DISCUSIONES

Diferentes métodos de purificaciéon de cristales y esporas de B.t. han sido
reportados, dentro de los cuales destacan los que utilizan las propiedades de
flotacion y sedimentacion de esporas y cristales en gradientes de centrifugacion
con sales inorganicas (Fast, 1972 Ang v Nickerson., 1978) y los que se basan en los
diferentes coeficientes de particion de las esporas y los cristales en sistemas
acuosaos bifasicos a base de paolietilenglicol y sales de fosfato de potasio (Geodman
veol, 1967 ; Guereca y col.. 1994).

Ambos métodos, son igualmente efectivos en obtener cristales con una
pureza superior al 95%. Sin embargo, con gradientes de centrifugacién con NaBr,
se obtiene un rendimiento de un 15% a un 20% de cristales puros {4ng y
Nickerson., 1978), en cambio, en el presente trabajo se encontro, que el sistema
bifasico a base de polietilenglicol tubo un rendimiento en Ja purificaciéon de
cristales de entre un 20% a un 35% de proteinas con respecto al complejo espora-
cristal original. Este resultado, es semejante al 42% de rendimiento maximo
reportado par Guereca y col. en 1994 para este mismo sistema bifasico a base de
polietilenglicol. Ademas, el sistema bifasico presenta la ventaja de ser adaptado
en el laboratorio para purificar grandes volimenes de complejo espora cristal, en
tiempos cortos, sin requerir de centrifugas con rotores especiales y de altos
costos, coma lo reporté Ang y Nickerson.

Los resuitados obtenidos af caracterizar las proteinas que forman el cristal
de GM-1, nos indican que las condiciones de solubilizacion, tales como el pH vy
tiempo, asi como 1a digestién enzimatica, determinaron el nimero y tamaiio de las
proteinas que se obtienen def cristal. La solubilizacidon de los cristales de GM-1,
con NaOH-Glicina a pH12, por 5 horas, no generé ninguna banda en los geles de
poliacrilamida al 12% y 15%, este resultado difiere de lo encontrado por Bulla y
col., en 1979, quienes determinaron una proteina de 68 kDa en los cristales de
B.t. kurstaki, solubilizados bajo estas mismas condiciones. Sin embargo, la
solubilizacion de los cristales de GM-1 en la misma solucién, perc a pH10 por 3
horas, produjo un banda de 98 kDa de peso moiecular relativo (Mr). Esta proteina
difiere en tamafio de la protoxina de 130 kDa encontrada para la misma cepa de
GM-1, la cual se obtiene cuando los cristales se solubilizan en una solucion de tris
SDS y p-mercaptoetanol a pH 10.0, calentados en bafio maria a ebullicion por 3
min. Esta proteina de 130 kDa, conocida con el nombre de protoxina, corresponde
en tamafo con la protoxina de 131 kDa reportada para B.t. var. aizawai, cepa
IPL-7, referida por Hoffte y Witeley en 1989 (Tabla #2). Asi misma, estos autores
reportan que [a protoxina de 8.f£ aizawal/ presenia los genes gue codifican para
las proteinas CrylA(a) y CrylA(b), lo cual de acuerdo a nuestros resultados
corresponde en parte a lo encontrado en las proteinas de GM-1, reconocidas por
los anticuerpos CrylA(b) y CrylA(c). Esto nos indica que nuestra proteina (GM-1)
comparte en el cristal con el serotipo aizawai, al cual pertenece serologicamente,
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parte de su composicion proteica. Para confirmar realmente si GM-1 presenta los
genes crylA(a), crylA(b) o crylA(c) y conocer en cual radica la actividad
adyuvante, sera necesario aislar los plasmidos que codifican para el cristal de
GM-1 y confirmarlo mediante estudios de hibridacion, cionacidn y expresion.

Cuando se determiné la capacidad adyuvante que tienen los crisiales y las
proteinas solubilizadas y tripsinadas de 98 y 62 kDa de B.f .respectivamente, . en
ratones Balb/c, encontramos que el incremento en el # de C.F.P. anti-E.C. ocurre
en uh rango que va del 60% al 140 % con respecto al control, con diferentes dosis
de toxina que van del 0.1 a 2.5 mg/kg de peso del raton. Estos resultados son
semejantes a lo encontrado por Prasad y Shetna en 1975, quienes reportaron que
los cristales de B.tL var. thuringiensis incrementan los niveles de anticuerpos
hemaglutinantes y hemoliticos contra E.C. en ratas. De acuerdo con lo publicado
por diversos autores, diferentes productos de origen bacteriano (toxinas, MDP,
LPS, hps,) resultan ser potentes estimuladores de la respuesta inmune ( Barrios y
col, 1994 ; Bowen y col., 1994, Perrovy col, 1994 ; Kahn y col, 1994), 10 que hace de
estas sustancias, fuertes prospectos de adyuvantes para vacunas.

El incremento maximo en el # de placas liticas reportado en este trabajo
ocurre cuando se aplican 2.5 mg/kg de proteina tripsinada al mismo tiempo que el
antigeno, en cambio Prasad y Shetna (1975) lo reportaron con esta misma dosis,
24 h. después que el estimulo antigenico. Sin embargo, no encontramos efecto
alguno al administrar la proteina tripsinada a esta dosis y en este tiempo, pero si
se observd un incremento considerable con la proteina (graf. # 2, barra azul -
soluble-), el cual es de 104% de incremento en el # de C.F.P., este efecto resulto
superior al efecto observado con BSA. pero menor al que produjo el LPS que fue
superior al 160%. Este resultado era de esperarse, ya que la cepa de ratén Balb/c
es altamente respondedora a LPS, ademas, es conocido el efecto sobre la
respuesta humoral y celular que presenta esta molécula, la cual ha sido reportada
como un mitégeno de linfocitos B, que induce [a produccion de citoquinas tales
como : interferén gama (INF-v), factor de necrosis de tumor alfa (TNF-o), factor
estimulador de la colonia de granulocito-macrofago (GM-CSF), interleucina 1 alfa
(IL-1-«} € interleucina 6 (IL-6) (Lise y. Audiberr., 1989, Petrov y col.,199¢), ademas,
interleucina 4 (IL-4} y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-P) (siesentorren
v Radbruch, 1995).

Actualmente, es bién conocido el efecto que tienen ciertas citoquinas para
inducir el cambio (“Switch™) de isotipo de inmunoglobufina por un iinfocito B might™.
Para antigenos timo dependientes, 3 lifocinas secretadas por linfocitos T de raton
son primordiales en inducir el cambio de clase de inmunoglobulina in vifro: INF-y,
producida por lifocitos T.1. induce el cambio a los isotipos lgG2a e IgG3 ;IL-4
producida por tinfocitos T,2. induce el cambio a 1IgG1 e IgE y el TGF-p induce el
cambio a 1gG2b e IgA (snzrer Mond 1993). EN €l presente trabajo, se encontré que las
proteinas digeridas con tripsina, producen en una respuesta primaria de



anticuerpos in vivo, un incremento significativo de anticuerpos especificos de E.C.
en los isotipos 19G1, 1gG2a, , IgG3 y en menor proporcidon 1gG2b e IgA, pero no
los de IgM. Esios resultados nos hacen suponer que esta proteina pudieran
estimular simultdneamente poblaciones de linfocitos T,1 v T,,2. A este respecto,
los procesos de control de la respuesta inmune indican que una respuesta T,1
inhibe la respuesta T,2 y viceversa (s, 1993), por lo que, la respuesta observada
con GM-1 en el cambio e incremento de isotipo de Ig’s no corresponderia a una
respuesta regulada por este mecanismo, ya la proteina tripsinada de GM-1
incrementa todos los isotipos de IgG’s e IgA. Sin embargo, otras céiulas no
linfoides producen también éstas citoquinas (siapper » Mond, 1993) 'y otros productos de
la activacion de linfocitos T, tales como la IL-10 (Oward y O Garra, 1992), IL-12 (Trincher: y
Scare 1994) € (=13 (Zurawski y de 1'mes. 199¢) también determinan el cambio de Ig’s y pudiera
este ser un mecanismo que expligue el incremento en los isotipos de IgG's e IgA
por |la proteina de GM-1, o bien que la proteina tuviera un efecto de manera
directa o indirecta en una activacion policlonal de los linfocitaos B. Finalmente, este
resultado obtenido en una respuesta primaria de anticuerpos, resulta interesante y
nos permite plantearnos ia necesidad de estudiar mas cuidadosamente el efecto
que tiene esta proteina en inducir el cambio de isotipo de anticuerpos en la
respuesia de linfocitos B.

Por otro lado, una reaccidén de hipersensibilidad retardada involucra una
respuesta inmune mediada por celulas y se caracteriza por que se presenta en un
periodo de tiempo que sobrepasa las 12 h., con la presencia de eritema,
induracion y algunas veces edema y eczema, en donde la principales células en
el sitio donde se encuentra el antigeno son linfocitos, monocitos y macréfagos (o
» eol. 1993). En el presente frabajo se enconird, que las proteinas digeridas con
tripsina provocan una reaccion de inflamacion (hipersensibilidad) que tiene su
maxima respuesta a las 3 h.. independientemente de la dosis de antigeno
utilizada en la sensibilizacion de los ratones. Se observo, que la respuesta
inflamatoria es mediada principalmente por el arribo de leucocitos
polimorfonucleares al sitio del antigeno y no persiste a las 24 ¢ 48 h. después.
Este resultado nos demuestra que esta proteina por si sola no ejerce un efecto de
hipersensibilidad retardada, fendmeno que esta mediado por linfocitos Tw1
(Romagnani. 1992). PETO NO s€ descaria la posibilidad de que linfocitos T, 1 activados por
la proteina de GM-1, sean los responsables de provocar la migracidn de los
polimorfonucleares al sitio de la inflamacion.



CONCLUSIONES

1.- Con el sistema acuoso bifasico se obtuvo el mejor rendimiento, de hasta un
35% en la purificacion de los cristales de GM-1.

2.- Los cristales de GM-1 estan formados, aparentemente por una proteina unica
(protoxina) de 130 kDa de peso molecular relativo (Mr).

3.- La digestién enzimatica con papaina y tripsina de la protoxina y la proteina
solubilizada a pH10, genera una toxina con un Mr. de 62 kDa.

4.- Las proteinas del cristal de GM-1, son reconocidas por los anticuerpos
CrylA(a) y la CrylA(b), pero no por los anticuerpos CrylllA, CryllIC y a-Otp.

5.- El mejor efecto adyuvante encontrado, fue de 143% en el # de C.F.P. anti-
E.C., con respecto al control cuando se inocularon por via |.P., 2.5 mg/kg de
la proteina digerida con tripsina al mismo tiempo que el antigeno.

6.- Se incrementaron notablemente los anticuerpos especificaos para el antigeno,
de las subclases 1gG1, 1gG2a e IgG3 y en menor proporcidn 1gG2b e IgA,

7.- Las proteinas del cristal digeridas con tripsina inducen una reaccion de

hipersensibilidad que tiene su maxima respuesta alas 3 h. y esta mediada
por leucocitos polimorfonucleares.
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PERSPECTIVAS

El presente trabajo cumple con los objetivos propuestos y confirma la hipotesis
planteada, de que los cristales, pero mas notablemente las proteinas del crisial
de B.t. GM-1 son capaces de incrementar la respuesta de anticuerpos a un
antigeno, en este caso E.C.. Esto pudiera significar ¢! uso potencial de estas
proteinas en el desarrollo de vacunas, al incrementar la respuesta a antigenos de
poca inmunogenicidad. Sin embargo, para cualquier tipo de aplicacion
biotecnologica en este aspecto, se requiere mas informacion del efecto que
gjercen fas proteinas sobre el sistema inmune por fo que se proponen {as
siguientes perspectivas :

1. Establecer el efecto adyuvante de las proteinas de GM-1 sobre
ofros antigenos timodependientes de baja inmunogenicidad
diferentes a los E.C.

2. Analizar el papel de los liposomas ¢ Iscom como “vehiculos de
transporte” de las proteinas de GM-1.

3. Determinar la funcion de los linfocifos T, en el reclutamiento
de leucocitos polimorfonucleares en [as reacciones de
hipersensibilidad.

4. Establecer ¢! patrén de citoguinas Ty1 v T,2 en los tejidos
donde se inocula el antigeno, asi como en sangre periférica,
como posibles mecanismos de estimulacion de la inmunidad
humoral y celular.

5. Realizar estudios de dosis/respuestia con las proteinas del
cristal de GM-1, para  determinar probables  efectos
citotoxicos, tanto in vitro como in vivo.

6. Determinar si las proteinas de GM-1 combinadas con un
antigeno de fa linea celular tumoral L-5178Y en un sistema
acarreador de liposomas, ejercen algun efecto que se
manifieste por regresion del tumor o incremento en el tiempo
de vida, en un modefo experimental con ratones Balb/c.

7. Aislar los plasmidos y clonar los genes que codifican para las

proteinas del cristal de GM-1, y establecer la actividad
adyuvante en la proteina recombinante.
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APENDICE DE SOLUCIONES Y REACTIVOS

{. Produccion de los cristales

1. Solucién de Lavado 1 (pH7.0)

[y KH,PO, 0.1M
B K,H PO, 0.1M
I NaCl 1.0M
B Triton X-100 0.01%

2. Sofucién de Lavado 2 (pH7.0)
B A partir de la solucion de favado 1 se prepara una solucion
0.2 M de NaCl gue contenga 0.01% de Tritdn X-100.
Il Purificacién de los Cristales

1. Soluciéon de Fosfatos 3M

E K,HPO, 1.76 moles

2 KH.PO, 1.24 moles

4 Nota: A partir de esta soluciéon 3 M. se prepara por dilucion la solucion
™.

2. Poiyetitenglico! 3350 (Sigma Chem. Co. P3640)
Se toman 11.18 g del polvo,
Se agregan en un tubo de centrifuga de 50 ml.

T

LT

ill. Solubilizacion de los cristales

1. Solucién inhibidora de protesas de Serina (Tripsina)
(Feniimetitsutfonil fluoruro, Sigma # 7626)

B PMSF (P.M. 174.2) 10 mM.
E Etanol absoluio
g Utilizar en la muestra a una concentracion final de 1 mM.

2. Solucidn de Solubilizado N

Z Trizma base 64 mM
= SDS 1%

B p-mercaptostano! - 0.05%
£ pH sin ajustar 10.0

IV. Determinacion de Proteinas
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1. Reactivo A

0 Na,CO, 5%
2. Reactivo B

(3 CuSQ,*5H,0 0.5%

[ Tartrate de Sodio y Potasio 1%

3 El sulfato de cobre se disuelve en la solucion de Tartrato

3. Reactivo C
A 50 mls. de reactivo A agregar 2 mls. de reactivo B

[0 Prepararse antes de hacerse la prueba.

4. Reactivo D
B Reactivo de Folin Ciocalteu 1 mi.
Agua bidestilada 1 ml

V: Electroforesis de pofiacrilamida con SDS

1. Acritamida Mix:

Acrilamida (PM 71.08) 80 g

2 Bis acrilamida (PM 154.2) 1649

D Agua bidestilada 200 ml.

B La solucidn es estable por mas de 3 meses en un frasco oscuro a
4°C.

¢ Precaucion: la acrilamida es neurotoxica y debe de manejarse con
cuidado

2. Solucion del gel pH 8.8
Tris (PM 121.1) 36.39
Agua bidestilada 160 mk.
ajustar el pH con HCI
agregar agua bidestilada hasta 200 mi.
La solucién es estable por mas de 3 meses en un frasco oscuro a

4°C.
3. Solucion del gel pH 6.8
2 Tris (PM 121,1) 6.0g
B Agua bidestilada 80 ml.

& Ajustar el pH con Hcl _
Agregar agua bidestilada hasta 100 ml.
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(@ La solucion es estable por mas de 3 meses en un frasco oscuro a

4°C.
4. SDS 10%
(b SDS 10 g.
2 Agua bidestilada 100 ml.

00 Almacenar a temperatura ambiente por 6 meses.

5. Persuifato de amonio 10%
3 Persulfato de amonio 10g.
“1 Agua bidestilada 1.0 ml.
1 Usar en fresco, no almacenarlo.

7. Solucion de corrimiento pH 8.8 (10X)

N Glicina (PM 75.15) 144 g
2 Tris (PM 121.1) 302g
B SDS 10g

2 Agua bidestilada 600 ml.
B Una vez disueltas las sales, aforar a un litro.

L7

Utilizar una solucion 1X para el corrimiento la cual debe de
presentar un pH de 8.8 sin ajustarse.

8. Solucion de Tincién. {Azul Coomassie Brillante R 250)

= Azul Coomassie R 0.0625 g.

3 Metanol 100 ml

& Agitar hasta disolver entonces agregar

2 Acido acético 17.5 ml

= Agua bidestilada hasta completar 250 ml.

21 Almacenar a Temperatura ambiente por 6 meses

8. Solucién para el tratamiento de las muestras (2X)

= Tris (PM121.1) 0459
= SDs 12g

% Glicerol 6.0 ml.
2 p-mercaptoetanol 3.0 ml
£ Agua bidestitada 21 mi.

Agregar 1 parte de buffer y 1 parte de la muestra en un tubo
eppendorf y calentar a bafo maria a ebullicidon por 3 min.

9. Solucidnes de decoloracion de geles:
9.1 Solucién |
3 Metanol 400 m!
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B Ac. Acetico 70 mi
0 H,O bidestilada hasta 1t

9.2 Solucion i

[ Ac Acético 70 m!
) Metanol 50 mi
00 H,0 bidestilada hasta 1 1

Ambas soluciones | y Il se almacenan indefinidamente a temperatura
ambiente.

Vi Soluciones para la Prueba de Cunninhan

1. Solucidn de Alsever's

& Glucosa 205¢
B Citrato de Sodio 2 H20 80g
& Acido Citrico H20 0.55 ¢
NaCt 429
B Agua bidestilada 11t

[ pH final 6.1-6.5

2. Solucidn Salina de Hank's

2 NaCl 8.0g¢g
= CaCl, 0.2g
£ MgSO, 0.2¢g
 KCI 049
B KH,PO, 0.1g
E NaHCO, 1.27¢g
= Glucosa 2049
£ Agua bidestilada 11t

3. Tincién de Nucleos con Cristal Violeta 0.1%

2 Cristal Violeta 0.1¢
Z Acido Citrico 2.1g
£ Agua destilada 100 m}
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H,0

AcrilamidaMix 30%
Tris 1.5M (pH8.8)
SDS 10%

PSA 10%

TEMED

8%

H,0

Acrilamida Mix 30%
Tris 1.5M (pH8.8)
SDS 10%

PSA 10%

TEMED

10%

H,0

Acrilamida Mix 30%
Tris 1.5M (pH8.8)
SDS 10%

PSA 10%

TEMED

12%

H,O

Acrilamida Mix 30%
Tris 1.5M (pH8.8)
SDS 10%

PSA 10%

TEMED

15%

H,C

Acrilamida Mix 30%
Tris 1.5M (pH8.8)
SDS 10%

PSA 10%

TEMED
Concentrador
H,O

Acrilamida Mix 30%
Tris 1.5M (pH&.8)
SDS 10%

PSA 10%

Tabla#13
SOLUCIONES PARA GELES DE ELECTROFORESIS
SDS-POLIACRILAMIDA.

Sml {40 mt 1 15mi | 20ml | 25ml | 30ml | 40mi | 50ml
" 27 53 8.0 106 133 158 | 211 26.5
10 20 3.0 4.0 50 6.0 8.0 10.0
13 25 38 5.0 6.3 75 10.0 125
005 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 05
0.05 01 o.15‘i’ 0.2 0.25 0.3 0.4 05
| 0004 | 0008 4 0012 | 0016 | 002 { 0024 | 0032 | 004 |
Smi [ 10ml | 16ml | 20ml | 25ml | 30ml | 40m) | 50mt
23 46 70 93 116 13.9 186 | 232
1.3 27 4.0 53 6.7 8.0 10.7 134
1.3 25 3.3 5.0 6.3 75 10.0 12,5
005 | 01 | 045 | 02 | 035 | 03 04 | 05
D.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 05
0.003 | 0.006 | 0009 | go12 | 0015 | 0.018 | 0.024 | D.03
S j10ml | 16ml | 20mt | 25ml | 300d | 40m! | 50ml
20 4.0 58 7.9 9.9 i1.9 15.8 20
17 33 5 8.7 8.3 10.0 13.3 16.6
13 25 38 5.0 63 7.5 10.0 125
005 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
0.05 01 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 | ©5
0002 | 0004 | 0006 | 0008 | 001 | 0012 | 0.016 | 002
Smt [40mi | 15m] | 20mf § 25ml § 30mi | 40ml | 50m!
17 a3 5.0 66 83 a9 13.2 16.4
2.0 40 60 8.0 100 120 | 140 20.0
13 25 38 50 6.3 75 10.0 12.5
005 0.1 0.15 02 025 0.3 0.4 0.5
0.05 0.1 a.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
0002 | 0004 170006 [ 0008 1 661 | 0.012 | 0.016 | 0.02
Smi | 10ml | 15mi § 20m) | 25ml | 30m! | 40mi | 59
12 23 35 48 57 6.9 8.2 114
25 50 75 10.0 125 250 { 200 | 250
13 25 38 50 63 75 10.0 125
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 D.4 0.5
0.05 0.1 015 | 02 0.25 0.3 0.4 0.5
0.002 | 0004 | 0006 | 0008 | 001 | 0.012 | 0016 | 0.02
1.0ml} 2.0ml | 3.0m! | 4.0mi | 5.0mi | 6.0m} | 8.0m! | 10ml
068 1.4 2.1 2.7 34 4.1 5.5 68
D17 | 033 05 067 { 083 1.0 13 1.7
013 ] 025 | 038 0.5 063 0.75 1.0 1.25
001 | 002 0.03 0.04 0.05 0.06 | 0.08 5.1
0ol | 002 003 | 004 0.05 00 | o008 0.1
0001 | DO0Z | 0003 | 004 | 0.005 | 0006 | 0008 | 0.01
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Tabla#14

PODER DE RESOLUCION EN BASE AL PORCENTAJE DE
POLIACRILAMIDA EN LA ELECTROFORESIS CON SDS.

Tipo de gel % de Acrilamida Rango-Resolucion?
Tris-Glicina 4 100-400kDa s
6 60-300kDa
8 40-250kDa
10 30-200kDa
12 10-120kaa
14 6-80kDa
16 5-60kDa
- . Tt e g
18 5-60kD3
¥ 4-12 & ~00:300kDa x
N e
4 8-16 ¥ 14:200kDa ¥
3 430 ; 6:200kDa
10-27 5:100kDa

Vill. Soluciones para la prueba de ELISA
1. PBS (Solucidn salina buferada de fosfatos 0.15 M pH 7.2)

£ NaCl 8¢

=~ KCl 0.2g
= Na,HPO, 1.15¢g
= KH,PO, 02g
= Agua bidestilada 11t

2. Solucion de Lavado

PBS 1l
Tween 20 0.5ml

lsJ InJd

3. Buffer de Substrato
# Dietanclamida Rz m)
Agua bidestilada 800 mi

| d
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[ pH 9.8, ajustario con HCI
™ Aforar a 1t de solucian
4. Substrato

_ p-nitrofenilfosfato 20 mg
(Sigma Chem. Co. N2785)
"~ Buffer de substrato 10 mi

X, Soluciones para la prueba de Western Blot

1. Solucién de Transferencia

~ Tris (PM121.1) 3.03g
= Glicina (PM 75.07) 1444
= S80S 1.0g
= Agua bidestilada 800 ml.
~ Ei pH sin ajustarse debe de ser aproximadamente entre 8.2
y 8.4
= L-Metanol 200 ml,
2. Solucién de TBS (10X)
z Tris (PM 121.1) 100 mM
2 NacCl 15 M

3. Solucion de lavado : (TBS. Tween 20 0.05%)

= TBS 10X 50 mi.
£ Agua bidestilada 450 mi
= Tween 20 0.25 ml.

4. Solucion de Bloqueo (Tween 20 al 2%)
Z Tween 20 2% en TBS 2.5 mi
= Buffer TBS 97.5 mi

5. Solucion para el Substrato de Fosfatasa Alcalina

2 Tris base 0.36¢g
Z NaCl " 017g
> MgCl, 6H,0 039
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D Agua bidestilada 30 ml.

6. Substrato para Fosfatasa Alcalina

O Solucion para el Substrato 15 ml
O BCIP 10 pl.
(O NBT 10 yl

X. Tincion simple de las bacterias con cristal violeta

Solucion A :
0 Cristal Violeta 24.
(3 Etanol al 95% 20 ml.
Solucion B
Oxalato de Amonio 084g.
Agua destilada 80 ml.

Mezclar las soluciones A y B, filtrar con papel.
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