BIO /TED

ELECTROFORESIS VERTICAL
DE PROTEINAS

6 grupos de estudiantes

1. OBJETIVO DEL EXPERIMENTO

El objetivo de este experimento es aprender el uso de la ELECTOFORESIS
DESNATURALIZANTE EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS para comprender la
estructura, funcion y diversidad de proteinas.

2. COMPONENTES para 6 grupos de estudiantes

COMPONENTES CONSERVACION
Marcador de Proteinas estandar A Congelador

Proteinas del suero de la Leche B Congelador

Proteinas Séricas de Sangre C Congelador

Proteinas de la clara del Huevo D Congelador

Proteinas de hojas de Espinacas E Congelador

Tampon de electroforesis Tris-Glicina-SDS (10X) Temperatura ambiente
Hojas de Protein InstaStain Temperatura ambiente
Tampon de carga para practicar Temperatura ambiente

2.1 Material requerido vy no suministrado

Aparato de electroforesis vertical para proteinas.
Fuente de energia para la electroforesis.
3 geles de poliacrilamidas-SDS 12%.
Placa calefactora

Micropipetas automaticas y puntas.
Balanza.

Microtubos.

Agua destilada

Papel de aluminio.

Transiluminador de luz blanca.

Acido acético glacial.

Metanol.

Vasos.

Tijeras.

Espatulas.




3. INTRODUCCION

Las proteinas son una clase muy diversificada de biomoléculas. Las diferencias en
sus propiedades quimicas, tales como la carga, grupos funcionales, forma, tamano
y solubilidad les permitan realizar muchas funciones bioldgicas. Estas funciones
incluyen la catalisis enzimatica, la regulacién metabdlica, la union y el transporte de
moléculas pequefas, la regulacién génica, la defensa inmunoldgica y la estructura
celular. La determinacion del peso molecular de una proteina es de importancia
fundamental para su caracterizacién bioquimica.

La electroforesis en gel de SDS se usa cominmente para obtener estimaciones de
peso molecular fiables para polipéptidos desnaturalizados. Otras técnicas para la
determinacion de pesos moleculares muy precisos incluyen ultracentrifugacion
analitica y dispersién de la luz. Sin embargo, estos métodos requieren grandes
cantidades de proteinas altamente purificadas y sofisticados equipos de elevado
coste.

Una proteina puede tener una carga positiva o negativa neta, dependiendo de su
composicién de aminoacidos y el pH. En ciertos valores de pH de las soluciones, la
molécula puede ser eléctricamente neutra, es decir, las cargas negativas y positivas
estan en equilibrio. En presencia de un campo eléctrico, las proteinas con cargas
netas migran hacia los electrodos de carga opuesta

Las proteinas presentan diferentes formas tridimensionales y los patrones de
plegado estadn determinados por sus secuencias de aminoacidos y procesamiento
intracelular. La configuracién tridimensional precisa de una proteina es critica para
su funcion. Las formas que pueden tener estas moléculas son esférica, eliptica o en
forma de varilla. El peso molecular depende del nimero y tipo de aminoacidos de la
cadena polipeptidica. Las proteinas pueden consistir en un solo polipéptido o varios
polipéptidos especificamente asociada unos con otros. Las proteinas que se
encuentran en sus formas normales, bioldgicamente activas se llaman nativas.

Las propiedades fisico-quimicas de las proteinas afectan a la forma en que migran
durante la electroforesis en gel. Los geles utilizados en electroforesis (por ejemplo,
agarosa, poliacrilamida) consisten en poros microscopicos de un intervalo de
tamafo definido que actlia como un tamiz molecular. Sélo las moléculas con carga
neta migraran a través del gel cuando esta en un campo eléctrico. Las moléculas
pequefas pasan a través de los poros mas facilmente que los grandes. Las
moléculas que tienen mas carga que otros de la misma forma y tamafo migraran
mas rapido.

Las moléculas de la misma masa y carga pueden tener diferentes formas. En tales
casos, aquellas con forma mas compacta (de esfera) migraran a través del gel mas
rapidamente que aquellos con una forma alargada, como una varilla. En resumen,
la carga, tamano y forma de una proteina nativa afectan a todos sus tasas de
migracion electroforética.

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Los geles de poliacrilamida se forman mezclando el mondmero, la acrilamida, el
agente de reticulacion, metilenbisacrilamida, y un generador de radicales libres,
persulfato de amonio, en tampdn acuoso. La polimerizacion libre de la acrilamida se
produce. Los polimeros de acrilamida estan unidos entre si como se muestra en la
figura.
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El tamafio de poro en los geles de poliacrilamida se controla por la concentracion de
gel y el grado de reticulacion del polimero. La movilidad electroforética de las
proteinas se ve afectada por la concentracion de gel. Geles porcentuales mas altos
son mas adecuados para la separacion de polipéptidos mas pequefios. Los geles de
poliacrilamida también pueden ser preparados para tener un gradiente de
concentraciones de gel. Tipicamente, la parte superior del gel (en virtud de los
pocillos de muestras) tiene una concentraciéon de 5%, aumentando linealmente
hasta el 20% en la parte inferior. Geles de gradiente pueden ser Utiles en la
separacion de mezclas de proteinas que cubren una amplia gama de pesos
moleculares. Los geles de concentracion homogénea como los utilizados en este
experimento son mejores para conseguir una separacion de proteinas que se
mueven en rangos pequefos en la diferencia de sus pesos moleculares.

Cabe sefialar que la acrilamida es una neurotoxina y puede ser absorbida a través
de la piel. Sin embargo, en la forma de poliacrilamida polimerizada no es toxica. El
proceso de polimerizacion es inhibida por el oxigeno. Por consiguiente, los geles de
poliacrilamida se prepararon con mas frecuencia entre las placas de vidrio
separadas por tiras llamadas espaciadores. Como la mezcla de acrilamida liquido se
vierte entre las placas, el aire es desplazado y el producto de polimerizacién se
produce mas rapidamente.

El Dodecilsulfato de sodio (SDS) es un detergente que consiste en una cadena de
hidrocarburo unido a un grupo sulfato altamente cargado negativamente. Las
proteinas que contienen varias cadenas de polipéptidos que se asocian soélo por
fuerzas no covalentes se pueden disociar por el SDS en cadenas de polipéptidos
desnaturalizados.

Durante la electroforesis, las proteinas migran a través del gel hacia el electrodo
positivo a una velocidad que es inversamente proporcional a su peso molecular. En
otras palabras, cuanto menor sea el polipéptido desnaturalizado, mas rapido
migrara. El peso molecular de un polipéptido desconocido se obtiene mediante la
comparacién de su posicion después de la electroforesis con las posiciones de las
proteinas desnaturalizadas estandar. Los pesos moleculares de las proteinas
estandar se han determinado previamente. Después de que las proteinas se
visualizan por tincién y decoloracién, se mide su distancia de migracién. El log10 de
los pesos moleculares de las proteinas estandar se representa frente su distancia
de migracion. Tomando el logaritmo Rf permite que los datos se representen
graficamente como una linea recta. El peso molecular de las proteinas desconocidas
se calcula facilmente a partir de la curva estandar.



MUESTRAS DE PROTEINAS PARA ESTE EXPERIMENTO

Los marcadores de proteinas estandar son una mezcla de proteinas que
dan los siguientes pesos moleculares: 94000; 67000; 38000; 30000; 20000
y 14000 Da. Los valores se han redondeado para mayor comodidad en el
analisis grafico.

Las muestras de proteinas se han desnaturalizado con el detergente anidnico sodio
dodecil sulfato (SDS). En las condiciones experimentales, las proteinas tendran una
movilidad en el gel que es inversamente proporcional al logaritmo de sus pesos
moleculares. Las proteinas de pesos moleculares conocidos se separaran por
electroforesis en paralelo y se utilizan para estimar los pesos moleculares de las
muestras de proteinas desconocidas por analisis grafico. Todas las muestras de
proteina contienen tampon, SDS, B-mercaptoetanol como agente reductor para los
enlaces disulfuro, glicerol para crear una densidad mayor que la del tampédn y el de
colorante cargado negativamente azul de bromofenol para hacer el seguimiento de
la electroforesis y migrard por delante de las proteinas mas pequefias en estas
muestras hacia el electrodo inferior positivo.

Dado que las proteinas estan precoloreadas, las bandas individuales seran visibles
durante la electroforesis. Después de la electroforesis, las mediciones preliminares
se pueden realizar sin necesidad de retirar el gel de la casete de plastico.

Las proteinas precoloreados se pueden hacer mas visibles mediante la colocacion
del gel en solucién de tincion. Las proteinas se precipitan por lo general durante el
procedimiento de tincion por un proceso llamado fijacion. La fijacion es necesaria
para evitar la difusién de proteinas, lo que provoca bandas borrosas y de intensidad
reducida. Los agentes de fijacion a menudo incluyen el acido acético y metanol.
Protein InstaStain ® es un nuevo método patentado de tinciéon disponible
exclusivamente en EDVOTEK ®.

A) PROTEINAS DE LA LECHE

Las principales proteinas de la leche son las caseinas que con los lipidos
emulsionadas dan el color. Las caseinas de la leche se acomplejan con el calcio que
les causa a formar agregados y micelas. La fraccion de caseina se puede precipitar
a partir de leche desnatada (desgrasada) por valoracion con acido a pH 4,7. La
grasa y caseinas también se pueden eliminar por precipitacion salina con sulfato de
amonio. El sobrenadante verde-amarillo resultante es el suero de leche, que
contiene 20% de la proteina total de la leche.

La fraccion de suero de leche es un derivado filtrado de suero. Contiene pequefias
cantidades de albumina, transferrina y lactoferrina. Estas proteinas pueden ser
visualizadas como bandas de tincién débilmente entre los marcadores 67.000 y
94.000. La transferrina se une y transporta el hierro a los diversos tejidos del
plasma sanguineo.

La principal proteina de suero de leche en rumiantes es b-lactoglobulina. La
proteina nativa tiene un peso molecular de 35.000 y consiste en dos cadenas
polipeptidicas idénticas. La proteina aparece como una Unica banda de peso
molecular 17.500, justo por debajo del marcador de 20 000 dalton. b-lactoglobulina
se une acido folico que es el precursor de tetrahydrafolate, una coenzima
importante en la transferencia de carbono metabdlico.



El a-lactoalbimina es un Unico polipéptido que tiene un peso molecular de 15.000
daltons, aproximadamente. Aparece como una banda débil cerca del marcador de
peso molecular mas bajo.

B) PROTEINAS SERICAS DE LA SANGRE

Se cree que el plasma sanguineo para contener mas de 100 proteinas diferentes. El
perfil electroforético de las proteinas plasmaticas revelard bandas que van desde
aproximadamente 200.000 a 15.000 daltons. La banda mas grande (superior) en la
muestra de plasma tiene un peso molecular de 190.000 y corresponde a o2-
macroglobulina. El peso molecular de la proteina nativa es de aproximadamente
800.000. Se compone de dos subunidades de dimero asociados unos con otros a
través de fuerzas no covalentes. Sin embargo, las subunidades de dimero constan
de dos polipéptidos (190,000) que estan asociados por fuerzas no covalentes. La
macroglobulina es un inhibidor de la proteasa y puede estar involucrado con el
control de los procesos proteoliticas como la coagulacion de la sangre y las
cascadas del complemento. La transferrina es una proteina de plasma mayor, que
comprende 3% de la proteina total. La transferrina es una banda principal en el
perfil electroforético SDS, migrando con o justo por debajo del marcador de peso
molecular 94.000.

La banda principal de las proteinas plasmaticas es debida a la albumina, con un
peso molecular de aproximadamente 68.000. Estad justo debajo de la banda de
transferrina. La albumina es la proteina plasmatica mas abundante y es uno de los
pocos que no es una glicoproteina.

Debajo de la albumina, hay varias bandas parcialmente resueltas que tienen
movilidades entre 67.000 y 43.000, como se juzga por los marcadores. La familia
de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (la mayoria de las subclases de IgG)
migra en esta region, ademas de a-antitripsina (53000) que es una proteina
relativamente abundante involucrada en la inhibicién de la proteolisis. Se compone
de un 12% de hidratos de carbono en peso. Niveles anormalmente bajos de
antitripsina pueden causar una predisposicion a enfisema ya que las células
pulmonares son dafiadas por la protedlisis.

C) PROTEINAS DE LA CLARA DEL HUEVO

Las proteinas de clara de huevo son secretadas por las células del oviducto bajo
estimulacion hormonal. La mayoria de la proteina de clara de huevo se compone de
la ovoalbumina. La proteina consiste en una cadena polipeptidica Unica globular que
tiene un peso molecular de 45.000. La ovoalbimina contiene un oligosacarido unido
covalentemente a un residuo de asparagina. Una de las funciones de la
ovoalblimina es actuar como una forma de almacenamiento de los aminoacidos
para el embrion en desarrollo. La clara de huevo también contiene globulinas que
estan representados por una banda prominente correspondiente a un peso
molecular de aproximadamente 65.000 a 68.000. Bandas muy débiles pueden ser
observables por encima de la banda de globulina con un peso molecular de cerca de
80.000 correspondiente a conalbumina. Esta proteina es el equivalente funcional de
la transferrina. La lisozima es una enzima que degrada las cadenas de polisacarido
en las paredes celulares bacterianas, que predisponen a la lisis de la célula. La
enzima es un unico polipéptido con un peso molecular de aproximadamente
14.500. La clara de huevo contiene cantidades sustanciales de esta proteina que se
puede observar como una banda que migraba con el marcador de peso molecular
mas bajo.



C) PROTEINAS DE PLANTAS

Las proteinas de las hojas de la espinaca revelan un patrén complejo de bandas
después de electroforesis, particularmente en el intervalo de peso molecular
inferior. Muchas de estas proteinas son de los numerosos cloroplastos que se
encuentran en el tejido de las hojas de las plantas superiores. Una caracteristica
destacada es una banda principal a un peso molecular de aproximadamente
56.000. Esta banda se debe a la enzima ribulosa-1, 5-bifosfato carboxilasa.

El polipéptido 56000 se denomina L, y esta codificado por el ADN del cloroplasto.
También hay una subunidad pequena con un peso molecular de 14.000,
denominado S, que se codifica en el ndcleo. La banda que contiene el polipéptido S
co-migra con el marcador mas pequefio de peso molecular en el gel.

4. DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO

El objetivo de este experimento es aprender el uso de la ELECTOFORESIS
DESNATURALIZANTE EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS para comprender la
estructura, funciéon y diversidad de proteinas.

4.1 Precauciones
1. Llevar gafas y guantes de laboratorio mientras se trabaja.

2. NO PIPETEAR CON LA BOCA, utilizar los dispositivos adecuados.

3. Extremar las precauciones cuando se trabajan con equipos que utilizan
conjuntamente calor y mezcla de reactivos.

4. Lavarse las manos con jabon y agua después de haber trabajado en el laboratorio
o utilizado reactivos o materiales bioldgicos.

5. Extremar las precauciones al utilizar equipos de laboratorios eléctricos.

6. La acrilamida no polimerizada es una neurotoxina y deberia ser manipulada con
mucho cuidado en una cabina adecuada.

7. La acrilamida polimerizada, como pueden ser los geles preparados, son seguros
pero deben ser manipulados con guantes.

LLEVAR GUANTES Y
GAFAS DE SEGURIDAD

=

ESPECIALMENTE DURANTE LOS PASOS QUE
IMPLICAN HERVIR O CALENTAR CON
MICROONDAS O PLACAS CALEFACTORAS



4.2 Preparaciones Previas
Las preparaciones previas puede realizarlas el profesor o los estudiantes.

ORGANIZACION DE ESTE KIT

Este kit contiene reactivos para 6 grupos de estudiantes compartiendo 3 geles de
poliacrilamida (2 grupos por gel) y lleva suficiente tampodn de electroforesis para 3
aparatos de electroforesis vertical.

Los geles de poliacrilamida no estan incorporados, usted puede realizar sus propios
geles de poliacrilamida, o bien, comprar nuestros geles preparados.

El experimento se divide en 3 partes:

1) Separacion de las proteinas en los geles de poliacrilamida.

2) Tincidén de las bandas de proteinas.

3) Identificar la mayor cantidad de bandas posibles en cada extracto.

TIEMPO APROXIMADO PARA LAS PREPARACIONES PREVIAS Y PROCESOS
DEL EXPERIMENTO
1. Las preparaciones previas pueden llevar a cabo 20 minutos.

2. Los estudiantes pueden requerir 15 minutos para preparar las muestras y la
carga en el gel de poliacrilamida. Si se practica la carga de los geles con del tampdn
suministrado pueden ser 15 minutos adicionales.

3. La electroforesis tiene una duracién de 1h o 1.5 h dependiendo del voltaje.

RECONSTITUCION DE LAS MUESTRAS DE PROTEINAS LIOFILIZDAS
Cada microtubo contiene material suficiente para sembrar 6 pocillos del gel.

1. Afadir 130 pl de agua destilada a todos los microtubos (A a E) y permitir que
el material se rehidrate durante varios minutos. Vortex o mezclar
vigorosamente.

2. Poner a calentar un vaso de agua, tapado con papel de aluminio, llevar a
ebullicién.

3. Asegurarse que los microtubos estan bien tapados, utilizar los microtubos con
tapén a rosca y marcarlos. La parte inferior de los microtubos deben ser
empujados a través del papel de aluminio y estar inmersos en agua
hirviendo durante 5 minutos. Los microtubos se deberia mantener
suspendidos por el papel de aluminio. Se puede también utilizar para ello
alguln sistema de laboratorio para hacer flotar las muestras.

4. Pida a los estudiantes cargar las muestras en el gel de poliacrilamida,
mientras que las muestras estan todavia calientes para evitar la
agregacion. El volumen de muestra a cargar es de 20 pl.

5. Conservar las muestras no utilizadas a -20°C y repetir los pasos 2 y 3 cuando
se vuelvan a utilizar.



PREPARACION DEL TAMPON DE ELECTROFORESIS

Preparar el Tampodn de electroforesis 1X, afiadir 1 parte del Tampoén de
electroforesis Tris-Glicina-SDS (10X) concentrado a 9 partes de agua
destilada.

TIEMPO DE LA ELECTROFRESIS
La disponibilidad de su tiempo determinara el voltaje y la longitud que correran las
proteinas. Se recomiendan 125 voltios durante 60-75 minutos.

PREPARACION DE LA SOLUCION DE FIJACION PARA LA TINCION

1. Solucion de tincién con Protein InstaStain®

Preparar una solucion stock de metanol y acido acético glacial mediante la
combinacién de 180 ml de metanol, 140 ml de agua destilada y 40 ml de acido
acético glacial.

2. Solucidn de decoloracion

Utilice la solucién stock de metanol, acido acético glacial y agua destilada (paso 1)
para decolorar el gel.

5. PRACTICA

1) Desnaturalizacion de las proteinas

Las muestras de proteinas son enviadas liofilizadas y deben ser rehidratadas. Las
muestras son proteinas desnaturalizadas que tienden a formar agregados
moleculares y particulas insolubles. El calentamiento produce la rotura de los
agregados meta-estables de las proteinas desnaturalizadas.

e Si las muestras de proteinas (tubos A a E) no han sido calentados por el
profesor, realizar el calentamiento de las muestras.

1. Poner a calentar un vaso de agua, tapado con papel de aluminio, llevar a
ebullicién.

2. Asegurarse que los microtubos estan bien tapados, utilizar los microtubos con
tapdn a rosca y marcarlos. La parte inferior de los microtubos deben ser empujados
a través del papel de aluminio y estar inmersos en agua hirviendo durante 5
minutos. Los microtubos se deberian mantener suspendidos por el papel de
aluminio. Se puede también utilizar para ello algin sistema de laboratorio para hacer
flotar las muestras.

3. Proceder con la electroforesis de proteinas.

e Si las proteinas han sido ya calentadas por el profesor, proceder con la
electroforesis de las proteinas.

Una vez han se han sembrado o cargado las muestras para la electroforesis, volver
a congelar las muestras de proteinas no utilizadas. Cuando se vuelvan a utilizar
para otra electroforesis, se deben repetir los pasos 1 al 3.



2) Electroforesis de las proteinas

A) Preparacion del gel de poliacrilamida

1.

2.

Abra la bolsa que contiene el casete de gel con unas tijeras. Retire el casete
y coléquelo sobre la mesa de trabajo con la parte delantera hacia arriba.
Algunas casetes tendran cinta en la parte inferior de la placa frontal. Quitar
toda la cinta para exponer la parte inferior del gel para permitir el contacto
eléctrico.

Inserte el gel casete en la cdmara de electroforesis.

Quite el peine mediante la colocacién de sus pulgares en las marcas y
empujando (presionando) hacia arriba, con cuidado y lentamente.

Negative Electrode
Black Dot (-)

— Micropipet
with
Fine tip
Buffer Level
R . Z Viewing Level
ple Well (cut out area on
I front support
panel)
° Platinum
Long Cassette wire
Plate
Gel Cassette \
Clip Short Cassette
) Plate
Polyacrylamide

Gel

Coloque el casete de gel en la unidad de electroforesis en la orientacion
adecuada. Las muestras de proteinas no se separaran en geles que no estan
orientadas correctamente. Siga las instrucciones que acompafian al aparato
especifico.

Afiadir el tampon de electroforesis 1X dentro de la camara. Los pozos de la
muestra y la placa posterior de la casete de gel deben ser sumergidas bajo
el buffer.

Enjuague cada pocillo con tampdn de electroforesis utilizando una pipeta de
transferencia.

El gel esta listo ahora para la practica de carga y / o muestras de gel.
Practicar la carga se puede hacer mediante el microtubo suministrado
“Practice Gel Loading Solution”.

B) Siembra o carga de las muestras de proteinas

2 grupos de estudiantes compartiran un gel.
Cambiar de punta cada vez que se siembra una muestra de proteina.
Las proteinas deberian ser sembradas en el siguiente orden:



GRUPO A

Pocillo 1 | 20 microlitros tubo A | Marcador de proteinas estandar

Pocillo 2 | 20 microlitros tubo B Proteinas séricas de la leche

Pocillo 3 | 20 microlitros tubo C | Proteinas séricas de la sangre

Pocillo 4 | 20 microlitros tubo D Proteinas de la clara del huevo

Pocillo 5 | 20 microlitros tubo E Proteinas de la hoja de espinaca

GRUPO B

Pocillo 6 20 microlitros tubo A | Marcador de proteinas estandar

Pocillo 7 20 microlitros tubo B Proteinas séricas de la leche

Pocillo 8 20 microlitros tubo C | Proteinas séricas de la sangre

Pocillo 9 20 microlitros tubo D Proteinas de la clara del huevo

Pocillo 10 | 20 microlitros tubo E Proteinas de la hoja de espinaca

C) Correr el gel
Configurar la fuente de energia al voltaje deseado y correr el gel. Se recomiendan
125 voltios durante 60-75 minutos.

3) Tincion del gel con Protein InstaStain

Los geles de poliacrilamida pueden ser tefiidos de una forma muy facil con las hojas
de Protein InstaStain. La tincion es rapida, sensible y los geles estan listos para su
visualizacion en 1-3 horas.

Los geles de poliacrilamida son muy finos y fragiles. Tener cuidado al manipular el gel
para evitar que se rompa.

1. Afadir aproximadamente 100 ml de Solucidon de fijacidon en una pequefia bandeja.
Solucion de fijacion:
50 ml metanol; 10 ml acido acético glacial; 40 ml agua destilada.

2. Transferir la placa posterior del casete con el gel en la bandeja de la solucién de
fijacion. Humedecerse los dedos protegidos con guantes con solucion fijadora y
suavemente empujar el gel de la placa posterior y retire la placa, dejando el gel
sumergido en la solucidn fijadora.

3. Flotar suavemente una hoja de Protein InstaStain con la cara azul en el liquido.
Retirar la hoja de Protein InstaStain después de 30 minutos.

4. Cubrir la bandeja de tincion para prevenir la evaporacion.

5. Suavemente agitar en algun dispositivo de laboratorio durante 1-3 horas o toda
la noche.

6. Después de la tincidn, las bandas de proteinas apareceran de un color azul medio
a oscuro.

El gel se puede desteiiir si el” background” es demasiado oscuro mediante varios
lavados con solucién fijadora nueva.



5. RESULTADOS

En el esquema de abajo se muestran la relativa posicion de las bandas de proteinas,
pero no estan dibujadas a escala. Se pueden observar bandas menores débilmente
tefiidas que son pequefios contaminantes.
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Pocillo Muestra Proteinas
1y 6 A Marcador de proteinas estandar
2y 7 B Proteinas séricas de la leche
3y8 Cc Proteinas séricas de la sangre
4y 9 D Proteinas de la clara del huevo
5y 10 E Proteinas de la hoja de espinaca




