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SuMWARY 

The phytohemagglutínins from M)1r1us communis L. seeds internct with protcic 
fractions o( cow mil.k. Casein originates soluble compound . whilc thos formed 
with whey are insoluble. 

Quenching o( the fluorescence igna l due to tryptoplinn nnd changes in th 
refraction index and quantitative protein measurements by the Biuret method sug· 
gest an interaction bellween lectins and whole casein . 

Tbe stoichiometry of tl1e process can be deduced from th ese r sult , which 
also seem to indicate conformational changes in casein. Ele trophorc i on 
cellulosc acetate in 7 M urea is demostrative o ( struct ural modifi ations. 

Whey proteins are preci.pitated by the Myrtus co11m1unis L . extract ; pr cipfta
tion is followed by the Orange G method and by electrophoresis on cellulo ·e 
aceta te . 

R ESU M E N 

Las fitolectinas de los extractos de semillas de Myr:·t14s commu1iis L ., interaccio
nan con los componentes proteicos de la leche de vaca con formaci n de produc
tos olubles, en el caso de la caseína, e Insolubles en los del laclo 11 ro . 

La interacción de la lectlna con .la caseína en·tera es seguid por In nmortigull· 
ción de la señal de fluorescencia debida al triptofano , por vari i n dc.I indi e de 
refracción y por medidas cuantitativa de proteína segú.n el método d lur , 
De estos resultados puede obtenerse la estcquiom tria del proce o, !ridicatlva, nf 
parecer, de cambios en la conformación de la ca eina . 

La electroforesis sobre acetato <le celulosa es dcmo trativa de l. s modifi acio
nes estructurales que se producen. 

Las proteínas. del lactosue.ro son precipitada en 11 totalidad por 1 extract<> 
de mirto . E ta precipitación se sigue cuantitativamente por el método del nnranj. 
G y por electroforesis sobre acetato de celulosa. 

J TR DUCCIÓN 

La' lectina contenida ~n to extracto de semilla de Myrtt•s coni
mmiis, e una a lutinina no e pedfica para to hema:ci s humano 
que han ·ido lavados previáment en olución alina (1) . 

La compo ición de e ta 1 ctina no e ha podido d t rminar, debi~ 
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.do a la dificultad de ptJríficación de lo extractos crudos ; sin embar

.go, de los estudios llevados a cabo hasta ahora e:n torno a su purlfi~ 
cación e identificación, parece que no se trata de una proteína como 
()Curre con todas las lectinas identificadas hasta este momento. 

Esta lectina interacciona con las proteínas y lipoproteínas del 
.suero humano con formación de compuestos insolubles (2). Dicha 
jnteracciones comportan una cierta selectividad para las diferentes pro
teínas, lo que hace de ellas unos reactivos del máximo interés, no 
sólo desde el punto de vista analítico, sino también preparativo ya 
<¡u , inmovilizadas sobre soportes adecuados, constituyen uno me
dios ideales para las nueva técnicas de cromatografía de afinidad. 

e ha considerado de interés hacer aplicación de estos procesos 
a l studio del comportamiento de las proteínas usadas en la alimen
tación humana, concretamente las integrantes de la leche de vaca, 
comprobándose que existe una interacción con formación de produc
to solubles n el ca o de la caseína entera y de productos insolubles 
en e l ca o de las proteína del lactosuero. 

MATERIAL y M:ÉTODO 

Preparación del e.'l:tracto de ·mirto 

El xtracto se obtuvo de las semilla , previamente pulverizadas, 
que e suspenden en alcohol de 96°, en la proporción de 10 g por 
cada 100 mi de alcohol, durante 24: horas con agitación conti.nua. El 
extracto alcohólico obtenido e evapora a sequedad y posteriormente 
se reconstruye con agua; el liquido obtenido se centrifuga parn se
parar la apa lipídica y la olu i 'n a uosa e liofiliza para su conser-
v i n n un liofilizador y ol- ' I rau T-2. 

· ína n tampón d Mac !!van d pH = 6.5 
cr d t de O 01 a. 1 mi. con una olt1.ci6n de 

r 100 en 1 mismo btúfer U vando t0:dMi 
final de 2 ml. o o erva forma.ctóu1 
o. 

INTERACCIÓN DE LAS LECTFNAS DEL cKYRTU COMMUNIS> 

El contenido proteico de e tas mezclas fue determinado por los 
métodos de Biuret y naranja G (4), refractométrico y espe troflu~ 
rimétrico. Se efectuaron igualmente electroforesi sobre acetato de 
celulosa en tampón veronal-veronal sódico de pH = 6 n ur a 7 M-

/n.tera.cci.ón del e.xtracto de mirto con las proteína.s del lactosuero. 

El lactosuero procedente de la precipitación ácida e redisuelv a 
1/4 de su solución inicial, y se hace interaccionar de forma idénti a 
a la señalada para la caseína, a pH ·= 4,7, produciéndose en t 
caso precipitados, que son fácilmente separables por centrifugación. 
En los respectivos obrenadantes e determina la cantidad de proteí
na residual, obteniéndo e por diferencia el tanto por ciento d pro
teínas precipitadas. 

Para obtener dicha concentración se empleó el método d na
ranja G, ya que el de Biuret no es utilizable para . t e tipo d pro
teínas. 

RE ULTADOS Y DISCU IÓN 

Jnteraccióti del e~tracto de mirto con la casehia entera 

La fracción compleja de caseína interacciona co.n la fito! ctina de 
las semillas de mirto formándose productos d int acción no pr ci
pitables. 

Al er, por ahora, desconocida la natural .za químka rlP ll'I fit -
lectina, no se dispone de una explicación cierta para la solubilidad 
manifiesta de su compuesto de interacción on la cas ína. 

Hay un hecho que tal vez pudiera e tar, de alg-una forma, r la
cionado con esta solubilidad. Las aglutininas d 1 M 1rtus cmnmtmis 
se comportan como inespecífica , decir qu aglutinan a todoi< lo 
tipos de hematíe de angre humana, pero para qu sta a~tividad 
aglutinante se ponga de manifiesto, s pr i an h m a t:l s lavad s con 
solución salina. En un traba:io anterior (5), in · mbar~o. se ~omoro
baba que los hematíes p rdian en parte su cap::ici<lad para r aixluti
nados, si los lavados se efectuaban con solucion •s i. ot61iicas cont -
niendo fosfatos. 

Aqui ta.mbién. la caseína, al er una fo foorot ína ·011 un cont ni
do en fósforo del 0,85 por 100. en virtud el Jos é'l t re fo fóri co' d 
1~ serin.a oue pQ ee. se haría n nr iloitahl , nor el' mi mo mer:.i.n:~mo 
que lo hematíes se hacen men.os aiglutinables. Pudiera tar o u~ 
rciendo que la presencia. d~ esto grupos foF.fato e tén a.turanrlo 
todo Jos posibles puntos de enlace de l:t ag-lutinina con m·olécu.:la 
difPrerttes <le la oroteína. imoidit-ndo así Ja formación d agr ·~ndo 
molecula:t"es de alto peso m·olecular tttá in olub1e . . 
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La medida del contenido proteico de estas mezclas por los méto
dos descritos anteriormente nos Ueva a resultados aparentemente 
distintos. 

Por la técnica de Biuret, y por refractometría (figs. 1 y 2), obser
vamos un fenómeno similar, consistente en un incremento aparente 
del contenido proteico, con un retorno posterior a los valores inicia
les, a mayores concentraciones del extracto de mirto presente. Sin 
embargo, con la técnica del naranja G, la concentración calculada 
para la caseína es congruente con la realidad al no haber precipita
ción de la misma. Las diferencias en los resultados están dentro de 
la propia dispersión del método ( ± 5,5 por 100). 
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fitohemaglutinina-caseína y que incluso nos podrían estar señaland0> 
el dato de la estequiometría del proceso. Esto lo vemos representa
do, aparentemente, en la figura 4 en tres series de medidas simul
táneas para el Biuret, refractometría y medida de la luz dispersada,. 
en la que el punto de inversión de los fenómenos corresponde a una. 
relación de caseína/extracto de mirto de 4,2/1. Será necesario espe~· 
rar a la obtenci.ón de la aglutioina purificada para llegar a conocer 
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INTU!J\CCI ÓN DE 1.AS .l.ECTlN AS DEL dílYRT S CO IUI . ·1 s1 

con exactitud este valor, que n e te momento no e má que indi
cativo, y para el e...xtracto usado. 

En la técnica de Biuret, se upone que el complejo coloreado for
mado, procede de la unión del ion Cuf+ con cuatro nitró~enos P. p· 
tídicos. En nuestro caso, el aumento aparente de la con ntrac1on. 
de caseína podría estar moti\ ado por una mayor efectividad en la 
formación de estos complejo ~, al ·verificarse un cambio conforma
cional en la caseína, consecuencia del enlace de la aglutinina, fenó
meno é te previsible para mayores concentracione de la aofotinina .. 
Este proceso no es exclusivo de la caseína, pu ya fue det ctado· 
con anterioridad para la albúmina humana (2) . 

Los datos de luz dispersada a 285 nm parecen con cu nt on 
Ja hipótesis anterior, ya que al no variar durante la experiencia la 
concentración de las moléculas dispersantes en nu tro caso la ca
eína, las variacjones en la intensidad de la radiación disp r a.da a 

90" podrían explicarse por cambios en la forma d di ha partículas .. 
La señal de fluorescencia de la caseína a 335 nm por xcitación a: 

285 nm, se amortigua por la fitoh emaglutinina n valores qu 11 gan 
a descensos superiores al 90 por 100 de la señal inicial. Es vidente 
que ello es consecuencia de un efecto directo sobr el triptofano, de
mostrado por el comportamiento de soluciune cl este aminoá ido. 
en presencia del extracto. 

El comportamiento , sin embargo, de las diferentes prot :í nas hac 
que el fenómeno no parezca tan simple, y que en la amortiguación 
de la fluorescencia juegue también un papel importante l ntor.no
de los residuos de triptofano en el conjunto d la molécula. Este 
fenómeno será estudiado en profundidad en trabajos post riores. 

Otro dato demo trativo deJ enlace caseína: fitohemaglutinina, no 
lo proporciona la electrofore is sobre soport d ac tato d lulosa. 
Los resultado mue tran claramente la m.odificacione e tru tural 
que se están produciendo, que vienen acompañada d un aum nt0t 
en la velocidad de emigración, con t ndencia a uniformar la d la 
diferentes formas de caseína, y con formación d una ola banda de 
movilidad superior a la de la « ca. eína. Cabe pensar que t aumen· 
to en la carga neta de la molécula, pued pro d r de la mi mn mo· 
lécula de fitohemaglutinina enlazada, que . ea portadora d arga 
negativas, o a la posible disminución de las cargas po itiva de la 
molécula. 

Por otro lado parece ser que la intensidad .d oloraci6n d las 
bandas disminuye a meruda que aumenta la cantídad d extracto de 
mirto añadido, lo cual dado que no existe pérdida. d l ont nido pro
teico, estaría indicando que la cantidad de colorant fijado por las 
proteínas se va haciendo menor, ya que en todo Jo n ayos la can
tidad de mue tra aplicada fue aproximadamente la mi ma . 
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lnteracci6n del extracto de mirto con el lactosuero 

Con las proteínas del lactosuero el comportamiento es bien di
ferente, los productos de la interacción son insolubles con precipita
-ciones que pueden alcanzar al 100 por 100 de dichas proteínas, a una 
-concentración adecuád;l de extracto . 

Cuantitativamente puede seguirse el proceso por la determinación 
<(fe las proteínas totales por el método del naranja G (fig. 5). 

%prott in7.s 

Plg. 1'1.- ar clón d 1 total proteico del la.ct()!)uero n 1.os 
obr nnd.."lntt!I (1 la .mc:11c:lu 'IMto u.erc0 txtra. to d · mirto. 

(M t-0dn d n. ranja .) 

INTERACCIÓN DE L."5 LECTINAS DEL dlYllTUS COllllllUNIS• 

Evaluación C<Ua11 titatirc1a tor dtnsito·metría dt la tle.ctroforesis dt los sobreMdantts 
dt las mt .:d as lactos11tro extracto dt mirlo 

Proteinas 
SeroalbiÍmina 

.lnmuno-
mg esto. en totales ~-lacto¡lobulina a-tactoalb\lmina globulinas 
mi mezcla •¡, .,. •; , 1/ o .,. 

2,10 0,13 1,07 0,29 0,6.l 
0,7i 1,60 o.o. 1,03 0,14 0,18 
:uo 1,25 0,08 0,71 0,18 0,28 
2,25 1,10 0,58 0,23 0,80 
3,00 0,70 0,46 0,07 0,17 
3,75 0.50 0,34 0,09 0,06 
4,60 °"º 0,27 0.08 0,0& 
5,2& 0,35 0,26 0,06 º·º' 6,00 0.20 0 ,11 0,08 
6,75 0,00 
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