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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 afos por sus propiedades mitogénicas, eritroaglutinantes y luecoagluti-

nantes. La Fitohemaglutinina {PHA) de Phaseolus vulgaris es una giucoproteina

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, asi como es desconocida también la unién con ciertas proteinas del
suero humano. La actividad hemoaglutinante varfa dependiendo de la fuente

de orfgen, para algunas Fitchemaglutininas es necesaria la presencia de catio-



nes como CaZ* y Ma2* para llevar a cabo dicha actividad.

En este trabajo se observd que la PHA del frijol negro pierde
su actividad hemoaglutinante conforme fué aumentandose la temperatira

(40°C - 80°C), probandose por lo tanto la actividad en presencia de diferentes

2+

cationes. En donde el Zn le confirid estabilidad hasta los 80°C a un pH

de 4.0 a excepcion del Ca?*, Mg?*, Mn2* y Co®*. El comportamiento de la

actividad hemoaglutinante es diferente en presencia de cationes aGn pertene-

ciendo estos a una misma familia,

Por cromatografia en DEAE celulosa se encontraron cuatro fraccio-

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

En conclusidn un método de extraccién puede ser a un pH de 4.0

en presencia de Zn?* o a un pH de 7.4 en presencia de Co>* o Zn?* logrando

se una purificacién comparable con la PHA comercial.



INTRODUCCITON

Las lectinas o Fitohemaglutininas son glucoproteinas con capacidad
de aglutinar células, las que son generalmente extraidas de plantas como
leguminosas (36). La estructura primaria de algunas lectinas es similar entre
los segmentos de los primeros 24 residuos de aminodcideos (16), mediante
prucbas de hemoaglutinacién, inmuncdifusidn y electroforesis hay evidencia
de que las lectinas tienen distribucién en todas las partes de la planta con
diferentes porcentajes (7). Y que tienen algin papel en la asociacidn que hay
entre las rafces de las leguminosas y las bacterias del gé&nero Rhizobium que
son fijadoras de Nitrdgeno, las cuales se encuentran en las raices de los
vegetales. Estas bacterias son introducidas formando posteriormente nddulos

fijadores de NitrSgeno, indispensable para la planta (3}
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Las lectinas han tenido inter@s por sus efectos en una gran --
variedad de sistemas bioldgicos (35), siendo algunas de las propiedades que se

les atribuyen:

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

Propiedades hemoaglutinantes v leucoaglutinantes (22, 31\

3).- Trastornos en ratones cuando se administra por via perito-
neal (34).
4).- Precipitacién con algunas proteinas del suero de pacientes

normales (14, 17 y 33).

5}).- Aglutinacion de células transformadas después de una infec-
cién viral (18).

6).— Unién de bacterias fijadoras de Nitrégeno en leguminosas

y proteccién contra Fitopatdgenos (3 y 18).

Tomando en cuventa la unidén de las lectinas a azficares especificos
en forma reversible se han disefiado mé&todos de purificacién, dependiendo de
las caracteristicas de la lectina que se trate; dado que hay una gran variedad

(18).

l.- PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE ALGUNAS LECTINAS.

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

(1951) realiza un método para obtener esta Fitohemaglutinina como una gluco-
proteina, la que a un pH igual 1.0 se disocia en dos partes; en una proteina

hemoaglutinante y en un polisacédrido inactivo. En un estudio posterior (1955)



del mismo autor sz llevd a cabo un método de purificacién considerandola una

proteina y se observd que:

La glucoproteina se comporta como una substancia homogénea
en electroforesis arriba del rango de pH de 5.8 - 8.6. Por abajo de
un pH de 5.8 se disocia en una proteina aglutinante y un polisacari-
do inactivo. La glucoproteina es soluble en agua, solucidn salina al
1%, soluciones buffers a pH de 2.0 y 8.0, termolabil y tiene un
pl de 5.8.

La proteina se comporta también como una substancia --
homogénea en electroforesis sobre un rango de pH de 2.0 - 8.0. Por
electroforesis se encontré un solo componente que a un pH de 2.0
se comporta como catidn. La proteina ¢ insoluble 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 mas activa que la gluco-

proteina.

Debido a las propiedades que se le encontraron de hemoaglutinacion
y de iniciacién de la mitosis {9 y 22), surgid la duda de si éstas eran indivi-
.duales y si se podrian separar, disefidandose métodos de purificacién. Lograndose
en un principio separar dos fracciones con diferentes propiedades fisicoquimicas

identificadas como Fitohemaglutinina-E {E-PHA) y la Fitohemaglutinina-L

{L-PHA) las cuales son idénticas en los aminoacidos del 8 - 24 (32). Ver tabla
1.



(Glu-NH,) = (Man)g -

Phe—Glu-Arg-Phe—Asn-Glu—Thr—Asn—Leu—Ise—Leu-Gln».Arg—ASp—Ala~Ser-Val

tHay una apreciable diferencia entre las fracciones por su composi-
cion de aminodcidos, especialmente glicina, &acido aspartico, serina y por su

contenido de carbohidratos (24 y 45).

1)- La E-PHA llamada asi por ser un tetramero formado por
subunidades idénticas con un peso molecular de 34,000 g/motl
c/u por lo que se representa como E4, potente eritroagluti-
nante, poco mitogénica (31).

2). - La L-PHA formada también por cuatro subunidades de un
peso molecular de 34,000 g/mo! c/u representandose L4,

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

Ambos tetrdmeros mostraron habilidad de unién a ciertas proteinas
del suero humano como la tiroglobulina humana (17) por lo que Felsted y
Leavitt (1975) disefaron un método de purificacién usando la tiroglobulina
porcina uniéndola a la Sefarosa (13). Posteriormente Miller (1975) supone que
la PHA esta corﬁpuesta de cinco fracciones que son heterogéneas por sus
propiedades fisicoquimicas. Por cromatografia, cada miembro tiene una relacién
estequiométrica de las subunidades E y L formando tetrAmeros llamados isolec-
tinas las cuales est@n unidos per eniaces no covalentes en proporciones variadas
(4L, 3L 1E, 2L 2E, 1L 3E, 4E), las estructuras hibridas sirven para explicar
el efecto de aglutinacidn en mezclas de eritrocitos y leucocitos. Aunque las

isolectinas son del mismo peso molecular difieren en su pl ¥ en la secuencia



de aminodcidos {31 y 32). Estos trabajos fueron complementados por Leavitt

y Falsted (1981). Ver la tabla 2.

P.oM. SZO\V pl Catién Rf c.e. | Ref
g/mol :
115 000 6.5S 5.0 28
L4 140 000 6.8S 5.25 + 22,5-34.4 3.6 38
142 000 7.0S8 3.5 42
150 000 7.1S 6.5 38
Ey 142 000 7.2S 5.95 o 235 | 6.0} 4
P.M. = Peso molecular
SZOW = Coeficiente de sedimentacion
pl = Punto isoeléctrico,
Rf =
C.E. = Coeficiente de extincion

Ref = Referencia

TABLA N° 1.- Algunas propiedades (fisicoquimicas de los tetrdmeros de la
PHA obtenidas por diferentes autores.



TABLA 2.- Composicidn de aminodcidos y carbohidratos.:de ‘cada una de las
isolectinas encontradas -en .el- f_rijol TOio - por Leavitt. y Felsted

(1981).
T |
! ISOLECTINAS mol/mol* mol/mol* mol/mol* | .mol/mol* mol/mol*
L, L,E L,E, L,E, E,
Acido Aspértico 149 * 7.8 146 £ 9.8 | 151 * 10 | 141% 2.1 145% 1.8
Acido Glutamico 59.723.0 62° 5.6 64.4% 1.1 | 62.07 5.1 58.8%2.4
Treonina 82.917.5 88.2%7.3 99.123.6 98.3%5.3 10524.4
Serina 101210 101511 109%2.8 99.5%11 103%5.1
Prolina 30.4%3,5 37.3%3.1 36.623.6 34.0%71.8 39.3%4.0
Glicina 69.8%3.1 70.6%6.2 71.0%2.3 65.055.2 60.9%2.6
Alanina 56.7%3.4 61.0%5.3 64.9%2.4 66.433.6 66.213.8
Valina 76.2%6.1 76.9%7.5 77.1%0.9 75.6%5.3 75.1%6.1
Isoleucina 46.2%4,2 47.313.0 52,7%4.5 | 51.7%4.3 51.5%3.1
Leucina 91.3%6.4 100%8.3 107%6.0 109%5.4 109%3.0
Fenilalanina 61.6%3.0 63.124.9 61.573.9 58.2%2.7 57.6%1.4
Triptofano 26.3%1.8 24.9%2.6 23.8%1.3 22.1%0.7 23.1%0.5
Tirosina 20.3%1.1 22.8% 1.7 25.412.6 25.6%1.3 24.7%1.3
Lisina 36.512,4 41.9%4.t 46,47 1.1 51.572.6 55.6%2.2
Arginina 34.4%2,7 32.0%4.5 28.5%1.7 24.7%0.7 21.9%0.7
Histidina 9.8 f1.8 11,7%3.2 11.5%3.1 12.6%2.3 13.623.0
Manosa 30.5 317 30.6 32.7 31.9
gl":‘cco‘;:;za 14.0 12.3 14.2 14.5 13.7

*

mol de a.a. o azicares/12 600 g. de isolectinas.



Se realizaron estudios de las fracciones Ey v L4 por su afinidad de
unidén con glucoproteinas del! suero humano para ver la modulacién en la trans-
formacidn linfocitica para inducir .la mitosis. Encontridndose que la E4 tiene
afinidad por 14 proteinas mientras que la L4 solo muestra afinidad por nueve.
La 1gM, IgA, 1gG, o 2 macroglobulina, lipoproteina y la heptaglobina muestra
fuerte reactividad con la F_4 vy la Heptaglobina, IgG e IgA con la L4. Estas
reacciones varian cuando se pruecban con los sueros de 14 diferentes animales,
por lo que se piensa en una especie de competicidon entre las glucoproteinas
del suero y las fracciones de la PHA por el sitio receptor de la membrana

linfocitica (17).

Las reacciones de hemoaglutinacion y mitogénica de la PHA se
piensa que son mediadas por los complejos de carbohidratos los cuales se
unen a la membrana celular, las recciones de precipitacion presumiblemente
involucran la combinacién de la PHA con carbohidratos solubles contenidos
en el suero. La naturaleza de la precipitacidon lectina-glucoproteina no es muy

clara asi como el tipo de unién (14).

Hay probabilidades de que haya determinantes quimicos o estructu-
rales involucrados en la precipitacién de las proteinas del suero humano, en
el que se vié que no eran especificas ya que involucran: macroglobulinas,

lipoproteinas e inmunoglobulinas (33 y 44).

Al principio se decia que la aglutinacién de eritrocitos no era
especifica para alglin grupo sanguineo, viéndose después que algunas lectinas
s mostraban especificidad como la del frijol lima (18). Sin embargo a pesar

de que la PHA de frijol rojo aglutina todos los grupos sanguineos del sistema



ABO se ve que hay preferencia por el grupo A, despuds el grupo O, y por

altimo el grupo B (12)

Por lo que se llevaron a cabo pruebas de inhibicidén de la hemoaglu~
tinacidén por algunos azicares para examiuacién del sitio de unidu y especifi-
cidad de la lectina utilizando el grupo A, resultando’ ser: 2-acetamido-2 deoxi-
D-gatactosa (8 - 10 M) y D-galactosa (22 M)}, los que logran a estas concen-

traciones inhibir et 50% de la hemoaglutinacion (12). En c&lulas de conejo la
actividad hemoaglutinante varia de mayor a menor en las isolectinas: 4E,

L 3E, 2L 2E, 3L 1E, 4L y la actividad mitogénica es en fornia inversa.

Se cree que la activacidn de los linfocitos depende de la reaccién
sobre su membrana que sufre por una gran variedad de agentes transformantes
que no tienen especificidad inmunoldgica entre los que se inciuycn los Fitomi-

togenos caomo la Fitohemaglutinina, la Concanacalina A, asi como productos

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

Los Fitomitdgenos pueden clasificarse en dos grupos en base a sus

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

mitogénica con azlicares simples. Un grupo, en el que se incluye Phaseolus
vulgaris es inhibido por N-acetil-D-galactosamina y el otro en el que incluye

fa Concanavalina A (Con A) gque son inhibidos por D-manosa. Estas observacio-

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

celular del linfocito estdn involucrados, ambos FitomitGgenos se unen a la
misma region del glucopéptide en la inhibicidn y puede ser en .diferentes

proporciones de glucopéptido en et caso de Phaseolus vulgaris y Lens_culinaris
(39).




La redistribucion de enzimas como la beta-glucoronidasa y fosfatasa
dcida en linfocitos humanos estimulados por la PHA pueden jugar un papel en
los procesos de modificacion de las células estimuladas en su superficie y en

el metabolismo de la misma (21).

También se plantea que la aglutinaciéon linfocitica por otro lado es
necesaria para la transformacion de! linfocito para llevar

(28 y 29). Asi

a cabo la mitosis
como se ha visto que es necesaria la presencia de pequenas
cantidades de eritrocitos para efectuarse la actividad mitogénica (6 X 10G
eritrocitos/m}, 1.5 X 106 linfocitos/m!) sin embargo concentraciones més

altas son inhibitorias (44).

B.- Concanavalina A (Con A).- Obtenida del frijol judia (Canavalia

ensiformis), es ia mis investigada, 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, asi como microorganismos, los metales de transicidn como

+ N + N
el an es necesario para la unién de (:a2 y ambos son necesarios para la

unién de los sacaridos (18).

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

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

subunidades id&nticas cuyo P.M. es de 30,000 g/mol c/u, contiene 4,5% de

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

células transformadas después de una infeccidon viral y esta propiedad es

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

D.- TFitohemaglutinina de gérmen de trigo (Triticum vulgaris).- Su




P.M. es de 23,000 g/mol cada una de sus ocho subunidades formando una
figura ciclica, tiene un m'arcadob conteﬁido de Cistina. (18%), Glicina (22%) asi
como de 3 - 4 mol de glucosa; l —"_,27"11'10X de xilosa y de 1 - 2 ol 'de‘_‘ hexosa-
mina, aglutina eritrocitovsﬂ y tiene'especificidad por las ;:élﬁlas“‘,,;ransformadas

por virus (18).

E.- Fitohemaglutinina de frijol lima (Phaseolus lupatus).- Esta -
compuesta de dos subunidades con un P.M. = 39,000 - 48,000 g/mol cada una
respectivamente, es mitogénica, contiene Mn2+ y C62+ que es imporiante

para su actividad hemoaglutinante, tiene especificidad por el grupo sanguineo

A (18).

F.- Fitohemaglutinina de frijol castor (Ricinus communis).- Tiene un
P.M, = 46,000 g/mol y contiene 3.7% de aziicares como galactosa, manosa y
fucosa, tiene fuerte actividad hemoaglutinante y efeclos tb6xicos en ratones
pero se pueden separar las actividades por cromatografia de intercambio
ionico. Ha sido probada en sangre de conejo y una fraccién es mas fuerte-

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

G.- Fitohemaglutinina de frijol judia (Phaseolus vulgaris).- Tiene un
P.M. = 132,000 g/m.ol, contiene 10% de carbohidratos principalmente manosa,
glucosa ¥ en menor cantidad glucosamina, galactosa, arabinosa, xilosa y fruc-
tuosa, sus subunidades son de un P.M. = 30,000 g/mol c/u, muestra actividad
hemoaglutinante para lo cual requiere de la presencia de jones como Ca?* v

MnZ* (18).
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2.- USOS DE LA FITOHEMAGLUTININA,

Las Fitohemaglutininas has sido investigadas por muchos- afos,. para
conocer detaliadamente sus propiedades y al mismo tiempo buscar -aplicaciones.
Resultando ser una herramienta para investigaciones a nivel biolégico- y médico.

Siendo algunos de los usos:

a) Para diferenciar algunas especies de animales (5).
b) Para el estudio de carbohidratos en solucidén y sobre superfi-

cies celulares (18).

<) Para el estudio de cromosomas humanos (10).
d) Para tipificacién de grupos sanguineos (18).
e) Para identificacién de células transformadas despué&s de una

infeccién viral (18).
f) Para identificacién de especies microbianas (18).

g) Para la identificacion de diferentes tipos de cé&lulas (18).

3.- METODOS DE PURIFICACION.

Para realizar una purificacidon se parte de fuentes naturales, plan-
teando !a posicién de la proteina dentro de la célula asi lograr una extraccidn
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).- Medios Mecaéanicos.- Molinos de . arena, agitacién a altas velo-

cidades con perlas de vidrio y oscilaciones sénicas y ultra-



sonicas.

b).- Medios Fisicos.~ Tratamiento térmico y choque osmético.
c).- Medios Quimicos.- Solventes orgéanicos y detergentes.
d).- Medios Enzimaticos.- Lisozima, papaina.

En células vegetales la situacidn de la proteina es importante va
que ta ruptura de la membrana libera Aacidos fendlicos, los que se unen a
proteinas, por fo que hay que controlar el pH para evitarlo; a diferencia de
cuando se encuentran en los organelos en que es suficiente una centrifugacion

(26).

La recoleccion de la fraccidn deseada se lleva a cabo de acuerdo a
la posicion de ia proteina despué@s de la ruptura, si es soluble o precipitado
con una centrifugaciéon se logra la separacion, lo aque va a depender de la

naturaleza de la protefna, la fuerza y del tiempo de centrifugacion (26).

Lo fundamental en una purificacién es una serie de pasos por los
cuales se separa de la presencia de otras proteinas y ya teniendo la proteina

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

1.~ Solubilidad.

2),- Carga.

3).- Tamano.

4}~  Actividad bioldgica.

5).- Combinacion,



1).- SOLUBILIDAD.

La separacidén se logra modificando el pH,-la fuerza. idnica, las

propiedades dieléctricas del solvente y la temperatura.

El pH permite eliminar algunos contaminantes que entorpecerian la
purificacion. Una proteina es menos soluble a pil isoeléctrico ya que la moié-
cula no tiene carga neta por lo que no hay repulsidon electrostitica y tienden
a aglutinar y a precipitar (29 y 30). El pH depende de la fuerza idnica de

la solucién y mas ain de la composicion idnica.

La fuerza idnica.- Las sales neutras influyen 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-
teina. A medida que la concentracién de la sal aumenta la solubilidad disminu-
ye y, cuando la fuerza idnica es suficiente la proteina debe precipitar. La sal
captura agua de hidratacidon de la molécula de proteina reduciendo la solu-

bilidad (29 y 30).

El rango de concentracién en el cual precipita depende de la natu-
raleza de la proteina, de la sal aﬁadida; la temperatura y el pH. El efecto de
la temperatura sobre la solubilidad de proteinas en soluciones salinas concen-
tradas es muy variable. Las globulinas de semillas de plantas son mas solubles

en soluciones salinas a temperaturas mas altas que a temperaturas mas bajas
(30).



I.as propiedades dieléctricas del solvente.- lLa adicién de solventes
orgdnicos como el etano! y la acetona disminuyen la solubilidad en agua de la
mayorfa de las proteinas globulares, lo que lleva a una precipitacién. Mante-
niendo el pH y la fuerza iGnica constantes, nos permite indicar que la solubi-
lidad depende de la constante dieléctrica por ejemplo, cuando se adiciona

etanol con una constante mdas baja que la del agua a una solucidn acuosa de

protefna, aumentan las fuerzas de atraccidn entre cargas opuestas y disminuye
el grado de ionizacidn de los grupos "R" de la proteina agregandose y precipi-

tando. Con este método es facil provocar la desnaturalizacidon de la proteina

por lo que se realiza a bajas temperaturas {29 y 30).
Temperatura.~ El calor de la desnaturalizacién de las proteinas
temperatura en consecuencia, la destruccidn de

tiene un gran coeficiente de

&stas por este factor (que es diferente y caracteristico de cada una) estd muy

definido (26).
2).- CARGA ELECTRICA.

Se debe considerar la propiedad de ionizacién de la protefna, en
cada molécula hay un niimero de grupos que pueden disociar o unir protones

formando aniones o cationes confiriéndoles propiedades &cido-base caracteris-

ticas.

Los métodos de separacién y anélisis de proteinas en base a estas

propiedades Aacido-base se dividen en: Electroforesis, cromatografia de inter-

cambio y» adsorcién (26).



Electroforesis.- La conducta de una macromolécula en un campo

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

Cuande se somete a un campo eléctrico "E" una particula aislada suspendida

en unperfecto aislante, habrd una fuerza QE (donde Q es la carga neta de la

particula) sobre ella y cuando se desplaza habra una fuerza de friccidn f(dx/dt)

que actuard en direccidon opuesta donde "f" es el coeficiente de friccion y

dx/dt es la velocidad de la particula. Los métodos de electroforesis que mas

se usan se clasifican en:

a).-

b).-

c).-

d).~-

Electroforesis en un medio uniforme de pH, en la que la
separacion esta basada en las diferencias de carga de los
componentes individuales a determinado pH.

Electroenfoque, que se basa en las diferencias de los puntos
isoeléctricos de las proteinas y en el que la separacién se
lleva a cabo en presencia de un gradiente de pH.
Electroforesis en un medio con tamiz molecular, es usado
como soporte en una electroforesis de zona y es de gran
ayuda utilizdndose en presencia de detergentes aménicos que
al anular la carga de las proteinas llevan a cabo la separa-
cién sbdlo por tamaiio,

Isotacoforesis, es la separacién 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 protefnas que puede ser determinante en la caracte

rizacién y la cuantificacion de éstas (26).




Cromatograffa de intercambio idnico.- La fase estacionaria consisie
en un material sintético, polimerizado generalmente de naturaleza orgénica
que contiene numerosos grupos dcidos o basicos y depende del tipo de resina.
Cuando los grupos fijos son positivos, los iones cambiables son negativos y
viceversa. Si los grupos quimicos cargados fijos son positivos y los que inter-
cambian son iones negativos la resina es anibénica y lo contrario para la catio-

nica (35).

La fase movil estd compuesta por un gradiente de elucién que
puede ser lineal o de otras clases. Este tipo de cromatograffa puede combinar-
se con el de exclusiébn que resuelve las mezclas de proteinas con base a su

carga v tamano. Como la de CM-Sephadex usada por Lawrens (1969).

Adsorcidon.- Las proteinas pueden ser adsorbidas con materiales
relativamente inertes (carbén, alimina, gel de silice, hidroxiapatita, etc.) y
después eluidas selectivamente. La naturalezé de unién se desconoce pero se
supone participacion de fuerzas de Van der Waals e interacciones hidréfobas,
en el caso de absorventes no polares y atracciones de tipo idnico en el caso

de absorventes de tipo polar.
3).- TAMARNO

Por el gran tamano de las proteinas se disefiaron métodos para
separar las moléculas de tamano pequefio, método como: Dialisis y ultrafii-

tracién, centrifugacién y cromatografia de exclusidn molecular.



Dialisis y ultrafiltracion.- Utilizan membranas semipermeables de
poro controlado (26 y 29). La dialisis se emplea para eliminar la sal de una
solucién protéica es decir, el equilibrio de una solucion protéica con una
tamponada que dando retenidas las proteinas, saliendo las moléculas de menor
peso molecular. Es de importancia cuando se utiliza a continuacién de la

fase en la cual tuvo lugar la precipitacién de la proteina {29).

En la  ultracentrifugacion se utiliza presion o fuerza centrifuga
para obligar a pasar el medic acuoso y las moléculas de menor peso molecular

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

proteinas (26).

Centrifugacién.- Cuando se somete una particula a un campo cen-
trifugo experimental su fuerza es directamente proporcional a su masa, a su
vez esta fuerza estd contrarrestada por la tendencia que tiene la particula a
flotar, causada por el desplazamiento del solvente y por la fuerza de friccién
hasta que se alcanza un equilibrio de flujos en que la vclocidad de sedimenta-
cién es constante, dando un coeficiente de sedimentacion el cual en las pro-

teinas estd relacionado con su peso (26).

Cromatografia de exclusion molecular.- Comprende una fase movil
(liquida o gaseosa), y otra estacionaria (s6lido o liquido 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 BIOLOGICA.

£l método basado en la propiedad bioldgica de algunas proteinas

de tener una capacidad especifica y activarse para unirse a una molécula

llamada ligando se denomina cromatografia de afinidad. Para obtener la pro-

teina necesaria, su eleccidn subsecuente para disociar el complejo proteina

ligando-soporte, este tipe de purificacién lo usaron para la PHA Felsted y

Leavitt (1875).
5)- COMBINACION.

Cromatografia liquida en donde la fase movil es liquida y la fase

estacionaria puede ser un s6lido o un liguido que cubra un soporte sdlido. Los

principios de distribucidn entre las fases son la adsorcidn en la superficie, el

intercambio i6nico, 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 varia
no solamaente cuando se prueba con eritrocitos de diferentes especies sino

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

asT como entre las variedades de un mismo gé&nero (10), resultando que el
frijol negro es mas active mitogenénicamente como hemoaglutinante por lo

que en este trabajo es utilizado.



A pesar de que se han disenado varios métodos de purificacion,
se tratd de lograr un método confiable y barato para obtener la PHA con una
actividad comparable a la comercial ya que el costo de esta dltima es muy

elevado por intermediarios, incluyendo el tiempo de transporte y satisfacer

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



2).-

OBJETIVOS

Realizar una extraccion confiable tomando en cuenta las

propiedades fisicoquimicas de la Fitohemaglutinina.

Observar el comportamiento de la PHA en presencia de
cationes en la actividad hemoaglutinante a diferentes tempe-
raturas, para disefiar un método de purificacion de acuerdo

a nuestras necesidades,



HIPOTESIS

Si la presencia de los cationes confieren cierta estabilidad para
efectuar su actividad hemoagiutinante a diferentes temperaturas y concentra-

ciones, entonces se puede aprovechar para disefiar un método de purificacidn.



Iil.- MATERIAL Y METODOS



.- EXTRACCION DE LA FITOHEMAGLUTININA,

A).- REACTIVOS: APARATOS:
NaCl al 1% Mortero
HC1 o.1 N © Agitador magnético
NaOH o.1 N pH neutro
Etanol al 70% Centrifuga clinica
Sales de Cationes: Termdmetro.

ZnCl,, MgCl,, CaCl,,
MnClz, CoCl2 a una

concentracidén de o.1 M
B- METODO MODIFICADO.

Se realiza un tamizado del frijol negro a modo de obtener una
harina, a continuacién se tritura con la minima cantidad de solucidén salina
hasta lograr una masa homogénea (durante 2 horas aproximadamente), la
muestra es resuspendida con mas solucién salina en una proporcidn de 20 g
de frijol con 200 ml de solucién, ajustdndose después a un pH de 4.0 y agitar
durante 24 horas, a una temperatura de 4°C; el paso siguiente es centrifugar
a 655 xg durante 30 min.; por Gitimo al sobfenadante se le adiciona el Etanot

lentamente sin dejar de agitar, también a una temperatura de 2°C. En cada
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uno de los pasos anteriores se realizaron pruebas para observar la actividad

hemoaglutinante (42).

Como sc menciond en la introduccidon, la actividad varia en algunas

+ 2

. N 2 +
lectinas cuando se ponen en contacto con cationes como Ca y Mn™", por lo

que este procedimiento se repitié en presencia de diferentes cationes.

El efecto de la temperatura sobre la solubilida de proteinas en
soluciones salinas concentradas es muy variable. Las globulinas de semillas
de plantas son maéas solubles en soluciones salinas a temperaturas mas altas
que a temperaturas mas bajas (30), por !o que se probd en un rango de -

40-80°C para observar su comportamiento.



20 g.- de frijol + NaCl 1% (200 ml)

y agitar durante 2 hrs.

pH = 4. agitar pH = 7.4 b agitar
24 hrs. C.

g
4°C 24 hrs.a 4°°C.

]

0y
a

Centrifugar a 655 xg. 30 min.

'

Sobrenadante + Cationes a diferentes)

Concentraciones; calentar durante 10 lPrecipitado!
min.

a distintas temperaturas.

Centrifugar a 655 xg. 30 min.

v
Sobrenadante + ETOH al 70%

tentamente sin dejar de agi—0

tar a una temperatura de 4°C

Centrifugar a 655 xg 30 min.

¢

LPreclpitado (PHA) ] Sobrenadante

Diagrama de flujo de la extraccidn de la Fitohemaglutinina (39).
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2.~ DETERMINACION DE PROTEINAS.

+
2 se forma un

Fundamento.- En medio moderadamente alcalino mas Cu
complejo -C=0 y =N-H, la reaccién ocurre con compuestos
que por lo menos contienen dos grupos .NHZCO—, NH2OS—

dando un cojor que absorbe a 5340 nm.

A).-  REACTIVOS: APARATOS:
Kl al 0,25% Espectofotémetro
NaOH 0.25 N
CuSO45H20

Tartrato de sodio potasio.

B).- METODO:

Se prepara el reactivo de Biuret para trabajar. Después se hace
una curva de calibracion para las proteinas con Albumina bovina. La concen-
tracion de la albamina debe ser de | mg/l, de esta solucién se colocan en
un tubo 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, ... ml, mas solucién salina hasta obtener un
voliimen ed 2.5 ml! y por dltimo se adicionan 2.5 ml 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: APARATOS:
Sangre heparinazada Termémetro
tipo "O". Bano Maria
So.l. Salina fisioldgica Espectrofotdmetro

Sales de cationes: -

2

Ca2+, Mgz+, Zn ",Mn2+

C02+.
B).~ METODO:.

Se toma la cantidad necesaria de muestra para tener una concentra-
cién de 1 mg de proteina llevandose a una voliimen de 1 ml con sol..salina.
A continuacién se efectlian dilusiones dobles. Por Gltimo se agregan 0.5 ml de
eritrocitos "lavados, con una concentracidn final de 50,000 eritrocitos. Dejéndo—
se reposar 2 horas para tomar  la lectura hasta la méaxima dilucién donde

hubo hemoaglutinaci6n.
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4.- DIALISIS.

Fundamento.- Se emplea para eliminar la sal de una solucidn protéica, es
decir, el equilibrio de una solucién protéica con una tampona-

da mediante una membrana impermeable a la proteina.

A).- REACTIVOS; APARATOS:
Membrana de dialisis Agitador magnético
Buffer de Fosfatos a

pH = 4.0
B).- METODO:
Al sobrenadante después de calentado en presencia de Zn2+ y antes

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

toda la proteina posible.

Se coloca en la membrana de dialisis (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 agitacion. Esto se efectiia a bajas

temperaturas durante 72 horas con 2 cambios de solucidn buffer.
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5.- CROMATOGRAFIA.

Fundamento. - Columna de intercambio catibnico la cual contiene grupos
acidos, los cuales son substituidos por otros iones positivos.
Si la mezcla contiene un niimero determinado de solutos, cada
uno con carga neta diferente, se intercambiardn en distintos

grados con la resina.

A).-  REACTIVOS: APARATOS:
HCI 0.1 N Agitador magnético.
NaOH 0.1 N Filtro Buchner

DEAE Celulosa
Buffer de Fosfatos:
5 mM pH = 6.8
0.2 M pH = 6.8

0.2 M pH

6.1 + NaCl 0.5 M
B).- METODO:
Activacion de la columna de acuerdo a Magni (24).

Cromatografia.- La capacidad total de intercambio determina el
tamano maximo de la muestra, teniendo la DEAE celulosa la capacidad de
0.5 mEq/g de resina seca. Se disolvieron 500 mg de proteina de! precipitado

obtenido en 20 ml 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

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

tltimo se adiciona el buffer de fosfatos 0.2 -M pH - 6.1 conteniendo NaCi

0.5 M. Se recolectan fracciones de i0 ml, estoc se lleva a cabo a temperatura

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

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

mind proteinas y actividad hemoaglutinante.



6.- MODELO MATEMATICO Y ANALISIS ESTADISTICO
Yijk= U+Ti+Dj+P + E

k 1

Siendo en estos casos el significado de las variables:

33

Ti = Temperaturas
Dj = Diluciones
Pk = pHs
El = Error
TABLA DE ANDEVA
Fuente de Variacién G.L. S.C. C.M. ¥
Entre Temperaturas i-1 % ‘17'... - Yz... S.C./G.L. C.M./D.E.
i=1 " ljk ijkl
Entre Diluciones j-1 g Yz... - _Vz. . S.C./G.L. C.M./D.E.
j=t TR ajkl
Entre pHs K -1 2 yZ. - v2.. S.C./G.L. C.M./D.E.
z -
k=1 ij! ijki
Dentro del error i+jele-l Total Corregido - £ S.C.
2 ¥?
Total corregido i+j+k Y ikl " T]W—-

Simbologia utilizada:

G.L. = Grados de Libertad.

S.C. = Suma de Cuadrados.

C.M., = Cuadrados de las Medias.
D.E. = Dentro del Error

F =




.- RESULTADOS
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EXTRACTO DE FRIJOL NEGRO MAS MnZ2*

El extracto de f{rijol negro en presencia de este catidn mostrd
que la actividad se va perdiendo a un pH = 4.0 conforme aumenta la tempera
tura (Tabla 3) a diferencia de lo que sucede a un pH = 7.4 en donde sdlo

decae ligeramente (grifica 3).



HEMOAGLUTINACTION DE (PHA) DE. FRIJOL NEGRO

ION pl coNC., 400C 500C 60QC 702C 8QoC X
mmol.
0.0 1:64 1:64 1:64 | 1:64 1:16 1:54
0.1 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 | _
7.4 0.2 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 |Xq4= 1:77
0.3 1:64 1:64 1:128[1:64 1:64 1:37
0.4 1:128¢ 1:128) 1:128] 1:;64 1:64 1:102
0.5 1:128] 1:128 | 1:64 i:64 1:128 | 1:102
2+ X 1:85 | 1:85 ! 1:85 {1:64 1:67
0.0 1:64 1:64 1:32 [ 1:16 0:0 1:35
0.1 1:64 1:64 1:32 | t:186 1:8 1:37
0.2 1:64 1:64 1:32 | 1:32 1:2 1:39 |
4.0 0.3 1:64 1:64 1:32 j1:32 1:2 1:39 X2= 1:37
0.4 1:64 1:64 1:32 | 1:32 1:2 1:39
0.5 1:64 1:32 1:32 | 1:32 1:2 1:32
i X 1:04 i:59 §3:32 {1:27 1:3
ANDEVA
FUENTE DE VARIACION G.L. 5.C. C.H. F
Entre temperaturas 4 14057.06 3524.26 7.64*
Entre diluciones S 5274.93 1034.98 2.24
Entre pH 1 24644.26 24644.26 53.43%
Dentro de error 49 22599.48 461.21
Total corregido 59 66515.73 1127.38

: Analisis de varianza
Grados de Libertad
Suma de cuadrados
Cociénte de Fisher
significancia o(= 0.05
Cuadrado de las medias.

TABLA 3.- Titulos de HgToaglutinacién del extracto de frijol negro en pre-
sencia de Mn con un pH de 4.0y 7.4, a diferentes temperaturas
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EXTRACTC DE FRIJOL NEGRO MAS Co?‘+

L.a concentracion de proteina varia a las diferentes concentraciones
del cation (tabla 4) y conforme aumenta la temperatura, siendo maéas bajas
a los 80°C a un pH = 4.0 (graficas 4 y 5), lo cual se reflejs en una diferencia

significativa (tabla 5) en la actividad hemoaglutinante a un pH = 4.0 en

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



PROTEINAS (PHA) DE FRIJOL NEGRO

42

ION pH | conc. a0ec |} soec | eoec | 70eC 8oec X
mmol. -
0.0 .88 0.90 0.85 [ 0.90 0.80 0.87
0.1 .68 ¢c.70 0.65 | 0.76 0.76 0.71
0.2 0.75 Q.77 0.83 ] 0.80 0.76 0.78 _
7.4 0.3 0.78 0.83 0.83 {0.90 0.68 0.80 X, = 0.84
0.4 0.80 0.80 0.85 | 0.85 0.83 0.83
0.5 0.890 0.80 0.76 10.86 0.886 0.82
coZt X 0.78 {0.80 |0.79 10.84 0.78
0.0 0.90 0.90 0.85 ]0.75 0.60 0.80
0.1 0.73 0.78 0.79 10.76 0.65 0.74
0.2 0.77 0.78 0.82 |]0.78 0.67 0.76 _
4.0 0.3 0.80 0.82 0.87 | 0.81 0.71 0.80 X2=0.798;
0.4 0.87 0.86 0.87 |0.85 0.74 0.84
0.5 0.87 0.90 0.89 10.85 0.75 0.85
X 0.82 }0.84 }|0.85 |0.80 0.69
ANDEVA
FUENTE DE VARIACICON G.Lis S5.C. C.M. F
Entre tamparaturas 4 0.0696 0.0171 &_.125%
Entre diluciones 5 0.0948 0.0190 6.77
Entre pH 1 0.000015 0.000015 0.0053
Dentro de error 49 0.1373 0.0028
Total corregido 59 0.3007 0.0051
ANDEVA: Analisis de varianza.
G.L.: Grados de Libertad
sS.Cc.: Suma de cuadrados
C.M.: Media de cuadrados
F: Cociente de Fisher
*3 Significancia oL =0.05
TABLA 4.- Concentracién de proteinas determinadas después de calentar 10 -

min. a diferentgji temperaturas el extracto de frijol negro, en -
a un pH de 4.0 y 7.4.

presencia de Co” ,
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HEMOAGLUTINACION EN PHA DE FRIJOL NEGRO

ION pH conc. | 40ec | soec | s0ec | 7ouc | 8oec =
mmol.
0.0 1:64 1:64 1:64 1:54
0.1 1:64 1:64 1:64 1:77
0.2 1:128 } 1: 128} 1:128 1:154 _
7.4 0.3 1:128 } 1: 128 : 128 1:115 X1=1:102
0.4 1:64 1:64 1:64 1:115
0.5 1:64 1:64 1:64 1:32 1:256 | 1:96
X 1:85 [1:85 | 1:85 | 1:101 | 1:152
24
Co
Q.0 1:64 1:64 1:32 1:16 0:0 1:35
0.1 1:64 1:64 1:64 1:32 1:2 1:45
0.2 1:64 1:64 1:64 1:32 1:2 1:45 _
4.0 0.3 1:64 1:64 1:64 1:64 1:2 1:52 X2=1:47
0.4 1:64 1:64 1:64 1:64 1:2 1:52
0.5 1:64 1:64 1:64 1:64 1:2 1:52
x 1:64 | 1:64 | 1:59 | 1:45 }1:2
—_—
ANDEV A ::
FUENTE DE VARIACION G.L. s.C. C.M. F
Entre temperaturas 4 151.93 38.73 0.017
Entre-diluciones 5 18430.2 3686 .04 1.6
Entre pH : 1 46037.4 037.4 20.04*
Dentro de error 49 112584.07 2297.63
Total corregido 59 177206.6 3003.5

ANDEVA: Analisis de varianza
Grados de libertad
Suma de cuadrados
Media de cuadrados

.2 Cociente de Fisher
*: Significancia «=0.05

TABLA 5.~ Titulos de hSToaglutinaclén del extracto de frijol negro en pre--
sencia de Co a un pi de 4.0 y 7.4, a diferentes temperaturas.
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EXTRACTC DE FRIJOL NEGRO MAS zn2*

Hubo diferencia significativa en la concentracién de proteinas con

respecto al pH utilizado ({tabla 6). Los tftulos de hemoaglutinacidn varfan

segfin la concentraciéon del catién usado (tabla 7), obteni&ndose tftulos més

altos a un pH = 7.4, aunque la concentracion de proteinas fué maéas alta a un

pH = 4,0 (grafica 7). La proteina es més estable en presencia de este catidon

a pesar de las variaciones de temperatura de 40 - 80°C (graficas 8 y 9).



PROTEINAS DE LA PHA DE FRIJOL NEGRO

T -
ION pH CONC. 400C | soec | eoec | 70eC 8gecC X
! mmo 1. i
: —
i 0.0 0.88 : 0.90 | 0.85 | 0.90 0.80 0.87
' 0.1 0.67 : 0.65 | 0.62 | 0.55 0.53 0.61
[ 0.2 0.70 ! ©.70 | 0.69 |o0.72 0.62 0.69} _
: 7.4 0.3 0.72 ' 0.74 0.76 | 0.76 0.80 0.76( X,=0.74
; 0.4 0.75 0.74 0.73 | 0.6B .83 |, 0.75
' 0.5 0.75 | 0.74 0.73 | 0.80 0.79 | 0.76
i —
: X 0.74 0.74 | 0.73 |0.73 0.73 i
. Zn2+
' 0.0 0.90 0.90 | 0.85 |0.75 0.60 0.80
: 0.1 0.90 1.00 | 0.80 {0.75 0,95 0.88
i 0.2 0.84 0.%0 | 0.85 | 0.85 0.95 o.e8] _
4.0 0.3 0.86 0.90 { 0.85 | 0.80 0.92 0.87| X,=0.87
0.4 0.86 0.8S 1.00 {o.85 1.00 0.91
0.5 0.85 0.85 0.95 |o0.92 0.90 0.89
X 0.87 0.950 | 0.88 }o0.82 0.89
ANDEVA:
FUENTE DE VARIACION G.L. s.C. C.M. F
Entre temperaturas 4 0.013 0.0032 0.45
Entre diluciones 5 0.0617 0.0125 1.72
Entre pH 1 0.2707 0.2707 37.8*%
Dentro de error 49 0.3507 0.0071
Total corregido 59 0.6961 0.0118

ANDEVA: Andlisis de varianza
Grados de libertad
Suma de cuadrados
Media de cuadrados

: Cociente de Fisher

* Significancia A =0.05

TABLA 6.- Concentracidon de proteinas determinadas después de calentar 10 min.
a glferentes temperaturas, el extracto de frijol, en presencia de -
Zn~ , a un pH de 4.0 vy 7.4.
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HEMOAGLUTINACION EN (PHA) DE FRIJOL NMNEGRO

ION pH SONg. 402C soec | 60ec | 709C goec X

0. 1:64 1:64 1: 64 1:64 1:16 1:54

o.1 1:64 1:64 1:64 1:128 1:256 1:115

3.2 1:64 1:64 1:128] 1:128 1:256 1:128 |_

7.4 0.3 1: 64 1:128 | 1:64 1:128 1:256 1:128 X1=1:130

0.4 1: 256 1:256 | 1:2561 1:256 1:128 1:230

Q.5 1: 256 1:256 ) 1:256 | 1:256 1:256 1:256

X :128 | 1:139 | 1:139) 1:160 | 1:195

2+

Zn

0.0 1:64 1:64 1:32 1:16 0:00 1:35

0.1 1:649 1:64 1:64 1:32 1:32 1:51

0.2 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 _

4.0 0.3 1:64 1:64 1:64 1:128 1:64 1:77 X2=1:72

0.4 1:128 1:64 1:64 1:128 1:128 1:102

0.5 1:128 1:64 1:64 1:128 1:128 1:102

X 1:85 1:64 |1:59 | 1:83 1:69

ANDEVA:

FUENTE DE VARIACION G.L. S.C. C.M. 134
Entre temperaturas 4 9685.33 2421.33 0.9
Entre diluciones ) 131686.4 26337.28 9.8%
Entre pH 1 96600,00 96000.00 35.7*
Dentro de error 42 131780.27 2689.4
Total corregido 59 369152.00 6256.81

ANDEVA: Analisis de varianza

G.L.: Grados de libertad
§.C.: Suma de cuadrados

Cc. Media de cuadrados
F.: Cocdiente de Fisher

*: Significancia « =0.05

TABLA 7.~ Titulos dS hemoaglutinacién del extracto de frijol negro en presen-—
. +
cia de 2n° , @ un pH de 4.0 y 7.4,

a diferentes temperaturas.
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EXTRACTO DE FRIJOL NEGRO MAS Mg2*

Hubo una diferencia significativa conforme aumenta la temperatura
(tabla 8} en la concentracién de proteinas, esta diferencia se not& tambitn
al variar la concentracién del catién (grificas 10 y 1I). Sin embargo esto
Gltimo no influyd en la actividad, pero si hubo pérdida de la actividad hemo-
aglutinante conforme se aumenta la temperatura (tabla 9), a diferencia de

cuando se determind a un pH = 7.4, en donde permanecid estable {grafica 12).



PROTETNAS DE {PHA)

DE FRIJOL NEGRO

54

1ON ik} COMNC . 40ec 50%C enec 702C B0eC i
mmol
¢.0 .88 .90 .85 .50 .80 .Aa7
0.1 LB .79 .76 .60 .55 .70 i
G.2 .80 79 .80 .68 .55 .72 —
7.4 0.2 .ES .82 .76 .72 .58 .75 X1=0.775i
0.4 .83 .85 .80 .83 .50 .78 !
0.5 .85 .85 -85 .90 .68 .83 l
- 1
X .83 .83 .80 37 .63 I
Hg2+ *‘
0.0 .90 .90 .85 .75 .60 .80 ‘
0.7 -68 .64 .60 .64 .65 .64 i
0.2 .70 .65 .67 .74 .69 .68 _
4.0 0.3 .82 .74 75 .75 .75 .76 x2=0.768
0.4 - 86 .87 .82 .80 .80 .83
0.5 .86 .86 .86 1.00 .86 .BY
X .80 .78 .76 .78 .72
ANDER VR
FUENTE DE VARTACION G.L. $.C. C.M., P
Entre temperaturas 4 0.1518 0.0379 4.08%
Entre diluciones 5 0.2685 0.0837 5.78%
Entre pH 1 0.00043 0.00043 0.048
Dentro de error 49 0.4548 0.0093
Total corregido 59 0.8757 0.0148

ANDEVA: Andalisis de varianza
G.L.: Gradeos de libertad
S.C.: Suma de cuadrados
Cc.M.: Media de cuadrados
F.: Cociente de Fisher

*x Significancia

e£=0.05

TADLA 8.~ Concentracién de proteinas determinadas despuds de calentar 10 min.
a difgrentos temperaturas el extracto de frijol negro en presencia
» aun piH de 4.0y 7.4

de Mg
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HEMOAGLUTINACICGN EN (PHA) DE FRIJOf. NEGRO

TON pr CONC. 409C 509C 60QC 700C anec ;
mmol
0.0 1:64 1:64 1:64 1:64 1:16 1:54
a.1 1:64 1:64 1:64 1:128 1:64 1:77 !
a.z i:64 1:64 1:64 1:128 1:32 170 _ !
7.4 a.3 1:64 1:64 1:;128 | 1:64 1:16 1:67 X1:1:70
0.4 1:64 1:64 1:64 1:128 1:64 177
0.5 1:64 1:64 1:64 1:64 1:128 1:77
X 1:64 1:64 {1:75 [1:96 1:53
2+
ey
0.0 1:64 1:64 1:32 1:16 0: 00 1:35
0.1 1:64 1:64 1:64 1:16 0:00 c1:42
0.2 1:64 1:64 1:32 1:16 0:00 1:35
4.0 u. 3 1:64 1:64 1:32 1:16 0:00 1:35
0.4 1:64 1:64 1:32 i:8 0:00 1:34
0.5 1:64 1:64 1:32 1-8 U;: 00 1:34
X 1:64 1:64 | 1:37 | 1:13 0:00
ANDEVA
FUENTE DE VARIACION G.L. 5.C. C.M. T
Entre temperaturas 4 11366.4 2841.6 4.15*
Entre diluciocnes =3 1186.13 237.22 0.35
Entre pH - 1 18026.67 18026.67 26.33*
Dentro de error 49 33544.53 684.58
Total corregido 59 64123.73 1086.84

ANDEVA: Analisis de varianza
G.L.: Grados de libertad

5.C.: Suma de cuadrados
C.M.: Media de cuadrados

F.: Cociente de Fisher

*: significancia e€=0.05

TABLA 9.- Titulos d§+hemoaglutinaci6n del extracto de frijol negro en presen
cia de Mg~ ', a un pH de 4.0 y 7.4, a diferentes temperaturas.
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EXTRACTO DE FRIJOL NEGRO MAS lZZaz+

La concentracién de proteinas varié dependiendo del pH utilizado

sin influir la concentracién del catifn usado {iabla i0). En cuanto a la activi-

dad hemoaglutinante, permanecid estable en un titulo de 1:79 (tabla 11} a un

= 4.0 conforme se aumcntd

ptl = 7.4, pero se perdid la actividad a un pH

la temperatura,



ron pil conc. | anec s | enec | 7000 80w X
0.0 -88 .80 -85 .90 .80 .87
0.1 .75 .79 .72 .73 .60 .72
0.2 .78 .82 .80 .76 .76 .78 | _
7.4 0.3 -80 .84 -83 .73 .80 .80 X1=0.81
0.4 .83 .84 -76 .83 .83 .82
0.5 -83 .84 .83 .90 .85 .85
I3 .81 .84 .80 .81 .77
24
Ca
0.0 -90 .80 .85 .75 .60 .80
0.1 -74 .75 .50 .60 .60 .64
0.2 .77 .85 .60 .62 .62 691 _
4.0 C.3 -79 .82 .62 .68 .69 .72 X2=0.73
0.4 -82 .85 -65 .82 .75 .78
0.5 -82 .82 .60 .76 .80 .76
X .81 .83 .64 .70 .68
ANDEWVA
FUENTE DE VARIACION G.L. 5.C. C.M.
Entre temperaturas 4 0.1285 0.0321 1.87
Entre diluciones 5 0.1555 0.0311 1.8
Entre pH 1 0.0836 0.0836 4.9%
Dentro de error 49 0.8412 0.372
Total corregido 59 1.2089 : 0.0205

ANDEVA: Analisis de varianza

G.L.: Grados de libertad
S.C.: Suma de cuadrados
C.M.: Media de cuadrado
F.z Cocicnte de Fisher
*: Significancia < =0.05

TABLA 10.- Concentracidn de proteinas determinadas después de calentar 10 min.
a d)’fercnifs temperaturas, el extracto de frijol negro, en presen—
cia de Ca” , aun pH de 4.0 y 7.4
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HEMOAGLUTINACION EN (PHA) DB FRIJOL

62

NEGHO
1008 pH coNc. | 40ecC soec | eooc | 70ec goec x
mmol
0.0 1:64 1:63 1:64 1:64 1:16 1:54
0.1 1:64 1:64 1:64 1:128 1:64 1:77
0.2 1:64 1:64 1: 64 1:128 1:64 1:77 !
7.4 0.3 1:64 1:64 1:64 1:128 | 1:32 1:70 1 1:75{
0.4 1:64 1:64 1:128) 1:128 ] 1:16 1:80
0.5 1:64 1:64 1:64 1:128 § 1:256 1:115
X 1:64 1:64 ] 1:75 | 1:137 | 1:75
2+
Ca
0.0 1:64 1:32 0:00 1:35
0.1 1;64 1:32 0:00 1:32
0.2 1:32 1:64 1:32 0:00 1:32
4.0 0.3 1:64 1:64 1:22 0:00 1:45 2
0.4 1:64 1:32 1:64 0:00 1:38
0.8 1:64 1:64 1:64 0:00 1:45
X 1:53 1:59 | 1:43 0: 00
ANDEUVA
FUENTE DE VARIACION | G.L. s.c. C.M. F
Entre temperaturas 4 9147.73 2286.93 1.8
Entre diluciones 5 6848.00 1369.60 1.08
Entre pH 1 25297.07 25297.07 19.98*
Dentro de error 49 62041.60 1266.15
Total ecorregido 59 10333.44 1751.43

ANDEVA: Analisis de varianza
G.L -3 Grados de libertad
s.c.; Suma de cuadrados
C.M.: Media de cuadrados
F.z Cociente de Fisher
*: Signif icancia

« =0.05

TABLA 11.- Titulos de hEToaqlutinacién del extracto de frijol negro, en pre-

sencia de Ca

, aun pH de 4.0y 7.4;

a diferentes temperaturas.
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PHA - TESTICGO

La PHA comercial {Difco) en auscncia de cationes, tanto la concen-
tracion de proteinas como la actividad hemoaglutinante no se pierde total-
mente al aumentar la temperatwura, sGlo a un pH = 7.4 bajan los tTtulos hasta

1:8 al liegar a tos 80°C (graficas 15 y 16).
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PHA - TESTIGO MAS MnZ*

Hay una ligera varlacidon en la actividad hemoagiutinante dependien-
do de las distintas concentraciones de Mn2+ (ver tabla 12) y un cambio -
significativo conforme se varfa la temperatura, viéndose al mismo tiempo

un aumento a los 70°C independientemente del pH utilizado (graficas 17 y

18).



HEMOAGLUTINACTION EN PHA-TESTIGO
ION CONC 409C 500¢C 6NoC 700 80ec X
mmol
0.0 1:128 1:128 ) 1:128 ) 1:64 1:8 1:91
u.1 1:128 1:128 [ 1:128 { 1:256 i:128 1:1548
6.2 1:128 1:128 1 1: 128 | 1:256 1:128 1:184 )
7.4 0.3 1:128 1:64 1:128 { 1:512 1:128 1:192 'X‘=1:143
0.4 7:128 t:128 | 1:64 1:256 1:128 1: 141
0.5 1:128 1:128 {1:64 1:256 1:64 1:128
X 1:128 13117 [ 1:107 { 1:267 | 1:97
Mn
0.0 1:128 1:128 }1:128 { 1:64 1:32 1: 96
0.1 1:128 1:256 | 1:256 § 1:512 1128 1:256
0.2 1:256 1:128 { 1:256 | 1:512 1:128 1:256
4.0 0.3 i:128 ti256 ) 1:128 | 1:512 1:64 1218
0.4 1:256 1:256 | 1:256 | 1:512 1:128 1:282 h
0.5 1:128 1:128 | 1:128 | 1:256 1:128 1:154
= 1
X 1:171 1:192 | 1:192 1 1:395 1:101 i
ANDE VA
FUENTE DE VARIACION G.L. 5.C. C.M. P
Entre temperaturas 4 380096.00 95024.000 15.75*%
Entre diluciones 5 117534.93 23506.986 3.9+
Entre pH 1 67201.067 67201.067 11.15%
Dentro de error 49 295621.33 €033.088
Total corregide 59 860453.33 14583.95
—

ANDEVA:Andlisis de varianza

G.L.:
5.C.:
C.M.:

F.:
*:

Grados de libertad
Suma de cuadrados
Media de cuadrados
Cociente de Fisher
Signif icancia e£=0.05

TABLA 12.~ Titulos de hemoaglutinacién de la PHA-testigo en presencia de Mn
a diferentes temperaturas.

aun pH de 4.0 ¥y 7.4,
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+

PHA - TESTIGO MAS Co2

La protelna es m&s estable a concentraciones méis altas del cation
y su actividad se mantiene afin hasta los 80°C independientemente del ptl,
dando titulos méas altos a un pH = 4.0, destacando que a éste pH la concen-

tracidn de proteinas es mis baja que a un pH = 7.4
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PROTEINAS (PHA) TESTIGO

T e
ION { pH CONC.] 409C 500C 608C ¢ 709C soec X
mmol i
0.0 .96 .95 .80 .80 .15 .85
0.1 .72 .70 .67 .68 -67 .68
0.2 .75 .78 .75 .15 .74 75 1
7.41 0.3 .85 .84 -85 .82 .81 .83 Ix. =0.83
0.4 .90 .87 .67 .98 ; .90 .90
0.5 .98 .97 .98 1 o .98
x .86 .85 .82 .84 1 .e1
2+ ;.
Co "
0.0 .90 .90 .15 .85 ! .50 .18
G.1 .80 75 =17 .85 .62 16
0.2 .80 .82 .80 .85 -65 .78 }_
4.01 0.3 .83 .85 .83 .88 .70 .82 x2=o.e1
0.4 .B6 .89 .86 .91 I -1 .85
0.5 .89 .89 .89 4 -94 .75 .87
X .85 .85 .82 .88 .66
ANDEVA
FUENDE DE VARIACION G.L. 5.C. C.M. ¥
Entre temperaturas 4 1.84 0.4605 26.16*
Entre dilucicnes 5 0.27 0.055 3.125%
Entre pH 1 0.0094 0.0094 0.533
Dentro de error 49 0.8614 0.0176
Total corregido 59 2.98 0.0505
ANDEVA: Andlisis de varianza
G.L.: Grados de libertad
S.C.: * Suma de cuadrados
C.Mo: Media de cuadrados
F.: Cociente de Fisher
*.z Significancia oL =0.05
TABLA 13.- Concentracién de proteinas determinadas después de calentar 10 ——

mip. a diferentes temperaturas la PHA-testigo en presencia de —~-=—
Co aun pH de 4.0 y 7.4
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HEMOAGLUTINACION EN (PHA) TESTIGO

10N |[pH CONC.] 402C 50QC 600eC 700C 8ooc X
mmol
0.0 1:128 1:128 1128 1:64 1:8
[ | 1:64 1:64 1:64 1:64 t:128
0.2 1:64 1:128 1:64 1:128 1:256
7.4 0.3 1:128 1:128 1:128 1:128 1:128
0.4 1:128 1:128 1:128 1:128 1:128
0.5 1:128 t:128 1:128 1:128 1:64
X 1:107 1:117 1:107 1:107 1:118
24
Co
0.0 1:128 1:128 1:32 1:96
g 1:256 1:512 1:128 1:333
0.2 1:256 1:512 1:128 1:333;_
4.0 0.3 1:256 i:256 1:128 1:333:)(2:1:275
0.4 1:256 1:256 1:128 1:282
0.5 1:256 1:256 1:128 1:282
X 1:235 1:320 1:112 .
ANUDEVA
FUENTE DE VARIACION G-L. s.C. CL.M, v
Entre temperaturas 4 155686. 36 38921.60 1.71
Entre diluciones 5 129822.9 25964.58 1.14
Entre pH 1 408705.00 408705.00 17.98*
Dentro de error 49 i 1114053.4 2273s5.78
Total corregido 592 J' 1808267.7 30648.605
ANDEVA: Anadlisis de varianza
G.L.: Grados de libertad
S.C Suma de cuadrados
CuM.: Media de cuadrados
Fa: Cociente de Fisher

*

. Significancia

oc =0.05

2+

TABLA 14.- Titulos de hemoaglutinacidén de la PHA-testigo en presencia de Co
a un pit de 4.0 y 7.4 a diferentes temperaturas. i
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PHA. - TESTIGO MAS Zn’*

Lo concentracion de proteinas varia ligeramente {vabla 15} a las
distintas concentraciones de Zn2+, dando valores mds a un pH. = 4.0 (graficas
22 y 23). La actividad es mis cstable a mas altas concentraciones del catién
{tubla 16) manteniéndose en 1:256 a un pH = 4.0, dando mas alto (1:512) a un
pH de 7.4 a 70"C, bajando después al aumentar hasta los 80°¢C pero no se

pierde totalmente {(graficas 24 y 25).
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PROTEINAS (PHA)} TESTICO

ION | pH CoNC. | soec s0QC 600C 7090 soec X
mmol
a.0 .86 .95 .80 .a0 .75 .85
0.1 .81 W77 .80 .76 74 .78
6.2 .81 .78 .80 .79 -74 .78
7.4 0.3 .79 .80 .83 .86 .78 .81 XI=U.82
0.4 .84 .83 .86 .87 .78 .84
0.5 .84 .85 .86 .89 .82 -85
X .84 .83 .82 .83 .77
24
Zn
0.0 .90 .90 .75 .85 .50 .78
0.1 .80 .87 .85 .86 .85 .87
0.2 .91 .89 .85 .86 .88 .88 _
4.0 1 0.3 .95 .92 .90 .92 .89 .92 X2=0.89
0.4 .95 .95 .92 .95 .92 .94
0.5 .95 .95 .95 .95 .95 .95
X .93 .81 .87 .88 .83 .as
ANDEVA
FUENTE DE VARIACION G.L. s.C. C.M. F
Entre temperaturas 4 0.0512 g.0128 3.42%
Entre dilucicones 5 0.0646 0.0129 3.45*
Entre pH 1 0.0721 a.0721 19.28%
Dentro de error 49 0.1835 0.0037
Total corregido 59 0.3214 0.0063
ANDEVA: Andlisis de varianza

Grados de libertad
Suma de cuadrados

C.M.: Media de cuadrados
. Cociente de Fisher
*: Significancia o(=0.05

TABLA 15.- Concentracién de proteinas determinadas despuis de calentar 10 -
miputos a diferentes temperaturas la PHA-teshkigo en prescncia de
2Zn aun pH de 4,0 y 7.4 .




ESTA TES!S K2 DEBE
SALR BE LA BisLIGTECA

1.0 1
0.9
E
E c.8
o1
z
@ ¥
-
o -
= ——
a
[0 B of
- Lo 50 co 2o o
O dmmol - - - - s v s
02mmol s o000 € 00
0.3mmol
04 mmotl — & ~— » — o
0.5 M MO e —
LANCD — — — —
GRAFICA 22, — CONCENTRACION DE PROTEINAS DETERMIRADAS EN LA

PHA TESTIGO COMN DISTINTAS CONCENTRACIONES DE an.
A DIFERENTES TEMPERATURAS EN 3UFFER DE FOSFATOS

A UN PH=T,&



80

10 L
E
=
E et
e 1 [ R R A T A S
\ <
rd
w o8 -+ \\ - \
-« e
z - N \
w T AN
- \
o
=~ =
£ e \
A
\
+ — —+ + .
l Lo so 60 y0 80 °c  Tewe

Q. 1mmol = « = mc . .-

0.2mmol e o0 © c 0o

0.3 mimol

04 Mmol — » — s —,

VS IMMD | smmm——

BLANCOD e o —
GRAFICA 23 « — CONCENTRACION DE PROTEINAS DETERMINADAS EN

LA PHA TESTIGO COH DISTINTAS CONCENTRACIOMNES DE an‘

A DIFERENTES TEMPERATURAS EN 3JUFFER DE FOS FATOS

A UNR  pH=4,0



81

HEMOAGLUTINACION EN

10N f)ll CONC. 400C s8¢ &609C 700C BOOC X
mmer]
0.0 1:120 1128 ro128 1:64 1:8
0.1 1:128 1:124 1:128 1:256 1:64
0.2 1:128 1:128 12128 1:256 1:64
7.47 0.3 1:256 1:256 1:256 1:512 1:64
0.4 i1:128 1:256 1:256 1:512 1:128
0.5 1:256 1:256 1:256 1:512 1:128
X 12171 1:192 1:192 1:352 1:76
o 24
Zn
0.0 1:128 1:128 1:128 1:64 1:32 1:96
0.1 1:256 1:128 1:256 1:64 1:32 1:147
0.2 1:256 1:256 1:256 1:128 1:128 1:205
4.0) 0.3 1:256 1.256 1:256 1:;256 1:128 1:230
0.4 1:256 1:256 1:256 1:128 1:256 1:230
0.5 1:256 1:256 1:256 1:256 1:256 1:256
X 1:235 1:213 1:235 1:149 1:137
ANDEVA
FUENTE DE VARIACION G.L. s.C. T, F
Entre temperaturas 4 134848.03 33712.00 5.32*
Entre diluciones 5 241259.7 48251.94 7.62%
Entr= pH 1 86.33 86.33 0.0136
Dentro de error 48 3106307.24 6332.8 :
Total corregido 59 6£86501.3 11635.615
ANDEVA: Analisis de varianza
Grados de libertad
Suma de cuadrados
C.M.: Media de cuadrados
F.o: Cociente de Fisher
* Significancia =0.05
TABLA 16.- Titulos de hemoaglutinacién de PHA-testigo en presencia de Zn2+ a

un pH de 4.0y 7.4 a diferentes temperaiuras.
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PHA - TESTIGC MAS Mg?'

La presencia de las diferentes concentraciones de Magnesio mo
varia la conceatracion de proteinas (tabla 17), manteniéndose estable al -
cambio de temperatura (griafica 26}, Pero la actividad si varfa de acuerdo
a la concentracion del Mgz* dando valores de 1:256 hasta los 60°C a pHl=0.4

decayendo ligeramente al aumentar la temperatura.

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

a los 70°C regresando al valor anterior a los 80°C (graficas 27 y 28).



PROTELRAS EN

PHA-TESTIGO

1on {pH | conc. | 40cc s00C G0eC 700C B0SC I3
suno k.
0.0 .96 .95 .80 .80 .75 .85
0.1 .78 .80 .83 .76 .93 .82
0.2 .81 .80 .83 .78 .93 .83 _
7.410.3 .e1 .86 .86 .87 .88 .87 X1=0.85
0.4 . 87 -B3 .89 .85 .B6 .86
0.5 .85 -86 .89 .89 .86 .87
P h - 86 .B5 .85 .B2 .87
Moy
0.0 .90 .90 .75 .8% .50 .78
0.1 .75 .79 .80 .76 .91 .80
0.2 .85 .82 .84 .81 .86 .84 _
4.0410.3 .85 .85 .88 .88 .86 .86 X2=0.B4
0.4 .89 .89 .90 .84 .90 .88
0.5 .B9 .89 .91 .90 .84 .89
| E3 .85 .86 .85 .84 .81
ANDEVA
FUENTE DE VARIACION G.L. s.c. C.M. F
Entre temperaturas 4 0.0045 0.0011 0.0514
Entre diluciones 5 0.0439 0.0088 0.4037
Entre pH 1 0.00096 0.00096 0.0440
Dentro de error 49 1.0698 0.0218
Total corregido 59 1.1191 0.0190

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

s

TABLA 17.-

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

Concentracién de proteinas determinadas después de calentar duran-
te 10,min. a diferentes temperaturas la PHA-testigo en presencia -
de Mg aun piide 4.0y 7.4 )
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HEMOAGLUTINACION Ell PHA=TESTICO

10N § pi | conc.{ 4q0c s00C 600C 700C 800 x
mno b
0.0 1:12¢ 1:128 1:128 1:64 1:8
0.1 1:128 1:64 12g t:64
0.2 1:128 1:128 1:128 1:64 1:104 -
7.4 0.3 1:128 1:128 1:128 1:256 1:128 1:154 X1==1:99
0.4 1:128 1:128 1:128 1:256 1:128 1:154
0.5 1:123, 1:128 1:128 1:256 1:128 1:154
X | 1:128 1:107 1:117 1:143 1:87
2+
Mg
0.0 1:128 1:128 1:128 1:64 1:32 1:901
0.1 1:128 1:128 1:128 1:256 1:64 1:141
0.2 1:128 1:128 1:128 1:i28 1:64 1:115
4.010.3 1:128 1:256 1:128 1:256 1:64 1:166
0.4 1:256 1:256 1:256 1:256 1:128 1:230
0.5 1:256 1:256 1:256 1:128 1:64 1:192
| X 1:171 1:192 1:171 1:181 1:69
ANDE VA
FUEl\iTE DE VARIACION G.L. S.C. C.r. F
Entre temperaturas 4 83504.0 - 20876.00 10.93~
Entre diluciones 5 79203.2 15840.64 B8.29*%
Entre pH 1 16137.6 16137.6 8.45%
Dentreo de error 49 93593.6 1910.7
Total corregido 59 272438.4 34617.6
ANDEVA: Analisis de varianza

Significancia

Grados de libertad
suma de cuadrados
Media de cuadrados
Cociente de Fisher

=0.05

. P . N 2
TABLA 18.- Titulos de hemoaglutinacidn en la PllA-testigo en presencia de Mg *

aun pH de 4.0y 7.4,

a diferantes temperaturas.
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PHA - TESTIGU MAS a2+ .

La concentracisn de protefnas pg tiene diferencia significativa

(tabla 19) con respecto a g concentracion del Caz* a un pH = 7.4 pero a

un pH = 4.0 s hay diferencia, dando en ambos casgs valores mas bajos que

el blanco (graficas 29 ¥y 30\ La actividad muestra una diferencia con respecto

al pH (tabla 20), ya que son mis altos los titulos a unp PH = 4.0 que a un

PH = 7.4 variando al mismo tiempo de acuerdo a la concentracién (gréficas

31 y 32).

20
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PROTLTRAS EN PHA=TESTIGO

100 ] ! «ceNe, 4002 500 &s0QC ?05(‘, 80oT X
mmol )
6.0 .96 .95 .80 .80 .75 -85
0.1 .68 . .66 .62 .47 .54 -59
0.2 .66 - 66 .65 .48 .53 To.60 -
7.4 0.3 .68 .70 .69 .50 .48 -61 X1=0.65
0.4 .70 .68 .67 .50 .50 ' .61
0.5 .70 .70 .65 .52 .52 .62
\ x .73 .72 .68 .68 .55
24
Ca
0.0 .90 - 90 .75 .B5 .50 .18
c.1 .70 .65 .70 .61 .60 .65
0.2 -4 -68 .76 .65 .64 -69
4.0} 0.3 .78 .75 .79 -69 .84 .77
0.4 .81 .78 .75 .96 .74 .81
0.5 .80 -81 .79 .86 Pk -79
X .79 .74 .76 .77 .67 ‘
ANDEVWVA
FUENTE DE VARIACION G.L. 5.C. C.M. F
Entre temperaluras 4 0. 1844 0.0461 6.4%
Entre diluciones 5 0.2240 0.0428 6.22%
Entre pH 1 0.157 0.157 21.8%
Dentro de error 49 0.3528 0.0072
Total corregide 59 0.9182 0.0156

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

TABLA 19.-

Andlisis de varianza
Grados de libertad
Suma de cuadradoes
Media de cuadrados
Cociente de Fisher
Significancia =0.05

Concentracion de proteinas determinadas después de calentar 102Tin.
a diferentes temperaturas de la PHA-testigo en presencia de Ca” ,
aun pii de 4.0y 7.4 )
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HEMOAGLUTINACION EN PHASTESPIGO

ION | pH 400C 50QC 600¢ 70QC 8nec x
1:128 1:128 1:128 1:64
1:64 1:128 1:128 1:64
1:64 1:128 1:128 1128
7.4 1:128 1:128 1:128 1:128
1:128 1:128 1:649 1:128
1:128 i:128 1:64 1:128
1:167 1:128 1:107 1: 107
Ca2~}—
1:128 1128 1:64 1:32 1:96
1:256 1:256 1:512 1:128 1:282
1:256 1:256 1:256 1:12e 1:205(
4.0 1:128 1;128 1:256 1:256 . 1:179 X2=1:202
1:256 1:128 1:512 1:128 1:256
1:256 1:128 1:256 1:64 1:192
1:213 117 1:299 1:3158
ANDEVA
FUENTE DE VARIACION G.L. s.C. M.C. F
Entre tcmperaturas 4 64533.3 16133.32 10.27%
Entre diluciones 5 253624.5 50724.9 32.29%
Entre pH 1 128436.23 | 128436.23 B1.77*
Dentro de error 49 76963.17 1570.68
Total corregido 59 523557.3 8873.8S
ANDEVA: Analisis de varianza
G.L.: Grados de libertad
S.C.: Suma de cuadrados
Media de cuadrados
Cociente de Fisher
cfignificancia =0.05

. : i 2 : . 24
TABLA 20. - Titulos de hemoaglutinacién en la PHA-testigo en presencia de Ca

a un pHl de 4.0 v 7.4, a diferentes tcemperaturas.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los métodos utilizados para la extraccidn de Fitohemaglutininas
fueron hechos considerando las propiedades fisicoquimicas de é&stas como

proteinas.

Una de las técnicas mas utilizadas es la de Jaffé (1974) en donde
trata de obtenerlas en forma selectiva. Por lo que en este trabajo se siguid

esta metodologia.

Reportd un trabajo con 2! wvariedades de frijol a los cuales --

determind su actividad hemoaglutinante y mitogénica. Se confirma en este

trabajo que no hay actividad hemoaglutinante sobre eritrocitos de humano,
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puesto que la actividad se va perdiendo con el aumento de la temperatura,
aunque este autor reportd actividad en otro tipo de eritrocitos como son

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

De acuerdo a los antecedentes de que la actividad hemoaglutinante

- . - . 2+ 2+ -
varfa en algunas fitochemaglutininas en presencia dc Ca y i (17), se

prob5 la actividad con estos dos cationes y otros como el Mgz"', Zn2+, C02+
pertenecientes a la misma familia (en forma de cloruros), buscando las condi-
ciones adecuadas para la proteina y sea méas estable a los aumentos de -~
temperatura sin perder su actividad, basdndonos en la propiedad de que las

globulinas son méas solubles a altas temperaturas, logrando obtener la mayor

cantidad posible (29).

Al mismo tiempo se varié el pH, ya que lo anterior fué observado
a un pH = 4,0, probandose a pH = 7.0 también, notandose que en ausencia
de cationes la proteina es méas estable a este tltimo pH en donde la actividad

hemoaglutinante decac ligeramente a los 80°C.

Notdndose sin embargo a los dos diferentes pHs que no se desna-
turaliza toda la proteina existente en la muestra, indicandonos la presencia
de otras proteinas méas estables a las condiciones empleadas de incubacion
a diferentes temperaturas por 10 min., que en este trabajo no se comprobd

su actividad mitogénica.

La concentracion de proteinas en el extracto de frijol negro varia

s .- w1 +
con respecto a la concentracidn del catién utilizado en los casos de Co2 »
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Mg2+, Z_n2+, ¥ no influye significativamente cuando se trata de Cag)', Mn2+

Pero la variacién observada no influye en la actividad hemoaglutinante de
la Fitohemaglutinina ya que ailin en presencia de los cationes la actividad
se pierde al llegar a los 80°C hasta la dilucidn 1:2 a un pH de 4.0, excepto

2+

cuando se prueba con el Zn“",

A un pH = 7.4, se mantiene la actividad aunque en algunos casos
decae ligeramente al llegar a los 80°C, pero dando titulos un poco més
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 proteina a un pH = 7.4, con lo que facilitaria
la unidbn con los cationes. El tipo de unién antericr no serfa aplicable a
un pH de 4.0, sin embargo, los resultados nos indican un tipo de unién entre
la Fitohemaglutinina y el Zn2+, el cual estabiliza independientemente de!
pH utilizado. El comportamiento de este catién a comparacidn del x‘\-i1\2+
v Co?* de la misma familia es una excepcidn, lo cual es sabido también
para sus propiedades fisicoquimicas, las cuales son explicadas debido a que
tienen sus orbitales "d" completamente llenos por los que se piensa que son
los orbitales "s" los que participan en la upidn con otros compuestos (8},
mostrando titulos mas altos de hemoaglutinacidn a concentraciones mis altas

de éste.

Para una mejor comparacion se probd la actividad hemoaglutinante
en presencia de los mismos cationes en la PHA de Difco, que es obtenida
de frijol rojo, lograndose los siguientes resultados: En ausencia de cationes
la PHA es mas estable a un pH = 4.0 al aumentar la temperatura, con res-

pectc 2 un pH = 7.4. La tabla 21 es una comparacion de la concentracidn
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de proteinas, asi como sus titulos de hemoaglutinacion 'a una temperatura
de BOOC, resaltando la estabilidad por el Zn2+ sobre la PHA del frijo! negro
independicntemente 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 C02+.

La extraccion fué efectuada en presencia y ausencia de Zn2+
a pHs de 4.0 y 7.4, lograndose una mayor actividad en los sobrenadantes
de cada uno de los pasos debido a la solubilidad de la PHA, obteni&ndose
un indice de purificacién igual para ambos pHls. Pero al tratar de precipitar
con Etanol la proteina, se observa que &sta permanece en €l sobrenadante
(tablas 23 y 25}, ya que el Zinc de alguna forma impide la precipitacidn,

una hipdtesis es que el Etanol no puede desplazar al Zn2+, en base a esto

se dializé la muestra para la eliminacidin del catidn,

En la cromatogra{ia, se notaron cuatro fracciones, las que . varian
en su actividad hemoaglutinante en una {orma proporcional a su carga positiva,
esto es deducido por el tipo de cromatografia anidénica utilizada, cn cuanto
al nimero de fracciones y la variacién de actividad es semejante al frijol
rojo que ha sido mencionado en varios trabajos, sin embargo en las propieda-

des fisicoquimicas de ambas PHAs, no podemos aseguvar una igualdad.



CONCLUSIONES:

La extraccion empleada en este trabajo es confiable por la cantidad
de proteinas determinadas en el extracto, que coinciden con el
porcentaje reportado en las semillas de un 253 - 35% en el caso
del frijol, lo anterior se logrd debido a la solubilidad de las prote-
inas en solucidn salina. Ademas de que el método es mas econdmi-
co que los que emplean sulfato de amonio, ya que se precipita

con Etanol.

E!l extracto de frijol negro tiene un comportamiento variado con
cada uno de los diferentes cationes. No se puede relacionar este

comportamiento con las propiedades fisicoquimicas de los cationes.

La actividad hemoaglutinante decae a un pH de 4.0 en presencia
de los cationes (excepto con el Zinc), esto se va haciendo visible

desde los 60°C.

Los (fiulos de hemoaglutinacidn son mis altos 2 un pH = 7.4 en
comparacion con  los determinados a un pH = 4,0, destacando

o . - [
que la actividad se mantiene afin a los 80 C.

La presencia de Zinc de alguna forma impide la precipitacion
de la PHA del extracto de frijol negro, va que en ausencia de

este catién la precipitacién se lleva a cabo.
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En la cromatografia se notaron cuatro fracciones, las cuales difie-

ren en su actividad hemoaglutinante,

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

frijol negro, se tiene que tratar de mantener estable la proteina,

lo que se puede lograr a un pH de 7.4 en presencia de C02+ o

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

. - o] - A Py
tinante, adn a los 80 C, donde se esperaria una desnaturalizacidn,
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