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PROLOGO

PROLOGO

“El mundo no puede "permitirse el lujo" de esperar a que se lleven a cabo obras
importantes de infraestructura para proveer agua potable a quienes la necesitan. Seria
insensato e inaceptable no tener en cuenta las prioridades inmediatas de los mas
necesitados; hay que adoptar medidas simples y poco costosas para poner el agua
salubre a disposicion de millones de personas en los paises en vias de desarrollo”. Gro
Harlmen Brundtlan. Directora general de la OMS, 2001.

"Casi la quinta parte de la poblacién infantil del mundo, 400 millones de nifios y nifias,

carecen del minimo de agua potable que necesitan para vivir. Los nifios que se ven
obligados a beber agua insalubre y a vivir en condiciones sanitarias inadecuadas no
pueden progresar", afirmé Carol Bellamy, Directora ejecutiva del UNICEF 2005.

“Es necesario promover la participacion de la mujer en todas las actividades de
desarrollo relacionadas con el agua. En muchas culturas, incluidas las sociedades
indigenas, las mujeres son las guardianas del agua. Son las mujeres quienes a menudo
pasan largas y arduas horas buscando y cargando agua. Es necesario que la mujer
participe de una forma mas significativa en la adopcién de decisiones sobre cémo usar
y gestionar el agua, de forma que sus paises puedan hacer pleno uso de sus
conocimientos, habilidades y aportes.” Dia Mundial del Agua. Secretario General de
las Naciones Unidas. 22 de Marzo 2006.






1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION
1.1 El agua en el mundo

El agua es esencial para la vida y es necesaria para el desarrollo econémico, sanitario y
social de las poblaciones asi como para el mantenimiento del equilibrio
medioambiental de los ecosistemas.

En la actualidad, la falta de agua dulce en nuestro planeta es una problematica real
causada principalmente por la escasez de lluvias, sobreexplotacién de los acuiferos y la
contaminacién del medio natural.

El avance tecnolégico del altimo siglo ha ocasionado la intensificacién de la actividad
industrial, agricola y turistica en todo el mundo, especialmente en los paises
desarrollados, permitiendo un incremento de la actividad econémica y del nivel de
desarrollo y calidad de vida de la poblacién aunque también ha causado un grave
impacto sobre el medio natural, especialmente sobre el agua. Conscientes del uso
intensivo que se da a los recursos y de los efectos que éste puede tener a corto y largo
plazo sobre el entorno, los paises con mayores recursos han desarrollado estrategias y
politicas medioambientales orientadas a la proteccion del medioambiente, a la gestion
sostenible y al uso racional del agua.

Las politicas y legislaciones medioambientales cada vez mas estrictas, junto con
motivos de carécter estratégico y econdémico han llevado a muchas corporaciones
multinacionales a desplazar sus instalaciones hasta paises donde los salarios son mas
bajos y las disposiciones en materia medioambiental son mas permisivas. Esta
circunstancia ha provocado la reduccién de las reservas hidricas locales y el aumento
de la contaminacién de los acuiferos, en zonas donde no se dispone de recursos ni
tecnologia para hacerle frente.

En definitiva, la deslocalizacién industrial de los dltimos afios no ha hecho sino
agravar problemas endémicos de los paises en vias de desarrollo tales como la pobreza,
la sequia o el hambre, y que han provocado que el acceso al agua de calidad se
convierta en muchas ocasiones en un reto, especialmente para la poblacién que posee
menores recursos.

1.2 La situacién del agua potable en los paises en vias de desarrollo

El acceso al agua potable es un derecho fundamental para el ser humano e
indispensable para cubrir sus necesidades bésicas.

A pesar de ello, en la actualidad 1.500 millones de personas viven sin acceso al agua
potable, la mayoria de las cuales viven en paises en desarrollo y casi un 50 por ciento
de la poblacion total de los paises en vias de desarrollo, padece en un momento dado
algtin problema de salud debido a la falta de agua y saneamiento (PNUD, 2006). Esta
situacion obliga a la poblacién a consumir agua directamente de rios y vertientes, sin
ningln tipo de tratamiento previo, lo que representa un grave riesgo para su salud, y
lleva asociado la aparicion de gran parte de las enfermedades transmitidas por el agua
tales como hepatitis A, giardiasis, disenteria, colera o fiebre tifoidea (Naciones Unidas,
2003).

Metodologia de extraccién in situ de coagulantes naturales para clarificacion de agua superficial 3



1. INTRODUCCION

La tabla 1.1 muestra los principales indicadores de desarrollo relacionados con el agua,
la salud y el saneamiento de 7 paises seleccionados a nivel mundial en el que quedan
patentes las diferencias entre los paises desarrollados y en vias de desarrollo. En ella se
observa la influencia que sobre la salud infantil y la esperanza de vida al nacer posee el
acceso al agua potable y el saneamiento mejorado. Mientras que en paises como
Espafia o Noruega el 100% de las necesidades en relacién al acceso al agua potable y al
saneamiento estdn cubiertas en Mozambique o Nigeria, menos del 45% de la poblacién
posee acceso a fuentes de agua segura o saneamiento mejorado, disminuyéndose
considerablemente en consecuencia su esperanza de vida y salud.

Tabla 1.1 Indicadores de desarrollo, en relacién al agua, saneamiento y salud.
Fuente: Informe de desarrollo humano, PNUD 2006

Tasa de Poblaciéon
mortalidad de | Poblacién con | con acceso
Puesto Pais IDH Esperanza d? vida | nifios menores acceso a a fuentes
al nacer (afios) de 5 afios (por | saneamiento de agua
cada 1000 mejorado (%) | mejoradas
nacidos vivos) (%)
1 Noruega 0.965 79.6 4 100 100
8 Estados 0.948 77.5 8 100 100
Unidos
19 Espafa 0.938 79.7 5 100 100
83 Ecuador 0.765 74.5 26 89 94
126 India 0.611 63.6 85 33 86
168 Mozambique | 0.390 41.6 152 32 43
177 Nigeria 0.311 44.6 259 13 46

* IDH: Indice de Desarrollo Humano

Cada afio mueren 1,8 millones de nifios y nifias debido a enfermedades diarreicas y a
paréasitos intestinales originados por la falta de acceso al agua potable y por el
deficiente saneamiento (PNUD, 2006). En la actualidad, el 30 % de la mortalidad
infantil tiene su origen en las enfermedades hidricas y, del total de defunciones

vinculadas con la diarrea, el 90 % ocurren en nifios menores de 5 afios de edad
(UNICEF, 2005).

La solucién a la problematica de la falta de acceso al agua potable para paises en vias
de desarrollo, debe encaminarse al desarrollo de técnicas innovadoras, eficaces,
sostenibles, econdmicas, fiables y faciles de manejar, que sean socialmente aceptadas
por la comunidad, y que permitan dotar de agua de calidad a la poblacion mejorando
asi su situacién sanitaria y condiciones de vida (Mintz et al., 2001).

Conscientes de esta problematica, la comunidad internacional lleva reflejando en los
altimos afios, la importancia del derecho al acceso al agua potable e instando a la
btsqueda de soluciones en diferentes declaraciones nacionales e internacionales tales
como el Programa 21 (Naciones Unidas, 1992), la Cumbre Mundial para el Desarrollo
Sostenible de Johannesburgo de 2002, el Informe del Estado Mundial de la Infancia
(UNICEF, 2005) o en los Objetivos de Desarrollo para el Milenio (Naciones Unidas,
2000). Precisamente en este dltimo, se recoge como objetivo para el afio 2025 la
reduccién a la mitad el porcentaje de personas que no posee acceso al agua potable.
Mas recientemente, la declaraciéon del Decenio Internacional para la acciéon “El agua
fuente de vida” (2005-2015), destaca no solo la importancia del acceso al agua potable
como elemento indispensable para la salud y el bienestar humanos sino también su
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1. INTRODUCCION

relacién con el desarrollo sostenible, en particular para la integridad del medio
ambiente y la erradicacion de la pobreza y el hambre (Naciones Unidas, 2005).

Asimismo, los paises desarrollados han desarrollado en el contexto de las politicas de
cooperacion al desarrollo, planes estratégicos de intervencién y cooperacién en los que
el acceso al agua potable y al saneamiento basico son considerados una prioridad
sectorial.

Figura 1.1 Nifios consumiendo agua sin tratamiento previo.
Fuente: Water Aid web y Agencia de Prensa Routers

Concretamente en Espafia, el Plan Director de la Cooperacion Espafiola 2005-2008
(Ministerio de Asuntos Exteriores y Cooperacion Espafiola, 2005), dedica un espacio
propio al tema del agua y saneamiento, proporcionandole un enfoque multisectorial.
Una de las lineas de actuacién que la Cooperaciéon Espafiola prioriza es la de reducir el
nimero de personas sin acceso al agua potable y al saneamiento bésico. Las
intervenciones en materia hidrica no sélo estdan basadas en la dotaciéon de
infraestructuras y equipos necesarios, sino en actuaciones que permitan un manejo
integral del agua y saneamiento en su vertiente ambiental, en la seguridad alimentaria,
nutriciéon y salud, garantizando asi el aumento de las capacidades individuales y
colectivas para la conservacién y gestion sostenible de los recursos.

En la Comunidad Valenciana, el Plan Director de la Cooperacién Valenciana 2004-2007
(Generalitat Valenciana, 2004), y mds concretamente en el Plan Anual de Cooperacion
al Desarrollo de la Generalitat Valenciana de 2007, establece como prioridad sectorial la
cobertura de las necesidades sociales basicas, resaltando especialmente el acceso al
agua potable, el control y tratamiento del agua y el saneamiento ambiental.

1.3 Técnicas de potabilizacién convencional

El agua destinada a la bebida y a la preparaciéon de alimentos debe estar exenta de
microorganismos capaces de provocar enfermedades, y de sustancias minerales y
orgdanicas que puedan ocasionar efectos fisiologicos perjudiciales. El agua denominada
“potable”, debe ser aceptable desde el punto de vista estético, es decir, debe estar
exenta de turbidez, color y sabor perceptibles, asi como de sabores desagradables y
debe tener una temperatura razonable.
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Asi pues, potabilizar el agua, consiste en aplicar una serie de tratamientos y
acondicionamientos que eliminen los sélidos, la turbidez y todos los agentes patégenos
presentes en ella capaces de producir enfermedades.

El tipo de tratamiento a aplicar depende, entre otros, de las caracteristicas y origen del
agua a tratar asi como de los medios y recursos disponibles.

Los tratamientos convencionales existentes vienen resumidos en la tabla 1.2.

Tabla 1.2. Tratamientos convencionales de potabilizacion
Fuente: Elaboracion propia

PROCESO | OBJETIVO
PRETRATAMIENTO
. Eliminacién de desechos grandes que pueden obstruir o dafiar los equipos
Cribado
de la planta
. . Eliminacién ocasional de algas y otros elementos acuaticos que causan
Pretratamiento quimico
sabor, olor y color
Presedimentacion Eliminacién de grava, arena, limo y otros materiales sedimentables
Aforo Medida del caudal de agua cruda a tratar
TRATAMIENTO PRINCIPAL
Aireacion Eliminacién de olores y gases disueltos, adicion de oxigeno para mejorar el
sabor
Coagulacién/Floculacion Conversién de sé6lidos no sedimentables en sélidos sedimentables
Sedimentacién Eliminacién de sé6lidos sedimentables
Ablandamiento Eliminacién de la dureza
. . Eliminacién de sélidos finos, floculos en suspensién y de la mayoria de los
Filtracién . .
microorganismos
Adsorciéon Eliminacién de sustancias organicas y color
Estabilizacién Prevencién de incrustaciones y corrosion
Fluoracién Prevencién de la caries dental
Desinfeccién Eliminacién de microorganismos patégenos

En la figura 1.2 se muestra las etapas del proceso de potabilizacién convencional.

CONSUMIDORES
Al (SO,);

pelielectrolito

filtracion

desarenador coagulacion Almacenamiento
floculacion C |2

desinfeccidn

Reja

AGUAS CRUDAS

Figura 1.2. Etapas del tratamiento convencional de potabilizacién de agua.
Fuente: Elaboracion propia

Sin embargo, en muchos paises en vias de desarrollo, la falta de sistemas de
tratamiento, de suministro y distribucién centralizados, los medios econémicos
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limitados y la escasez de agua, dificultan la aplicacion de una tecnologia convencional
especifica. En otros casos, la necesidad de productos quimicos y otros medios
materiales que no se pueden obtener con facilidad a nivel local a un coste razonable,
impiden su aplicacién. Esta circunstancia, obliga a las poblaciones a abastecerse
directamente de aguas superficiales procedentes de rios y vertientes, sin ningtn tipo de
tratamiento.

En los paises en vias de desarrollo, se emplean distintas tecnologias de tratamiento y
almacenamiento domiciliario de agua que son accesibles, simples y econdmicas. Dichas
técnicas se caracterizan por su bajo coste y su eficacia variable.

Entre los sistemas disponibles, los mas utilizados a pequefia escala, principalmente en
el &mbito doméstico son:

> Ebullicién: Es el método més antiguo y universal para la desinfeccion del agua a
escala domiciliaria, capaz de la eliminaciéon de los elementos patégenos que se
transmiten mediante el agua.

No obstante, hervir el agua requiere el uso de lefia u otros combustibles y que el
agua sea consumida inmediatamente después de ser hervida, ya que de lo contrario
es susceptible de una contaminacién posterior.

» Cloracién: Dentro de los métodos quimicos, es el mas usado. Es muy efectivo para
eliminar microorganismos patégenos y oxidar la materia organica presente en el
agua, y mantiene una concentracion residual de cloro en el agua que previene un
nuevo crecimiento microbiano y la contaminacién del agua con posterioridad a su
tratamiento.

Sin embargo, requiere de una dosificacion especifica, para lo cual no siempre se
cuenta con el técnico cualificado. De aplicarse una dosis excesiva, el sabor y olor del
agua se ven afectados y se introducen riesgos para la salud.

Ademas, su aplicacion sin un tratamiento previo de filtracion o sedimentacién,
puede interferir en el proceso de desinfeccion y provocar la aparicion de
trihalometanos, altamente perjudiciales para la salud humana.

> Filtracion del agua con medios porosos: se utiliza para eliminar la turbiedad, los
quistes y los protozoos, pero no es eficaz para suprimir las bacterias o los virus. Es
un método econémico que abarca un amplio espectro de opciones, desde los filtros
de materiales ceramicos porosos a los textiles, los de piedras o los de arena.

> Coagulantes naturales: la coagulacién-floculacién con productos naturales y
posterior sedimentacién es un tratamiento muy extendido en zonas en los que la
escasez de agua viene acompafada de falta de electricidad y de medios técnicos. La
técnica, consiste en el empleo de semillas de cultivos o plantas endémicas, para
purificar el agua empleando las propiedades coagulantes e incluso antibioticas de
algunas semillas. La principal ventaja del método es el ahorro de coagulante
quimico y el principal inconveniente es que el agua tratada con este método no
puede ser almacenada mdas de 24 horas, ya que se inicia un proceso de
descomposicion del agua como consecuencia de la adicion de sustancias orgénicas
a ésta.
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Otras técnicas més recientes que pueden ser empleadas dada su aceptable eficacia y
bajo coste son:

> Luz ultravioleta: es un método que no presenta riesgos de manipulacién, el agua
tratada no se altera en olor ni sabor y la desinfeccion es rapida, aunque requiere de
energia eléctrica para las lamparas. La radiacion ultravioleta es efectiva contra
ciertos microorganismos y no genera subproductos en su utilizacién, ni al agua ni
al medio, pero no es efectiva para la eliminacién de virus y no proporciona una
desinfeccion duradera.

> SODIS: es una tecnologia sencilla que utiliza la radiacién solar para inactivar y
destruir los microorganismos patégenos presentes en el agua. El tratamiento
consiste basicamente en llenar botellas de pléstico transparente (preferiblemente
PET) con agua y exponerlas al sol durante aproximadamente cinco horas. El
procedimiento, reduce el riesgo de recontaminacién puesto que el agua es tratada y
almacenada en el mismo recipiente cerrado hasta su uso (McGuigan et al., 1998).

Es una tecnologia de bajo coste, sostenible y que no requiere de la adicion de
sustancias quimicas. Sin embargo, no mejora la calidad quimica del agua, precisa el
uso de botellas plasticas adecuadas que no siempre estdn disponibles para la
poblacién, requiere de condiciones climéticas favorables, tales como irradiacién
solar y temperaturas preferiblemente no inferiores a 20° C, debe ser aplicado a agua
cruda de baja turbiedad (preferiblemente con menos de 30 UNT), ofrece una
capacidad limitada de produccién , y en consecuencia, es usada s6lo para agua de
consumo humano (entre 1 y 3 litros por persona por dia).

> RAOS (Remocion de Arsénico por Oxidacién Solar): Es un método simple que
utiliza la irradiaciéon del agua con luz solar en PET (u otro tipo de material
transparente a la radiacién ultravioleta) para reducir los niveles de arsénico en el
agua potable. El método RAOS se basa en la oxidacién fotoquimica del Arsénico
(IIT) en presencia de citrato (que se adiciona en forma de zumo de limén) seguida
por precipitacion o filtraciéon del Arsénico (V) adsorbida en 6xidos de hierro. Las
botellas plasticas son expuestas al sol por algunas horas y, al llegar la noche, se
colocan en posicion vertical, para que el agua purificada se decante de las
particulas de hidréxido de hierro precipitado. También es posible filtrar el agua a
través de pafos textiles. Este método, precisa la utilizacion de botellas de plastico,
no mejora la calidad microbiolégica del agua y solo es ttil si el agua a tratar posee
hierro.

> Tecnologia de membranas: Es una tecnologia muy eficaz para el tratamiento de
agua cruda que se caracteriza por su modularidad, sencillez, adaptabilidad al
contaminante y facilidad de manejo. Permite obtener agua de elevada calidad y se
orienta al suministro comunitario. Se caracteriza por realizar la separaciéon de las
especies presentes en el agua cruda mediante la aplicacién de un gradiente de
presiéon que permite el paso de la corriente de agua limpia a través de la
membrana, que posee un tamafo de poro determinado e impide el paso al
contaminante. Sus principales inconvenientes son que las membranas deben ser
repuestas cada 3 6 5 afios, precisa adiciéon de productos quimicos para la limpieza y
el mantenimiento del sistema y requiere capacitacién para su operacion.
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La tabla 1.3 muestra un resumen comparativo de algunas técnicas de potabilizaciéon y
la valoracion de su eficacia en la eliminacion de ciertos contaminantes:

Tabla 1.3. Resumen comparativo de diferentes técnicas de potabilizacién.
Fuente: Modificado de Hamann et al., 1990

Tratamiento de potabilizacién
Coagulacion, . ey el ..
Contaminante sedin%:ntacién, Ablandamiento O1 Ultrafiltracion Ox1dac.1 on qt}l/mlca,
. . con cal desinfeccion
filtracion
Coliformes B-E B-E E E E
totales
Giardia Lambia B B E E B
Virus B-E B-E E E E
Legionella B-E B-E E E E
Turbiedad E B E E M
Componentes
OTB oS M M-R R-B M M-B
voléatiles
(VOCs)
Componentes
organicos M-B M-R R-E M M-B
sintéticos
(SOCs)
Pesticidas M-B M-R R-E M M-B
THMs M M R-B M M
Precursores de
THM R-B R-B B-E M-R M
Color R-B R-B B-E R R-E
Hierro R-E E B-E B B-E
Manganeso R-E E B-E B R-E
Sabor y olor M-R M-R - o R-E
M = Bajo (0-20% rend);R= Regular (20-60% rend); B= Bueno (60-90% rend); E= Excelente (90-100% rend)
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2. ANTECEDENTES
2.1 Coagulantes naturales

El tratamiento de potabilizacion convencional, comprende basicamente la clarificaciéon
del agua tras la captacion mediante las etapas de coagulacion-floculacion,
sedimentacién, filtracién y desinfeccion. Sin embargo, en zonas de escasos recursos y
de tecnologia limitada, la utilizacién de tecnologias convencionales de potabilizaciéon
no es viable ni adecuada, debido entre otros motivos a su elevado coste de inversién y
gestion, y al mantenimiento que requieren. Este tipo de instalaciones se caracterizan
por un importante desarrollo de infraestructura, personal cualificado para su
explotaciéon y adiciéon de productos quimicos necesarios para su funcionamiento.
Precisamente esta tltima caracteristica representa un factor limitante en la aplicacion
de la tecnologia de potabilizacion convencional, ya que los reactivos quimicos pueden
alcanzar un valor econémico considerable si no son producidos a nivel local, ya que
deben ser importados y pagados en moneda extranjera, lo que incrementa
considerablemente su coste (Schultz et al., 1983).

Como alternativa, los paises en vias de desarrollo, han adaptado una serie de
tecnologias tradicionales para eliminar la turbidez del agua en el ambito doméstico. De
ellas la més estudiada es la utilizaciéon de extractos naturales de plantas para la
clarificacién del agua cruda (Jahn, 1979; Jahn, 1981; Dorea, 2006).

Los coagulantes naturales son sustancias solubles en agua, procedentes de materiales
de origen vegetal o animal (Kawuamura, 1991; Lee et al., 1995; Ganjidoust et al., 1997;
Broekaert et al., 1997), que acttan de modo similar a los coagulantes sintéticos,
aglomerando las particulas en suspension que contiene el agua cruda, facilitando su
sedimentacién y reduciendo la turbidez inicial de ésta. Algunos de estos coagulantes
poseen ademas propiedades antimicrobianas, por lo que reducen o eliminan el
contenido de microorganismos patégenos susceptibles de producir enfermedades.

Su origen natural, garantiza la inocuidad para el ser humano, y la biodegradabilidad
de los lodos producidos permite ademas su utilizacion en la agricultura. Su aplicacion,
no solo puede ir dirigida a paises en vias de desarrollo, sino también a potabilizacién
convencional y al tratamiento de aguas residuales. En la actualidad, el uso de
coagulantes de origen sintético para la potabilizacion, tales como el Sulfato de
Aluminio o el Cloruro Férrico (Van Benchosten et al., 1990, Boisvert et al., 1997; Najm
et al., 1998), también es cuestionada debido entre otros motivos a:

- los problemas medioambientales que conlleva (Christopher et al., 1995;
Kaggwa., 2001), fundamentalmente de generacién de lodos téxicos que
no pueden ser utilizados en la agricultura.

- larelacién con la enfermedad de Alzheimer (Crapper et al., 1973; Alfrey
et al.,, 1976; Schecher et al., 1988; Crapper et al., 1980; Davidson et al.,
1982; Gardner et al., 1991; Jekel, 1991)

- empeoramiento de enfermedades neurodegenerativas (Miller, 1984;
Martyn et al., 1989)

- relaciéon con el cancer (Dearfield et al. 1964, Mccollister et al., 1964;
Mallevialle et al., 1984).
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Recientes informes relacionan la presencia de aluminio residual en el agua potable con
diferentes enfermedades y existe un interés global por investigar coagulantes sustitutos
de los actuales, que sean mds seguros para el ser humano.

En 1988, Jahn publicé una lista de coagulantes naturales de origen vegetal que
tradicionalmente se habian utilizado en Africa subsahariana, la India y América del
Sur. Entre ellos, se encontraban las semillas de almendra, albaricoque, melocotén,
Cactus Opuntia, legumbres, guisantes, lentejas, nueces, habas, guar y Moringa Oleifera.
Algunos de ellos han sido estudiados con mayor profundidad, proporcionando
resultados positivos en relacién a su actividad coagulante. A continuacion, se muestran
las especies de coagulantes natrales mas estudiadas en la actualidad.

- Strychnos potatorum (Tripathi et al., 1976; Adinolfi, 1994; Chaudhuri,
2005)

- Moringa Oleifera (Folkard et al., 1986 ; Olsen, 1987; Sutherland et al.,
1994; Muyibi et al., 1995a; Muyibi et al., 1996, Ndabigengesere et al.,
1998; Okuda et al., 1999, Dorea, 2006)

- Okra (Al-Samawi et al., 1996)

- Mandioca (Leiva et al., 1997)

- Arroz (Leiva et al., 1998)

- Almidén (Hamidi et al., 1998; Hamidi et al., 2000)

- Cactus Latifaria y Prosopis juliflora (Diaz et al., 1999)

- Taninos de Valonia (Ozacar et al., 2000, 2002, 2003)

- Tamarindo (Mishra et al., 2006)

- Samanea saman (Gonzalez et al, 2006)

- Algas marinas ( Kawuamura, 1991)

- Alubia blanca (Liew et al., 2004)

- Cactus (Zhang et al., 2006)

- Tuna Opuntia Cochinellifera (Almendéarez de Quezada, 2004)

- Maiz dulce (Raghuwanshi et al., 2002)

Dentro de los coagulantes naturales de origen animal, el mas estudiado es el chitosan.
Este coagulante es un derivado del chitin que se encuentra en el caparazén de
moluscos, el exoesqueleto de artrépodos y la pared celular de hongos, setas y
levaduras. Es un buen coagulante capaz de eliminar hasta el 99 % de la turbidez del
agua cruda si se combina con filtracién en lecho de arena y reduce también el
contenido en metales pesados, fésforo y grasas del agua (Kawuamura, 1991).

De todos los coagulantes naturales, el coagulante primario de origen vegetal mas
conocido y estudiado en la actualidad es la semilla de Moringa Oleifera.

Moringa Oleifera (Figura 2.1) fue en su origen un arbol ornamental del Sudéan, plantado
durante la ocupacion britanica. Moringaceae es el nombre de la familia de plantas que
engloba a mas de 14 especies conocidas, endémicas de los paises africanos,
Madagascar, Arabia y la India. La mitad de ellas son relativamente comunes en la
actualidad y son esporddicamente cultivadas, aunque sélo la Moringa Oleifera, es
cultivada en toda el 4rea tropical.
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Figura 2.1. Izqda. Arbol Moringa Oleifera. Dcha. Semilla de Moringa Oleifera.
Fuente: Elaboracion propia

Esta especie posee un gran interés, debido a los multiples usos que posee: las vainas,
hojas y semillas son un alimento vegetal con un poder nutricional elevado, el aceite
extraido de las semillas, se emplea para cocinar, fabricar jabéon y cosméticos, como
combustible para calefaccién e iluminacién, la pulpa de la madera se emplea para
fabricacion de papel, la madera es ligera, asi que no puede utilizarse para construir
estructuras solidas, aunque si tiene uso como lefia para cocinar, las hojas son un buen
fertilizante y las semillas en polvo se emplean para curar o aliviar infecciones
bacterianas de la piel. La tabla 2.1 muestra los principales usos de la Moringa oleifera y

su procedencia.

Tabla 2.1. Usos de la Moringa oleifera
Fuente: Folkard et al., 1995

Usos Procedencia
LEGUMBRE Las vainas Ver.d.es, las hojas, flores y las semillas asadas son comestibles y
altamente nutritivas
Las semillas contienen un 40% de aceite muy rico en tocoferoles.
ACEITE Se usa para cocinar, para fabricar jabones, cosméticos y como combustible de
lamparas.
COAGULANTE PARA | Tradicionalmente usado para la clarificacién de agua cruda a nivel
EL TRATAMIENTO DE | doméstico en Sudan e Indonesia. Usado con éxito para depurar grandes
AGUA cantidades de agua en Malawi.
Todas las partes de la planta se usan en una gran variedad de medicinas
tradicionales, por sus propiedades antiinflamatorias, hepatoprotectoras,
antihipertensivas y antitumorales
La semilla molida se usa como ungiiento para tratar infecciones bacteriales
comunes de la piel.
Después de extraer el aceite las hojas y las semillas se pueden usar como
OTROS USOS forraje para ganado y fertilizante del suelo.

Se siembra para formar barreras vegetales y como rompevientos.

Como lefia después de haber podado el tallo principal para reforzar los
tallos laterales.

En agroforesteria: para intercalar con otros cultivos Como abono, al tratarse
de arboles leguminosos que afiaden nitrégeno al suelo.

La pulpa de la madera para fabricacién de papel.

Como arbol ornamental.
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El uso mas conocido de la semilla de Moringa Oleifera es el tratamiento del agua,
debido a sus propiedades coagulantes (Sutherland et al., 1989), antibiéticas (Eilert et al.,
1983; Olsen, 1987) y antiftiingicas (Chuang et al., 2007).

El método tradicional de clarificacién del agua cruda (Lund, 1980; Jahn, 1984) mediante
el uso de semillas de Moringa oleifera, consiste en afiadir a una vasija que contiene el
agua cruda a tratar, una bolsa de tela cerrada con las semillas finamente trituradas de
la planta. Tras unas horas, la materia en suspensién presente en el agua cruda
sedimenta y el sobrenadante clarificado se trasvasa a otra vasija para ser consumido
directamente (Figura 2.2).

= | i - ik TP
Figura 2.2. Comparacion entre muestras de agua cruda y tratada con Moringa Oleifera.
Fuente: http://www.le.ac.uk/engineering/staff/Sutherland/moringa/pictures/pilot/pilot.htm

Entre las principales ventajas que presenta el uso de esta semilla destacan su bajo coste,
la biodegradabilidad del lodo producido asi como la estabilidad del pH del agua
tratada con dicha sustancia. Por su parte, los extractos salinos y acuosos crudos de
Moringa han mostrado una gran eficacia como coagulante primario natural, alcanzando
una reduccion de la turbiedad elevada (entre 92-99 %), (Jahn, 1988; Muyibi et al.,
1995b) y una produccién de lodo residual menor que el producido por el sulfato de
aluminio (Ndabigengesere et al., 1996).

El principal inconveniente que presenta la Moringa oleifera y el resto de coagulantes
naturales, es que cuando se adicionan al agua en forma de semillas pulverizadas,
incrementan la carga organica de ésta de manera significativa afiadiendo hasta un 90%
de sustancias organicas que no actidan como agentes floculantes (Jahn, 1988;
Ndabigengesere et al., 1995; Okuda et al., 2001a). Este hecho, impide almacenar el agua
tratada por un tiempo superior a 24 horas (Jahn, 1988).

Las investigaciones entorno a la Moringa, se centran en la caracterizacion del
compuesto activo bien sea proteina (Gassenschmidt et al., 1995; Ndabigengesere et al.,
1995; Nkhata, 2001) o polielectrolito (Okuda et al., 2001b), en la purificacion del
compuesto activo por métodos sencillos (Ghebremichael et al., 2005) o en el estudio de
sistemas alternativos que permitan la utilizacién de los extractos coagulantes para la
clarificacién de agua, tales como su combinacién con filtraciéon en lecho de arena
(Lilliehook, 2005).

Asimismo, se estudia la efectividad de los coagulantes naturales en comparacién con el
sulfato de aluminio y su aplicacién a escala piloto en sistemas de coagulacién-
floculacién-filtracién (Raghuwanshi, 2002), en sistemas comunitarios de potabilizaciéon
en comunidades rurales (Jahn, 1986; Folkard et al., 1990) y en filtracién directa (Al-

Metodologia de extraccién in situ de coagulantes naturales para clarificacion de agua superficial 14



2. ANTECEDENTES

Khalili et al., 1997) con lechos filtrantes duales compuestos por Strychnos potatorum y
Moringa Oleifera (Pollard et al., 1995, Mandloi et al., 2004; Chaudhuri et al., 2005) o de
arroz (Barnes et al.,, 1983). También se ha estudiado la expresiéon de la proteina
coagulante recombinante de Moringa oleifera (Broin et al., 2002; Optima 2000, 2003 a,
2003b) a través de microorganismos, tales como la Escherichia coli, para su producciéon
en continuo.

Ademads de su aplicaciéon en clarificaciéon y potabilizacion de aguas crudas, se ha
estudiado la aplicacion de coagulantes naturales en el tratamiento de aguas residuales
procedentes de la industria textil (Vasudevan et al., 2002), de industrias de extraccion
de aceite de oliva (Meyssami et al., 2005), en aguas con elevado contenido de metales
pesados como el cadmio (Sharma et al., 2006) o en deshidratacién de lodos (Ozacar et
al., 2000) obteniéndose resultados alentadores.
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3. OBJETIVO Y JUSTIFICACION

3.1 Objetivo

El objetivo principal del presente trabajo de investigacion es estudiar la utilizacién de
coagulantes naturales extraidos de semillas autéctonas como un método de
potabilizacion de agua para paises en vias de desarrollo.

Para alcanzar el objetivo principal, la investigacion desarrollada contemplara los
siguientes objetivos especificos:

- seleccién de semillas capaces de reducir la turbidez de aguas crudas y
de eliminar o reducir el contenido de microorganismos patégenos
presentes en el agua.

- analisis mediante ensayo comparativo de la actividad coagulante
primaria de las semillas estudiadas.

- identificacién y caracterizacién del compuesto primario activo extraido
de las semillas, que posee capacidad coagulante.

- implementaciéon de la purificacion de la sustancia activa y
caracterizacion de sus propiedades antimicrobianas.

- aplicacién real de los coagulantes naturales con el fin de desarrollar un
protocolo de aplicacion sencillo y factible en un contexto con recursos
limitados.

3.2 Justificacion del trabajo

La falta de agua potable es un problema que en la actualidad afecta a mas de 1500
millones de personas en todo el mundo, principalmente a aquellas que viven en paises
en vias de desarrollo.

La soluciéon para mejorar la situacién sanitaria y condiciones de vida de la poblacién
afectada, pasa por orientar la investigacion presente y futura al desarrollo de técnicas
innovadoras, eficaces, sostenibles, econémicas, fiables y faciles de manejar, que sean
socialmente aceptadas por la comunidad, y que permitan dotar de agua de calidad a la
poblacién (Mintz et al., 2001).

El presente trabajo de investigacion propone la utilizaciéon de coagulantes naturales
extraidos de semillas como una alternativa orientada a mejorar de la calidad del agua
destinada a consumo humano en zonas de escasos recursos, con poblacién reducida y
dispersa, sin acceso a tecnologia ni a electricidad.

En los estudios cientificos, se nombran diversas especies de origen vegetal que pueden
ser aplicadas en la clarificaciéon del agua cruda, aunque la mas eficaz y estudiada es la
semilla Moringa oleifera.

El estudio de nuevas semillas que posean una actividad coagulante igual o superior a
la de la Moringa oleifera y que se cultiven en las zonas donde se pretenda aplicar este
método, resulta sin duda interesante para abrir nuevos campos en el estudio de la
potabilizacién para paises en vias de desarrollo, especialmente en zonas en las que
dicha especie tropical no se pueda obtener.
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El desarrollo de un protocolo sencillo de obtencién del principio activo, permitira a los
habitantes de las comunidades la produccién del mismo in situ y su aplicacion para la
obtencion de agua pura.

El estudio de diferentes técnicas de purificacién, permitira solucionar la problematica
asociada a la degradacion del agua tratada con coagulantes naturales, posibilitando el
almacenamiento del agua con el extracto purificado, por un tiempo superior a 24 horas.

Asimismo, la investigacién de las propiedades antimicrobianas del extracto purificado,
evaluara la posibilidad de utilizarlos como desinfectantes en el agua destinada a
consumo humano.

Finalmente, el presente trabajo abordara la aplicacién real de los extractos en aguas
superficiales naturales, permitiendo afrontar las dificultades de la aplicaciéon del
protocolo desarrollado fuera del ambito del laboratorio. Dicha experiencia piloto,
representa una novedad que ayudara a revisar y adaptar el protocolo de aplicacion del
coagulante para los estudios posteriores y el desarrollo de un prototipo para el
tratamiento en continuo.

El trabajo de investigacién desarrollado constituye una linea de accién complementaria
a los estudios realizados en el ambito del proyecto Internacional AQUAPOT. Dicho
proyecto desarrollado en los dltimos 10 afos en el instituto ISIRYM de la Universidad
Politécnica de Valencia, estudia tecnologias de potabilizacién sencillas, eficaces y de
bajo coste que puedan ser aplicadas en paises en vias de desarrollo. En los tltimos
afios, el proyecto ha centrado su actividad en el estudio de sistemas de potabilizacién
basados en la tecnologia de membranas que permiten dotar de agua potable a regiones
rurales de la sierra andina ecuatoriana.

Los principales resultados obtenidos en el presente trabajo de investigaciéon han sido
presentados para su participacién en el “I Congreso Internacional de Cooperacion al
Desarrollo: Cooperacién y grupos vulnerables” celebrado en Valencia (Espafia) en
Noviembre de 2005, en el IV Congreso “Universidad y Cooperacion al Desarrollo”
celebrado en Madrid (Espafa) en Abril de 2006, en el congreso “Euromembrane”
celebrado en Giardini-Naxos (Italia) en Septiembre de 2006 y en el “Internacional
Conference on Water Mangement and Technology Applications in Developing
Countries- Water Malaysia 2007” celebrado en Mayo de este afio en Kuala Lumpur
(Malaysia).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Fundamento de las técnicas utilizadas

Las técnicas utilizadas en el desarrollo experimental del presente trabajo de
investigacion son:

- Cromatografia de exclusion molecular o filtracién en gel

- Determinacion del contenido proteico por medida de la absorbancia.
- Meétodo Bradford

- Cromatografia de intercambio i6nico

- Electroforesis nativa y desnaturalizante

4.1.1 Cromatografia de exclusién molecular o de filtracion en gel

La cromatografia de exclusion molecular o filtracion en gel, es un tipo de cromatografia
solido-liquido que basa la separacién (fraccionamiento) de biomoléculas en las
diferencias de tamafio. En este tipo de cromatografia la fase estacionaria es un gel, que
se introduce en una columna como soporte cromatogréfico. El gel esta constituido por
particulas esféricas que tienen poros de un determinado tamano. Las moléculas de
pequefio tamarfio difunden a través de los poros de las particulas del gel y por ello son
retardadas en su paso por la columna. Las moléculas grandes no entran en los poros de
las particulas del gel y por ello eluyen rapidamente en lo que se denomina “volumen
vacio” de la columna, se dicen que son excluidos del gel. De esta forma, las moléculas
se separan en funcién de su tamafio, eluyendo en orden decreciente de peso molecular.

Las principales aplicaciones de esta técnica son la separacién de sustancias de distintos
pesos moleculares, la purificaciéon de proteinas, el desalado y la determinaciéon de
pesos moleculares de proteinas.

En el presente trabajo, se llevo a cabo la citada cromatografia con el fin de eliminar el
NaCl presente en la solucion salina del extracto crudo activo utilizaron columnas, se
conoce con el nombre de desalado. Esta aplicacion basa su separacion en el distinto
tamafio que poseen las biomoléculas y las particulas de cloruro sédico, de forma que
permiten la eliminacion de la sal y la recuperacion del extracto crudo.

Las columnas utilizadas a nivel experimental fueron columnas PD-10 (Amersham
Biosciences) compuestas por una matriz de Sephadex G-25, con un limite de deteccién
de moléculas con un peso molecular de 5000 Da.

4.1.2 Determinacion del contenido proteico por medida de la absorbancia

Esta técnica se basa en la capacidad de algunos grupos funcionales que componen las
cadenas aminopeptidicas de absorber la luz ultravioleta, permitiendo medir su
concentracion por espectrofotometria (Stoscheck, 1990).

La medida de la absorbancia a 280 nm (A2so) para una mezcla de proteinas, permite
obtener de forma aproximada su concentracién, sobre todo cuando se comparan
mezclas de composiciéon similar. Frecuentemente, se utiliza el valor de Azs para
expresar la concentraciéon de proteinas. De hecho, valores de la absorbancia del orden
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de entre 0.5y 2.0 a 280 nm, son habituales en soluciones de proteinas de concentraciéon
1 mg/mL.

Las principales ventajas de este método son la relativa sensibilidad (detecta entre 50-
100 pg de proteina), la simplicidad y la rapidez de ejecucién. Dado que la solucién de
proteinas no se somete a ninguna reaccién quimica durante el ensayo, ésta puede ser
recuperada si fuera necesario. La técnica es particularmente util para seguir la
concentracion de proteinas durante la elucién de una cromatografia.

4.1.3 Método Bradford

El método Bradford (Bradford, 1976) se emplea para determinar el contenido proteico
de una muestra. Es muy rdpido, ttil, precisa una pequefa cantidad de muestra y posee
una sensibilidad en el rango de 0.5-10 mg/L de proteina.

El ensayo se basa en el estudio de la absorbancia que posee una disolucién acida de
Azul de Coomassie R-250, a una longitud de onda de 595 nm, cuando se produce la
unién de este reactivo coloreado con los residuos aminoécidos basicos de la proteina.
Tanto las interacciones hidrofébicas como las idnicas estabilizan la forma aniénica de la
tintura provocando un cambio de color visible.

La determinaciéon del contenido proteico de una muestra desconocida requiere un
ensayo en el que se lleva a cabo la preparaciéon de muestras con cantidad conocida de
proteina (curva de calibrado con la proteina patrén) y se compara su absorbancia con la
de la muestra a determinar.

4.1.4 Cromatografia de intercambio iénico

La cromatografia de intercambio iénico es la técnica cromatogréfica mas utilizada en
purificaciéon de proteinas (Karlsson et al.,, 1989; Roe, 1989). Se caracteriza por su
facilidad de uso, amplia aplicacién, escalabilidad, elevado poder de resolucién, gran
capacidad y bajo coste.

La purificacion de proteinas mediante intercambio iénico basa su principio de
separacion en la carga eléctrica de la molécula objeto de estudio (Shpigun et al., 1988).
En el presente trabajo, la proteina coagulante es separada del resto de proteinas
basédndose en la diferencia de su carga. Durante la purificacién tiene lugar la adsorciéon
reversible de las proteinas a los grupos funcionales inmovilizados de la matriz. Las
interacciones entre la proteina y los grupos funcionales de la matriz dependen entre
otros factores de la distribucién de la carga en la superficie de la proteina, de la fuerza
i6nica y pH de la disolucién y de la presencia de otros aditivos como disolvente
Organicos.

La aplicaciéon de la técnica requiere 3 componentes: una columna con una matriz
inmovil o estacionaria, una solucién moévil compuesta por la mezcla de proteinas que
se desea separar y una solucién tampén que acttia como eluyente. La matriz posee
iones que intercambia con la fase mévil y que estan cargados positivamente (si se trata
de intercambiadores aniénicos) y negativamente (si se trata de intercambiadores
cationicos). Dado que la afinidad de la columna por las proteinas de la muestra no es la
misma, estas atraviesan la columna a diferentes velocidades.
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En cualquier caso, la separacion de la mezcla compleja de proteinas se produce ya sea
cambiando la concentracion de la solucién amortiguadora o cambiando el pH de la fase
movil (Voet et al., 1999).

En la figura 4.1 se muestra graficamente el mecanismo simplificado en que se basa la
cromatografia de intercambio iénico para el caso particular de la purificacion de
proteinas del extracto crudo.

Figura 4.1 Fundamento de la cromatografia de intercambio iénico.
Fuente: Elaboracion propia

Como se observa en la figura, la proteina cargada positivamente (verde) se une a la
fase inmévil o estacionaria cargada negativamente (amarillo), atraida por esta, cuando
la fase moévil posee una fuerza idnica baja. La aplicaciéon de un gradiente salino
(morado) en la columna, desplaza la proteina adsorbida a la fase estacionaria (verde),
debido a la competiciéon que se establece entre ambas por los centros activos de la
resina.

A nivel experimental, la purificacion de proteinas mediante cromatografia de
intercambio i6nico consta de 5 etapas:

- equilibrado de la columna de intercambio i6nico
- descarga de la muestra

- adsorcion

- elucién

- regeneracion

En primer lugar, la matriz de intercambio i6nico es equilibrada con la solucién
tamponada con el fin de lograr que tenga el pH y la carga i6nica necesaria para
permitir la unién del compuesto activo. A continuacién, la muestra es introducida en la
columna y las proteinas activas que contiene, empiezan a unirse a la matriz. Una vez
estan adsorbidas, la matriz es lavada con la disolucién tamponada de equilibrado, para
eliminar las proteinas que no han sido adsorbidas en la superficie de la matriz.
Finalmente, tiene lugar la elucién mediante gradiente salino, que libera las proteinas de
interés.
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La etapa final, es la regeneracion de la matriz de intercambio iénico con el fin de
eliminar las sustancias no eluidas en las condiciones experimentales anteriores, y
reequilibrar la matriz acondicionandola para una nueva purificacion.

4.1.5 Electroforesis nativa y desnaturalizante

La electroforesis de proteinas en geles con una matriz de poliacrilamida, denominada
comunmente electroforesis en poliacrilamida (PAGE, 'polyacrilamide gel
electrophoresis') es una de las técnicas mas ampliamente utilizadas para caracterizar
mezclas complejas de proteinas, al tratarse de un método rdpido que requiere
cantidades minimas de muestra (del orden de microgramos de proteina) para su
analisis.

Debido a que las proteinas poseen una carga eléctrica neta cuando se encuentran en un
medio con un pH diferente al de su punto isoeléctrico, la electroforesis basa su
fundamento en la movilidad de estas proteinas (debido a su diferente carga) cuando
son sometidas a un campo eléctrico. La velocidad de migraciéon en el gel, es
proporcional a la relaciéon entre las cargas de la proteina y su masa. Cuanto mayor
carga por unidad de masa posea la proteina, més rdpida serd la migracion.

Las electroforesis se clasifican en nativas o desnaturalizantes, en funcién del estado de
las proteinas de la muestra a lo largo del proceso electroforético.

En la electroforesis desnaturalizante (la mas comun), las proteinas se someten a
migracion tras ser desnaturalizadas (pérdida de la estructura tridimensional) por
adiciéon de agentes desnaturalizantes tales como el dodecilsulfato sédico (ver figura
4.2). En esta situacién, la migracion es proporcional a la carga y al tamafio de la
molécula pero no a su forma.

PREVIO ALA

ADICION DE DSS / Grupos R-cargados

Areas hidrofébicas

TRAS LA ADICION
DE DSS

Figura 4.2 Efecto desnaturalizante del DSS sobre la estructura de la proteina

Fuente: http://www.chemsoc.org/exemplarchem/entries/2001/caphane/proteins.html#denaturation

En la electroforesis nativa, las proteinas se someten a migracién sin desnaturalizacion.
En este caso, las proteinas migran en funcién de su carga, de su tamafio y de su forma.
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Ademads se mantienen en ciertos casos las interacciones entre subunidades y entre
proteinas, separandose sélo los complejos.

Las muestras sometidas a electroforesis en geles nativos, pueden actuar de dos formas
distintas:

- Si la proteina migra en el gel hacia el anodo, es porque posee una carga
negativa al pH al que se encuentra el gel/tampoén del sistema. Por esta
razon, el protocolo PAGE nativo se realiza normalmente a un pH basico
moderado, donde las proteinas con un pl (punto isoeléctrico) neutro o
acido tendrén la red negativamente cargada.

- Alternativamente, el proceso se puede realizar de forma inversa, lo que
significa usar un pH &cido para proporcionar una carga positiva a la
mayoria de las proteinas. Este método requiere invertir el anodo y el
catodo hasta que las proteinas cargadas positivamente migren hacia el
catodo.

4.2 Metodologia experimental

La metodologia seguida para la realizacion del estudio, se muestra de forma
esquematica en el diagrama de la figura 4.3.

Extraccién compuesto
activo de la semilla

Estudio de
caracteristicas y | EC
propiedades
extracto crudo

A 4

Test de actividad a
500 nm

EC

A 4

Purificacién
cromatografia IE

EP

A 4

Electroforesis nativa y
desnaturalizante

EP

A 4

Bioensayos: Inhibicién y
agrupamiento celular

Figura 4.3. Esquema de la metodologia de identificacién y purificacion del extracto crudo.

Fuente: Elaboracion propia
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4.2.1 Obtencion del coagulante crudo primario

En primer lugar, se describird el protocolo seguido para la extracciéon del compuesto
activo de la semilla, asi como los criterios utilizados para la selecciéon de las semillas
objeto de estudio, y la metodologia utilizada para la preparacion de la disolucién de
agua turbia sintética.

A) Seleccion de semillas

Las semillas utilizadas en el presente trabajo de investigacién fueron seleccionadas
teniendo en cuenta los siguientes aspectos:

- se han utilizado semillas que han sido estudiadas en ensayos previos y
que han demostrado su actividad coagulante. También se han
seleccionado semillas que podrian tener actividad coagulante por ser de
familias o géneros similares a las que han sido referenciadas en la
bibliografia.

- se han utilizado semillas comunes y de facil adquisicién, con especial
atencion a los cultivos més extendidos a nivel mundial, especialmente
en paises en vias de desarrollo

- se han seleccionado semillas teniendo en cuenta su composicion
nutritiva, principalmente aquellas que posean un elevado contenido en
proteinas y/o polisacaridos. Estudios previos sobre coagulantes
naturales indican que dichos compuestos estan relacionados con la
actividad coagulante de las semillas. Tal es el caso de la Moringa Oleifera
cuyo compuesto activo es una proteina (Ndabigengesere et a., 1995).

Finalmente, se seleccionaron 21 semillas diferentes procedentes de frutas, legumbres o
semillas oleaginosas, que se muestran en la tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Relacion de semillas seleccionadas

Fuente: Elaboracion propia

Semilla Nombre comtn Nombre botanico
A Alubia roja Phaseolus vulgaris
B Maiz dulce Zea mays
C Maiz rojo Zea mays
D Cacahuete Arachis hypogaea
E Semillas de girasol Helianthus annuus
F Maracuya Passiflora edulis
G Fruta de la pasién morada Passiflora edulis
H Nuez Junglans regia
I Avellana Corylus avellana
] Lichi Litchi chinensis
K Longan Dimocarpus longan
L Tamarindo Tamarindus indica
M Lino Linum usitatissium
N Duringa -

O Alubia blanca o chicaro salvaje Vigna unguiculata

p Habichuela Vicia faba

Q Lenteja negra Vigna mungo

R Garbanzo verde, frijol chino o judia Vigna radiata

Mung

S Garbanzo Cicer arietinum

T Judia de lima o judién Phaseolus vulgaris
Maiz indio Zea mays

B) Extraccién del componente activo

Las etapas principales que componen el proceso de extraccion del compuesto activo de
las semillas se muestran de forma resumida en la figura 4.4.

El proceso de extracciéon del compuesto activo, se inicia con la extracciéon de las
semillas, de las vainas o del interior de las frutas, manualmente o bien con la ayuda de
un cuchillo (segtn el caso) moliéndolas a continuacién con ayuda de un mortero. A
continuacién se procede a la extraccion del aceite de las semillas. Para ello, se preparan
suspensiones al 5 % (p/v) de semillas pulverizadas en etanol al 95 %. La fraccion de
sOlidos resultantes se deja secar a temperatura ambiente durante 24 horas.

Por ultimo, se procede a la extracciéon del componente activo de las semillas. Para la
extraccion, se preparan disoluciones al 5 % (p/v) compuestas por los sélidos secos y los
siguientes disolventes: agua destilada, una disolucién de NaCl 0,5 M o una disolucién
amortiguadora de Acetato de Amonio 10mM. Dichas disoluciones se agitan durante 1
hora y finalmente se filtran en un filtro de fibra de vidrio de 0,45 um (Millipore). El
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liquido filtrado, constituye el extracto crudo acuoso (ECA), extracto crudo salino (ECS),
o el extracto crudo en tampoén de Acetato de Amonio (ECT). El extracto del compuesto
activo obtenido se conserva refrigerado a 4° C o bien congelado a -20° C hasta su uso
posterior.

SEMILLAS

MO LIEMD &

DESLIPIDIFICACION

Fraccion liguida:
Aceite+etanal

MaCl 0.5 M

Fraccion =dlida: semillas molidas + 4 : -
dedipificadas : Agua destilada
Acetato de
amonio 10 mhd

DISOLUCIESN Fraccidn sdlida: se
deshecha

Fraocion liquida

Extracto crudo salino ECS ‘

ez
Exracto crudo acuoso ECA |

\‘ Extracto crudo en disolucidn tampon ECT ‘

Figura 4.4. Proceso de obtencion del extracto crudo
Fuente: Elaboracion propia

FILTRAZIOM 0,45 micras

4.2.2 Test de actividad coagulante primaria
A) Preparacion del agua turbia sintética

El protocolo de preparacién seguido es el siguiente:

Se prepara una disolucion de agua turbia sintética, disolviendo 10 gramos de arcilla
caolin (Merck KGaA, Alemania) en 1 L de agua de red. La disolucién resultante se
agita durante 30 minutos y se deja sedimentar durante 24 horas para permitir la
hidratacion completa de las particulas de arcilla. Para los ensayos, se preparan
disoluciones de distinta turbiedad a partir de dicha disolucion.
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La tabla 4.2 muestra las principales caracteristicas fisico-quimicas del agua de red.

Tabla 4.2 Analisis fisico-quimico del agua de red.
Fuente: Water quality declaration for 2003

Parametro Unidades Agua de red

Temperatura °C 7.1

pH unidades 8.6
Conductividad eléctrica pS/cm 262

Cl- mg/1 15

SO mg/L 44

Ca2+ mg/L 32

Na+* mg/L 12

Mg2+ mg/L 4.7

K+ mg/L 2.6
Coliformes totales a 35°C UFC/100 mL <0.1
Escherichia coli UFC/100 mL <0.1

B) Ensayo de actividad coagulante primaria

Convencionalmente la dosis 6ptima de coagulante se estima mediante la realizaciéon de
test de Jar, que utiliza un volumen de agua de entre 1 y 2 litros. Como consecuencia de
ello, estos ensayos precisan grandes cantidades de agua problema y de dosis de
coagulante, lo que no resulta operativo cuando se pretende estudiar y comparar un
elevado ntimero de muestras y de extractos crudos.

Con el fin de facilitar los estudios bioquimicos preliminares, se ha utilizado la
metodologia desarrollada por el Grupo de Microbiologia Aplicada al Medioambiente
del Departamento de Biotecnologia de la Universidad Hungliga Tekniska Hogskolan
de Estocolmo (Suecia) basada en una particularizacién a escala de laboratorio del
extendido test de Jar. Consiste en medir la densidad 6ptica a 500 nm (DOsgo) de una
suspension de agua turbia sintética a la que se le afiade un volumen variable del
extracto coagulante a estudiar en una cubeta de plastico (10x4x45 mm, Sarsted
Aktiengesellschaft & Co, Germany). De esta forma se reduce el volumen de agua turbia
sintética necesaria para la realizacion de los anélisis asi como la dosis de extracto crudo
requerida, permitiendo ademds la realizacion de varios ensayos simultaneamente
(Ghebremichael et al., 2005).

Para los ensayos se afiade una muestra de extracto crudo procedente de la semilla (10
pL) en una cubeta de plastico, aforando el volumen hasta 1 mL con la suspensién de
agua turbia sintética previamente preparada con una turbiedad entre 250 y 300 UNT,
homogeneizando la suspensiéon inmediatamente y midiendo la absorbancia inicial a
500 nm en un espectrofotémetro UV-Visible (Modelo Cary 50 Bio). La disolucién de la
cubeta se deja sedimentar durante 1 hora midiéndose de nuevo la absorbancia a 500
nm, una vez transcurrido ese tiempo. En todos los ensayos de actividad, se realiza la
medida de un blanco, compuesto por 10 pL agua ultrapura Mili-Q® y la disolucién de
agua turbia sintética (valores de absorbancia a 500 nm entorno a 0,1351).

La reduccién en el valor de la absorbancia respecto del inicial, define la actividad
coagulante primaria del extracto crudo, tal y como se observa en la ecuacion 4.1.
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((Absorbanciaat,) - (Absorbanciaa t,,))

Actividad Coagulante (%) = Absorbanciaa {
sorbanciaat,

-100 Ecuacién 4.1

4.2.3 Determinacion de los parametros de operacion de los extractos crudos
A) Diluciones e influencia del factor de dilucion

En los casos en que el test inicial de actividad coagulante no ha dado resultados
positivos, se preparan muestras diluidas 3, 9, 27 y 81 veces del extracto crudo y se
repiten los tests de actividad descritos anteriormente en el apartado 4.2.2.

B) Analisis de la resistencia térmica del compuesto activo

Las proteinas pueden desnaturalizarse durante su extraccion, purificacion o
almacenamiento. De hecho, la temperatura extrema es uno de los factores fisicos que
desnaturalizan a las proteinas.

Con el fin de estudiar la resistencia térmica de los compuestos coagulantes primarios,
se somete a incubacién a los extractos crudos de las semillas. Dicho ensayo consiste en
incubar los extractos crudos a las temperaturas de 85° C y 95° C durante 30 y 60
minutos. Al finalizar el ensayo, se realiza un test de actividad coagulante a 500 nm con
los extractos crudos incubados.

La resistencia térmica de los extractos crudos se determina por comparacién de los
resultados del test de actividad con los obtenidos para el extracto crudo no sometido a
incubacion. Una mayor resistencia térmica, permite una mayor facilidad de manejo del
extracto durante los ensayos a nivel de laboratorio y en la aplicacién real.

4.2.4 Protocolo de purificacion del compuesto activo

El protocolo de purificaciéon del compuesto activo, consta de diferentes operaciones
que tienen como fin el acondicionamiento del extracto crudo para la aplicacién de la
purificacién mediante cromatografia de intercambio i6nico. La metodologia seguida en
las etapas de acondicionamiento y de intercambio i6nico se detalla a continuacién.

4.2.4.1 Cromatografia de exclusion molecular o filtracion en gel

Previo a la purificacién y caracterizaciéon de la proteina, es necesario realizar una
desalacion de los extractos crudos salinos (ECS), para evitar que la presencia del NaCl
interfiera en las etapas posteriores.

Para la eliminacion de sal e impurezas se utiliza la cromatografia de exclusiéon
molecular o filtraciéon en gel, en columnas PD-10 (Amersham Biosciences). Tras
equilibrar la columna con agua milli-Q®, se pasa 1 mL de ECS, a través de la columna,
recogiendo el eluyente de salida en fracciones de 1 mL de volumen, hasta un minimo
de 20 fracciones.

La tabla 4.3 muestra las caracteristicas de las columnas utilizadas.
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Tabla 4.3 Caracteristicas columna PD-10 Desalting
Fuente: Amersham Biosciences

Matriz Sephadex G-25 Medium
Rango tamario particulas 85-260 pm
Volumen lecho 8.3 ml
Altura lecho 5cm
Limite de exclusién molecular 5000
Estabilidad quimica A todas las disoluciones tampén usadas
comuinmente
Rango pH trabajo 2-13
Temperatura almacenamiento +4 a +30°C

A continuacién, se mide la absorbancia de las fracciones eluidas en espectrofotémetro
UV-visible (Cary Bio 50) a 280 nm, que permite obtener una medida aproximada del
contenido proteico de cada fracciéon. Las fracciones con absorbancia inferior a 0.1
unidades a 280 nm fueron desechadas.

4.2.4.2 Determinacién del contenido proteico del extracto crudo (Método Bradfod)

El calculo del contenido proteico del extracto crudo, es fundamental como paso previo
a la purificaciéon de la proteina por cromatografia de intercambio i6nico, ya que si el
contenido del extracto es inferior a 1.5 ng/mL serd necesario proceder a una etapa de
concentracion previa a la cromatografia. Uno de los principales motivos para proceder
a la concentracion es que durante la cromatografia de intercambio i6nico el contenido
en proteina del extracto crudo se diluye al separarlo en fracciones, e impide que el
extracto muestre su eficacia en el test de actividad posterior.

El método Bradford consiste en elaborar un curva patrén de calibrado de una proteina
comercial conocida, que relacione la absorbancia a 595 nm con la concentracién de
proteina y extrapolar a continuaciéon los resultados para calcular el contenido en
proteina de la muestra problema.

Para preparar la curva de calibrado, se emple6 una proteina patrén comercial
(Seroalbimina bovina (BSA) en disoluciéon de 1 mg/mL) en un rango de 2 a 10
microgramos, adicionando 200 pL de reactivo coloreado (disolucién acida de Azul de
Coomassie R-250) y midiendo, transcurridos 3 minutos, la absorbancia de las muestras
en el espectrofotéometro UV-visible (Cary Bio 50) a 595 nm.

A continuacién, se determiné la concentracién de proteina existente en un volumen de
2 0 5 pL de extracto crudo ECA, ECS y ECT, seleccionando sélo aquellos extractos

cuya absorbancia a 595 nm fue superior 0.1 unidades.

4.2.4.3 Concentracion

En los casos en los que el contenido proteico del extracto crudo es inferior a 1.5 pg, se
procede a la concentracion de la muestra.
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Dado que se trabaja con extractos crudos que contienen proteinas, estas pueden
desnaturalizarse a elevadas temperaturas y perder su capacidad coagulante, por lo que
su concentraciéon debe realizarse a bajas temperaturas, mediante la evaporacion a
vacio.

El equipo utilizado para la concentracién de la proteina fue un Concentrador (Speed
Vac Plus Sc 110 A. Savant), en los que se introdujo el extracto con capacidad coagulante
durante 10 minutos.

4.2.4.4 Purificacion por cromatografia de intercambio iénico (CIE)

La purificacién del compuesto activo (Ghebremichael et al., 2006) se llevé a cabo
mediante cromatografia de intercambio iénico. La aplicacién de dicha técnica tuvo
lugar en un equipo de intercambio i6nico Akta Hi-Pressure explorer (Pharmacia
Biotech) con columna intercambiadora catiénica CM Sepharose™ de flujo rapido
(Amersham Biosciences) de 1 mL.

= b ) i =
S \ =
—

—~ - — s il — o
Figura 4.5 Equipo Akti de purificacién. Detalle de la columna CM Sepharose™

Fuente: Elaboracion propia

La purificacion del extracto crudo consta de las siguientes etapas:
1. Equilibrado

En primer lugar, la columna es equilibrada con una disolucion tampoén de Acetato de
Amonio 10 mM (pH 6,7).

A continuacion, se establece el flujo de paso a través de la columna (concretamente 2
mL/min) y se programa el colector automatico de fracciones, para que realice la
recogida de las muestras cada 5 mL inicialmente .
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2. Inyeccion de la muestra y adsorcion

La muestra a purificar se prepara diluyendo el extracto crudo (previamente
concentrado y centrifugado) al 10 % en una disolucion de tampén de Acetato de
Amonio 10 mM (pH 6,7). Una vez preparada, se hace pasar a través de la columna,
incluyendo ademds un volumen adicional 2 a 5 mL de tampoén. Cuando el grafico de
medidas de absorbancia a 280 nm refleja la inyeccién de la muestra, se procede a la
recogida de las fracciones liquidas a la salida de la columna de intercambio iénico cada
5 mL. Las fracciones asi obtenidas constituyen la fraccion libre o “unbound”.

3. Elucién de las proteinas adsorbidas con un gradiente de NaCl 1M

Posteriormente, se procede a la elucién de las proteinas unidas a la resina de
intercambio i6nico mediante la inyeccién de una solucién de NaCl 1M. Se programa el
colector de fracciones para proceder a la recogida de las fracciones liquidas cada 1 mL
(constituyen la fraccion unida o “bound”).

Durante la purificacion, el contenido en proteina de las muestras eluidas se determina
automaticamente en continuo por medida de la absorbancia a 280 nm.

Las fracciones asi obtenidas se someten al test de actividad seleccionando las muestras
que presentaron actividad coagulante para su utilizacién en ensayos posteriores.

4. Limpieza (regeneracién) de la columna

La dltima etapa de la purificacién es la limpieza de la columna. En ella se eliminan las
sustancias adsorbidas sobre los centros activos de la resina, que no fueron desorbidas
tras la aplicacion del gradiente salino.

La regeneracion que se realiza a continuacién, consiste en hacer circular a través de la
columna de intercambio i6nico 40 mL de una disolucién de NaOH 1M. Si la columna

va a ser utilizada en el futuro, esta se debe conservar en una disoluciéon de etanol al
20%.

4.2.5 Identificacién y caracterizacién de la proteina activa

Con la finalidad de evaluar la pureza y el peso molecular de las fracciones purificadas
activas, se emplea la técnica de la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) y electroforesis en gel nativo.

4.2.5.1 Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE

El protocolo seguido fue llevado a cabo teniendo en cuenta las indicaciones de
Hultmark (Hultmark et al, 1983).

La electroforesis se llevo a cabo en un set de Mini-Protean III (Bio-Rad Laboratories,
Watford, UK).
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A) Preparacion y composicion de los geles

Las disoluciones necesarias para preparar los geles se realizan siguiendo el protocolo
desarrollado por Laemmli (Laemmli, 1970). La composicién de las disoluciones tampén
se muestra en la tabla 4.4.

Tabla 4.4. Composicion de las disoluciones amortiguadoras para SDS-PAGE.
Fuente: Fling y Gregerson, 1986

Tamp6n para Gel Resolutivo Concentracién Concentracién final Para 100 mL
apH 8.85
Tris(hidroxim(iiiils))aminometano M 075 M 36.33 gramos
Dodecil Sulfato Sédico (DSS) 04 % 0.1 % 0.40 gramos
Tampon paraaCI;)cla_i g;Apilamiento Concentracion Concentracién final Para 100 mL
Tris(hidroxintiiils))aminometano 0.5M 0125 M 6.06 gramos
Dodecil Sulfato Sédico (DSS) 0.4 % 0.1 % 0.40 gramos

La composicion de los geles se muestra en la tabla 4.5.

Tabla 4.5. Composicién de los geles para SDS-PAGE.
Fuente: Fling y Gregerson, 1986

Gel Resolutivo al 10 % Gel de apilamiento al

(14 -200 KDa) 3.5 %
Acrilamida/Bisacrilamida 2.5mL 0.5 mL
Tampoén (4*Resolutivo) 2mL -
Tampoén (4*Apilamiento) - 1mL
Agua 3.5mL 2.5 mL
Persulfato aménico (APS) al 10% 40 uL 40 uL
N, N,N,N’-tetrametilendiamina (TEMED) 4 ulL 4 ulL

Una vez preparadas las mezclas de ambos geles, se transfiere en primer lugar el gel
separador al soporte de vidrio hasta llenar aproximadamente las % partes del mismo.
A continuacién, se cubre la superficie superior con n-butanol y se deja polimerizar
durante 30 minutos. Tras la polimerizacién del gel separador, se procede a transferir la
mezcla del gel de apilamiento al soporte anterior, situando el peine que formara las
celdas o pocillos en la parte superior y dejandolo polimerizar a continuacién durante
30 minutos mas.

Cuando ambos geles estan polimerizados, se retira el peine y se procede a la descarga
de la muestras. Finalmente se introduce el soporte con el gel en la cubeta de
electroforesis que contiene el tampén de migracion o transportador y se inicia la
electroforesis.

En la figura 4.6 se observa el instante de la polimerizacion del gel de apilamiento en el
set de electroforesis y el aspecto del gel tras retirar el peine separador.
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Figura 4.6 Equipo de electroforesis y polimerizacion de los geles de apilamiento y resolutivo
Fuente: Elaboracion propia

B) Preparacion de la muestra

Previamente a la preparaciéon de la muestra es necesario estimar el contenido de
proteina del extracto crudo a purificar por el método Bradford, con el fin de decidir el
método de revelado que se elegird para el gel y de no exceder el volumen de carga de
cada celda.

La muestra a cargar se prepara diluyendo en primer lugar el extracto purificado en un
volumen calculado del tampén 4x Fling & Gregerson (55 mM tris-HCI pH 6.8,
disolucion al 2 % de Dodecil Sulfato Sédico, disoluciéon al 4 % de 2-mercaptoetanol,
disolucién al 0,6 % de azul de bromofenol y disolucién al 7 % de glicerol) y calentando
la disolucién a 95° C durante 5 minutos, con el fin de desnaturalizarla. Finalmente, se
centrifuga y se descarga en el gel.

Adicionalmente, se prepara también una muestra patrén con una proteina conocida
(LMW Calibration Kit for SDS 14000-97000 Electrophoresis Protein Mixture,
Amersham Biosciences) que actua como marcador.

El marcador LMW muestra las bandas que se indican en la tabla 4.6.

Tabla 4.6 Composicion del marcador LMW para electroforesis
Fuente: Amersham Biosciences

Proteinas Peso molecular (Da) Procedencia Cantidad (ug)
Fosforilasa 97000 Tejido muscular conejo 67
Albtimina de suero 66000 Suero bovino 83
Ovoalbtimina 45000 Clara de huevo de 147

gallina

Anhidrasa carbonica 30000 Eritrocito bovino 83
Inhibidor de tripsina 20100 Soja 80
[1-Lactoalbumina 14400 Leche bovina 116

C) Condiciones de electroforesis

Antes de introducir las muestras en los geles, se rellena la cubeta con el tampoén
transportador (también conocido como “Running”), cuya composiciéon se muestra en la
tabla 4.7.
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Tabla 4.7. Composicién del tampén transportador para SDS-PAGE
Fuente: Fling y Gregerson, 1986

Tampoén transportador Concentraciéon Concentracién final Para 100 mL
Tris(hidroximetil)aminometano 0.06 M 0.05 M 6.06 gramos
Glicina 1.92M 0.19M 14.41gramos

Dodecil Sulfato Sédico (DSS) 1% 0.1 % 1 gramo

La electroforesis se realiza a temperatura ambiente, siguiendo la siguiente secuencia de
voltaje: primero un voltaje constante de 90 V hasta que las muestras abandonan el gel
de apilamiento y luego un voltaje de 100-110 V hasta que la banda tefiida alcanza la
parte inferior del gel.

D) Fijaciéon y revelado

Una vez finalizada la electroforesis, los geles se retiran de las laminas de cristal y se
introducen en una bandeja de plastico que contiene la disolucién fijadora. Los métodos
de revelado utilizados son: el revelado con Azul Brillante de Coomasie R-250 y la
tincion en plata. La principal ventaja del método de revelado con tinciéon en plata es
que es 10 veces mas sensible que el método Azul Brillante de Coomasie R-250.

-Revelado con azul brillante de Coomasie R-250

La solucién de tincién (solucién “staining” en ingles) estd compuesta por 10 % de acido
acético, 40 % de metanol y 0,1 % de Azul Brillante de Coomasie R-250. Se afiaden 100
mL de dicha solucién en la bandeja que contiene los geles y se deja con una leve
agitacion durante 60 minutos a temperatura ambiente.

A continuacién, se retira la solucion de tincién y se guarda para su reutilizacion
posterior. Por dltimo, se cubre el gel con la soluciéon de revelado (“distaining” en) y se
deja en agitaciéon durante 1-2 horas. Finalmente, los geles revelados se conservan en
una solucién de acido acético al 7 %.

-Revelado con tincién de plata

Para llevar a cabo este método de revelado, el gel se introduce en un recipiente de
plastico que contiene la solucion fijadora compuesta por 50 % de metanol, 12 % de
acido acético y 0,1 % de formaldehido durante 2 horas.

Seguidamente, se enjuaga el gel con una solucién de metanol al 50 %, remplazando la
solucidén 3 veces, una cada 20 minutos.

El siguiente paso consiste en sensibilizar el gel mediante una disolucién de tiosulfato
soédico (0,4 gramos para 200 mL) durante 1 minuto, lavar con agua destilada el gel y
sumergirlo durante 15 minutos en 200 mL de una disolucién que contiene nitrato de
plata (0,4 gramos) y formaldehido (160 pL).

Finalmente, se revela el gel con una solucién de carbonato sédico (12 gramos en 200
mL), 100uL de formaldehido y 2 gotas de la solucién de tiosulfato s6dico empleada en
la etapa anterior. El gel revelado se enjuaga con agua destilada y se almacena en una
disolucién de acido acético al 7 %.
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4.2.5.2 Protocolo de gel nativo

Para la aplicacién de la electroforesis en gel nativo, se parte de la hipotesis que el
compuesto responsable de la actividad coagulante observada en el extracto de las
semillas es una proteina basica con carga positiva. Dicha hipétesis se basa en los
estudios previamente realizados por otros autores para la Moringa oleifera en los que se
demostré que la actividad coagulante se debe a una proteina de dichas caracteristicas
(Gassenschmidst et al., 1995; Ndabigengesere et al., 1995).

Por ello, en los ensayos realizados para geles nativos se utilizé el protocolo nativo
acido, recomendado para proteinas con punto isoeléctrico superior a 7 unidades.

En la electroforesis nativa de proteinas basicas se usan generalmente geles acidos o de
urea. Sin embargo, algunas proteinas se desnaturalizan al ser sometidas a pH muy
bajos o debido a la presencia de urea, por lo que la movilidad de las proteinas bajo
estas condiciones puede no estar en consonancia con su conformacién y las
interacciones proteina-proteina que tienen lugar de forma habitual a pH neutro se
pueden ver alteradas.

Por esta razon, se eligio realizar la electroforesis del gel en condiciones nativas, a pH
6,1 y en ausencia de urea.

A) Protocolo Nativo Acido
-Preparacion de las disoluciones

Las disoluciones necesarias para preparar los geles se realizaron teniendo en cuenta las
instrucciones de la tabla 4.8.

Tabla 4.8. Composicién de las disoluciones para Protocolo Nativo Acido.
Fuente: http://wolfson.huji.ac.il/purification/index.html

Nombre Volumen (mL) KOH 1M (mL) AcH (mL)

Solucién Almacén o “Stock” n°1

1.5 M Acetato-KOH pH 4.3 200 48 17.2

Solucién Almacén o “Stock” n° 2

0.25 M Acetato-KOH pH 6.8 200 48 2.9

También se preparé la Solucion Almacén n°® 3 compuesta por 30 % de acrilamida y 0,8
% de metilen-bis-acrilamida y la Solucién Almacén n°® 4 compuesta por 10 % de
persulfato amonico. Ambas, se conservaron refrigeradas a 4° C.

Asimismo se prepararon otras disoluciones, que se utilizan para el acondicionamiento
de la muestra y como medio para realizar la electroforesis:

- El tampén de migracion o transportador (Running) 1x se prepara diluyendo 18.7
gramos de [ — Alanina en 4.8 mL de Acido acético y aforando con agua destilada hasta

600 mL, previo equilibrado del pH a 4.3 ) conservdndolo a temperatura ambiente.
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- Disolucién tampoén nativo 5x compuesto por 1.45 mL de Glicerol al 50 %, 0.5 mL de
Solucion de Stock n° 2 y trazas de Verde de Metilo.

-Preparacion de los geles
La composicion de los geles se muestra en la tabla 4.9.

Tabla 4.9 Composicion de los geles para Protocolo Nativo Acido.
Fuente: http://wolfson.huji.ac.il/purification/index.html

Composicién del gel de separacién o “Separating”

Solucién Stock n° 1 1.5mL
Solucién Stock n° 3 3.75 mL
Agua 4.55 mL
10 % APS 140 uL
TEMED 50 uL
Composicién del gel de apilamiento o “Stacking”
Solucién de Stock n° 2 1mL
Solucién de Stock n°3 375 pL
Agua 24 mL
10 % APS 37.5uL
TEMED 3.75 uL

En primer lugar, se prepara la disolucion del gel de separacion. Una vez preparada, se
introduce en el casete de electroforesis hasta cubrir tres cuartos de la altura total del
cristal y se sella con n-butanol como en el caso anterior. Después de 30 minutos, se
enjuaga el gel polimerizado para eliminar el n-butanol.

A continuacién, se prepara el gel de apilamiento transfiriendo la mezcla
correspondiente al soporte de vidrio, e insertando el peine hasta que el gel polimerice.
Una vez polimerizado, se extrae el peine y se procede a descargar las muestras
previamente preparadas.

-Preparacién de las muestras

La preparacion de las muestras en este caso, consiste en afiadir al menos 10-20 pg de
proteina, y disolverla en tampoén nativo 5x sin calentarla en presencia de DSS antes de
introducirla en el gel.

-Condiciones de electroforesis

En este método, es necesario invertir la polaridad de los electrodos para evitar la
pérdida de la muestra, por tanto el electrodo negativo esta en el fondo de la cubeta y el
positivo en la parte superior de la misma. Se lleva a cabo durante 3 horas a 30
mA/250V.

Una vez finalizada la electroforesis, no se realiza fijacién ni revelado. Se sitta el gel
sobre una hoja de pléstico milimetrada, se corta en laminas que se corresponden con
cada celda del gel polimerizado y a continuacion se corta horizontalmente en trozos de
0.5 cm que se conserva con 500 pL de agua destilada milli-Q. Finalmente, se realiza un
test de actividad a 500 nm, tomando 50 uLL de muestra en este caso.
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B) SDS-PAGE no desnaturalizante

Se sigue la misma metodologia que para el caso del SDS-PAGE (ver apartado 4.2.5.1)
con la tnica diferencia de que no se emplea DSS y cada muestra a introducir en el gel
debe contener al menos 10 microgramos de proteina.

Una vez finalizada la electroforesis, se siguen el mismo procedimiento indicado para el
protocolo nativo acido.

4.2.6 Evaluacion de las propiedades antimicrobianas del extracto

A continuaciéon se describen los bioensayos realizados con el fin de estudiar la
actividad bactericida de los coagulantes procedentes de las semillas seleccionadas para
el estudio.

Antes de describir las metodologias de cada ensayo, se tendrdn en cuenta
consideraciones generales acerca de la técnica utilizada para la preparaciéon de medios
de cultivo y la siembra de los microorganismos.

A) Preparacion de los cultivos

-Medio liquido de cultivo

La composiciéon del medio liquido de cultivo se indica en la tabla 4.10.

Tabla 4.10 Composicion del medio liquido de cultivo
Fuente: Bertani, 1951; Luria et al., 1960

Disolucién Composicién
Tryptona 10 gramos
Extracto de levadura 5 gramos
NaCl 10 gramos
200 mL de agua destilada.
28 mL de NaHPO41 M
72 mL de Na,HPO41 M.

AguamiliQ | e

Medio de cultivo Luria Bertani LB 5x

Solucién tampén fosfato 5x (pH 7.2)

Para su preparacion, se procede como se indica a continuacién. En primer lugar se
prepara el medio de cultivo LB 5 x, disolviendo en un matraz 10 gramos de triptona, 5
gramos de extracto de levadura y 10 gramos de NaCl en 200 mL de agua destilada y
agitando hasta conseguir una disolucién homogénea. A continuacion se esteriliza en el
autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Seguidamente, se prepara la soluciéon tamponada de fosfato y se esteriliza mediante
autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Finalmente se prepara el medio liquido de cultivo compuesto por 60 mL de agua milli-
Q esterilizada, 20 mL de disolucién de tampoén fosfato y 20 mL de medio de cultivo LB
5x.
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-Medio sélido de cultivo

La composiciéon del medio sélido de cultivo se indica en la tabla 4.11.

Tabla 4.11 Composicion del medio sélido de cultivo
Fuente: Bertani, 1951; Luria et al., 1960

Disolucién Composicién
Medio de cultivo Luria Bertani LB 5x (Bertani, 1951; Tryptona 10 gramos
Luria et al., 1960) Extracto de levadura 5 gramos
NaCl 10 gramos
200 mL de agua destilada.
Nutriente 4 gramos/ 500 mL
Agar 7,5 gramos/ 500 mL

Para su preparacion, se disuelven en el medio LB 5 x, el agar y el nutriente y se somete
a autoclave durante 15 minutos a 121 °C.

B) Siembra e incubacion

La siembra de las bacterias en medio sélido se realiz6 en placas Petri. El medio de
cultivo sélido (compuesto por medio LB y agar nutriente) es esterilizado en autoclave
y una vez enfriado hasta 50-60 °C, se vierte en placas Petri de plastico esterilizadas y se
deja solidificar. Finalmente, se realiza la siembra con cepas previamente cultivadas y la
incubacién en una estufa a 37° C durante 24 horas.

La siembra en medio liquido se lleva a cabo a partir de las cepas cultivadas en medio
solido, sometiéndose como en el caso anterior a incubacion a 37° C durante 24 horas.

4.2.6.1 Test de crecimiento

El test de crecimiento tiene como fin observar la evoluciéon del crecimiento del cultivo,
de una determinada cepa, previamente tratada con extracto coagulante, a través de la
densidad 6ptica a 620 nm. Dicho ensayo permite asimismo verificar la inhibicién o
ralentizacion del crecimiento celular, como consecuencia de la adicién del extracto
coagulante.

A) Materiales y equipos utilizados

Para llevar a cabo las medidas de densidad 6ptica se utilizé un espectrofotémetro de
multiple detecciéon (modelo FLUOstar OPTIMA de BMG Labtechnologies) que realiza
cada 400 segundos medidas de temperatura, tiempo y absorbancia para cada celda de
la placa ELISA.

Las cepas de microorganismos utilizadas son: Escherichia coli cepas D-31 y D-21,
Escherichia coli cepa K-12, Pseudomonas aureginosa y Staphylococcus y Bacillus thurigensis
Bt5, Bt 7y Bt 75.

El rango de concentraciones de los extractos purificados estudiadas son de 0.1-10
pg/mL para el ensayo A y 0.2-0.6 mg/mL para el ensayo B.
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B) Preparacion del cultivo liquido

La realizaciéon de un test de crecimiento, precisa un medio liquido inoculado. El
procedimiento seguido para la inoculacién se muestra en la figura 4.7. En primer lugar,
se toma una pequena cantidad de inoculo de bacterias de la placa Petri cultivada y se
introduce en un tubo de ensayo, que contiene el medio liquido de cultivo.

inoculacion

incubacion

medio
liquido

colonias

Figura 4.7. Inoculacién en placas Petri y preparacién de cultivos liquidos

Fuente: www.wordig.com/definition/Agar_plate

Los tubos de ensayo se someten a incubacion en un incubador agitado a 37°C durante
toda la noche (12 horas). Transcurrido ese tiempo, se mide la densidad 6ptica de 1 mL
de cultivo liquido a 620 nm.

C) Diluciones

Para medir la evolucién del crecimiento del cultivo, se precisa partir de valores de
densidad 6ptica a 620 nm que estén en el rango de 0,09-1 unidades de absorbancia ya
que, de lo contrario, al cabo de 18 horas de test, los valores estdn por encima del limite
de deteccion del instrumento.

Con el fin de disponer del rango de concentracion adecuado al limite de deteccién del
incubador, se realizan las diluciones necesarias del cultivo con agua destilada y se
mide la densidad 6ptica de la muestra diluida.

D) Inoculacion en placa ELISA

Previo a la inoculacién de las muestras en la placa ELISA (Greiner bio-one), se realiza
una planificaciéon de la distribucién de las mismas en la placa, teniendo en cuenta las
siguientes premisas:

- Cada cultivo se situard en una columna diferente, y las 2 primeras filas serdn
ocupadas siempre por la muestra blanco o control (medio + cultivo).

- Cada celda se rellena con 150 pL como méximo para evitar la contaminacion entre
celdas.

- Las celdas de los extremos diagonales se dejan libres.
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- Las columnas 1y 12 y la fila 8, se rellenan con 150 pL del medio de cultivo diluido
10 veces. De esta forma, se verifica que no hay contaminacién microbiolégica
exterior de la placa inoculada.

- El llenado de las celdas se realiza siguiendo el siguiente orden: agua destilada,
muestra de extracto purificado y finalmente el medio liquido inoculado.

Binca | Bince | Blnce | Bince | Bince | Blnce | Blnce | Bince | Bince | Blnce

Medio | Blnce | Blnce | Blnce | Bince | Bince | Blnce | Bince | Bince | Blnco | Blnco | Medio

Medio [ K-12 | A A A A A A A A D-21 | Medio
4 : : : : : : : :

Medio | K-12 D-21 | Medio
5 : : : : : : : :

Medio | K-12 : : D-21 | Medio
6 i i i i i : i i

Medio | K-12 [ : : : : : : : D21 | Medio

Medic | K-12 [ D-21 | D-31 | Psed | Stapn | Bt-5 | Bt-7 | Bt-75 | K-12 | D-21 | Medio

Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio

Figura 4.8. Placa ELISA inoculada de 96 celdas

Fuente: Elaboracion propia

Una vez inoculada, la placa se incuba durante 18 horas a una temperatura de 37° C
midiendo, cada 400 segundos, la absorbancia a 620 nm. Previamente a cada medida, el
incubador agita los cultivos durante 5 minutos, garantizando la homogeneidad de la
muestra.

E) Test realizados

Los test realizados son:

Test A
- Concentracion de proteina coagulante estudiada: 0.1 pg/mL; 0.5 pg/mL; 1
ng/mL; 5 ug/mL; 10 pg/mL.
- Bacterias estudiadas: Escherichia coli cepas K-12, D-21 y D-31, Pseudomonas y
Staphylococcus.

Test B

- Concentracion de proteina coagulante estudiada: 0.2 mg/mL y 0.6 mg/mL.
- Bacterias estudiadas: Escherichia coli cepas K-12 y D-31 y Pseudomonas.

4.2.6.2 Test de agrupacién celular (“Clumping test”)

Los bioensayos con coagulantes naturales se completan finalmente con la realizaciéon
de un test de floculacién celular. Dicho ensayo tiene como fin observar la formacién de
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agrupamientos o fléculos de bacterias presentes en un medio liquido, debido a la
accion del compuesto activo de la semilla coagulante.

Los experimentos realizados con Moringa oleifera por algunos autores han demostrado
la capacidad de dicha semillas para formar agrupamientos celulares. Dichos
agrupamientos, provocan la inmovilizacién de las bacterias que los componen su
inactivacién, deformaciones o el exudado del citoplasma celular (Ghebremichael et al,
2005).

-Procedimiento experimental

En primer lugar, se procede a la preparacion del cultivo celular. Para ello, se
centrifugan los cultivos en medio liquido de Escherichia coli cepas K-12, D-21 y D-31,
Pseudomonas, Staphylococcus, Bacillus turigensis cepas 5, 7 y 75 a 10.000 rpm durante 1
minuto. A continuacion, se retira el sobrenadante y al “pellet” (bacterias) remanente, se
le afade medio de cultivo liquido diluido 10 veces. Seguidamente, se vuelve a
centrifugar, descartando de nuevo el sobrenadante y resuspendiendo el pellet en
medio de cultivo liquido diluido 10 veces.

Una vez preparado el cultivo, se toman 80-90 uL de este y 10-20 pL de la muestra a
ensayar (extracto purificado de las semillas seleccionadas), y se vierten en un tubo
eppendorf. Por dltimo se incuban a 37° C durante 3 horas.

La capacidad de formacién de fléculos celulares que posee el extracto activo, se
determina observando al microscopio (Olympus BX51 con AnalySIS) la muestra
incubada, compardandola con el control o blanco (compuesto por los cultivos
incubados, sin adicién de extracto purificado). Las imégenes fueron tomadas con una
camara digital (Sony PC 120).

4.3 Metodologia en la aplicacién real

Tras el estudio de las semillas seleccionadas a nivel de laboratorio, y una vez
establecidas sus propiedades y el protocolo de trabajo, se lleva a cabo la aplicacion real
de la técnica en la provincia de Azuay (Ecuador), donde el proyecto AQUAPOT
desarrolla su actividad en los dltimos tres afios.

La aplicacién real ha consistido principalmente, en la aplicaciéon del protocolo de
trabajo para la extracciéon del compuesto activo de las semillas utilizando los recursos
disponibles a nivel local, asi como el estudio y la verificacién de las propiedades
coagulantes y antimicrobianas de los extractos crudos, en aguas superficiales naturales.

4.3.1 Protocolo para la extraccion del compuesto activo

En primer lugar, se describird el protocolo seguido para la extraccién del compuesto
activo de las semillas, asi como los criterios utilizados para la selecciéon de estas y la
metodologia utilizada tanto para la preparacion de la disolucién de agua turbia
sintética como para la recogida del agua natural a tratar.
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A) Seleccion de semillas

Las semillas utilizadas fueron especies endémicas de la sierra andina ecuatoriana, que
se caracterizan principalmente por su bajo coste y facil adquisicion. Las semillas fueron
adquiridas en el mercado local de Girdn, capital del cantén del mismo nombre situada
en la provincia de Azuay (Ecuador).

Se seleccionaron 3 semillas, concretamente maiz amarillo (Zea mays), maiz blanco (Zea
mays) y habas (Vicia faba), atendiendo a los alentadores resultados obtenidos
previamente en los ensayos a escala de laboratorio.

B) Extraccién del componente activo

Las principales etapas que componen el proceso de extraccion del compuesto activo de
las semillas, se representan en la figura 4.9.

La primera etapa es la trituracion o molienda. En ella, las semillas se muelen con ayuda
de un molinillo comtn en el &mbito doméstico de la zona, y se tamizan a continuacién
empleando un colador, con una luz de malla de 0,5 mm. Seguidamente se procede a la
extraccion del aceite de las semillas. Para ello, se preparan suspensiones al 5 % (p/v) de
semillas pulverizadas en etanol, concretamente trago de punta de 65° previamente
filtrado adquirido en una destileria de caha de azicar de la localidad. Tras agitar la
disoluciéon durante 30 minutos, esta se deja en reposo durante 1 hora. Una vez
transcurrido ese tiempo se elimina el sobrenadante utilizando una pipeta, y la fraccion
de sélidos resultante se deja secar a temperatura ambiente durante 24 horas.

Seguidamente, se procede a la extracciéon del componente activo de las semillas. Para
ello, se preparan disoluciones al 5 % (p/v) compuestas por los sélidos secos y los
siguientes disolventes: agua destilada, una disolucién de NaCl 0,5 M, una disolucién
de NaCl 0,25 M y una disoluciéon de NaCl 0,125 M. Dichas disoluciones se agitan
durante 1 hora, y una vez transcurrido ese tiempo, se filtran en un filtro de tela.

El liquido filtrado constituye el extracto crudo acuoso (ECA) si fue obtenido a partir de
la disolucién con agua destilada, el extracto crudo salino (ECS1) si fue obtenido a partir
de la disolucion de NaCl 0,5 M, el extracto crudo salino (ECS2) si utiliz6 como
disolvente la disolucién de NaCl 0,25 M, o el extracto crudo salino (ECS3) si utilizé
como disolvente la disolucién de NaCl 0,125 M.

La fraccién liquida obtenida se utilizara posteriormente en los ensayos de actividad
coagulante y capacidad antimicrobiana.
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| SEMILLAS |
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Figura 4.9. Proceso de obtencion del extracto crudo en aplicacién real
Fuente: Elaboracién propia

4.3.2 Estudio de las propiedades coagulantes

La evaluacion de las propiedades coagulantes de los extractos crudos obtenidos se
realiza mediante test de actividad.

Dado los escasos recursos existentes en la zona donde se 1levé a cabo la aplicacion real,
los test de actividad coagulante se realizaron de forma cualitativa observando la
reduccion en la turbiedad del agua tratada con el extracto de la semilla, por
comparacion visual con el blanco.

Los test de actividad se realizaron utilizando disoluciones de agua turbia sintética y
agua superficial procedente de quebrada y de rio.

A) Preparacion del agua turbia sintética

Para preparar la disoluciéon de agua turbia sintética, se pesan 5 gramos de caolin B en la
balanza analitica (marca DHAUS modelo Scout Pro rango 4000 g), y se disuelven en
500 mL agua purificada envasada sin gas, de la marca PURE WATER®. La suspension
resultante, se vierte en una botella de plastico y se agita durante 1 hora. A
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continuacion, se deja sedimentar durante 24 horas, para facilitar la hidratacion de las
particulas de arcilla.

La tabla 4.12 muestra las principales caracteristicas fisico-quimicas del agua purificada.

Tabla 4.12 Analisis fisico-quimico del agua purificada
Fuente: Elaboracion propia

Parametro Valor
pH (unidades) 6
Conductividad (uS/cm) 446
Temperatura (°C) 19.8

B) Agua natural superficial
El agua superficial natural utilizada en los ensayos, fue recogida en tres

emplazamientos diferentes: rio, quebrada y un reservorio, que suministra agua a la
aldea de Pillincay en la sierra andina ecuatoriana.

Las propiedades fisico-quimicas de las aguas utilizadas se resumen en la tabla 4.13.

Tabla 4.13 Analisis fisico-quimico del agua superficial
Fuente: Elaboracion propia

Parametro
] pH Conductividad | Temperatura
Origen Punto de toma de muestra (unidades) (uS/cm) (°C)
1319 6-7 97.8 20
Girén
Que'br’ada 6-7 152.3 16
Girén
Reservorio
sel 6-7 34.6 13.7
Pillincay
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C) Ensayo de actividad coagulante

Se llevan a cabo dos ensayos diferentes:
- en tubo de ensayo, utilizando un volumen de 30 mL de agua cruda.
- en botellas de 600 mL de capacidad, utilizando un volumen de 400 mL
de agua cruda.

Para el test en tubo de ensayo, se afiade 150 uL de extracto crudo procedente de la
semilla estudiada, en un tubo de ensayo (marca PIREX de dimensiones 25 x 150 mm) y
se afora el volumen hasta 30 mL con la suspension de agua turbia sintética
previamente preparada o el agua superficial recogida. La disolucién resultante, se
homogeneiza y se deja sedimentar durante 1 hora. El mismo ensayo se repite para
voltimenes de extracto crudo de 300uL y 600uL. En todos los ensayos de actividad, se
prepara un blanco, compuesto por 150 pL, 300uL 6 600uL de agua destilada y la
disolucién de agua turbia sintética o agua superficial, segtin el caso.

Para el ensayo realizado en botella de plastico de 600 mL, se afiade 2 mL de extracto
crudo procedente de la semilla, en 400 mL del agua cruda a tratar, agitando el
contenido para homogeneizar la mezcla y dejandolo sedimentar durante 60 minutos. El
mismo ensayo se repite para 4 mL de extracto crudo.

En ambos casos, una vez transcurrido el tiempo de sedimentacién, se determina
cualitativamente el efecto coagulante del extracto ensayado sobre el agua tratada por
comparacioén con el blanco, observando tanto la clarificacion obtenida con la formacién
de precipitados en el agua tratada.

] Tt ; o . - =
Figura 4.10 Test de actividad cualitativo en la aplicacion real
Fuente: Elaboracion propia

4.3.3 Estudio de las propiedades antimicrobianas

La evaluacion de las propiedades antimicrobianas se lleva a cabo por cultivo en placa
Petri del agua cruda tratada con el extracto coagulante previamente seleccionado.

El cultivo en medio solido se realiza, esterilizando en primer lugar todo el material a
emplear en el autoclave a 121° C durante 15 minutos. A continuacidon se prepara el
medio de cultivo, utilizando agar comercial ACUMEDIA (Standard Methods Agar for the
enumeration of bacteria in water, wastewater, food and dairy product, modelo 7157A) y
preparando la solucién siguiendo las indicaciones del fabricante.
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Una vez preparada la placa Petri, se procede a la inoculacion de esta con 10 uL de agua
cruda tratada con coagulante natural. Ademads, en la placa se incluye el blanco
compuesto por el agua cruda sin adiciéon de coagulante primario y en el centro, agua
destilada esterilizada para verificar que no hay contaminacién exterior de los cultivos
durante su incubacién.

La figura 4.11 muestra la distribucién de las muestras inoculadas en la placa Petri.

O M1: Agua cruda tratada con extracto ECA
M1 : Agua cruda tratada con extracto
O @ ECS1
"> O c : Agua cruda tratada con extracto
B ECS2

M4:Agua cruda tratada con extracto ECS3
C (Control): Agua cruda sin adicién de

M3 M4
Q ‘ coagulantes naturales

(Blanco) : Agua mineral esterilizada

Figura 4.11 Esquema inoculacién de las muestras en placa Petri.
Fuente: Elaboracion propia

Finalmente, se procede a la incubacion de las placas en la estufa a 37° C durante 48
horas.

Adicionalmente, se repitid el test antimicrobiano pero adicionando 0.1 ppm de cloro al
agua tratada con coagulantes naturales y se realiz6é un ensayo de incubacién, siguiendo
las indicaciones del ensayo anterior.
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5.1 Estudio comparativo inicial

En este apartado se muestran los principales resultados obtenidos en los ensayos de
actividad coagulante primaria para extractos crudos acuosos, extractos crudos salinos y
sus diluciones, asi como sus principales caracteristicas.

5.1.1 Test de actividad coagulante primaria para extractos crudos acuosos y salinos

De acuerdo con la metodologia, el objetivo de este ensayo es verificar la presencia de
actividad coagulante de los extractos acuosos (ECA) y salinos (ECS) procedentes de las
21 semillas seleccionadas para el estudio, mediante la aplicacién de un test de medida
de la actividad a 500 nm. Se considera que hay actividad coagulante cuando el
porcentaje de sedimentacién de la muestra observado al cabo de 60 minutos, es
superior a la sedimentaciéon producida de forma natural en la disolucién turbia
sintética (control o blanco).

Las 21 semillas utilizadas, se distribuyen en 2 grupos: semillas de frutas exéticas o de
cultivo y semillas leguminosas. Los resultados experimentales obtenidos tras el test de
actividad realizado, se presentan en los gréficos 5.1y 5.2.

En el gréfico 5.1 se observan los resultados del test de actividad coagulante primaria
para las semillas de frutas exéticas y semillas de cultivo. La linea base de color naranja,
representa el porcentaje de sedimentacioén del blanco, tras un tiempo de sedimentaciéon
de 60 minutos, (en este caso sedimenta un 12 %). En cada ensayo, se ha incluido como
referencia la semilla de Moringa oleifera de probada capacidad coagulante primaria.
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Grafico 5.1. Test de actividad para los extractos acuoso y salino procedentes de semillas de
frutas exdticas y de cultivo

En el grafico 5.1 se observa que:

- Tanto el extracto crudo salino como el acuoso de las semillas de Avellana,
Lichi, Longan, Tamarindo, Cacahuete, Girasol no muestran actividad
coagulante primaria. Sin embargo, no se deshechan inicialmente ya que al
igual que ocurre con Moringa oleifera, puede darse la circunstancia de que
presenten actividad coagulante al diluir el extracto crudo.
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- Las semillas de Nuez (extracto salino), Maracuya (extracto salino y
acuoso), Maiz dulce (extracto salino y acuoso), fruta de la pasiéon morada
(extracto salino y acuoso) y Maiz rojo (extracto salino y acuoso) muestran
capacidad coagulante, ya que reducen la turbidez de la disolucion turbia
sintética inicial entre un45y un75 %.

- Los extractos crudos (tanto salino como acuoso) de las semillas Maracuya
y Maiz dulce presentan una actividad coagulante similar a la Moringa,
con un porcentaje de reduccion de la turbidez inicial superior al 70 %, tras
60 minutos.

Ademas, se tiene que para todas las semillas estudiadas, el extracto salino presenta
mejores resultados de actividad coagulante que el extracto acuoso. Dicha circunstancia,
se debe a que la actividad coagulante se relaciona con la presencia de proteinas
coagulantes en el extracto que por su naturaleza y conformacion, se estabilizan al
formar uniones e interacciones con el medio que las rodea. El medio salino a diferencia
del medio acuoso, favorece que las proteinas solubles presentes en la muestra estén
mas estabilizadas, debido al efecto de la sal.

Dicho efecto fue observado también en el caso de la Moringa oleifera (Okuda et al.,
1999). En ese caso, los ensayos demostraron que el extracto crudo salino mostraba
actividad coagulante con dosis 7.4 veces inferior al extracto crudo acuoso.

En el grafico 5.2 se observa los resultados del test de actividad coagulante primaria
para las semillas de leguminosas.
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Grafico 5.2. Test de actividad para los extractos acuoso y salino procedentes de semillas
leguminosas

En el grafico 5.2 se observa que:

- Las semillas de Alubia roja, Haba, Alubia blanca, Garbanzo, Judia de
lima, Duringa y Lino tanto en extracto salino como acuoso, no presentan
reduccion de la turbidez apreciable al cabo de 60 minutos.

- La semilla de Garbanzo verde (extracto acuoso y salino), y el Garbanzo
negro (extracto salino) presenta un porcentaje de sedimentacioén entre el
50 y el 60 %, similar al de Moringa oleifera.
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5.1.2 Test de actividad coagulante para los extractos crudos acuosos y salinos
diluidos

Con el fin de estimar la concentraciéon 6ptima de extracto que es necesario adicionar
para reducir de forma eficaz la turbiedad de la disolucién turbia sintética, se realizaron
diluciones de los extractos crudos y se sometieron a un test de actividad.

A) Extractos crudos salinos (ECS)

Los estudios previos con Moringa, indican que dicha semilla es capaz de obtener
mejores resultados en el test de actividad, si se trabaja con extracto salino diluido tanto
crudo (ECMO) como purificado (EPMO). Por tanto, se estudiard la actividad
coagulante de los extractos salinos diluidos para todas las semillas seleccionadas en los
ensayos.

Los resultados obtenidos se muestran en los gréficos 5.3, 5.4y 5.5.

El grafico 5.3 muestra los resultados experimentales del test de actividad, para el
extracto crudo salino sin diluir y diluido 3, 9, 27 y 81 veces, de las semillas de frutas
exéticas y semillas de cultivo. La linea roja representa el porcentaje de sedimentacién
del blanco tras 60 minutos de reposo, al igual que en los gréficos previos. En el gréfico
también se representan los resultados obtenidos para la semilla Moringa, tanto para su
extracto crudo salino (ECMO) como para su extracto salino purificado (EPMO).
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Grafico 5.3. Test de actividad para el extracto salino diluido de semillas de frutas exéticas y
de cultivo

En el grafico 5.3 se observa que:

- Los extractos crudos salinos de las semillas de nuez, maracuyd, maiz
dulce y fruta de la pasién morada, disminuyen su actividad coagulante,
al aumentar el factor de dilucién. Los extractos salinos de lichi y longan,
mantienen la actividad coagulante, al aumentar el factor de dilucién pero
con valores muy inferiores a los que se observan en otras semillas como la
Moringa.
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- Los extractos crudos salinos no diluidos de las semillas de maracuya,

maiz dulce y fruta de la pasiéon morada proporcionan los mismos
resultados que en el test de actividad coagulante inicial, es decir,
muestran actividad coagulante similar a la Moringa oleifera tras 60
minutos de sedimentacién. En este ensayo, los porcentajes son
sensiblemente inferiores respecto a los obtenidos en los test de actividad
mostrados en los graficos 5. 1 y 5.2, sin embargo, la referencia de la
semilla Moringa oleifera permite mantener el orden de magnitud para la
comparacion.

El extracto crudo salino de la semilla avellana es el inico que incrementa
su actividad coagulante al ser diluido, obteniendo los mejores resultados
en el test de actividad cuando es diluido 27 veces.

Los resultados de las diluciones no representadas para la fruta de la
pasiéon morada, cacahuete, girasol y duringa asi como los resultados de
las semillas tamarindo y lino no se muestran en el gréfico, al proporcionar
valores negativos del porcentaje de sedimentacion cuando aumenta el
factor de dilucion en el test de actividad.

El grafico 5.4 muestra los resultados obtenidos para los extractos crudos salinos
diluidos de semillas procedentes de plantas leguminosas.
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Gréfico 5.4. Test de actividad para el extracto salino diluido de semillas leguminosas

En el grafico 5.4 se observa que:

- Las semillas de garbanzo negro, garbanzo verde, ven reducida su

capacidad coagulante primaria tras ser diluidos.

Las semillas de alubia blanca, cacahuete y judia de lima mantienen o
incrementan su actividad coagulante, al aumentar el factor de dilucién.
No obstante, los valores del porcentaje de sedimentacién obtenidos, son
muy inferiores a los observados para Moringa y otras semillas ensayadas.
Por el contrario, las semillas de habas, alubia roja y garbanzo incrementan
su actividad coagulante, al diluir el extracto crudo salino, situdndolo en
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valores comparables a los observados por Moringa oleifera.
Concretamente:

o Lasemilla de haba incrementa su porcentaje de sedimentacién de un
10 % a un 43 % al ser diluida 3 veces. Sin embargo, dicha tendencia no
se mantiene al realizar una segunda y una tercera dilucién.

o La semilla de alubia roja incrementa su actividad coagulante de un
14 % a un 36 %, al diluir el extracto crudo 3 veces. Se observa la misma
tendencia al diluir 9 veces el extracto crudo (actividad coagulante de un
40%) y 27 veces (actividad coagulante 57 %). Para la tercera dilucién, el
porcentaje de sedimentacién es similar al obtenido para Moringa.

o La semilla de garbanzo incrementa su actividad coagulante de un 25
a un 45 % al diluir el extracto crudo 3 veces. Sin embargo, esta
tendencia no se mantiene en las siguientes diluciones, ya que la
actividad se ve disminuida a un 38 % al diluir el extracto crudo 9 veces
y es practicamente inapreciable al diluirlo 27 veces.

Finalmente, en este ensayo se comprueba que los extractos salinos de Moringa oleifera
admiten diluciones sin pérdida apreciable de actividad coagulante primaria tal y como
indica la bibliografia (Ghebremichael et al., 2005). El extracto purificado salino de
Moringa (EPMO), admite diluciones de hasta 27 veces sin pérdida de actividad
coagulante considerable mientras que el extracto crudo de Moringa (ECMO), admite 3
diluciones sin pérdida de capacidad coagulante.

B) Extractos crudos acuosos (ECA)

Aunque los test de actividad coagulante inicial para los extractos crudos, mostraron
mejores resultados para los extractos salinos que para los extractos acuosos, se realizé
un test para comprobar la influencia de la dilucién sobre estos dltimos.

En el caso de que se obtuvieran resultados positivos en dicho test, permitiria emplear
directamente dichos extractos en el proceso de purificacion posterior, sin
acondicionamiento previo asegurando ademds el mantenimiento de su capacidad
coagulante tras la cromatografia (que provoca una dilucién de la muestra inicial,
durante la elucién) y evitando también una etapa de concentracién posterior (que
prolongaria el proceso de obtencién del extracto coagulante y probablemente lo
encareceria).

Los extractos crudos seleccionados para este ensayo pertenecen a las semillas de alubia
roja, garbanzo, garbanzo verde, garbanzo negro, maiz dulce, cacahuete y Moringa
oleifera. Los criterios seguidos para la seleccién de estas semillas fueron:

- extractos salinos que mantienen su actividad coagulante al ser diluidos
(caso de la alubia roja, del garbanzo y del cacahuete).

- extractos crudo salino con capacidad coagulante considerable (caso del
garbanzo negro y del maiz dulce).

- extractos crudo acuoso con capacidad coagulante aceptable (caso del
garbanzo verde).
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Los resultados obtenidos se representan en el grafico 5.5.
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Grafico 5.5 Test de actividad para el extracto acuoso diluido procedente de distintas semillas
El gréfico permite observar que:

- el extracto crudo acuoso de la alubia roja, garbanzo, garbanzo verde,
garbanzo negro y cacahuete mantienen o incrementan su actividad
coagulante, al aumentar el factor de dilucién. Cabe resaltar el caso del
garbanzo verde, que incrementa notablemente su actividad (valores
cercanos al 70 %) al ser diluida 3 veces.

- el extracto crudo acuoso del maiz dulce no admite dilucién sin pérdida de
actividad por lo que este extracto no se empleara en la purificacion
mediante cromatografia de intercambio iénico.

5.1.3 Test de actividad para diferentes variedades de Zea mays

Estudios previos muestran que semillas procedentes de distintas fuentes poseen
rendimientos de coagulacion diferentes, debidos a su diferente composicién, su
distinto contenido en proteina o al diferente estadio de desarrollo vegetativo de la
semilla (Narasiah et al., 2002).

En el presente estudio, se ha observado que semillas de la misma especie tales como el
maiz dulce y maiz rojo proporcionan buenos resultados en los test de actividad. Se
decidi6 realizar nuevos test para comparar la actividad de estas semillas con otras
variedades de la misma especie y con maiz procedente de distintas fuentes.

El grafico 5.6 muestra los resultados del test de actividad coagulante para tres
variedades distintas de maiz.
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Gréfico 5.6 Resultados del test de actividad para distintas variedades de la especie Zea mays

En el grafico 5.6 se observa que los mejores resultados de actividad coagulante
primaria se obtienen para las semillas de maiz dulce y maiz rojo (con porcentajes de
sedimentacién entorno al 70 % tras 60 minutos de sedimentaciéon). La semilla de maiz
indio presenta un porcentaje de sedimentacion similar a las semillas anteriores, aunque
relativamente inferior (entorno al 65 %).

Este ensayo pone de manifiesto que a pesar de tratarse de semillas de la misma especie,
los compuestos activos primarios difieren en concentracién o en composicion con la
variedad o el grado de maduracion.

Adicionalmente, se estudi6 maiz de distinto origen y tras la obtenciéon del extracto
crudo con tampoén acetato de amonio, se realizé un test de actividad a 500 nm. Los
resultados del test de actividad para los extractos en acetato de amonio (ECT) se
muestran en el gréfico 5.7.
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Grafico 5.7 Test de actividad para maiz procedente de distintas fuentes
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En este ensayo, no se observa actividad coagulante apreciable para el maiz fresco ni
para el maiz tostado, aunque se mantienen los resultados positivos para las especies de
maiz rojo y maiz dulce.

Esta circunstancia, pone de manifiesto la influencia del grado de maduracién de las
semillas en la expresion de la proteina coagulante activa. De hecho, en el caso del maiz
fresco las proteinas del grano aun no estdn completamente desarrolladas y pueden no
ser activas y en el caso del maiz tostado, las proteinas pueden haberse desnaturalizado
como consecuencia del proceso de tostaciéon y por tanto no estan activas.

Dichos resultados confirman también los estudios sobre proyectos genémicos que se
estan realizando en la actualidad para demostrar que las plantas expresan proteinas
diferentes en funcion de su etapa de desarrollo (Suérez et al., 2003; Dong et al., 2004).

5.1.4 Analisis de la evolucion de la sedimentacion

Uno de los parametros de operacion a analizar en el presente estudio es el tiempo de
sedimentacion.

Las referencias bibliograficas anteriores del trabajo con Moringa, indicaban como
tiempo Optimo para observar el efecto del extracto coagulante sobre la turbidez del
agua cruda, 60 minutos de sedimentaciéon. No obstante, en el presente ensayo se ha
estudiado la evolucién de la sedimentacion realizando medidas de absorbancia cada 10
minutos durante 90 minutos. Los extractos crudos seleccionados para este ensayo, son
los que han obtenido mayores porcentajes de sedimentaciéon en los test de actividad
inicial, con excepcién de la alubia roja para la que se utiliz6 el extracto diluido 27 veces.

Los resultados se muestran en el gréfico 5.8.
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Grafico 5.8. Evolucion de absorbancia a 500 nm durante la sedimentacion en el test de
actividad
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En el grafico anterior se observa que:

-el extracto salino diluido 27 veces de la semilla alubia roja respecto del
extracto crudo, presenta una disminucién considerable (del 35 %) de la
absorbancia, al aumentar el tiempo de sedimentacién de 60 a 90 minutos.

-los extractos salinos crudos de las semillas de maiz dulce y maiz rojo
muestran un descenso menos acusado de la absorbancia entre los 60 y los 90
minutos. La evolucion de la sedimentacién a lo largo del tiempo es similar a
la evolucién obtenida para Moringa oleifera.

Por tanto, y dado que la alubia roja precisa un tiempo de sedimentacién de 90 minutos
para obtener resultados aceptables, se tomara a partir de ahora ese tiempo de
sedimentacién para los préoximos experimentos en los que se trabaje con dicha semilla.

5.1.5 Analisis de la influencia de la temperatura en los compuestos activos

Otro de los ensayos realizados para determinar las condiciones de trabajo de las
semillas seleccionadas, consiste en estudiar la resistencia térmica de los compuestos
activos.

Los resultados del test de actividad tras 90 minutos de sedimentacion, para extractos
crudos sometidos a calentamiento a diversas temperaturas (85 y 95° C) se muestran a
continuacion, en el gréafico 5.9.
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Grafico 5.9 Resultados del test de actividad para el estudio de la influencia de la temperatura
en el componente activo

Se observa que los extractos de las semillas Maiz rojo y Maiz dulce estan afectados por
el calentamiento, debido a que se observa una disminucién en el porcentaje de
sedimentacién respecto del extracto crudo no sometido a incubacién. Después de 30
minutos incubado a 85° C, el porcentaje de sedimentacién disminuye entorno a un 5 %.
Sin embargo después de 1 hora de incubacion a 85° C, la semilla Maiz rojo mantiene su
actividad y la semilla Maiz dulce aumenta en un 3 %.
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El mismo test realizado a 95° C tras 30 minutos de calentamiento, muestra una
disminucién en el porcentaje de sedimentaciéon entorno al 10 % para ambas semillas y
después de 60 minutos, la semilla Maiz rojo incrementa su actividad alrededor de un 5
% (pero manteniéndose siempre por debajo del obtenido inicialmente para el extracto
crudo) y la semilla Maiz dulce continua disminuyendo su actividad.

La semilla Alubia roja por el contrario posee una evolucion contraria. Después de 30
minutos de calentamiento a 85° C, la actividad aumenta en un 35 %, y después de 1
hora de calentamiento, se incrementa en un 30%. A la temperatura de 95° C, el
calentamiento incrementa la actividad pero no en un porcentaje tan elevado como para
los 85° C.

En resumen, el analisis de la influencia de la temperatura permite concluir que:

- Para las semillas Maiz rojo y Maiz dulce, la proteina activa ve afectada
parcialmente su capacidad coagulante a una temperatura superior a los
85° C. Los pequefios incrementos en la actividad después de 1 hora de
calentamiento, no son resultados concluyentes, y pueden ser debidos a
que el volumen de la muestra no fue corregido tras el calentamiento, y
por tanto, al cabo de una hora, el volumen de muestra se ve reducido
como consecuencia de la evaporacién. Dicha reducciéon de volumen
implica una concentracion de la muestra y por tanto, una mayor
cantidad de principio activo en el mismo volumen. Por ello, se obtienen
mejores resultados en el test de actividad.

- La semilla Alubia roja aumenta su actividad cuando es sometida a
calentamiento a 85° C durante 30 minutos. Al cabo de 1 hora, la proteina
se ve afectada por el calentamiento, y a pesar de que mantiene una
actividad superior a la de la muestra cruda sin calentamiento, esta
disminuye respecto del dato anterior. Los resultados para 95° C no son
concluyentes.

- El incremento de la actividad coagulante observado en el ensayo al
someter a la proteina a un calentamiento, se produce por la activacion
de ciertos enzimas como consecuencia del calor aplicado que
fragmentan a las proteinas en péptidos més pequefios dejando al
descubierto los centros activos.

Los resultados obtenidos permiten afirmar que los coagulantes naturales de las
semillas seleccionadas pueden ser utilizados a cualquier temperatura, teniendo en
cuenta que la incubaciéon de los extractos puede incluso aumentar la capacidad
coagulante de estos.

5.1.6 Estudio del método de conservacion de los extractos crudos

Finalmente, se estudia la estabilidad de los extractos con el fin de establecer el mejor
método de conservacion para estos (Katayon et al., 2006).

Para ello, se realizé6 un test de actividad sobre extractos de las distintas semillas
conservados en el congelador (a -18° C) o refrigerados (a 4° C) durante 7 dias.

Los resultados obtenidos para la alubia roja se muestran en el grafico 5.10.
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Grafico 5.10 Test de actividad para alubia roja. Determinacion del método de conservacién

En el gréfico se observa, que en todos los casos, el ECA de alubia roja conservado en el
congelador mantiene su actividad coagulante, a diferencia de lo que sucede para el
ECA refrigerado. Unicamente para el caso del ECA crudo, se obtienen mejores

resultados para el extracto refrigerado que congelado, aunque dicho resultado no es
concluyente.

Los resultados obtenidos para el maiz dulce y rojo se muestran en el grafico 5.11.
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Grafico 5.11 Test de actividad para maiz dulce y maiz rojo. Determinacion del método de
conservacion

Al igual que en el caso anterior, se observa que los extractos ven reducida su actividad
coagulante al conservarse refrigerados a 4° C durante 1 semana.

Por tanto, se elegira como método de conservacion de la muestra, la congelacion. Este
hecho supone una desventaja para la aplicacion real de este método en zonas de
escasos recursos. En cualquier caso, se deben realizar ensayos para estudiar la pérdida
de actividad de los extractos refrigerados con el tiempo, o en los casos en que el
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protocolo de aplicacion sea sencillo, aconsejar la preparacion de extracto fresco en el
momento de la aplicacién.

A escala de laboratorio, se utilizard el extracto congelado, procediendo a su
descongelacion hasta que alcance temperatura ambiente en el momento de su
aplicacion.

5.1.7 Conclusiones del estudio comparativo inicial
Los ensayos realizados en el estudio comparativo inicial permiten concluir que:

- El test de actividad inicial para los extractos crudos salinos y acuosos ha
permitido observar que los extractos salinos presentan una actividad
coagulante mayor que los extractos acuosos. Asimismo, ha mostrado que
los extractos crudos de las semillas de maracuya, maiz dulce, fruta de la
pasion morada, maiz rojo, nuez, garbanzo verde y garbanzo negro
presentan resultados comparables a los obtenidos por el coagulante
natural més eficaz conocido en la actualidad, la Moringa oleifera.

- El test de actividad inicial para los extractos crudos salinos y acuosos
diluidos concluye que los extractos crudos salinos de avellana, nuez,
garbanzo verde, alubia roja y garbanzo y los extractos acuosos de alubia
roja, garbanzo y garbanzo verde admiten dilucién, incrementando su
actividad coagulante. De todos ellos, el extracto salino de la alubia roja
diluido 27 veces y el extracto acuoso de garbanzo verde diluido 3 veces
alcanza valores del porcentaje de sedimentacién similares a los obtenidos
para Moringa oleifera.

- A pesar de que el maiz dulce y el maiz rojo poseen una actividad
coagulante comparable a la Moringa oleifera, variedades de la misma
especie tales como el maiz indio, o de la misma especie pero en diferentes
etapas de desarrollo vegetativo, provocan que los compuestos primarios
activos sean diferentes e impide obtener resultados positivos en el test de
actividad.

- El tiempo 6ptimo de sedimentacién para los ensayos es de 60 minutos
para las especies seleccionadas, excepto para la alubia roja que precisa un
tiempo de sedimentacion de 90 minutos para obtener resultados
aceptables.

- El ensayo de estabilidad de los extractos frente a la temperatura permite
observar que los compuestos coagulantes activos del maiz dulce, maiz
rojo y alubia roja son estables a temperaturas inferiores a 95° C. El
incremento de la actividad coagulante observado se produce por la
activacion de ciertos enzimas como consecuencia del calor aplicado, que
fragmentan a las proteinas en péptidos mas pequeiios, dejando al
descubierto los centros activos.

- Los compuestos activos de los extractos ven afectada su estabilidad en
funcién del método de conservacion elegido. A escala de laboratorio, los
extractos obtenidos se conservan a -18° C hasta su utilizacion.
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Tras realizar el estudio comparativo inicial para las 21 semillas seleccionadas, se han
elegido las 3 semillas que mejores resultados han proporcionado:

- La alubia roja es la tinica que admite diluciones del extracto crudo salino
hasta 27 veces, aumentando su actividad coagulante hasta el 60 % en 90
minutos.

- Las semillas de maiz dulce y maiz rojo son las que proporcionan los
mejores resultados en los test de actividad preliminares empleando el
extracto crudo salino (hasta el 80 %). Sin embargo, se produce una
reduccién de la actividad coagulante con la dilucién. El tiempo de
sedimentacién 6ptimo es de 60 minutos. No admiten calentamiento, ya
que el principio activo se desnaturaliza con la temperatura.

Los ensayos realizados a continuacién, estan dirigidos a caracterizar el coagulante
primario encontrado en las semillas seleccionadas (maiz dulce, maiz rojo y alubia roja).
La caracterizacion consistird, basicamente, en la purificacion de la proteina para
eliminar la fraccién organica que no es activa, la determinacién del peso molecular de
la proteina asi como el estudio de la capacidad antimicrobiana del compuesto activo
purificado.

5.2 Purificacion del compuesto activo

En este apartado se muestran los principales resultados obtenidos tras la purificaciéon
del compuesto activo por cromatografia de intercambio iénico (CIE) asi como las
principales caracteristicas del extracto purificado obtenido (peso molecular y carga
eléctrica del compuesto activo).

5.2.1 Resultados del acondicionamiento del ECS mediante cromatografia de
filtracion en gel

Previamente a la purificacién del extracto crudo por CIE, este debe ser acondicionado
con el fin de evitar que el contenido de NaCl de la muestra, interfiera en la
purificacion.

El acondicionamiento, tal y como se comenté en la metodologia experimental, consiste
en eliminar mediante cromatografia de filtraciéon en gel (CFG) el cloruro sédico que
contiene el extracto crudo (desalado). De esta forma, se evita que el NaCl compita con
la proteina activa por los centros activos de la matriz de la columna de intercambio
i6énico

Una vez realizada la desalacion, las fracciones obtenidas se someten a un test de
actividad a 500 nm para comprobar que la desalacion no afecta la capacidad coagulante
de la proteina.

Los resultados para las semillas de maiz dulce, maiz rojo y alubia roja se presentan en
los siguientes graficos 5.12 y 5.13.
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El grafico 5.12 muestra los resultados del test de actividad para el extracto crudo de
alubia roja tras la cromatografia de filtracion en gel.
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Gréfico 5.12 Test de actividad para ECS de alubia roja tras cromatografia de filtracion en gel

En el gréfico se observa que el test de actividad no muestra resultados positivos tras la
desalacion, reduciéndose la actividad de los extractos en aproximadamente un 20 %.

El gréfico 5.13 muestra los resultados del test de actividad para los extractos crudos de
maiz dulce y maiz rojo tras la cromatografia de filtracion en gel. Se observa que el test
de actividad no presenta resultados positivos tras la desalaciéon, reduciéndose la
actividad de los extractos en un 50 %.
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Grafico 5.13. Test de actividad para ECS de maiz dulce y maiz rojo tras cromatografia de
filtracion en gel

En ambos casos, se observa que la eliminacién de NaCl por cromatografia de filtraciéon
en gel, afecta a la actividad coagulante del extracto. Este hecho puede ser debido a que
la eliminacién de la sal del medio resta estabilidad a la proteina o bien, a que durante
la desalacién, la cantidad de proteina contenida en el extracto inicial se ha repartido en
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las diferentes fracciones y al estar menos concentrada en cada fraccién, pierde
efectividad.

Por estos motivos, se decidi6é que la etapa de desalacion en las condiciones realizadas
no era una opcién adecuada para el acondicionamiento de los extractos crudos de las
semillas seleccionadas.

Por tanto, las decisiones tomadas en este punto fueron:

- Dado que no se puede eliminar la sal (NaCl) del extracto salino sin
perder capacidad coagulante de la proteina, se debera:

eemplear el extracto acuoso en los casos en que presente una
actividad aceptable.

erealizar la extraccion empleando la disoluciéon tampén que se
emplea posteriormente en la purificacion, es decir el acetato de
amonio. Previamente, se deberd comprobar que la actividad inicial
del extracto crudo de la semilla no se ve afectada por el cambio de
disolvente.

- En el caso de que la pérdida de efectividad se deba a una disminucién
de la concentracion de la proteina, se deberd proceder a una
concentracion previa del extracto crudo.

Para el caso de las semillas objeto de estudio se decide:

-Dado que el extracto de la alubia roja (tanto acuoso como salino) proporciona mejores
resultados al ser diluido, se trabajara con el extracto acuoso sin concentrar (ECA).
Dicho extracto proporciona menor actividad que el salino pero evita los problemas
asociados con la desalacion mediante cromatografia de filtracion en gel.

-Para las semillas de maiz dulce y maiz rojo, la decisién anterior no es vélida ya que el
ECA de estas semillas no presenta actividad coagulante apreciable. En ese caso, se
realizara una extracciéon con acetato de amonio, que permite mantener al componente
activo en disolucién salina para poseer actividad. A continuacién, se concentrard la
muestra para incrementar el contenido proteico, que en dicho extracto es muy bajo.

El grafico 5.14 muestra los resultados del test de actividad para los extractos en Acetato
de Amonio de las semillas de maiz dulce y maiz rojo.
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Grifico 5.14 Resultados del test de actividad para los extractos con Acetato de Amonio de
maiz dulce y maiz rojo

Se observa que no hay pérdida de actividad de las semillas al cambiar el disolvente con
el que se realiza la extracciéon del componente activo y se mantienen las mismas
conclusiones respecto a la dilucién, es decir, hay pérdida de actividad (entre un 15 y un
50%) al diluir el extracto crudo.

5.2.2 Purificacién del coagulante activo por cromatografia de intercambio idnico
A) Resultados para alubia roja

Durante la cromatografia de intercambio iénico (CIE) se obtienen dos picos de
absorbancia a 280 nm: el pico a (fracciones 2-8), correspondiente a la etapa de adsorcion
una vez introducida la muestra y el pico b (fracciones 22-28), correspondiente a la etapa
de elucion con el gradiente salino de NaCl. El incremento de la absorbancia para el
pico b, se produce cuando se introduce la disolucién de cloruro sédico en la columna y
las proteinas fijadas a la matriz por los centros activos se eluyen y quedan liberadas
(fracciéon bound o unida).
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Grafico 5.15 Cromatografia de Intercambio ionico para el ECA de la alubia roja
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Para determinar si las proteinas detectadas por la medida en continuo de la
absorbancia a 280 nm, corresponden con proteinas activas, se procedi6 a realizar un
test de actividad a 500 nm, para las fracciones correspondientes a los picos a (fraccién
“unbound”) y b (fraccién “bound”).

Los resultados del test de actividad, se muestran en el gréfico 5.16.

En el gréfico se observa que tinicamente presentan actividad coagulante las fracciones
correspondientes al pico b (fracciones 25 a 28). Los valores de actividad son
sensiblemente superiores (proximos al 65 %) a los que se obtienen para el extracto
crudo diluido (entorno al 50%).
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Grafico 5.16 Test de actividad para el extracto acuoso de Alubia roja tras CIE

Por tanto, se puede concluir que la purificacién del componente activo para la alubia
roja incrementa la capacidad coagulante de la semilla, respecto del extracto crudo.

Debido a que las fracciones activas se obtuvieron durante la etapa de elucién mediante
gradiente de NaCl, fue necesario eliminar la sal por CFG, con el fin de poder utilizarlas
para la electroforesis SDS-PAGE, teniendo la seguridad de que el contenido salino no
distorsionaré los resultados.

El grafico 5.17 muestra los resultados del test de actividad realizado tras la desalaciéon
de las muestras.
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Grafico 5.17 Test de actividad para ECAP tras CFG de la Alubia roja

En dicho gréfico se observa, que para la fraccion mas activa (27), la eliminacién de
NaCl del extracto acuoso purificado no afecta a la actividad coagulante de la proteina y
ésta, sigue manteniendo porcentajes de sedimentacion superiores a los del extracto
crudo. No obstante, se observa una reduccién de la capacidad coagulante para las
fracciones 25-26, que puede ser debida a la dilucién de la muestra que tiene lugar como
consecuencia de la cromatografia de filtracién en gel.

Por otra parte, se observa que la fraccion unbound, compuesta por las fracciones 6-7-8,
que de forma individual tras la purificacién no dieron resultados positivos en el test de
actividad, presenta ahora un porcentaje de sedimentacién similar al de la fraccién 27.
Este incremento de la actividad puede ser debido a que hay parte de proteina activa
diluida en estas fracciones, y que al unirlas se ha incrementado la concentracion,
permitiendo observar su actividad coagulante.

B) Resultados para Maiz dulce

Al realizar la purificacién por cromatografia de intercambio i6nico, se obtuvieron dos
picos de absorbancia a 280 nm: el pico a, correspondiente a la fraccion libre (unbound)
y el pico b, correspondiente a la fraccion unida (bound).
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Grafico 5.18 Cromatografia de Intercambio idnico para el ECT de maiz dulce
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A continuacién se realizé el test de actividad para las fracciones purificadas del
“bound” (fracciones 35-43) y del “unbound” (fracciones 1-8) obtenidas tras el
intercambio i6nico. Los resultados se muestran el grafico 5.19.
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Grafico 5.19 Test de actividad para el ETP de Maiz dulce tras CIE

En el gréfico se observa, que a diferencia de lo que sucedia para el caso de la alubia
roja, las fracciones que presentan actividad coagulante son las del “unbound”
(fracciones de 2 a 5). Debido a que el extracto crudo fue concentrado previamente a la
purificacién, la actividad coagulante se mantiene (valores entorno al 70 %) a pesar de la
dilucién de la muestra.

Esta circunstancia particular en la purificacion, evita la etapa de la desalacién de las
fracciones ya que estas se encuentran diluidas en una disolucién salina de muy baja
concentracion (Acetato de Amonio 10 mM) y pueden ser utilizadas directamente en la
electroforesis posterior.

C) Resultados para Maiz rojo

Al igual que en el caso del Maiz dulce, se observan dos picos: pico a correspondiente a
la fracciéon “unbound” (etapa de adsorcién en la purificacion) y pico b correspondiente
a la fraccién “bound”, producido al realizar el enjuague de la columna con NaCl 1 M.
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Grafico 5.20 Cromatografia de Intercambio i6nico para el extracto en Acetato de Amonio del
maiz rojo

El test de actividad realizado para las fracciones del unbound y del bound a 500 nm,
muestra que al igual que en el caso del maiz dulce, las fracciones que contienen el
principio activo son las del unbound (3-23). Dichas fracciones, mantienen o
incrementan su porcentaje de sedimentacion (valores cercanos al 80 %) y evitan la
cromatografia de filtracion en gel para eliminar la sal previamente a la electroforesis al
estar en una disolucién salina muy diluida (Acetato de Amonio 10 mM).
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Grafico 5.21 Test de actividad para el ETP del Maiz rojo tras el Intercambio I6nico

5.2.3 Caracterizacion e identificaciéon del compuesto activo: Electroforesis en geles
SDS-PAGE y Protocolo Nativo Acido

5.2.3.1 SDS-PAGE
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Los resultados de la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) para los extractos
purificados de las semillas seleccionadas se muestran en el siguiente apartado.

A) Alubia roja

La figura 5.1 muestra las fotografias del gel con las fracciones desnaturalizadas de la
proteina activa.

Fracciones activas Fracciones activas

Figura 5.1 SDS-PAGE revelado en tincion de plata para el EAP Alubia roja
Fuente: Elaboracion propia

Todas las fracciones activas (25, 26, 27, 28 y 29) presentan 3 bandas caracteristicas. Una
banda ancha con un peso molecular estimado de 67 kDa y dos bandas mds estrechas
con un peso molecular aproximado de 43 kDa. No se ha podido determinar el peso
molecular aproximado de la proteina activa, ya que se desconoce cual de las 3 bandas
es la responsable de la actividad coagulante.

La fraccion de la region “unbound” presenta en el gel 6 bandas diferentes. Tres de ellas
son similares a las obtenidas en las fracciones obtenidas en el “bound”, lo que
explicaria la presencia de actividad coagulante en dicha fracciéon. Ademas las otras tres
bandas, poseen un peso molecular aproximado de 30 kDa una y cercano al 20,1 kDa las
otras dos.

B) Maiz dulce

La figura 5.2 muestra los geles obtenidos tras la electroforesis de los extractos
purificados del maiz dulce.
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Figura 5.2 SDS-PAGE revelado en azul de Coomasie para el ETP de maiz dulce
Fuente: Elaboracion propia
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Las fracciones activas pertenecientes a la regién del unbound (1, 2 y 3) presentan tres
bandas, de peso molecular estimado 60, 37 y 21 kDa.

Las fracciones correspondientes al bound (37, 38 y 39) muestran mas bandas y de
mayor amplitud. Sélo la banda con peso molecular aproximado 20 kDa es comtn con
las fracciones de la region bound. Las otras bandas obtenidas no seran objeto de
analisis al carecer de actividad coagulante dichas fracciones.

C) Maiz rojo.

En la figura 5.3 se muestra los geles revelados tras el SDS-PAGE para el maiz rojo. El
gel de la izquierda muestra las fracciones activas obtenidas durante el “unbound”. El
gel de la derecha muestra una de las fracciones correspondientes al “bound”
(correspondiente a la elucién con el gradiente de NaCl).

Figura 5.3 SDS-PAGE revelado en azul de Coomasie para ETP de Maiz rojo
Fuente: Elaboracion propia

Tal y como se observa, la purificacion con intercambio idnico no proporciona
resultados positivos. Todas las bandas aparecen mezcladas y no se observa gran
diferencia entre el “bound” (53), “unbound” (11,12 y 13) y el extracto crudo.

5.2.3.2 Protocolo Nativo Acido

Los resultados del test de actividad se muestran en los siguientes graficos:

A) Alubia roja

El grafico 5.22 muestra los resultados del test de actividad para las fracciones de gel

obtenidas tras realizar la electroforesis mediante protocolo nativo 4cido, para la alubia
roja.
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Grafico 5.22 Test de actividad para fracciones de protocolo nativo acido de Alubia roja

En este caso, la fraccion 1 es la lamina de gel que se encuentra préxima al electrodo
negativamente cargado y la fraccion 11 es la que se encuentra préxima al electrodo
positivo. El grafico muestra que la fraccién mds activa es la que se corresponde con la
fraccion 3.

Por tanto, se puede afirmar que la carga de la proteina activa de la alubia roja es
positiva. Este resultado confirma, ademas, la correcta separaciéon de las fracciones
obtenida con el intercambio iénico empleando una columna catiénica, y que se
obtuvieran las fracciones activas en la regién “bound”.

B) Maiz dulce

El grafico 5.23 muestra los resultados del test de actividad para las fracciones del maiz

dulce.
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Grafico 5.23 Test de actividad para fracciones de protocolo nativo acido de Maiz dulce
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Al igual que en el caso anterior, la fraccién 1 se corresponde con la maés cercana al polo
negativo (parte inferior del gel) y la fraccién 10 es la fracciéon o lamina de gel mas
cercana al polo positivo (parte superior del gel).

Los resultados del test de actividad, muestran que de las 10 fracciones obtenidas, la
fraccion 6 es la que posee mayor actividad coagulante, con un porcentaje de
sedimentacién préximo al 60%.

Por tanto, se puede afirmar que la proteina activa del maiz dulce posee una carga
neutra al someterse a electroforesis en un gel 4cido.

C) Maiz rojo

El gréfico 5.24 muestra los resultados del test de actividad para el maiz rojo tras
someterse al protocolo nativo acido.
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Grafico 5.24 Test de de actividad para fracciones de protocolo nativo dcido de Maiz rojo

La fraccion 1 es la que presenta una mayor actividad coagulante, con un porcentaje de
sedimentacién del 45 %, lo que permite deducir que la proteina activa de esta semilla
posee carga positiva.

Sin embargo, este hecho supone una contradiccién ya que:

- si la proteina activa tuviera carga positiva, esta se hubiera unido a la
matriz catiénica durante la cromatografia de intercambio iénico y no se
hubiera diluido en la fraccién “unbound” como se vio en los resultados
del test de actividad.

- el maiz dulce, que pertenece a la misma familia botdnica, posee carga
neutra, lo que se podria concluir para el maiz rojo.

- ademas, los valores de actividad del ensayo son muy bajos comparados
con los que se obtienen en los test previos para esta semilla. La pérdida
de actividad puede ser debida entre otras razones a:

e la concentracion de proteina en cada fraccién es muy baja

e errores experimentales tales como que el corte de las laminas de gel
no se realiz6 con suficiente rapidez y las proteinas se difuminaron en
el gel, perdiéndose la separacion alcanzada.
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Por tanto, los resultados para este ensayo no fueron concluyentes.
5.2.4 Conclusiones de la purificacién del compuesto activo

La purificacién y caracterizacion del compuesto activo de las semillas permite obtener
las siguientes conclusiones:

- La desalaciéon por cromatografia de filtracion en gel, reduce la actividad
coagulante de los extractos crudos de las tres semillas estudiadas.

-La purificaciéon mediante cromatografia de intercambio i6nico, mejora la
capacidad coagulante de los extractos crudos procedentes de las tres semillas
estudiadas.

De hecho, es posible purificar la proteina con actividad coagulante de la alubia
roja, siguiendo el mismo método que para la Moringa oleifera. La purificacién del
maiz dulce y el maiz rojo siguiendo el mismo método que para la Moringa
oleifera, no ha permitido obtener resultados concluyentes. Todas las proteinas
activas se encuentran en la fraccion unbound, lo que induce a pensar que
aunque tengan capacidad coagulante similar, la naturaleza y estructura de la
proteina es diferente, por lo que precisa un protocolo de purificacion
alternativo.

-La electroforesis desnaturalizante permite obtener la distribucién de pesos
moleculares de las fracciones activas obtenidas a partir del extracto crudo
purificado. La alubia roja y el maiz dulce muestran tres bandas claramente
definidas pertenecientes a las proteinas de las fracciones activas.

- La electroforesis nativa permite estimar la carga eléctrica neta de las proteinas
de la fraccién activa. Para la alubia roja, la carga eléctrica obtenida es positiva y
neutra para el maiz dulce.

5.3 Test Antimicrobiano

Finalmente, los ensayos a escala de laboratorio evaltian la capacidad antimicrobiana del
extracto a través de test que estudian la inhibicién del crecimiento celular y test de
agrupacion celular.

5.3.1 Test de crecimiento

A continuacién se muestran los resultados de los test de crecimiento realizados, en los
que se monitoriza la cinética de crecimiento de diferentes cepas bacterianas, sometidas
a diferentes concentraciones de coagulante primario extraido de las semillas.

A) Test A: Evaluacion de la inhibicion del crecimiento celular para alubia roja y
maiz dulce para concentraciones de 0.1-10 pg/mL

En este ensayo, se analiza la evolucion de las curvas de crecimiento de los cultivos
bacterianos y medios inoculados con el extracto acuoso (EAP) de la alubia roja y el
extracto en acetato de amonio (ETP) del maiz dulce. Asimismo, se analiza la influencia
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que pudiera tener la presencia del tampoén acetato sobre el crecimiento de las bacterias
Escherichia coli cepa K-12 y D-21.
-Escherichia coli cepa K-12

En los gréficos 5.25 y 5.26 se muestran los resultados del test de crecimiento para el
extracto acuoso de la alubia roja y el extracto en acetato de amonio del maiz dulce. La
curva en color rojo representa el control o blanco, es decir la evolucion de la curva de
absorbancia para el medio de crecimiento y el cultivo (en este caso Escherichia coli cepa
K-12) sin adicién de coagulante.

Absorbancia a 620 nm
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Grafico 5.25 Test microbiolégico de la Escherichia coli cepa K-12, para la alubia roja.

El grafico 5.25 muestra que las concentraciones de 0.1, 0.5 y 1 ug/mL de proteina
purificada del extracto de alubia roja muestran una inhibicién parcial o cierta
ralentizaciéon del crecimiento celular del cultivo al permanecer las curvas de
absorbancia en valores inferiores a los mostrados por el control o blanco. La
concentracion mds elevada, 5 pg/mL, no posee efecto sobre el crecimiento bacteriano
del cultivo.

El grafico 5.26 muestra los efectos de la proteina purificada de maiz dulce sobe el
cultivo de Escherichia coli, cepa K-12.
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Grafico 5.26 Test microbioldgico de la Escherichia coli cepa K-12, para el maiz dulce

En la representacion se observa que la concentraciéon de 0.5 pg/mL posee cierta
inhibicién sobre la curva que representa el crecimiento celular del cultivo, al
compararlo con el blanco, que no contiene extracto coagulante de proteina. El resto de
concentraciones estudiadas no poseen inhibicién alguna del crecimiento celular.

-Escherichia coli cepa D-21

Los gréficos 5.27 y 5.28 muestran los resultados para el test microbiol6égico para la
Escherichia coli cepa D-21.

En el grafico 5.27 se observa que los resultados obtenidos para el extracto de alubia roja
son similares a los obtenidos para el caso de la cepa K-12. Unicamente los cultivos
bacterianos tratados con la concentraciéon de proteina mas baja (0.1 ug/mL y 0.5
pg/mL) muestran unas curvas de crecimiento por debajo de la curva del blanco, lo que
evidencia cierta inhibicion del crecimiento celular. El resto de concentraciones
estudiadas, 1 ng/mL, 5 pg/mL y 10 pg/mL no muestran inhibicién o retardo del
crecimiento bacteriano.
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Grafico 5.27 Test microbiolégico de la Escherichia coli cepa D-21, para la alubia roja
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Para el maiz dulce, el grafico 5.28 muestra que s6lo la concentracién de proteina de 0,1
pg/mL presenta una disminucién del crecimiento bacteriano de la E. coli cepa D-21, al
estar por debajo de la curva de crecimiento que marca el control o blanco.
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Gréfico 5.28 Test microbioldgico de Escherichia coli cepa D-21, para maiz dulce

-Escherichia coli cepa D-31

Los gréficos 5.29 y 5.30 muestra los resultados del Test microbiolégico para la
Escherichia coli cepa D-31.

En el gréafico 5.29 se observa que para la alubia roja, todas las concentraciones de
proteina probadas presentan curvas de crecimiento por encima del control, por lo que
se puede afirmar que no hay actividad antimicrobiana de este compuesto activo en esta
cepa.
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Grafico 5.29 Test microbiolégico de la Escherichia coli cepa D-31, para alubia roja
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Para el maiz dulce, el grafico 5.30 muestra que sé6lo la concentraciéon de proteina més
baja (0,1pg/mL) muestra inhibicién parcial del crecimiento microbiano comparado con
el blanco. Sin embargo, la curva aparece practicamente paralela al control por lo que el
resultado obtenido no es concluyente y no permite afirmar la existencia de actividad
bactericida en este caso.

0,7

Absorbancia a 620

O T T T T T
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000

Tiempo (Segundos)

| ——0.1 ug/mL —=—0.5 ug/mL 1 ug/mL 5 ug/mL 10 ug/mL —e— Control |

Grafico 5.30 Test microbiolégico de la Escherichia coli cepa D-31, para maiz dulce

-Pseudomonas

Los gréficos 5.31 y 5.32 muestran los resultados del test microbiolégico para las cepas
de Pseudomonas.

En el grafico 5.31 se observa que para la alubia roja, ninguna de las concentraciones de
proteina probadas muestran curvas de crecimiento por debajo de la curva del control o
blanco, lo que significa que no hay inhibicién del crecimiento bacteriano, por la adicién
del extracto de la semilla al cultivo celular.
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Grafico 5.31 Test microbioldgico de Pseudomonas, para alubia roja

Para el maiz dulce, el grafico 5.32 muestra que las concentraciones de proteinas de
0,1pg/mL, 0,5 pg/mL, 1 ug/mL, 5 pg/mL presentan curvas de crecimiento por debajo
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de la curva del blanco. La excepciéon es la concentraciéon de 10 ug/mL cuya curva
supera el control o blanco. Sin embargo, este efecto no es muy acusado y se necesitan
mas estudios al respecto para concluir una posible inhibicién o atenuacién del
crecimiento celular microbiano en este rango de concentracion.
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Gréfico 5.32 Test microbiolégico de Pseudomonas, para maiz dulce

-Staphylococcus

Los gréaficos 533 y 5.34 muestran los resultados del test microbiolégico para
Staphylococcus.

El grafico 5.33 muestra que para la alubia roja, ninguna de las concentraciones de
proteina estudiada muestran actividad antimicrobiana para el cultivo de Staphylococcus
ni inhiben el crecimiento celular del mismo.
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Grafico 5.33 Test microbiolégico para Staphylococcus, para alubia roja

El grafico 5.34 indica que para el caso del maiz dulce, solo la concentraciéon de 5 pg/mL
muestra una curva de crecimiento por debajo del control, lo que indica inhibicién del
crecimiento celular para esta cepa.
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Grafico 5.34 Test microbiolégico para Staphylococcus, para maiz dulce

B) Test B: Test de inhibicién de crecimiento para una concentracién fija de proteina
coagulante

A continuacién se muestran los resultados obtenidos para concentraciones de
proteina de 0.2 mg/mL y 0.6 mg/mL. Se estudiara en cada ensayo la influencia que el
Acetato de amonio pueda tener sobre el medio nutriente y el cultivo. La curva de
crecimiento de la disolucién amortiguadora viene representada en cada grafico.

-Escherichia coli cepa K-12
El grafico 5.35 muestra los principales resultados obtenidos para el ensayo de

crecimiento celular de la Escherichia coli cepa K-12, utilizando extractos purificados de
alubia roja y maiz dulce.
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Grafico 5.35 Test microbiolégico para la Escherichia coli cepa K-12

La alubia roja (EPA) muestra una curva de crecimiento por encima de la curva de
crecimiento del control por lo que se deduce que el extracto de esta semilla a la
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concentracion probada (0.2 mg/mL), no posee capacidad antimicrobiana en el sentido
de reducir, inhibir o retardar el crecimiento de los microorganismos, tal y como se
habia observado en el gréfico 4.24.

La concentraciéon de ETP de maiz dulce probada (0.2 mg/mL), presenta una curva de
crecimiento que tras alcanzar un maximo entorno a los 15000 segundos de ensayo,
empieza a decrecer hasta situarse por debajo de la linea de control. Esto supone una
inhibicién parcial del crecimiento de el microorganismo Escherichia coli cepa K-12 si se
compara con el blanco.

La curva del tampén Acetato de Amonio se asemeja a la del control, situdndose por
debajo de este a partir de los 20000 segundos. Esto podria significar que la presencia
del tampén acetato en el medio nutriente y el cultivo afecta de algtin modo a este
altimo retardando su crecimiento. En cualquier caso, no se puede afirmar que la
presencia de actividad antimicrobiana del maiz dulce sea debida solo a la proteina
presente y no a la disolucién tampon. Se necesitan hacer mas estudios con el fin de
confirmar los resultados.

-Escherichia coli cepa D-31

El grafico 5.36 muestra los resultados del test microbiolégico para la Escherichia coli
cepa D-31.
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Grafico 5.36 Test microbiol6gico para la Escherichia coli cepa D-31

La concentracion de 0.2 mg/mL de EPA de alubia roja muestra los mismos resultados
que para la cepa k-12 y no se aprecia efecto antimicrobiano a la concentracién
estudiada. Las mismas conclusiones se obtienen para el maiz dulce y el acetato de
amonio.

-Pseudomonas

El gréfico 5.37 muestra los resultados del test microbiolégico para la bacteria
Pseudomonas.
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Grafico 5.37 Test microbiolégico para Pseudomonas

Del gréfico se concluye que no hay efectos antimicrobianos para la alubia roja, maiz
dulce ni para el acetato de amonio a la concentracion estudiada (0.2 mg/mL). La curva
del tampén Acetato de Amonio se asemeja a la del control, no se aprecia efecto
inhibidor de este en el crecimiento.

-Bacillus thurigensis cepa-5

El grafico 5.38 muestra los resultados del test de crecimiento celular para la bacteria
Bacillus turigensis cepa 5.
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Grafico 5.38 Test microbiolégico para Bacillus thurigensis cepa 5

Tal y como se coment6 en el gréfico anterior, no se observa actividad antimicrobiana
para las concentraciones probadas de proteinas (0.6 mg/mL) en las semillas de alubia
roja, maiz dulce y tampén de Acetato de amonio.
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5.3.2 Test de formacién de floculos celulares (“clumping”)
Finalmente, los bioensayos se completan con la realizacién del test de agrupamiento
celular para las especies de Bacillus thurigensis cepa 5, 7 y 75, Escherichia coli cepa D-21,

D-31y K-12, Pseudomonas 'y Staphylococus.

Bacillus thurigensis -5

En la figura 5.4 se muestran las imdagenes del microscopio tomadas del control
(constituido por el medio nutriente y la cepa de cultivo) y de los cultivos celulares
tratados con los extractos de las semillas de maiz dulce y de alubia roja. Para la alubia
roja se observa la formacién de pequefios floculos de Bacillus thurigensis cepa 5 al
compararlo con el blanco, por lo que se podria concluir cierta capacidad coagulante del
extracto acuoso a esta concentracion, dicho resultado no es concluyente. Para el maiz
dulce no se observa formacién de fléculos celulares.

Control Alubia roja N Maiz dulce

Figura 5.4 Test de agrupamiento celular para Bacillus thurigensis cepa 5
Fuente: Elaboracion propia

Bacillus thurigensis -7

En la figura 5.5 se observa que tanto los extractos de la alubia roja y maiz dulce no
poseen capacidad formadora de fléculos celulares para la cepa Bt-7.

Control Alubia roja Maiz dulce

Figura 5.5 Test de agrupamiento celular para Bacillus thurigensis cepa 7
Fuente: Elaboracion propia

Bacillus thurigensis -75

En la figura 5.6, se muestran los resultados del ensayo para el agrupamiento celular. La
observacion al microscopio del cultivo de Bt-5 tratado con extracto de la alubia roja,
muestra una considerable agregacion celular. Las células de Bt-75 en contacto con al
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extracto purificado de alubia roja, se muestran inmobilizadas, deformadas y en
algunos casos, con el citoplasma fuera de la célula, mientras que las células del control
o blanco permanecen intactas y con un movimiento rapido.

El maiz dulce, muestra la formacién de unos pequefios fléculos celulares tras 3 horas
de incubacién. Con el fin de confirmar este tltimo resultado, se deberdn realizar maés
tests, con concentraciones mayores de proteinas o bien incrementando el tiempo de
incubacion.
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Control Alubia roja Maiz dulce

Figura 5.6 Test de agrupamiento celular para Bacillus thurigensis cepa 75
Fuente: Elaboracion propia

Escherichia coli cepa D-21

La figura 5.7 muestra que tanto los extractos de la alubia roja como del maiz dulce no
poseen actividad formadora de fl6culos celulares, para esta cepa, tras 3 horas de
incubacion.

“Control Alubia roja Maiz dulce

Figura 5.7 Test de agrupamiento celular para Escherichia coli cepa D-21
Fuente: Elaboracion propia

Escherichia coli cepa D-31

La figura 5.8 permite observar que para el caso de la bacteria Escherichia coli cepa D-
31, la alubia roja no muestra actividad formadora de fléculos. Sin embargo, para el
maiz dulce se observan pequefios fléculos tras 3 horas de incubacién, aunque también
un incremento de la poblacién bacteriana en el cultivo.
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Control Alubia roja " Maiz dulce

Figura 5.8 Test de agrupamiento celular para Escherichia coli cepa D-31
Fuente: Elaboracion propia

Escherichia coli cepa K-12

La figura 5.9 muestra que no hay actividad formadora de fl6culos ni para la alubia roja
ni para el maiz dulce, aunque se observa una menor densidad de bacterias en el cultivo
tratado con extracto crudo de alubia roja.

Control Alubia roja Maiz dulce

Figura 5.9 Test de agrupamiento celular para Escherichia coli cepa K-12
Fuente: Elaboracion propia

Pseudomonas

La figura 5.10 muestra que no hay actividad formadora de fl6culos ni para la alubia
roja ni para el maiz dulce.

Control Alubia roja Maiz dulce
Figura 5.10 Test de agrupamiento celular para Pseudomonas

Fuente: Elaboracion propia
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5.3.3 Conclusiones del test antimicrobiano

El test antimicrobiano permite obtener las siguientes conclusiones:
- El test de crecimiento celular, ha mostrado los mejores resultados para el
rango de concentraciones de 0.1 a 5 pg/mL, en los extractos de las semillas de
alubia roja y maiz dulce y para las bacterias de Escherichia coli K-12 y D-21.
- En el test de floculacién celular, se ha obtenido los mejores resultados para la
alubia roja, en las cepas Bt-5, Bt-75 y para el maiz dulce Bt-75 y E. coli D-31.

5.4 Resultados de la aplicacion real
5.4.1 Test de actividad coagulante

En este apartado, se muestran los resultados mas representativos del test de actividad
coagulante primaria para los extractos crudos obtenidos.

A) Agua turbia sintética

En los ensayos con agua turbia sintética, se obtuvieron tnicamente resultados positivos
para el maiz amarillo y el maiz blanco.

En la figura 5.11, se muestra el resultado del test de actividad en tubo de ensayo para el
maiz blanco. Los tubos de ensayo de la columna de la derecha representan el blanco,
los tubos de la fila inferior, son los que contienen 600 pL de extracto crudo, los de la fila
central contienen 300 pL de extracto y los de la fila superior contienen 150 uL de
extracto. Los tubos de la columna de la izquierda de la figura, han sido tratados con el
extracto acuoso (ECA), los de la segunda columna por la izquierda fueron tratados con
el extracto salino 0.5 M (ECS1), los de la tercera columna con el extracto salino 0.25 M
(ECS 2) y los de la cuarta columna con el extracto salino 0.125 M (ECS 3).

camti= 1 A -
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Figura 5.11. Test de actividad cualitativo para maiz blanco y agua turbia sintética
Fuente: Elaboracion propia

En la figura se observa, que los tubos de ensayo poseen parte de la materia en
suspension precipitada en la parte inferior de los mismos. Los extractos mas eficaces
para el maiz blanco son los extractos salinos de mayor concentracion, ECS1 seguidos
por los ECS2 y los de menor concentracién, ECS3. Los resultados para el ECA no son
positivos.

Metodologia de extraccién in situ de coagulantes naturales para clarificacion de agua superficial 83



5. RESULTADOS

Por comparacién visual con el blanco, se determina que la concentracién mas efectiva
es la de 600 pL de extracto crudo, seguido por 300 pL y por 150 pL de extracto. Dicho
resultado confirma los resultados obtenidos a nivel de laboratorio para el maiz, donde
se obtuvo que los extractos salinos eran mas efectivos que los extractos acuosos y que
en todos los casos, los extractos no admitian diluciones sin pérdida de la actividad
coagulante.

B) Agua superficial

En los ensayos con agua superficial, se obtuvieron tnicamente resultados positivos
para el maiz amarillo y el maiz blanco.

En la figura 5.12 se muestra el resultado del test de actividad en tubo de ensayo para el
maiz amarillo.

El blanco o control aparece a la izquierda de la fotografia, el resto de tubos de
izquierda a derecha son: el agua superficial tratada con 150 pL del extracto preparado
con la disoluciéon de agua destilada, el siguiente es el extracto preparado con la
disolucion de NaCl 0,125 M, el tercero tratado con la disolucion NaCl 0,25 M, y el de la
derecha, con la disolucién de NaCl 0.5 M.

Figura 5.12. Test de actividad cualitativo para el maiz dulce (150 pL) y agua de quebrada
Fuente: Elaboracion propia

En la figura se observa, al igual que en el caso de la disolucién turbia sintética, como
los extractos salinos son mdas efectivos que los acuosos. Se observan diferencias
cualitativas entre el blanco y los tubos que contienen el agua tratada con los extractos
crudos de maiz dulce. En la pare inferior del tubo de ensayo tratado con el extracto
ECS1, se observa un precipitado de color pardo tras 1 hora de sedimentacion.

En la figura 5.13 se muestra el resultado del test de actividad en tubo de ensayo para el
maiz amarillo.

Figura 5.13. Test de actividad cualitativo para el maiz dulce (300 pL) y agua de quebrada
Fuente: Elaboracion propia
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Al igual que en el caso de la figura anterior, se observa que los extractos salinos son
mas efectivos que los acuosos. Ademds a mayor concentracion salina, se obtiene mayor
cantidad de precipitado en comparacién con el blanco.

Comparando los resultados del test cualitativo de actividad, de las figuras 5.12 y 5.13,
se observa que el agua de quebrada tratada con mayor volumen de extracto, ofrece
mejores resultados en el test de actividad, en el sentido de formar mayor cantidad de
precipitado tras 60 minutos de sedimentacion.

5.4.2 Test antimicrobiano

Los resultados del test antimicrobiano se muestran a continuacion.

En la figura 5.14 se muestran los resultados del test antimicrobiano para el extracto
crudo de maiz blanco, siguiendo el esquema de inoculacién indicado en la
metodologia. La imagen de la izquierda, muestra los resultados para el test
antimicrobiano del agua de quebrada tratada con 150 pL de extracto crudo de maiz
blanco, y la de la derecha el agua tratada pero con 300 pL de extracto crudo de la
misma semilla.

Figura 5.14 Resultados del test microbiolégico para 150 y 300 pL de extracto de maiz blanco
Fuente: Elaboracion propia

En la figura se observa que para todas las muestras inoculadas, aparece crecimiento de
colonias de bacterias en el medio de cultivo de la placa Petri. No se observa diferencia
significativas para entre los resultados de las placas tratadas con 150 pL de extracto
crudo y con 300 pL de este.

En la figura 5.15 se muestran los resultados del test antimicrobiano para el extracto
crudo de maiz amarillo, siguiendo el esquema de inoculacién indicado en la
metodologia. Al igual que en el caso anterior, la imagen de la izquierda, muestra los
resultados para el test antimicrobiano del agua de quebrada tratada con 150 pL de
extracto crudo de maiz amarillo, y la de la derecha el agua tratada pero con 300 pL de
extracto crudo de la misma semilla.

Figura 5.15 Resultados de test microbioldgico para 150 y 300 pL de extracto de maiz dulce
Fuente: Elaboracion propia
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La figura permite afirmar que no se aprecian diferencias entre el agua procedente de una
vertiente y el agua tratada con coagulantes naturales, en relacion a la disminucion del
nimero de unidades formadoras de colonias presentes.

Estos resultados, confirman los resultados obtenidos a nivel de laboratorio, en los tests
de crecimiento celular donde se observaba la ausencia de inhibicion del crecimiento
bacteriano por la presencia del extracto crudo en el cultivo celular ensayado.

Finalmente, se muestran los resultados del ensayo realizado para el agua tratada con
150 y 300 uL de extracto, seguida de un tratamiento con 0.1 ppm de cloro.

Figura 5.16 Resultados de test microbioldgico para 150 y 300 uL de extracto de maiz blanco
Fuente: Elaboracion propia

En la figura 5.16 se observa, la ausencia de crecimiento de colonias en las muestras
tratadas con el maiz blanco y el cloro, y la presencia de bacterias en la muestra de agua
de quebrada no tratada.

Este dltimo resultado deja de manifiesto, la eficacia de la disolucién tratada con
extractos de coagulantes naturales y cloro, lo que debera ser estudiado en los ensayos
posteriores como un tratamiento combinado de potabilizacién: clarificacién con
coagulantes naturales y desinfeccién con cloro.

5.4.3 Conclusiones de la aplicacién real
La aplicacién real permite concluir que:

-Es posible utilizar el protocolo de trabajo desarrollado a nivel de laboratorio, para la
aplicacion real en zonas con recursos limitados.

-Los resultados positivos del test de actividad cualitativo realizado en la aplicacion real
confirman, para las semillas de maiz, los resultados obtenidos previamente en el
laboratorio.

-Los resultados del test microbiolégico realizado en la aplicacion real no son
concluyentes para las concentraciones estudiadas.
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6. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos tras los ensayos experimentales permiten realizar las
siguientes consideraciones:

6.1 Alubia roja
-Actividad coagulante

El extracto crudo salino muestra un porcentaje de sedimentacién del 55 % pero sélo
posee capacidad coagulante cuando esta diluido (los mejores resultados se han
obtenido cuando el extracto crudo trabaja diluido 27 veces). Dicha semilla, también
admite la utilizaciéon del extracto crudo acuoso, aunque obtiene porcentajes de
sedimentacién (proximos al 45 %) inferiores al del extracto salino y admite hasta 9
diluciones del extracto crudo acuoso sin pérdida de actividad.

-Caracteristicas del extracto crudo

El tiempo de sedimentacién para los experimentos se estima en 90 minutos, ya que la
velocidad de coagulacién es mas lenta que la que posee Moringa oleifera.

Los ensayos realizados sobre la estabilidad el extracto frente la temperatura, muestran
que el coagulante activo no ve afectada su capacidad coagulante por la temperatura, si
ésta no se encuentra por encima de 85° C. Este hecho, permite trabajar con el extracto
crudo a temperatura ambiente, sin pérdida de actividad.

-Purificacién del compuesto activo

La purificacién del extracto crudo empleando una columna catidénica, permite obtener
fracciones activas en la regién “bound”, es decir, cuando se produce el lavado con el
gradiente salino de NaCl 1M. Ademas, estas fracciones alcanzan un porcentaje de
sedimentacién entorno al 70 %, que es mas elevado que para el extracto crudo.

-Caracterizacion del compuesto activo

Respecto a los geles, la electroforesis nativa desnaturalizante permite obtener 3 bandas
en todas las fracciones activas. Se observa una banda ancha con un peso molecular de
aproximadamente 67 kDa, y dos bandas més estrechas con un peso molecular de 43
kDa.

Por otra parte, el protocolo nativo acido realizado para los extractos activos, permite
concluir que las fracciones activas del gel se encuentran cargadas positivamente.

-Propiedades antimicrobianas

Los resultados obtenidos permiten concluir que no se observa presencia de efecto
antimicrobiano del extracto para las concentraciones de proteina entre 0,1 y 10 ng/mL
y los microorganismos Escherichia coli (cepas K-12, D-21, D-31), Pseudomonas,
Staphylococcus y Bacillus thurigensis (cepas 5, 7, 75) ni para concentraciones de extracto
purificado superiores, en el rango de 0,2-0,6 mg/mL.
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Finalmente, los resultados para la formacién de fléculos celulares (“clumping”) fueron
positivos para Bacillus thurigensis cepa 5. Sin embargo, no se observé formacion de
fléculos para el resto de microorganismos probados: Escherichia coli (cepas K-12, D-21,
D-31), Pseudomonas, Staphylococcus y Bacillus thurigensis (cepas 7'y 75).

6.2 Maiz dulce
-Actividad coagulante

El extracto salino crudo muestra un porcentaje de sedimentacion entorno al 75 %, pero
no admite dilucion. Es posible emplear el extracto acuoso crudo pero la actividad del
compuesto disminuye hasta el 40 % y éste extracto tampoco admite diluciones sin
pérdida de actividad coagulante. También se estudié el extracto con Acetato de
amonio, para el cual se obtuvieron resultados similares al extracto salino con NaCl, con
porcentajes de sedimentacién cercanos al 75 %, y admite hasta 3 diluciones sin pérdida
de actividad.

-Caracteristicas del extracto crudo

El tiempo de sedimentacién considerado es el mismo que el determinado para los
experimentos con Moringa, 60 minutos.

El componente activo, se ve afectado en gran medida por la temperatura, si esta supera
los 85° C. A pesar de ello, el maiz dulce permite trabajar a temperatura ambiente sin
tomar otro tipo de precauciones.

-Purificacién del compuesto activo

La purificaciéon por intercambio iénico con una columna catiénica, permite obtener
todas las fracciones activas en la region “unbound”, es decir, en la regiéon previa a la
elucién con un gradiente salino de NaCl. A pesar de la dilucién asociada con la
purificacién, la actividad de las fracciones en el “unbound” no se ve afectada y los
resultados son similares a los obtenidos para el extracto crudo, entorno al 70 %.

-Caracterizacion del compuesto activo

El gel con SDS-PAGE muestra 3 bandas con un peso molecular estimado entorno a 60,
37 y 21 kDa. El gel con protocolo nativo acido muestra que las fracciones activas
poseen carga neutra y por tanto, el componente activo del maiz dulce es distinto al
encontrado para la alubia roja.

-Propiedades antimicrobianas

Respecto a los test antimicrobianos, se observa una ralentizaciéon del crecimiento
bacteriano para las concentraciones mas bajas de extracto (0,1-5 pg/mL) sobre los
microorganismos Escherichia coli (cepas K-12, D-21, D-31), Pseudomonas, Staphylococcus y
Bacillus thurigensis (cepas 5, 7, 75). Para concentraciones de proteinas més elevadas, en
el rango de 0.2 y 0.6 mg/mL solo se ve ralentizado el crecimiento de Escherichia coli
cepa K-12, para el resto Escherichia coli (cepa D-31), Pseudomonas, y Bacillus thurigensis
(cepa 5) no se observa ningun efecto.
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Se observa la formacién de fl6culos para los microorganismos Escherichia coli cepa D-31
y Bacillus thurigensis cepa 75. No se observan fléculos para Bacillus thurigensis (cepas 5y
7), Escherichia coli (cepas K-12, D-21, Pseudomonas o Staphylococcus.

6.3 Maiz rojo
-Actividad coagulante

El extracto crudo salino muestra un porcentaje de sedimentacion entorno al 75 %, pero
no admite diluciones sin pérdida de actividad. También se ha estudiado la actividad
para el extracto con acetato de amonio, obteniéndose una tasa de sedimentacion similar
a la obtenida para el extracto salino, entorno al 65 % pero admite 3 diluciones del
extracto crudo sin pérdida excesiva de actividad.

-Caracteristicas del extracto crudo

El tiempo de sedimentacion para los experimentos es de 60 minutos, al igual que para
Moringa. El coagulante activo se ve afectado por la temperatura, si esta se encuentra
por encima de 85° C aunque la actividad es todavia elevada, la tasa de sedimentaciéon
es cercana al 70 %. En cualquier caso, el maiz rojo admite trabajar a temperatura
ambiente sin tomar ningun tipo de precaucién adicional.

-Purificaciéon del compuesto activo

La purificaciéon por intercambio idnico con una columna catiénica, permite obtener
todas las fracciones activas en el “unbound”. Sin embargo, y a pesar de la dilucién
asociada al proceso de purificaciéon, la actividad de las fracciones purificadas es
superior que para el extracto crudo, situdndose entorno a valores del 70 %.
-Caracterizacion del compuesto activo

El gel SDS-PAGE no muestra bandas claras de los componentes y no es posible estimar
su peso molecular. El gel obtenido tras el protocolo nativo 4cido, no proporciona

resultados concluyentes sobre la carga del componente activo.

En este caso particular, resulta evidente que la purificaciéon con una columna catiénica
no funciona y que se debe emplear otra columna al realizar la purificacién.

-Propiedades antimicrobianas

Debido a la imposibilidad de obtener el extracto crudo purificado, no se pudieron
realizar test antimicrobianos.
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Los resultados experimentales obtenidos en este trabajo de investigaciéon permiten
concluir que:

Alubia roja

- El extracto crudo actta como un coagulante natural primario, ya que
reduce la turbidez del agua en un rango de 55-65 % respecto de la
turbidez inicial. Este coagulante, admite su manipulacion y trabajo a
temperatura ambiente, e incluso mantiene su actividad tras ser
calentado durante 1 hora a 85 °C.

- Su componente activo se purifica facilmente por cromatografia de
intercambio iénico. El extracto purificado obtenido se puede afadir al
agua cruda, lo que permite almacenar el agua tratada con este
compuesto, por tiempos superiores a 24 horas.

- El extracto purificado obtenido no posee capacidad antimicrobiana a las
concentraciones estudiadas (0.1-10 pg/mL, 0.2 mg/mL y 0,6 mg/mL).

Maiz dulce

- El extracto crudo es un buen coagulante primario natural debido a que
permite reducir la turbidez del agua tratada en un rango del 70-75 %,
respecto del inicial. El extracto puede ser utilizado a temperatura
ambiente y el tiempo de sedimentacién estimado es de 60 minutos.

- El extracto crudo posee efectos similares a la semilla de Moringa oleifera,
ya que alcanza porcentajes de sedimentacién similares o incluso
superiores a ésta. Sin embargo, a diferencia de lo que sucede con la
Moringa, el maiz dulce no admite diluciones sin pérdida de actividad
coagulante.

- El extracto purificado posee una baja actividad antimicrobiana en el
rango de concentraciones estudiadas (0.1-10 pg/mL, 0.2 mg/mL y 0,6
mg/mL).

- En los test de floculacién celular, se observa la capacidad que esta
semilla posee para formar agregados celulares sobre las bacterias. Esta
caracteristica particular, contribuye a proseguir con las investigaciones
para su utilizaciéon en el tratamiento del agua destinada a consumo
humano.

Maiz rojo

- El extracto crudo ofrece resultados prometedores debido a la elevada
tasa de sedimentaciéon observada. Sin embargo, las dificultades
encontradas en su purificacion hacen mas interesante proseguir los
estudios posteriores con las semillas de alubia roja y maiz dulce.
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El presente trabajo de investigaciéon permite concluir que:

- El estudio comparativo realizado ha permitido seleccionar entre 21 semillas
analizadas, 3 semillas de cultivos comunes (leguminosas y cereales), que presentan
una excelente capacidad coagulante, reduciendo la turbidez inicial del agua cruda
en porcentajes comparables al coagulante natural mas extendido en la actualidad, la
semilla de Moringa oleifera.

- El protocolo desarrollado para la extraccion del compuesto activo, es sencillo y
puede adaptarse facilmente a zonas de escasos recursos, permitiendo su utilizacién
para la clarificacion del agua cruda. Dicho protocolo ha sido contrastado en la
aplicacion real en Ecuador, ofreciendo resultados prometedores en la reducciéon de
la turbidez y de la concentracién bacteriana, en combinacién con el cloro.

- Los coagulantes naturales estudiados representan una alternativa a considerar
en la clarificacion de aguas superficiales de turbidez elevada, para zonas de escasos
recursos.

- Es necesaria la profundizaciéon en aspectos tales como la purificacion del
compuesto activo con métodos sencillos y de bajo coste, y el estudio de la aplicaciéon
en grandes volimenes de agua.
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En la experimentacion inicial con las semillas de alubia roja, maiz dulce y maiz rojo, los
resultados han sido prometedores al mostrar tanto su capacidad de actuar como
coagulantes primarios en la clarificaciéon del agua cruda como en mostrar actividad
antimicrobiana. Dado que el trabajo de investigacion constituye una fase preliminar en
el desarrollo de la tesis doctoral, la investigacién posterior ird orientada a profundizar
en la utilizacién de dichos coagulantes naturales para la potabilizacion de agua en
paises en vias de desarrollo.

Los estudios futuros contemplaran los siguientes aspectos:

-Estudios preliminares orientados a mejorar la purificacién de los extractos crudos, los
test antimicrobianos de inhibicion del crecimiento y de agrupamiento celular.
Concretamente:

> Mejora de la purificacién de todas las semillas.

> Ampliaciéon del rango de concentracién de proteina activa para el test de
crecimiento celular.

> Estudio de los efectos de la ampliacién del tiempo de incubacién en el test
de capacidad floculante.

-Estudio comparativo entre las tasas de sedimentacién de los coagulantes naturales
estudiados y de coagulantes sintéticos.

-Estudios de toxicidad para demostrar la inocuidad del compuesto activo en el agua
destinada a consumo humano.

-Aplicacion de los coagulantes naturales a escala piloto, trabajando tanto con
disoluciones turbias sintéticas como con aguas superficiales naturales.

-Desarrollo e implementacion de un prototipo o protocolo para la utilizacion de
coagulantes naturales en paises en vias de desarrollo.

-Estudio de la posible combinacién del tratamiento de los coagulantes naturales con
otras técnicas tales como filtracion en lecho de arena o técnicas de membranas, como la
ultrafiltracién.
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ANEJO I: NOTACION

AcH:
Alb.:
APS:
bound:

BSA:

°C:

CFG:

CIE:

cm:

Cong.:
clumping test:
Da:

dil.:
distaining;:
DSS:

EAP:
ECA:
ECMO:
ECS:

ECT:
EPMO:
EP:

ETP:
Gbzo.:
IDH:

KOH:
LB:
mA:
mL:
mM:
M:
NaCl:
nm.:
Ol
PAGE:

PET:

P. morada:

ANEJO I. NOTACION

acido acético
alubia
del término en inglés (Amonium Persulphate); persulfato amoénico

unido (hace referencia a la fraccién que queda adsorbida a la superficie
de la matriz en la columna de intercambio i6nico)

del término en inglés (Bovine Serum Albumine); proteina seroalbiimina
bovina

grados centigrados (celsius)

cromatografia de filtracién en gel

cromatografia de intercambio i6nico

centimetro

congelado

test de agrupacion o floculacién celular

dalton

diluidos

solucion de revelado

dodecil sulfato sédico

extracto acuoso purificado

extracto crudo acuoso

extracto crudo de Moringa oleifera

extracto crudo salino

extracto crudo en disolucion tamponada de acetato de amonio
extracto salino purificado de Moringa oleifera
extracto purificado

extracto purificado en disolucion amortiguadora
garbanzo

Indice de desarrollo humano definido por el Programa de Naciones
Unidas en el informe de desarrollo humano de 2006

hidréxido potésico

medio de cultivo Luria-Bertani
miliamperios

mililitro

mili molar

molar

cloruro sédico

nanémetro

Osmosis Inversa

poliacrylamide gel electrophoresis (Electroforesis en geles de
poliacrilamida)

Poli-etilen-tereftalato

fruta de la pasién morada
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ANEJO I: NOTACION

PNUD:
p/v:

refrig.:

rpm:

Programa de Naciones Unidas
peso/volumen
refrigerado

revoluciones por minuto

Running buffer: tampén para electroforesis, transportador o de migracion

Separation gel: gel de separacion en la electroforesis en geles de poliacrilamida

SDS:
SDS-PAGE:

Stacking gel:

TEMED:

Staining:

del término en inglés Sodium-dodecil-sulfate (dodecil sulfato sédico)

Sodium-dodecil-sulfate poliacrylamide gel electrophoresis
(Electroforesis de proteinas en geles de sodio-dodecil-sulfato
poliacrilamida)

gel de apilamiento o compresor en la electroforesis en geles de
poliacrilamida

N, N, N, N’-tetrametilendiamina

solucién de tincion o fijacion

Stock solution: solucién de almacenamiento

Tris:
Tris-HCI:
UEC:

ng:

ul:
Unbound:

UNT:
uS:
UV:
V:

Tris(hidroximetil)aminometano
Tris(hidroximetil)aminometano - acido clorhidrico
unidades formadoras de colonias

microgramo

microlitro

libre (hace referencia a la fracciéon que no queda unida a la superficie de
la matriz en la columna de intercambio iénico)

Unidades Nefelométricas de Turbidez
microsiemens
ultravioleta visible

voltios
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