigins ocurred in cH values lower than those of grapeseed
prot=ins

KEwWORDS: Protein (soubifity) - Point (isoefectric) - Grape (seed) - Grape (skin)
- Paloming (vanety)

| —INTRODUCCION

La solubilidad de la mayor parte de las proteinas de-
pende en gran medida del pH del medio. Si se construye
la curva de solubilidad se puede observar un pH especifi-
co en el que dicha solubilidad es minima, denominado pun-
to isoeléctrico. A este valor del pH las proteinas se hallan
en forma de «ién dipolar= y, en definitiva, no poseen carga
neta. lo que facilita su precipitacion. Por este motivo, en
el puntc isoeléctrico las proteinas presentan la minima
solubilidad.

La zona de pH en la que los extractos de proteinas
vegetales presentan la minima solubilidad se halla com-
prendida entre 35 y 6,0 aproximadamente, como puede
apreciarse en los datos proporcionados por la bibliografia
para las diferentes semillas estudiadas. Asi, para la semi-
lla de colza aparecen dos puntos isoeléctricos, a pH 36
y 5.7, esto es, dos puntos de minima solubilidad, si bien
en el primero de ellos es menor que en el segundo (1). Pa-

ra las proteinas de cacahuete, el punto isoeléctrico se ha
determinado a pH 4.4 (2) y para las de semilla de sésamo
entre 4,0 y 6,0 (3).

La solubilidad y el punto isoeléctrico pueden variar
apreciablemente en presencia de sales neutras, las cua-
les influyen sobre el grado de ionizacion de las proteinas
(4). Debido a ello hemos realizado el estudio de la solubili-
dad de las proteinas de la granilla y del hollejo de uva Pa-
lomino, previamente extraidas en distintas disoluciones:
agua desionizada, tampén fosfato de Sérensen de pH 7,0,
Na Cl 0,05 M, tampon tris-HCI 0,1 M de pH 83 y NaOH 0,1
N.

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, el estudio
de la solubilidad de las proteinas de semilla y hollejo de
uva Palomino se ha llevado a cabo en el rango de pH com-
prendido entre 3,0 y 65, que es lo suficientemente amplio
como para abarcar con total seguridad la zona de minima
solubilidad.

Esquema 1

Procedimiento sequido en el estudio de la solubilidad de las

proteinas de semilla y hollejo de uva Palaming

Muestra (2,0 g)

EXTRACCION
(Zh a 15°C, 1 litro de disclvente)

|

FILTRACION

}

Fxtracto 1iquido 4——— Folin-Lowry [

CENTRIFUGACION
(1 h a 19000 rpm, 2°C)

Folin-Lowry I1 —_— Sobrenadante

Proteinas ppdas: Folin-Lowry I - Folin-Lowry LI

I.—MATERIALES Y METODOS

El procedimiento operatorio, resumido en el Esquema 1, se
desarrolla de la siguiente manera: 2,0 g de muestra (semilla des-
grasada o piel seca de uva Palomino) se someten a extraccion
con 11 del correspondiente extractante durante 2 h, a temperatu-
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ra ambiente y con agitacion constante. Una vez filtrado el extrac-
to, se determina la cantidad de proteinas extraidas por el método
Folin-Lowry (5), (6). Se toman siete alicuotas de 50 ml cada una
de la solucion de proteinas y se ajusta su pH con disolucion de
HCI 01 Ny NaOH 0.1 Na30, 35, 40, 45,50, 5560y65 unida-
des, respectivamente. Tras dejar reposar algunas horas, s& Cén-
trifugan las disoluciones a 19000 rpm a 2°C, durante una hora,
en una centrifuga Beckman J2-21, provista de un rotor JA-20. Des-
pués de separar el liquido sobrenadante, se determina la canti-
dad de proteinas que no han precipitado; hallando la diferencia
entre las proteinas extraidas y las proteinas presentes en el liqui-
do sobrenadante podemos conocer las proteinas precipitadas en
cada caso.

Una vez concluido el primer grupo de precipitaciones de ca-
da extracto, procedemos a determinar su punto isoeléctrico con
mayor exactitud en un segundo conjunto de alicuotas, igualmen-
te de 50 ml. Con este fin ajustamos el pH de precipitacion para
cada una de dichas alicuotas en torno al valor aproximado obte-
nido en el primer estudio, estableciendo intervalos de 0,1 unida-
des de pH en esta segunda ocasién y, por consiguiente, logra-
mos determinar el valor del punto isoeléctrico con una exactitud
de las décimas de pH.

Cuando se emplea disolucion de NaOH 0,1 N como agente
extractante no es posible utilizar el método Folin-Lowry para la
cuantificacion de proteinas, que proporcionaria errores bastante
considerables por exceso. Por lo tanto, en esas ocasiones se mi-
de la concentracion de proteinas segun el método Kjeldahl (7),
que ofrece mejores resultados en este caso, aunque tenga los in-
convenientes de consumir mayor cantidad de muestra y necesi-
tar mas tiempo de analisis.

Il —RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos obtenidos en el estudio de la solubilidad de
las proteinas de semilla’y hollejo de uva Palomino se reco-
gen en las Tablas | a V, que analizaremos a continuacion
separadamente.

TABLA | —Solubilidad de las proteinas extraidas con agua
desionizada

Semilla Hollejo
pH Proteinas ppdas (%) pH Proteinas ppdas (%)
30 70,74 3.0 10,71
35 70,26 3.5 17,85
38 71,47 4.0 357
39 76,49 4.2 5,28
40 7099 4.3 17,85
4.1 6834 4.4 14,29
4.2 7843 4.5 26,72
43 80,81 4.6 12,43
44 76,24 5,0 17.86
45 65,71 5,5 885
50 64,75 6.0 895
55 56,35 6,5 367
6.0 45,09
65 47,24

Del examen de la Tabla | se desprende que, para las
proteinas extraidas con agua desionizada, existen dos pun-
tos muy claros de minima solubilidad en el caso de las pro-
teinas de semilla, situados a pH 39 y 43, con un 76,49 %
y un 8081 % de proteinas precipitadas, respectivamente.
En cuanto a las proteinas de semilla extraidas con disolu-
cion tampon fosfato de Sérensen de pH 7,0, cuyos resulta-
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dos se muestran en la Tabla Il, podemos apreciar dos va-
lores maximos de proteinas precipitadas, a pH 43y 45,
y otro menor situado a pH 55. Los porcentajes de protei-

TABLA Il —Solubilidad de las proteinas extraidas con disolucion
tampén fosfato de Sérensen de pH 70

Semilla Hollejo
pH Proteinas ppdas (%) pH Proteinas ppdas (%)
30 48,40 3.0 41,10
5 43,40 3.5 3884
40 46,50 4,0 39,59
42 52,53 4.2 48,22
43 55,70 43 4534
4.4 50,30 4.4 4534
45 51,56 4.5 471
46 50,63 4.6 4315
50 3544 5,0 3239
55 4493 55 30,21
6,0 31,31 6,0 3304
65 3860 65 3596

nas precipitadas son: 55,70, 5156 y 4493, por el orden ci-
tado. Las proteinas extraidas con disolucién de NaCl 0,05
M presentan dos puntos isoeléctricos claramente distingui-
ples: el primeroapH 4.2y el segundo a pH 4.4, con el 6182
y el 53,40% de proteinas precipitadas. respectivamente (Ta-
bla 11). La evolucion de la solubilidad de las proteinas ex-

TABLA Ill—Solubilidad de las proteinas extraidas con NaCl 0.05 M

Semilla Hollejo
pH Proteinas ppdas (%) pH Proteinas ppdas (%c)
30 3334 3.0 34,78
35 3205 3.5 32.61
40 4012 3.8 4452
42 6182 3.9 66.26
43 44 49 4.0 36.96
4.4 5340 4.1 56,52
45 4305 4.2 5217
46 46,34 4.3 4887
50 29,76 4.4 4348
55 7.46 4.5 2391
60 7,46 5.0 217
6,5 1393 5.5 757

6,0 3,22
6,5 435

traidas con disolucion tampoén tris - HCI 0,1 M de pH 83
es muy caracteristica, como se observa en la Tabla IV, ya
que muestra la maxima precipitacion en un intervalo de oH
entre 4,1 y 4,4 de forma muy pronunciada, con un cambio
muy brusco entre pH 4.0 y 4.1, por un lado, y entre 4.4 y
45 por otro, modificandose el porcentaje de proteinas pre-
cipitadas desde 54,97 % a 8109 % en el primer camibio
y descendiendo desde 78,53 % a 52,71 % en el segundo.
Se debe resaltar la gran variabilidad que presenta la solu-
bilidad de las proteinas de semilla de uva Palomino extrai-
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TABLA IV—Solubilidad de las proteinas extraidas con disolucion
‘tampon tris - HCI 0,1 M de pH 83

Semilla . Hollejo
pH Proteinas ppdas (%0) pH Proteinas ppdas (%)
30 5257 3.0 11,91
35 51,81 3,5 13,98
39 5361 3,8 27,29
40 5497 3.9 28,64
4,1 81,09 4.0 13,98
42 78,69 4.1 30,09
43 79.29 4,2 24,50
44 7853 4.5 11,91
45 5271 5.0 10,51
50 52,41 5,5 492
55 48,21 6,0 2,80
6,0 4897 6.5 1,40
6,5 4386

das con NaOH 0,1 N en funcion del pH (Tabla V). Puede
afirmarse la existencia de cuatro puntos isoeléctricos, si-
tuados a los siguientes valores de pH: 35, 41,43y45
estando comprendido el porcentaje de proteinas precipi-
tadas entre 4591 %, correspondiente a pH 35y 56,35 %,
relativo a pH 4,1.

TABLA V.—Solubilidad de las proteinas extraidas con NaOH 0,1 N

Semilla Hollejo
pH Proteinas ppdas (%) pH Proteinas ppdas (%)
30 39,67 3,0 58,24
35 4591 3.4 64,06
4.0 1982 3.5 67,84
41 56,35 3,6 68,90
4,2 4591 3,7 68,29
43 50,09 3,8 70,94
44 4799 3,9 72,78
45 56,04 4.0 63,19
50 14,74 4.5 28,82
55 14,74 5,0 19,75
6,0 15,77 5.8 20,72
65 2303 6,0 28,12

6,5 2319

En lo referente a las proteinas del hollejo, comenza-
mos por el andlisis de los datos contenidos en la Tabla |,
pertenecientes a las proteinas extraidas con agua desio-
nizada. Debe destacarse lo dificil que resulta en este caso
la precipitacion de las proteinas, pues en el punto de mini-
ma solubilidad, pH 4,5, sblo se consigue precipitar el
26,72 % de las proteinas. El estudio de la Tabla | puede
sugerir la existencia de cuatro puntos isoeléctricos en la
mezcla de proteinas extraibles en agua, sin embargo tres
de ellos presentan un porcentaje de proteinas precipitadas
demasiado bajo en relacién con el ya mencionado de 4.5,
puesto que no alcanzan el 18%. Por este motivo, conside-
ramos el valor de 4,5 para el punto isoeléctrico de este gru-
po de proteinas.

Grasas y Aceites

Las proteinas del hollejo de uva Palomino, extraidas
con disolucién tampén fosfato de Sérensen de pH 7,0, po-
seen la minima solubilidad en el intervalo comprendido en-
tre 4,2 y 4,6 unidades de pH (Tabla Il). El punto isoeléctri-
co cabe situarlo a pH 4,2, en el que existe un 48,22 % de
proteinas precipitadas, si bien es posible apreciar otro punto
de baja solubilidad a pH 4,6. En el caso de las proteinas
extraidas con NaCl 0,05 M, quedan perfectamente defini-
dos dos puntos isoelectricos para la mezcla, situados a pH
39y 4,2 (Tabla Ill), en los que precipitan un 66,26% y un
56,52 %, respectivamente.

Resultados similares a los anteriores se obtienen en
la precipitacién de las proteinas extraidas con disolucion
tampén tris-HCI 0,1 M de pH 8,3, como muestra la Tabla
IV La diferencia radica en la menor cantidad de proteinas
que se logra precipitar en este caso, un 30,09 % a pH 4,1.
El otro minimo de solubilidad para este grupo de protei-
nas se situa en 3,9, con un 28,69 % de proteinas precipita-
das. La zona de baja solubilidad de las proteinas extrai-
das con NaOH 0,1 N esta por debajo de pH 4,0 (Tabla V),
encontrandose el punto isoeléctrico a pH 39, con el 72,78
% de proteinas precipitadas.

Con el propdsito de comparar los resultados obteni-
dos para las proteinas de la granilla y las del hollejo resu-
mimos en la Tabla VI los valores de pH en los que se pro-
duce la minima solubilidad (punto isoeléctrico) de cada
grupo.

En general, ocupan una estrecha zona de pH que, para
la semilla, se limita entre 4,1 y 4,3, siendo algo mayor para
las proteinas del hollejo, entre 39 y 4,5. También se pone
de manifiesto en la Tabla VI que la solubilidad minima de
las proteinas del hollejo se produce a un pH ligeramente
inferior que el correspondiente a las de semilla, excepto
para las proteinas extraidas con agua desionizada.

TABLA VI.—Valores de pH de minima solubilidad (puntos isoeléc-
tricos) de las proteinas de semilla y hollejo de uva Palomino.

Extractante Semilla Hollejo
Agua desionizada 43 45
Tampon fosfato de Sérensen

(pH 7,0) 43 4,2
NaCl 0,05 M 4,2 3.9
Tampén tris-HCI (pH 8.3) 41 41
NaOH 0,1 'N 41 39
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