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RESUMEN: 
La población a nivel mundial  se encuentra en un constante crecimiento, lo que ha llevado a 
la búsqueda de fuentes alternativas que cubran con la demanda alimentaria. Durante los 
últimos años se ha enfatizado en el uso de proteínas vegetales como nutrimentos 
sustentables, eficaces y altamente disponibles para consumo humano. La enzima ribulosa-
1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO), es una proteína (Fracción I) presente en 
organismos autótrofos como las hojas verdes. Se ha reportado que contiene un alto valor 
biológico comparable a otras proteínas como caseína y huevo. Sin embargo, algunos 
compuestos composicionales como los fitoquímicos pueden llegar a generar sabores y 
colores anómalos que disminuyen su preferencia de consumo. En este estudio, se 
obtuvieron aislados proteicos a partir de biomasa de alfalfa mediante extracción alcalina con 
diferentes bases (Tris, NaOH) y agentes reductores/adsorbentes (metabisulfito sódico, PVPP 
y carbón activado). La presencia de la fracción I fue comprobada por SDS-PAGE, mostrando 
las bandas de las subunidades estructurales (L, S). La solución alcalina con base Tris 
incrementó el rendimiento de extracción  en comparación con NaOH. Por otro lado, 
metabisulfito de sodio mostró el mejor efecto en la disminución de la coloración de los 
aislados proteicos. 
 
ABSTRACT: 
The world population has been growing continuously, which has led to the search for 
alternative sources to cover the food demand. In recent years, it has emphasized the use of 
vegetable protein as sustainable, effective and highly available nutrients for human 
consumption. The ribulose-1, 5-bisphosphate carboxylase enzyme / oxygenase (RuBisCO), 
is a protein (Fraction I) present in autotrophic organisms like as green leaves. It has been 
reported that it contains a high biological value proteins in comparison to others proteins such 
as casein and egg. However, some compositional compounds such as phytochemicals 
producing some off-flavors/odour, which decrease the consumers preference. In this study, 
protein isolates were obtained from alfalfa biomass by alkaline extraction bases (Tris, NaOH) 
and reducing / adsorbent agents (sodium metabisulfite, PVPP, and activated carbon). The 
presence of fraction I protein was confirmed by SDS-PAGE analyses showing the bands of 
structural subunits (L, S).The extraction yield of protein increased using Tris-base solution 
compared with NaOH. On the other hand, sodium metabisulfite agent showed a significant 
effect in decreasing the coloration of protein isolates. 
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El crecimiento poblacional se percibe en un aumento constante, según la 
Organización Mundial de la Salud (OMS)  estima que para el año 2050 la población 
mundial se encuentre por encima de los 9 mil millones (FAO/OMS, 2009). Esta 
problemática ha generado una enorme presión sobre el sistema productivo de 
alimentos a consecuencia del agotamiento de los recursos naturales. El consumo de 
proteínas es normalmente asociado a productos de origen animal, sin embargo se 
sabe que existen muchas fuentes vegetales que pueden proveer las mismas 
cantidades por porción de alimento (Barbeu & Kinsella, 1988). El uso de materiales 
vegetales como fuente de alimento proteico representa una alternativa sustentable, 
de bajo costo y eficiente para la alimentación humana. A pesar de que proteínas 
vegetales como la soya lleva décadas en el mercado, la disponibilidad de aislados 
proteicos vegetales comerciales es escasa.  
 
Las fuentes más estudiadas han sido semillas oleaginosas, leguminosas y cereales, 
sin embargo se ha reportado que los organismos autótrofos entre ellos plantas 
verdes, contienen una fracción de proteína soluble de alto valor biológico (Fracción I). 
Esta proteína (ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa), es una enzima 
localizada en la fracción soluble de los cloroplastos que cataliza el primer paso de la 
fijación de  carbono durante la fotosíntesis. Su estructura hexadecamérica está 
formada por 8 grandes subunidades (~55 KDa) acopladas a 8 pequeñas 
subunidades (~12.5 KDa) (Barbeu & Kinsella, 1988). Algunas de las razones por las 
cuales estas fuentes de proteína no han sido totalmente aceptadas, es porque en 
ocasiones presentan sabores anómalos (amargos) y por su coloración verde oscura, 
derivada de los pigmentos de la planta, clorofila, carotenoides, proteínas 
cloroplásticas y productos de oxidación de los polifenoles. 
 
La alfalfa (Medicago sativa), es una planta herbácea de la familia de las fabáceas, 
mundialmente cultivada como forraje en la producción de pellets de alto valor 
nutrición debido al alto contenido proteico (15-20 %), que son utilizados para la 
alimentación del ganado. En México se siembran alrededor de 4 millones de 
hectáreas para forrajes, de los cuales destaca la producción de alfalfa (SAGARPA 
2015), con una producción de alrededor de 31.5 millones de toneladas anuales 
(SIAP, 2014). Normalmente durante la producción del alimento animal, la biomasa es 
cortada y presionada antes de secarse, procedimiento que produce una gran 
cantidad de jugo con proteínas solubilizadas que no es aprovechado y que ha sido 
reconocido como una fuente efectiva de proteínas de alta calidad para consumo 
humano (Xie et al., 2008). 
 
El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del tipo de solvente en el rendimiento 
de aislados proteicos foliares y el impacto del uso de agentes reductores y 
absorbentes en la disminución de reacciones oxidativas. Así mismo, el material foliar 
y los aislados fueron parcialmente caracterizados. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Material Foliar 
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Se trabajó con la biomasa foliar proveniente de cultivos de Medicago sativa 
procedente del estado de Oaxaca, México. El material fue almacenado a temperatura 
de congelación (-4 °C) hasta su posterior utilización. 
 
 
Preparación de aislados proteicos foliares 
Las dispersiones formadas por hojas de alfalfa y soluciones alcalinas se 
homogenizaron (T 18 digital ULTRA-TURRAX®) y maceraron durante toda la 
noche a una temperatura de 4 °C. Dichas dispersiones se filtraron y el 
sobrenadante se calentó a 55°C durante 5 minutos. Posterior al 
tratamiento térmico, las dispersiones se centrifugaron y el remanente fue 
descartado. La recuperación de la proteína solubilizada se realizó 
mediante precipitación isoeléctrica. La proteína obtenida se secó en una 
estufa al vacío a 60 °C durante 4 horas. 
 
Caracterización parcial del material foliar 
El material foliar fue caracterizado en humedad, ceniza y fibra de acuerdo a las 
normas mexicanas NMX-F-428-1982, NMX-F-066-S-1978 y la ISO6865 (AOAC 
978.10) respectivamente. La determinación de proteínas totales del material foliar y 
de los aislados proteicos se realizó por el método Kjeldahl (AOAC, 1997), 
llevando a cabo los pasos de digestión, destilación y titulación. El 
contenido de proteína se calculó multiplicando el contenido de nitrógeno 
por el factor de conversión Jones de 6.25 (FAO, 1973). 
 
Determinación de la coloración de los extractos proteicos  
El efecto de los agentes a) metabisulfito de sodio (Na2S2O5)  b) PVPP 
(polivinilpolipirrolidona) c) carbón activado granular (poro 4-14), se evaluó 
mediante espectrofotometría UV visible a una longitud de onda de 420 nm. Las 
cantidades utilizadas de los agentes mencionados fueron 0.2 % (p/v), 0.04 % (p/v) y 
200 mg/5 ml. El porcentaje de pardeamiento de los extractos proteicos foliares de 
alfalfa obtenidos a partir de las dispersiones foliares (hoja: solución alcalina) 
centrifugadas fue calculado utilizando la ecuación 1. Las concentraciones de los 
agentes reductores fueron determinadas en relación a las cantidades permitidas  
para alimentos. 
 
% 𝐶𝑜𝑙𝑜𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 = !!"# !" !"#$%"&!!!"# !" !"#$%&' 

!!"# !" !"#$%"&
𝑥100                                                          

(1) 
 
En donde 𝐴!"# !" 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 = muestra sin tratamiento, 𝐴!"# !" 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 extracto con 
tratamiento.  (Giusti& Wrolstad, 2001). 
 
Gel electroforesis en condiciones desnaturalizantes 
Los aislados proteicos foliares obtenidos se solubilizaron y mezclaron con el buffer 
de muestra (Laemmli 1970) con se calentaron 95 °C durante 5 minutos antes de 
cargarse en el gel de poliacrilamida. La separación de los polipéptidos fue en geles 
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de poliacrilamida de gradiente 4-12% de acuerdo al método de Laemmli (1970). Los 
geles fueron teñidos con azul brillante Coomassie R-250. 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
En la tabla I se muestran los resultados composicionales del material foliar de estudio 
(Medicago sativa). El contenido de proteína, fibra y ceniza fueron similares a los 
reportados por Parada, 1975 (27.11, 18.59, y 12.47 % respectivamente), pero 
ligeramente mayores en ceniza que lo reportado por Edwards et al., 1975. Esta 
característica pudo deberse a que el contenido de minerales es muy dependiente 
tanto de las condiciones de crecimiento de la planta, como a su capacidad de 
absorber agua pudiendo fácilmente variar de una plantación a otra. El contenido de 
proteína del pellet foliar resultante de la extracción proteica alcalina, mostró 
conservar aún la calidad proteica presentando valores de hasta un 20 %. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La naturaleza de la solución alcalina tuvo un efecto significativo sobre el porcentaje 
de rendimiento, en donde la sal Tris aumentó el rendimiento hasta 3 veces en 
comparación con el NaOH. Este resultado puede deberse a las características 
amortiguadoras de dicho compuesto, contribuyendo al mantenimiento del pH durante 
la etapa de solubilización proteica del proceso de extracción.  
 
La presencia de la proteína RuBisCO en los extractos proteicos foliares fue 
comprobada mediante SDS-PAGE mostrando bandas pertenecientes a las 
subunidades larga y corta (L, S) con pesos moleculares de ~55 kDa y ~12.5 kDa 
respectivamente (Figura 1). Estas características estructurales ya han 
reportadas en la literatura por diferentes autores (Lamsal et al., 2006; 
Geada et al., 2011; Schwenzfeier et al., 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla I. Caracterización parcial de la hoja 
de alfalfa 

Determinación 
(b.s) 

Porcentaje 

Ceniza 14.24 ± 0.03 
Humedad 4.18 ± 0.79 

Fibra 18.43 ± 0.11 
Proteína 23.2 ± 0.38 

	

Figura 1. SDS-PAGE para proteína foliar de 
alfalfa en comparación con el marcador 
molecular estándar. 
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En cuanto a la efectividad de los agentes estudiados en la coloración de 
los extractos proteicos, se observó que el metabisulfito de sodio, 
disminuyó significantemente el color, seguido por PVPP y el carbón 
activado (Figura 2). Estudios previos realizados por Manohan et al. (2012), 
demostraron la efectividad del Na2S2O5, en reacciones de pardeamiento en 
vegetales (papa), como inhibidores de la actividad enzimática de PFO. En 
nuestro caso, los resultados podrían indicar que la coloración del extracto 
es principalmente debido a reacciones de oxidación que a compuestos de 
pigmentación. Debido a que son los compuestos sulfitos los cuales se 
caracterizan por actuar en la inactivación de las PFO o en la reducción de 
los compuestos de oxidación (quinonas) a fenoles. (Kavrayan & Aydemir, 
2001; Paul & Gowda, 2000).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIONES 
El fraccionamiento de la proteína foliar obtenida de alfalfa podría ser una herramienta 
útil en el doble aprovechamiento (humano-animal) de la biomasa de dicho cultivo que 
presenta una alta extensión territorial en México. Por otro lado, la Fracción I 
(RuBisCO), podría ser una fuente alternativa de proteína para consumo humano que 
sea más sustentable, de bajo costo, alta disponibilidad y de mayor asequibilidad para 
la población de escasos recursos.  
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