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RESUMEN 

Recientemente se han publicado una gran variedad 
de tecnicas desc r ibiendo la separaci6n y cUilntlflcación 
de pollaminas med iante HPLC y TLC. En el presente tra · 
bajo se hace una evaluación dé algunas de estas técni
cas , para determinar la viabilidad de su aplica Ción en el 
anál isis de rutina en los tejidos vegetales con e l equipo 
disponible en nuestro laboratorio. Incluímos datos que 
muestran que la d ura c l6n de la reac c i6n de derivatlza
ción no es crítica y definimos más claramente la esta 
bilidad de estánda res de poliaminas antes y después de 
l a dansilación. 

ABSTRACT 

Recently a variety of techniques have been publ ished 
dcscrlblnq lhe ~crill;)tion ilnd qu;:¡ntif icatioll ot p oly;lrni
nes by HPLC and TLC. We hnve evaluated sorne o f th ese 
te chnlques to determine their suitability for the routlne 
analysis 01 polyamines in plant tissues with the equip
ment avni l able in our laboratory. We include data lo 
show that the duration 01 the derivatization react io n IS 
nQt critical and define more preclsely the stabi l lty of 
authentic polyamlnes before and after dans y l ation. 

INTROOUCCION 

Las pollaminas son rutinariamente anal izadas en los 
tejidos vegetales y animales mediante cromatografía lí
qUida de alta res oluclO n (HPLC) o cromatografía 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 
análisis ru tinariO de las di y poliaminas más comunes. 
Estos compuestos tienen un papel muy importante en 
los procesos de desar rollo celular y r espues ta adaptativa 
(Ga lston 1983; Slocum el. al . 1985). 

Materiales y métodos 

Las pollamlnas utilizadas como estándares tuer on de 
Sigma (USA). Los diso lv entes y los dem{s re<l ctlvos tue
ron de Mer c k y J.T. Baker. Tod os los react ivos util iza
dos fueron de la mayor purela disponible . 

I Financiado por el CONACyT, donati vo 
Nº PCCBONA-020988. 

Oerivatización 

I,ormalmellte, las solUCiones de las poliaminas están 
dares se prepara r on Inmediatamente antes de usarse a 
una concentración final de 100 }JM, usando ácido per
el6"co al 57~ (v/v) como disolvente. 

La dansllaclón de las poliaminas fue llevada a cabo 
ele ac uerdo a Flores y Galston (1982). Para ello, alicuo

ta~ de 250 }JI dc' las soluciones de 185 polleminas están
dares se mezclaron con 400 ¡;.I de cloruro de dansilo 
(5 mg /m l, acetona) recién preparado . Se le adicionaron 
250 ~I e1e una solUCión saturada de bicarbonato de sod iO 
y se agiló por 10 s antes de incubarla' por una noche a 
25 : 1° C. E l exceso de cloruro de dansilo fue removido 
mediante la adiCión de 100}J1 de una solución de proli
n" (100 mg/m l H101. La mezcl.a fue agitada por 10 s e 
11l ( IIIJ:lt!" C'1l l .• O';CIIf idad a 25 - 1°C [lar 30 mino SO B

(! ,c ,on;;¡on 250 { JI de benceno y se agitÓ por 30 sanI es 
de ,eti,ar le fas e organica, la cual fue almacenada, has 
ta su analisls, en la oscuridad a -20°C. 

Los estánQiJres de poliaminas fueron benloil3dos de 
acuNdo a fledm o nd y Tseng (1979), como lo describle
r u n Fl o r es y L~al s ton (1982). A 500 f-ll de una solUCión 
de pollaminas d is ueltas en ácido perclórico se le adicio
nó 1 mi de NaOH 2 N Y 10}J1 de cloruro de benzoilo. 
La mezcla se agdó por 10 s y se in cubó a temperatura 
arnblen t e p or 20 min antes de adicionar 2 mi de NaCI 
saturado. Las poliaminas benzoiladas fueron extraídas 
con 2 mi de acetato de etilo. Un mi del extracto de 
acetato de e tilo fue evaporado a sequedad y el reSiduo 
red isuel t o en 100 f-JI de metanol. Las muestras benzoila
das fueron almacenadas a -20oC en la oscuridad. 

Cromatogratra en capa fina 

Las poliaminas dansiladas f ue ron separadas por TLC 
utilizando el método descflto por Flores y Ga lsto n (1982). 
Oespu(ls de activar las placas de síl i ca gel (Whatman 
LK 60) mediante ca lentamiento seco a liD ~ 1°C por 
30 mln se colo caron alícuo tas de 25,u1 (O. I a 3.0 nmol 
de muestra) sobre las placas. Después I<lS p lacas fueron 
desarrolladas en: (a), cloroformo: trletilamlflil (25 :2 v/v) 
o, (b), ciclot1e x ilno: ¡¡cet<lto oc etilo (5 :4 v/v). 1.3 vlsua
IIl aci6n de las poliamlnas oansiladas en las placas se 
realizó mediante IUI UV, extraídas de las placas disuel
t as en 2 mi de acetato de etilo y CUantificadas median
te tluorometría en un fluorómetro de filtros Turner 111. 
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Recientemente las poliaminas dansiladas también han 
sido cuantificadas usando un rastreador (scanner) St,,· 
madzu CS 930 de doble haz para la lectura de placas 
delgadas con una longitud de onda de excitación de 365 
nm. La luz emitida pasa a través de un f'¡ tro 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 ocasión, después del desarrollo de una 
placa, ésta fue rociada con trietanolamlna: isopropanol 
(2:8 v/v) como lo describió Fleischer (1979) en un In
tento por aumentar y estabilizar la fluorescencia. Des
pués se secó la placa en la oscufldad balo presión re
ducida por 3 h, permitiendo que 30 min antes del final 
se equilibrara a presión atmosférica antes de cuantifi
car las poi iaminas dansiladas . 

Cromatogratra I(quida de alta resolución 

El análisis de las muestras por HPLC se llevó a cabo 
utilizando un cromatógrafo de Ifquidos Varina Vista SUDO 
con un volumen fiJO de Inyección de 10 ¡'JI Y resuelto en 
una columna Micropak MCH-5 (Varian), o Hlbar Llchro-
50rb RP-8 (Merck). Los resultados fueron cuantificados 
mediante la integración con una estación de datos Va 
rian COS 401. 

El análisis mediante HPLC de las pollaminas dansl
ladas se llevó a cabo de acuerdo al método de Seller 
et al. (1978). Antes de la inyección de la muestra, la 
columna se equilibró con metanol: agua (57.5:42.5% v/v) 
a un flujo de 1 ml/mln durante 10 mln. Las pollamlnas 
dansiladas fueron eluídas Incrementando la concentración 
del metanol utilizando el siguiente gradiente: Del tiem
po cero hasta los 20 mm la concentración de metanol 
se incrementó 0.5%/mln, entre los 20 y los 30 rnin el 
incremento fue de 1.5%/mln y después de los 30 mln 
fue de 3%/min. La elución se continuo por 4 mln con 
metanol al 100% para eluir las impurezas y a los 40 
min se volvió a equilibrar la columna con la mezcla ori
ginal de metanol:agua. 

Las poliaminas dans¡ladas también fueron eluídas u 
sando 01 gradiente de metanol:agua propuesto por Smltt1 

y Davies (1985). Entre 01 tiempo cero y p.1 do 23 mln, 
la concentración de metanol aumentó en forma lineal 
desde 60 hasta 95% a una velocidad de flUJO de 1 ml/mln. 
La elución se completó a los 27 mln y la columna se 
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Figura 1 - Crornatograma de una mezcla de poliarninas 
usando una columna Varian MCH-5. (A) putrescina, (B) 
cadaverina, (C) espermidina y (O) espermina. 
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Figura 2 - Cromatograma de una mezcla de putrescina 
y 1, 3-diamino propano usando una columna Varian 
MCH-5. Los dos compuestos eluyen juntos en el pico A. 

lavó con 100% de metanol durante 5 min antes de ree
quilibrarla con metanol:agua (60:40 v/v) durante S mln. 
La detección de las poliaminas dansiladas se llevó a ca
bo con un detector de fluorescencia Varian Fluorichrom, 
y un PiCO de transmiSión de 495 nm. 

Para los análisis de HPLC de l as poliamlnas benzoi
ladas se usó 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 detección se llevó a cabo con un 
detector de UV Vallan 2050 a una longitud de onda de 
254 nm. Cada experimento consistió, por lo menos, de 
3 réplicas y fue repetido, por lo menos, 3 veces. Las 
gráficas muestran resultados de un solo experimento y 
son típicos. 

RESUL TADOS 

Cromatografía líquida de alta resolución 

Flores y Galston (1982) reportaron una buena sepa
ración entre una variedad de di- y poliaminas benzoi-
1"(\"5 ut"'l~"llj() una elución lineal de acetonitrilo:agua . 

TABLA I - Tiempos de retención de las poliaminas ben
loilada!! en una columna Varian Micropak MCH-5. Di
solvente: acetonitrilo: agua (48.7: 51.3, v/v ) de acuerdo 
a Flores y Galston (1982). 

Compuesto Tiempo de retención 

(min) ~ ESH 

Putr c scina 6.40 
+ 

0.004 

Cadaverina 7.32 + 0.007 

E s pC'rmidin~ 9.29 
+ 

0 . 022 

Espermina 13.44 + 0.070 
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Nosotros tambIén obtuvImos una buena separacIón de los 
derivados bellzorlados de putrescina (A), cac1averina (8), 
espermldlna (e) y espermina (O), usando una columna 
MCH-5 (Figura 1; Tabla 1>. Sin embargo, l os tiempos de 
retención de los derivados benzorlados para la putrescina 
y el 1, 3-diaminopropano fueron s imilares y no fue po-
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Figura 3 - Se paraci6n do los derivados d;lnsilados de 
(A) agmatina, (O) putrescina, (e) esperrnidina y (O) es
permina en una columna Micr opak MeH-5 con un gra
dente de e lu Clón de metanol :agua de acuerdo a Sci ler 
et a l . (197 8) 
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sibl¿ resolver los dos picos (FIgura 2). Resultados SImi 
l ares (no mostrados) · se obtuvlcron usando un sistema de 
cluCl6n lIneal de metanol:agua. 

UtilIzando la co lumna Mlcropak de Varian MCH-5 
c on el gradIente de eluci6n metanol:agua, descrito por 
Selle r et al. ( 1978), los derivados dansilados de putres-
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Figura 4 - Sepa r ación de los derivados dansilados de (A) 
1, 3-dlamlno-propano, (8) putr esc ina, (C) cadaverina, 
(O) espermldlna y (E) espermina usando una columna 
Mlcropak MCH-5 co n un gradiente de elucion de meta
nol :agua de acuerdo con Seiler el a l. (1978) 
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cina, espermid,na y espermina se pu ·d,eron separar muy 
bien (Figura 3). Bajo estas condiciones el derivddo dan
s il ado de la agmatina también se separó , SI b,er¡ en ba
se mo l ar su sena l f ue conside r ablemente más c~ ,, :iI que 
la de las otras di- y pOllaminas da nsiladas. Usando ('"las 
condi ciones anal ít i cas también fue posi bl e s epar ar los 
de r ivados dansilados del 1, 3-dlaminopropano (A), la pu
trescina (B) y la cadaverina (e) (Figura 4 ). A pesar cÍe 
que l os tres der i vados t i enen t i empos de retenci ó n muy 
similares (Tabla 11) fue posible r eso l ve r los tres picos 
medi ante integración y l as curvas estándares mostradas 
en las figu r as 5 y 6 fueron generadas usando una sola 
m ezcl a de estándares . 

Smith y Oavles (1985) han reportado recientemente 
!a separación de· der ivados dansi l ados de put r escina, es-

T A BLA 11 - T i empos de reten ción de los de r ivados d;¡n 
si l ados de d i - y poliami n as separados de acuerdo a Sci 
l e r e t al. ( 19 78) en una columan Var ian Micropak MeH-
5 , usando un grad ie n t e de elucion de metano l : agua. Los 
va l or es son el p romed io ~ 1 EStvI ca l cu l ados de 5 co r r i 
das independi entes r ea l izadas el mismo dra. 

Compuesto Tiempo de ret e nci ó n 

(min) 

Diaminopropano 24 . 91 0.22 

Putresci na 26.13 
~ 

0.22 

Cadaveri na 28 . 40 + 0.19 

Espermidin a 27.23 
~ 

0 . 09 

Espermina 41. 33 + 0 . 05 
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permldlna, espelmlna y cadaverina. Además de l a al ta 
senSibilidad de l método, la mayor ventaja ofrecida fu e 
l a eluclón más r ápida, con u n tiempo total de el u cion 
de ap r OXimadamente 30 mino E xperimentos preliminar es 
usando un gradiente l ineal de elución metanol:agua en 
una columna Varian M l c ropak MCH-5 mostraron que e l 
orden relativo de elución fue e l mismo que con el mé
todo de Seiler el al. (1978) si bien se redujeron los 
tiempos de retención. Sin embargo, los tiempos de re
tenCión de los derivados dans il ados del 1, 3 - diami nopr o
pano, l a putresclna y la cadaverina fue r on similares . A 
demás, la eficiencia en la separación entre putrescina y 
cadaver i na fue por lo me nos comparab l e a l a de Seile r 
et al . ( 1978) , con la ventaj a adicional de util i zar un pro· 
grama de eluclón más rápido. Una cor r ida Similar usan
do una columna Merck Hibar Lichrosorb RP-8, si b ien 
redulo lige r amente los tiempos de retención, produjo pi
cos menos compactos con I a cor r espond i ente reducción 
en l a reso l UC ión en t re los der i vados dansilados de la ca
dave r lna, la putrescina y el " 3-diaminopropano. 

eromatogr al ía e n capa f ina 

La tabla 111 muestra l os valores de Rf obtenidos para 
la putrescina, la espermidina, la espe r mina, la cadave
/lna y el 1, 3-dlaminopropano con (a), cloroformo:trie
t"amlna (25 :2 v/v) y (b) , cic l oh exano:acetato de eti l o 
(5:4 v/v). También se r."\Uestran los valores de Rf de los 
productos alternos del proceso eje dansilación en ausen
cia de los estándares de poliamlnas . En el sistema ciclo
hexano :acetato de etilo l os subproductos de la dansila
c,ón se resolV i e r on en 4 bandas fluorescentes, nume r a
das 1-4. Las bandas 3 y 4, con movi l idades mayores que 
las de las pOl l arTlI naS dans i ladas, no interfllieron con la 
IcJen t lflcaclón y cuan t ificaci 6 n de las po ll arninas están 
dilres. Sin emba r go, las bandas 1 y 2 t ienen valores de 
Rf Similares a los de la espermina y la cadaverina dan-

T ABLA 111 - R f de las po li aminas dansi l adas 

COPlpuesto 

D,\nsi l 1 .3-diaT"inonronano 

Dansi l nutrescina 

Da nsilcadaverina 

Dansi l esperPlidina 

Dal1j6 i lesperm ina 

S i n poliaminas 

Banda 

Banda 2 

Banda 3 

Banda 4 

a promedio de 299 muestraS . 

b promedio de 3 muestras . 

CloroforPlo: Trieti
lamina (25:2 v / v ) 

O. 2 S + 0 . 003 b 

0 . 28 + 
0 . 001 a 

O . 41 ~ 0 . 009 b 

O.SO + 0.002 a -

0.65 + 0 . 00 2 a 
-

0.15 
+ b 
- 0.002 

0 . 72 
+ 0 . 025 b 

Ciclohexano: ace
tato de etilo 
(5 : 4 v/v) 

0.2 1 + O . O 11 b 

0 . 24 + 0 . 009 b 

0.26 + 0 . 010 b 

O. 18 + 0. 01 2 b 

O. 14 + 0.009 b 

0 . 15 
+ O. 012 b 

0 . 29 + O. 013 b 

0.45 + O. 0 11 b 

O. S3 + 
0 . 008 b 
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Figura 5 - Gráficas de calibración utilizando HPLC para 
espermina (O, r = 0.995); putr escina (., r 0.991) y 
1, 3-diamino-propano ( e, r = 0.991) utilizando una co
lumna Varian Micropak MCH-5. 

120 • 

o 

• 
o 
u 
o.. 
..J 
w eo o • 
<t 
W 
oc 
<t 

o 

o 1.0 2-0 

POLlAMINAS (nmol¡ 

Figura 6 - Gráficas de calibraciÓn utilizando HPLC para 
espermidina (lB, r = 0.995) Y cadaverina (0, r = 0 .994) 
utilizando una columna Varian Micropak MCH-S. 
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sdadas, respectivamente. De tal manera que, si bien fue 
posible la IdentificaCIón de las diferentes poliaminas 
utIlIzando este Sistema, fue difícil cuantificar cadave r ina 
y espermlna. En el sistema cloroform o :trietilamina los 
productos alternos de la reacción de dansilación se re 
.solvieron en 2 bandas numeradas 1 y 2 en l a tabla 111. 
El valor de R f de las bandas 1 y 2 difiere grandemente 
de los estándares de las poliaminas dansiladas y ninguna 
banda InterfIere con la identificación y cuantificación 
de las pollanllnas dansiladas. También, en contraste con 
el sIstema clclohexano:acetato de etilo , la diferencia 
entre los valores de Rf de cada una de las po ll aminas 
dansrladas fue mayor, lo cual faci l itó tanto la identifi
caCión como la cuantificación. A la luz de estos resul
tados todos los experimentos subsecuentes se llevaron a 
cabo usando el sistema cloroformo:trietil amlna . Se exa 
mInaron los Rf de los p roductos de la dansi l aclón de 
una vafled"d de compuestos comúnmente encontrados en 
los extractos de tejidos vegetales par a determinar si 
los productos de su dansilación interfieren en la separa
Ción y cuantlflcacl6n de las poliaminas por TLC . Ade
más de agm<ltlna. urea y cloruro de amonio, los amino
áCIdOS menos pola r es, L-valina, L -triptofano, L-Ieucina, 
L. -Isoleuclna y L -alanina fueron dansilados por separado 
y se determinaron los va l ores de Rf de los p roductos de 
su dansilación. Usando corno disolvef1te al sistema cloro
formo:trietilamlna , ninguna de las sustancias menciona 
das arriba produjeron bandas fluorescentes con valores 
de R f que se parecieran a los de los estándares de las 
poliaminas dansi l adas. Además, sin excepción, los produc 
tos fluorescentes p r odUCIdos pf)r la clans i laclón de lo:; 

compuestos mencIonados permanecieron en, o cerca del 
orrgen . 

Reacción de dans i laci6n 

En la literatura las condiciones usadas para la incu
bación durante l a dansilación de las poliaminas varían 
desde una noche a 25°C (Flores y Galston, 1982) hasta 
1 h a 60°C (Smith y Oavies, 1985). En vista de que se 
ha reportado que las poliaminas dansiladas son inesta
bles a temperatura ambiente (Smlth y Best, 1977) fue 
de interés establecer el tiempo óptimo pa r a l a reacción 
de dansilaci6n. Las muestras de putrescina fueron dansl
ladas en la oscurIdad a 25°C po r drferentes tiempos, 
hasta un máximo de 24 h. A los diferentes intervalos de 
tiempo las muestras fueron rápidamente congeladas con 
nitrógeno I(quido y alrnélcenillléls a - 20°C en l a oscur Idad 
hasta el final del exper imento. Todos los tratamientos 
de un experimento fueron procesados simultáneamente y 

cuantificados en la misma placa. En el fIgura 7 se 
muestran los resultados de un experimento Uplco. Como 
puede apreciarse e l tIempo de dansi l ación, hasta un má
ximo de 24 h , no tiene efecto en la intensidad de la 
fluorescencia obtenIda. Sorprendentemente, la fluores
cencia obtenida con la muestra del tiempo cero , o sea 
la muestra que fue congelada inmediatamente después 
do la adición del cloruro de dansrlo y del carbonato de 
sodio y almacenada a -20ºC por 24 h, fue similar a la 
fluorescencia obtenIda con las muestras dansi l adas desde 
3 hasta 24 h. Por lo tanto, en vIsta de que el nIvel de 
fluorescencia obtenido no es afectado por el tiempo, al 
menos por 24 h, se seleccionÓ un tiempo de 16 h a 
25°C para los experimentos subsecuentes . 

Estabilidad de las soluciones concentradas de poliaminas 

De acuerdo con Flores y Galston (1982) las solucio
nes concentradas de poliaminas disueltas en HCI (10 mM) 
y almacenadas a - 20°C en la oscuridad son estables 
por lo menos durante 6 meses . Sin embargo, observacio
nes preliminares en nuestro laboratorio sugerían que las 
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Figura 7 - Efecto del tiempo de dansilación de putres
cina sobre la producción de fluorescencia. 

poliaminas disuel tas en áCido perclórico al 5% (v/v) eran 
menos estables. Para examinar la estabilidad de las so
luciones de poliamlnas, se preparó una solución de pu
tfescina, espermidina y espermina en ácido perclórico 
al 5% (v/v) y se almacenó en la oscuridad a -20°C. Ca
da semana se obtuvieron muestras que fueron danslla
das y las 3 poliamlnas fueron cuantificadas mediante 
TLC. Comparando la fluorescenCia obtenida con la solu
ción recien preparada se ve una disminución con el tiem 
po de la fluorescencia (Figura 8). Después de 7 días de 
almacenamiento, la disminución observada para la putres· 
cina y la espermlna fue mínima (l. 1%) mientras que 
para la espermina esta disminución fue del 5.5%. Des
pués de 5 semanas de almacenamiento la fluorescencia 
habra dism inurdo a 15.0, 14.5 Y 14.0 % par a putr esc Ina, 
espermidina y espermina respectivamente (Figura 8l. 
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Figura 9 - Graficas de calibración utilizando la técnica 
de TLC para espermina ( .... , r = 0.995), espermiCiI1¡J: Ca, 
r = 0.996 Y putrescina ( • • r = 0.997) midieno<> la 
fluorescencia en el fluorómetro Turner 111. 

Estos resultados indican que las soluciones de los es
tándares de pollaminas disueltos en ácido perclórlco y, 
por extrapolación, los extractos de ácido perclórico de 
los tejidos vegetales no pueden almacenarse a -20°C por 
perrodos mayores de 7 d Sin incurrir en el riesgo de 
pérdida de la fluorescencia, a consecuencia de una dis
minución en la cantidad de las pollaminas. En base a 
estos datos todos los experimentos subsecuentes se rea
lizaron con soluciones de poliamlnas recién preparadas. 
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Figura 8 - Efecto del tiempo de almacenamiento sobre 
la e3tabllldad de una solución de putrescina, espermidi
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macenadas en la oscuridad a -20°C por 5 semanas (. ) . 
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Figura 10 - G ráf i cas de calibración utilizando la técnica 
de TLC para espermina (J. , r = 0.999), espermldlna (., 
r = 0.999) Y putrescina (., r = 0. 998) midiendo la fl uo
rescencia en el rastreador Shimadzu CS 930. 

Curvas de cal ibr ación 

Las curvas de calibración obtenidas con putlesclna, 
espe rmidina y espermlna utilizando el fluorómetlo de 
filtros y el Shimadzu es 930 se muestran en las figura s 
9 y 10, respectivamente. En todos los casos se oDtu'lIe · 
ron Irneas rectas (r~ 0.99) Indicando que la flu o re scen
cia es directamente proporcional a la ca n tidad de pulla · 
mina dansilada presente. El límite inferIOr de deteccl éJl) 
es de aproximadamente 100 pmol H. 

9 0 
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Estabilidad de la fluorescencia 

Se investigaron los efectos de la luz y la tempero
lura sobre la estabilidad de las pOllarninas dansiladas . 
Los estándares se dansrlaron y se almacenaron bala con· 
diciones apropradas. La fluorescencia de las muestras 
almacenadas en la luz a 25 ° C decayó rápidamente con 
el tiempo y después de 10 d solo permanecía alrededor 
del 30% de la fluorescencia original (Figura 11). Tam
bién se observÓ una marcada disminuCión en la fluores
cencia después de 2 d, particularmente en el casu de la 
espermina (Figura 11). SICI embargu, en la OSCUridad a 
-20°C no se observó példlda alguna de la fluorescencia 
después de 10 d (Figura 11) . A la luz de estos reSulta 
dos, las poliamlnas dansrladas fueron almacenadas rut, 
nariamente en la oscuridad a - 20°C antes de la croma 

tografía en placa de l gada, pero nunca por per íodos de 
tiempo mayores a 7 d. La recuperación de cada una de 
las pollamlnas de la placa delgada, previa a su cuanti
ficación en el fluorórnetro de filtros, es un proceso len
to. De Igual manera, el rastreo de una placa puede to 
mar v;;IIas horas, (Jependiendo de los parámetros selec
clOnarJus para el an;'¡lis,s. Por ello, fue efe interés exa
minar la estabilidad de las poliamlnas dansiladas siguien
do su separación en las placas de cromatogr al ía. Para 
ello se colocaron muest r as de una mezcla de pollaminas 
dansiladils estándares en placas de cromatografía, las 
cuales después de desarrolladas fueron almacenadas bajo 
iluminaCión contínua 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 estándares y 
se cuantlt,caron en el fluorómetro de filtros. Los resul
tados se mue stran en la Figura 12. Es claro que las con· 
dlClones de almacenamiento afectan grandemente la es
tabilidad de la fluorescencia . En luz contrnua a 25°C se 
nota una conSiderable disminución en la fluorescencia 
después de sólo 24 h, la cual continúa disminuyendo rá
pidamente con el tiempo hasta que, como en el cáso de 
la esperrrllna, llega a valores de solo el 15% de la fluo
rescencia inicial después de 5 d . El decaimiento de la 
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Figura 12 - Estabilidad de la fluorescencia en placas 
almacenadas bajo iluminacion continua a 25°C O) o 
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fluorescencia es retardado grandemente cuando las pla 
cas son almacenadas en la oscuridad a -20nc, 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 del 

almacenamiento afectan grandemente la estabilidad de 
las poliaminas dansiladas por lo que siempre fueron 
cuantificadas inmediatamente después del desarroll o de 
las placas . Sin embargo, como se mencionó anterIOrmen 
te, el rastreo completo de una placa con el ShlmadlU 
CS 930 puede tomar varias horas y esto, combinado con 
la mayor sensibilidad ofrecida por el equipo, puede pro 
ducir una cuantificación errónea. Consecuentemente, se 
rastreó a diferentes intervalos de tiempo un carril de 
una placa recién desarrollada conteniendo putresClna, 
esperm idina y espermina dansiladas. Entre los ra s treos 
la placa permaneció 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 variación en el nivel de fluores
cenCia durante las primeras 12 h después del desarrollo 
de la placa y para todos los propósitos la fluorescencia 
puede considerarse estable. Se ha reportado que una 
aplicaCión mediante rociado de trietanolamina:isopr opa
nol (2:8 v/v) a la placa aumenta tanto la fluores c encia 
como la estabilidad de las poliaminas dansiladas ( F lels
cher, 1979). Un experimento preliminar mostró que e l 
rOCiado de la placa después de haber sido desarr o llada 
Incrementó la fluorescencia aproximadamente 3 veces. 
Esto Incrementa notablemente la sensibilidad del método. 
Sin embargo, también fue claro que, en contradiC Ci ón 
con lo reportada por Fleischer (1979), la fluorescencia 
de las pollaminas dansiladas tratadas de esta ma n er a 
disminuyó r ápicJamente y se produjo una pérdida Im po r
tante de I a fluorescencia durante el tiempo que I l ova 
' ealizar el rastreo ele la placa con el Shlmadlu CS 930. 
:: sto , claramente, hace imposible la cuantificaCión , por 
o que no se hiCieron nuevos intentos por melorar la 
;ensibilldad del método. 

DISCUSION 

En este trabajo se llevó a cabo la dansilación y ben
lOilaclón de estánda r es de poliaminas asr como su sepa
ración mediante técf'lcas d HPLC y TLC como se había 
reportado previamente . No se hicieron intentos de com
parar las senSlbillCaces entre TLC y HPLC, puesto que 
rjpldamente fue eVidente que la TLC ofrece ciertas ven
talas para el procesamiento rutinario de un gran núme
ro de muestras. Sin embargo, deberá hacerse notar que 
la agmatlna no puede resolverse mediante TLC y que la 
cuantificación de este importante precursor de la putres
Clna en los tejidos vegetales necesariamente involucrará 
el uso de técnicas eJe HPLC. Estudios preliminares Indi 
can que la seleCCión de la tecnica de HPLC será deter-
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Figura 13 - Estabilidad de la fluorescencia de los están
dares de espermina ( • ), espermidina (A) Y putres
cina (e) en placas mantenidas dentro del Shimadzu CS 
930 a temperatura ambiente. 
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minada prinCipalmente por las pollaminas en estud,o y 
el equipo disponible. La cadaverina, la putresclna, la es
permidlna y la espermina, asr como los derivado s ben
lOllados o dansilados fueron separados mediante todos 

los métodos examinados. Sin embargo, el 1, 3 - dlamlno
propano y la putresclna dansilados eluyen cómo un solo 
PiCO de una columna Micropak MCH-5 (Figura 2) u sa nd o 
el método de 'Flores y Galston (1982). El método de l 

gradiente de eluclón de Seiler et al. (1978) y el de 

Smlth y Davlcs (1985) resolvieron este problema y los 

derivados dansilados del 1, 3-diaminopropano, la putres
clna y la cadaverina pud i eron ser eluídos cada t.fno corno 
picos simples. De los dos métodos utilizados, el de Sel
ler et al. (1978) dio mejores resultados en lo que res

pecta a la separacl6n de los tres derivados dansilados 

(Figura 4). Consecuentemente si el 1, 3-diam¡nopropa n o , 
la agmatina, la putresclna y la cadaverlna son cor n p o · 
nentes importantes de los extractos vegetale~;, debcrzin 

efectuarse rastreos preliminares para deterrnlnar cual de 
los tres métodos da la melor resoluCión c on el equ ipo 
disponible. En ausencia de 1, 3 (JiamrrwpropiwO l<l ~ tpe 
nicas de Smith y Davll.'s (I r)(lS) y la dI.' I lore5 y ( "rl ., 

ton (1982) tienen la ventala de un tiempo de ellJuón 
menor, si bien Serler el al, (1978) descrrbleron m or!IJI ' 
caciones a su método para tener una eluclón más rjpl' 
da de la espermina y la espermidina. Sin embargo , estas 
modificaciones no fueron exarninadas en el presente es

tudio . 
En base a nuestros resultados con TLC, el sistema 

de disolventes cloroformo :trietilamlna parece ser suoe

rior al otro sistema emple<:ldo para la separación de las 

muestras dansiladas de putrescina, espermidlna, e sper ~ 

mina, cadaverina y 1, 3 .. dlarnlnopropano. Comparándol o 
con el sistema ciclohexano :acetato de etrlo, la dI sper-
5ión de las poliaminas danslladas y de los productos co 
laterales de la reacción de dansilación es mayor, l o 
cual facilita grandemente la cuantificaCión. Ademá~ , ée 
ha reportado que la fluore scencia de las pollamlna:; dan · 
siladas es rnás estab l e d e:; pu és de su separación en T L e 

en cloroformo:trietilamrna (rlores y Galston, 1982). 

Se ha reportí1do que ,1!tdS co ncentr(lCl o ne s de <lfll O

nraco o de arninod c ldo~~ Interfieren en 1;) sepzlrac1ón e1(?

las poliarninas dansiladil :i por rLC (Flores y Galston, 
1982). Nosotros eXilmlnamos algunos c ornpuC'st o s fl " e 
están comúnrnente pre sentes en extract os de plantas 
para ver si los productos fluorescentes prodUCid o s du 
rante la dansilación pudieran Interferir con la c ualltl 
ficación de las poi iaminas comunes. Se incluyó a m oniac o 
y urea, los cuales se espera que se encuentren en for 
ma abundante en los extractos vegetales, particularrnen
te después de una hidróliSIS áCida. También se estudia · 
ron algunos amino:íclclos lIlenos p o lilrcs, p o tell(l;¡lfllf ~ "Il' 

solubles en benceno. f'-llnguno de los cornpue '; tos ell 5,1y ,1 

dos produjo bandas fluores c entes que Interf" ier an en 13 

cuantificación de las poliarnlnas dansiladas. Sin emb3rgo, 
permanece la posibilidad de que pueda producrr se fluo 
rescencia durante la dansilaclón de las poliamlnas en 
presencia de tales compuestos. 

Nuestros experimentos tamb i é n estableCieron que la 
duración de la reacción de dansilación no es cr ítlca y 
las condiciones estánda r es p ara la rea c ción para subs e 
cuentes trabajOS se estable Cieron c orno 16 h en l<:l oscu
ridad a 25°C. El nivel de fluore scencia obtenido co n la 
muestra de tiempo cero fu e similar a la ot)\Cr1 10a co n 
las muestras dansllad<ls de sde 3 h asta 24 h (Figura 1) , 

Esto puede indicar que la d anSlla c lón o c urre, si b l cn él 

muy bajas velOCidades , a temperaturas bala cer o , Sin 
embargo, la concentra Ci ó n de cloruro de dansrl o en l a 
mezcla de reacción se en c uentra en ex c eso ( 800 ve 
ces) respecto a la co n c en tración de l as pollamlnas y 
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esto puede ser sufrciente para que la reacción de dan
sil ación se complete durante el corto período de tiempo 
utilizado para congelar las muestras. Flores y Galston 
(1982) reportaron que solUCiones (1 mM) de poliamlnas 
estándares disuelt<:ls en HCI 10 mM y extractos de te
lido vegetal en áCido perclórlCO son estables a - 20°C 
por unos meses. Sin embrHgo, nuestros experimentos 
muestran que la estabilidad de los estándares de polla
minas es mucho meno r y que ocurre una dlsrninuClón 

sustanCial en la fluore sc enCia después de 4 sernanas a 
-20 ° C en la oscuridad (Figura 8). Por esta razón noso
tros prop o nemos que 1<1 5 solUCiones concentraOas oe los 
estándares de pOllal1l1l1a S nunca deberán ser almacena
das por perrodos may o re s a 7 d Y que los extractos per
clóricos de los tejidos vegetales deberán ser dansrlados 
y cuantificados dentro de las 48 h siguientes a la ex 
tracción. También se ha r eportado que las pollarninas 
dansiladas y disueltas en disolventes orgániCOS son esta
bles por más de 4 S C If!<1l1aS (Flores y Galston, 1982). /\ 

la luz directa y temp erat"ril ambiente, la Vida rnedla de 
la fluorescencia puedf' fI1c cJlr s e en horas (Smlth y Elest, 
1977). ~,Juestros resultdtlos l:llflb,('n Indicrln que la (;,;trl
brlidad de las polfalf"n,~\s (j;-¡n s lladas es fuertemente afee 
tada por la luz y la 1(:I1,p ,. ratura (FigUla 8). Las pollil 
fninas dansiladas t d 1S Ul'lt3S e n oenceho y alnlaccnauas 

en la oscur i dad a -20" 'C perrnanecleron sin pérdida de 
la fluorescencia p or lo rnenos (jurante 10 d (Figura 11). 

Sin erntJarg0, de :; p u';" (j e la ::; ep r1r " c ión por Tl.C la esta 
bilid3d de la fluores c encia disminuyó grandern~rrte (Fi

gura 12), presumiblemente debido a la dispersión de las 

poliaminas dansllad3s e n la síllca gel. Sin embargo, co

mo muestra la figura 13, la fluorescencia es estable en 

las primeras horas en la oscurillad a temperatura am 

b i ente. Por lo tanto, y Siempre que las pollamln3s dan

Slladas sean cuantifi c adas Inmediatamente después de la 

separación med i ante TLC, la Inestabilidad Inher e nte a la 

fluore s cen c ia n o ti ene e f ect o en la cuantifi c aCi ó n. 

I,] " t o C ' fl el I lo r ometro de filtros corno con el Shi
IflJ (!:U es 930 , ~, e '-' btu 'li eron líneas rectas en las grilfl
cas ce c a i ,bra c l ó " de los está"dares de poliamlnas (F,
C; ' JI<l 5 '1 ) 10 ), Sin embargo, puesto flue la inteqración 
de 10:-, r\! ( ("~ 1; \( " 1111 ,' 1,) ot)tC!1Clón de las curv;ls (' ",t¿índa

res y a t~t'ln ,j~~ de que con el ShHnadzu es 930 se Cubre 
u n ranU 'J fTlU CtlO fYléís amplio de concentraciones que con 
el fl uO fÓ Il'"tf G (j(' I"\r us, el equipo Shimadzu CS 930 se 
/).1 s r:gu ,d n u S ,Jll c1 0 ruttnartarnentc para la cuantiflc;Jción 
Uf~ p O lt¿H l't lnd .... : . E n c uanto (J las curacterística~ de opera 
Clo n , la cu anlrf,ca c ' ó n d e las pollaminas dansrladas usan
c~o el St1lmilClU CS 930 es superior al fluorómetro de fil
tr os. l.. a CU;-l'l tlf,calcón directa en la placa ellrnlna la 
ne c es l<! :,rJ cJf' r(' rn n'/ cr la sílica gel de ésta y la elución 
(1(' I;l:, t'tllldf l\ I11¿ .l', ;J;¡(I :; ¡larlas con lo cual se clifflin;\ una 

tarf'~ l;-d.:O()I " )'; ;) y u n a pr o tl3ble fucnte de err()r. AcJernñs, 
como ya se men Cio nó, la integración del pico Incrernen
ta la 5cnsltll ll' .la cJ e,'1 la dete CCión y permite la cuanti
l ,c a Clón r utl n arra de las pollamlnas dansiladas en un am
pl, o ranu o d e COnC ('"tr3cl o nes. El Shimadzu CS 930 per
rnlte mantener c ons tante el sistema geométrico de me
ll l u a u e la I 'uo r ee,c encia, el cual puede inflUir grande
mentc en los resultado s. La única variable fuera de con · 
tr o l es ('1 espe s or de cada pla c a. Para el iminar este 
pr obier ll a, a,;; c o rn o los provocad o s por las manlpulacio

n ps n'J r Cll ijl es, s e co rrier o n muestras de pollarninas es 
t cir1 'Jar e s lunt o co n los extractos vegetales en cada placa. 

Co mparando los rnélltos relatiVOS de las técnicas de 
~IPI .C )' TL C pilr il l a s epara c ion y cuantifica Ción de po
II¡jrn,flrJS COrTlui\ec, es claro que Irl TLC posee Ciertas 

ventald s . E s ta s venla Jas se aumentan cuando la TLC se 
com bina con l a c uantiflcalcón di r ecta de la fluorescen
c, a en la pla ca usando el Shimadzu CS 930. Utilizando 
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placas acanaladas Whatman LK 60 se pueden analizar 
38 muestras por día. El analisis de un número similar 
de muestras mediante HPLC requiere de aproximadamen
te 35 h de operación contrnua del equipo. Como el lí
mite de detección por los dos métodos es Similar, es 
claro que la TLC posee una gran ventaja sobre la HPLC 
para el análisIs rutinario de un gran número de muestras. 
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