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RESUMEN El objetivo de este estudio fue aislar y caracterizar las
prolaminas del grano de sorgo en base a su solubilidad y
propiedades moleculares. Los cultivares estudiados fueron: la
variedad Zarazal (SV-V51), los hibridos Dekalb-64 y Wac-5005 y
los hibridos altos en taninos Pioneer-815B y Savanna-5. Las
prolaminas del grano, llamadas kafirinas, se extrajeron con
isopropanol al 70% a 60°C y se fraccionaron por dos métodos:
etanol al 95% vy por filtracién en gel de Sephadex G-200. El peso
molecular se determin6 por electroforesis en gel discontinuo de
poliacrilamida, con dodecil sulfato de sodio (PAGESDS). Las
prolaminas estén constituidas por una fraccion soluble en etanol al
© 95% (beta kafirinas) que representan el 21.64% de las kafirinas y el
© 7.13% de la proteina del grano, y por otra fraccién insoluble
Bkafirinas) que forman el 78.36% de las kafirinas y el 25.39% de la
proteina del grano. En el fraccionamiento en columna se obtuvieron
tres fracciones, dos principales (A y C) y otra (B) en menor
cantidad. La proporcién de estas fracciones vari6é de un cultivar a
otro, de forma que en los sorgos SV-V51, D-55, D-64 y Wac-5005
predomina la A, y en los sorgos altos en taninos, la C. Respecto al
peso molecular, se observé que las kafirinas reducidas con
2mercaptoetanol se separaron en cuatro subunidades con pesos
moleculares de 15,000, 21,300, 24,300 y 51,500 daltons. Las
kafirinas sin reducir mostraron mayor niero de subunidades (seis)
cuyos pesos moleculares fueron 15,000, 24,300, 48,500, 69,000,
80,000 y 93,500 daltons. Las PC y beta kafirinas reducidas
presentaron €l mismo nimero de subunidades que las kafirinas sin
fraccionar reducidas con 2-mercaptoetanol.

INTRODUCCION

Las prolaminas son las proteinas mas abundantes de los
cereales, constituyendo alrededor del 50% de la proteina
total del grano (1). En el sorgo se denominan kafirinas y
estan localizadas principalmente en el endosperma del

1. Profesor Titular, Instituto de Quimica y Tecnologia, Facultad de
Agronomia, UCV, Maracay, Venezuela, Apartado Postal 4579,
Vencezuela.
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SUMARY Exfraction and characterization of grain prolamines
of six sorghum Sorghum bicolor L. Moench cultivars The
purpose of this work was to isolate and characterize prolamines
from grains of sorghum, by their solubility and molecular properties.
One variety, Zaraza-1 (SV-V51), and five hybrids (Dekalb-55,
Dekalb-64, Wac-5005, Pioneer-815B and Savanna-5) were used.
The prolamines, called kafirins, were extracted with 70%
isopropanol at 60°C, and then fractionated by two methods: 95%
ethanol and gel filtration with Sephadex G-200. The molecular
weight was determined by electrophoresis in a discontinuous
polyacrylamide gel with sodium dodecyl sulfate (PAGE-SDS). The
alpha kafirin (soluble fraction in 95% ethanol), and 7.13% of the
grain’s total protein, and the beta kafirin represents 21.64% of
kafirin (the insoluble fraction), represents 78.36% of the kafirin and
25.39% of total protein. Three fractions were obtained from the
column fractionation, two important ones (A and C), and one (B) in
a lesser amount. The proportion of these fractions varied between
cultivars, so that in SV-V51, D-64 and Wac-5005, A is
predominant, and in high tannin sorghum, C is the predominant one.
Kafirins reduced with 2-mercaptoethanol were separated in four
subunits with molecular weights of: 15,000, 21,300, 24,300 and
51,500 daltons. Unreduced kafirin showed a larger number of
subunits (six) whose molecular weights were: 15,000, 24,300,
48,500, 69,000, 80,000 and 93,500 daltons. Reduced and kafirin
showed the same number of subunits as those of nonfractioned
kafirin reduced with 2-mercaptoethanol.

grano, en el cual se encuentran formando cuerpos
proteinicos rodeados por una matriz proteinica compuesta
por glutelinas, proteinas solubles en NaOH (1, 2). Las
kafirinas son proteinas complejas que se solubilizan en
alcohol. Asi, son solubles en etanol al 60%, isopropanol al
70% y butanol terciario al 60% (3-6). Sastry y Virupaksha
(7) encontraron que el 45% de las kafirinas se solubilizan en
etanol al 95%, y designaron a la fraccién soluble, alfa
kafirina. Posteriormente, Beckwith y Jones (8) separaron el
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55% de las kafirinas usando etanol al 95% a una
temperatura de 9°C. Las kafirinas representan entre 3.1 y
10.7% de la proteina del grano de sorgo, son altos en
taninos y de 8.8 a 25.1% de los bajos en taninos (4,9,10).
Esta diferencia se debe en gran parte a que la extraccién de
las prolaminas es afectada negativamente por los taninos,
fos cuales ticnen gran afinidad por esas proteinas con las
que forman complejos muy poco solubles. Los taninos,
polifenoles arométicos y las kafirinas, protefnas altamente
hidrofobicas, se asocian fuertemente en medio acuoso (4,9)

Las kafirinas son proteinas heterogéneas constituidas
por polipéptidos unidos entre si por enlaces disulfuro,
formando agregados de mayor tamano (7). La
heterogeneidad de las kafirinas ha sido comprobada
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), 1a
cual separa a las proteinas en seis 0 mas bandas (7,11,12)
Las alfa kafirinas y las kafirinas sin fraccionar (completas)
acusan patrones electroforéticos muy parecidos, que sélo se
diferencian en que la cantidad de proteina que se queda en
el origen ¢s menor en las alfa kafirinas, lo que indica que la
fraccién insoluble en alcohol al 95% corresponde a la
porcién no mévil de alto peso molecular de las kafirinas
(7,8).

Las prolaminas del sorgo se separan mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio (PAGESDS) en dos bandas, una intensa de peso
molecular entre 24,000 y 25,000 daltons, y la otra con peso
molecular entre 22,000 y 23,000 daltons (10). Paulis y Wall
(11) usando también la técnica PAGESDS, hallaron que las
kafirinas migran como una sola banda, con peso molecular
aproximado a los 22,000 daltons, mientras que mediante la
PAGE se separan hasta en seis subunidades.

El objetivo del presente estudio fue aislar y caracterizar
las prolaminas del grano de sorgo en cuanto a su solubilidad
y propiedades moleculares.

MATERIAL Y METODOS

Los cultivares analizados fueron los sorgos bajos en
taninos variedad Zaraza-1 (SV-51) ¢ hibridos Dekalb-55 (D-
55), Dekalb-64 (D-64), Wac-5005 y los altos en taninos,
hibridos Pioneer-815B (P-815B) y Savanna-5 (SAV-5).
Estos sorgos fueron cultivados en regiones venezolanas en
198sS.

Extraccioén de las Kafirinas

Esta se realiz6 con isopropanol al 70%, a 60°C (5:15),
siguiendo el esquema propuesto por Paulis y Wall (13).

Fraccionamiento de las Kafirinas

El fraccionamiento se¢ llevé a cabo en etanol al 95%. Se
fraccionaron segn su solubilidad en etanol al 95%,
mediante la técnica descrita por Tumer, Bound y Miller
(14). Las kafirinas solubles se denominan alfa kafirinas, y
las insolubles, B kafirinas.

Por Filtracion en Gel

Se empleo una columna de 90 cm de largo y 1.6 cm de
diametro empacada con Sephadex G200 (15). Como
eluyente se uso ureca 8M con una velocidad de flujo en
contracorriente de S ml/hora.

Determinacion del Pgso Molecular de las Kafirinas

El peso molecular se determin6 por electroforesis en gel
discontinuo, de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(PAGESDS). El gel superior se preparé con 4.4% de
acrilamida y pH 6.8, y el inferior con 12.6% de acrilamida y
pH 8.8. La corriente aplicada fue de 4 miliamperios por tubo
de gel, por un perfodo de cuatro horas (16).

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de las Kafirinas

Los resultados revelaron que las kafirinas constituyen el
32.52% de la proteina del grano (Tabla 1). Esta fraccién es
una de las mas abundantes, y varia de un cultivar a otro,
encontrandose en mayor proporcién (40.25%) en el hibrido
Wac-5005, bajo en taninos, y en menor cantidad, en los
sorgos altos en taninos P-815B (24.09) y SAV-§ (24.41%).
Las variaciones en el contenido de kafirinas entre los sorgos
bajos y altos en taninos se debe no solo a factoges genéticos,
sino también a la reaccion de las prolaminas con los taninos,
con los que forman complejos muy poco solubles que
dificultan su extraccién (35,9) El contenido promedio de
taninos de los sorgos analizados bajos en este compuesto, es
de 0.17% (expresado como equivalentes de catequina), y el
de Jos sorgos altos en taninos, 1.41%(17).

Fraccionamiento de las Kafirinas

Las kafirinas estan constituidas por dos fracciones. por
una traccién soluble en etanol al 95%, denominada a
kafirina que representa el 7.13% de la proteina del grano
(Tabla 1) y el 21.64% de las kafirinas (Tabla 2), y por otra
fraccién insoluble (B kafirina) que forma el 25.39% de la
proteina del grano, y el 78.36% de las Kkafirinas. La
solubilidad de estas proteinas en etanol al 95% difiere
significativamente entre los cultivares analizados, y es
mucho menor que la obtenida (45%) por Sasty y Virupaksha
(7) y (55%) por Beckwith y Jones (8) en sus estudios sobre
sorgo. Estas diferencias pueden ser atribuidas a variaciones
genéticas, ambientales y metodolégicas. Igualmente, al
compararlas con las prolaminas del maiz que tienen 35.14%
de alfa zeinas (15) las kafirinas son menos solubles
(21.64%) en etanol al 95%, posiblemente por su naturaleza
mas hidrofébica (5).

En el fraccionamiento en columna (Figura 1) se
obtuvieron tres fracciones: dos principales (A y C) otra (B)
en menor cantidad. La fraccién A contiene los polipéptidos
de mayor peso molecular. La B esté formada por compuesto
de tamafio mediano y la C por los més pequefios. La



comunes, alcanzando diferencias significativas al 1%.

proporcién de estas fracciones varia entre los cultivares de
forma que en los sorgos bajos en taninos predomina la A y
en los altos en taninos, la C. Asi, las kafirinas de los sorgos
SVV-51, D-55, D-64 y Wac-5005 estén constituidas princi-
palmente por polipéptidos de alto peso molecular, en tanto
que las de los sorgos P-815B y SAV-5, por compuestos mas

pequeios.
Peso Molecular de las Kafirinas

Las kafirinas reducidas con 2-mercaptoetanol se
separaron en cuatro subunidades cuyos pesos moleculares
oscilaron entre 1,5000 y 51,500 daltons (Tabla 3), siendo la
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TABLA 1
DISTRIBUCION DE LAS FRACCIONES ALFA Y BETA DE LAS KAFIRINAS DEL GRANO
DE SEIS CULTIVARES DE SORGO
% Fraccion*
Cultivares % Kafirinas alfa Kafirinas beta Kafirinas
Sv-vsi1 33.90 8.47 25.43
Dekalb-55 34.58 10.40 24.18
Dekalb-64 37.91 7.83 30.08
Wac-5005 40.25 7.52 32.73
Pioneer-815B 24.09 5.74 18.35
Savanna-5 24.41 2.83 21.58
Promedio 32.52 743 25.39
* Porcentaje de la proteina del grano.
£
S
TABLA 2 &
CONTENIDO DE LLAS FRACCIONES ALFA Y BETA DE g‘
LAS KAFIRINAS DEL GRANO Z
DE SEIS CULTIVARES DE SORGO "3'
142}
Z
% Fraccion* é
50 J
Cultivares alfa Kafirinas beta Kafirinas A
SV-Vs1 24.98b 75.02¢
Dekalb-55 30.08a 69.92f 75 |
Dekalb-64 20.65d 79.35¢
Wac-5005 18.68¢ 81.32b
Pioneer-815-B 23.83¢ 76.17d
Savanna-5 11.61f 88.39a 100
50 100
Promedio 21.64 78.36 VOLUMEN, ml.
* g fraccion en 100g Kafirinas. FIGURA 1
Los valores en la misma columna que no presentan letras Fraccionamiento de las kafirinas SV-V51 en gel Sephadex
G-200

banda mas ancha e intensa la correspondiente a las
subunidades de peso molecular de 24,300 daltons
(Fotografia 1). Las bandas 2 y 3, son parecidas a las halladas
por Guiragossian, Chibber y Van Scoycoc (10), ylas3y4a
las obtenidas por Paulis y Wall (11), para esta fraccién
proteinica. Las alfa y beta kafirinas mostraron patrones
electroforéticos similares a las kafirinas completas (sin
fraccionar), lo que indica que estin formadas por los
mismos componentes bésicos. Por su parte, las kafirinas sin
reducir, con 2-mercaptoetanol, acusaron subunidades de alto
peso molecular que se quedaron en el origen y mayor
niimero de bandas, cuyos pesos moleculares variaron entre



TABLA 3
PESO MOLECULAR DE LOS POLIPEPTIDOS DE LAS KAFIRINAS REDUCIDAS
DEL GRANO DE SEIS CULTIVARES DE SORGO

Bandas/Peso molecular (Daltons)

Cultivares 1 2% 3 4

SV-V51 51,500 24,300 21,300 15,000
Dekalb-55 51,500 24,300 21,300 15,000
Dekalb-64 51,500 24,300 21,300 15,000
Wac-5005 51,500 24,300 21,300 15,000
Pioneer-815-B 51,500 24,300 21,300 15,000
Savanna-5 51,500 24,300 21,300 15,000

* Banda mas intensa,
TABLA 4
PESO MOLECULAR DE LOS POLIPEPTIDOS DE LAS KAFIRINAS SIN REDUCIR
DEL GRANO DE SEIS CULTIVARES DE SORGO

Bandas/Peso molecular (Daltons)

Cultivares 1 2 3 4* 5* 6*
SV-V51 93,500 80,000 60,000 48,500 24,300 15,000
Dekalb-55 93,500 80,000 60,000 48,500 24,300 15,000
Dekalb-64 93,500 80,000 60,000 48,500 24,300 15,000
Wac-5005 93,500 80,000 60,000 48,500 24,300 15,000
Pioneer-815-B  --——--- 80,000 60,000 48,500 24,300 15,000
-5 80,000 60,000 48,500 24,300 15,000

* Bandas mas intensas

FOTOGRAFIA 1

Separacion por electroforesis discontinua PAGE-SDS de los
polipéptidos de las kafirinas reducidas de seis cultivares de
sorgo.

De izquierda a derecha:
. SV-V51

. Dekalb-55

. Dekalb-64

. Wac-5005

. Pioneer-815B

. Savanna-5

o UA WN R



FOTOGRAFIA 2

Separacion por electroforesis discontinua PAGE-SDS de los
polipéptidos de las kafirinas sin reducir de seis cultivares de
sorgo.

De izquierda a derecha:
. SV-V51

. Dekalb-55

. Dekalb-64

. Wac-5005

. Pioneer-815B

. Savanna-5

o Ol WN

15,000 y 93,500 daltons (Tabla 4). En todos los cultivares
los polipéptidos principales estan representados pw las
bandas 4 y 5 que fueron las mas intensas (Fotografia 2). La
presencia de bandas de baja movilidad sugiere que las
subunidades de menor peso molecular pueden encontrarse
unidas por enlaces disulfuro (SS) formando oligémeros de
mayor tamafio (7,8,15) En las alfay betakafirinas sin

reducir se consiguieron las mismas bandas
kafirinas sin fraccionar ni reducir, lo que demuestra
semejanza en la composicion proteinica. No obstante, las
beta kafirinas presentaron  bandas mas clarasy mayor
concentracion de proteinas en el origenque las alfa
kafirinas, resultados que concuerdan con los de Beckvvith y
Jones (8) quienes sefialaron que las kafirinas insolubles en
alcohol al 95% corresponden a la porcién no movil de alto
peso molecular de las kafirinas.
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