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1.-INTiRODUCCION 

Al investigar electroforéticamente la 4-aminobutirato: 2-oxoglutarato 

aminO'transferasa en el fruto de Opuntia vulgaris (1) se observó la forma­

ción de manchas positivas a la ninihidrina que s'e localizaban inmediata­

ment� por debajo de las correspondientes al ácidO' 4-am' inobutirico (4-IAB) . 

Estas manchas aparec1an siempre -y únicamente- en los ensayos donde 

se había agregad.o 4-AB y su velocidad de desplazamiento era caracterís­

tica, no coincidiendo con la de los aminoácidos desarrollados simultánea­

mente como patrones ni con los contenidos en los ensayos de ref.erencia. 

Para la interpretación de este interesante resultado se disponía de las 

siguientes bases: a) su formación estaba condicionada a la !l'resencia de 

4-aminobutirato; b)era !)recisa la existencia de un grupo amino reactivo; 

c) dada su situación en el desarrollo electroJorétko, posela un carácter 

lLgeramente básko y es'caso pes.Q molecular; y, d) su producción no era 

enzimática, ya que también aparec1a en los ,controles adicionados de 4-ami­

nobutirato y detenidos a tiempo cero. Esta última circunstancia descartaba 

la posibili'dad de un origen metabólico e indicaba que esta transformación 

-no observada trabajando con otros materiales biolÓlgicos- tenía una 

base estrictamente quimica. 

En el presente trabajo se describe la identifiación del compuesto, así 

como el ulterim estudio de algunos asp'ectos de la reacción que lo origina 

en las condiciones experimentales utilizadas. 
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2.-MA'I1ERIAL Y MiETODOS 

La obtención de los extractos empleados en los ensayos de actividades 

aminotra.:nsferásicas ha sido descrita previamente (1) . Los aminoácidos 

se han 1derutiftc'ado por c'roma"togra' fía y electroforesis sobre papel reali­

zándose eventualmente las oportunas tinciones especificas (2) . La identi­

ficación d� azúcares se ha realizad.o por cromatografía sobre papel, utili­

zando ftalato ácido de anilina' como reactivo de tinción (3). Los espe'ctros 

infrarrojos se han obtenido en un espectrofotómetro Perkin-Elmer IR 137, 

utilizando células de espesor fijo con ventana d ' 2 CINa de 0.1 mm. de es­

pesor y 'D20 como disolvente. 

3.----'RESULTADOS y [)[SCUSION 

l.-MJentijkación del compuesto probLema. 

La identificación del compuesto problema presentó muchas dificultades, 

ya que era altamente inestable en la solución acuosa obtenida al eluirlo, 

apareciendo en la misma únicamente 4-AB libre como prOducto positivo a 

la ninhidrina. Tampoco era positivo a las reacciones diferenciales de ami­

no ácidos ensayadas ni coincidía en su movilidad cromatográfica con la de 

los aminoácidos de comportamiento electroforético similar f(T-aminobutlrico 

y (T -aminoisobutírico, especialmente). Por otra parte, las manchas obte­

nidas en diferentes desarrollos de una misma exp,erien'cia presentaban dis­

tinta intensidad, no exis' tiendo relación alguna entre la misma 'Y el tiempo 

y la temperatura de incubación. 

El compuesto ' problema a.pareda también, 'p,eTO 'en ;prO¡pomión mucho me­

nor en los ens, ayo,s, de a' c,tivid ' ardes aminotraUis,f-Ellrás¡Í<CaiS realizados en otr,ols 

extractos v,egetales, (tallo de Opuntia vulgaris y Ce7'eus tortuosus). Pareda 

evLdente, �por ,tanto, q.ue en 'el frubo, d,e Opunti'a vulgaris existía cierta sustan­

cia, en mayor cantidad que en lo.s otros oríg,enelS, diT'e' Cita,mente relad,onalda 

C'OO1 la fOl'madón de,l prob1e:ma. Par'a la idenJtificalCÍón de este compue,s, to s,e 

íira:ccionó un extr3icto de fruto de Opuntia vulgaris' en va"I1ias allíclUotaiS que 

relCÍbLeron Uos siguÍrentes tra"tami,entos: a) eburIlkión dmante clmeo minutos; 

b) d.espmteiniza"ción con á,cido tricloroacético (coruc' entra"ción final: 10%); 

c) deSlproteinización con ácido ¡perclórieo (concentra"ción final: 10
'
%); d) diá­

lisis fr,ente 'a agua de's,tilada durante 24 hnras; ,ei trata"miento con etilendia­

mi notetrace,truto
' 

('concelntra:cionles final,es desde 10-2 hasta 10J;M); f) se;pa­

ración de aminoácidos por una columna de resina de poliestirEtnO sulfonada 
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(Lewatit S 100). A todas las alícuotas y a otra sin tratamiento previo se les 

adicionó 4-AB (concentración final: 0.4 mM) y se dejaron durante 30 mi­

nutos a la temperatura ambiente. 

Com.o puede observarse en la tiJg. 1, únicamente no apareció la man­

cha problema en el caso de la alícu. ota dializada lo que pone de manifiesto 

que el compuesto responsable de su formación no es
' 

una proteína, ni un 

meta] ni un aminoáicido, sino alguna otra sustancda dia'lizable. Se obse['vó 

ad,e:más que la susta,ncia problema n.o a, par-e:cía si l'as muestras para el desa-

• 

F'ig. I.-Electroforograma de diversas fracciones alícuotas de un ex­
tracto crudo procedente de fruto de Opuntia vuLgaris, 1) sin tratar; 2) 
hervido cinco minutos; 3) tratado con ácido tricloroacético, concentra­
ción final del 10%; 4) tratado con ácido perc1órico, concentración final 
del 10 %; 5) tratado Con EDTA, 10.2 M; 6) dializado; 7) libre de ami­
noácidos, por separación en columna de resina Lewatit S 100. A todas 
las fracciones se les adicionó 4·AB (concentración final 0,4mM) y se de­
jaron 30 minutos a la temperatura ambiente, antes de realizar el desa. 
rrollo electroforético. 
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rl1O'l1o e:Iec· troforético se d·elPositaban sin ayuda de a<ir,e cruUente, CO!lllO er,a 

habitual. Ello demostraba que no se formaba durante la incubación sino 

en el transcurso del proceso anal1tico. 

Dado que el fruto de OpuntiJa vulgaris es muy rico en glucosa (4) y que 

se necesitaba calor para que la reacdón tuviera lugar, se pensó en la 

posibilidad de que en el momento de depositar las muestras, el 4-AB reac­

cionará con la glucosa, según el esquema propuesto por MaiUalI'd (5,6): 

CH20H -(CHOH), - CHO + H2N -(CH2h - COOH_ 

CH20H -(CHOH). - CHOH - NH -(CH2)3 - COOH -

CH20H -(CHOH). - CH = N ·(CH2h - COOH + H20 

El papel actuaría como agente fij ador del compuesto formado, mientras 

que el aire caliente suministrado al depositar la muestra facilitarla la rá­

pida des.ruparición de ·agua. La r'ea,cción sólo tendría lugar eln medio anlhidiro 

y la presencia de agua restablecería los compuestos primitivos. 

Al encontrrurse la base die Sclhiff formada en el papel en el medio áddo 

utilizado para el desarrollo electrofor·ético, pOdría sufrir una trasposidón de 

Amadori (7, 8), originándose un compuesto estable, en estas condiciones, 

del tipo: 

CH20H (CHOH)3 CHOH - CH 

CH20H - (CHOH)3 - CO CH2 

H+ 

N -(CH2)3 - COOH -

NH -(CH2}3 - COOH 

Este compuesto emigraría por debajo del 4-AB, debido a su menor basi­

cidad y permanecería así hasta que el medio perdiera acidez al concluir el 

desarrollo electroforético, regenerándose entonces el azúcar y el aminoácido, 

lo que eX(plicaría la rposltertnr positividad a la ninhidrina (debida al 4-ABl. 

Como confirmación a esta hipótesis, la mancha resultó positiva a la 

tinción por ftalato ácido de anilina (debido a la glucosa). La presencia de 

glucosa en el eluato de la banda correspondiente al compuesto problema 

en un desarrollo electroforético fue demostrada asímismo por cromatogra­

fía sobre papel. Por último, se consiguió reproducir la formación del com­

puesto de adición mezclando simplemente so.luciones de glucosa y 4-AB Y 

depositando la muestra correspondiente en el papel con ayuda de aire 

caliente. 

Se realizó también la comparación de los espectros IR de las sustan­

ciaR readonamtes y dell compuesto r·es:UJJ,tant,e. Clomo se obs:erva en la fi.gura 

2, en el espectro correspondiente al producto de la reacdón ha desapare­

cido .la bllinda de absordón d, el grupo amino primar:io del aminoácido. La 



Fig. 2.-Espectros IR en óxido de deuterio correspondientes al ácido 
4-arhinobc:tírico (A) y al compuesto problema (B) 
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cantidad necesaria del producto se obtuvo reuniend0' los eluatos en meta­

nol de la banda electroforética y eva!porando a sequedad, 

2, Estudio de algunos aspectos die la reacción, 

Dada la importancia de la condensación
' 

de azúcares y aminoácidos, se 

realizó un estudio de los requerimientos de la reaceión en 10' que a la natu­

raleza de los componentes de la misma se refiere, Con este objeto se efec­

tuaron dos series de experiencias: a) ensayo de 'distintos aminoácidos y 

aminas frente a glucosa, y b) ensayo de distintos azúcares frente a 4-AB, 

De la serie dea -aminoácidos, sólo los de tLpo dibási>c'Ü dLerpn resultado 

positivo (fig, 3), Los w -aminoácidos reac' cionaron en todos los casos, ob­

servándose el siguiente orden creciente de intensidad: 

(3-alanina>a. 'y ,  aminobutírico> a, ILaminovaleriá:1ico>a, E-aminocaproico 

I-� 

I 
} 

I 

I 

1 , '. L _________ . 

� 

j' ..... 

- - -, 

Fig, 3,-Compuestos de asociaciÓn entre diversos aminoácidos y glu­
cosa. Las muestras 1 y 2 contenían 4-AB; 3 y 4, ácido glutámico; 5 Y 
6, alanina; 7 Y 8 lisina, 9 y 10, arginina, Las muestras 1, 3, 5, 7 Y 9 
contenían glucosa. 

De estos resultados se deduce claramente que en las condiciones ,expe­

rimentales la condensación se produce únicamente con el grupo w -amino 
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siendo tanto más intensa cuanto más alejado se encuentra dicho grupo 

del grupo carboxilo. 

En el caso de las aminas, corroborando los resultados anteriores, la reac­

ción fue muy intensa con las diaminas de cadena larga (putrescina, isoleu­

camina) y negativa con las aminas sencillas (metil amina, fenil amina). 

La máxima capacidad reactiva dentro de los azúcares ensayados ':':0-

rrespondió a la serie de las aldosas, obteniendo resultados similares con 

glucosa, manosa, galactosa, ribosa, y xilosa. En cambio, la a'ctividad fue 

mínima 'con arabinosa. La intensidad de la rea.cción fue muy reducida con 

fructo!s · a y l,os disacá'l'idos secar<lsa y l¡¡¡c,tosa. AIlg.unos de estos r·e8'uiltadÜls 

se muestran en la figura 4. 

' r '-

• • 

( , ( I , , \ .) t ! 
� Jo '" -; � 

;'o_I.('l:� ¡¡" PlfH .. 'f�A � I e,� � rR� C1'¡)�;I. 

Fig, 4.-Compuestos de asociación entre diversos azúcares y 4-AB. 
Todas las muestras contenían 4-AB, La muestra 1, glucosa; la 3, mano­
sa; la 5, ribosa; la 7, fructosa. 

Como era de es'perar, la reacción fue muy positiva con las 6-desoxiosas 

(r'hamnosa) mientras que las 2-desoxiosas ensayadas (2-desoxiglucosa, 

digitoxosa) dieron resultado negativo, observándose disminución de 4-AB 

con relación al control, pero sin aparecer mancha positiva a la ninhidrina. 

Dado que los sustituyentes del C2 del azúcar intervendrían, según el meca-
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nismo propuesto, en la trasposición de Amadori, el especial comportamien. 

to de los 2-desoxiazúcares no resulta sorprendente. 
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RElSUMEN 

Se ha puesto de manifiesto la formación de un compuesto de aSQcia'ción 

entre glucosa y ácido 4-aminobutirico en el curso del análisis electroforético 

de ' aClti'vidades ,aminotransfe,rásicas e'n fmto· de Opuntia vulg'aris. El estudio 

de lo.s T,eque'rimi·ent'Üis pa,ra ,es,ta asociación en lo qu,e se refiere a la na,tur8ile. 

za de los rea,ctantes demuesltra que la re8ic' ción es pos:itiv'a para losw -amIlIlo" 

áddlos, a aJIll.inoáddos dibási,�os y d' iamLnas de 'cade,na larga (lPutres'Cina., 

L301eucamina), La mayor IP"M'te de las aldosas (' heXJosas ,y metiil pentosas) Te­

accionan de forma similar, siendo la rea'cción más débil para la arabinosa, 

fru, tosa y disacáridos, y negativa, como era prervisible, en el caso de las 

2-desoxiosas. 

SUMMARY 

Evidenc,e is ,pr, e.sented for the forma:tion as flln elle,c,trophor ' etic arltifact of 

a:n aminoadd like substanc'e fraro 4-aminobutyiI'artie �id and glucase. The 

re-q'¡:'c'riments o! this T'ea'c,tion as far as the na'ture af tJhe reagents i'8 con­

cerned have be en investigated. Long-chain di amines (llutrescine, isoleu­

camine), dibasic a -aminoacids and w -aminoacids stronglly react w'ith 

glucose in the experimental conditions. Most of the aldoses (hexoses and 

meltyl 'pentos,e. s) s. imila,rly condense wHJh 1-aminobutyri·c 8icid. The T,e · a,ction 

is weaker with arabinose, fructose and disa,ccharides. As expected, any 

condensation is found wlhen 2-deoxyoses are used as substrates. 
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