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Resumen

Los aminoácidos libres influyen en las propiedades sensoriales y nutriti-
vas del fruto. Se propuso identificarlos en la pulpa de un lote de 20 kg de guaya-
ba (Psidium guajava L.) "criolla roja" por cromatografía bidireccional en capa
fina de sílica gel 60. Se seleccionaron los frutos maduros para consumo fresco, y
sanos. Se homogeneizó casco y pulpa central, sin semillas, en agua (1:1). Se
tamizó y centrifugó a 960 g/15 min, y el sobrenadante a 900 g/15 min. Este
sobrenadante se filtró, se ajustó a pH 1,7. Se pasó 25 ml del filtrado acondicio-
nado por una columna Dowex 50 W x 4-200R (1,7 cm x 6 cm), activada. Se
revelaron e identificaron en 10 µl del eluato, cisteína, serina, treonina, alanina
y leucina. Dos de ellos esenciales. El tamaño y la intensidad de la reacción a la
ninhidrina entre los aminoácidos, son muy similares.
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Abstract

Free amino acids are important components of nutritive value and flavors
of fruits. They affect the acceptability of the fruits products, because they develop
off-flavors and objectionable colors. Free amino acids were determined in the
edible portion of a group (20 kg) of commercial mature "criolla roja" guava
(Psidium guajava L.) using two-dimensional thin layer chromatography on silica
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gel 60. Fruits were peeled and seeds removed. Pulp was homogenized in water
(1:1), screened and centrifuged to 960 g/15 min. The supernatant was centrifuged
to 900 g/15 min. The serum was filtered and its pH was adjusted to 1.7. Dowex
50 W x 4-200R [H+] resin column (1,7 x 6-cm) was used for ion exchanging to
separate amino acids in 25 ml of serum. Five free amino acids were developed
and identified: cysteine, serine, threonine, alanine and leucine. Two of them
are essential. The spots size and intensity of ninhidrin reaction were similar.
Key words: amino acids, thin layer chromatography, guava, Psidium guajava.

Introducción

Los aminoácidos libres en el
metabolismo celular de los seres vi-
vos son considerados el equilibrio en-
tre los procesos de síntesis y degrada-
ción de las proteínas. Estos influyen
en el flavor de las frutas frescas y pro-
cesadas. En éstas intervienen, en las
reacciones de oscurecimiento no
enzimático, que ocurren durante el
almacenamiento de las mismas, en las
cuales se ha identificado aminoa-
zúcares asociados al oscurecimiento
(3); y en las de condensación entre
aminoácidos y el furfural, producto de
degradación del ácido ascórbico, en
medio ácido (11).

Algunas frutas tropicales apor-
tan entre 10 y 26% de los requerimien-
tos mínimos diarios de muchos de los
aminoácidos esenciales/100 g de fru-
ta fresca (8). También se ha encontra-
do que en determinadas condiciones
fisiológicas o patológicas algunos
aminoácidos se hacen esenciales,
denominándoseles condicionalmente
esenciales. Cisteína y tirosina en los
bebés prematuros (7); glutamina y
arginina, como compuestos fisiológi-
ca-mente activos en la protección
gastrointestinal (6,16); y glutamina,
durante el ayuno y en enfermedades
como sepsis, traumas, cirugías, que-

maduras, diabetes no controlada
(2,17).

La guayaba (Psidium guajava
L.) es una de las frutas tropicales más
importantes, de amplio consumo en el
mundo, contribuyendo con la dieta de
centenares de millones de personas.
Aproximadamente el 13% de la pro-
ducción nacional es para consumo
fresco, 80% va a la agroindustria para
su transformación, principalmente en
pulpa concentrada para obtener jugos
y néctares; y en pastas de guayabas
para elaborar conservas como los "bo-
cadillos"; el 7% restante se exporta,
en estado fresco a Colombia, y trans-
formada en pulpa concentrada y en
derivados, a Holanda, Alemania, In-
glaterra, Estados Unidos (Miami),
Aruba y Curaçao (11).

Se han identificado, por
cromatografía gas-líquido, 18
aminoácidos en el hidrolizado ácido de
la pulpa homogeneizada de la guaya-
ba (Psidium littorale Raddi, var.
lucidum (Deg.) Fosberg) Cattley de
piel amarilla, 7 de ellos esenciales.
Aventajan, ácido glutámico, leucina,
ácido aspártico, glicina, alanina,
lisina, treonina, isoleucina y valina.
Señalan, además, cisteína y tirosina
(8). El contenido del ácido glutámico
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podría representar la suma del
aminoácido libre y el liberado al
hidrolizarse la glutamina, si esta
amina está presente. Esto, y la pre-
sencia de cisteína, tirosina; y la
arginina representado el 4% de los
aminoácidos totales, podría agregar a
la guayaba propiedades nutraceúticas
adicionales a la asociada al contenido
de pectina (15). Otros aminoácidos
inestables a la hidrólisis, son
asparagina y el triptofano (8).

Se han identificado cinco
aminoácidos comunes (glicina,

treonina, serina, tirosina y metionina)
en las etapas verde-maduro, maduro
y sobremaduro del fruto del guayabo
en Egipto. Histidina y lisina, solo en
los frutos verdes-maduros (12).

Como una contribución al cono-
cimiento de las bondades de una fru-
ta tropical tan apetecida por su aro-
ma y sabor como la guayaba, se plan-
teó: Identificar los aminoácidos libres
en pulpa de guayaba "criolla roja",
aplicando el método de cromatografía
de capa fina descrito para cítricos (1)
con algunas modificaciones.

Materiales y métodos

Las guayabas tipo «criolla roja»,
maduras para consumo fresco y sanas,
de un lote de 20 kg (4), se lavaron con
agua de chorro, se pelaron y cortaron
manualmente en mitades longitudi-
nales, se inspeccionaron visualmente,
desechándose aquellas con presencia
o daño causado por insectos. Se
homogeneizaron la pulpa central (sin
semillas) y el casco con el mismo peso
de agua (1:1) y se tamizó. Se
centrifugó el tamizado a 960 g/15 mi-
nutos en un equipo Damon/IEC Divi-
sión, modelo CRU-5.000. El
sobrenadante decantado se centrifugó
en un equipo BHG, modelo Fixette, a
900 g/15 min. Este sobrenadante se
filtró con papel Whatman # 4. Se ajus-
tó el pH a 1,7. Veinticinco mililitros
del sobrenadante acondicionado se pa-
saron por una resina de intercambio
iónico, Dowex 50 W x 4-200R (Sigma),
activada en forma de hidrógeno con
200 ml de HCl 2N, empacada en una
columna de vidrio de 6 x 1,7 cm. Se
eluyeron los aminoácidos retenidos en

la resina con 200 ml de NH4OH 2N.
El eluato recogido se evaporó a seque-
dad y vacío, a temperatura no mayor
a 40ºC. El residuo seco se resuspendió
en 2,5 ml de metanol - agua (50 : 50) a
pH 1,7. Se prepararon soluciones al
40% de catorce aminoácidos patrones
todos con 99% de pureza (1 mg de
aminoácido/2,5 ml de solución
metanol - agua (50/50, v/v) a pH 1,7):
L(+)-Acido glutámico (Fisher
Scientific); L-Acido aspártico, L-
Alanina, DL-Fenilalanina L(+), Lisina
monoclorhidrato y L-Tirosina
(Merck); L(+)-Leucina, L(-) -Treonina
y L(+)-Valina (Riedel-de-Haën); L-
Arginina y L-Cisteína clorhidrato
anhidro (Scharlau); L-Prolina, L-
Serina y DL-Triptofano (Sigma).

Se prepararon las cromatopla-
cas de silica gel 60, 20 x 20 cm
(Merck), 0,25 mm de espesor, sin in-
dicador, para la cromatografía
monodireccional de 10 ml de cada so-
lución de aminoácido patrón (3,96
mg); y para las cromatografías
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bidireccionales de 10 ml cada una, de
la solución del residuo seco
resuspendido, del eluato del
sobrenadante acondicionado, obteni-
do de la pulpa de guayaba, según las
normas establecidas y el método des-
crito para cítricos con las combinacio-
nes de solventes, I: cloroformo-
metanol-amoníaco (40:40:20), y II:

fenol (Riedel-de-Haën) - agua al 80%.
Los aminoácidos se revelaron con so-
lución de ninhidrina (Riedel-de-Haën)
al 0,2% (1,13,14).

Se compararon los Rf % calcula-
dos de cada una de los aminoácidos
revelados con los de los aminoácidos
patrones obtenidos en igualdad de
condiciones.

Resultados y discusión

Con el método de Aranda et al.
1969 (1), se revelaron e identificaron
cinco (5) aminoácidos (figura 1, cua-
dro 1), dos de ellos esenciales. Cisteína
(1), asociada a propiedades
nutraceuticas; serina (2), treonina (3),
alanina (4) y leucina (5). El tamaño y

la intensidad del color desarrollado a
la reacción a la ninhidrina son simi-
lares entre los cinco, e inferiores a las
desarrolladas por cada uno de los pa-
trones correspondiente; por lo cual el
contenido de aminoácido en cada una
de ellas podría ser muy similares en-

Figura 1. Cromatografía bidireccional del sobrenadante acondicionado
de pulpa de guayaba "criolla roja". Primer desarrollo,
combinación de solventes I: cloroformo-metanol-amoníaco
(40:40:20). Segundo desarrollo, combinación de solventes II:
fenol-agua (80%).
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Cuadro 1. Rf % de los aminoácidos patrones y de los aminoácidos libres,
revelados en la pulpa de guayaba (Psidium guajava L) tipo
criolla roja por cromatografía bidireccional. Solventes I y IIa.

Aminoácidos Rf % solvente II Aminoácidos pulpa Rf  %b

patrones

*Arginina 4,7
*Lisina 5,0 ± 0,4
Ac. Aspártico 7,7 ± 0,5
Cisteína 11,3 ± 0,7 1 10
Ac. Glutámico 13,7 ± 0,5
Serina 16,9 ± 1,0 2 16
*Treonina 26,5 ± 1,0 3 28
Alanina 33,0 ± 0,8 4 34,3
*Valina 46,0 ± 1,1
Tirosina 50,0 ± 1,2
*Leucina 56,7 ± 1,3 5 56,3
Prolina 59,5 ± 1,1
*Fenilalanina 64,0 ± 2,8
*Triptofano 66,7 ± 1,5

 aSolvente I: cloroformo – metanol - amoníaco (40:40:20); Solvente II: Fenol - agua 80 %.
 *Aminoácido esencial.
 bPromedio de dos determinaciones.

tre sí, e inferior a 3,96 mg que se esti-
mó contenido en cada una de las man-
chas desarrolladas por los
aminoácidos patrones revelados. Esto,
considerando que el tamaño de las
manchas reveladas aumenta con la
cantidad del compuesto en ellas con-
tenido, aunque no linealmente (14).
Los aminoácidos revelados, menos
serina, son predominantes en el
hidrolizado ácido de la pulpa de la
guayaba Cattley de piel amarilla (8);
mientras que solo dos son comunes a
la guayaba madura de Egipto, serina
y treonina (12). Probablemente haya
más aminoácidos en los 10 ml de la
solución del residuo seco resuspendido

expuesto a la cromato-grafía
bidimensional, no revelados porque
sus cantidades sean muy pequeñas,
inferiores a 0,1 mg (5).

El análisis de los hidrolizados de
las fracciones de proteínas en algunas
especies de frutas ha revelado mucho
de los aminoácidos presentes en esta-
do libre en la pulpa, lo inverso podría
ser cierto (9) y si es así, sería una ven-
taja no requerir 24 horas de hidrólisis
de proteínas ni de las consideraciones
sobre la inestabilidad a esta hidrólisis
del triptofano, glutamina y aspara-
gina (8) para evaluar el aporte de
aminoácidos de la fracción proteica.
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