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I. INTRODUCCION 

Los estudios del mecanismo de acción de las auxinas a nivel -

rnolecular,coinciden en que en dicho mecanismo inte.rviene uno o más 

receptores,aparenternente de tipo proteico.En trabajos anteriores -

se han detectado dos tipos de receptores auxínicos,los receptores 

"solubles",es decir ,aquellos que se encuentran en el sobrenadante 

celular despues de centrifugar a altas velocidades y los recepto

res unidos a fracciones rnernbranales;sin embargo la localización y 

caracterización de estos_ receptores no esta aún bien establecida -

(14-25). 

Se ha descrito tarnbien el aislamiento de factores que estimu

lan la transcripción,rnediante la técnica de Cromatografía de Afin! 

dad,usando la auxina ácido 2,4-diclorofenoxiacético(2,4 D) ,corno li 

gando(13,26). 

Por otra parte,se ha informado que el ácido 2(2-metil,4-cloro 

fenoxi)propiónico (MCPP) es más eficaz que el 2,4 D en la inducción 

auxínica del crecimiento de callos de trigo,centeno y maíz (27,28). 

Una explicación a las diferentes respuestas a estos compuestos es -

que éstos tengan diferente afinidad por el receptor. 

Con base en estos estudios,en el presente trabajo se describe 

la preparación de columnas de cromatografía de afinidad que tienen 

corno ligandos 2,4 D y MCPP,las cuales se usarán posteriormente pa

ra aislar los receptores auxínicos. 
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II.ANTECEDENTES 

l.Auxinas. 

2 

La idea de que el desarrollo de las plantas está controlado 

por hormonas vegetales,está considerada en los trabajos efectuados 

por Darwin a fines del siglo pasado,sin embargo,no es sino hasta el 

presente siglo que los estudios sobre fitohormonas se han incremen

tado notablemente.En la actualidad se ha demostrado que el control 

to'tal de una planta no se debe a un solo tipo de hormona sino que -

es el resultado de la interacción de todas ellas(auxinas,gibereli

nas,citocininas,ácido abcísico y etileno). 

Las auxinas,que fueron las primeras hormonas vegetales que se 

aislaron ,son las fitohormonas más estudiadas.Además del ácido indol 

-3-acético (AIA) y algunos de sus derivados que se encuentran en las 

plantas,se han .. descubierto,como resultado de la investigación en es

ta área,un gran número de compuestos sintéticos que poseen actividad 

similar a las auxinas naturales.Entre las"auxinas sintéticas" pueden 

mencionarse el grupo de los fenoxiácidos,ácidos arilacéticos,deriva

dos del naftaleno,ácidos cinámicos,etc.(1,3,4,6). 

La acción más característica de las auxinas es la de promover -

la elongación celular;de hecho,varias pruebas de determinación de -

actividad auxínica se basan en esta respuesta. (1). 

Además de este efecto se ha observado que estas hormonas inter

vi.enen en los siguientes procesos:división y diferenciación celular, 

estimulación de la formación de raíces,inhibici6n de la elongación -

de raíces,dominancia apical e inhibición de brotes;inicio de la flo

ración,maduraci6n de frutos,etc. (1,2,8). 
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En la actualidad,las auxinas sintéticas se usan ampliamente 

en Agricultura para controlar la floraci6n,la maduración de fru-

tos, para aumenta·r el establecimiento· de. injertos, etc. Se ha obseE_ 

vado además que al aplicar dosis altas de estos reguladores del 

crecimiento se provoc·a la muerte de la planta debida a un crecí-

miento incontrolado,sin embargo,esta acción no se ejerce por 
\ 

igual en diferentes especies vegetales y es por ello que estos -

compuestos se pueden emplear como herbicidas se1ectivos en la -

Agricultura.Herbicidas de este tipo,como el ácido 2,4-dicloroÍe-

.noxiacético (2,4 D),ácido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5 T), 

ácido 2-metil,4-clorofenoxiacético (1'-'!CPA) ,etc, se han aplicado -

con buenos resultados en el control de malezas en cultivos de -

maíz,trigo,arroz,avena,chicharo y soya entre otros. (1,2). 

2.Relación entre estructura y actividad. 

El establecimiento de una teoría que relacione la estructu-

ra con la actividad de estos compuestos es· de gran importancia, 

pues ayudaría a conocer el mecanismo de regulación del crecimien 

to vegetal y además tendría un gran significado práctico para la 

industría agrícola,ya que se podr{an sintetizar nuevos compues-

tos con actividad similar o superior a la de los compuestos cono 

cidos, 

Hasta la fecha se han propuesto diversas teorías que inten-

tan establecer dicha correlación .P.. continuación se mencionan al 

gunas de ellas,así como sus prineipales objeciones. 

Huir y Hans eh elaboraron en 19 51 la teoria de los dos pun-
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tos de contacto(4-6),tratando de explicar de esta manera la ina~ 

tividad mostrada por los ácidos fenoxiacéticos sustituidos en 

las posiciunes 2 y 6.Los autores de esta interpretaci6n proponen 

la formación de un complejo entre la auxina y el receptor,en el 

que intervienen el grupo- carboxílico y una posición orto a la ca 

dena lateral de la primera y un grupo 'c1steínico de la proteína, 

en un modo de adic16n por dos puntos. (Fig.l).Ex1sten algunos co~ 

puestos activos,como el ácido 2,4,6-trimetilfenoxiacético,que p~ 

nen en duda esta interpretaci6n,pues para explicar su actividad 

se requiere pensar en el desplil;zamiento de los sustituyentes,lo 

cual parece improbable.Otra oojeci6n a esta teoría es el hecho de 

que los enlaces propuestos no pueden explicar la especificidad -

de las auxinas pues ésta solo se explica cuando existen un gran -

número de interacciones débiles del tipo de atracciones de van -

der Waals. (4) 

e 
0-CH-COOH 

2 
NH 
- 1 2 

+ HS-CH-cH > 
2 -c=o 

~. 
Protetna Cl 

ü-CH-CO-NH 
2
S-CH-tH 

Cl 

2 ' C=O 
( 

Proteína 

Fig.lModelo de Hansch y Muir con <'los puntos de contacto 

ilustrado con 2,4 D. 
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La teoría de los tres.puntos de contacto establecida por 

Smith y Waih (6), propone la necesidad de un sistema anular in 

saturado, un grupo carboxilo y un hidrógeno en el carbono a al 

carboxilo en la mol~cula activa. Este modelo sugiere un recep-

tor estereoesrecffico que se asocia solo a uno de los enantió-

meros, explicando asf la actividad de aquellos compuestos en 

que solo uno de los is6meros es activo; sin embargo es incapaz 

de explicar la actividad de los ácidos arilbenzoicos, los dis-

tintos patrones de sustitución de varias auxinas sintéticas y 

el hecho de que para algunos compuestos como el ácido 2(3-in-

dol) propi6nico, ambas formas son activas (5, 6 ) (Fig. 2). 

0= carbox i lo 

P-=-anillo 

IHJ 
G 

p/~~ 
1 

1 1 
1 1 1 
1 

1 1 

?/77//777//7 
centro receptor quiral 

Fig. 2 . .Hodelo de tres puntos de contacto de Smith y ' 
Nain. 
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La teoría de la separación de cargas propuesta por Thimann 

y Porter (6,7) ,considera que para que una molécula posea activ~ 

dad auxínica,se requiere una carga parcial positiva,que ellos -

localizan en el átomo de nitrógeno del AIA,situada a una distan 

cia de 5.5 A0 de la carga negativa del oxígeno del carboxilato. 

(Fig. 3).La actividad mostrada por el ácido 1-indolacético(dis

tancia entre N y O de 3.2 A0
) y el ácido 4-indolacético(distan_., 

cia entre N y O de 7.3 A0
) refutan esta teoría.Calculos recien-

tes de orbitales moleculares indican que el nitrógeno del AIA -

no posee una carga parcial positiva como se proponía sino que 

tiene una carga parcial negativa,pero que una posición del ani-

llo si posee la carga parcial positiva.En base a estos resulta 

dos Farrimond,Elliot y Clack(8) han modificado esta teoría pro-

poniendo que los compuestos activos poseen una carga parcial -

pos-itiva en un átomo del núcleo,situada a una distancia de 5 A0 

aproximadamente del oxígeno del carboxilo. 

HKI 
:J+ 
1 
1 
1 ,.,.__ 
1 

1 

5.5 A0---....J 
1 
1 
1 

Fig. 3 Modelo de la separación de cargas . 

• 
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La teoría del cambio conformacional propuesta por Kaethner 

sugiere que existe una conformación de reconocimiento planar y 

que posteriormente ocurre un cambio conformacional en el recep~ 

tor y en la molécula que interactúa.Las moléculas activas deben 

ser capaces de sufrir un cambio conformacional análogo. (fig. 4) 

Cálculos de orbitales moleculares de ácidos fenilacéticos,indi-

can que la conformación más estable no es la de reconocimiento, 

más aún si se supone una distribución de Boltzmann,solo un D.5% 

de las moléculas tendrían la conformación requerida para ser -

"reconocidas",por lo que esta teoría no explica la actividad-

de estos compuestos. (B).Tampoco puede explicar el hecho de que 

el ácido 4-cloro-~indolacético,que de acuerdo a este modelo se 

esperaría fuese poco activo por impedimento estérico en la con 

formación de reconocimiento,tenga mayor actividad que el mismo 

AIA. (6). 

H 
conformación de 

OOH 
H-.. /H 

vista ~uperior 
reconoc1mrento 

1 e 1 

Fig. 4 Modelo del cambio conformacional. 
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Recientemente Katekar (6) ,ha establecido una nueva correl~ 

ción estructura-actividad para compuestos auxínicos.Este modelo 

se basa en la consideración de que el sitio receptor es comple

mentario a la molécula de AIA.Se propone que el área que acepta 

al núcleo indólico es de naturaleza electrofílicay que puede i~ 

teractuar con los electrones 71 cel anillo o con átomos ricos -

en electrones,adernás se sugiere que esta área se extiende más 

alla de los límites del anillo.Esta área. se subdivide a su vez 

en áreas Ar1 y Ar2 que corresponden a las porciones pirrólica y 

bencénica respectivamente de la molécula (Fig. 5).Las áreas

que rodean al núcleo indólico se designan con las letras a-f.El 

área que corresponde al rnetileno del AIA se designa corno área 

alfa y a la porción que interactúa con el grupo carboxilo se le 

nombra aceptar carboxílico.El análisis de derivados del AIA,así 

corno de gran número de compuestos activos indican que a pesar -

de que el sitio _receptor es lo suficientemente grande e inespe

cífico para aceptar las diversas auxinas sintéticas,existen li

mitaciones de tamaño y forma que restringen la interacción de -

moléculas que de otra manera se esperaría fuesen activas.Los da 

tos de actividad sugieren que existen impedimentos estéricos en 

la zona que queda entre las áreas e y d y tambien en las áreas 

a y f.Se propone tarnbien que los requerimientos conforrnaciona

les del aceptar carboxílico son altamente específicos de manera 

que pueden determinar la forma en que el resto de la molécula -

interacciona con el receptor.Se considera que el área alfa eje~ 

ce un efecto estérico.Es en base a este último efecto que este 

modelo explica la actividad de un solo isómero en algunos corn-
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puestos,así como las excep~iones encontradas.De esta manera es-

te modelo explica la actividad de los análogos de auxina,de 

acuerdo a la capacidad que tienen para interactuar con el receE 

tor.Este modelo logra explicar un gran número de compuestos ac-

tivos;sin embargo es necesario un estudio exhaustivo de los coro 

puestos activos que se conocen para poder comprobarlo. 
1 1 

....,__-,"""'-: ~ 

\ 

' 
f 

1 
1 
1 
1 

1 
1 

1 
,..,..'FP?'J'.,..,...,.T"'.l...,..'T?,... -- "' .. _ -l//1/ /IT////1 

Fig. 5 Modelo de Katekar. 
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3.Mecanismo y modo de acción. 

Cuando se aplica una fitohormona a un sistema vegetal se~ 

sible,se produce un cambio específico que provoca un efecto fi

siológico o bioquímico medible.La interacción molecular de la -

hormona en su sitio de acción se conoce como mecanismo de accid~ 

en tanto que la secuencia de reacciones que provoca la hormona y 

·que llevan al efecto fisiológico se conocen como modo de acción. 

(2). 

Los estudios a nivel celular del modo de acción de las au

xinas indican que éstas intervienen en el metabolismo de ARN.Los 

núcleos aislados de hipocotilos de soya pretratados con auxinas, 

muestran un nivel de transcripción más alto que los que se aisla 

ron de hipocotilos sin tratar. (9) .Estos efectos se han asociado 

con un aumento en la capacidad de síntesis de ARN dpendiente de 

las ARNpolimerasas I y II.La adición de auxinas incrementa la ac 

tividad de la polimerasa I y provoca modificaciones en la polim~ 

rasa II (9).Los experimentos realizados para estudiar la regula

ción metabólica del ARN por auxina "in vivo".han demostrado que 

en muchos tejidos la hormona produce un incremento en ARN. (1-3, 

lO).Experimentos en coleoptilos de avena y en raíces de lenteja 

parecen indicar que uno de los primeros efectos de la auxina es 

el de incrementar el nivel de ARN mensajero. (9) .-

Para explicar el modo por el que- las auxinas inducen la -

elongación celular se han elaborado varias teorÍas. 

Se sabe que para que la célula pueda elongarse,la pared ce 
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lular debe relajarse y que 1~ fuerza motora que produce la elon 

gación celular,es la presión de turgencia que ejerce el proto

plasto sobre la pared debida al gradiente de concentración.Así, 

cuando se habla de elongación celular inducida por auxinas,va i~ 

plícita la relajación de la pared celular inducida por auxirias. 

(Masuda,ll).El relajamiento de la pared celular puede deberse al 

rompimiento de enlaces entre los polisacáridos que la constitu

yen, o bien a un cambio en su formación. 

Inicialmente se creia que las auxinas actuaban en la elong~ 

ci6n celular controlando el tipo de proteínas que se producían -

en las células (l),sin embargo,al observarse que la respuesta de 

elongación inducida por auxina se iniciaba en un periodo de tiem 

po menor al tiempo en que se incrementaba la síntesis de ARN,hi

zo pensar en que debia existir otro mecanismo,al menos para la -

respuesta a corto plazo(l).Para la continuación del crecimiento 

en un lapso mayor de tiempo,deben intervenir otros factores,en

tre los que podría estar el efecto de la auxina en el metabolis

mo del ARN. 

Debido a las pruebas que indican que el sitio primario de 

acción de las auxinas no se encuentra en la pared celular,sino 

más bien en una membrana interna o en el citoplasma, se ha lleg~ 

do a la aonclusión de que debe existir un"mensajero" químico que 

comunique dicho sitio con la pared celular y que permita la res

puesta de elongación rápida.A este factor se le conoce como fac

tor de relajación de la pared. (12).Experimentos realizados de ms 

nera independiente por Hager y Rayle & Cleland, indican que di-
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cho factor es el ión H+.Este descubrimiento llevó a la teoría del 

crecimiento ácido. (12). 

Esta teoría propone el siguiente mecanismo para la respuesta 

rápida:la auxina llega a su sitio de acción en la célula y al in

teractuar con él provoca la expulsión de iones H+ a la pared,que 

hacen que pH disminuya.En la pared se encuentran enzimas "relaja~ 

~es"de la pared que tienen pH óptimo ácido,las cuales se activan 

rompiendo algunos enlaces entre los polisacaridos que constituyen 

la pared. 

Experimentos realizados por estos investigadores en coleoptl 

los de avena,dan resultados que apoyan esta teoría(12).Entre es

tos se pueden mencionar: 

-La inducción de la elongación celular por auxinas se puede 

sustituir por protones exógenos,dando velocidad de elongación si

milar.En este experimento se trabajó con coleoptilos sin cutícula 

debido a que se probó que ésta actúa como una barrera al paso de 

protones. 

-Los coleoptilos sin cutícula producen una disminución en el 

pH externo en respuesta·a la auxina,lo cual prueba que se excre

tan protones. 

-Un buffer con pH mayor que 6 en el medio externo inhibe la 

elongación celular inducida por auxina, en coleoptilos sin cutícu 

la. 
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4.Receptores de auxinas. 

Para establecer el mecanismo de acción de las auxinas,se 

han realizado gran cantidad de estudios para aislar los recept~ 

res celulares.Hasta la fecha se han detectado receptores auxín~. 

cos unidos a membrana en distintos tejidos como plántulas de -

chicharo y maíz (13) ,coleoptilos de maíz (14-22) e hipocotilos 

de soya. La localización de estos re·ceptores no esta bien esta

blecida.Existen informes de la localización de estos receptores 

en la membrana de retículo endoplásmico(sitio I) (17,19,20,21). 

Un segundo sitio de unión se ha encontrado en el tonoplasto o -

membrana vacuolar (sitio II) (19,21) y en la membrana plasmát! 

ca o plasmalema (sitio III) (14-16,21,23). 

Se ha informado además de la presencia de un factor solu

ble en tejido de maíz,que modifica la afinidad de estos recept~ 

res por las auxinas probadas.Este factor soluble se ha identif! 

cado como una mezcla de benzoxazolinonas,sin embargo su papel -

"in vivo" no esta muy claro,debido a que se ha observado que se 

encuentra en la planta solo después de que ésta ha sufrido daño 

físico. (20,24). 

Existen tambien trabajos que sugieren la existencia de re

ceptores solubles,es decir,receptores que no estan firmemente

unidos a membrana u otros organelos y que,por lo tanto,se en-

cuentran en el sobrenadante celular después de centrifugar a a! 

tas velocidades.Estos receptores se han aislado de endospermo -

de coco,plantulas de frijol y callos de tabaco. (24,25). 

Libbenga (24) ha propuesto un modelo de acción de auxina -
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en el que asocia los receptores unidos a membrana a la respues

ta de elongación rápida.Propone un receptor móvil que de esta 

manera puede actuar sobre alguna ATPasa y permitir que se ac

tive la bomba de protones.Esto explicaria los resultados encon 

trados de que estos receptores membranales no tienen actividad 

ATPasa en si mismos. (18) ,como sería de esperar para la bomba -

de protones propuesta por la teoría del crecimiento ácido. 

Por otra parte se propone que los receptores solubles es

tán implicados en la regulación auxínica del metabolismo de -

ARN.De acuerdo a este modelo,la hormona se une a un receptor -

soluble.El complejo receptor-hormona formado,se une a un acep

tor en el núcleo que puede ser una proteína no histónica de la 

cromatina,que sería la responsable de la respuesta observada. 

Este modelo explicaría el hecho de que núcleos aislados no pr~ 

sentan respuesta a auxina(2,24),debido a que el aceptor requi~ 

re reconocer al complejo receptor-hormona. 

Sin embargo para poder llegar a conclusiones respecto a -

la validez de este modelo,se necesitan mayores estudios que lo 

apoyen,como sería una caracterización del receptor soluble,así 

como probar su papel en el metabolismo de ARN. 

Existen dos trabajos que describen el aislamiento de frac 

ciones proteícas que estimulan la síntesis de ARN con ARN poli

merasa de E.coli.Este aislamiento se logró mediante la técnica 

de Cromatografía de afinidad,es decir haciendo pasar homogena

dos de raíces de chicharo ó maíz (13) e hipocotilos de soya -

(26) a través de columnas de sefarosa acopladas a 2,4 o (ácido 
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2,4-diclorofenoxiacético).Estos trabajos presentan una nueva 

perspectiva para poder probar los modelos de acción auxínica -

propuestos. 

Experimentos efectuados para probar la inducción auxínica 

de callos de trigo y centeno indican que el ácido 2(2-metil-4-

clorofenoxi)propiónico (MCPP),es más eficiente que el 2,4 D(27). 

Asimismo los estudios del efecto de análogos del 2,4 D,en culti 

vos de tejidos de maíz, demuestran que dichos análogos, (entre -

ellos el MCPP),son mejores en la inducción y mantenimiento del 

crecimiento de callos(28) .Estos datos han llevado a la conclu

sión de que el MCPP es un factor de crecimiento más eficaz que 

el 2,4 Den el cultivo de células de células de cereales(27). 

Tambien se ha medido la afinidad de 2,4 D y HCPP por crom~ 

tina de trigo y se encontró que ambas auxinas la solubilizan; 

aunque la concentración de 2,4 D requerida para disolver una 

cantidad dada de cromatina es mayor que la que se emplea de HCPP 

Una explicación de estos resultados sería que hubiera diferentes 

vías metabólicas para estos análogos.Sin embargo, los experimen

tos realizados en este sentido en callos de maíz, no muestran di 

ferencias significativas ~n el metabolismo de 2,4 D y HCPP(29). 

Otra explicación de estos resultados sería que estos compuestos 

poseen diferentes afinidades por el receptor. 

La información antes indicada, así como las ventajas que -

ofrece la técnica de cromatografía de afinidad y que a continua 

ción se enuncian,hicieron pensar en la aplicación de esta técni

ca en el aislamiento de receptores auxínicos,usando como ligan

dos 2,4 D y MCPP. 
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S.Crornatografía de Afinidad. 

Los procedimientos clásicos de aislamiento y purificaci6n 

de proteínas,se basan en las pequeñas diferencias en propieda

des que éstas muestran en rnezclas.En general estos métodos son 

muy laboriosos,incornpletos y de bajo rendimiento. 

Una técnica más reciente para la purificaci6n de proteí

nas es la Cromatografía de afinidad,la cual se basa en la inte 

racci6n específica de un ligando con una proteína o rnacrornolé

cula.El ligando se une covalenternente a un soporte insoluble y 

con esto se empaca la columna a través de la cual se pasará la 

mezcla de proteínas.En principio,solo la proteína con alta afi 

nidad por el ligando,se retendrán en la columna,rnientrás que -

las demás pasarán librernente.La eluci6n de la proteína se pue

de lograr mediante la modificación de la concentración salina, 

el pH o bien agregando un ligando competitivo. (30). 

La rapidez del método de cromatografía de afinidad,ayuda 

a preservar la proteína de inhibidores,contarninantes destructi 

vos corno proteasas y evita su desnaturalización,por estabili

zación de la estructura terciaria. 

El éxito de esta técnica dependerá de cuanto se asemejen las -

cond1ciones experimentales escogidas,a la interacción de la pr~ 

teína y el ligando libres en soluci6n. 

Para semejar dicha interacción,se deben cumplir las siguie~ 

tes características: 

-El ligando no debe sufrir modificaciones en el transcurso 

del experimento pues afectaría la especificidad de la interac -

ción. 
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-El impedimento estérico que el soporte impone al ligando 

debe ser minimizado. 

-El soporte debe ser estable en las condiciones en que la 

proteína no se desnaturaliza. 

Además el "soporte ideal" debe tener las siguientes carac 

terísticas(31): 

a)Formar una malla "relajada" que permita el libre paso -

de macromoléculas (la porosidad influye tambien en la disponi

bilidad de ligandos libres para la macromolécula,sobre todo -

cuando la afinidad es débil). 

b)Las partículas deben ser uniformes,esféricas,rígidas y 

conservar sus propiedades de flujo durante el experimento. 

c)La interacción de esta matriz con proteínas debe ser mí 

nima antes y después de la unión con el ligando,para evitar la 

adsorción no específica. 

d)El soporte debe tener gran cantidad de grupos químicos 

que puedan activarse o ser funcionales para unirse covalente -

mente a una amplia variedad de ligandos. 

e)El soporte debe ser mecánica y quimicamente estable en 

las condiciones de activación,acoplamiento,adsorción y elución. 

A)Diversidad de Soportes, 

Las restricciones impuestas al soporte han sido un factor 

limitante en la aplicación de esta técnica.A continuación se -

mencionan los diversos soportes que se han empleado,así como al 

gunas de sus características. 

-Celulosa.-Se usó en los primeros trabajos con este método, 
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s1n embargo su utilidad es limitada debido a la microheterogenei 

dad de las partículas,la cual provoca efectos indeseables en la 

capacidad de absorción. 

-Poliestireno.-Tiene baja porosidad y por lo tanto limita -

el paso de macromoléculas de gran tamaño. 

-Dextrano.-Tiene tambien baja porosidad. 

-Poliacrilamida.-Tiene ventajas sobre otros soportes ya que 

se encuentra disponible comercialmente en esferas de varios tama 

ños,además de que posee varios grupos modificables;sus limitaci~ 

nes son su baja porosidad y el encojimiento observado durante -

las modificaciones químicas requeridas en el ataque de ligandos. 

-Agarosa.-Muestra muchas de las propiedades del soporte ideal 

su estructura permite el paso de macromoléculas con peso molecu

lar de varios millones.Puede sufrir facilmente reacciones de sus

titución,cuando se activa con bromuro de cianógeno.Sus desventa

jas son su inestabilidad a altas temperaturas y a la aplicación -

de eluyentes que rompan puentes de hidrógeno. 

A pesar de que no hay reglas para la selección del soporte 

adecuado en un caso particular,la experiencia ha demostrado que 

la agarosa es recomendable en la purlficaclÓn de muchas proteí

nas,como ya se mencionó la act1vación de este soporte se realiza 

facilmente con bromuro de cianógeno. 
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B) Activación y Acoplamiento del soporte. 

Las reacciones que ocurren en el proceso de activación con 

bromuro de cianógeno y durante el acoplamiento no se conocen con 

exactitud. Sin embargo se han hecho estudios con celulosa y se 

cons~dera que las reacciones no varían para otros polímeros hidro-

xílicos. Los resultados indican que durante el proceso de activa-

ción se forman imidocarbonatos cíclicos y carbamatos. De estos 

los imidocarbonatos cíclicos son reactivos y son los responsables 

del acoplamiento con grupos amino, mientras que los carbamatos son 

estables (Fig. 61. Aquí es importante hacer notar que el imidocar 

bonato ciclico activo {A) puede hidrolizarse fácilmente en medio 

ácido dando un carbonato cíclico (B .. ). El tratamiento de A con b~ 

se acuosa o bien una hidrólisis prologada de B, regeneran el diol 

vicinal de la matriz. Así, la elección del pH de acoplamiento de-

be ser tal que el grupo amino este libre y que el complejo activo 

sea estable (31). 

Se ha observado que el proceso de activación de la agarosa 

con bromuro de cianógeno ocurre más rápidamente en valores de pH 

entre 10 y 12, sin embargo, durante el mismo proceso se liberan --

protones. Para mantener el pH requerido se han desarrollado dos -

técnicas. Una de ellas .requiere de un pHmetro y de una titulación 

manual con una base para controlar el pH (32), mientras que la 

otra hace uso de un buffer de pH adecuado (33). 

Como ya se mencionó anteriormente, para que la interacción en 

tre el ligando y la ~acromolécula sea óptima, deben existir el mí-· 

nimo posible de impedimentos est~ricos. Para lograr esto, se ha -
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ACTIVACION DE LA SEFAROSA 

4-oH 
{-oH 

BrCN ::;> 

O-cONH2 

OH 
carbamato 
(inerte) 

~0'c=NH }o/ 
imidocarbonato 

(reactivo) 

REACCION DE ACOPLAMIENTO NH 
rl 

;t-o-c-NH~ 

j-oH 
/ derivacb de isourea 

t 0'-c=NH+HN~- tO . 
/ ~ ~ ' O ligando 0.,....C=N~ 

i midocarbonato imidocarbonato 
N sustituido 

j-o-C-NH~ 
}oH~ 
carbamato 
N sustituido 

Fig, 6 Activación de la matriz y acoplamiento con el ligando. 



generalizado el uso de brazos espaciadores entre la matriz y el 

ligando con el fin de que este último pueda llegar al sitio ac 

tivo de la macromolécula (Fig. 7). 
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La relación entre la longitud del brazo espaciador y la 

fuerza de interacción del ligando con la macromolecula es seme-· 

jante para un gran número de enzimas estudiadas: observáncose un 

máximo a una longitud del brazo de 8~10 A0 (31). 

C) Cuantificación del liganco acoplado. 

Una vez que el liganf!.o se ha acoplado al soporte y que 

éste se ha lavado para eliminar el material no unido, es conve

niente determinar cuanto ligando se acopló. Para ello se pue-

den seguir diferentes técnicas entre las que se pueden mencionar~ 

-Análisis Diferencial.- El ligando acoplado se determina 

por la diferencia entre el ligando añadido inicialmente y el que 

se recupera después de lavados exhaustivos. Este método no es 

muy exacto. 

-Espectroscopia Directa.- Si el ligando absorbe directa-

mente en la región del ultravioleta o visible, se puede detectar 

c1.irectamente en el soporte sólido, lavado para eliminar lo que 

no se uni6
1
una vez que se conozca la Amax. del ligando. 

-Por análisis elemental. 

-Por titulaci6n, 

-Por radioactividad, etc. 

D) Aplicacion del ~létodo de Cromatografía· de Afinidad 

al Aislamiento de Rece~tores Hormonales. 

Además de las aplicaciones que la t~cnica de Cromatografía 



Figura 7, Uso de brazos espaciadores 

(el sitio de acción se indica con líneas 

diagonales en la rnacrornolécula que inter

acciona con el ligando (L}). 
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de afinidad tiene en el aislamiento y purificaci6n de enzimas, -

aisla~iento de anticuerpos, etc., se encuentra otra muy importa~ 

te que es el aislamiento de receptores hormonales. La interac

ción hormona-receptor es espec~fica y de gran afinidad, por lo 

que la técnica puede aplicarse y solo limitan dicha aplicación 

las dificultades t~cnicas particulares. 

Entre los receptores que se han aislado mediante esta técni 

ca se pueden mencionar los de acetilcolina, de insulina, de glu

cag6n, estradiol, penicilina, morfina, histarnina y norepinefrina 

(31). 



DISCUSION 
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RESUMEN DE REACCIONES 

Esquema A 

NH 
- + 1. 2 

2 Cl NH-{CH)-CH-COOH + CuC0
3 

3 4 t 
• ~ ........ ..NH2 ... 

H N-<CH )-CH-C-0-..Cu~ 0-C-CH-<CH )-NH 
l 24 1 -- 11 24 3 

HN' O 
2 ( 1) 



resul1ado 
obtenido 

resultado 
esperado 
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V 

@ 0-CH-C-NH-<CH t-CH-NH'l 
2~ Z4c=O / 

Cl Cl O f 
' 1 Cu 

''o 1 1 

: C:O 
, 1 

HN-CH 
2. 1 @o-tiC- C-H N-CCHz)4 

2 o 
C! Cl ¡H.o/H• 
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Esquema B 
y 
1 

@0-CtHOOH 

X 

SOCb .,.. 

y 

@0-CH-C-Cl 
11 o 

X 
< 1 V ): X= 2, 4 di C t; Y :: H 
( V): X='2Me,4-Cl; Y:Me 

,y 
1 ' 

@ 0-CH-C-Cl ~N-,_ O 
2 o + ÑH-<cH >-cH-c:o::.·cu:- o-c-eH- CCH >-ÑH 

. 3 2 4 11 -,-. ;¿:2 4 3 
X O .. NH

2 1 NaOH 

. y' H N ..... _ O 
21 ... __ J.! 

®ü-CH-C-N H-CCH )-CH-e-o.:: C u- 0- L- CH- <CH ) 
11 2 4 ,, - - ... - 1 1 2 4 

. O . O .... NH
2 
~ H 

X CO 
1 

®0-CH-Y 

X 
(complejo auxina-l isina-cobre) 
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complejo auxina lisina cobre 

y 

11 2 4 1 ®0-CH-C-NH-<CH ')-CH-COOH 

O NH
2 

X 

CIIJ):X=2,4di Ct.Y=H 

( rv): X:-; 2-Me J 4-Cl~ Y= M e 
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Preparación del MCPP 

r()YOH sop2 ~J§:(H · 
~CH Cl ·· CH 

J < V > 3 

Br2 > 
PCl 

3 

Br 
CH-CH-COOH < V 1 ) 

3 ~ 
mezcla r acemica 

Br 
1 

+ CH-CH-COOH 
• 3 

yHJ 
Na OH,.. ~-CH-COOH 

C~CH 
(VIl ) 3 

MCPP mezcla 
racémica 

Preparación del bromuro de cianógeno 

NaCN + Br
2 

---:!!.- 8 r CN + Na B r 
{X) 
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III, DISCUSION 

Basándose en los estudios de los efectos del 2,4 D y HCPP 

en cultivo de tejidos de trigo, centeno y maíz (27, 28), asi

corno en los trabajos que describen el aislamiento, mediante co

lumnas de sefarosa acopladas con 2,4 D, de factores prote.tcos 

que estimulan la transcripci6n; se pens6 en la aplicación de la 

técnica de cromatografía de afinidad para el aislamiento de re

ceptores auxínicos, empleando corno ligandos los ácidos 2,4 D y 

MCPP. 

Se pensó en estas auxinas ya que una posible explicación a 

las diferentes respuestas provocadas por estos compuestos en 

cultivos de tejidos, sería que tuviesendistinta afinidad por el 

receptor. Las diferentes afinidades de estos compuestos por la 

crornatina.de trigo (27) apoyan esta posibilidad. Una vez aisla 

do este receptor se debe comprobar con ácido indolacético que -

se trata del receptor 11 normal". Como ya se mencionó anterior-

mente, la otra explicación para la mayor actividad auxínica del 

MCPP proponia diferentes vías metabólicas para estos productos, 

no ha encontrado apoyo en los experimentos realizados en los ca 

llos de maíz (29). 

Venís y Rizzo (13, 261 reportaron el aislamiento de frac

ciones proteicas de chícharo, maíz y soya, que estimulan la 

transcripción, utilizando crornatografia de afinidad con 2,4 D 

corno ligando y el aminoácido lisina corno brazo ·espaciador. En 

estos trabajos se indica que la preparación del derivado 2,4 -

diclorofenoxiacetamido-E-L-lisina (2,4 D-lisinal, se realizó-
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siguiendo la técnica descrita por Hutzinger y Kosuge (34) para 

la preparaci6n del indol-3-acetil-e:-L-lisina. El método consis-

te en el tratar!liento del ácido indol ac~tico disuelto en dioxa-· 

no con clorocarbonato de etilo para dar el carbonato, que al 

tratarse con el complejo lisina-cobre en medio básico, produce 

la amida correspondiente. En los trabajos de Venís y Rizzo 

(13, 26) se supone la formaciOn de la amida correspondiente sin 

reportar ningún dato que indique que la caracterizaron. En es-

te trabajo se procedi6 a sintetizar los derivados 2,4 D-lisina 

y HCPP-lisina (2(2-metil,4-clorofenoxi} propionamido lisina), 

siguiendo este método (Esquema A), pero tratando de aislar, pu-

rificar y caracterizar cada uno de los intermediarios y produc-

tos, para asegurar que se obtiene el ligando requerido. Esto 

es necesario debido a la importanc;;j,a .. que eL.ligando tiene en la 

técnica de cromatografía de afinidad. 

Para la obtención del complejo de L.,-lisina-oobre (I) se si·· 

guió la téc~cadescrita por Neuberger y Sanger (35), que consi~ 

te en tratar una solución en ebullición del L-aminoácido, con 

un exceso de carbonato de cobre. El exceso de carbonato de co-

bre añadido desplaza la reacción dando rendimientos muy altos 

del complejo. El espectro I.R~· del producto muestra las si-

guientes bandas: 
-1 + -1 

~~-H en 3400 cm , NH3 banda ancha en 3000 cm , 

-1 C-H en 2910 cm aparece como una banda traslapada con la ante-

-1 - -1 rior, N-H en 1650 cm , COO en 1580 cm El espectro visible 

del producto mostró u~a A max. en 625 nm. siendo el valor repo~ 

tado de 630 nm., esto indica que se trata del producto esperado. 
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La formación de este complejo de lisina con cobre tiene como --

fin enmascarar el grupo a amino del a aminoácido, dejando así 

libre para reacciónar el grupo E amino (35). 

En la obtención del anhídrido (II) se siguió la técnica 

descrita por Hutzinger, ya mencionada anteriormente. Sin embar 

go a ooc el dioxano (disolvente que recomienda el autor), es só 

lido y al agregar el clorocarbonato de etilo a la solución de 

2,4 D y trietilamina en este disolvente no se observó reacción. 

Debido a esto se pensó en cambiar de disolvente y se decidió --

usar éter etílico. El producto se descompone por calentamiento 

y no puede destilarse ni aún a presión reducida. El espectro 

I.R. del producto crudo muestra una absorción de carbonilo en -

-1 . 
1750 cm como esta descrito. El espectro de R.M~N. muestra un 

triplete en 1.4 ppm que integra para tres protones, acoplado con 

un cuadruplete en 4.35 ppm que integra para dos protones que co 

rresponden al grupo etilo del ester. En 4,75 ppm aparece un sin 

gulete que integra para dos protones y corresponde al metileno 

del ácido y en la región de 6.8-7.6 ppm aparecen las señales -

de protones aromáticos que integran para tres protones. Estos 

datos indican claramente que se obtuvo el producto esperado, 

Cuando se hizo reaccionar el anhídrido anterior (II) con -

el complejo lisina-cobre (I), siguiendo la t~cnica ya descrita 

(34), se encontró que no hubo reacción, pues se recuperaron las 

materias primas. Las modificaciones en tiempo de reacción, d~ 

solventes y temperatura no produjeron buenos resultados, ya que 
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en todas las pruebas efectuadas se recuperaron los reactivos, Es 

tos resultados contradicen los reportados e indican que el etil -

carbonato de 2,4 diclorofenoxiacetilo (II) es muy estable ya que 

el carbonato no es desplazado por la anina corno se esperaba. Una 

explicaci6n podría ser que los pares de electrones libres del áto 

rno de cloro de la posición dos del anillo pudiesen impedir el ata 

que de la arnina. 

Los resultados anteriores condujeron a la busqueda de otros 

métodos de obtencion para el 2, 4~diclorofenoxiacetarnidolis·ina _..;, 

III) . Para ello se decidio adaptar el método reportado por Kurtz 

para la obtencion de E-benzoil-lisina (36, 37). Este procedirnie~ 

to emplea la reacción de Schotten-Baurnann para la obtencion de la 

amida a partir del cloruro del ácido y la arnina en medio básico 

(Esquema B} • 

El cloruro del 2,4 D (IV), se obtuvo dejando a reflujo el 

ácido con un exceso de cloruro de tionilo. El producto se purif~ 

co destilando a presion reducida, recogiéndose la fraccion que 

destiló a 150°C-3 mm de mercurio. El producto puro presenta en 

-1 
su espectro I.R. la banda característica de -g-el a 1795 cm • 

Corno ya se mencionó anteriormente, el 2,4-diclorofenoxiacet~ 

rnido-E-L-lisina se preparo empleando la reaccion de Schotten-Bau-

rnann. En esta preparación se hicieron las siguientes observacio-

nes: el contacto entre el cloruro del ácido y el complejo lisina 

-cobre se favorece y se añade una pequeña cantidad de éter etíli-· 

co (tal corno Kurtz describe para la preparaci6n de p-nitrobenzoil 

-E-lisina), también se encontró que la forrnacion del complejo 2,4 
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D-lisina-cobre se favorecía si la cantidad de agua en que se di-

solvía el complejo lisina-cobre no era muy qrande (aproximadamente 

40 rnl. de agua por 2 g. del complejo). Corno ya se dijo antes el 

complejo lisina-oobre tiene libre el grupo E-amino que es el que 

reacciona para dar la amida. 

El complejo 2,4 D-lisina-cobre se destruye haciendo pasar 

uha corriente de ácido sulfhídrico al compuesto suspendido en so 

lución acuosa en medio acido. El sulfuro de cobre formado se pu~ 

de remover fácilmente debido a su baja solubilidad. El rendirnien 

to relativamente bajo que se obtuvo, aproximadamente 31%, se pue-

de explicar si se considera que parte del cloruro del ácido se hi 

droliza regenerando el ácido respectivo. El espectro I.R. del 

producto purificado por recristalización presenta las bandas éa-

-1 
racterísticas de amida secundaria una banda fuerte en 1660 cm y 

una banda de intensidad media en 1540 crn-1 

El espectro de R.M.N, del producto muestra las siquientes s~ 

ñales: en 1.2 ppm aparece una señal ancha que integra para cua--

tro protones y que corresponde a los rnetilenos de los carbonos 4 

y 5 de la lisina, centrada en 1.65 pprn aparece una señal ancha 

que integra para dos protones y en 2.95 aparece otra señal ancha 

que integra también para dos protones, correspondiendo cada señal 

respectivamente a los rnetilenos de los carbonos 3 y 6 del arnino-

ácido. En 3.8 pprn aparece un triplete que inteqra para un protón 

y que corresponde al carbono a del aminoácido y en 4.2 pprn apare-

ce el singulete con integraci6n para dos protones correspondiente 

al rnetileno del ácido, En la región de 6.5-7 pprn aparece los 



34 

los hidrdgenos aromáticos en.señales que integran para tres pro-

tones, Con estos datos se comprueba la estructura del corn~uesto. 

El 2-rnetil-4-clorofenol (V) se obtuvo haciendo reaccionar el 

o-cresol con cloruro de sulfurilo. El producto se purificó por -

destilación a presidn reducida, comprobando su autenticidad por -

medio de sus constantes físicas y análisis de I.R, Este espec--

tro presenta una banda ancha e intensa de O-H fen6lico en 3270 crn-1 

una banda intensa de e-o fenólico en 1200 crn-1 
Además se encue~ 

·-1 tran las bandas de nucleo fenilo; dos débiles en 1630, 1590 cm , 

-1 
una intensa en 1495 cm y el patrdn de fenilo 1,2,4 trisustitui-

do en 800 y 870 crn-1 

El ácido a bromo propidnico (VIl se obtuvo por brornación del 

ácido propiónico empleando corno catalizador tricloruro de fdsforo. 

La purificación del producto se realizó mediante destilación a 

presión reducida, recogiéndose la fracción que destiló a 84-88°C 

y 3.5 mm de Hg. El prodúcto de esta reacción esta constituído 

por la mezcla racérnica. ' -1 Su espectro de I.R: muestra en 3000 cm 

.,-.1 
una banda muy ancha que corresponde al ácido, en 1720 cm se en-

cuentra una banda intensa de carbonilo, en 1470 
-1 

y 1390 cm se -

encuentran dos bandas de intensidad media y débil que corresponden 

al grupo metilo, 

En la obtencidn del áci"do 2 (2-rnetil-4-cloro ·fenoxi) propi~ 

nico (MCPP), (VII)f se obtuvo la .mezcla racérnica. El punto de f~ 

sión del producto recristalizado fue de 93-94°C, El espectro de 

I.R, de este producto muestra la banda ancha de ácido en 2950 crn""
1 

también presenta una banda muy intensa de carbonilo en 1715 crn~ 1 
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y el patrón de sustitución ~,2,4 en el anillo, bandas en 795 y 

880 -1 
cm El espectro de R.M.N. muestra un doblete en 1.65 ppm 

que integra para tres protones y que corresponde al metilo del 

ácido, en 2.2 ppm aparece un singulete con integración para 

tres protones y que corresponde al metil.o aromático. 

La señal para el CR del ácido aparece como un cuadruplete 

que integra para un protón en 4.75 ppm y en la zona de 6.4-7.2 

ppm aparece una señal compleja con integración para tres proto~ 

nes que corresponde a lbs protones aromáticos, 

Para la. preparación del cloruro del ácido N.CPP (MCPP-Cl) 

(VIII) , se siguió la misma técnica que se utilizó en la obten

ción del cloruro de 2,4 D; en este caso se recogió la fracción 

que destiló a 93~c a un ml de Hg. El análisis I.R. de este pr~ 

-1 
dueto muestra una banda intensa en 1785 cm que corresponde a 

-C-Cl. 
11 

o 

La obtención del derivado MCPP-lisina se hizo de manera -

análoga a la de 2,4 D-lisina, sin embargo se observo que la reac 

ción del MCPP-Cl con el complejo lisina-cobre fue más lenta y 

se requir;i,6 más tiemp9 para que el complejo MCPP-lisína-cobre 

precipitará, ·por lo que se aumentó el tiempo de reacción a apr~ 

ximadamente cuatro horas o hasta que no se formará más precipi-

tado. Al igual que en el caso del producto 2,4 D-lisina, se en 

centró que el volumen de agua en que se disolvía .el complejo li 

sina-cobre es muy importante, ya que si este es muy grande pue-

de suceder que el complejo MCPP-lisina-cobre no precipite, Des 
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pues de eliminar el cobre como sulfuro, se obtuvo el producto 

l\1CPP-lisina que esta constituido por la mezcla de diastereoisóme 

ros. Inicialmente se trató de separar estos isómeros por croma-

tografía en capa fina. Con esto se trataba de. comprobar que so-

lo un isómero es activo y se esperaba que únicamente este "reco-

naciera" al receptor. Sin embargo, los intentos para separar -

estos isómeros fueron infructuosos, por lo que se decidió usar 

la mezcla de diastereoisómeros, ya que el objetivo propuesto es 

aislar los receptores auxínicos y para ello no es necesaria la -

separación. El espectro I.RJ de la mezcla de isomeros presenta 

las bandas de amida secundaria, una de intensidad alta en 1660 -

cm-1 y atTa de intensidad media en 1540 cm-1 También se pudie

-1 
ron detectar la banda de ácidos en 1740 cm , la banda de C-H en 

-1 -1 2910 cm y las bandas de Ar-H en 3060 cm y el patrón de tri-

sustitución 1,2,4 en 805 y 870 cm-1 El espectro de R.M,N. re--

sultó difícil de interpretar, debido a que la multipliciüad de -

las señales no es muy clara, pues existen protones sobrepuestos, 

pero el espectro indica que se obtuvo el producto pues existen -

protones aromáticos además de los de la lisina, 

El bromuro de cianógeno (X) se preparó de acuerdo a la téc

nica ·descrita por Hartman y Dreger (38lr haciendo reaccionar ci~ 

nuro de sodio con bromo. Este producto es muy volátil a temper~ 

tura ambiente y sus vapores son muy irritantes y venenosos. El 

bromuro de cianógen~ impuro se descompone:_ rápidamente y tiende 

a explotar por lo que se recomienda prepararse poco antes.de · -

usarse. En este caso el producto se purificó por destilación, -
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recogiéndose la fracción que destiló a 55°C (el punto de ebulli

ción reportado es de 60-62"C a una atmósfera} y se guardó disue! 

to en acetonitrilo recién destilado (2 g por mililitro de disol 

vente) . 

El siguiente paso fue la activación de la sefarosa. Como -

ya se mencionó anteriormente, esta reacción involucra la adición 

del bromuro de cianógeno a una suspensión acuosa de la sefarosa 

en agitación, Se ha observado que la reacción es óptima a pH a! 

calina, pero la misma reacción genera iones H+. Uno de los méto 

dos empleados para mantener el pH básico, ha sido la titulación 

manual de la reacción con la ayuda de un pHmetro, sin embargo es 

difícil controlar las variaciones de pH. Además la adición di-

recta del bromuro de cianógeno es peligrosa por sus propiedades 

tóxicas e introduce una nueva variable en el proceso que es su 

velocidad de disolución. El método descrito por March, Parikh 

y Cuatrecasas (33), que fue el que siguió en el presente trabajo, 

supera estas dificultades ya que hace uso de un buffer para con

trolar el pH y añade el bromuro de cianógeno disuelto en un di-

solvente inerte miscible como es el acetonitrilo. Es importante 

hacer notar que la reacción de acoplamiento debe efectuarse con 

la mínima agitación posible para evitar la destrucción mecánica 

de la matriz. La siguiente reacción fue el acoplamiento con·el 

ligando, la cual se efectuó de acuerdo con el m~todo descrito -

por estos mismo autores. La capacidad de acoplamiento esta in~ 

fluida por la concentración inicial de carbonato, la temperatu

ra y duración de la reacción de activación. El mayor porcentaje 
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de acoplamiento se obtuvo con una concentración de carbonato de -

sodio 2 M para la activación y se encontró que el rendimiento se

incrementa si la temperatura de activaci6n es de 4°C, El produc

to HCPP-lisina no es soluble en agua por lo que se disolvió prim~ 

ro en ~etanol antes de agregar a la solución acuosa del acopla

miento, a pesar de esto la mezcla de reacción quedo un poco tur

bia. 

Los resultados obtenidos en los dos acoplamientos realizados 

se muestran a continuación. 

Ligando 

2,4D-lis 

MCPP-lis 

Ligando 

2,4 D-lis 

MCPP-lis 

Primer acoplamiento 

(temperatura de acoplamiento aprox. 4"C} 

Mg Sefarosa Vol. final Conc. teor, 

17 mg 10 .ml 100 ml 4.87 X 10-4 M 

36 mg 10 ml 100 ml l. 05 X 10-3 M 

Ateéirica AObtenida %Acoplamiento 

o. 72 

2.04 

0.250 

0.265 

34.7% 

13% 

Conc. Teor .= La concentraciéin de· ligando en el volumen final si 

todo el ligando añadido se hubiese acoplado Con -

este valor de concentración y el coeficiente de ex 

tinció~ molar calculado se obtiene la absorbancia 

teórica (Ateórical 



Ligando 

2,4 O-lis 

MCPP-lis 

Ligando 

2,4 O-lis 

MCPP-lis 

Segundo acoplamiento 

(temperatura de acoplamiento 5-l5°C) 

Mg Sefarosa 

1&.10 10 ml 

15 ml 38.14 

Ateórica 

1. 34 

2.16 

Vol. final 

50 ml 

f()O ml 

A obtenida 

0.14 

0.17 

Conc. teor. 

'\.OS X 10~ 
l•U X 10-

3
M 

%Acoplamiento 

10.4% 

7.9% 
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En ambos acoplamientos se empleó como disolvente de 2,4 O

lis agua, en tanto que para la determinación de-MCPP-lis acopl~ 

dad se dejó sedimentar la sefarosa y se cambió el agua por meta 

no l. 

La determinación directa del % de acoplamiento presenta la 

dificultad de que la sefarosa tiende a sedimentar, por lo que se 

recomienda hacer las lecturas después de agitar la celda,tan rá

pido como sea posible, Los valores de absorbancia reportados 

anteriormente son el promedio de tres determinaciones. 

Como se puede observar· en los resultados del acoplamiento, 

el segundo experimento tuvo una baja en el rendimiento, esto se 

debe seguramente al aumento de la temperatura ocurrido por una 

falla en el control de ésta, Asi mismo se ruede ~bservar en am 

bos acoplamientos que el ligando MCPP-lisina se acopló menos 

que la 2,4 0-lisina, esto puede deberse a que este c"ompuesto es 
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poco soluble en agua y como ya se indic6 tuvo que agregarse meta

nol, pero a pesar de esto no se logró una transparencia completa; 

lo cual hace pensar que parte del ligando no pudo reaccionar con 

la matriz, 

Como ya se indicó estas columnas de cromatografía de afini

dad se van a usar para el aislamiento de receptores auxínicos. 



PARTE EXPERIMENTAL 
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Los puntos de fusión se .determinaron en un aparato de ~ 

Fischer. Los espE!ctros de absorción en el infrarrojo se deter!lli

naron en un espectrofotómetro Perkfn Elmer modelo 337. Los espe~ 

tros de resonancia magnética nuclear se determinaron en un espec

trómetro analítico Varían A-60, utilizando cloroformo deuterado 

como disolvente del producto MCPP-lisina y agua deuterada para el 

producto 2,4 D-lisina, el tetrametil silano se empleo como refe

rencia interna; el desplazamiento químico esta expresado en partes 

por millón (ppm), utilizando el parámetro 6. Los espectros de ab 

sorcion en el ultravioleta fueron determinados en un espectrofotQ 

metro Carl Zeiss modelo PMQ II. Las cromatografías en capa fina 

se -efectuaron usando como adsorbente sílice GF·~254 de Merck, uti

lizando como reveladores luz ultravioleta y iodo. 
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IV. PARTE EXPERIMENTAL 

Síntesis del Complejo Iclisin¡;¡~Cobre (I). 

Se siguió la técnica descrita (35), sustiyendo únicamente el 

sulfato de lisina por el clorhidrato correspondiente. 

-3 El clorhidrato de L-lisina (2.74 x 10 moles, 0.500 g) se-

disolvió en agua (aprox. 15 ml) y a la disolución en ebullición 

s·e le agregó gradualmente un e:x<ceso de carbonato de cobre (1. 78 x 

-3 10 moles, 0.220 g,, exceso de 30% aproximadamente). La mezcla 

de reacción se enfrió, se filtró el exceso de carbonato de cobre 

y se evapor6 un poco de disolvente en el rotavapor. El complejo 

se recristalizó de etanol-agua con los resultados siguientes. 

Rendimiento: 0.48 g, 99.2%. 

Punto de fusión: 245~250°C con descomposición. 

Características espectroscópicas I.R. \i max (cm-1 1: N"·H 3400 

(m-f); -~H3 3000 Cm-f); e-H 2910 (m-fl; N-H 1650 (f)' -coo9 1580 

(f) , 1400 (m) ; e-H 1390 (m) • 

Síntesis del etil carbonato de 2,4-diclorofenoxiacetilo (II) 

Se adaptó la técnica reportada en la preparación del indol-

3-acetil-E-L-lisina (AIA-lis), (34), como sigueJ 

Una solución de ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D) (2.74 

-3 -3 x 10 moles, 0.605 gl y tEietilamina (2.74 x 10 moles, 0.279 g, 

0.24 ml) en éter etílico (aprox. 15·ml}, se llevó a 0°C y se aña

dió agitando vigorosamente el clorocarbonato de etilo (2,74 x 10-
3 

moles, 0.297 g, 0.26 mll. La agitación se continúó durante 10 mi 

nutos, se filtró·· y. al filtrado se le evaporó el disolvente media!!_ 

te un baño de agua. El producto (residuo aceitoso) así obtenido, 
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se descompone antes de dest~lar atln a presión reducida (aprox. 3 

mm de Hg) • Sus características espectroscópicas son las siguien-

tes: 

o-c-o 1750 (fl; Ar-H 3080 (d) .• 1,2,4 tri 
" o 

sustituido 860, 800 (m). 

R.M.N. Ar-H 6.8, 7.6 (m 3H); -O~CH2 -;- 4.75 (s 2H)¡ -O-CH2-

0 

Me 4.35 (e 3H); -CH
3 

1.4 (t 3H). 

Intento de síntesis del etil carbonato de 2,4-diclorofenoxi-

acetilo (II). 

Se hizó otro intento previ6 para sintetizar el etil carbona-

to de 2,4-diclorofenoxiacetilo, siguiendo la tecnicaya descrita -

pero usando dioxano como disolvente (tal como esta reportado), sin 

embargo no se observo reacción ya que a 0°C el dioxano es sólido 

por lo que se cambió por éter. 

Intentos de síntesis de 2,4-diclorofenoxiacetamidolisina (2, 

4 D-lisina) (III). 

Se siguió la técnica descrita (34); al etil carbonato de 2,4 

-diclorofenoxiacetilo disuelto en dioxano, se le agregó el compl~ 

jo lisina-cobre disuelto en agua con hidróxido de sodio (en rela-

ción de 2:1:1 moles): la mezcla se agitó a temperatura ambiente -

durante 20 minutos, se sulfhfdróy se filtró. El filtrado se eva-

por6 en el rotavapor y en el residuo se identificaron mediante es 

pectroscopí.a las materias primas sin reaccionar. 

A esta técnica se le hicieron varias modificaciones como:- -

tiempo de reacción (se probaron 30 minutos, 4 y 12 horas); disol-
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vente (se cambió el dioxano por mezcla éter-agua 2:1 y agua, con 

tiempo de reacción de 30 minutos); temperatura (0°C y temperatura 

ambiente con los distintos disolventes y tiempo de reacción de 

30 minutos) y en todos los casos se recuperaron las materias pr! 

mas. 

Síntesis del cloruro del ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 

D-Cl) (IV). 

-2 Al ácido 2,4 D (2.26 x 10 moles 5.0 g) disuelto en benceno, 

. -2 
se añadió cloruro de tionilo (4.52 x 10 moles, 5.38 g, 3.3 ml) y 

se dejó a reflujo durante aproximadamente 3 horas, El exceso de 

cloruro de tionilo y benceno se evaporó en el rotavapor y el res! 

duo se destiló a presión reducida, dando así el cloruro del ácido. 

Rendimiento 4.44 g, 82%. 

Punto de ebullición: 150°C/3.5 mm de Hg. 

- -1 
I.R. v max (cm ) : Ar-H 3070 (d) ~ e-H 2900 (dl; -e-el 1795 

JI 

(f); -e-o 1235 (m) • o 

Síntesis de 2,4-diclorofenoxiacetamidolisina (2,4 D~lisina) 

(III) • 

. -3 
El compl.ejo lisina-cobre (5. 69 x 10 moles, 2. 01 g) disuel 

to en agua (aprox. 4'0 ml), se enfrió en baño de hielo a una tem-

peratura de 10°C aproximadamente, se ajustó el pH entre 11 y 12 

con una solución concentrada de hidróxido de sodio y se le añadió 

un poco de éter etílico (aprox. 10 ml). 

A la mezcla anterior se agregó, en pequeñas porciones el -

cloruro del ácido 2,4 D {1.25 x 10-2 moles, 2.99 g, 10% de exceso) 

con agitación vigorosa y controlando el pH y la temperatura 
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(tiempo de adición 30 minut9s aprox.). cLa agitación se continuó 

durante 1-1.5 horas (hasta que no se observó formación de más pr~ 

· cipitado). 

El precipitado se filtró y lavó con agua fría hasta que el -

agua de los lavados no arrastró más complejo. 

El complejo 2,4 D-lisina-cobre sé suspendió en una solución 

de HCl 2 N (30 ml. aprox.) ,se calentó a 60°Cy se descompusó hacié~ 

dole pasar una corriente de ácido sulfhídrico.La mezcla se filtró 

y el fiitrado se evaporó a sequedad en el rotavapor. 

Rendimiento producto crudo: 1.95 g. ,49.2%,punto de fusión 

215-225°C.El pr"oducto se recristalizó de etanol-acetona. 

Rendimiento: 1.23 g., 31%. 

Punto de fusión: 241-43 °C. 

I.R. v max. (cm- 1 ): N-H 3380 (m); COOH,NH2 aprox. 2910 (m-f) 

-COOH 1745 (m-f); -C-NH 1660 (f) ;-C-H 1440 (m-f) ;1,2,4 trisusti-
11. 

tuido,845,800 (m). o 

R.M.N. :Ar-H 6.9-6.6 (m 3H); -0-{CHk~- 4.2 (s 2H); HN~(CH2 J 3 
o 

3.8 (t 1H); ~~H-COOH 1.65 ( 2H) 

NH 2 

Síntesis de 2-metil--4-cloro-feno+.. {v) (39). 

Al o-cresol (l. 39 moles., 150 g.) colocado en un matraz de dos 

bocas,equipado con un refrigerante y un embudo de adición,se aña-

diéron lentamente cloruro de sulfurilo (1.39 moles,l87.7 g,112 .. 6 

ml) .El matraz de reac~ión se colocó en un baño de agua helada p~-

ra controlar la temperatura de la reacción,ya que ésta es muy exo 
) 

térmica.La mezcla de reacción se destiló a presión reducida para 
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obtener el producto puro, (NOTA~ El refrigerante se conecto a 

con un tubo de salida, que va a un recipiente con a 2o para reci

bir los gases desprendidos.,durante la reacción). 

Punto de ebullicion: 126".e/9 mm, de Hg. 

I.R. V maX.l O-H 3270 (m-f); e-o 1200 (m) r 1,2,4 trisusti

tuido 800, 870 (m); 'e=e~ 1500 (f). 
/ 

Síntesis de ácido 2 bromopropionico (VI) (40'), 

,..2 
Al ácido propi6nico (6.28 x 10 moles, 4.65 g., 4.7 ml) e~ 

locada en un matraz bola de 50 m1., equipado con un refrigerante 

-2 y una trampa (fig. -s¡, se le agregó el bromo (6.83 x 10 moles, 
F¡ 

10.9 g., 3.5 ml). El refrigerante se removi6 y se .añadió lent~ 

mente tricloruro de fósforo (0,2 ml). La mezcla de reacción se 

calentó en baño de agua (a 65-70~e aprox,) con agitación durante 

cuatro horas (desprendi~ndose ácido bromhídrico). La temperatura 

del baño se aumento (80°e aprox.) y se continuo hasta desapari--

cion del color del bromo (aprox, siete horas). La mezcla se des 

tiló con vacío del laboratorio empleando una trampa de hidróxido 

de sodio, para atrapar el ácido bromhídrico desprendido. Poste-

riormente se destiló el residuo a presidn reducida para obtener 

el producto. 

Rendimiento: 7.4 g., 77%, 

Punto de ebullición: 84-88°e/3. 5 mm·. de Hg. 

I.R. v max.~ -eOOH 3000 (m); -e=o 1720 (f); _-eH 3 1470 (m), 

1390 (d-m); -OH 1420 (m~d); -e-o 1240 (dl, e-Br 645 (d). 



Figura 8. 
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Síntesis del ácido 2 (2-metil,... 4-cloro fenoxi) propiónico 

{MCPP) (VII) (41). 

El 2 metil 4 clorofenol (0.164 moles, 23.3 g) se añadió a 

una disolución de sosa (0.23 moles, 9,2 g en 10 ml. de agua). El 

ácido 2 bromopropi6nico (0.065 moles, 10g) se agregó a la mezcla 

anterior y se dejó a reflujo durante 15 horas. El producto se 

acidificó y se extrajo con solución de bicarbonato de sodio al 5% 

(para extraer exclusivamente el ácido). La fase acuosa contenien 

do el producto se neutralizó (aparece turbidez), y se extrajo nu~ 

vamente con acetato de etilo. El disolvente se evaporó y el pro-

dueto se recristalizó de acetona-hexano. Se obtuvieron 10 g. de 

producto con punto de fusión 93-94°C que corresponde a un rendi

miento de 71.4%. Las caracterfsticas espectroscópicas del produ~ 

to son: 

I.R. v max.: -OH= 2950 (m)¡ -c.,- 1715 (f) ¡ ..-co 1235 (m)¡ 

o 

'c=c-' 1500 (m-f) ; 1, 2, 4 tri sus ti tu ido 795' 880 (dl. 
/ ' 

R.H.N.: CH3 1.65 (d 3Hl; Ar-CH3 2.2(s 3Hl; C-H 4.75 (s 1H); 

Ar-'H 6. 4-7. 2 (m 3H) • 

Síntesis del cloruro del ácido 2(2-metil-4-clorofenoxi) pro-

piónico (MCPP-Cl) (VIII} • 

Se siguió la t~cnica utilizada para preparar 2,4 D-Cl, (IV) 

con las siguientes cantidades de reactivos: ácido 2(2-metil-4-

clorofenoxi) propióriico (1.40 x 10-2 moles, 3.0 g,) y cloruro de 

tionilo (2.80 moles, 3.33 g. 2 ml). 

Rendimiento: 2.51 g., 77%. 
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Punto de ebullici6n: 93°e/l mm. de Hg, 

I.R. v max.: Ar.,...H 2995 (dl; e.,...H 2970 (dl ¡ ... e-el 1785 (f) ¡ 
11 

o 

-eo 1240 Cfl. 

Síntesis de 2(2.,...metil-4-clorofenoxi) propionamidolisina 

(MePP-lisina) (IX). 

Se emple6 la técnica para 2,4 D-lisina (III) utilizando: li 

-3 -2 sina-cobre (6.03 XlO moles, 2,134 g) y MePP-el (1.43 x 10 mo 

les, 3.34 g, exceso de 18,9%). El tiempo de reacci6n se aument6 

a 4 hrs. El producto de apariencia aceitosa se obtuvo con un ·-

rendimiento de 3.0 g., 72.6%. Para purificar el producto (mezcla 

de diastereois6meros), se realiz6 cromatografía en capa fina, e~ 

pleando corno eluyente una mezcla de cloroformo-acetato de etilo 

90:10 y corriendo la placa varias veces (4.,.51; a pesar de lo cual 

~ 
no se lograron separar los estereois6meros y se decidi6 emplear -

la mezcla. 

En el producto crudo se identificaron MCPP, clorhidrato de 

L-lisina. 

Recuperaci6n de la pruficaci6n: 400 mg., 13,3%. 

- -1 
I.R. V max.: N-H 3300 cm (m); -eOOH 1740 (m-f); -e-NH 1660 

11 

o 

(f), 1540 (m); 1,2,4 trisustituido 805, 870 (m). 

Síntesis de Bromuro de cian6geno (X) (38). 

Un matraz bola ~e 250 ml. con tres bocas, colocado en un ba 

ño de agua con hielo, provisto de un agitador, un embudo de·adi~. 

ci6n y un tubo de salida, se colocó en una campana, 



Obtención del Bromuro de Cianógeno. 

Pur_i_ficación fiel Bromuro de Cianógeno. 

Figura 9 
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Al matraz de reacción se le añadió el bromo (0.156 moles, 25 

g. 8 ml) y agua (5 ml), esta dltima se agrega con el ftn de dismi

nuir la volatilidad del bromo, A la mezcla anterior, con agita

ción, se añadió gradualmente, mediante el embudo de adición, una 

solución de cianuro de sodio (0.163 moles, 8 g, en 60 ml de agua). 

La temperatura se mantuvo por debajo de 30°C durante el tiempo de 

adición. 

Cuando la reacción se hubo completado (desaparición del co-

lor del bromo, alrededor de dos horas), se destiló el bromuro de 

cianógeno directamente en otro matraz, en este paso se debe vigi

lar que el producto no obstruya el tubo que une los matraces. El 

destilado se calentó con cloruro de calcio anhidro (cinco gramos) 

y se redestiló en un aparato semejante al anterior, recibiendose 

el producto (sólido blanco), en un matraz previamente tarado (Fig.§) 

El producto se disolvió en acetonitrilo recién destilado (d~ 

solución de 2 g de bromuro de cianógeno por 1 mililitro de aceto

nitrilo) recién destilado y se guardó en el congelador). El pro

ducto se descompone y puede ser explosivo si se guarda en condi

ciones de inestabilidad por lo que es preferible prepararlo antes 

de usarse. 

Rendimiento: 14.54 g., 87.8%. 

Punto de ebullición: Se recogió la fracción que destiló a 

55°C (punto de ebullición reportado 60-62°C/760 mm. de Hg, 

Reacción de activación de la sefarosa. 

Se siguió la técnica descrita por March, Parikh y Cuatrecasas 

(331 como sigue: 
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Se emplearon 10 ml de sefarosa 4-B para cada ligando (2,4 D

lisina y MCPP-1isina) . 

1) La sefarosa (10 ml) se coloca en un embudo buchner de fi 

bra de vidrio (perfectamente limpio} y se lava con agua destilada 

(aprox. 1 litro) . Se debe lavar un poco más de sefarosa para -· -

usarla como control en la determinación del % de acoplamiento. 

2) A lO ml. de sefarosa lavada se le agregan 200 ml de agua 

destilada y 20 ml de solución de carbonato de·sodio 2M. 

3) A la mezcla anterior se agrega 1 ml de solución de bromu 

ro de cianógeno en acetonitrilo (2 g/ml), agitando vigorosamente 

durante dos minutos (si el bromuro de cianógeno precipita se de

be agregar más agua y continuar la agitación hasta asegurarse que 

no quede bromuro de cianógeno precipitado). 

4) Transcurrido el tiempo de activación, se detiene la agit~ 

ción y se filtra la sefarosa en buchner de vidrio poroso perfect~ 

mente limpio, lavándose con agua frfa (este paso debe hacerse con 

rapidez). 

5) La sefarosa activada se lava con las siguientes solucio

nes en frio: 

a) Bicarbonato de sodio O.lM pH=9.5 (100 ml). 

b) Agua destilada (aprox. 1/2.litro). 

e) Bicarbonato de sodio O.?M pH=9.5 (lOO ml). 

Estos lavados se deben realizar sin dejar que la sefarosa se 

empaquete. 

6) Por último, se empaqueta la sefarosa y se resuspende en -



51 

agua destilada (para añadir al ligando previamente preparado co

rno se indica a continuación) • 

Reacción de Acoplamiento. 

Se adaptó la técnica descrita por March, Parikh y Cuatreca

sas (33), corno sigue: 

1) El compuesto se disuelve en aproximadamente 1.5 litros de 

agua (en el caso de MCPP-lisina, que no es soluble en agua, se di 

solvió en rnetanol aprox. 30 rnl y se agregó agua hasta 1.5 litros), 

se agregan 10 rnl. de bicarbonato de sodio O. 2 M pH=9. 5 y se ajusta 

el pH entre 9.5 y 10. 

2) La suspensión de sefarosa se agrega a la solución del com

puesto por acoplar y se deja agitando muy lentamente durante 20 

horas a 4°C. 

3) La sefarosa acoplada se filtra y se lava con las siguien-

tes soluciones (agitando en cada lavado y cuidando que no se empa

quete): 

a) Acetato de sodio O.lM pH=>4 con NaCl 0,5!-1 (100 rnl)_. 

b) Urea 2M más NaCl O.SM (lOO rnl). 

e) Bicarbonato de sodio 0.1~1 pH=lO con NaCl O.SM (100 rnl). 

4) La sefarosa se lava con agua, se empaqueta, se resuspende 

en agua y se guarda en un recipiente sellado en el refrigerador. 

Determinación del % de acoplamiento. 

El rendimiento del acoplamiento se obtuvo por análisis ultra 

violeta para ambos ligandos (2,4 D-lisina y MCPP-lisina). 

Se determinaron los espectros de absorción de estos compues

tos en la región ultravioleta (190-360 nrn}. Los resultados fueron 
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los siguientes: 

A máxima 2,4 D-lisina= 281 nm. (disolvente agua) 

A máxima MCPP-lisina= 280 nm. (disolvente metanol). 

Se construyó una curva patrón para cada producto en las lon

gitudes de onda indicadas. Los datos obtenidos se dan a cdntinua 

ción: 

2,4 D-lisina A max.= 281 nm. (disolvente agua) 

Mg. 2,4 D-lisina Concentración moles/litro (x) A (y) 

5.30 1.52 X 10-4M 0.266 

9.73 2.79 X 10-4M 0.354 

15.26 4,37 X 10-4M 0.651 

·22.75 6.52 X 10-4M 0.978 

El coeficiente de extinción molar tiene el valor de la pen

diente de la recta que se obtiene al trazar la absorbancia (y) en 

función de la concentración molar del compuesto (x) • Esta recta 

se ajustó mediante una regresión linear por mínimos cuadrados, i~ 

cluyendo el punto {O. O). La pendiente obtenida por este m€todo -

es: 

E molar= 1481.3 litros/mol x cm. 

El coeficiente de correlación lineal para los datos anterio 

res es: 

r= 0,995 
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MCPP-lisina A max.= 280 nm (disolvente metanol) 

Mg. MCPP-lisina Concentraci6n moles/litro (x) Absorban cía (y) 

5.10 1. 49 X 10- 4H 0.390 

12,25 3.57 X 10-4M 0.818 

14.00 4.08 X 10-4M 0.880 

16.00 4.67 X 10-4M 0.992 

22.40 6.53 -4 
X 10 M 1. 270 

Ajustando por mínimos cuadrados al i~ual que en el caso ante 

rior,se tiene: 

E molar= 1944.4 litros/mol x cm. 

El coeficiente de correlación lineal para estos datos es: 

r= 0.993 

Para conocer cuanto se acopló a la sefarosa, se mide la ab-

sorbancia de alícuotas de la sefarosa acoplada y se lee contra un 

control de sefarosa. Para verificar que tanto en la alícuota co-

mo en el control, se tiene la misma cantidad de sefarosa, se igu~ 

lan los valores de absorbancia, de ambas muestras en A max= 540 

nm. en que se lee la turbidencia de la sefarosa. Posteriormente 

en la longitud de onda máxima correspondiente, se ajustó a cero -

de absorbancia con el control de sefarosa y se leyó la absorban-

cia del problema. Para estas determinaciones se empleó en el ca-

so de 2,4 D-lisina,agua como disolvente,mientras que para MCPP-

lisina se utilizó metanol. Se calculó la absorbancia teórica si 

todo el ligando se hubiera acoplado y por comparación con la ab-

sorbancia obtenida se obtuvo el % de acoplamiento. 



Los rendimientos se dqn a continuación; 

Primer acoplamiento (temperatura 4°C): 

2,4 D-lis. 34.7% 

MCPP-lis. 13% 

Segundo acoplamiento (temperatura 5-15°C) 

2,4 D-lisina. 10,4% 

MCPP-lisina 7.9% 
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V, RESUMEN Y CONCLUSIONES · 

Se hizo una revisión de los modelos que relacionan la estruc 

tura con la actividad auxinica, así como de los estudios reali

zados para aislar los receptores auxínicos. 

Se sintetizaron 2,4 D-lisina y HCPP-lisina para utilizarlos 

como ligandos en cromatografía de afinidad. 

Los ligandos se acoplaron a sefarosa usando bromuro de cianó 

geno como activador de la matriz. 

El rendimiento del acoplamiento se determinó directamente en 

la sefarosa por espectroscopia en el ultravioleta con los siguie~ 

tes resultados: 

Primer acoplamiento (temperatura 4°C) 

2,4 D-lis. 34.7% 

~1CPP-lis. 13% 

Segundo acoplamiento (temperatura 5-15°C) 

2,4 D-lisina 10.4% 

MCPP-lisina 7.9% 

La adaptación al método descrito por Kurtz (36, 37) permitió 

la obtención de los ligandos 2,4 D-lisina y MCPP-lisina. Estos -

compuestos se caracterizaron por espectroscopia en I.R. y R.M.N.; 

es necesario comprobar la obtención de los compuestos esperados 

debido a la importancia que el ligando tiene en la técnica de la 

cromatografía de afinidad. 

El rendimiento de acoplamiento de 2,4 D-lisina con sefarosa 
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a temperatura de 4°C fue de 34,7% del mismo orden de magnitud que 

el valor reportado que es entre 30 y 40%. El rendimiento en el -

acoplamiento de este ligando a temperatura de 5-15°C disminuyó a 

10.4% lo cual confirma que la temperatura es un factor muy impor

tante para el acoplamiento. 

Los bajos rendimientos de acoplamiento del ligando MCPP-lisi 

na, 13% a 4°C y 7.9% a 5-15°C pueden deberse a que este producto 

no es soluble en agua siendo necesario agregar un poco de metanol 

ya que la reacción de acoplamiento se efectúa en medio acuoso¡ 

puede ser que la cantidad añadida de metanol no haya sido sufi

ciente y sea necesario añadir un volumen mayor, aunque se debe -

cuidar que el pH de la solución no varie demasiado. 

La efectividad de estas columnas se probará en experimentos 

biológicos posteriores. 
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