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INTRODUCCION 

La importancia que tiene el estudio de los aminoácidos tanto para el análisis 

de muestras biológicas como para la elucidación de estructuras proteicas, 

han conducido al desarrollo de métodos cada vez mas rápidos y precisos 

para su análisis. La elucidación de la estructura primaria de numerosos 

péptidos y proteínas no hubiera sido posible sin técnicas adecuadas de 

identificación de aminoácidos(1). 

El primer intento para establecer la secuencia de aminoácidos en proteínas 

biológicamente activas fue realizado por Sanger y colaboradores en 1953, 

en su trabajo clásico sobre la molécula de insulina*1). Una técnica de 

secuenciación ampliamente aceptada, la cual permite el rompimiento del 

aminoácido NH 2 terminal de una cadena, ha sido la de Edman, en la que el 

grupo amino terminal reacciona con el fenilisotiocianato a pH alcalino y el 

producto formado es posteriormente tratado con ácido trifluoroacético el 

cual causa ciclización y liberación del aminoácido NH 2 terminal como 

feniltiohidantoína<2). 

El análisis de la calidad de los alimentos es un problema importante para los 

tecnologistas del área í 3 '4 ) . La importancia del contenido en la dieta de 

aminoácidos esenciales los cuales no pueden ser sintetizados por el 

organismo, ha conducido a la evaluación de la calidad de los alimentos 

protéicos en cuanto a su contenido (35 '6). 



El conocimiento de muchas rutas metabólicas tanto en microorganismos 

como en organismos superiores ha requerido también del análisis de 

aminoácidos y sus intermediarios^. 

En cuanto a la importancia clínica, se sabe que ciertas enfermedades de 

tipo metabolico, cursan con alteración de los valores normales de 

aminoácidos en fluidos biológicos como sangre, orina, líquido amniotico, 

etc. Tal es el caso de la fenilcetonuría, la alcaptonuría , la enfermedad de la 

orina de olor a miel de maple, e t c . ™ . Algunas enfermedades hepáticas y 

renales cursan también con alteraciones en ios valores normales de 

aminoácidos(6>9). 

METODOS PARA LA DETERMINACION DE 

AMINOACIDOS 

Dentro de los métodos más empleados en la determinación de aminoácidos, 

tienen un papel muy importante los métodos cromatográficos. 

Aunque la cromatografía en papel ha sido de las primeras técnicas 

utilizadas, y es aún usada, su poder de resolución es escaso; generalmente 

se utiliza en forma bidimensional, sobre todo cuando las muestras son 

complejas; además, el tiempo de estudio es prolongado(10). 



Para la separación de aminoácidos, el procedimiento de cromatografía de 

intercambio iónico ha sido desarrollada a tal grado que se ha convertido en 

una técnica muy efectiva y con un poder de resolución muy alto(9>. Las 

resinas de intercambio iónico fueron por primera vez utilizadas por Moor y 

Stein a fines de 1940, ellos emplearon diferentes resinas y eluentes, hasta 

que en 1958, ellos mismos, junto con Darrel H. Spackman, reportaron un 

sistema cromato gráfico que analizaba los eluidos y los registraba 

automáticamente en aproximadamente 24 horas. Numerosas modifica-

ciones han sido efectuadas sobre este sistema original los cuales ayudaron a 

incrementar la sensibilidad y acortar el tiempo de análisis. 

En principio los analizadores automáticos de aminoácidos*9) están basados 

en las técnicas de intercambio iónico e incluyen la automatización de pasos, 

como la preparación de la muestra, el control de cambios de buffer, la 

derívatización post-columna y el registro y cálculo de concentración de los 

aminoácidos. Con estos avances se han acortado los tiempos de análisis a 

minutos. 

La cromatografía de gases, ha sido utilizada para la determinación de 

aminoácidos. Tiene la ventaja de ser altamente sensible y de requerir poca 

muestra para el análisis. Sin embargo, la necesidad de derivatizar la 

muestra para formar compuestos volátiles, la hace tediosa y consume mas 

tiempo. Otra de las desventajas de este tipo de cromatografía es que la 

muestra debe ser desalinizada antes del análisis. Por otro lado si se 



combina con la espectroscopia de masas, es una técnica excelente para 

estudios estructurales e identificación de componentes moleculares 

La cromatografía de líquidos de alia resolución (HPLC) ha tenido gran 

aplicación para el análisis de componentes no volátiles tales como los 

aminoácidos. Existen mucha publicaciones recientes sobre la aplicación de 

HPLC en el análisis de aminoácidos^"4 '51"2^. Las 2 técnicas mas usuales 

son: 

1) Separación a través de una columna de fase inversa en la que la 

derivación se hace previa a la columna. 

2) Separación de los aminoácidos a través de una columna de intercambio 

iónico con derivación post-columna. 

Algunas diferencias importantes entre ambos métodos han sido descritas^2'4) 

las cuales nos hacen suponer que ja utilización de la cromatografía de fase 

inversa con derivación pre-columna, tiene ventajas sobre la cromatografía 

de intercambio iónico con derivatización post-columna: 

1) En el método pre-columna la desproteinización es deseable pero no 

necesaria como ocurre con el método de derivación post-columna. 

2) La cantidad de reactivo derivante es mayor en el método post-columna. 

3) El costo del equipo es mayor en el método post-columna, así como las 

columnas y eluentes. 



4) Los coeficientes de variación para los tiempos de retención así como para 

áreas y altura de los picos o concentraciones son menores en el caso de 

los métodos pre-columna por lo que los resultados serán más precisos. 

DETECCION 

La sensibilidad de los métodos cromatográficos depende en gran parte del 

sistema de detección empleado en el análisis. 

Dentro de los reactivos primeramente utilizados para la detección de 

aminoácidos figura la ninhidrina. (figural). Los compuestos formados por 

la reacción de aminoácidos con la ninhidrina, son complejos color púrpura 

que absorben a 570 nm. Con iminoácidos como la prolína, esta forma 

compleja absorbe a 440 nm. Ambas formas absorben a 405 nm. La 

sensibilidad de los sistemas con ninhidrina depende de varios factores: 

1) La reacción con los aminoácidos produce ligeras diferencias en la 

intensidad de los colores y puede variar significativamente con la 

preparación del reactivo. 2) Cuando el reactivo se encuentra oxidado, el 

color no se desarrolla bien a 570 nm,. aunque la absorción a 440 nm. 

permanece constante. 3) En cromatografía de líquidos de alta resolución, la 

ninhidrina únicamente se puede emplear en sistemas de derivación post-

columna 
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Figura 1Reacciones de derivación de aminoácidos con diferentes reactivos 



Los reactivos fluorescentes han sido ampliamente utilizados en la detección 

de aminoácidos. Estos métodos son de lo más sensibles ya que detectan 

concentraciones de picomoles. 

Underfriend en 1972, introdujo un reactivo llamado fluorescamina que 

reacciona a pH alcalinos con aminas primarias y forma productos 

fluorescentes que son excitados a 390 nm y emiten a 475 nm (figural). El 

reactivo es inestable en agua y debe ser mantenido en acetona. Los 

iminoácidos no reaccionan directamente con la fluorescamina, sin embargo, 

cuando son tratados con la N-cloro succinimida, el anillo es abierto 

liberando el grupo amino primario el cual es capaz de reaccionar con la 

fluorescamina. La sensibilidad es semejante a la de la reacción con la 

ninhidrina, además de que el reactivo es más costoso por lo que no se le ha 

dado mucho uso(9). 

El cloruro de dansilo (cloruro de 1-dimetilamino naftaleno 5-sulfonoilo) ha 

sido empleado en la formación de compuestos fluorescentes (figura 1). La 

eficacia de este método radica en la intensa fluorescencia que producen los 

derivados, lo que conduce a una gran sensibilidad (nanogramos), así como 

la alta resistencia a hidrólisis ácidas y alcalinas. Las limitaciones en el uso 

del cloruro de dansilo son la fuerte interferencia en la separación 

cromato gráfica*19) además de la falta de especificidad*4) ya que se generan 

múltiples derivados de los aminoácidos. 



Un reactivo que ofrece mayor sensibilidad sobre los anteriores es el 

ortoftaldehído (OPA) (fig. 1) . A diferencia de la fluorescamina, este 

producto es estable en solución acuosa. Para desarrollar el producto 

fluorescente se requiere de la adición de un mercaptano como el 2 

mercaptoetanol (2 M E ) . La excitación se produce a 340 nm y la emisión se 

registra a 455 nm.; igual que la fluorescamina, este reactivo también 

reacciona únicamente con aminas primarias; pero en este caso el anillo de 

los iminoácidos no puede ser abierto con N-cloro succinimida ya que ésta 

reacciona con el OPA{9). 

Se ha demostrado que la estabilidad de los derivados producidos con el 

2 ME se pierde después de 60 minutos í l7). Cuando en la preparación de los 

derivados se utiliza terbutiltiol en lugar del 2 ME y la detección se efectúa 

electroquímicamente, la altura de los picos en el cromatograma no dismi-

nuye al cabo del tiempo como sucede con el 2 ME. Con este método la 

sensibilidad es de picomoles, sin embargo, estudios realizados previamente 

por Allison(24) compararon la intensidad de la fluorescencia de los 

productos formados con ambos reactivos y demostraron que con el 

terbutiltiol se reduce notablemente, lo cual limita la técnica al uso de 

detectores electroquímicos. 

Yang y Sepúlveda en 1985(19), publicaron una técnica de separación de 

aminoácidos en la cual utilizan el fenilisotiocianato (PICT) como reacivo 

derivatizante formando feniltiocarbamilaminoácidos (PTC-aa) (figura 1), 



los cuales fueron separados a través de una columna de fase inversa, 

empleando gradiente de elución. En este caso la cuantificación la realizaron 

espectrofotométricamente a 254 nm y detectaron concentraciones menores a 

picomoles. La ventaja de este método es que elimina las limitaciones del 

método que emplea el OPA. Otros trabajos han sido publicados en donde 

emplean el feni l isot iocianato como reactivo de derivación de 

aminoácidos (3'n"16'18"20'22). 

Si bien la cromatografía de líquidos ha sido ampliamente utilizada para el 

estudio de aminoácidos, en nuestro medio su uso es limitado y aun no se 

emplea como técnica de rutina principalmente a nivel clínico. 

USO DE PERFILES DE AMINOACIDOS EN LA 

CLASIFICACION TAXONOMICA DE PLANTAS 

Otra de las aplicaciones que se le ha dado al estudio de los aminoácidos es 

su uso como ayuda en la clasificación taxonómica de plantas*26). La 

mayoría de los aminoácidos encontrados en plantas son derivados de 

aminoácidos componentes de las proteínas. Ejemplo de algunos 

aminoácidos que han sido empleados como marcadores taxonómicos es el 

5-hidroxitriptofano, el cual se encuentra en concentraciones altas en la 

semilla de todas las especies del género Griffonia. Similarmente las 



especies del género Mucuna, están caracterizadas por contener altas 

concentraciones del aminoácido 3,4 dihidroxifenilalanina. 

Para la clasificación de las especies de algunos géneros han sido utilizados 

los perfiles de aminoácidos. Tal es el caso de las especies de los géneros 

Lathyrus, Vicia y Acacia(16\ El género Acacia ha sido subdividido en 

cuatro subgéneros en base a los distintos perfiles de aminoácidos 

encontrados en sus semillas^27). 

En un estudio realizado en dos especies del género Cassia: C.obtusifolia y 

C. tora, se encontró que dichas especies poseen varias características 

fitoquímicas que las distinguen, entre ellas la composición de aminoácidos. 

En Cassia tora se encuentran presentes los aminoácidos: cistina, gamma 

hidroxi arginina y aspártico; mientras que en Cassia obtusifolia no se 

encuentran, además de que en esta última se encuentra el aminoácido 

histidina que en Cassia tora está ausente(28). 

En el departamento de Farmacología y Toxicología de la Facultad de 

Medicina de la UANL se trabaja con productos procedentes de una planta 

perteneciente al género Karwinskia, la Karwinskia humboldtiana. Se ha 

demostrado que la ingestión del fruto produce efectos neurotóxicos^29) así 

como daños en otros órganos, principalmente en higado y riñon'30'31). 

La planta de la K. humboldtiana ha sido descrita como un arbusto liso, de 



ramas cilindricas y largas, rugosas e inermes. Hojas alternas y opuestas, 

pecioladas, elípticas u oblongas, con nervaduras obscuras muy notables en 

el envés. El fruto es una drupa de color violeta obscuro cuando está 

maduro, de 0.5 a 1 cm de diámetro*32). 

El género Karwinskia incluye 11 especies distintas en México, la cuales 

presentan propiedades tóxicas y químicas similares a las de la 

K. humboldtiana^. La mayoría de estas especies poseen diferencias 

morfólogicas bién definidas por lo que ha sido lograda su clasificación 

taxonómica*34). Para su diferenciación morfológica, las plantas fueron 

divididas en pubescentes y no pubescentes. Las pubescentes fueron 

K. rzendowskii y K. mollis, las cuales se diferencian por el tamaño de sus 

hojas. Dentro de las no pubescentes se incluyen a las especies subcordata, 

humboldtiana y umbellata. La K. subcordata se diferenció de las otras 2 

especies por la implantación de sus hojas (con o sin pie). 

Del fruto de la K. humboldtiana se han aislado 4 compuestos clasificados 

como antracenonas a los que se les llamó de acuerdo con su peso molecular: 

T514, T544, T496 y T516*31), los cuales producen efectos tóxicos. Estos 

compuestos han sido encontrados además en raíz y en hojas*36). La 

presencia de por lo menos uno de estos compuestos antracenónicos es una 

característica del género Karwinskia*33). 

Existe una planta cuyas características morfológicas son muy semejantes a 



las de la K. humboldtiana y al momento de haber iniciado el presente 

trabajo no se sabía si se trataba de la misma especie o era una especie 

diferente. A la planta se le di ó el nombre de K. affin humboldtiana y fue 

colectada por el biólogo Rafael Fernández Nava del Instituto Politécnico 

Nacional en el estado de Puebla(34) (figura 2). En el momento de escribir el 

presente trabajo se propuso su cambio de denominación por el de 

K. macrocarpa. A diferencia de las plantas de la K. humboldtiana que 

regularmente no alcanzan a medir mas de 2 metros de altura, la K. affin 

humboldtiana se presenta como árbol con alturas de entre 3 y 8 metros. Las 

hojas de la K. affin humboldtiana son morfológicamente idénticas a las de 

la K. humboldtiana, sin embargo presentan coloración verde limón diferente 

al que presenta la especie humboldtiana, además de que las nervaduras que 

presenta por el envés son mas resaltadas. La K. affin humboldtiana presenta 

frutos muy grandes (1.0-1.2 cm de diámetro) y mesocarpos que sobrepasan 

el rango descrito para la K. humboldtiana(33). 

En un estudio previo se correlacionó el contenido de toxinas de cada 

especie de Karwinskia con la letalidad observada en ratones de la cepa 

CD1Í33) (Tabla I). Para el caso de la K. humboldtiana colectada en 

diferentes regiones, la letalidad que se presenta es congruente con el 

porcentaje de toxina que contienen. Aunque la cantidad de toxina en la 

K. affin humboldtiana es similar al de la K. humboldtiana colectada en 

Linares N.L., el grado de toxicidad muestra ser diferente. Esto podría ser 



Loca l i zac ión de la Kawinskia affin humbotdtiana en el estado de Puebla, 
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un primer indicio químico de que se trata de una especie diferente. 

El estudio del contenido de ácidos grasos en frutos de varios ejemplares de 

Karwinskia humboldtiana por cromatografía de gases mostró una variación 

pequeña en la relación de ácidos grasos saturados / no saturados. Esta 

misma relación calculada para las demás especies da valores que están a 

más de una desviación estándar de la media calculada. En particular, para 

la K. affin humboldtiana esta diferencia resultó ser altamente signifi-

cativa<38> (Tabla II) 

Además, recientemente se aisló un metabolito secundario de la K. affin 

humboldtiana, el cual fue purificado e identificado; siguiendo la costumbre 

de llamarlos de acuerdo con su PM, se le denominó T510 (figura3)(39). Este 

metabolito está ausente en todos los especímenes de K. humboldtiana 

revisados hasta la fecha, los cuales fueron colectados en diferentes estados 

(figura 4). 

Los antecedentes anteriores permiten suponer que se trata de dos especies 

diferentes, sin embargo, consideramos importante cualquier información 

adicional que pudiéramos obtener. 

En virtud de esto y considerando la importancia del establecimiento de un 

método analítico adecuado para el análisis de aminoácidos que pudiera ser 

útil posteriormente en el estudio de materiales biólogicos y ante la 

problemática presentada en la clasificación de la planta llamada hasta el 

momento K. affin humboldtiana, establecimos los objetivos de la presente 

tesis. 



TABLA II 
Relación porcentual de ácidos grasos en diferentes especies de Karwinskia 

y comparación de la relación de ácidos grasos insaturados : saturados 
en las especies humboldtiana y affin humboldtiana. 

ACIDO GRASO 

ESPECIE C16 C18:0 C18:l C18:2 C18:3 C20 

K. humboldtiana 8.5 2.5 38.1 16.9 33.9 0.2 

K. umbellata 11.3 3.7 41.0 14.9 26.2 2.6 

K. affin humb. 14.2 6.6 30.5 19.5 26.3 2.3 

K. subcordata 9.6 4.8 32.2 17.7 32.0 3.2 

K. rsedowskii 11.4 3.1 38.0 26.6 19.0 1.9 
K. venturensii 17.7 8.2 16.5 45.3 12.3 0.2 

K. calderoni 27.9 4.5 15.3 35.7 16.3 0.3 

K. latifolia 11.3 3.0 28.6 27.6 28.6 1.2 
K. parvi/olia 15.9 4.6 37.7 32.0 8.9 0.9 

RELACION ACIDOS GRASOS INSATURADOS : SATURADOS 

K. humboldtiana 6.4± 1.0 n= 10 

K.affin humboldtiana 3.71 ±0.7 n= 3 

t student = 4.2 
p > 0.01 



OH OH O 

CH 

Figura 3.- Estructura química de la T-510. 
Compuesto aislado de la K. affin humboldtiana 



Figura 4 - Distribución Geográfica de la K. humboldtiana en la República Mexicana, 
localiza en todo el territorio excepto los estados de Tabasco y Chapas . 



O B J E T I V O S 

1.- SELECCIONAR UN METODO PARA LA DETERMINACION DE 

AMINOACIDOS POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA 

RESOLUCION QUE PUEDA SER UTIL PARA EL ESTUDIO DE 

MATERIALES BIOLOGICOS. 

2.- ESTABLECER UN PERFIL DE AMINOACIDOS EN FRUTO DE 

DIFERENTES ESPECIES DE Karwinskia Y UTILIZARLO, SI ELLO ES 

POSIBLE, PARA LA CLASIFICACION TAXONOMICA DE LAS 

MISMAS. 



MATERIAL Y METODOS 

METODOLOGIA GENERAL 

En base a la revisión de los métodos de determinación de aminoácidos, y 

tomando en cuenta los recursos materiales con los que contamos, se 

consideró conveniente realizar la determinación de aminoácidos por 

cromatografía de líquidos de alta resolución en columnas de fase inversa. 

Así mismo, se realizó el estudio comparativo de 2 técnicas de derivación de 

aminoácidos pre-columna, las cuales utilizan diferentes sistemas de 

detección: 

a) Fenilisotiocianato 

b) Ortoftaldehído/2ME 

Para su realización, el trabajo se llevó a cabo en las siguientes etapas: 

1) Estudio y montaje de los métodos. 

2) Evaluación y selección del método. 

3) Estudio de aminoácidos en frutos de las diferentes especies de 

Karwinskia. 

4) Comparación de los perfiles de aminoácidos presentados por cada una 

de las especies. 



DETERMINACION DE DERIVADOS DE AMINOACIDOS 

CON FENILISOTIOCIANATO 

EQUIPO Y MATERIAL 

Cromatógrafo de Líquidos Varian modelo 8500 con espectrofotómetro 

ultravioleta visible Varian Techtron 635. 

Columna de fase inversa de ODS Nova Pak C18 de 0.39 x 30 cm, tamaño 

de partícula 5 mieras (Waters) 

Precolumna Universal Micro Pak (Varian) empacada con fase inversa 

Vydac, tamaño de partícula 25-37 mieras. 

Registrador Servogor 210. 

Equipo para filtrar solventes y portafiltros para filtrar muestra Millipore. 

Filtros para agua, solventes y para muestras acuosas Millipore. Diámetro de 

poro de 0.45 mieras. 

Liofilízador VirTis 12 Modelo 6211-0120 

Potenciómetro Beckman modelo 3500 ( 0 61pH meter) 

Baño de ultrasonido para la desgasificación de los eluentes. Branson B220 

50/60 Hz. 

Agitador Vortex Mixer S/P modelo S8223-1. 



REACTIVOS 

Estándares de aminoácidos (Sigma). Se prepararon estándares individuales 

de aminoácidos conteniendo 100 micromoles por mililitro en HCl 0.1N de 

los siguientes aminoácidos: Acido aspártico (asp), ácido glutámico (glu), 

serina (ser), glicina (gli), treonina (tre), alanina (ala), histidina (his), 

arginina (arg), valina (val), metionina (met), isoleucina (ile), leucina (leu), 

fenilalanina (phe), lisina (lis), triptófano (tpf) y asparagina (asn); de dichas 

soluciones se hicieron mezclas de aminoácidos a d i ferentes 

concentraciones. 

Fenilisotiocianato, acetonitrilo grado cromatográfico y trietílamina (Sigma) 

Metanol y acetato de sodio anhidro y acido acético (Productos Químicos 

Monterrey) 

Para la preparación de los reactivos acuosos se empleó agua desionizada 

Tanto los solventes como el agua fueron filtrados a través de membranas 

compatibles de 0.45 pim de porosidad. 

FORMACION DELOS DERIVADOS 

Para la identificación de los aminoácidos, se hicieron 5 mezclas de 

aminoácidos. 



1) As párti co-seri na- proíina- leucina. 

2) Glutámico-glicina- tirosina- fenilalanina. 

3) Histídína- tirosina- lisina- treonina. 

4) Arginina- Val ina- tirosina- lisina. 

5) Glutámíco- al ani na- metionina- isoleucína. 

En frasco para liofilizador de 5 mi de capacidad, se colocaron 30 pi\ de las 

soluciones de 100 micromoles por mililitro de cada uno de los estándares. 

Se le adicionó 200 microlitros de metanol, 50 microlitros de trietilamína y 

30 microlitros de fenilisotiocianato, se agitaron por 10 minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente fueron liofilizados durante 2 horas 

para eliminar el exceso de reactivo y se guardaron en desecador para ser 

reconstituidos al momento del análisis. 

Una vez identificados los aminoácidos en las mezclas anteriores se procedió 

a trabajar con mezclas en donde estuvieran presentes todos los aminoácidos. 

SEPARACION 

Los liofilizados fueron reconstituidos al momento de hacer el análisis con 

200 ¡A del eluente A, y filtrados a través de filtro para muestras acuosas de 

poro de 0.45 /¿m. De esta solución se prepararon diluciones de 1:10 hasta 



1:80 con el mismo eluente. El volumen de inyección fue de 10 microlitros. 

La separación se llevó a cabo en la columna de fase inversa de ODS. Los 

eluentes empleados para la separación fueron: Eluente A: acetato de sodio 

0.03M con 6% de acetonitrilo y 0.05% de trietilamina, pH= 6.4. La mezcla 

fue filtrada y desgasificada para su uso. Eluente B: mezcla de acetonitrilo: 

agua 60: 40 (Ambos se filtraron por separado en filtros adecuados y la 

mezcla se desgasificó para su uso). 

El programa de gradiente empleado en la separación se muestra en la 

tabla III. El flujo se mantuvo a 1 mi por minuto durante la separación y el 

trabajo se realizó a temperatura ambiente. El tiempo de análisis fue de 53 

minutos. Entre cada análisis, la columna se equilibró durante 20 minutos 

aproximadamente con 100% de eluente A. 

DETECCION 

La detección se realizó en el espectrofotómetro UV-Vis a una longitud de 

onda de 254 nm. La escala de absorbancia a la que se trabajó fue de 0 a 0.5 

AUFS (unidades de absorbancia correspondientes a escala completa). La 

velocidad de carta del registrador: 12 cm/ hora y la atenuación: 20 milivolts. 



TABLA III 

Programa de gradiente de elución empleado para la separación de 
los aminoácidos derivados por el método del Fenilisotiocianato. 

TIEMPO % de B DURACION 
(minutos) 

0 0 0 

2 2 2 

12 8 10 

22 28 10 

26 68 4 

30 100 4 

40 0 10 

VELOCIDAD DE FLUJO: 1 mí / minuto. 
ELUENTE A: acetato de sodio 0 . 0 3 M con 6% de acetonitrilo 

y 0.05% de trietilamina, pH= 6.4. 
ELUENTE B: acetonitrilo : agua (60 : 40) 

COLUMNA: Fase inversa ODS (30 x 0.39 cm; partícula de 5 /*m) 
LONGITUD DE ONDA DE DETECCION: 254 nm. 



DETERMINACION DE DERIVADOS DE AMINOACIDOS 

CON OPA/ 2ME 

EQUIPO Y MATERIAL 

El cromatógrafo de líquidos, la columna, la pre-columna y el resto del 

equipo empleado, fue el mismo que para la determinación de los derivados 

con fenilisotiocianato, excepto el detector, el cual fue en este caso un 

fluorómetro Beckman modelo 157 con filtros de excitación: 305-395 nm y 

de emisión de: 420-690 nm. 

REACTIVOS 

Estándares de aminoácidos (Sigma). Se prepararon estándares individuales 

de aminoácidos conteniendo 100 //moles por mililitro en HC1 0.1N de los 

siguientes aminoácidos: aspártico, glutámico, serina, glicina, treonina, 

alanina, histídina, prolina, arginina, valina, metionina, triptofano, 

isoleucina, leucina, fenilalanina, lisina y asparagina ; de dichas soluciones 

se hicieron mezclas de aminoácidos a diferentes concentraciones. El ácido 

gama amino butírico (GABA) fue empleado como estándar interno. 

Ortoftaldehído, 2 mercaptoetanol, tetrahidrofurano (Sigma) 

Metanol, fosfato ácido de potasio y borato de sodio decahidratado 

(Productos Químicos Monterrey) 



FORMACION DE LOS DERIVADOS 

De las soluciones de estándares de aminoácidos de 100 /¿moles por mí se 

hicieron mezclas en diluciones desde 2 a 0.5 /¿moles/ mi, de las cuales se 

tomó para hacer los derivados. 

Preparación del reactivo. 125 mg de OPA fueron disueltos en 5 mi de 

metanol. De esta solución se tomó un mililitro, se le añadió 1 mi de metanol 

y 50 //I de 2 mercaptoetanol y se aforó a 5 mi con una solución saturada de 

borato de sodio de pH 10. 

Reacción. En tubos Eppendorf de 0.5 mi se colocaron 10 //I de la mezcla de 

estándares de aminoácidos, se le adicionaron 15 pá de agua destilada y 

filtrada y 75 jú del reactivo OPA/2ME. Se agitaron por 60 segundos y a los 

120 segundos fueron inyectados en la columna. 

SEPARACION. 

Se inyectaron 10 //I del derivado a la columna de fase inversa de ODS. El 

sistema de eluentes empleados en la separación fue: 

Eluente A) Metanol - solución buffer de fosfato 0.018 M pH 7.2 -

tetrahidrofurano (12:85:3). 

Eluente B) Los mismos componentes del eluente A en una proporción 

55:42:3. Después de preparada, la mezcla B se ajustó a pH 7.6. Ambos 

eluentes fueron filtrados y desgasificados para su uso. 



El programa de gradiente de elución empleado se muestra en la tabla IV. 

DETECCION. 

La detección se llevó a cabo por fluorescencia. La sensibilidad del detector 

fue de 0.05 RFU (1 RFU= 10 mV). 

ANALISIS. 

Empleando como estándar interno el GABA se determinaron los tiempos de 

retención, tiempos de retención relativos y los factores de respuesta 

relativos del detector para cada uno de los aminoácidos. El factor de 

respuesta relativo fue determinado empleando la siguiente ecuación: 

(Caa) x ( h i) 
Factor de respuesta = ' 

(C i) x (h aa) 

donde Caa son las concentraciones de aminoácido, C i la concentración del 

estándar interno (GABA), h aa y h i son las alturas de aminoácido y 

estándar interno respectivamente. 

Se determinaron los coeficientes de variación o desviaciones estándar 

relativas para los tiempos de retención , áreas y altura de los picos, 

Coeficiente de Variación = (s) (100) / X 



TABLA IV 
Programa de gadiente de elución empleado en el método del 

Ortoftaldehído/2 mercapto etanol (OPA/2ME). 

TIEMPO % de B DURACION 
(minutos) 

0 

15 

24 

40 

0 

30 

90 

100 

0 

9 

16 
10 

VELOCIDAD DE FLUJO: 1 mi / minuto 
ELUENTE A: metanol : buffer de fosfatos 0.018M : THF* (12:85:3) 
ELUENTA B: metanol : buffer de fosfatos 0.018M : THF* (55:42:3) 

COLUMNA: fase inversa de ODS (30 x 0.39 cm; partícula de 5 jim) 
DETECCION: Fluorescencia, longitud de onda de excitación: 360 nm; 

longitud de onda de emisión: 455 nm. 

*THF= te trahidrofurano 



donde s es la desviación estándar y X es el promedio de los datos obtenidos. 

El número de muestras sometidas al análisis fue entre 5 y 10. 

Para determinar la linearidad de la respuesta se utilizaron concentraciones 

de aminoácidos equivalentes a 200, 150, 75, 37.5, 18.75, 9.35 y 4.68 

picomoies de cada aminoácido inyectados. 



ANALISIS DE LOS PERFILES DE AMINOACIDOS EN 

FRUTOS DE KARWmSKIA 

ESPECIES EN ESTUDIO: 

En la tabla V se presentan las especies utilizadas para e! estudio, las cuales 

incluyen plantas de K. humboldtiana de diferentes procedencias, algunas de 

ellas en diferentes etapas de maduración, así como la K. affin 

humboldtiana colectada en dos distintas ocasiones. 

TRATA VilENTO DE LA MUESTRA: 

Se tomaron 3 gramos de fruto molido y homogenizado y fueron extraídos 

con 100 mi de etanol al 75% por agitación durante 24 h o r a s ^ . El extracto 

etanólico obtenido fue filtrado en embudo Buchner. De los filtrados se 

hicieron los derivados de los aminoácidos para ser analizados tanto por el 

método de P1TC como por el del OPA/ 2ME. 

Para la formación de los derivados de las plantas por el método de PITC, se 

siguió el mismo procedimiento que para los estándares tomando 100 /¿l de 

ios extractos. En el caso del método del OPA/2ME también se procedió 

como con los estándares utilizándose en este caso 10 /d del extracto para 

hacer la derivación. 



TABLA V 

Especies de Karwinskia sometidas al estudio de perfiles de aminoácidos. 

K.humboldtiana Colectada en Villa de García N.L. en diferentes 

épocas del año (1989) 

K. humboldtiana Colectada en Linares, N.L. (Sep. 1989) 

K. humboldtiana Colectada en los Ramones N.L. (Sep. 1989) 

K. humboldtiana Colectada en Ciénega de Flores N.L. (Sep 1989) 

K. humboldtina Colectada en el estado de Querétaro. (Sep. 1989) 

K. afñn humboldtiana Colectada en el estado de Puebla. (Nov. 1984 y 

1988) 

K. rzedowskii Colectada en el estado de Jalisco. (Oct. 1984) 

K. parvifolia Colectada en el estado de Sinaloa. (1990) 



RESULTADOS 

PITC. 

La figura 5 muestra el cromatogama de una mezcla de 14 estándares de 

aminoácidos derivados por el método del fenilisotiocianato. El orden de 

elución observado fue de menor a mayor tiempo de retención: Aspártico, 

glutámico, serina, glicina, treonina, alanina, prolina, arginina, valina, 

metionina, isoleucina, leucina, fenilalanina, lisina. Bajo las condiciones a 

las que se corrió este cromatograma, la histidina, presentó un tiempo de 

retención muy cercano al de la alanina y la mayoría de las veces no se podía 

resolver. Si bien se observaron variaciones en los tiempos de retención, 

principalmente cuando se trabajaba con eluentes preparados en distintas 

ocasiones, el orden de elución en el que aparecieron los aminoácidos fue 

siempre constante, excepto la histidina que presentó variaciones muy 

notorias en los tiempos de retención. 

La sensibilidad obtenida por este método, bajo nuestras condiciones de 

trabajo, varió desde aproximadamente 0.2 nanomoles para aminoácidos 

como la glicina y la fenilalanina, hasta 2 nanomoles para la treonina. 

Los aminoácidos tirosina, triptófano y fenilalanina fueron analizados sin 

derivar, a la misma longitud de onda, por elución isocrática con eluente A y 

a un flujo de lml/min. (figura 6) 
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1 

tiempo (minutos) 

Figura 6.- Separación de aminoácidos aromáticos sin derivar a través de columna de fase 
inversa de ODS. Elución isocrática. 1) tir, 2) phe, 3) tpf. Eluente: acetonitriío : agua 
(60 : 40). Flujo: lml / minuto. Longitud de onda de la detección: 254 nm. 



Cuando se trabajó con la mezcla de todos los aminoácidos, se encontró que 

a concentraciones superiores a los 2 nmoles, se perdía resolución (figura 7). 

OPA/2ME. 

El cromatograma presentado en la figura 8 muestra la separación de 

17 aminoácidos derivados por el método del OPA/2ME. La secuencia de 

elución en este caso fue: Aspártico, glutámico, asparagina, serina, glicina, 

treonina, arginina, alanina, ácido gama amino butírico (GABA), tirosina, 

metionina, valina, triptófano, fenilalanina, isoleucina, leucina y lisina. 

Al igual que en el caso del fenilisotiocianato, los tiempos de retención 

obtenidos presentan variaciones (tabla VI). Los tiempos de retención 

relativos con respecto al GABA, aminoácido que se empleó como estandar 

interno, también presentaron variaciones, aunque ligeramente menores. Sin 

embargo, el orden de elución de los aminoácidos siempre fue constante. 

Se calcularon los factores de respuesta relativos del detector para cada uno 

de los aminoácidos derivados por el método del OPA/2ME, empleando 

como estándar interno el GABA; en la tabla VII son presentados junto con 

los coeficientes de variación respectivos. La determinación de los factores 

de respuesta presentados, se hicieron en base a la altura de los picos, ya que 

cuando se calcularon en base áreas, los coeficientes de variación obtenidos 

fueron mayores. Los cálculos de los factores de respuesta se realizaron en 

mezclas de estándares de distintas concentraciones (150, 75, 35.5 y 
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O 10 2 0 3 0 4 0 5 0 
tiempo (minutos) 

Figura 8.- Mezcla de estándares de aminoácidos derivados por el método del 0PA/2ME 
1) asp. 2) glu, 3) asn, 4) ser, 5) gli, 6) tre, 7) arg, 8) ala, 9) GABA, 10) tir, 11) met* 
12) val, 13) tpf, 14) phe, 15) ile, 16) leu, 17) lys. Las condiciones de la separación se 
presentan en tabla IV. 



TABLA VI 
Cálculo de los coeficientes de variación de los tiempos 

de retención de los aminoácidos * 

AMINOACIDO No.de promedio DS c v 
muestras 

Ac. aspártico 5 3.8 0.02 2.63 
Ac. glutámico 5 3.9 0.02 3.20 
Asparagi na 4 6.6 0.05 3.75 

Senna 5 7.6 0.18 11.80 
Glicina 4 13.2 0.06 2.26 

Treonina 4 15.5 0.12 3.87 

Alanina 4 24.8 0.14 2.81 

Arginina 4 26.7 1.8 24.40 
Tirosina 4 32.1 0.18 2.79 
Metionina 4 39.5 0.07 0.88 

Valina 5 40.8 0.21 2.57 

Triptófano 5 42.1 0.15 1.78 
Fenilalanina 5 43.7 0.15 1.71 
Isoleucina 5 43.9 0.18 2.05 
Leucina 5 44.8 0.20 2.23 

Lisina 4 52.7 0.13 1.23 

* Obtenidos de cromatogramas de mezclas de estándares, analizados en el 
mismo día y con el mismo eluente. Método del OPA/2ME. 



TABLA VII 

Factores de respuesta de los aminoácidos 

y coeficientes de variación* 

AMINOACIDO Factor de respuesta Coeficente de 
(promedio) variación 

Alanina 0.725 7.9 

Arginina 0.522 16.7 

Asparagi na 0.165 7.6 

Ac. aspártico 1.020 10.6 

Glicina 0.315 16.0 

Ac. glutámico 0.675 11.3 
Isoleucina 0.963 8.6 

Leucina 0.759 10.3 

Lisina 0.203 11.3 

Seri na 0.425 13.9 

Tirosina 1.100 3.9 

Treonina 0.409 17.1 

Metionina 0.842 Í.5 

* obtenidos en base a la altura de los picos utilizando 
ácido gama amino butírico como estándar interno 



16 picomoles). En los estándares de concentraciones de 8 picomoles, se 

encontraron mayores variaciones en la altura de los picos. Los coeficientes 

de variación para los factores de respuesta variaron, desde 1.5 para la 

metionina hasta 16.7 para la arginina. 

ANALISIS DE MUESTRAS 

El análisis de aminoácidos en los extractos etanólicos de los frutos mostró 

los siguientes resultados: 

En el caso de la K. humboldtiana, la figura 9 muestra el cromatograma de 

un extracto etanóiico de fruto verde colectado en el municipio de Garza 

García, N.L. en el año de 1989 derivado por el método del OPA/2ME. Este 

fruto correspondía a un primer estadio de maduración. En el cromatograma 

se observa la presencia de 3 aminoácidos: La asparagina, la arginina, y un 

tercer aminoácido que en principio se pensó que se trataba de la treonina, 

pero que cuando se sometió a análisis mediante el método del 

fenilisotiocianato (figura 10) y se realizó una co-cromatografía con estándar 

de treonina (figura 11), encontramos que se trataba de un aminoácido 

diferente, el cual no corresponde a ninguno de los estándares de que 

disponemos. La parte del los cromatogramas de tiempo posterior a los 35 

minutos no se tomó en cuenta, ya que los cromatogramas de los extractos 

sin derivar presentan una intensa señal a ese tiempo (figura 12). 

Los cromatogramas presentados en las figuras 13 y 14 corresponden a 
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Figura 9.- Extracto etanólico de fruto verde de K. humboldtiana colectada en el 
municipio de Garza García, N.L. Derivado por el método del OPA/2ME. PrimeT estadio 
de maduración. 1) asparagina, 2) aminoácido no identificado, 3) arginina. Las 
condiciones de la separación se presentan en la tabla IV. 
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Figura 10.- Extracto etanoli co de fruto verde de K. humboldtiana colectada en el 
municipio de Garza García, Nuevo León. Primer estadio de maduración. Derivado por 
el método del PITC. 1) asparagina, 2) aminoácido no identificado, 3) argínina. Las 
condiciones de la separación son presentadas en la tabla III. 



tre 

tiempo (minutos) 

Figura 11.- Extracto etanólico del fruto verde de K. humboldtiana, primer estadio de 
maduración, adicionado con 20 picomoles de treonina y derivados con OPA/2ME. Las 
condiciones de la separación se presentan en la tabla IV. 
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Figura 12.- Extracto etanólico de K. humholdtiana sin derivar. Se eluyó bajo las mismas 
condiciones empleadas en la separación de los extractos derivados por el método del 
OPA/ 2ME (Tabla IV). Se observa la presencia de compuestos fluorescentes propios de 
las plantas que eluyen después de los 35 minutos. 
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Figura 13.- Extracto etanólico de fruto verde de K. humboldüana procedente de Garza 
García, N.L. Segundo estadio de maduración. Derivado por el método del OPA/2ME. 
1) asparagina, 2) aminoácido no identificado 3) arginina. Las condiciones de separación 
se presentan en la tabla IV. 



Figura 14.- Extracto etanóiíco de fruto verde de K. humboídtiana procedente de Garza 
García, N.L. Tercer estadio de maduración. Derivado por el método del OPA/2ME 
1) asparagjna, 2) aminoácido no identificado y 3) arginina. Condiciones de separación 
en la tabla IV. 



extractos de plantas colectados en 2 estadios posteriores de maduración del 

fruto verde en los cuales se encuentran presentes los mismos aminoácidos. 

En los tres estadios la proporción del pico correspondiente a la asparagina 

es inferior a la de los otros 2 aminoácidos. 

El análisis de los extractos de fruto verde correspondiente a un cuarto 

estadio de maduración presentó un cambio notorio en la relación de estos 

3 aminoácidos (figura 15). En este caso la altura del pico correspondiente a 

la asparagina aumenta notoriamente con respecto a los otros 2 aminoácidos. 

Este mismo cambio se observó en el extracto de fruto sometido a derivación 

con el fenilisotiocianato (figura 16). 

El fruto maduro presentó un cromatograma muy similar al del cuarto 

estadio de maduración del fruto verde (figura 17). 

El análisis por ambos métodos de la K. affin humboldtiana presentó un 

predominio en la altura del pico correspondiente a la asparagina, como se 

observa en las figuras 18 y 19. 

El cálculo de la relación de alturas de los picos correspondientes a los 

3 aminoácidos es presentada en la tabla VIII. Pudimos apreciar que en los 

3 primeros estadios se mantiente una menor relación de la asparagina con 

respecto a los otros aminoácidos. En el cuarto estadio y en el fruto maduro 

se invierte totalmente la relación. 
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tabla IV. 
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Figura 16.- Extracto etanoli co de fruto verde de K. humboldtiana procedente de Garza 
García, N.L. Cuarto estadio de maduración. Derivado por el método PITC. 1) aspara-
gina, 2) aminoácido no identificado, 3) arginina. Las condiciones de la separación se 
presentan en la tabla III. 
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Figura 17.- Extracto etanólico de fruto maduro de K. humboldtiana procedente de Garza 
García, N.L. Derivado por el método OPA/2ME. 1) Asparagina, 2) aminoácido no 
identificado 3) Argínina. En la Tabla IV se presentan las condiciones de la separación. 
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Figura I B , Extracto etanólico de fruto verde de X. affin humholdrtiana. p r i v a d o por el 
método del OPA/2ME. 1) asparagi™, 2) aminoácido no identificado, 3) a rgmna . Las 
condiciones de la separación se encuentran en la tabla IV. 
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Figura 19.- Extracto etanólico de fruto verde de K. affin humboldtiana derivado por el 
método de PITC. 1) asparagina, 2) aminoácido no identificado 3) argínina. En la tabla III 
se encuentran las condiciones empleadas en la separación. 



TABLA VIII 

Relación de altura de aminoácidos presentes en K. humboldtiana 
de diferentes estadios de maduración. 

Estadio de AMINOACIDOS 
maduración A B C 

PRIMERO 1 5.80 6.70 

SEGUNDO 1 6.70 5.30 

TERCERO 1 3.50 6.50 

CUARTO 1 0.26 0.22 

F. MADURO 1 0.28 0.30 

A = ASPARAG1NA 
B - AMINOACIDO NO IDENTIFICADO 
C = ARGININA 



En cuanto a plantas estudiadas de K. humboldtiana de otras procedencias, 

en la tabla IX se muestran las relaciones de altura de los 3 aminoácidos. En 

todos los casos se encontró una mayor proporción de la altura correspon-

diente al aminoácido asparagina. 

La tabla X presenta la relación de altura de los picos de los tres aminoácidos 

en otras tres especies diferentes del género Karwinskia: K.affin 

humboldtiana, K. rzdowskii y K. parvifo lia, encontrándose en ellas un 

predominio del aminoácido asparagina. Para el caso de la K. affin 

humboldtiana la relación de aminoácidos es muy semejante al cuarto 

estadio de maduración del f ruto verde.y al f ruto maduro de la 

K. humboldtiana colectada en el municipio de Garza García, N.L. 



TABLA IX 

Relación de altura de aminoácidos en K. humboldtiana 

de diferentes procedencias. 

Procedencia 

LOS RAMONES, N.L. 

CIENEGA DE FLORES, N.L. 

LINARES, N.L. (árbol) 

LINARES, N.L. (arbusto) FSM* 

QUERETARO 

AMINOACIDOS 
A B C 

0.40 0.65 

- 0.60 

0.05 0.44 

0.09 0.75 

0.36 0.71 

A = ASPARAGINA 
B = AMINOACIDO NO IDENTIFICADO 
C = ARGININA 

* Fruto semi-maduro 



TABLA X 

Relación de alturas de ammoác idos_eno t r^^ 

del género Karwinskia 

ESPECIE A B 

K. affin humholdtiana 3 0.275 

K. rzedowskii 1 0.2] 0 

K. parvifolia 1 0.022 

A^ASPARAGINA 
B = AMINOACIDO NO IDENTIFICADO 
C = ARGININA 

C 

0.425 

0.586 

0.355 



DISCUSION 

En el presente trabajo se comparan dos métodos de determinación de 

aminoácidos por cromatografía de líquidos de alta resolución. Ambos se 

basan en la separación en columna de fase inversa. Los reactivos de 

derivación y sistemas de detección utilizados son distintos. 

La reacción de derivación con el PITC es rápida, se lleva a cabo a 

temperatura ambiente y los PTC-aminoácidos formados son estables 

indefinidamente a temperatura ambiente cuando son mantenidos en 

condiciones anhidras'12). Nuestra experiencia confirmó que no se presentan 

variaciones en los cromatogramas aún dos semanas después de la formación 

del derivado. La eliminación de los reactivos de derivación es importante, 

ya que su presencia puede producir aberraciones notorias principalmente en 

la primera parte del cromatograma(41). Si bien, para eliminarlos no es 

imprescindible llevar a sequedad la muestra ( 4 1 \ sobre todo cuando se va a 

realizar la separación inmediata, en nuestra experiencia lo consideramos útil 

ya que de esta manera el derivado formado es más estable y las muestras así 

procesadas pueden ser analizadas posteriormente. Una limitante que se 

reporta cuando el compuesto derivado es llevado a sequedad, es la 

dificultad que se presenta para su solubilidad'41). En el caso del presente 

trabajo el uso del eluente A permitió obtener buenos resultados de 

solubilidad. 



La derivación con el reactivo OPA/2ME, presenta las ventajas de poder 

llevarse a cabo fácilmente a temperatura ambiente, en un medio acuoso, es 

cuantitativamente reproducible y los productos generados son altamente 

f luorescentes, por lo que se obtiene una gran sensibilidad. La 

reproducibilidad y la sensibilidad pueden ser afectados cuando los tiempos 

de desarrollo de la técnica no son estrictamente controlados, ya que no 

todos los aminoácidos pierden su actividad fluorescente en el mismo 

tiempo. Esta limitación puede ser eliminada con el uso de equipo 

automatizado para la derivación pre-columna'29), sin embargo esto implica 

costo adicional. 

La estabil idad del reactivo OPA/2ME, puede ser mantenida 

indefinidamente a temperatura ambiente, restableciendole reactividad con la 

adición frecuente del 2ME; sin embargo, existen reportes que indican la 

formación de turbidez y disminución de su actividad, así como la formación 

de un producto de degradación del reactivo'4). Nosotros pudimos observar 

la aparición de dicho producto que presenta un tiempo de retención cercano 

al de la arginina y en ocasiones aumentaba de manera artificiosa la altura de 

la señal correspondiente a este aminoácido en las muestras 

Si bién la sensibilidad reportada para ambos métodos es a nivel de 

picomoles'12'41), en nuestro caso, la sensibilidad del detector UV empleado 

para la determinación de los derivados con PITC, solamente nos permitió 

detectar concentraciones de nanomoles. Esto disminuyó notablemente el 



poder de resolución, debido probablemente a una sobrecarga de la 

columna ( 4 2 \ Por dicha razón no fue posible determinar factores de respuesta 

de aminoácidos a través de este método. 

Aunque los límites de detección de los OPA aminoácidos son inferiores a 

los 8 picomoles, nosotros encontramos que los coeficientes de variación de 

los factores de respuesta son más elevados a estas concentraciones. 

Por otro lado el método del fenilisotiocianato presenta la ventaja de poder 

detectar iminoácidos como la prolina, lo cual no es posible empleando el 

método del OPA/2ME a menos que ésta sea oxidada previamenteW 

Los factores de respuesta del detector a los aminoácidos derivados, se 

realizaron en base a altura de los picos, ya que los calculados en base a 

áreas presentan coeficientes de variación mayores. Estas observaciones 

coinciden con lo reportado por otros autores^43). 

Muchos de los análisis cromatográficos están basados en el supuesto de que 

los tiempos de retención para un compuesto dado permanecen constantes 

cuando las condiciones de la separación no cambian. Sin embargo, pueden 

ocurrir cambios muy notorios en los tiempos de retención debido a varios 

factores. Entre las causas que provocan estos cambios están las variaciones 

en la temperatura, la velocidad de flujo y las variaciones en la composición 

de la fase móvil. Cuando ocurren fluctuaciones en los flujos tanto los 



tiempos de retención absolutos como los relativos no son constantes y 

varían de corrida a corrida. Los cambios en la composición de la fase móvil 

pueden provenir de varias causas: errores en la preparación manual de la 

fase móvil, errores provenientes de mal funcionamiento del mezclador, 

evaporación selectiva de un solvente, toma de dióxido de carbono del aire 

con cambio consiguiente del pH. En fase inversa, cambios de 0.01 

unidades de pH, pueden producir cambios de hasta un 1% en el tiempo de 

retención. Cambios de 1 % del solvente orgánico en la fase móvil pueden 

producir hasta 10% de cambio en los tiempos de retención'43). 

Cuando se cambia la composición de la fase móvil o la temperatura, se 

requiere un cierto tiempo para que la columna sea reequilibrada. Si el 

tiempo utilizado para establecer el equilibrio no es suficiente, los tiempos 

de retención varían notoriamente. 

Efectos como desactivación o saturación de la columna así como las 

interacciones de la muestra con la fase estacionaria pueden conducir 

también a cambios notorios en los tiempos de retención. 

La mayoría de las técnicas empleadas en la separación de los PTC-

aminoácidos, se llevan a cabo en columnas mantenidas a temperatura 

constante (37 °C o mayores)'12'19-41), lo cual permite eluciones más rápidas 

y mayor reproducibilidad en los tiempos de retención. Si bien eí control de 

la temperatura hubiera sido ideal, las condiciones de nuestro equipo no nos 



permitieron realizarlo. En este caso se efectuaron co-cromatografías con 

estándares conocidos, con lo que logramos una aproximación a la 

identificación de los compuestos. 

Para la determinación de los tiempos de retención relativos se empleó el 

ácido gama ainino butírico, ya que no se encuentra presente en las plantas 

analizadas. Los coeficientes de variación que obtuvimos para los tiempos 

de retención relativos son muy semejantes a los que se obtienen con 

tiempos de retención absolutos. Cuando se realizan separación con 

gradiente de elución, es recomendado emplear varios estándares internos 

para obtener coeficientes de variación menores^4). 

La selección de la composición de los eluentes fue basada en el trabajo 

publicado por Garza Ulloa (4) con algunas modificaciones. 

El aire disuelto en la fase móvil puede interferir en la separación 

cromatográfica causando burbujas en el sistema, o disminuyendo la 

respuesta del detector ya sea por desplazamiento de la línea base o por 

problemas de apagamiento en el caso de la fluorescencia(43). Las burbujas 

se forman cuando las mezclas de la fase móvil presentan sobresaturación de 

aire; esto sucede cuando la solubilidad del aire en la mezcla es 

significativamente menor en los solventes puros. Este tipo de problemas se 

presenta frecuentemente en la fase inversa, donde uno de los solventes es 

agua. 



Para la conservación de la composición del eluente, ha sido recomendado la 

filtración de los solventes por separado antes de su mezcla. En este trabajo 

tanto el eluente A como el B fueron preparados y posteriormente filtrados al 

vacío, ya que la sonicación no fue suficiente para desgasificar. El uso de 

vacío es, después del burbujeo con helio el método más recomendado para 

la desgasificación de solventes. Si la fase móvil es filtrada al vacío, la 

desgasificación se lleva a cabo consecuentemente y es aún más efectiva si 

ésta se lleva a cabo directamente sobre el reservorio de la fase'43)-

En cuanto a la separación de los aminoácidos, la secuencia metionina, 

valina, triptófano, no se logró resolver completamente por el método del 

OPA, mientras que el par glutámico-aspártico presentó mejor resolución por 

este método que por el del PITC. El par leucina-isoleucina, que por 

cromatografía en capa f ina no es posible resolver, presentó buena 

resolución por ambos métodos. 

La extracción de los aminoácidos de las plantas en estudio se realizó 

siguiendo el procedimiento de Dunnel y Fowden, el cual ha sido empleado 

para la extracción de aminoácidos no proteicos de semillas de distintos 

géneros, entre ellas leguminosas <40). 

El análisis de los aminoácidos presentes en los extractos de las plantas se 

realizó tanto por el método del PITC como por el del OPA/2ME con el 

objetivo de comparar resultados, los cuales coincidieron en ambos casos. 



Los perfiles obtenidos de los cromatogramas de las muestras analizadas son 

cual i ta t ivamente semejan tes , sin embargo presentan diferencias 

cuantitativas importantes. La presencia de los tres aminoácidos (aspara-

gina, arginina, y el aminoácido no identificado) es común a todas las 

muestras analizadas, excepto en el caso de la planta colectada en el 

municipio de Ciénega de Flores, en la cual no se detectó la presencia del 

aminoácido no identificado. 

La relación de la concentración de estos aminoácidos varió notoriamente 

tanto con el período de maduración en el que se encontraba así como con el 

lugar de procedencia de la planta, esta última debido probablemente a 

variaciones en la composición del suelo<45) 

Ya que el perfil de aminoácidos que presenta el fruto de la K. affin 

humboldtiana es muy similar al que presentan algunos de los frutos de 

K. humboldtiana, además de las grandes variaciones que existen en la 

relación cuantitativa de los aminoácidos, no nos fue posible utilizar el 

patrón de aminoácidos como criterio de ayuda en al diferenciación de 

especies. 



CONCLUSIONES 

1) De los métodos analizados, el del Ortoftaldehído,/2 Mercaptoetano 

presenta ventajas como mayor sensibilidad y mejor resolución; si bién 

en ocasiones pueden ser complementarios. 

2) En nuestro caso, no es posible emplear los perfiles de aminoácidos 

como ayuda para la clasificación taxonómica de las diferentes especies 

de Karwinskia, ya que las especies estudiadas contienen los mismos 

aminoácidos; además se presenta una gran variación en la proporción de 

estos dentro de la misma especie. 
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