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RESUMEN 

La existencia de la Fitohemaglutinina en las semillas de muchas 

especies de plantas particularmente de las leguminosas ha sido conocido por 

muchos años por sus propiedades rnitogénicas, eritroaglutinantes y luecoagluti­

nantes. La Fitohemaglutinina (PHA) de Phaseolus vulgaris es una glucoproteína 

tetramérica compuesta de dos diferentes subunidades (E. y L.) las cuales 

existen en cinco diferentes combinaciones. 

El mecanismo por el que induce la mitosis no es conocido exacta­

mente, as! co1no es desconocida también la unión con ciertas proteínas del 

suero humano. La actividad hemoaglutinante varfa dependiendo de la fuente 

de orígen, para algunas Fitohemaglutininas es necesaria la presencia de catio-
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nes como ca2 + y Mn2
+ para llevar a cabo dicha actividad. 

En este trabajo se observó que la PHA del frijol negro pierde 

su actividad hemoaglutinante conforme fué aumentándose la temperatira 

(4o0 c - soºc), probándose por lo tanto la actividad en presencia de diferentes 

cationes. En donde el Zn2 + le con.firió estabilidad hasta los BOºC a un pH 

de 4.0 a excepción del Ca2
+, Mg2

+, Mn2 + y Co2 +. El comportamiento de la 

actividad hemoaglutinante es diferente en presencia de cationes aún pertene-

cicndo estos n una misma familia. 

Por cromatografía en DEAE celulosa se encontraron cuatro fraccio­

nes en la PHA del frijol negro que varían en su ·actividad hemoaglutinante. 

En conclusión un método de extracción puede ser a un pH de 4.0 

en presencia de Zn2+ o a un pH de 7.4 en presencia de Co2+ o Zn2 + lográndQ 

se una purificación comparable con la PHA comercial. 



INTRODUCC!ON 

Las lectinas o Fitohemaglutininas son glucoproteínas con capacidad 

de aglutinar células, las que son generalmente extraídas de plantas como 

leguminosas (36). La estructura primaria de algunas lectinas es similar entre 

los segmentos de los primeros 24 residuos de aminoácidos (16), mediante 

pruebas de hemoaglutinación, inmunodifusión y electroforesis hay evidencia 

de que las lectinas tienen distribución en todas las partes de la planta con 

diferentes porcentajes (7). Y que tienen algún papel en la asociación que hay 

entre las raíces de las leguminosas y las bacterias del género Rhizobium que 

son fijadoras de Nitrógeno, las cuales se encuentran en las raíces de los 

vegetales. Estas bacterias son introducidas formando posteriormente nódulos 

fijadores de Nitrógeno, indispensable para la planta (3). 
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Las lectinas han tenido interés por sus efectos en una gran 

variedad de sistemas biológicos (35), siendo algunas de las propiedades que; se 

les atribuyen: 

1).- Propiedades mitogénicas en cultivo de linfocitos (9, 24). 

2).- Propiedades hemoaglutinantes y leucoaglutinantes (22, 31). 

3).- Trastornos en ratones cuando se administra por vía perito­

neal (34). 

4).- Precipitación con algunas proteínas del suero de pacientes 

norma les ( 14, 1 7 y 33). 

5).- Aglutinación de células transformadas después de una infec­

ción viral ( 18). 

6).- Unión de bacterias fijadoras de Nitrógeno en leguminosas 

y protección contra Fitopatógenos (3 y 18). 

Tomando en cue:nta la unión de las lectinas a azúcares específicos 

en forma reversible se han diseñado métodos de purificación, dependiendo de 

las características de la lectina que se trate; dado 4ue hay una gran variedad 

(18). 

l.- PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE ALGUNAS LECTINAS. 

A.- Fitohemaglutinina del frijol rojo (Pliaseolus vulgaris).- Rigas 

( 1951) realiza un método para obtener esta Fitohemaglutinina como una gluco­

proteína, la que a un pH igual 1.0 se disocia en dos partes; en una proteína 

hemoaglutinante y en un polisacárido inactivo. En un estudio posterior ( 1955) 
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del mismo autor s0> llevó a cabo un método de purificación considerándola una 

proteína y se observó que: 

La glucoproteína se comporta corno una substancia homogénea 

en dectroforesis arriba del rango de pH de 5.8 - 8.6. Por abajo de 

un pH de 5.8 se disocia en una proteína aglutinante y un polisacári­

do inactivo. La glucoproteína es soluble en agua, solución salina al 

1%, soluciones buffers a pH de 2.0 y 8.0, terrnolábil y tiene un 

pl de 5.8. 

La proteína se comporta también como una substancia -­

homogénea en electroforesis sobre un rango de pH de 2.0 - 8.0. Por 

electroforesis se encontró un solo componente que a un p\-1 de 2.0 

se comporta como cati6n. La prultlna e:; ins0!1Jh1P. en agua, soluble 

en soluciones salinas al 0.85%, en soluciones buffers a pH de 2.0, 

6.4 y 8.0, tiene un pl de 6.5 y es mucho más activa que la gluco­

proteína. 

Debido a las propiedades que se le encontraron de hemoaglutinación 

y de iniciación de la mitosis (9 y 22), surgió la duda de si éstas eran indivi­

duales y si se podrían separar, diseñándose métodos de purificación. Lográndose 

en un principio separar dos fracciones con diferentes propiedades fisicoquímicas 

identificadas corno Fitohemaglutinina-E (E-PHA) y la Fitohemaglutinina-L 

(L-PHA) las cuales son idénticas en los aminoácidos del 8 - 24 (32). Ver tabla 

l. 
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Hay una apreciable diferencia entre las fracciones por su composi-

ción de aminoácidos, especialmente glicina, ácido aspártico, serina y por su 

contenido de carbohidratos (24 y 45). 

1 ).- La E-PHA llamada así por ser un tetrámero formado por 

subunidades idénticas con un peso molecular de 34,000 g/mol 

c/u por lo que se representa como E
4

, potente eritroagluti­

nante, poco mitogénica (31). 

2).- La L-PHA formada también por cuatro subunidades de un 

peso molecular de 34,000 g/mol c/u representándose L
4

, 

potente mitógeno con poca actividad hemoaglutinante (24 y 31 ). 

Ambos tetrámeros mostraron habilidad de unión a ciertas proteínas 

del suero humano como la tiroglobulina humana ( 17) por lo que Felsted y 

Leavitt ( 1975) diseiiaron un método de purificación usando la tiroglobulina 

porcina uniéndola a la Sefarosa (13). Posteriormente Miller (1975) supone que 

la PHA está compuesta de cinco fracciones que son heterogéneas por sus 

propiedades fisicoquímicas. Por cromatografía, cada miembro tiene una relación 

estequiométrica de las subunidades E y L formando tetrámeros llamados isolec-

tinas las cuales están unidos pcr enlaces no covalentes en proporciones variadas 

(4L, 3L lE, 2L 2E, lL 3E, .. \E), las estructuras híbridas sirven para explicar 

el efecto de aglutinnción en mezclas de eritrocitos y leucocitos. Aunque las 

isoleetinas son del mismo peso molecular difieren en su pi y en la secuencia 
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de aminoácidos (31 y 32). Estos trabajos fueron complementados por Leavitt 

y Falsted ( 1981). Ver la tabla 2. 

----------- ------ ------
P.M. 5

2ow pi Catión Rf 
g/mol 

--------------
115 000 6.55 5.0 

L4 140 ººº 6.85 5.25 22.5-34.4 
142 ººº 7.05 5.5 

-----------

E4 
150 000 7.15 6.5 

23.5 142 000 7.25 5.95 

---------- --·--------- -- . ·---·---

P.M. = Peso moll!cular 
5 20w = Coeficiente de sedimentación 

pi = Punto isoeléclrico. 
Rf = 
C.E. = Coeficiente de extinción 
Ref = Referencia 

e.e. Ref 

·-
28 

3.6 38 
42 

6.0 
38 
42 

-------

TABLA Nº 1.- Algunas propiedades fisicoquTmicas de los tetrámeros de la 
PHA obtenidas por diferentes autores. 
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TABLA 2.- Composición de aminoácidos )' carbohidra'tos .de ·cada una de las 
isolectinas encontradas en el frijol ·rO_io por Leavitt y Felsted 
( 1981). 

ISOLECTINAS 

AciUo Aspártico 

:\ci<lo Glut5.mico 

Treonina 

Alanina 

Valina 

lsoleucina 

I
r Leucina 

Fenilalanina 

Triptofano 

Tirosina 

Lisina 

Arginina 

Histidina 

J\lanosa 
N-Acetil-D 
Glucosamidu 

mol/mol* 
L4 

149 :': 7.8 

59. 7:':3.0 

82.9:':7.5 

101:':10 

30.4:':3.5 

69.8:':3. l 

56. 7:':3,4 

76.2:':6. l 

46.2:':4.2 

91.3:':6.4 

61.6:':3,0 

26.3:': 1.8 

20.3:':1.1 

36.5:':2.4 

34,4:':2. 7 

9.8 :':1.8 

30.5 

14.0 

mol/mol* 
L 3 E

1 

146 :': 9.8 

62:': 5.6 

88.2:':7.3 

101 :':¡ ¡ 

37,3:':3.1 

70.6:':6.2 

61.o:':s.3 

76.9:':7.5 

47_3:':3.0 

100:':8.3 

63.1 :':4.9 

24.9:':2.6 

22.8:':1.1 

4 ¡_9:':4.1 

32.0:':4,5 

11.1:':3.2 

31.7 

12.3 

* mol de a.a. o azúcares/ 12 600 g. de isolectinas. 

151 : 10 ¡4¡'': 2.1 

64.4: 1.1 62.o: 5.1 

99. 1 :':3.6 98.3:':5.3 

109:':2.8 99,5:': 11 

36.6:':3.6 34.0:':1.8 

11.0:':2.3 65.0:':5.2 

64.9:':2.4 66.4:':3.6 

77.1 :':o.9 75.G:':5.3 

52.7~4.5 5¡_7:':4_3 

107:':6.0 109:':5,4 

s 1.5:':3,9 58.2:':2. 7 

23.8:': 1.3 22.1:':o.1 

25.4:':2.6 25.6:'.1.3 

46.4:':1.1 5¡,5:':2.s 

28.5:': 1. 7 24. 7:':0. 7 

11.5:':3.1 12.6:':2.3 

30.6 32. 7 

14.2 14.5 

mol/mol* 
E4 

¡ 45:': 1.8 

58.8:2.4 

105:':4_4 

103:':5.1 

39_3:':4.o 

60.9:':2.6 

66.2:':3.8 

75.!:':6.I 

51.5:':3.1 

1mi:':3,n 

57.6:':1.4 

23.1:':0.5 

24.7:':¡_3 

55.6:':2.2 

21.9:':0.7 

13.6:':3.0 

31.9 

13.7 
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Se realizaron estudios de las fracciones E 4 y L4 por su afinidad de 

unión con glucoproteínas del suero humano para ver la modulación en la trans­

formación linfocítica para inducir la mitosis. Encontrándose que la E 4 tiene 

afinidad por 14 proteínas mientras que la L4 solo muestra afinidad por nueve. 

La lgM, lgA, lgG, et 
2 

rnacroglobulina, lipoproteína y la heptaglobina muestra 

fuerte reactividad con In E
4 

y la Heptaglobina, IgG e lgA con la L
4

• Estas 

reacciones varían cuando se prueban con los sueros de 14 diferentes animales, 

por lo que se piensa en una especie de competición entre las glucoproteínas 

del suero y las frncciones de la PHA por el sitio receptor de la membrana 

linfocítica ( 17). 

Las reacciones de hemoaglutinación y mitogénica de la Pl-!A se 

piensa que son ntt~<.liddas por lo~ complejos dP r.arhohidratos los cuales se 

unen a la membrana celular, las recciones de prccipitacion presumiblemente 

involucran la combinación de la Pl-!A con carbohidratos solubles contenidos 

en el suero. La naturaleza de la precipitación lectina-glucoproteína no es muy 

clara así como el tipo de unión ( 14). 

Hay probabilidades de que haya determinantes químicos o estructu­

rales involucrados en la precipitación de las proteínas del suero humano, en 

el que se vió que no eran específicas ya que involucran: macroglobulinas, 

lipoproteínas e inmunoglobulinas (33 y 44). 

Al principio se decía que la aglutinación de el"itrocitos no era 

específica para algún grupo sanguíneo, viéndose después que algunas lectinas 

sí mostraban especificidad como la del frijol lima ( 18). Sin embargo a pesar 

de que la PHA de frijol rojo aglutina todos los grupos sanguíneos del sistema 
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ABO se ve que hay preferencia por el grupo A, después el grupo O, y por 

último el grupo B (12). 

Por lo que se llevaron a cabo pruebas de inhibición de In hemoaglu­

tinación por algunos azúcares para examinación del sitio de unión y especifi­

cidad de la \ectina utilizando el grupo A, resultando ser: 2-acetamido-2 deoxi-

0-galactosa (8 - 10 M) y O-galactosa (22 M), los que logran a estas concen­

traciones inhibir el 50% de la hemoaglutinación ( 12). En células de conejo la 

actividad hemoaglutinante varía de mayor a menor en las ísolectinas: 4E, 

IL 3E, 2L 2E, 3L IE, 4L y la actividad mitogénica es en forma inversa. 

Se cree que la activación de los linfocitos depende de la reacción 

sobre su nu.::.mbro.na '1ue sufre por una gran variedad de agentes transformantes 

que no tienen especificidad inmunológica entre los que se induycn los Fitomi­

tógenos como la Fitohemaglutinina, la Concanacalina A, así como productos 

bacterianos y sales inorgánicas como Cloruro de Mercurio (43). 

Los Fitomitógenos pueden clasificarse en dos grupos en base a sus 

especificidades, como lo muestran los ensayos de inhibición de la actividad 

mitogénica con azúcares simples. Un grupo, en el que se incluye Phaseolus 

vulgaris es inhibido por N-acetíl-D-galactosamina y el otro en el que incluye 

la Concunavalina A (Con A) que son inhibidos por D-manosa. Estas observacio­

nes nos indican que por lo menos dos sitios receptores sobre la superficie 

celular de\ linfocito están involucrados, ambos Fitomitógenos se unen a la 

misma región del g\ucopéptido en la inhibición y puede ser en diferentes 

proporciones de glucopéptido en el caso de Phaseolus vulgaris y Lens culinaris 

(39). 
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La redistrihución de enzimas como la beta-glucoronidasa y fosfatasa 

iicida en linfocitos humanos estimulados poi· la PHA pueden jugar un papel en 

los procesos de modificación de las células estimuladas en su superficie y en 

el metabolismo de la misma (21 ). 

También se plantea que la aglutinación \infocítica por otro lado es 

necesaria para la transformación del linfocito para llevar a cabo la mitosis 

(28 y 29). Así como se ha visto que es necesaria la presencia de pequeñas 

cantidades de eritrocitos para efectuarse la actividad mitogénica (6 X 106 

eritrocitos/mi, 1.5 X 106 linfocitos/mi) sin embargo concentraciones más 

altas son inhibitorias (44). 

B.- Concanava\ina A (Con A).- Obtenida del frijol judía (Canavalia 

ensiformisj, t::ti la m5.s investig~H1A: consta de cuatro subunidades con un -

P.M. = 25,500 g/mol c/u, y estan compuestas por 238 A.A.; aglutina eritrocitos 

de varias especies, así como microorganismos, los metales de. transición corno 

el Mn2+ es necesario para la unión de Ca2+ y ambos son necesarios para la 

unión de los sacáridos ( 18). 

C.- Fitohemaglutinina de soya (Glycine rnax).- Su P.M. 100,000 

g/mol determinado por ultracentrifugación, parece estar formada de cuatro 

subunidades idénticas cuyo P.M. es de 30,000 g/mol c/u, contiene 4.5% de 

D-manosa y 1.2% de N-acetil-D-glucosarnida, aglutina eritrocitos o cultivo de 

células transformadas después de una infección viral y esta propiedad es 

inhibida por N-acetil-D-galactosamina (18). 

D.- FiLohemaglutinina de gérmen de trigo (Triticum vulgaris).- Su 
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P.iVI. es de 23,000 g/mol cada una de sus ocho subunidades formando una 

figur;:i cíclica, tiene un marcado contenido de Cistina (18%), Glicina (22%) así 

como de 3 - 4 mol de glucosa, 1 - 2 ·mol de xilosa y de 1 - 2 mol de hexosa­

m ina, aglutina eritrocitos y tiene· especificidad por las células transformadas 

por virus ( 18). 

E.- Fitohemaglutinina de frijol lima (Phaseolus Iunatus).- Está 

compuesta de dos subunidades con un P.M. = 39,000 - 48,000 g/mol cada una 

respectivamente, es mitogénica, contiene I\1n2
+ y Ca2

+ que es imporlante 

parn su actividad hemoaglutinante, tiene especificidad por el grupo sanguíneo 

.<\ (18). 

F.- Fitohemaglutinina de frijol castor (Ricinus communis).- Tiene un 

P.:vl. = 46,000 g/mol y contiene 3. 7% de azúcares como galactosa, manosa y 

fuco~n, tiene fuerte actividad hemoaglutinante y efectos tóxicos en ratones 

pP.ro se pueden sP-parar las actividades por cromatografía de intercambio 

iónico. Ha sido probada en sangre de conejo y una fracción es más fuerte­

mente inhibida por los azúcares unidos a D-galactosa ( 18). 

G.- Fitohemaglutinina de frijol judía (Phaseolus vulgaris).- Tiene un 

P.~.1. = 132,000 g/mol, contiene 10% de carbohidratos principalmente manosa, 

glucosa y en menor cantidnd glucosamina, galactosa, arabinosa, xilosa y fruc-

tuosa, sus subuniclades son de un P.M. = 30,000 g/mol c/u, muestra actividad 

hen1oaglut inante pnra lo cual requiere de la presencia de iones como Ca2
+ y 

11-In2 + ( 18). 
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2.- USOS DE LA FlTOHEMAGLUTlNlNA. 

Las Fitohemaglutinin::is has sido investigadas por muchos· años, para 

conocer detaliadamenre sus propiedades y al mismo tiempo buscar aplicaciones. 

Resultando ser una herramienta para investigaciones a nivel biológico y médico. 

Siendo algunos de los usos: 

a) Para diferenciar algunas especies de animales (5). 

b) Para el estudio de carbohidratos en solución y sobre superfi-

cies celulares (18). 

c) Para el estudio de cro111osomas humanos ( 10). 

d) Para tipificación de grupos sanguíneos (18). 

e) Para identificación de células transformadas después de una 

infección viral (18). 

f) Para identificación de especies microbianas (18). 

g) Para la identificación de diferentes tipos de células (18). 

3.- METODOS DE PUR!FlCAClON. 

Para realizar una purificación se parte de fuentes naturales, plan-

teando la posición de la proteína dentro de la célula así lograr una extracci6n 

tratando de disminuir los pasos para eliminar contaminantes. Por lo que tene­

mos que realizar una ruptura de membrana celular que se puede llevar a 

cabo por los siguientes medios: 

a).- tv1edios rvlecánicos.- ivlolinos de arena, agitación a altas velo­

cidades con perlas de vidrio y oscilaciones sónicas y ultra-



sónicas. 

b).- Medios Físicos.- Tratamiento térmico y choque osmótico. 

c).- Medios Químicos.- Solventes orgánicos y detergentes. 

d).- t\ledios Enzimáticos.- Lisozi ma, papaína. 

En células vegetales la situación de la proteína es importante ya 

que la ruptura de la membrana libera ácidos fenólicos, los que se unen a 

proteínas, por io que hay que controlar el pH para evitarlo; a diferencia de 

cuando se encuentran en los organelos en que es suficiente una centrifugación 

(26). 

La recolección de la fracción deseada se lleva a cabo de acuerdo a 

la posición de la proteína después de la ruptura, si es soluble o precipitado 

con una centrifugación se logra la ::;t:µa¡ación, lo f1UP. va a depender de la 

naturaleza de la proteína, la fuerza y del tiempo de centrifugación (26). 

Lo fundamental en una purificación es una serie de pasos por los 

cuales se separa de la presencia de otras proteínas y ya teniendo la proteína 

en solución se somete a un fraccionamiento por sus propiedades de: 

1).- Solubilidad. 

2).- Carga. 

3).- Tamaño. 

4).- Actividad biológica. 

5).- Combinación. 
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\).- SOLUBILIDAD. 

La separación se logra modificando el pH, la fuerza iónica, las 

propiedades dieléctricas del solvente y la temperatura. 

El pH permite eliminar algunos contaminantes que entorpecerían la 

purificación. Una proteína es menos soluble a pH isoeléctrico ya que la molé­

cula no tiene carga neta por lo que no hay repulsión electrostática y tienden 

a aglutinar y a precipitar (29 y 30). El pH depende de la fuerza iónica de 

la solución y más aún de la composición iónica. 

La fuerza iónica.- Las sales neutras in fluyen en la solubilidad a 

concentraciones bajas, las sales aumentan la solubilidad, esto se debe a 

cambios en la tendencia de los grupos "R" disociables a ionizarse en la pro­

teína. A medida que la concentración de la sal aumenta la solubilidad disminu­

ye y, cuando la fuerza iónica es suficiente la proteína debe precipitar. La sal 

captura agua de hidratación de la molécula de proteína reduciendo la solu­

bilidad (29 y 30). 

El rango de concentración en el cual precipita depende de la natu­

raleza de la proteína, de la sal añadida, la temperatura y el pH. El efecto de 

la temperatura sobre la solubilidad de proteínas en soluciones salinas concen­

tradas es muy variable. Las globulinas de semillas de plantas son más solubles 

en soluciones salinas a temperaturas más altas que a temperaturas más bajas 

(30). 
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Las propiedades dieléctricas del solvente.- La adición de solventes 

orgCtnicos comn el ct:inol ; Ja acetona disminuyen la solubilidad en agua de la 

mGyoría de las proteínas globulares, lo que Jleva a una precipitación. J\·:ante­

niendo el pH y la fuerza iónica constantes, nos permite indicar que la solubi­

lidad depende de la constante dieléctrica por ejemplo, cuando se adiciona 

etanol con uno constante n1ás baja que la del agua a una solución ncuosa de 

proLeína, aumentan las fuerzas de atracción entre cargas opuestas y disminuye 

el grado de ionización ele los grupos "R" de la proteína agregándose y precipi­

tando. Con este método es fácil provocar la desnaturalización de la proteína 

por lo que se realiza a bajas temperaturas (29 y 30). 

Temperatura.- El calor de la desnaturalización de las proteínas 

tiene un gran coeficiente de temperatura en consecuencia, la destrucción de 

éstas por este factor (que es diferente y característico de cada una) está muy 

definido (26). 

2).- CARGA ELECTRICA. 

Se debe considerar la propiedad de ionización de la proteína, en 

cada molécula hay un número de grupos que pueden disociar o unir protones 

formando aniones o cationes confiriéndoles propiedades ácido-base caracterís­

ticas. 

Los métodos de separación y análisis ele proteínas en base a estas 

propiedades ácido-base se dividen en: Electroforesis, cromatografía de inter­

cambio y adsorción (26). 
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Electroforesis.- La conducta de una macromolécula en un campo 

eléctrico es dada por la movilidad, carga eléctrica y el coeficiente de fricción. 

Cuando 3e somete a un campo eléctrico "E" una partícula aislada suspendida 

en uriperfecto aislante, habrá una fuerza QE (donde Q es la carga neta de la 

partícula) sobre ella y cuando se desplaza habrá una fuerza de fricción f(dx/dt) 

que actuará en dirección opuesta donde "f" es el coeficiente de fricción y 

dx/dt es la velocidad de la partícula. Los métodos de electroforesis que más 

se usan se clasifican en: 

a).- Electroforesis en un medio uniforme de pH, en la que la 

separación está basada en las diferencias de carga de los 

componentes individuales a determinado pH. 

b) .. - ElectroenfoquP-: quP. SP- basa. en !as diferencias de !os puntos 

isoeléctricos de las proteínas y en el que Ja separación se 

lleva a cabo en presencia de un gradiente de pH. 

c).- Electroforesis en un medio con tamiz molecular, es usado 

como soporte en una electroforesis de zona y es de gran 

ayuda utilizándose en presencia de detergentes amónicos que 

al anular la carga de las proteínas llevan a cabo la separa­

ción sólo por tamaño. 

d).- lsotacoforesis, es la separación de los iones en base a su 

movilidad neta, ya que todos migran a la misma velocidad. 

Un caso especial es la inmunoelectroforesis, que aprovecha la 

propiedad antigénica de las proteínas que puede ser determinante en la caract~ 

rización y la cuantificación de éstas (26). 
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Cromatografía de intercambio iónico.- La fase estacionaria consiste 

en un material sintético, polimerizado generalmente de naturaleza orgánica 

que contiene numerosos grupos ácidos o básicos y depende del tipo de resina. 

Cu;mdo los grupos fijos son positivos, los iones cambiables son negativos y 

viceversa. Si los grupos químicos cargados fijos son positivos y los que inter­

cambian son iones negativos la resina es aniónica y lo contrario para la catió­

nica (35). 

La fase móvil está compuesta por un gradiente de elución que 

puede ser lineal o de otras clases. Este tipo de cromatografía puede combinar­

se con el de exclusión que resuelve las mezclas de proteínas con base a su 

carga y tamaño. Como la de CM-Sephadex usada por Lawrens (1969). 

Adsorción.- Las proteínas pueden ser adsorbidas con materiales 

relativamente inertes (carbón, alúmina, gel de sílice, hidroxiapatita, etc.) y 

después eluidas selectivamente. La naturaleza de unión se desconoce pero se 

supone participación de fuerzas de Van der Waals e interacciones hidrófobas, 

en el caso de absorventes no polares y atracciones de tipo iónico en el caso 

de absor\'entes de tipo polar. 

3).- TAMAÑO 

Por el gran tamaño de las proteínas se diseñaron métodos para 

separar las moléculas de tamaño pequeño, método como: Dialisis y ultrafil­

tración, centrifugación y cromatografía de exclusión molecular. 
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Diálisis y ultrafiltraciún.- Utilizan membranas semipermeables de 

poro controlado (26 y 29). La diálisis se emplea para eliminar la sal de una 

solución protéica es decir, el equilibrio de una solución protéica con una 

tamponada que dando retenidas las proteínas, saliendo las moléculas de menor 

peso molecular. Es de importancia cuando se utiliza a continuación de la 

fase en la cual tuvo lugar la precipitación de la proteína (29). 

En la ultracentrifugación se utiliza presión o fuerza centrífuga 

para obligar a pasar el medio acuoso y las moléculas de menor peso molecular 

a través de la membrana semipermeable que permite la retención de las 

proteínas (26). 

Centrifue:.:tr.ión.- Cuando se somete una partícula a un campo cen­

trífugo experimental su fuerza es directamente proporcional a su masa, a su· 

vez esta fuerza está contrarrestada por la tendencia que tiene la partícula a 

flotar, causada por el desplazamiento del solvente y por la fuerza de fricción 

hasta que se alcanza un equilibrio de flujos en que la velocidad de s.edimenta­

ción es constante, dando un coeficiente de sedimentación el cual en las pro­

teínas está relacionado con su peso (26). 

Cromatografía de exclusión molecular.- Comprende una fase móvil 

(líquida o gaseosa), y otra estacionaria (sólido o líquido que hacen contacto 

y a través de las cuales son transportados los componentes de una mezcla a 

diferentes velocidades dependiendo de sus afinidades relativas para las dos 

fases (26 y 29). 
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4).- ACTIVIDAD BIOLOGlCA. 

El método basado en la propiedad biológica de algunas proteínas 

de tener una capaddad específica y activarse para unirse a una molécula 

llamada ligando se denomina cromatografía de afinidad. Para obtener la pro­

teína necesaria, su elección subsecuente para disociar el complejo proteína 

ligando-soporte, este tipo de purificación lo usaron para la PHA Felsted y 

Leavitt (1975). 

5).- COMBINACION. 

Cromatografía líquida en donde la fase móvil es líquida y la fase 

estacionaria puede ser un s6tido o un líquido que cubra un soporte sólido. Los 

principios de distribución entre las fases son la adsor.ción en ta superficie, el 

intercambio iónico, las solubilidades relativas y los efectos estéricos (26). 

Debido a las funciones de la PHA en plantas como por sus propie­

dades en animales y microorganismos ya antes mencionados, las lectinas son 

de gran interés y utilidad para diferentes estudios. 

Trabajos anteriores Indican que la actividad hemoaglutinante varía 

no sotamaente cuando se prueba con eritrocitos de diferentes especies sino 

también dicha actividad es diferente dependiendo de ta lectina que se trate 

así como entre las variedades de un mismo género (10), resultando que el 

frijol negro es más activo mitogenénicamente como hemoaglutinante por lo 

que en este trabajo es utilizado. 
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A pesar de que se han diseñado varios métodos de purificación, 

se trató de lograr un método confiable y barato para obtener la PHA con una 

actividad comparable a la comercial ya que el costo de esta última es muy 

elevado por intermediarios, incluyendo el tiempo de transporte y satisfacer 

al mismo tiempo las necesidades del Laboratorio de Citogenética de la F.E.S.C. 



OBJETIVOS 

!).- Realizar una extracción confiable tomando en cuenta las 

propiedades flsicoquímicas de la Fitohemaglutinina. 

2).- Observar el comportamiento de la PHA en presencia de 

cationes en la actividad hemoaglutinante a diferentes tempe­

raturas, para diseñar un método de purificación de acuerdo 

a nuestras necesidades. 



HIPOTESIS 

Si la presencia de los cationes confieren cierta estabilidad para 

efectuar su actividad hemoaglutinante a diferentes temperaturas y concentra­

ciones, entonces se puede aprovechar para diseñar un método de purificación. 



III.- MATERIAL Y METO DOS 



!.- EXTRACClON DE LA FITOHEMAGLUTJNJNA. 

A).- REACTIVOS: 

NaCl al 1% 

HCI o.l N 

NaOH o.t N 

Etanol al 70% 

Sales de Cationes: 

ZnCt2 , MgCl 2 , CaCt
2

, 

MnCt 2 , Coct 2 a una 

concentración de o.1 M 

.El- rvlETODO MODIFICADO. 

APARATOS: 

Mortero 

Agitador magnético 

pH neutro 

Centrífuga clínica 

Termómetro. 

Se realiza un tamizado del frijol negro a modo de obtener una 

harina, a continuación se tritura con la mínima cantidad de solución salina 

hasta lograr una masa homogénea (durante 2 horas aproximadamente), la 

muestra es resuspendida con más solución salina en una proporción de 20 g 

de frijol con 200 mi de solución, ajustándose después a un pH de 4.0 y agitar 

durante 24 horas, a una temperatura de 4ºC; el paso siguiente es centrifugar 

a 655 xg durante 30 min.; por ültimo al sobrenadante se le adiciona el Etanol 

lentamente sin dejar de agitar, también a un<.1 temperatura de 2°c. En cada 
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uno de los pasos ·anteriores se realizaron pruebas para observar la actividad 

hcmoaglutinante (42). 

Como se mencionó en la introducción, la acLividad varía en algunas 

lectinas cuando se ponen en contacto con cationes como Ca2
+ y Mn2

+, por lo 

que este procedimiento se repitió en presencia de diferentes cationes. 

El efecto de la temperatura sobre la solubilida de proteínas en 

soluciones salinas concentradas es muy variable. Las globulinas de semillas 

de plantas son más solubles en soluciones salinas a temperaturas más altas 

que a temperaturas más bajas (30), por lo que se probó en un rango de -

40-BOºC para observar su comportamiento. 



20 g. de frijol + NaCI 1% (200 mi) 

pH = 4.0 y agitar 
24 hrs. a 4°C 

y agitar durante 2 hrs. 

Centrifugar a 655 xg. 30 m in. 

Sobrenadante + Cationes a diferentes 
Concentraciones; calentar c.lurante 10 
min. a distintas temperaturas. 

Centrifugar a 655 xg. 30 min. 

Sobrenadante + ETOH al 70% 
lentamente si~ dejar de agi­
tar a una temperatura de 4°c 

1 Centrl fugar 

1 Precipitado (PHA) 

a 655 xg 30 min. 

pH = 7.4 Ó agitar 
24 hrs. a 4 C. 

1 Precipita do! 

Precipitado 

1 Sobrenadan te 1 

Diagrama de flujo de la extracción de la Fitohemaglutinina (39). 
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2.- DETERMINACION DE PROTEINAS. 

Fundamento.-

A).-

En medio muderadamcnLe alcalino mas Cu2+ se forma un 

complejo -C=O y =N-H, la reacción ocurre con compuestos 

que por lo menos contienen dos grupos NH
2

CO-, NH
2
os­

dan<lo un color que absorbe a 540 nm. 

REACTIVOS: 

KI al 0,25% 

NaOH 0.25 N 

CuS0
4

5H
2
o 

Tartrato de sodio potasio. 

APARATOS: 

Espectofotómetro 

B).- METODO: 

Se prepara el reactivo de Biuret para trabajar. Después se hace 

una curva de calibración para las proteínas con Albumina bovina. La concen­

tración de la albúmina debe ser de 1 mg/l, de esta solución se colocan en 

un tubo 0.25, 0.5, O. 75, 1.0, ••• mi, mas solución salina hasta obtener un 

volúmen ed 2.5 mi y por último se adicionan 2.5 mi del reactivo de Biuret. 

Dejar reposar 30 min. para tomar la lectura a una absorvancia de 540 nm. 

Todas las muestras problema se trabajaron en forma semejante. 
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3.- HEMOAGLUTINACION. 

Fundamento.- De acuerdo a las propiedades mencionadas que tienen las 

lectinas de aglutinar eritrocitos. 

A).- REACTIVOS: 

Sángre heparinazada 

tipo "O". 

Sol. Salina fisiológica 

Sales de cationes: 

Ca2+, Mg2+, Zn2+,Mn2 + 

Co2+. 

B).- METODO:. 

APARATOS: 

Termómetro 

Baño María 

Espectro fotómetro 

Se toma la cantidad necesaria de muestra para tener una concentra-

ción de 1 mg de proteína llevándose a una volúmen de 1 mi con sol. salina. 

A continuación se efectúan dilusiones dobles. Por último se agregan 0.5 mi de 

eritrocitos· 1avados, con una concentración final de 50,000 eritrocitos. Dejándo-

se reposar 2 horas para tomar la lectura hasta la máxima dilución donde 

hubo hemoaglutinación. 
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4.- DIALISIS. 

Fundamento.-

A).-

Se emplea para eliminar la sal de una solución protéica, es 

decir, el equilibrio de una solución protéica con una tampona­

da mediante una membrana impermeable a la proteína. 

REACTIVOS: 

Membrana de diálisis 

Buffer de Fosfatos a 

pH = 1.0 

APARATOS: 

Agitador magnético 

B).- METODO: 

Al sobrenadante después de calentado en presencia de Zn2+ y antes 

de adicionar el Etanol, se dializa para eliminar el catión y lograr precipitar 

toda la proteTna. posible. 

Se coloca en la membrana de diálisis (cerrada por un extremo) 

el sobrenadante, se cierra e introduce en el buffer de fosfatos de tal manera 

que quede en la parte central y permita la agitación. Esto se efectúa a bajas 

temperaturas durante 72 horas con 2 cambios de solución buffer. 
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5.- CROMATOGRAFJA. 

Fundamento. -

A).-

Columna de intercambio catiónico la cual contiene grupos 

ácidos, los cuales son substituídos por otros iones positivos. 

Si la mezcla contiene un número determinado de solutos, cada 

uno con carga neta diferente, se intercambiarán en distintos 

grados con la resina. 

REACTIVOS: 

HCl 0.1 N 

NaOH 0.1 N 

DEAE Celulosa 

Buffer de Fosfatos: 

5 mM pH 6.8 

0.2 M pH 6.8 

APARATOS: 

Agitador magnético. 

Filtro Buchner 

0.2 M pH 6.1 + NaCI 0.5 M 

BJ.- J'vlETODO: 

Activación de la columna de acuerdo a Magni (24). 

Cromatografía.- La capacidad total de intercambio determina el 

tamaño máximo de la muestrn, teniendo la DEAE celulosa la capacidad de 

0.5 mEq/g de resina seca. Se disolvieron 500 mg de proteína del precipitado 

obtenido en 20 mi del buffer de fosfatos (5 mM pH = 6.8) y aplicado a la 
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columna (3 cm X 20 cm) equilibrada con el mismo buffer. El gradiente de 

elución se inicia por el paso del buffer 0.2 M de fosfatos pH = 6.8. Por 

último se adiciona el buffer de fosfatos 0.2 ·M pH - 6.1 conteniendo NaCI 

0.5 M. Se recolectan fracciones de 10 mi, esto se lleva a cab0 a temperatura 

ambiente, ya que la proteína recuperada se ha visto que tiene después de 

un 90 - 85% de su actividad (35). A cada una de las fracciones se les deter­

minó proteínas y actividad hemoaglutinante. 
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6.- MODELO MATEMATlCO Y ANAL!SlS ESTAD!STlCO 

Siendo en estos casos el significado de las variables: 

T ¡ Temperaturas 

Dj = Diluciones 

pk pi-Is 

E
1 

Error 

TABLA DE ANDEVA 

1 F11P.nte de Variación G.L. 1 s.c. C.M. 

Entre Temperaturas i - 1 5 '1 ... - Yz ••• S.C./G.L. ¡; 
~ ijkl i=I 

--
Entre Diluciones j - 1 6 Y2 ••• - 'f2 •.• S.C./G.L. ¡; 

ikl ajkl j=l 

Entre pi-Is k - 1 2 y2··· - Yz ••• S.C./G.L. 
¡; -- --
k=l ijl ijkl 

Dentro del error i+j+k-l Total Corregido - ¡; s.c. 

Total corregido i+j+k 2 Yz ••• 
y ijkl - ¡¡-rr--

~- ---

Simbología utilizada: 

G.L. = Grados de Libertad. 
S.C. = Suma de Cuadrados. 
C.M. = Cuadrados de las Medias. 
O.E. = Dentro del Error 
F = 

33 

F 

C.M./D.E. 

,_ 

C.M./D.E. 

C.M./D.E. 

1 1 



lY.- R E S U L T A D O S 



EXTRACTO DE FRIJOL NEGRO 

Gráfica \ y ,..- E\ extracto de Frijol Negro en ausencia <le cationes, 

•O dood• '" ob•o<'Ó 'ºº " aod•>tl•d o.moagM'°'º'º •• p>o<d• o> Uogo< 

a 'º' '°ºe o oo pH • <.O, y o oo pH • '·º d•••• '""'ªº'"º'°" S>o omb"'º 

no se desnaturaliza toda \a proteína presente. 
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EXTR."'.CTO DE FRIJOL NEGRO MAS Mn2
+ 

El extracto de frijol negro en presencia de este catión mostró 

que la actividad se va perdiendo a un pH = 4.0 conforme aumenta la temper~ 

tura (Tabla 3) a diferencia de lo que sucede a un pH = 7.4 en donde sólo 

decae ligeramente (gráÚca 3). 



H8MOAGLIJTIN1\CTON DE (PHA) DE FRIJOL NEGRO 

ION pll CUNC. 4<)QC SOQC 60QC 70<:!C 
mmol. 

o.o 1 :64 1: 64 1 :64 1 :64 
0.1 1 :64 1: 64 1: 64 1 :64 

7.4 0.2 1 :64 1: 64 1 :64 1: 64 
0.3 1: G4 1: 64 1: 128 1 :64 
0.4 1; 128 1; 128 1; 128 1 ;64 
0.5 1:128 1:128 1 :64 1: 64 

Mn 2+ X 1:85 1:85 1:85 1: 64 

o.o 1 :64 1: 64 1: 32 1: 16 
o. 1 1 :64 1: 64 1: 32 1: 16 
0.2 1 :64 1: 64 1:32 1: 32 

4.0 0.3 1:64 1: 64 1: 32 1: 32 
0.4 1 :64 1: 64 1!32 1: 32 
0.5 1 :64 1: 32 1: 32 1: 32 

x 1 :b4 1: 59 i: 32 L2'7 

A N D E V A 

---··-

FUENTE DE VARIACION G.L. s.c. 

Entre temperaturas 4 14097.06 
Entre diluciones 5 5274.93 
Entre pH 
Dentro de error 
Total corregido 

ANDEVA 
G.L. 
~-:.c. 
F : 

* : 
':.t·· .. 

1 24644.26 
49 22599.48 
59 66515.73 

Análisis de varianza 
Grados de Libertad 
Suma de cuadrados 
Cociente de Fisher 
Significancia o(=: O.OS 
Cuadrado de las medias. 

BOQC 

1: 16 
1 :64 
1: 64 
1 :64 
1 :64 
1:128 

1 :67 

0:0 
1: 8 
1: 2 
1: 2 
1: 2 
1: 2 

1:3 

C.M. 

3524.26 
1034.98 

24644.26 
461.21 

1127.38 

39 

x 
1: 54 
1: 64 
1 :64 X1= 1: 77 
1: '77 
1: 102 
1; 102 

1 :35 
1:37 
1: 39 
1:39 X ~ 1: 37 
1: 39 

2 

1: 32 

F 

7.64* 
2.24 

53.43* 

TADLA 3.- Titu~os de 1-1z~oaglutinación del extracto de frijol. negro en pre-
sencia de Mn con un pH de 4.0 y 7.4, a djferent.es temperaturas 
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EXTR,\CTO DE rRl]OL NEGRO MAS co2
+ 

La concentración de proteína varía a las diferentes concentraciones 

del catión (tabla 4) y conforme aumenta la temperatura, siendo más bajas 

a los BOºC a un pH = 4.0 (gráficas 4 y 5), Jo cual se refleja en una diferencia 

significativa (tabla 5) en la actividad hemoaglutinante a un pH 

donde se pierde, a diferencia de la actividad mostrada a un pH = 7.4 

4.0 en 
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PROTEINAS (PHA) DE FRIJOL NEGRO 

-
ION pH CONC. 40QC 50QC 60QC 70QC SOQC X 

mmol. -

o.o 0.88 0.90 0.85 0.90 o.so 0.87 
o. 1 0.68 0.70 0.65 0.76 0.76 0.71 
0.2 o. 75 0.77 0.83 o.so 0.76 0.78 - 1 

7.4 0.3 0.78 0.83 0.83 0.90 0.68 0.80 x1 = 0.8, 
0.4 o .80 0.80 0.85 0.85 0.83 0.83 
0.5 0.80 0.80 U.76 U.86 0.86 0.82 ! - o. 78 0.80 0.79 0.84 0.78 2+ X 

Co 
o.o o .90 0.90 o.es 0.7S 0.60 0.80 j 
0.1 o. 73 0.78 0.79 0.76 0.65 0.74 
0.2 o. 77 0.78 0.82 0.78 0.67 0.76 ! 

4.0 0.3 o .80 0.82 0.87 0.81 0.71 o.so 
1 ,,~o '" 1 0.4 o .87 0.86 0.87 o.as 0.74 0.84 

0.5 o .87 0.90 0.89 o.es 0.75 0.85 
-

0 .82 o.so 0.69 X 0.84 O.SS 

ANDEVA 

FUENTE DE VJU?Il'~CICN G.L. s.c .. C.M. F 

Entre tamparaturas 4 0.0696 o. 0171 6.125* 
Entre diluciones s 0.0948 0.0190 6.77 
Entre pH 1 0.00001S 0.00001S O.OOS3 
Dentro de error 

1 
49 0.1373 0.0028 

Total corregido S9 0.3007 0.00S1 

ANDEVA: Análisis de varianza. 
G .. L.: Grados de Libertad 
S .c .. : Suma de cuadrados 
C.M .. : Media de cuadrados 
F: Cociente de Fisher 
*: significancia e< =D.05 

TABLA 4.- Concentración de proteínas determinadas después de calentar 10 -
min .. a ~iferent2! temperaturas el extracto de frijol negro, en -
presencia de Co , a un pH de 4 .. O y 7. 4. 
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GRAFICA 4. - CONC:ENTRAC!ON DE l'ROTEINAS DETERMINADAS EN EL 

EXTRACTO DE FRIJOL 
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GnAFlCA 5. - COHCENTRACIOH O E P ROTE l NAS DETERMINAD AS EH EL 

E~T RACTO DE F R!JOL NEGRO CON Dl5 TINTAS COHCENTRACIO -

HES DE 
2• 

C:o A DIFERENTES TEMPERATURAS EH 3UFFER 

DE FOSFATOS A UN PH DE 4.0 



HEMOAGLUT!NAC!ON EN PHA DE FRIJOL NEGRO 

ION pH CONC. 40QC 
mmol. 

o.o 1 :64 
0.1 1 :64 
0.2 1: 128 

7.4 0.3 1: 128 
0.4 1 :64 
0.5 1 :64 

2• 
x 1:85 

Ca 
o.o 1: 64 
0.1 1 :64 
0.2 1 :64 

4.0 0.3 1 :64 
0.4 1: 64 
0.5 1: 64 

x 1 :64 

FUENTE DE VARIACION 

Entre temperaturas 
Entre diluciones 
Entre pH 
Dentro de error 
Total corregido 

ANDEVA; Análisis de varianza 
G.L.: Grados de libertad 
s.c.: 
C.M.: 
F.: 
•: 

Suma de cuadrados 
Media de cuadrados 
Cociente de Fisher 
signif icanciu Ci( =0. 05 

50QC 

1: 64 
1: 64 
1: 128 
1: 128 
1: 64 
1: 64 

1 :85 

1: 64 
1: 64 
1 :64 
1 :64 
1: 64 
1 :64 

1 :64 

A 

G.L. 

4 
5 
1 

49 
59 

60QC "/Oi:!C SOQC 

1 :64 1 :64 1: 16 
1 :64 1:128 1 :64 
1: 128 1: 128 1: 256 
1: 128 1: 128 1: 64 
1: 64 1: 128 1 :256 1 

1 :64 1: 32 1: 256 1 

1: 85 1: 101 1: 152 

1: 32 1: 16 0:0 
1: 64 1: 32 1 :2 
1 :64 1: 32 1 :2 
1 :64 1 :64 1: 2 
1 :64 1 :64 1 :2 
1: 64 1 :64 1 :2 

1:59 1 :45 1: 2 

N Jj E V A 

s.c. 1 C.M. 

154.93 1 38.73 
18430.2 3686. 04 

46037 .4 1 037.4 
112584. 07 2297.63 
177206.6 3003.5 

45 

X 

1 
1 :54 ¡ 1: 77 
1: 154 
1: 115 1 x

1
=1: 102 

1: 115 
1: 96 

1:35 
1 :45 
1:45 
1 :52 x

2
=1 :47 

1 :52 
1: 52 

-

F 

0.017 
1.6 

20. 04* 

TABLA 5.- 'l'itu~os de h~~oaglutinación del extracto de frijol negro en pre--
sencia de Co a un pH do 4.0 y 7.4, a diferentes temperaturas. 
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Gn.AFICA 11' .. _ TITUL.OS PAOME0\0 DE HEMOAC':rl.UTINAC.IOtt OEfEnMtNA.-

DOS EN EL EXTRACTO DE FRIJOL tlE&RO EH PRESENCIA OE 

2• 
Co A. DlFEOEHTES TEMPERATURAS EH 3UFfER DE 

FOSF.A.lOS /\ UH PH DE 74(--) 
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EXTRACTO UE FRIJOL NEGRO MAS Zn 2 + 

Hubo diferencia significativa en la concentración de proteínas con 

respecto al pH utilizado (tabla 6). Los tftulos de hemoaglutinación varían 

según Ja concentración del catión usado (tabla 7), obteniéndose títulos más 

altos a un pH = 7.4, aunque la concentración de proteínas fué más alto a un 

pH = 4.0 (gráfica 7). La proteína es más estable en presencia de este catión 

a pesar de las variaciones de temperatura de 40 - aoºc (gráficas 8 }' 9). 



1 

1 

: 
! 
: 

: 
! 

1 

! 

1 

1 

ION 

zn2 + 

FUENTE 

Entre 
Entre 
Entre 
Dentro 
Total 

ANDEVA: 
G.L.: 
s.c.: 
C.M.: 
F.: 

PROTE!NAS DE LA PHA DE FRIJOL NEGRO 

pH CONC. 409C 
mmol. 

o.o 0.88 
o. 1 0.67 
0.2 0.70 

7.4 0.3 o. 72 
0.4 0.75 
0.5 0.75 
-
X 0.74 

o.o 0.90 
0.1 0.90 
0.2 0.84 

4.0 0.3 0.86 
0.4 0.86 
0.5 0.85 
-
X 0.87 

DE VARIACION G.L. 

tempera turas 4 
diluciones 5 
pH 1 

de error 49 
corregido 59 

Análisis de varianza 
Grados de libertad 
Suma de cuadrados 
Media de cuadrados 
Cociente de Fisher 
Significancia ~ =0.05 

1 
: 

: 
; 

1 

1 
1 

1 

! 

1 

50QC 60QC 70QC 8QQC 

0.90 0.85 

1 

0.90 o.so 
0.65 0.62 U.55 0.55 
0.70 0.69 o. 72 0.62 
0.74 0.76 0.76 0.80 
0.74 0.73 1 0.68 0.83 
0.74 0.73 

1 

0.80 0.79 

0.74 0.73 º· 73 0.73 

0.90 0.85 1 0.75 0.60 
1 .00 0.80 0.75 o. 95 
0.90 0.85 0.85 0.95 
0.90 0.85 0.80 0.92 
0.85 

1 ·ºº 0.85 1. 00 
0.85 0.95 0.92 0.90 

0.90 0.88 0.82 0.89 

A N D E V A 

s.c. C.M. 

0.013 0.0032 
o. 0617 0.0125 
0.2707 0.2707 
0.3507 0.0071 
0.6961 0.0118 

48 

X 

0.87 
0.61 
0.69 -
0.76 x

1
=0.74 

! 0.75 
1 0.76 
1 
' 
1 

' 0.80 
! O. 88 ! 

0.88 -
i 

0.87 X
2
=0. 87 

0.91 

1 
0.89 

1 

F 

0.45 
1.72 

37.8* 

TABLA 6.- Concentración de proteínas determinadas después de calentar 10 min. 
a qiferentes temperaturas, el extracto de frijol, en presencia de -
Zn 1 a un pH de 4.0 y 7.4. 
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HEMOAGLUTir-¡ACION 

ION pH ~~r· 40QC 

o.o 1: 64 
0.1 1: 64 
0.2 1: 64 

7.4 0.3 1: 64 
0.4 1: 256 
0.5 1: 256 

2+ 
X 1: 128 

Zn 
o.o 1: 64 
0.1 1: 64 
0.2 1: 64 

4. o 0.3 j: 64 
0.4 1: 128 
0.5 1: 128 

x 1: 85 

FüENTE DE VARIACION G.L. 

Entre temperaturas 4 
Entre diluciones 5 
Entre pH 1 
Dentro de error 49 
Total corregido 59 

ANDEVA: ~nálisis de varianza 
G. L.: Grados de libertad 
s.c.: 
c.:.1.: 
F.: 

Suma de cuadrados 
,\led i a de cuadrados 
Cociente de Fisher 
Significancia C\_ =0. 05 

50 

EN (PHA) DE FRIJOL NEGH:O 

50QC 60QC 70QC 80QC X 

1: 64 1: 6:i 1 :64 1: 16 1:54 
1 :64 1 :64 1: 128 1: 256 1: 115 
1 :64 1: 1281 1: 12fi 1: 256 1:128 
1: 128 1 :64 1: 128 1: 256 1:128 X

1
=1: 130 

1: 256 1: 256 1 :256 1: 128 1: 230 
1: 256 1: 256 1: 256 1: ?.56 1:256 

1: 139 1: 139 1: 160 1: 195 

1 :64 1: 32 1: 16 0:00 1: 35 
1:64 1: 64 1: 32 1: 32 1: 51 
1 :64 1: 64 1 :64 1: 64 1 :64 
1 :64 1 :64 1: 128 1: 64 1: 77 X

2
=1:72 

1 :64 1: 64 1: 128 1: 128 1:102 
1 :64 1: 64 1:128 1:126 1: 102 

1 :64 1: 59 1: 83 1: 69 

ANDE VA 

s.c. c.~1. F 

9685.33 2421.33 0.9 
131686.4 26337.28 9.8* 
96000.00 96000.00 35.7* 

131780.27 2689.4 
369152.00 6256.81 

--

TABLA 7. - Tí tu los d2 hemoaglu tinación del extracto di? fri :iol negro en presen­
cia de Zn +, a un pH de 4.0 y 7.4, ,, diferentes temperatur.:is. 
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G rl/\FICA IJ. _ TITULOS DE HEMOAGL UT INACION DETEl?MINADJ\5 EN EL 

EXTRACTO DE FnlJOL NEGRO EN DISTINTAS 

NES DE 
2+ 

Zn 

DE FOSFATOS A 

A OIFE nENTES TEMPEnATUl1AS 

UN PH DE 7.~ 

C:0NCENTl1ACIO-

CON 3UFFEl1 

TEMI\ 
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EXTRACTO DE FRIJOL NEGRO MAS Mg2• 

J-lubo una diferencia significativa conforme oumenta la temperaluré.I 

(tabla 8) en la concentración de proteínas, esta diferencio se notó también 

al variar Ja concentración del catión (gráficas 10 y 11). Sin embargo esto 

último no influyó en Ja actividad, pero sí hubo pérdida de la actividad hemo­

aglutinante conforme se aumenta la temperatura (tabla 9}, a diferencia de 

cuando se determinó a un pH = 7.4, en donde permaneció estable (gráfica 12). 



PROTF:TNt\S LlC 

F~. CONC_ 409C 
mmol 

o.o .88 
o. 1 ·"" 
0.2 .80 

7 .4 O.J . 85 
o. 4 .83 
0.5 .es 

X .83 

1 Mq 
2+ 

o. o . 90 
0.1 .68 
0.2 .70 

4.0 0.3 .82 
0.4 .86 
o. 5 .86 

x . 80 

FUENTE DE VART/\CimJ G.L. 

Entre temperaturéls 
Entre diluciones 
Entre pH 
Dentro de error 49 
Total corregido S9 

ANDEVA: Análisis de varianz<.l 
G.L.: Grados de libertud 
s.c.: 
C.M.: 
F.: 

Sumil de cuadrados 
Media de cuadrados 
Cociente de Fisher 
Significancia ~:.O.OS 

SOQC 

.90 

.79 

.70, 

.82 

.85 

.85 

.83 

.90 

.64 

.6S 

. 74 

.87 

.86 

.78 

A N 

5.¡ 

(PHA) DE F'HIJOL NEGRO 

60QC 70QC BOQC x 
1 

.es .90 .80 .87 ! 

.76 .60 . 55 .70 

.80 .68 .SS • 72 

.76 . 72 .sa - 75 x-,=o.775! 

.so .83 .50 .78 

. 85 .90 .68 .83 

.80 . 77 .63 

.85 • 75 .60 .80 i .GO .64 .65 .64 

.67 . 74 .69 .69 
X2=o. 7Gaf .75 . 75 . 75 • 76 

. 82 ·ºº .80 . 83 

1 

.86 1. ºº .SG .BY 

. 76 . 78 . 72 

ns v J'I. 

s.c. C.M. F 

0.1518 o .0379 4.08• 
o. 2685 o. 0537 5.78* 
0.00043 0.00043 0.046 
0.4548 o .0093 
O.R757 o. 0140 
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UEMOAGLUTl~A\.ION EN (PllJ\) DE FRI.JOL NEGHO 

R"' Cüt.;c. 4Q0C SOQC 60QC 709<: SQOC x 

1 
mmol 

o.o , : 64 , :64 , : 64 1 :64 1: 16 , ,54 
o. 1 1: 64 1 :64 1 :04 1:, 20 1: 64 1: 77 

i u. 2 1: 64 1 :64 1: 64 1:128 , : 32 1: 70 

i 7 .4 0.3 1: 64 , :64 1: 128 1 :64 1: 1G 1 :67 X,=, :10 
0.4 1 :64 , : 64 1: 64 1: 1 28 1 :64 1: 77 

i 0.5 1: 64 , :64 , : 64 1 :64 1: 128 1:77 

2+ 
x 1 :64 , ;64 1: 75 1 :96 , : 53 ¡ 

Mry ,_ r-
1 

1 
o.o 1: 64 1 :64 1: 32 , : 16 º' 00 ,,,, 1 j 

1 
o. 1 1 :64 1 :64 1: 64 1: 16 O: 00 1 :42 
o. 2 1: 64 , :64 , : 32 1: 16 O: 00 ::u' .. ,,. l 

4.0 IJ. J 1: 64 1 :G.: 1: 32 1:, 6 0:00 
Ü.•1 1 :64 , :64 , : 32 1 :8 0:00 1: 34 

2 

o. 5 1: 64 1 :64 1: 3?. 1 ·.8 U: 00 1: 34 

' , :64 1 :64 , : 37 1:, 3 O: 00 

PUEN1'E DB V/\RIACION G.L. 

Entre temperaturas 4 
Entre diluciones 5 
Entre pH 1 
Dentro de error 49 
Totet} cnrrPgiclo 59 

ANDCVA: Análisis de varianza 
G.L.: Grados de 1ibertad 
s.c.: 
C.M.: 
F'.: ., 

Suma de cuadrados 
Media de cuadrados 
Cociente de Fisher 
Significancia oC"=0.05 

1\ N D E V A 

s.c. C.M. r 
--

11366.4 2841. 6 4. 15* 
1186.13 237. 22 0.35 

18026. 67 18026.67 26.33• 
33544. 53 684. 58 
64123.73 1086.84 

'fJ\BLA 9.- Titulas ª2+hei:noaglutinación del extracto de frijol negro en presen 
cia de Mg , a un pH de 4.0 y 7.4, n diferentes t.;,mperaturas. -
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EXTRACTO DE FRIJOL NEGRO MAS Ca2
+ 

La concentración de proteínas varió depcudiendo del pH utllizado 

sin influir la concentración del ca1·if)n '..!$:!.de {titLiü iüj. En cuanto a la acth•i­

dad hemoaglutinante, permaneció estable en un título de J;79 (tubla JI) a un 

pl-1 = 7.4, pero se perdió Ja actividad n un pf-l == 4.0 conforme Sf.! aumentó 

Ja temperatura. 



~-- ----r----
fON pll 

f 
CONS. 400<": 

i o.o .se 
o. 1 • 75 
0.2 

1 
• 78 

7.4 0.3 . 80 
0.4 

1 

• R3 
o. s • 83 

X • 81 
Cu 

2+ -r i 
o.o 

1 
. 90 

o. 1 • 74 
o. 2 • 77 

4.0 

1 

0.3 • 79 
0.4 • 82 
o. 5 . 82 

X • 81 

FUENTE DE VARIACION G .. L. 

Entre temperaturas 
Entre diluciones 
Entre pH 
Dentro do error 
Tota1- corregido 

4 
s 
1 

49 
59 

ANDEVA: Análisis de varianza 
G .. L.: Grados de libertad 
S .. C.: 
C .. M.: 
F.: 

Suma de cuadrados 
Media de cuadrado 
Cociente de Fisher 
Significancia · <.:. =0 .. 05 

500(" 6CJQC 70::.?C 

-- ·----1----

.90 .es .90 

.79 • 72 .73 

.82 .80 .76 
• 84 .83 .73 
.84 • 76 .83 
.84 .83 .90 

.84 .80 .81 

.90 .es .7S 

.75 .50 .60 

.es .60 .62 

.82 .62 .68 

.8S .6S .82 

.82 .60 .76 

.83 .64 .70 

ANDEVA 

s .. c .. ,___ ___ _ 
0.1285 
0.1555 
0.0836 
0.8412 
1.2089 

BOQC 

.80 

.60 

. 76 

.80 

.93 

. 85 

. 77 

.60 

.60 

.62 

.69 

.75 

.80 

.68 

C.M. 

0.0311 
0.0836 
0.172 
0.020S 

x 
.87 
• 72 
.78 
.so 
.82 
.8S 

.80 

.64 

.69 

.72 

.78 

.76 

60 

- 1 
x 1=0.01 1 

x
2
=0.13 

F 

1.8 
4 .9* 

'l';'ELi\ 10.- Concentración de prot.~lnas determinadas def>pués de calentar 10 min. 
a_diferún~~s tcmper~turas, el extracto de frijol negro, en presen-
cia de Ca , a un pH do 4.0 y 7.4 . 
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2• 
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HEMO,,GLUT I t.;/\CION EN (PHA) ne FRIJOL 
NCGl\O 

ION pH CO!'.!C. 40QC 509~+600C 7QQC SOQC x 
mmol 

o.o 1: 64 1 :64 1 :64 1: 64 1: 16 1: 54 
o. 1 1: 64 1: 64 ¡ 1: 61 l: 128 1 :64 1: 77 
O.:;> , : 64 1: 64 1 :64 1: 128 l: 64 l: 77 

X1::1 :14 7.4 0.3 1 :64 1: 64 1: 64 l: 128 1: 32 1: 70 
0.4 1: 64 l :64 1: 128 1: 128 1: 16 1: 80 
o. 5 , :64 1 :64 1 :64 1: 128 1: 256 1: 115 

2+ 
x 1: 64 1: 64 1: 75 1: 117 1: 75 

Ca 

1 
o.o 1 :64 1 :64 1: 32 1: 16 O: 00 1: 35 
o. 1 1: 32 1 ;64 ¡, 32 1: 32 O: 00 1: 32 
0.2 1: 32 1 :64 1: 32 1: 32 O: 00 1: 32 - 1 

4.0 o. 3 , , 64 1: 64 1: 32 1: 64 0:00 1 :45 
x2"'' 31 0.4 1: 64 1 :32 1 :64 1: 32 O: 00 1:38 

o.s 1 :64 1 :64 1 :64 1: 32 0:00 1 :45 

x 1: 53 1 :59 ¡ ,43 , , 35 O: 00 

A N D E V A 

FUENTE DE VARIACION G.L. s.c. .c.M. F 

Entre tempera turas 9147.73 2286. 93 1.8 
Entre dilucionc:J 6848.00 1369.60 1. 08 
Entre pH 1 25297 .07 25297.07 19.98* 
Dentro de error 49 62041 .60 1266.15 
Total corrr::>g ido 59 10333.44 1751 .43 

ANOEV/\: Anitlisis do varianza 
G.L.: Grados de libertad 
s. e. : Suma de cuadrados 
e. M.: Media de cuadrado~ 
F.: Cocientn de Fisher 
*: Signif.icancia o<. :::O.OS 
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PHA - TESTIGO 

La PHA comercial (Difco} en ausencia de cationes, tanto la concen­

tración de proteínas como la actividad hemoaglutinante no se pierde total­

mente al aumentar la temperatura, sólo a un pH = 7.4 bujnn los titulas hasta 

1:8 al llegar a los soºc (gráficas 15 y 16). 
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PHA - TESTIGO MAS Mn2+ 

Hay una ligera variación en la actividad hcmoaglutinantc dependien­

do de las distintas concentraciones de Mn2
+ (ver tabla 12) y un cambio -

significativo coníormc se varfa la temperatura, viéndose al mismo tiempo 

un aumento a los 70°C independientemente del pH utilizado {gráficas J7 y 

18). 



HEMOAGLUTif\l\CION f.N PHA-TESTIGO 

CON pll CONC 40QC 

mmol 
-· 

o.o 1: 128 
u. 1 1: 128 
o. 2 1: 128 

7 .4 0.3 1: 128 
0.4 j: 128 
0.5 1: 128 

x 1: 128 
Mn 

o.o 1: 128 
o. 1 1: 128 
0.2 1:256 

4.0 0.3 1: 128 
0.4 1: 256 
0.5 , : 128 

x 1: 171 

FUENTE DE VJ\RIACIO:; G.L. 

Entre temperaturas 4 
EntrP. diluciones 5 
Entro pf-1 1 
Dentro de error 49 
Total corregido 59 

ANDEVA:Análisis de varianza 
G .L.: Grados de libertad 
S. e. : Suma de cuadrados 
C.M.: Media de cuadrados 
F.: Cocicn te de? f'ishcr 
*: Significanciu o<.=0.05 

SOQC 609C 70QC 80QC 

1: 128 1: 128 1 :Gil 1 :8 
1: 128 1: 126 1: 256 1: 128 
1: 128 1: 128 1 :256 1: 128 
1 :64 1: 128 1 :512 l: 128 
1: 128 1:64 1 :256 1: 128 
1: 128 1:64 1: 256 1 :64 

1: 117 1: 107 1 :267 1 :97 

1: 128 1: 128 1 :64 1: 32 
1: 256 1 :256 1 :512 1: 128 
1: 128 1 :256 1 :512 1: 128 
1: 256 1: 128 1: 512 1: 64 
1 :256 1 :256 , : s 12 1: 128 
1: 128 1: 128 1: 256 1: 128 

1: 192 1: 192 1'395 1: 101 

·' N D E \' ...... 

s.c. C.M. 

380096. ºº 95024 .000 
117534.93 23506.986 
67201. 067 67201 .067 

295621. 33 6033.088 
860453.33 H583 .95 

68 

x j , : 91 
1: 154 

, , 1541 
1: 192 x, .,,, : 143~ 
1: 141 
1: 128 

1: 96 
1 :256 
1 :256 
1: 218 X

2
=1:210 

1: 282 
1 1: 154 

¡ 

;--¡ 
15.75* 

3 .9• 
11 .15* 

'f.i\BLA 12.- Títulos de h~moaglutinación de la PHA-tc-stigo en presencia de Mn 
a un pH de 4.0 y 7.4, a diferentes tc-mperaturas. 
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PHA - TESTlGO MAS Co2
+ 

La proteína es más estable a concentraciones más altas del catiün 

y su actividad se mantiene aún hasta los soº e independient"emcnte del pt 1, 

dundo títulos más altos a un pl-l = 4 .. 0, destacando que a éste pH la concen­

tración de proteínas es más baja que a un pH = 7 .4 



PROTEINAS (PllA) TESTIGO 

ION pH CONC. 40QC SOQC 602C 70QC 
mmol 

o. o .96 .9S ! .80 .80 
o. 1 .72 . 70 .67 .68 
0.2 .7S . 78 1 .75 .. 75 

7 .4 0.3 . 8S .84 .8S .82 
0.4 • 90 • 87 .87 .98 
o. 5 .98 .97 .98 

2+ 
x .86 .85 • 82 . 84 

Co 
o. o • 90 .90 . 75 .8S 
0.1 • 80 . 7S • 77 .85 
o. 2 . 80 .82 .80 .es 

4.0 o. 3 . 83 .es . 83 .88 
0.4 • 86 .89 .86 .91 
o.s • 89 .89 .89 .94 

x • 85 .8S . 82 .88 

A N lJ t:. V ·~ 

r FUENOE DE VARIACION G.L. 

j Entre temperaturas 4 
! Entre diluciones s 

1 
Den trn de error 

1 Entre pH 
49 

Total corregido S9 

ANDEVA: 
G.L.: 
s.c.: 
C.H.: 
F.: 
*.: 

Análisis de varianza 
Grados de libertad 
Suma de cuadrados 
Me di a de cuadrados 
Cociente de Fishcr 
Significancia ,l(_ =0. 05 

s.c. 

1.84 
0.21 
0.0094 
o. 8614 
2.98 

72 

BOQC x 

.7S .as 
.67 .68 
.74 . 7S 
.81 .83 x,..,,.o.a3 
.90 .90 

.98 

.81 

.so . 78 

.62 . 76 

.6S .78 

.70 .82 X
2

=0.e1 
. 75 .as 
.7S .87 

.66 

C.M. F 

o .4605 26.16* 
o.oss 3. 125* 
o. 0094 0.534 
0.0176 
o. 0505 

TABLA 13.- Concentración de proteinas dctúrminadas después de calentar 10 -­
mi2+ u diferentes t.emperuturus la PHF~-tostigo en presencia de ---
Co a un pl-1 ele 4. O y 7. 4 
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HEMOAGLUT IN..V:' ION E:N (PHA) TESTIGO 

ION pi! CONC. 400C SOQC 60QC 70QC e o oc x 1 
mmol 1 

' 
o. o 1: 128 , : 128 1: 128 1: G~ 1 :a 1 :91 1 l u. 1 1: G4 1 :64 1: 64 1: 64 1: 128 1: 77 
0.2 1: 64 1: 128 1: 64 1: 128 1 :256 1: 128 1 

7.4 
1 o. 3 1: 128 1: 128 1: 128 1: 128 1: 128 1: 128 x,=1: ,,, 1 

o .4 1: 128 1: 128 1: 128 1: 128 1: 128 1: 128 1 0.5 1: 128 1: 128 1: 128 1: 128 1 :64 1: 115 ' 
2+ 

x 1: 1 07 1: 117 1: 107 1: 107 1: 119 

·~ Co 
o. o 1: 128 1: 128 1: 128 1: 64 1: 32 

: ;;~3¡ o. 1 1: 256 1 :256 1:512 1: 512 1: 128 
0.2 1: 256 1 :256 1 :512 1: 512 1: 128 1 :333¡_ 

4. o o. J 1: 51¿ 1:256 , :256 1: 51'2 1: 128 ;:~!:ix2=t:276 
0.4 1: 256 , :256 1 :256 1: 512 1: 128 
0.5 1: 256 1 :256 1 :256 , : 512 i: 128 1 :282 

x 1 :277 1 :235 1: 320 , : 437 1: 112 

A N lJ t:: V A 

-
FUENTE DE VAfUAClON G.L. s.c. C.M. 1 .. 
Entre temper.J turas 4 155686.36 38921 .60 1 1. 71 
Entre diluciones 5 129822.9 25964.58 1. 14 
Entre pH 1 400705. ºº 408705. ºº : 17 .9S* 
Dentro de error 49 ¡ 1114053.4 22735. 78 

1 Total corregido 59 i 806267. -} 30648.605 

ANDEVA: Análisis de varianza 
G.L.: Gradar. de libertad 
S. e. : Suma de cuadrados 
C.M.: Media do cuadrados 
F.: Cociünte de Fishcr 
*.: Sjqnificancia a<: ~o.os 

TAl3LA 14.- Títulos d~ h('moaglutinaclón do l.:i PHA-testigo en presencia de co2+ 
a un pll d~ 4.0 y 7.4 a diferentes temperatur-as. 
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PHA - TESTIGO MAS Zn2
+ 

Lo concentración de proLcínas vuríu ligeramente {Lablu 15) u Jos 

distintas concentrncioncs de Zn 2
+, dando valores mús u un pl-1 = 4.0 (gr5ficus 

22 y 23). La actividad es mús estable n mfls altos conccntrucioncs del catión 

{tubla 16) muñteniéndosc en 1:256 a un pH = 4.0, dundo más alto {1:512) a un 

pl-1 de 7.4 a 70°C, bujnndo después al aumentar hasta Jos aoºc pero no se 

pierde totalmente {gráficas 24 y 25). 
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PROTEINAS (PHA) 'l'ESTic.:O 

ION pH CONC. 402C SOQC 60QC 70QC: SOQC X 
mmol 

o.o .96 .9S .80 .oo . 7S .os 
0.1 .81 . 77 .80 . 76 • 74 • 76 
0.2 .81 .78 .so .79 . 74 .78 

7.4 o. 3 .79 . 80 .83 .86 . 78 .81 X
1
=0.82 

0.4 .84 .83 .8G .87 . 78 .84 
o.s .84 .85 .86 .89 .82 .os 

2 
:X .84 • 83 .82 .83 • 77 

Zn 
o.o • 90 .90 . 7S .SS . 50 .78 
o. 1 .90 . 87 .85 .86 .85 .87 
0.2 .91 .89 .85 .86 .88 .88 

4.0 0.3 . 9S • 92 . 90 .92 .89 .92 x2 '""º·ª9 
0.4 .95 . 9S .92 .95 . 92 .94 
o.s .95 • 95 .9S .9S . 95 .95 

x • 93 .91 .87 .88 .83 .89 

" N D E V A 

FUENTE DE VARIACION G.L. s.c. C.M. F 

Entre temperaturas 4 o. 0512 0.0128 3 .42* 
Entre diluciones o. 0646 0.0129 3.45* 
Entre pf-1 0.0721 0.0721 19.28* 
Dentro de error 49 o. 1835 o. 0037 
Total corregido 59 ú.J/14 o. 0063 

ANDEVA: Anfllisis de v.:irianza 
G.L.~ Grados de libertad 
s. e. : suma de cuadrádos 
C.M.: Media de cuadrados 
F.: Cociente de Fisher 
*: Significancia ~=O.OS 

TABLA 15.- Concentración de proteínas determinadas despuf•s de calcnt.:1r 10 -
mi2~tos a diferentes temperaturas la PH1,-test.igo en prcr:;cncia cJc 
Zn a un p~f de 4.0 y 7,4 
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GOAF1CA 22. - COHCEHTRACIOH DE PROTP:IHAS OETERMlHAOAS EH LA 

PHA TESTIGO COH DISTINTAS CONCENTRACIONES DE 
2• 

Zn 

A DIFERENTES TEMPERATURAS EH 3UFFEn DE FOSFATOS 

A UH PH='7.4 
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llCMO/\<;[.TJTJ:-.1,\C ro¡-,; EN PllA-'l'ESTlGO 

-------- ·---....----
10/.1 pll CüN.-:. 400C SOQC 

mm .. ,} 

o.o 1: 12:-:' 1: 1 28 
o. 1 1: 128 1: 128 

0.2 1: 128 1: 128 
7 .4 O.J 1 :256 1: 256 

0.4 1: 128 1: 25G 
0.5 1 :256 1 :256 

2< 
X 1: 171 1: 192 

Zn 
o.o 1: 128 1: 128 
0.1 1 :256 1: 128 
0.2 1 :25G 1 :256 

4.0 0.3 1: 256 1,256 
0.4 1 :256 1:256 
0.5 1 :256 10256 

x 1: 235 1: 21 3 

FUENTE DE VAHIACION G.L. 

Entre tempera tu ras 
Entre diluciones 
Eii.tr-=:. pH 1 
Dentro 
Total 

ANDf-~VA: 

G.L.: 
s.c~: 

C.M.: 
F.: 

de error 49 
corregido 59 

Análisis de varianza 
Grados de libertad 
suma de cuadrados 
Media de cuadrados 
Cociente de Fishcr 
Significancia =0.05 

60QC 70~·c 

~: , ~8 1'64 
1: 128 1: 256 
1: 128 1:25G 
1:256 1:512 
1: 256 1: 512 
1: 25G 1: 512 

1: 192 1: 352 

1: 128 1:64 
1: 256 1: 64 
1: 256 1: 128 
1: 256 1'256 
1,256 1: 128 

1: 256 1:256 

1: 235 1: 149 

A N o E V A 

s.c. 

134848. 03 
241259.7 

86.33 
310307.24 
686501.3 

8Q9C 

',8 
1: 64 
1 :6'1 
1 :6•1 
1: 128 
1: 128 

1: 76 

1, 32 

1 '32 
1: 128 
1: 128 
1:25G 
1o256 

1: 137 

C.M. 

33712.00 
48251.94 

86.33 
6332.8 

11635.615 

MI 

------
X 

1: 91 
1: 141 
1:1.;1 

1:269 x-1 ~1 :19 
1: 256 
1: 282 

1 :96 
1' 147 
1: 205 
1: 230 .'<2=1:194 
1: 230 
1: 256 

F 

s. 32* 
7.62* 
0.0136 

TABLA 16.- 'l'itulos de hcmoaglutinac1ón d<? PHA-t<:>stigo en prescnci.a de Zn 2+ a 
un pH de 4.0 y 7 • .J a diferent~s temperaLuras. 
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PHA - TEST!GC MAS Mg2 ' 

La prescncill de las diferentes concentraciones de Magnesio no 

varía la concentración de proteínas (tabla 17). mnntcniéndosc estable al -

cambio de te.mperatura (gráfica 26}. Pero la actividad sí varía de acuerdo 

a la concentración del ~.,1g2+ dando valores de 1:256 hasta los GOºC a p1·1=0.4 

decayendo ligeramente al aumentar la temperatura. 

Sin embargo a pH = 7.4 tos valores son de 1: 128 aumentando 

a los ?oºc regresando al valor unteríor a los soºc (gráficas 27 y 28). 



PP.an:u.:As EN 

ION pH COtJC. 40C1C SOQC 
rnmol 

o.o .96 .95 
o. 1 .76 .so 
0.2 . 81 .80 

7. ·~ o.?. • 81 .86 
0.4 • 81 .83 
0.5 • 85 .66 

Mq 2 
X . 86 . 65 

o.o • 90 .90 
0.1 • 7S . 79 
0.2 • 85 . 82 

4.0 0.3 • 8S . 65 
0.4 • 89 . 69 
0.5 . B9 .69 

X • 85 .86 

FUENTE DE VARIACION G.L. 

Entro temperaturas 4 
Entre diluciones s 
Entre pH 1 
Dentro de error 49 
Total corregido 59 

ANDEVA: 
G.L.: 
s.c.: 
C.M.: 
F.: ., 

Análisis de varianza 
Grados de libertad 
Suma de cuadrados 
Media de cuadrados 
Cociente de r·isher 
Signi.ficancia =0. 05 

85 

PllA-TC:S'l'lGO 

609C 70QC BOCC X 

.80 .60 . 7S .es 

.83 . 76 .93 .82 

.83 .78 .93 .83 

.86 .87 .88 .87 x,=o.es 

. 89 . 85 .86 .86 

.69 .89 .86 .S7 

.85 . 82 .87 

. 75 . es .so • 78 

.80 • 76 .91 .80 

. 84 .81 .86 .84 

.88 .88 .86 .86 X2:0.84 

. 90 .84 .90 .86 
• 91 . 90 .84 .89 

.8S . 84 .131 

ANDEVA 

s.c. C.M. F 

0.004S 0.0011 0.0514 
0.0439 0.0088 0.4037 
o. 00096 o. 00096 o. 0440 
1 .0698 0.0218 
1.1191 0.0190 

TABLA 17. - Concentración de proteinBs <lo? terminadas dí"!spués de calentar duran­
te io2~in. u diferentes tcmperati.iras la P1-IA-tcst:1go en presencia -
de Mg a un pl 1 de 4 • O y 7 • 4 
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¡ l-IE:MOi\GJ ... tJTI h'A<: ros C!l Pllii.-'l'!:STI CO 

lON pll CONC. 409<: SOQC 
,_____ r--- - mmul 

o.o 1: 12B 1: 128 
0.1 , : 128 1 :64 
0.2 1: 128 , :64 

7 .4 0.3 , : 128 1: 128 
Ü.•1 1: 128 1: 128 

0.5 1: 12d 1: 128 

Hg2+ 
X 1: 128 , : 107 

o.o 1: 128 , : 128 

0.1 1: 128 1: 128 
0.2 1: 128 , : 128 

4.0 0.3 1: 128 1 :256 
0.4 1:256 1 :256 
0.5 10256 1 :256 

X 1: 171 1: 192 

FUENTI.: DC VAIHACION G.L. 

Entre temperaturas 4 
Entre diluciones 5 
Entre pH 1 
Dentro de~ Arror 49 
Total corregido 59 

ANDEVA: 
G.L.: 
s.c.: 
1:::.M.: 
Fo 
*: 

Análisis de varianza 
Grados de lib0.rtu<l 
~;urna de cuadrud~')s 
M0dia de cuadrados 
Cociente de Fisher 
Siqnificancia =0.05 

60G•_::' 70f!C 809(:' 

1:128 1 :ú4 1 :8 
l :G4 l; 128 1: 64 
1: 128 1: 128 1 :64 
1:128 , :256 1: 128 
1:128 1 :256 1: 128 
1: 128 1 :256 1: 128 

1: 117 1: 14 3 1 :87 

, : 128 1 :64 1:32 
1: 1?.8 1 :256 1 :64 
1: 128 1: 128 1 o64 
1: 12.8 1 :25G 1 :6'1 
10256 1 o256 1: 128 
1:25G 1: 128 1: 64 

1: 171 1: 181 1 o69 

A ¡.¡ D r:: ... 

s.c. 1 C.M. 

83504.0 

1 

20876. 00 
79203.2 15t340.64 
161 37.6 16137.6 
93593.6 1910.7 

2·12438.4 4G 17. 5 

87 

X 

--
1 :91 
1:90 
1; 104 
1: 154 

1'154 
x,=, = 99 

1: 154 

1 :91 
, : 141 

l: 115 
1:166 >=2=': 156 
1 :230 
1: 192 

F 

10.93* 
B.29* 
8.45* 

TABLA 18.- Títulos ele hemoaglut:inación en l"J PIIA-ti:-utigo en presencia de Mg
2 + 

a un pH de• 4.0 y 7.4, ;:¡ dif~r:iontcs t0m¡:H,~rat:.uras. 
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PH/'. - TESTIGO MAS ca2 • 

La concentración de proteínas no tiene diferencia significo.tiva 

(tabla 19) con respecto a la concentración del Ca 2 + a un pH = 7.4 pero a 
un pH 

4.0 sí hay diferencia, dando en a111bos casos valores más bajos que 

el blanco (griíficas 29 y 30). La actividad muestra una diferencia con respecto 

al pH (tabla 20), ya que son mús altos los títulos a un pH = 4.0 que a un 

pH = 7.4 variando al mismo tiempo de acuerdo a la concentración (gráficas 
31 y 32). 

90 



PROTCll~AS 

10:: pll cc:-:r:. t1 o~~c- 509('.' 

mmol 

o.o .96 - 9S 
o. 1 .68 .66 
0.2 .66 - 66 

7.4 0.3 .68 .70 
0.4 .70 .68 
o.s .70 .70 

2-t 
x .73 - 72 

Ca --
o.o .90 • 90 
0.1 .70 .6S 
0.2 - 74 .68 

4.0 0.3 .78 .75 
0.4 - 81 .78 
o.s .80 .81 

x .79 - 74 

FUENTE DE VARIACION G.L. 

8nLre Lc111µ""'ru Lur.us. 
Entr·e 
Entre 
Dentro 
Total 

ANDEVA: 
G.L.: 
S.C.: 
C.M.: 

diluciones 
pll 1 

de error 49 
corregido 59 

Análisis de varjanza 
Grados de libertad 
Suma de cuadrados 
Media de cuadrud<.."lS 
Cociente de Fishcr 

EN PHA-Tf:ST J f;O 

60QC: 70".:C 

.80 .80 

.62 .47 

.65 .48 

.6~ .so 

.67 .so 

.65 .52 

.6B .68 

.75 .85 

.70 .61 

.76 .65 

.79 .69 

.75 .96 

.79 .86 

.76 .77 

}\ N D E V A 

s.c. 

o. 1814 
0.2240 

º· 157 
0.3528 
o. 9182 

F.: 
*: Signifjcancia =0.05 

91 

eoor_· ;¡ 

- 7S .es 
. 54 .S9 
.S3 .60 
.48 .61 x1=o.6s 
.so .61 
.52 .62 

.SS 

.so .78 

.60 .65 

.64 .69 

. 84 -77 x
2
=0.1s . 

- 74 .81 
- 71 .79 

.67 

C.M. F 

0.0461 6.4* 
o. 04~0 6.22• 
º· 157 21.8* 
º- 0072 
0.0156 

TABLr, 19. - ConcPntración de prot:ei n~s determinadas después de calentar 1 o2~in. 
a diferentes tempcnituras de l.:J PUl\-testigo en presencia de Ca , 
a un pll d(:> 4.0 y 7.4 
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llEMO,-~GLTJTl r:i\Cl O:J F:t·: Pll•"\-'I'E~3'I'IGO 

ION pi! COi-JC. 4Q(!C SOQC 

U<111ul 

o. o 1:128 1: 128 
o., 1 :64 1: 1'28 
o. 2 1: 64 1: 128 

7.4 o. 3 1: , 28 , : 128 

0.4 1: 128 1: 128 

0.5 1: 128 1: 128 

2+ 
X 1!107 1: 128 

Ca 

o. o 1: 128 1: 128 

o. 1 1 '256 1: 256 
o. 2 1: 128 ''256 

4. o o. 3 1: 128 1: 128 
0.4 1 '256 1:256 
o.s 1 '256 1: 256 

x 1: 192 1: 213 

FUENTE DE VARIACION G.L. 

Entre temperaturas 4 
Entre ci i. h1ci onP.s 
Ent=:-e pH 
Dentro de error 49 
Total corrcg ido 59 

ANOI::Vl\: 
G.L..: 
s.c.: 
M.C.: 
F., 

An8lisis de varianza 
Grados de libertad 
Sumu de cuadrados 
Media de cuad1·ados 
Coci~nte de Fishcr 
~:ignificuncia =0.05 

60QC 70QC SQQC 

1: 128 1 :64 1,9 
1: 128 , :64 1: 128 
1: 128 1: 128 1: 128 
1: 128 1: 128 1: 128 
1 :64 1: 128 1: 128 
1 :64 1: 128 1: G4 

1:, 07 1: 1 07 1: 97 

1: 128 1:64 1 ! 32 
1: 256 1: 512 1: 128 

1,256 1: 25G 1: 128 
1: 128 , , 256 1: 256 
1: 128 1: 512 1: 128 
, , 128 , , 256 1'64 

1: 171 1,299 1: 315 

A N D E V A 

s.c. M.C. 

64533.3 16133.32 
253624.5 50724. 9 
128436.23 128436.23 
76963.17 1570.68 

523557.3 8873.85 

94 

x 

l :91 
1: 102 
1: 115 
1: 128 
1: 115 

x,=1:124 

1: 192 

1: 124 

1 :96 
1 :282 
1:205 
1: 179 X

2
=1: 202 

1 :256 
1: 192 

F 

10.27* 
32.29* 
81 ."77* 

TABLI\ 20. - 'l'Í tu los dü hcmoaylutinación en lu PMA-testigo en presencia de cn
2 + 

a un pll de 4.0 y 7.4, a diferent0s tcmporaturas. 
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DISCUSION DE RESULTADOS 

Los métodos utilizados para la extracción de Fitohemaglutininas 

fueron hechos considerando las propiedades fisicoquímicas de éstas como 

proteínas. 

Una de las técnicas más utilizadas es la de Jaffé (1974) en donde 

trata de obtenerlas en forma selectiva. Por lo que en este trabajo se siguió 

esta metodología. 

Reportó un trabajo con 21 variedades de frijol a los cuales -­

determinó su actividad hemoaglutinante y mitogénica. Se confirma en este 

trabajo que no hay actividad hemoag!utinante sobre eritrocitos de humano, 
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puesto que la actividad se va perdiendo con el aumento de la temperatura, 

aunque este autor reportó actividad en otro tipo de eritrocitos como son 

los de conejo, vaca y hamster (38) que aquí no se probaron. 

De acuerdo a los antecedentes de que la actividad hemoaglutinante 

varía en algunas fitohemaglutininas en presencio. de Ca2
+ y tvín 2

+ {17), se 

probó la actividad con estos dos cationes y otros como el Mg2
+, zn2

+, Co2+ 

pertenecientes a la misma familia (en forma de cloruros), buscando las condi­

ciones adecuadas para la proteína y sea más estable a los aumentos de -

temperatura sin perder su actividad, basándonos en la propiedad de que las 

globulinas son más solubles a altas temperaturas, lográndo obtener la mayor 

cantidad posible (29). 

a un pH 

Al mismo tiempo se varió el pH, ya que lo anterior fué observado 

4.0, probándose a pH = 7.0 también, notándose que en ausencia 

de cationes la proteína es más estable a este último pH en donde la actividad 

hemoaglutinante decae ligeramente a los soºc. 

Notándose sin embargo a los dos diferentes pi-Is que no se desna­

turaliza toda la proteína existente en la muestra, indicándonos la presencia 

de otras proteínas más estables a las condiciones empleadas de incubación 

a diferentes temperaturas por 10 min., que en este trabajo no se comprobó 

su actividad mitogénica. 

La concentración de proteínas en el extracto de frijol negro varía 

con respecto a la concentración del catión utilizado en los casos de Co2
+, 
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Mg2
+, zn2

+, y no influye significativamente cuando se trata de Ca2
+, Mn2+. 

Pero la variación observada no influye en la actividad hemoaglutinante de 

la Fitohemaglutinina ya que aún en presencia de los cationes la actividad 

se pierde al llegar a los soºc hasta la dilución 1 :2 a un pi-\ de 4.0, excepto 

cuando se prueba con el Zn2 +. 

A un pi-\ = 7.4, se mantiene la actividad aunque en algunos casos 

decae ligeramente al llegar a los soºc, pero dando títulos un poco más 

altos que el blanco, demostrando también una estabilidad en presencia de 

los diferentes cationes. Esta estabilidad es explicable si consideramos la 

carga negativa neta de la proteína a un pi-\ = 7.4, con lo que faciliLaría 

la unión con los cationes. El tipo de unión anterior no sería aplicable a 

un pH de 4.0, sin embargo, los resultados nos indican un tipo de unión entre 

b Fitohemaglutinina y el Zn2
+, el cual estabiliza independientemente del 

pi-\ utilizado. El comportamiento de este catión a comparación del •• 2+ 
1Vlll 

y Co2
+ de la misma familia es una excepción, lo cual es sabido también 

para sus propiedades fisicoquímicas, las cuales son explicadas debido a que 

tienen sus orbiLales "d" completamente llenos por los que se piensa que son 

los orbitales "s" \os que participan en la unión con otros compuestos (8), 

mostrando títulos más altos de hemoaglutinación a concentraciones más altas 

de éste. 

Para una mejor comparación se probó la actividad hemoag\utinante 

en presencia de los mismos cationes en la PHA de Difco, que es obtenida 

de frijol rojo, lográndose los siguientes resultados: En ausenci'' de cationes 

la PHA es más estable a u¡¡ pH 4.0 al aumentar la temperatura, con res­

pecto a un pH = 7.4. La tabla 21 es una comparación de la concentración 
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de proteínas, así como sus titulas de hemoaglutinación a una temperatura 

de soºc, resaltando la estabilidad por el Zn2+ sobre la PHA del frijol negro 

independientemente del pH. En la PHA testigo es vista una estabilidad a 

un pH = 4.0 a diferencia de un pH = 7.4, en donde la estabilidad es dada 

por el co2+. 

La extracción fué efectuada en presencia y ausencia de zn2
+ 

a pHs de 4.0 y 7.4, lográndose una mayor actividad en los sobrenadantes 

de cada uno de los pasos debido a la solubilidad de la PHA, obteniéndose 

un índice de purificación igual para ambos p!-ls. Pero al tratar de precipitar 

con Etanol la proteína, se observa que ésta permanece en el sobrenadante 

(tablas 23 y 25), ya que el Zinc de alguna forma impide la precipitación, 

una hipótesis es que el Etanol no puede desplazar a\ zn2
+, en base a esto 

se dializó la muestra para la ellminu<..:iú11 del co.ti6n. 

En lo. cromatografía, se notaron cuatro fracciones, las que varían 

en su actividad hemoaglutinante en una forma proporciona\ a su carga positiva, 

esto es deducido por el tipo de cromatografía aniónica utili;rnda, en cuanto 

al número de fracciones y \a variación de actividad es semejante al frijol 

rojo que ha sido mencionado en varios trabajos, sin embargo en las propieda­

des fisicoquím icas de ::.mbas PHAs, no podemos asegurar una igualdad. 



CONCLUSIONES 

La extracción empleada en este trabajo es confiable por la cantidad 

de proteínas determinadas en el extracto, que coinciden con el 

porcentaje reponado en las .semillas de un .25 - 35r}O en el caso 

del frijol, lo anterior se logró debido a la solubilidad de las prote­

ínas en solución salina. Además de que el método es más económi­

co que los que emplean sulfato de amonio, ya que se precipita 

con Etanol. 

El extracto de frijol negro tiene un comportamiento variado con 

cada uno de los diferentes cationes. No se puede relacionar este 

comportamiento con las propiedades fisicoquímicas de los cationes. 

La actividad hemonglutinante decae a un pH de 4.0 en presencia 

de los cationes (excepto con el Zinc), esto se va haciendo visible 

desde los 6oºc. 

Los LÍLulos d.:; hemoaglutinación son mús altos a un pH = 7.4 en 

comparación con los determinados a un pH 

que la actividad se mantiene aún a los soºc. 

4.0, destacando 

La presencia de Zinc de alguna forma impide la precipitación 

de la PHA del extracto de frijol negro, ya que en ausencia de 

este catión lo. precipitación se lle\'a u cabo. 
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En la cromatografía se notaron cuatro fracciones, las cuales- difie­

ren en su actividad hemoaglutinante. 

Finalmente, para realizar una extracción de la PHA a partir de 

frijol negro~ se ~iene que tratar de mantener estable la proteína, 

lo que se puede lograr a un pH de 7.4 en presencia de Co2+ o 

Zn2 +, las cuales le confieren estabilidad en su actividad hemoaglu­

tinante, aún a los soºc, donde se esperaría una desnaturalización. 
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