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RESUMEN

Recientemente se han publicado una gran variedad
de tecnicas describiendo la separacién y cuantificacibn
de poliaminas mediante HPLC y TLC. En el presente tra-
bajo se hace una evaluacién de algunas de estas técni-
cas, para determinar la viabilidad de su aplicacion en el
andlisis de rutina en los tejidos vegetales con el equipo
disponible en nuestro laboratorio. Incluimos datos que
muestran que la duracidén de la reaccién de derivatiza-
cibn no es critica y definimos mds claramente la esta-
bilidad de estdndares de poliaminas antes y después de
la dansilacién.

ABSTRACT

Recently a variety of techniques have been published
describing the separation and quantification of polyami-
nes by HPLC and TLC. We have evaluated some of these

techniques to determine their suitability for the routine
analysis of polyamines in plant tissues with the equip-
ment available in our laboratory. We include data to
show that the duration of the derivatization reaction is

not critical and define more precisely the stability of
authentic polyamines before and after dansylation.

INTRODUCCION

Las poltaminas son rutinariamente analizadas en los
tejidos vegetales y animales mediante cromatografia Ii-
quida de alta resolucion (HPLC) o cromatografia en ca-
pa fina (TLC), ambas técnicas con sus ventajas y des-
ventajas. El objetivo del presente trabajo es examinar
los méritos, tanto de la TLC como de la HPLC, para el
andlisis rutinario de las di y poliaminas mds comunes.
Estos compuestos tienen un papel muy importante en
los procesos de desarrollo celular y respuesta adaptativa
(Galston 1883; Slocum et. al. 1985).

Materiales y métodos

Las poltaminas utilizadas como estdndares fueron de
Sigma (USA). Los disolventes y los demé&s reactivos fue-
ron de Merck y J.T. Baker. Todos los reactivos utiliza-
dos fueron de la mayor pureza disponible.

' Financiado por el CONACyT, donativo
Ne PCCBBNA-020988.

Derivatizacibén

liormalmente, las soluciones de las poliaminas estdn-
dares se prepararon inmediatamente antes de usarse a
una concentracion final de 100 uM, usando dcido per-
clorico al 5% (v/v) como disolvente.

lLa dansitacidn de las poliaminas fue llevada a cabo
de acuerdo a Flores y Galston (1982). Para ello, alicuo-
tas de 250 wl de las soluciones de fas poliaminas estdn-
dares se mezclaron con 400 ut de cloruro de dansilo
(5 mg/ml, acetona) recién preparado. Se le adicionaron
250 pl de wuna soluctdén saturada de bicarbonato de sodio
y se agitdé por 10 s antes de incubarla por una noche a
25 © 1°C. EI exceso de cloruro de dansilo fue removido
mediante la adicion de 100 gyl de una solucién de proli-
na (100 mg/mi H,0). La mezc|*a fue agitada por 10 s e
imcubada en la oscuridad a 25 - 1°C por 30 min. So a-
¢icionaron 250 pi de benceno y se agité por 30 s antes
de retirar ta fase organica, la cual fue almacenada, has
ta su analisis, en la oscuridad a -20°C.

Los estandares de poliaminas fueron benzoilados de
acuerdo a Redmond y Tseng (1979), como lo describie~
ron Flores y Galston (1982). A 500 ul de una solucidn
de poliaminas disueltas en 4cido perclérico se le adicio-
néd 1 ml de NaOH 2 N y 10 ul de cloruro de benzoilo.
La mezcla se agitd por 10 s y se incubd a temperatura

ambiente por 20 min antes de adicionar 2 m! de NaCl
saturado. Las poliaminas benzoiladas fueron extraidas
con 2 m! de acetato de etilo. Un ml del extracto de

acetato de etilo fue evaporado a sequedad y el residuo
redisueito en 100 uyl de metanol. Las muestras benzoila-
das fueron almacenadas a -20°C en la oscuridad.

Cromatografia en capa fina

Las poliaminas dansiladas fueron separadas por TLC
utitizando el método descrito por Fiores y Galston (1982).
Después de activar las placas de silica gel (Whatman
LK 6D) mediante calentamiento seco a 110 1°C por
30 min se colocaron alicuotas de 25 ol (0.1 a 3.0 nmol
de muestra) sobre las placas. Después las placas fueron
desarrolladas en: (a), cloroformo: trictilamina (25:2 v/v)
o, (b), ciclohexano: acetato de etio (5:4 v/v). La visuva-
lizacién de las poliaminas dansiladas en las placas se
realizé mediante luz UV, extraidas de las placas disuel-
tas en 2 ml de acetato de etilo y cuantificadas median-
te fluorometria en un fluordmetro de filtros Turner 111.
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Recientemente las poliaminas dansiladas también han
sido cuantificadas usando un rastreador (scanner) Shi-
madzu CS 930 de doble haz para la lectura de placas
delgadas con una longitud de onda de excitacién de 365
nm. La luz emitida pasa a través de un filtro que no
permite el paso de longitudes de onda menor a 450 nm,
pero si permite el paso de longitudes de onda mayores
a 490 nm. -

En una sola ocasi6n, después del desarrollo de una
placa, ésta fue rociada con trietanolamina: isopropanol
(2:8 v/v) como lo describié Fleischer (1973) en un in-
tento por aumentar y estabilizar la fluorescencia. Des-
pués se secé la placa en la oscuridad bajo presién re-
ducida por 3 h, permitiendo que 30 min antes del final
se equilibrara a presiéon atmosférica antes de cuantifi-
car las poliaminas dansitadas.

Cromatograffa Ifquida de alta resolucién

El an&lisis de las muestras por HPLC se llevé a cabo
utilizando un cromatdégrafo de Ifquidos Varina Vista 5000
con un volumen fijo de inyeccién de 10 yl y resuelto en
una columna Micropak MCH-5 (Varian), o Hibar Lichro-
sorb RP-8 (Merck). Los resultados fueron cuantificados
mediante fa integracién con una estacién de datos Va-
rian CDS 401.

El andlisis mediante HPLC de las poliaminas dansi-
ladas se llevé a cabo de acuerdo al método de Seiler
et al. (1978). Antes de la inyeccibén de la muestra, la
columna se equilibré con metanol: agua (57.5:42.5% v/v)
a un flujo de 1 mi/min durante 10 min. Las poliaminas
dansiladas fueron eluidas incrementando la concentracion
del metanol utilizando el siguiente gradiente: Del tiem-
po cero hasta los 20 min la concentracién de metanol
se incrementd 0.5%/min, entre los 20 y los 30 min el
incremento fue de 1.5%/min y después de los 30 min
fue de 3%/min. La elucién se continuo por 4 min con
metanol al 100% para eluir las impurezas y a los 40
min se volvié a equilibrar ta columna con la mezcla ori-
ginal de metanol:agua.

Las poliaminas dansitadas también fueron eluidas u-
sando el gradiente de metanol:agua propuesto por Smith
y Davies (1985). Entre el tiempo cero y el de 23 min,
la concentracién de metanol aumentéd en forma lineal

desde 60 hasta 95% a una velocidad de flujo de 1 mt/min.

La elucién se completd a tos 27 min y la columna se
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Figura 1 - Cromatograma de una mezcla de poliaminas

usando una columna Varian MCH-5. (A) putrescina, (B)
cadaverina, (C) espermidina y (D) espermina.
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Figura 2 - Cromatograma de una mezcla de putrescina
y 1, 3-diamino propano wusando una columna Varian
MCH-5. Los dos compuestos eluyen juntos en el pico A.

tavé con 100% de metanol durante 5 min antes de ree-
quilibrarla con metanol:agua (60:40 v/v) durante 5 min.
La deteccibén de las poliaminas dansiladas se llevd a ca-
bo con un detector de fluorescencia Varian Fluorichrom,
y un pico de transmisién de 495 nm.

Para los andlisis de HPLC de las poliaminas benzoi-
tadas se usdé una mezcla de metanol:agua (60:40 v/v) o
de acetonitrilo:agua (52:48 v/v) de acuerdo con Flores y
Galston (1982). La detecciéon se llevé a cabo con un
detector de UV Varian 2050 a una longitud de onda de
254 nm. Cada experimento consistié, por lo menos, de
3 réplicas y fue repetido, por lo menos, 3 veces. Las
gréficas muestran resultados de un solo experimento y
son tipicos.

RESULTADOS

Cromatografia liquida de alta resolucibén

Flores y Galston (1882) reportaron una buena sepa-
racton entre una variedad de di- y poliaminas benzoi-

ladas utitizando una elucibébn lineal de acetonitrilo:agua.

TABLA | - Tiempos de retencién de las poliaminas ben-
zoiladas en una columna Varian Micropak MCH-5. Di-
solvente: acetonitrilo: agua (4B.7: 51.3, v/v) de acuerdo
a Flores y Galston (1982).

Compuesto Tiempo de retencidn
(min) g ESM

Putrescina 6.40 I 0.004
cadaverina 7.0 3% I o.007
Espermidina 9.29 X 0.022
Espermina 13.44 ' 0.070
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Nosotros también obtuvimos una buena separacion de los
derivados benzoilados de putrescina (A), cadaverina (B),
espermidina (C) y espermina (D), usando una columna
MCH-5 (Figura 1; Tabla ). Sin embargo, los tiempos de
retencién de los derivados benzoilados para la putrescina

sible resolver los dos picos (Figura 2). Resultados simi-
lares (no mostrados).se obtuvieron usando un sistema de
elucién hineal de metanol:agua.

Utilizando la columna Micropak de Varian MCH-5
con el gradiente de elucién metanol:agua, descrito por
Seiler et al. (1978), los derivados dansilados de putres-

y el 1, 3-diaminopropano fueron similares y no fue po- -
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Figura 3 - Separaciébn de los derivados dansilados de Figura 4 - Separacién de los derivados dansilados de (A)

(A) agmatina, (B) putrescina, (C) espermidina y (D) es-
permina en una columna Micropak MCH-5 con un gra-
dente de elucibn de metanol:agua de acuerdo a Seiler
et al. (1978)

1, 3-diaming-propano, (B) putrescina, (C) cadaverina,
(D) espermidina y (E) espermina usando una columna
Micropak MCH-5 con un gradiente de elucion de meta-
nol:agua de acuerdo con Seiler et al. (1978)
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cina, espermidina y espermina se pu dieron separar muy
bien (Figura 3). Bajo estas condiciones el derivado dan-
silado de la agmatina también se separd, si bien en ba-
se molar su senal fue considerablemente mi&s dAtil que
la de las otras di- y poliaminas dansiladas. Usando estas
condiciones analiticas también fue posible separar los
derivados dansilados del 1, 3-diaminopropano (A), la pu-
trescina (B) y la cadaverina (C) (Figura 4). A pesar de
que los tres derivados tienen tiempos de retencién muy
similares (Tabla 1) fue posible resolver los tres picos
mediante integracién y las curvas estdndares mostradas
en las figuras 5 y 6 fueron generadas usando una sola
mezcia de estdndares.

Smith y Davies (1985) han reportado recientemente
la separacién de- derivados dansilados de putrescina, es-

TABLA Il - Tiempos de retencién de los derivados dan-
silados de di- y paliaminas separados de acuerdo a Sei-
ler et al. (1978) en una columan Varian Micropak MCH-
5, usando un gradiente de elucion de metanol: agua. Los
valores son el promedio - 1 ESM calculados de 5 corri-
das independientes realizadas el mismo dfa.

permidina, espermina y cadaverina. Ademas de la alta
sensibilidad del método, la mayor ventaja ofrecida fue
la elucién mds rdpida, con un tiempo total de elucion
de aproximadamente 30 min. Experimentos preliminares
usando un gradiente lineal de elucién metanol:agua en
una columna Varian Micropak MCH-5 mostraron que el
orden relativo de elucién fue el mismo que con el mé-
todo de Seiter et al. (1978) si bien se redujeron los
tiempos de retencién. Sin embargo, los tiempos de re-
tencibn de los derivados dansilados del 1, 3-diaminopro-
pano, la putrescina y la cadaverina fueron similares. A-
demds, la eficiencia en la separacién entre putrescina y
cadaverina fue por lo menos comparable a la de Seiler
et al. (1978), con la ventaja adicional de utilizar un pro-
grama de elucidn mds rdpido. Una corrida similar usan-
do una columna Merck Hibar Lichrosorb RP-8, si bien
redujo ligeramente los tiempos de retencién, produjo pi-
cos menos compactos con la correspondiente reduccibn
en la resolucion entre los derivados dansilados de fa ca-
daverina, la putrescina y el 1, 3-diaminopropano.

Cromatografia en capa fina

La tabla Il muestra los valores de Rf obtenidos para
la cadave-

la putrescina, la espermidina, la espermina,
Compuesto Tiempo de retencién rna y el 1, 3-diaminopropano con (a), cloroformo:trie-
Tk nid tilamina (25:2 v/v) y (b), ciclohexano:acetato de etilo
(5:4 v/v). Tambibn se muestran los valores de Rf de los
Diaminopropano 24.91 4 0.22 productos alternos del proceso de dansilacion en ausen-
: cia de los estédndares de poliaminas. En el sistema ciclo-
Putrescina 26.13 = 0.22 hexano:acetato de etilo los subproductos de la dansila-
. " cidén se resolvieron en 4 bandas fluorescentes, numera-
CAdaverang e W0 ” el das 1-4. Las bandas 3 y 4, con movilidades mayores que
Espermidina 27.23 Az 0.09 las de las poliaminas dansiladas, no interfirieron con la
i identificacién y cuantificacién de las poliaminas estdn-
Espermina 41.33 = 0.05 dares. Sin embargo, fas bandas 1 y 2 tienen valores de
R{ similares a los de la espermina y la cadaverina dan-
TABLA Il - Rf de las poliaminas dansiladas
Compucsto Cloroformo: Trieti- Ciclohexano: ace-
lamina (25:2 v/v) tato de etilo
(5:4 v/v)
ansi ¥ s . + b + b
Dansil 1.3-diarinonronano 0.25 - 0.003 0.21 - 0.011
Dansilnutrescina 0.28 £ 0.001 a 0.24 ¥ 0.009 b
: ; + b + b
Dansilcadaverina 0.41 * 0.009 0.26 - 0.010
3 @ i + +
Dansilespermidina 0.50 ¥ 0,002 2 0.18 £ 0.012 P
. s + a + b
Dangilespermina 0.65 -~ 0.002 0.14 - 0,009
Sin poliaminas
+ +
Banda 1 0.15 ¥ 0.002 ° 0.15 ¥ 0.012 P
+ +
Banda 2 0.72 ¥ 0.025 P 0.29 ¥ 0.013 °
Banda 3 e 0.45 * 0,011 ®
Banda 4 ... 0.53 * 0.008 °

promedio de 299 mucstras.

o
1}

b = promedio de 3 mucstras.
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sitadas, respectivamente. De tal manera que, si bien fue
posible la identificacidon de las diferentes poliaminas
utitizando este sistema, fue dificil cuantificar cadaverina
y espermina. En el sistema cloroformo:trietilamina los
productos alternos de la reaccibn de dansilacién se re-
solvieron en 2 bandas numeradas 1 y 2 en la tabla IL
. El valor de Rf de las bandas 1 y 2 difiere grandemente
de los estdndares de las poliaminas dansiladas y ninguna
banda interfrere con la identificaciébn y cuantificaciébn
de las poliamunas dansiladas. También, en contraste con
el sistema ciclohexano:acetato de etilo, la diferencia
entre los valores de Rf de cada una de las poliaminas
dansiladas fue mayor, lo cual tacilité tanto la identifi-
cacion como la cuantificaciébn. A la luz de estos resul-
tados todos los experimentos subsecuentes se llevaron a
cabo usando el sistema cloroformo:trietilamina. Se exa-
minaron los Rf de los productos de la dansilacibn de
una varieddd de compuestos comudnmente encontrados en
los extractos de tejidos vegetales para determinar si
los productos de su dansilacibén interfieren en la separa-
ci6n y cuantificaciébn de las poliaminas por TLC. Ade-
mds de agmatina, urea y cloruro de amonio, los amino-
acidos menos polares, L-valina, L-triptofano, L-leucina,
L -isoteucina y L-alanina fueron dansilados por separado
y se determinaron los valores de Rf de los productos de
. sy dansilacién., Usando como disolvente al sistema cloro-
[¢] 0.9 1.8 2.7 formo:trietilamina, ninguna de las sustancias menciona-
das arriba produjeron bandas fluorescentes con valores
de Rf que se parecieran a los de los estdndares de las
poliaminas dansiladas. Ademds, sin excepcién, los produc-
Figura 5 - Grdficas de calibracién utilizando HPLC para | 1,5 i orescentes producidos poar la dansilacién de los
espermina (O, r = 0.995); putrescina (@, ¢ = 0991) y compuestos mencionados permanecieron en, o cerca del
1, 3-diamino-propano (®, r = 0.991) utilizando una co- origen

lumna Varian Micropak MCH-5. )
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Reaccibn de dansilacién

En la literatura las condiciones usadas para la incu-
bacibn durante la dansilacién de las poliaminas varian
desde una noche a 25°C (Flores y Galston, 1982) hasta
1 h a 60°C (Smith y Davies, 1985). En vista de que se
ha reportado que las poliaminas dansiladas son inesta-
bles a temperatura ambiente (Smith y Best, 1977) fue
de interés establecer el tiempo dptimo para la reaccibn
de dansilacién. Las muestras de putrescina fueron dansi-
ladas en la oscuridad a 25°C por diferentes tiempos,
hasta un méximo de 24 h. A los diferentes intervalos de
tiempo las muestras fueron rdpidamente congeladas con
nitrégeno Ilquido y almacenadas a -20°C en la oscuridad
hasta el final del experimento. Todos los tratamientos
de un experimento fueron procesados simultdneamente vy
cuantificados en la misma placa. En el figura 7 se
muestran tos resultados de un experimento tipico. Como
puede apreciarse el tiempo de dansilacién, hasta un mé-
ximo de 24 h, no tiene efecto en la intensidad de la
fluorescencia obtenida. Sorprendentemente, ta fluores-
cencia obtenida con la muestra del tiempo cero, o sea
la muestra que fue congetada inmediatamente después
- de la adicién del cloruro de dansilo y del carbonato de
sodio y almacenada a -209C por 24 h, fue simitar a la
fluorescencia obtenida con tas muestras dansiladas desde
3 hasta 24 h. Por o tanto, en vista de que el nivel de
fluorescencia obtenido no es afectado por el tiempo, al
menos por 24 h, se selecciond un tiempo de 16 h a

0o r 25°C para los experimentos subsecuentes.
1 1 L i

120 1

-4
1

80 |-

0 10 20 Estabilidad de las soluciones councentradas de poliaminas

De acuerdo con Flores y Galston (1982) las solucio-

POLIAMINAS (nmol) nes concentradas de poliaminas disueltas en HCI (10 mM)
Figura 6 - Gréficas de calibracién utilizando HPLC para y almacenadas a - 20°C en la oscuridad son estables
espermidina (B, r = 0.995) y cadaverina (®, r = 0.994) por lo menos durante 6 meses. Sin embargo, observacio-
utilizando una columna Varian Micropak MCH-5, nes preliminares en nuestro laboratorio sugerian que las
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Figura 7 - Efecto del tiempo de dansilacién de putres-
cina sobre la produccién de fluorescencia.

poliaminas disueltas en 4cido perclérico al 5% (v/v) eran
menos estables. Para examinar l|a estabilidad de las so-
luciones de poliaminas, se prepard una solucibn de pu-
trescina, espermidina y espermina en d4cido percloérico
al 5% (v/v) y se almacend en la oscuridad a -20°C. Ca-
da semana se obtuvieron muestras que fueron dansila-
das y las 3 poliaminas fueron cuantiticadas mediante
TLC. Comparando la fluorescencia obtenida con la solu-
ciébn recien preparada se ve una disminucién con el tiem
po de la fluorescencia (Figura 8). Después de 7 dias de

almacenamiento, la disminucién observada para la putres-

cina y la espermina fue minima (1.1%) mientras que
para la espermina esta disminuciéon fue del 5.5%. Des-
pués de 5 semanas de almacenamiento la fluorescencia
habfa disminufdo a 15.0, 14.5 y 14.0 % para putrescina,

espermidina y espermina respectivamente (Figura 8).

!

S/

g
Q
z 80
W
O
et -
w A
x
5 /
> /
-
- 30
d///.
or @
1 A L n L i 1 & n 2
(0} 0.2 0.4 0.6 0.8

POLIAMINAS ( nmaof)

Figura 9 - Graficas de calibracibén utilizando ia técnica
de TLC para espermina (4, r = 0.995), espermicinz (@,
r = 0.996 y putrescina ( ® , r = 0.997) midienov la
fluorescencia en el fluorémetro Turner 111,

Estos resultados indican que las soluciones de los es-
tdndares de poliaminas disueltos en &cido perclorico vy,
por extrapolacibén, los extractos de &cido perclérico de
los tejidos vegetales no pueden almacenarse a -20°C por
perflodos mayores de 7 d sin incurrir en el riesgo de
pérdida de la fluorescencia, a consecuencia de una dis-
minucién en la cantidad de las poliaminas. En base a
estos datos todos los experimentos subsecuentes se rea-
lizaron con soluciones de poliaminas recién preparadas.
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Figura 8 - Efecto del

tiempo de almacenamiento sobre

la establlidad de una solucién de putrescina, espermidi-
na y espermina. Recien preparada ( @ ); despuds de al-
macenadas en la oscuridad a -20°C por S semanas (& ).
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Figura 10 - Gréficas de calibracién utilizando ia técnica
de TLC para espermina (4 , r = 0.999), espermidina (@,
r = 0.999) y putrescina (®, r = 0.998) midiendo la fluo-
rescencia en el rastreador Shimadzu CS 930.

Curvas de calibracion

Las curvas de calibracién obtenidas con putrescina,
espermidina y espermina utilizando el fluorédmetio de
filtros y el Shimadzu Cs 930 se muestran en las figuras
9 y 10, respectivamente. En todos los casos se obtuvie-
ron lfneas rectas (r=2 0.99) indicando que la fluorescen-
cia es directamente proporcional a la cantidad de pohia-

Estabilidad de la fluorescencia

Se investigaron los efectos de la luz y la tempera-
tura sobre la estabilidad de las pohiaminas dansiladas.
Los estdndares se dansilaron y se almacenaron bajo con-
diciones apropiadas. La fluorescencia de las muestras
atmacenadas en la luz a 25°C decayd rdpidamente con
el tiempo y después de 10 d solo permanecia alrededor
del 30% de la fluorescencia original (Figura 11). Tam-
bién se observéd una marcada disminucion en la fluores-
cencia después de 2 d, particularmente en el caso de la
espermina (Figura 11). Sin embargou, en la oscuridad a
-20°C no se observé pérdida alguna de la fluorescencia
después de 10 d (Figura 11). A la luz de estos resulta-
dos, las poliaminas dansiladas fueron almacenadas ruti-
nariamente en la oscuridad a -20°C antes de la croma-
tografia en placa delgada, pero nunca por periodos de
tiempo mayores a 7 d. La recuperacién de cada una de
tas poliaminas de la placa delgada, previa a su cuanti-
ticacion en e! fluorémetro de filtros, es un proceso len-
to. De igual manera, el rastreo de una placa puede to-
mar varnias horas, dependiendo de los pardmetros selec-
cionados para el analisis. Por ello, fue de interés exa-
minar la estabihidad de las poliaminas dansiladas siguien-
do su separacion en las placas de cromatografia. Para
ello se colocaron muestras de una mezcla de poliaminas
dansiladas estdndares en placas de cromatografia, las
cuales después de desarrolladas fueron almacenadas bajo
iluminacién continua a 25°C, o envueltas en papel alu-
minio y colocadas en la oscuridad a -20°C. A diferen-
tes intervalos de tiempo se removieron los estdndares y
se cuantificaron en el fluorémetro de filtros. Los resul-
tados se muestran en la Figura 12. Es claro que las con-
dicrones de almacenamiento afectan grandemente la es-
tabilidad de la fluorescencia. En luz continua a 25°C se
nota una considerable disminucién en la fluorescencia
después de sélo 24 h, la cual continda disminuyendo ré-
prdamente con el tiempo hasta que, como en el caso de
la espermina, llega a valores de solo el 15% de la fluo-

mina dansilada presente. £l limite interior de detecciin rescencia inicial después de 5 d. El decaimienta de la
es de aproximadamente 100 pmolH.
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fluorescencia es retardado grandemente cuando las pla-
cas son almacenadas en la oscuridad a -20°C, como en
el caso de la espermina, en la cual la fluorescencia so-
lo disminuye 10% después de 5 d de almacenamiento (Fi-
gura 12).

Es claro con estos resultados que las condiciones de!
almacenamiento afectan grandemente la estabilidad de
{as poliaminas dansiladas por lo que siempre fueron
cuantificadas inmediatamente después del desarrollo de
tas placas. Sin embargo, como se menciond anteriormen-
te, el rastreo completo de una placa con el Shimadzu
CS 930 puede tomar varias horas y esto, combinado con
ta mayor sensibilidad ofrecida por el equipo, puede pro-
ducir una cuantificacién errdnea. Consecuentemente, se
rastred a diferentes intervalos de tiempo un carril de
una placa recién desarrollada conteniendo putrescina,
espermidina y espermina dansiladas. Entre los rastreos
la placa permanecib dentro del aparato a temperatura
ambiente. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 13 e indican que bajo estas condiciones de alma-
cenamiento hay poca variacién en el nivel de fluores-
cencia durante las primeras 12 h después del desarrollo
de la placa y para todos los propdsitos fa fluorescencia
puede considerarse estable. Se ha reportado que una
aplicacion mediante rociado de trietanolamina:isopropa-
nol (2:8 v/v) a la placa aumenta tanto la fluorescencia
como fa estabilidad de las poliaminas dansiladas (Fleis-
cher, 1979). Un experimento preliminar mostré que el
rociado de la placa después de haber sido desarrollada
inccementd la fluorescencia aproximadamente 3 veces.
Esto incrementa notablemente la sensibilidad del método.
Sin embargo, también fue claro que, en contradiccidn
con lo reportado por Fleischer (1979), la fluocrescencia
de las poliaminas dansitadas tratadas de esta manera
Jisminuydé rdpidamente y se produjo una pérdida impor-

tante de la fluorescencia durante el tiempo que lleva
-ealizar el rastreo de la placa con el Shimadrzu CS 930,
Zsto, claramente, hace imposible la cuantificacién, por
o que no se hicieron nuevos intentos por mejorar I3
sensibitidad del método.

DISCUSION

En este trabajo se llevd a cabo la dansilacibn y ben-
zorlacion de estandares de poliaminas asl como su sepa-
raciébn mediante técricas d HPLC y TLC como se habla
reportado previamente. No se hicieron intentos de com-
parar las sensibilicades entre TLC y HPLC, puesto que
rdprdamente tue evidente que la TLC ofrece ciertas ven-
tajas para el procesamiento rutinario de un gran ndme-
ro de muestras. Sin embargo, deberd hacerse notar que
la agmatina no puede resolverse mediante TLC y que la
cuantificacibn de este importante precursor de la putres-
cina en los tejidos vegetales necesariamente involucrard
el uso de técnicas de HPLC. Estudios preliminares indi-

can que la seleccién de la tecnica de HPLC serd deter-
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Figura 13 -~ Estabilidad de la fluorescencia da los estdn-
dares de espermina ( ® ), espermidina (A ) y putres-
cina (®) en placas mantenidas dentro del Shimadzu CS
930 a temperatura ambiente.
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minada principalmente por las poliaminas en estudic vy
el equipo disponible. La cadaverina, la putrescina, la es-
permidina y la espermina, asl como los derivades ben-
zoilados o dansilados fueron separados mediante todos
los métodos examinados. Sin embargo, el 1, 3-diamino-
propano y la putrescina dansilados eluyen como un solo
pico de una columna Micropak MCH-5 (Figura 2) usando
el método de *Flores y Galston (1982). EI método de!
gradiente de elucion de Seiter et al. (1978) y el de
Smith y Davies (1985) resolvieron este problema y los
derivados dansitados del 1, 3-diaminopropano, la putres-
cina y la cadaverina pudieron ser eluidos cada Jdno como
picos simples. De los dos métodos utilizados, el de Sei-
ler et al. (1978) dio mejores resultados en lo que res-
pecta a la separacibn de los tres derivados dansilados
(Figura 4). Consecuentemente si el 1, 3-diaminopropanc,
la agmatina, ta putrescina y la cadaverina son Cofmpo-
nentes importantes de los extractos vegetaies, deberan
efectuarse rastreos preliminares para determinar cual de
los tres métodos da la mejor resolucidén con el equipo
disponible. En ausencia de |, 3 diaminopropano las tec
nicas de Smith y Davies (1985) y ta de flores y Galy
ton (1982) tienen ta ventaja de un tiempo de elucidn
menor, si bien Seiler et al. (1978) descritieron modifi-
caciones a su método para tener una elucién mas rdpi-
da de la espermina y la espermidina. Sin embargo, estas
modificaciones no fueron examinadas en el presente es-
tudio.

En base a nuestros resultados con TLC, el sistema
de disolventes cloroformao:trietilamina parece ser supe-
rior al otro sistema empleado para la separacion de las
muestras dansiladas de putrescina, espermidina, esper-
mina, cadaverina y 1, 3-diaminopropano. Compardndolo
con el sistema ciclohexano:acetato de etilo, la disper-
sibn de las poliaminas dansiladas y de los productos co-
laterales de la reaccién de dansilacidén es maycr, lo
cual facilita grandemente la cuantificacién. Ademds, se
ha reportado que la fluorescencia de tas poliaminas dan-

siladas es mds estable despuds de su separacién en TLC
en cloroformo:trietilamina (Flores y Galston, 1982).

Se ha reportado que altas concentraciones de amo-
nfaco o de aminodcidos interfieren en la separacidn de
tas poliaminas dansitadas por TLC (Flores y Galston,
1982). Nosotros examinamos algunos compuestos que

extractos de plantas
para ver si los productos fluorescentes productdos du
rante la dansilacién pudieran interferir con la cuanti-
ficaciébn de las poliaminas comunes. Se incluyé amoniaco
y urea, los cuales se espera que se encuentren en for-
ma abundante en los extractos vegetales, particularmen-
te después de una hidrblisis dcida. También se estudia-
ron algunos aminodcidos menos polares, potencialmente
solubles en benceno. Ninquno de los compuestos ensaya-
dos produjo bandas fluorescentes que interfirieran en la
cuantificaciéon de las poliaminas dansiladas. Sin embargo,
permanece la posibilidad de que pueda producirse fluo-
rescencia durante la dansilacion de las poliaminas en
presencia de tales compuestos.

Nuestros experimentos también establecieron que ia
duracién de la reaccidn de dansilacién no es critica y
las condiciones estdndares para la reacciébn para subse-
cuentes trabajos se establecieron como 16 h en la oscu-
ridad a 25°C. E! nivel de fluorescencia obtenido con 13
muestra de tiempo cero fue similar a la obtenida
las muestras dansiladas desde 3 hasta 24 h (Figura 7).

estdn comunmente presentes en

con

Esto puede indicar que la dansilacién ocurre, si bien a
muy bajas velocidades, a temperaturas bajo cero. Sin
embargo, la concentracidn de cloruro de dansilo en la

reacciébn se encuentra en exceso ( 800 ve-
la concentracién de las poliaminas vy

mezcla de
ces) respecto a

esto puede ser suficiente para que la reaccibn de dan-
silacién se complete durante el corto periodo de tiempo
utilizado para congeiar las muestras. Flores y Galston
(1982) reportaron que solucitones {1 mM) de poliaminas
estdndares disuettas en HCI 10 mM y extractos de te-
jido vegetal en &cido perclérico son estables a -20°C
por unos meses. Sin embargo, nuestros expertmentos
muestran que la estabilidad de los estédndares de polia-
minas es mucho menor y que ocurre una disminucidn
sustancial en la fluorescencia después de 4 semanas a
-20°C en la oscuridad (Figura 8). Por esta razén noso-
tros proponemos que las soluciones concentradas de los
estdndares de poliaminas nunca deberan ser almacena-
das por perfodos mayores a 7 d y que los extractos per-
cléricos de los tejidos vegetales deberdn ser dansiiados
y cuantificados dentro de las 48 h siguientes a la ex-
traccidn, También se ha reportado que las poliaminas
dansiladas y disueltas en disolventes orgdnicos son esta-
bles por mds de 4 semanas (Flores y Galston, 1982). A
la luz directa y temperatura ambiente, la vida media de
ta fluorescencia puede medirse en horas (Smith y Best,
1977). Nuestros resultados también ndican que la csta-
bilidad de las poliarminas dansiladas es fuertemente afec-

tada por fa tuz y la temperatura (Figura B). Las pohia
minas dansiladas, disucltas en benceno y almacenadas
en la oscuridad a -20"C permanecieron sin pérdida de

la flucrescencia por lo menos durante 10 d (Figura 11).
Sin embargo, despuds de la separacion por TLC la esta-
bitidad de la fluorescencra disminuysé grandemente (Fi-
gura 12), presumiblemente debido a la dispersion de las
poliaminas dansiladas en la silica gel. Sin embargo, co-
mo muestra la figura 13, la fluorescencia es estable en
las primeras horas en la oscuridad a temperatura am-
biente. Por lo tanto, y siempre que las poliaminas dan-
sitadas sean cuantificadas inmediatamente después de !a
separaciébn mediante TLC, la inestabilidad inherente a la
fluocrescencia no tiene efecto en la cuantificacidn.

Tanto can el florédmetro de filtros como con et Shi-
nadru CS 920, ¢e obtuvieron lineas rectas en las grafi-

cas ce calibracién ce los estdndares de poliaminas (Fi-

quras 9 y 10). Sin embargo, puesto que la integracidn
de otos mices facilhita la obtencidn de tas curvas estanda-
res y ademds Je que con el Stumadzu CS 930 se cubre

un rango mucho mds amplio de concentraciones que con
el fiuordmetro de filtros, el equipo Shimadzu CS 930 se
ha seguidn rutinariamente para la cuantificacidn
de polianmunas. En cuanto a 1as caracteristicas de opera-
cion, ta cuantificacion de las poliraminas dansiiadas usan-
do el Snimadzu CS 930 es superior al fluorémetro de fil-

usando

tres. L.a cuantificaicédn directa en la placa elimina la
necesidad de remover la silica gel de ésta y la elucidon
de tas pobianimas dansiladas con o cual se elimina una
tarea taborniosa y una probable fuente de error. Ademés,
cemo ya se menciond, la integracibén del pico incremen-
ta la sensitilidad en la deteccidbn y permite la cuanti-

ficacibn rutinaria de las poliaminas dansiladas en un am-
plio rango de concentraciones. EI Shimadzu CS 930 per-
mite mantener constante el sistema geométrico de me-

dida e la ftluorescencia, el cual puede influir grande-
mente en los resultades. La Unica variable fuera de con-
trol es el espesor de cada placa. Para eliminar este

problema, asi cormo los provocados por las manipulacio-
nes normales, ce corrieron muestras de poliaminas es-
tandares junto con los extractos vegetales en cada placa.

Comparando los méritos relativos de las técnicas de
HPLC y TLC para la separacion y cuantificacion de po-
comunes es claro que ta TLC posee ciertas
ventajas. Estas ventajas se aumentan cuando la TLC se
combina con la cuantificaicédn directa de la fluorescen-
cia en la placa usando el Shimadiu CS 930. Utilizando

braminas
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ptacas acanaladas Whatman LK 60 se pueden analizar
38 muestras por dia. El andlisis de un ndmero similar
de muestras mediante HPLC requiere de aproximadamen-
te 35 h de operacibn continua de! equipo. Como et li-
mite de deteccién por los dos métodos es similar, es
claro que la TLC posee una gran ventaja sobre la HPLC
para el andlisis rutinario de un gran ndmero de muestras.
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