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‘SIENDO VERACRUZ UNO DE LOS ESTADOS EMINENT EMEN
TE dANADEROS, DE L4 REPUBLICA MEXICANA, QUIERO
CdéPERAR AUNQUE DE MAN ERA SOMERA., EN EL MEJOR
APROVECHAMIEN:I‘O DE LOS RECURSOS NATURA L.ES CON .

QUE CUENTA LA ZONA DE LA HUASTECA VERACRUZANA,

EN LOS ESTUDIOS MAS RECIENTES, RELACIONA.DOS CON
m. NUTRICION Dﬁ‘ LOS ANIMALES, NOS IﬁDICA.N QUE EL
GASTO QUE ENTRANA LA ALIMENTACION, CONSTITUYE
UNO DE LOS FA.CTOREE}S QUE MAS PESA SOBRE LOS COSTOS

DE PRODUCCION DE LAS EXPLOTACIONES ZOOTECNICAS.

CONOCIENDO EL MEDIO Y LA RIQUEZA DE SUS FUENTES
NUTRICIONALES CON QUE SE CUENTA EN LA REGION Y

QUE SON DE VITAL IMPORTANCIA EN EL PROGRESO DE LA

'‘GANADERIA, ES POR LO QUE ENCAMINE ESTE SENCILLO

TRABAJO, EN EL ANALISIS DE ALGUNOS ZACATES DE MA ~

YOR DIFUSION UTILIZADOS COMO FUENTE DE ALIMENTA ~

. CION DENTRQ DEL MEDIO ANTERIORMENTE CITADO, PARA

DAR UNA IDEA AUNQUE GENERAL DEL CONTENIDO DE LA

PARTE FUNDAMENTAL DE LA PROTEINA, QUE ES LA FOR-

. MA DE AMINOACIDOS.
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A) ~ :}GEN_ERALIDA.DES SOBRE CROMATOGRAFIA  7-13-10

A principios del presen’ce siglo, el mvest1gador ruso Tswett desarro~
116 un método de absorcmn para la separacién de pigmentos de plantas, A
esto le dié el nombre de cromatograffa” debido a las bandas coloreadas for
madas en el absorbente, Mas tarde, otros investigadores ampliaron este me

todo de varias maneras & incluso lo aplicaron a substancias incoloras,

La.gran ventaja de la cromatografia para fines analiticos se encusrt =

-en la posibilidad que proporciona, de aislar los constituyentes de mezclais

complicadas de substarcias quimicas afines, separacidén que de otra minera
serfa diffcil o casi imposible. La separacidén de dos o mis substancias .2
puede llevar a cabo por medio de la cromatografia, por que los absorbentes
y disolventes pueden ser variados en un margen muy amplio, as{ que las
combinacioneés adecuadas se pueden encontrar facilmente para los problemas
de investigacién, La cromatografia en placa delgada ofrece nuevas posibili

" dades de llevar a cabo separaciones, incluso de pequefifsimas cantidades de

material,
Procesos cromatograficos

En todos los procesos cromatogrificos entran en accion fuerzas de
absorcion, particidén o intercambio idnico, y a menudo las tres juntas. Sin
embargo, una u otra de €stas puede predominar. En cada separacmn cromas
tografica se presentan por lo menos dos fases. En la clasificacién usual de
los procesos cromatograﬁcos la cual los divide en cromatograﬁa de parti~
cion y de absorcidn, el sistema consiste en pares de fases soOlidas, liquidas
y gaseosas, de la siguiente manera:

S6lida/lfquida - Cromatograffa por absorcién
Liquida/liquida - Cromatografiapor particién (Cromatografia
: ) en papel).

S0lida/gaseosa - Cromatografia por absorcién (Cromatograffa
’ de gases o cromatografia en fases vapor),
Liquida/gaseosa ~ Cromatografia por particidn,

Cromatografia por absorcidn.

Este proceso se conoce desde el siglo pasado. Sin embargo, Tswett
fué el primero én usarlo sistematicamente para separacién y anilisis. Los
nombres de H. Brockmann; G. Hesse, R. Kuhn, A. Tiselius, L. Zechmeis-~
ter, entre otros, van asociados al desarrollo posterior de esta técnica a la
cual dieron suma importancia en la quimica preparativa, En este proceso
clisico, la separacidon se lleva a cabo por absorcidn de varias substancias
(principalmente oxido de aluminio) seleccionadas y preactivadas, que se
usan en forma de polvo fino, el cual se introduce en tubos verticales de vi-
drio. La mezcla por analizar, convenientemente disuelta, se hace pasar
por gravedad, presién o succidn a través del tubo; con lo cual la substancia
mas afin al absorbente permanece en la parte superior de dicho tubo, y la
substancia con menor afinidad queda mds abajo. Las bandas as{ formadas
se identifican por medios convenientes,



Cromatografia pur particidn.

Esta cromatografia fué inventada por los investigadores ingleses
Martin y Synge, por lo cual obtuvieron el premio Nobel. La separacién de
una mezcla, se basc en los diferentes grados de solubilidad de los consti-
tuyentes en dos disolventes que no sean completamente miscibles. Esto de_
pende de la diferencia en el coeficiente de particidén, y puede compararse
a una serie de extracciones sucesivas en un embudo de separacidn.

En la cromatografia por particién, las propiedades del medio como
absorcidn, carecen de importancia ya que solamente sirven como vehiculo
para las dos fases liquidas, Las substancias que se usan para llevar el tu-
bo son, por ejemplo, gel de silice, polvo de celulosa o bajo ciertas condi~
ciones, alimina. Estos compuestos, junto con el liquido con el que se han
humedecido (generalmente agua, constituyen la fase estacionaria; el disol~
vente, el cual contiene las substancias que van a ser separados y se pasa a
través de la columna, constituye la fase movil. La separacién de las subs-
tancias se efectua por la particion centinua entre las fases movil y estacio-
naria, en lugar de llevarse a cabo por absorcidn en el vehiculo. Las subs-
tancias que se van a separar corren a través de la columna con una veloci-
dad deficida y aparecen separadamente disueltas en el extremo inferior,

En el método de contracorriente, o método de particion de Craig, se
logra una separacidn ideal puesto que no se usa ningin vehiculo, sino un
dispositivo que consiste en tantas celdas de vidrio como sea posible, estas
celdas contienen los dos disolventes. En este aparato, la particion de la
substancia se logra igual que en una serie de extracciones sucesivas y en
una serie de embudos de separacién, El factor determinante para la separa-

cidn es el coeficiente de particidn que resulta de la solubilidad en las dos
fases.

Cromatografia en papel,

En este método, que se basa principalmente en el proceso de particidn,
se usa el papel filtro como vehiculo para la fase estacionaria y para el di-
solvente mdvil, el cual es impulsado por fuerzas capilares. En la gran can~-
tidad de pequefias celdas formadas por las micelas del papel, la separacién
se efectia por particidn, exactamente de la misma manera que las extrac-
ciones sucesivas del método de contracorriente. Algunas veces, la fuerza
de absorcidn é intercambio tienen lugar en la separacidn.

Cromatografia de gases.

En esta cromatografia se separa los gases o vapores de liquidos en
un gran tubo de separacién. Esta separacidn puede ser por particidn, si el
tubo esta lleno con liquido, o por absorciény desorcién el vehfculo mismo.

Los gases obtenidos se miden tomando en cuenta sus diferentes propiedades
fisicas (conductividad térmica),




P .~ Cromatografia heteropolar o por imtercambio idnico.

De hecho ésta es una cromatografia por absorcién. Sin embargo, en
la cromatograffa por absorcibn, la separacion se efectua usando Unicamen
, te una superficie con fuerzas no polares, en cambio en la cromatograffa
: por intercambio iénico, se usan fuerzas electroquimicas o polares. Estas
i fuerzas polares dependen del pH. En la cromatografia por intercambio id~
: nico el vehiculo reacciona con la substancia por fuerzas quimicas, enton
.ces ocurre un intercambio entre el vehiculo y los aniones o los ¢ationes
. de la solucidn. Las soluciones alcalinas absorben mejor las bases, y lur
; soluciones icidas absorben mejor los dcidos, por lo tanto es conveniente
usar en cada caso jones de la misma carga para un intercambio iénico. El
pH del medio tiene un papel muy importante para el efecto de intercambio.

La cromatografia por absorcidon, por particién y por intercambio id~
nico usan el vehiculo en tubo vertical de vidrio, por lo tanto estos tres ti=-
pos de cromatografia estdn comprendidos en la cromatografia en columna,

11.~ Cromatografia en placa delgada 23-24

Comparado con la cromatografia en columna, la técnica de cromato-

grafia en papel tiene sus ventajas y desventajas; sus dos principales venta~

jas son: lo, se trabaja con pequetias cantidades de muestra y 2o0. se puede

: usar para una doble resolucion, porque es bidimensional; su principal des-

ventaja es que el papel tiene una actividad absorbente, por lo cual su apli~

; cacion el aresolucién de substancias lipofilicas es limitada. Muchos auto-

res han obtenido magnificos resultados relacionando las ventajas de ambos
métodos si usan un absorbente adecuado para cromatografia en columna en
una placa delgada,

: Brown sugirid el uso de peliculas delgadas de absorbente, contenidas
; entre dos placas de vidrio o dos hojas de papel filtro, pero generalmente,

los resultados fueron poco satisfactorios porque las peliculas resultan de-
i masiado delgadas para ser uniformes o son tan gruesas que equivalen a co-
: lumnas con las consiguientes desventajas

; Williams (25) desarroll6 una técnica de emparedado que us en prue-

; bas preliminares para el descubrimiento de condiciones mejor aplicadas
después en cromatografia en columna. La técnica usada fué la siguiente;

se coloca el absorbente suelto sobre una placa de vidrio y se cubre con una
segunda placa de vidrio que tenga un pequeiio orificio en el centro; se colo~
ca una solucidn del material por investigar en el absorbente, empleando

para ello el orificio, y el cromatograma se desarrolla agregando disolven=
te gota a gota. Estas pruebas rapidas y econdmicas (adecuadas para compues
tos coloridos), permiten determinar ficilmente la combinacidn de disolven-
tes més apropiada al sistema,

; Ismaloiv y Sharaiber (12) y mds tarde Crowe (4) investigaron la posi-
i bilidad de usar una capa de absorbente pulverizado. El polvo suelto se colo~
: ca en un recipiente inclinado y se comprime con una cufia, formando una



capa delgada en un extremo y gruesa en la base, Después de que it muesira
se ha puesto sobre el polvo en la base de la capa, se desaxrolla el cromato-
grama por adicidn de disolventes que corren hacia el borde delgado de la ca_
pa.

La técnica fué posteriormerte mejorada por-Mottier y Patterat (18),
En el método de Mottier se activa una pequefia cantidad de alimina y se co-
loca sobre una placa de vidrio, el exceso de absorbente se elimina con una
segunda placa de vidrio dejando una capa de aliniina sin irregularidades.
El espesor de las capas se determina por el grueso de dos bordes de hule
colocados alrededor de la placa, La capa resultante tiene suficiente adheren
cia para inclinarse 20° y cuando estd humeda puede aspirarse, Mistryukov
sostiene que el proceso funciona mejor cuando se usa vidrio esmerilado co-
mo soporte.

Davidek y colaboradores, prefieren el uso de una varilla de vidrio en
lugar de la placa, para hacer la eliminacién del esceso de absorbente, el
espesor de la placa se regula por bandas de hule colocadas alrededor de la
varilla,

Ademas del cuidado necesario para manipular placas de vidrio con
polvo suelto, la tensidn superficial del disolvente rompe la continuidad de
la capa del absorbente. La solucion a estas dificultades (y asf el nacimien-
to de la Cromatografia en capa delgada), fué encontrada por Meinhard y
Hall (17), quienes fueron capaces de producir una capa cohesiva de absor-
bente, agregando almidon al polvo para que actue como laglutinante Bush
desarrolld un sistema equivalente partiendo de 1a cromatografia en papel,
En este proceso se sumerge papel Whatman No. 4 en una solucidn caliente
de sulfato de aluminio al 30% que se precipita por adicién de hidroxido de
sodio 2N. Entonces se deja escurrir durante 15 min. y se guarda en una at-
mosfera saturada de amonfaco. Después de 16 horas el papel se remoja en
una solucién de cloruro de calcio al 0. 02% durante 24 horas, mientras tan-
to se extraen los vapores de amonidco del recipiente. Una vez seco el papel,
estd listo para usarse. El papel impregnado con alimina es adecuado para
la cromatografia por absorciin de esteroides.

La preparacidén de papel impregnado de absorbente es una operacién
larga, la cual como se verd més tarde, se compara muy desfavorablemen-
te con la rapidéz y simplicidad con que pueden prepararse las capas delga=
das. Una desventaja mas es que el papel tiende a descomponerse a la
temperatura necesaria para activar el absorbente. Dieckter y colaborado-
res han eliminado estas dificultades sustituyendo el papel de celulosa por
vidrio. :

Meinhard y Hall desecharon la'idea de que un polvo suelto resultara
satisfactorio y buscaron producir una capa con cohesién que se pegara a una
placa de vidrio. Encontraron que con alimina y almiddn, como agente aglu=-
tinante, las capas tendian a romperse cuando se secaban, esta dificultad se



superd agregando celita a la mezcla; asi, celita (3.5 g), almidén de amioca
(0.3 g) y aldmina activa (6,2 g) se mezclan en seco, se agrega agua (18 mil)
v la mezcla se calienta en un bafio de agua y se agita hasta que coagule (cer=-
ca de dos minutos). Después que el codgulo se ha enfriado, se tritura con
agua (2,5 ml) para formar una crema espesa. La crema se aplica sobre pla_
cas de vidrio libres de grasa, produciendo una capa de 2 mm de espesor,
aproxxmadarnente hay gue ‘estar seguros que la capa esté uniformemente
distribufda y que tenga una superficie tersa, Después de que las capas se
han secado a temperatura ambiente, estdn listas para usarse. Estas plac: =
son estables al humedecimiento producido por la mayoria de los disolventes.

La técnica se llamé cromatograffa de superficie, Otros investigadores
que han contribuido a su desarrollo han sugerido otros nombres; cromato-
grafia en pelicula delgada, cromatografia en placa delgada, cromatografia
en columna abierta y cromatografia en placa.

A pesar de las desventajas de la cromatografia en placa delgada con
polvo suelto, alin se usa especialmente con aliimina como absorbente.

En la discusion de los detalles de la técnica, es conveniente dividir
el proceso en sus distintas fases de operacidn, las cuales pueden resumirse
brevemente de la siguiente manera:

Una placa de vidrio se cuhre con una suspension acuosa de un polvo
absorbente, en tal forma que se adhiera al vidrio una pelicula uniforme.

Después de que la placd ha sido secada para eliminar el agua y acti~
var el absorbente, se gotea sobre la pelicula una solucidén de la muestra
por analizar, la placa se coloca en un tanque cerrado que contenga un disol-
vente conveniente. El disolvente asciende por capilaridad, separando los
componentes de la mezcla, si estos son incoloros pueden ser localizados,
ya sea usando una pelicula a la que se le haya incorporado un indicador, o
bien rociando la pelicula con un reactivo cromdgeno apropiado.

Esto es la base del proceso, los refinamientos en la técnica requeri~
dos para las identificaciones y separaciones de ciertas mezclas y de solu-
. x 22 L4 . -
ciones de baja concentracion seran descritas posteriormente.

Aparato,

E1 equipo necesario para llevar a cabo una cromatografia en placa
delgada corsiste en:

Placa de vidrio

Aplicador de acero inoxidable o aluminio
Micropipeta

Tanque de elucidn cerrado herméticamente
Desecador

Atomizador

Estufa eléctrica
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Tanto el tamano y les formas de las placas de vidrio y de los aplicado~
res empleados para extender la mezcla han sido constantemente modificadoes
con el objeto de obtener una capa de absorcion perfectamente tersa v de espe

sor uniforme, Algunos de estos aplicadores presentan ia ventaja de poder gra-
duar el espesor de la pelicula,

Sin embargo, todo el equipo necesario en esta.técnica es de costo ele=

vado, lo cual constituye una desventaja en la aplicacidén rutinaria de la croma~
tografia en placa delgada,

A continuacidn, se ilustran algunos modelos de los aparatos utilizados
por diferentes investigadores (23-2-14).

Aplicadores usados por:

r'}"/"///7 -7 77777
Stahl (23)

N

7 77 77T 7 7 7 7 75y
Barbier (2)

Machata (14)



Absorbentes.

a). - Eleccién del absorbente apropiado.

Aunque casi cualquier absorbente que conviene para la cromatogra-
"ff{a en columna {con particulas de 704 ) puede usarse para cromatografia en
; placa delgada, se obtiene mejor resultado cuando el tamafio de las particu~
las varfa de 1 a 54, siendo conveniente una pulverizacidn y ruptura, por
‘ ejemplo por sedimentacién antes de su empleo. Es muy comin el uso de la
gel de silice en este tipo de cromatografia. La gel de silice, alimina y ntvos
absorbentes preparados expresamente para cromatografic en placa delgada
de acuerdo con las indicaciones de Stahl, pueden obtenerse facilmente en el
comercio.

: La alimina G es ligeramente bdsica y su empleo no es muy convenien~
te usando una solucion apropiada en lugar de agua destilada para preparar
la suspensidn.

Comparadas con la gel de sflice neutra, una capa dcida tiene una afi-
nidad ligerament € mayor por los compuestos neutros, mientras que la afi~
nidad de la capa basica por este tipo de compuestos es ligeramente menor,

La alimina puede formar pelicula mis activa que 1a gel de silice,
siempre y cuando su actividad sea adecuada, Mientras que la gel de silice
puede ser activada con relativa facilidad, la alimina requiere temperaturas
entre 250 y 500°,

El control de la variacién de absorcién mediante la variacibn del con~
tenido de agua es muy dificil, una manera sencilla para cambiar la activacidn
consiste en mezclar los disolventes.

No es esencial que la suspensién de la gel de sflice sea hecha en agua,
se han obtenido buenos resultados empleando acetona, cloroformo, metanol
;‘ dilufdo, ete. '

También pueden usarse como absorbentes otras sustancias, tales como

sulfato de calcio, polietileno y celulosa en polvo. Esta iltima no requiere

_ aglutinante ni activacidn; se dispersa en acetona vy normalmente se aplica
sobre las placas de vidrio. Tan pronto como se evapora la acetona, se pue-

| de correr la cromatografia., Otros derivados de la celulosa, como el aceta~-
to, el fosfato y la carboximetilcelulosa se han empleado con buenos resulta-
\ dos, Existen productos comerciales como ""Magnesol", '"Perldn' en polvo v
resinas cambiadoras de idnes.

b). = Influencia del tamafio de la particula.

Se ha encontrado que el tamafio de 1a particula del absorbente afecta
en varias formas las propiedades de la pelicula, influye sobre la velocidad
con que se corre la cromatografia y sobre el desarrollo de la misma.




Se obtienen resultados satlsfactorxos cuando las pnrtxculas mider de
0.5 a 54dhiriéndose a la placa de vidrio atin sin aglutinantes.

Las particulas muy pequefias (< 19) forman las capas lentamente, m
mientras que la formacidn de la pelicula es més rdpida a medida que aumen-
ta el tamafio de las particulas (hasta 5 ).

¢). -~ Agentes aglutinantes.

Las particulas del absorbente del tamafio conveniente para la croma-
tograifa en placa delgada (1 a 54 ) se adhieren al vidrio facilmente, pero
son removidas por la accidn de los disolventes,

Al agregar un agente aglutinante en la pelicula, disminuira la tenden-
cia del disolvente de quitar el absorbente del vidrio. Los aglutinantes mis
empleados son: el almidon, el sulfato de calcio, etc,

Algunos investigadores han usado el alcohd polivinilico, debiendo
agregarle unas gotas de etanol para evitar la formacidén de espuma,

El almiddn forma capas mis gruesas, pero presenta varios inconve~
nientes. No todos los tipos de almiddn dan buenos resultados y es una des=
ventaja tener un compuesto organico incorporado a la pelicula, ademas la
gel del silice comercial ya contiene sulfato de calcio, siendo muy facil su
empleo.

Las peliculas que contienen sulfato de calcio como agente aglutinante
son muy sensibles a la abrasidn y ligeramente a la accidn lavadora de los
disolventes

d). - Activacion del absorbente

Cuando se forma una suspension acuosa del absorbente que se aplica
sobre el vidrio, la capa es inactiva y no puede ser utilizada hasta que se
ha eliminado totalmente el agua.

Una vez preparada la cromatoplaca, debe dejarse secar al aire, més
o menos durante veinte minutos, antes de someterse a un calentamiento,
pues de otra manera se puede provocar la cuarteadura de la pelicula y una
adhes'ic'm imperfecta del absorbente,

La gel de silice se activa bien, calentando la placa a 105-110° duran-
te 30 minutos, sin embargo se ha observado que se obtienen buenos resulta-

dos deJavdo secar y reposar las placas a temperatura ambiente y presidn
atmosférica durante una noche,

La alimina require temperaturas mas altas para activarse (250°) mis
tiempo y es dificil obtener una activacién constante.



Como 1a activacidén de 1a pelicula es influenciada por la cantidad de
humedad que contiene, la capa activada debe protegerse del vapor de agua
'y de los vapores del laboratorio; puede absorber més de 10% de su peso de
humedad al exponerla al aire,

Las cromatoplacas preparadas pueden almacenarse en la estufa a
100° o erl un desecador comiin y corriente gue contenga gel de silice, BEn

"ninglin caso, deben guardarse las placas por mas de cuatro dias,

APLICACION DE LA MUESTRA.,

a). » La primera condicién para efectuar un buen cromatograma es

. que el tamafio de las gotas que se aphcan en la placa sean lo mis pequefias

posible.

Una solucidn de la muestra por analizar se aplica sobre la pelicula
de la muestra y se lleva a cabo en una corriente suave de aire con objeto
de aumentar la velocidad de evaporaracibn del disolvente y as{ mantener
el tamafio de la gota al minimo. El disolvente usado para poner la muestra
en la pelfcula debe ser capaz de evaporarse rapidamente, pero no tan ra-
pidamente que permita que el compuesto se separe de la solucidn,

Si la solucidén se aplica a la pelicula, tocando el absorbente con la
punta de la micropipeta, invariablemente se hace un agujero en la pelfcula,
esto da lugar a que se produzca una mancha no circular que se distorsiona
de una manera caracter{stica, (como se muestra en la siguiente figura);
esto se debe a que el eluyente debe subir rodeando el agujero, en vez de su-
bir uniformemente, asi el eje central del camino se desarrolla mis lenta-
mente que el area vecina, los compuestos viajan cerca del frente del disol-

vente y aparecen como manchas triangulares, pero los compuestos que per

manecen cerca del punto de aplicacién aparecen alargados. La aplicacidn de
muestras sobre las placas requiere mucho cuidado y experiencia para evi-
tar dafios a la pelicula.

oY

[y ¢ !

Formas de la'mancha cuando se ha lastimado la pelicula. Nétese

que las manchas de las substancias que corren menos son diferentes de las
substancias que corren més,
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Las muestras deben ser colocadas a 15 mm., aproximadamente, de
uno de los catos de la pelicula y de preferencia, aunque no es indispensable,
en una linea que forme angulos rectos con la direccidn en la cual ha sido
aplicada la capa del absorbente, de esta manera, la elucidn se hace a lo lar-
go del "grano', si la capa ha sido adecuadamente preparada, no debe tener
ningln grano, asi es que esta precaucién normalmente es innecesaria,

Las posiciones del punto de partida dél cromatograma se deben marcar
con una aguja, haciendo pequefios orificios en la gel de silice, también es
conveniente marcar el frente, esto es el punto mas lejano hasta donde se de-
jard llegar el disolvente, En el comercio, pueden obtenerse modelos o pa=
trones, con los cuales se pueden colocar varias muesiras a intervalos regu-
lares a lo largo de la pelicula y a una distancia conveniente del canto de la
placa. También pueden conseguirse guias para marcar el frente,

b). - Peso .

Para peliculas de un espesor aproximado de 250 el peso ideal de la
_muestra es de 5~154 g por gota para un desarrollo lineal y 100-3004 g, para
un desarrollo radial, semi-circular, Si se usan méds de 15g, es mas difi~

cil obtener una duplicacién-exacta de las cromatogramas. Por otra parte,

no se han encontrado dificultades usando muestras con un peso por gota, sin
embargo, pueden usarse hasta 541, por gota. Todas las muestras deben ser
preparadas a partir de soluciones al 1-2% en éter o cloroformo, los proble-
mas liquidos pueden emplearse sin diluir, pero es preferible preparar so-
luciones para evitar un sobrepeso en la pelicula.

Si la solucidén de la muestra es muy diluida, es mejor aplicarla a la
pelicula en varias gotas pequefias, lo que permite una mejor difusién del
disolvente.

Para un trabajo de preparacidn, es preferible colocar sobre la peli-
cula una linea de solucidén de la muestra en lugar de una serie de gotas, en
tal caso pueden usarse para una cromatoplaca de 20 x 15 cm., aproximada-
mente 4 mg. de muestra, en circunstancias favorables podrian utilizarse
hasta 10 mg. Cuando se aplica una linea de solucidn sobre la pelicula, es
necesario tener cuidado para evitar causar incisiones o cortaduras en el

absorbente, lo que estropearia el cromatograma, pues la elucién no serfa
completa,

.e), = Téenica

- Antes del desarrollo del cromatograma, es necesario pulir la capa
absorbente. ‘

Cualquier defecto en los cantos de la capa causaria durante la elucion
irregularidades en la forma del frente del disolvente. Es conveniente rayar
mérgenes sobre el absorbente, a una distancia -aproximada de 5 mm de los
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cantos y las mirgenes. El punto hasta el cual se intenta correr el disolven~-:
te (frente), debe medirse y marcarse antes del desarrollo,

La placa cargada se coloca en un tanque cerrado que contenga un di-
solvente adecuado, en tal forma que la linea de origen (punto.de partida) que
de en el fondo y en posicidn paralela a la superficie del disolvente. Debe
emplearge una cantidad suficiente de disolvente para cubrir aproximadamen-
te 5 mm del canto inferior de la pelfcula y para que la atrnosfera del tang.
esté saturada de sus vapores,

Cuando se usa un solo disolvente, el tamafio y la forma del tanque no

tiene importancia, sdlo que debe ajustirsele una tapa de cierre hermético.

Sin embargo, un tanque pequefio tiene la ventaja de necesitar una carga me-
nor de disolvente que uno grande y su atmodsfera se satura mas rapidamen=-
te con los vapores del disolvente. Para el desarrollo de los cromatogramas
en placa delgada; pueden utilizarse frascos de reactivos, siempre y cuando
tengan un cierre hermético.

Cuando se utiliza una mezcla de disolventes, el tamano del tanque es
importante, especialmente cuando el disolvente contiene una pequefia propor-
cidn del componente mis volatil,

El 1ltimo adelanto es el "tanque~S", que consta de una cubierta de
vidrio, la cual se ajusta sobre tres cantos (lados) de la cromatoplaca, el
ultimo de los cuales constituye una pared del tanque. El lado abierto del con-
junto es cerrado herméticamente en forma automdtica cuando se sumerge en
un disolvente, Existe un espacio como de 2 mm entre la cubierta y la peli-

cula, como el voliimen de este espacio es pequefio, la atmosfera se satura
rapidamente.

Los cromatogramas de polvo suelto deben correrse horizontalmente.
La técnica ascendente es la mis usada, pues es la mds conveniente, ya que
cualquier otro tipo de desarrollo requiere que el disolvente sea llevado a la

_capa por medio de un aditamente especial.

Eleccidn del disolvente,

Para obtener buenos resultados, toedos los disolventes deben estar se-
cos y puros. El curso del desarrollo de un cromatograma puede alterarse
profundamente por pequefias cantidades de impurezas que pueden encontrar-
se normalmente en los disolventes, as{ por ejemplo; lcs éteres pueden con-
tener pequefias cantidades de peréxido, en los éteres es comin la presencia
de 4cido libre y alcohdl formades por hidrélisis y los hidrocarburos clora-
dos generalmente tienen acido clorhidrico libre,

La eleccién de un disolvente para una investigacién particular puede
facilitarse por la similitud que existe entre la cromatograffa en columna y
la cromatografia en placa delgada.

La lista siguiente de disolventes comunes, colocados en un orden '
aproximado de poder eluyente, puede usarse como guia para escoger un



disolvente para cromatégraffa en placa delgada:

Eter de petrdleo (hexano)
‘Ciclohexano
Tetracloruro de carbono
benceno

Cloruro de metileno
Cloroformo

Eter etilico

Acetato de etilo aumento del poder elu-
1-2 dicloroetano yente.

Acetona

Alcohdl isipropilico
Etanol

Metanol

Agua \L'
Piridina

Acido acético

Pueden obtenerse nuevas series completas de disolventes con pode-~
res eluyentes intermedios, mezclando algunos de los disolventes anteriores.

El disolvente mis conveniente para un problema particular puede en-
contrarse haciendo pruebas preliminares y si varios disolventes (anterio-
res) resultan aceptables, se escoge el mds simple, es preferible usar un
solo disolvente que una mezcla, ’

c). - Tiempo y distancia del desarrollo,

Es obvio que el tiempo requerido para el desarrollo dependera de
la distancia que recorrera el disolvente, es decir del frente del disolven~
te.

Se ha observado una marcada disminucidn de avance del disolvente
después de los primeros cent{metros. Es muy comin que se cubran los
primeros cinco centimetros con la misma velocidad que en los siguientes
dos cent{metros.

A medida que se desarrolla el cromatograma, los compuestios se se=
paran gradualmente uno de otro, pero al mismo tiempo las gotas individua~
les pueden extenderse haciendo difuso el cromatograma. La distancia opti-
ma a recorrer por el disolvente (frente), es aproximadamente de 10 cms,
en esta distancia pueden separarse mezclas que tengan hasta veinte compo=~
nentes. . ‘

Hay cinco factores que inﬂu&en enla velocidad de avance del disol-
vente sobre la cromatoplaca., Dos de ellos ya han sido mencionados; el ta=~
mafio de la part{cula del absorbente y el espesor de la capa. Los otros tres
factores son: la atmésfera del tanque de desarrollo, el dngulo de la croma-
toplaca y el disolvente,
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El grado de saturacién de la atmdsfera en el tanque controla la velocidad
de la evaporacidn del disolvente de la pelicula y por tanto la velocidad de
desarrollo, el tanque tiene que tener cierre hermético. Si el estanque es-
'td herméticamente cerrado, pero no estd completamente saturado, el
tiempo requerido por el disolvente para recorrer una distancia dada (fren
te) puede aumentar hasta un 50%.

Las cromatoplacas generalmente se colocan verticalmente en el
tanque, Sin embargo, si tiene una cierta inclinacidn en la forma que se
afecta la velocidad del desarrollo depende del disolvente empleado, Gene-
ralmente las placas inclinadas se recorren mis lentamente que las coloca
das en posicion vertical, aunque con éter el desarrollo es més rdpido,

La informacidn existente sobre el efecto del disolvente sobre el
tiempo necesario para correr un cromatograma es muy limitada.

La siguiente grafica fué obtenida 1 ando la misma cromatoplaca y
estando saturada la atmdsfera del tanque. Se tomaron dos medidas con
cada disolvente; la primera fué tomada colocando la placa en posicidén ver-
tical y en la segunda, la placa tenfa una inclinacidén de 38°, Se observd una
diferencia notable en la velocidad del desarrollo solamente con el Benceno,
La figura muestra que el desarrollo con éter es dos veces mds rapido que
el ciclohexsano o con metanol.

Tiempo con diferentes disolventes estando la placa en posicidn
vertical. :

E = éter; B ® benceno; B = benceno, con la placa inclinada;
~ M = Metanol; y C = ciclohexano.
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Aungque a menudo ¢l desarrollo de un cromatograma requiere mas de
30 min., es conveniente emplear el menor tiempoe posible para reducirial

“mfnimo la zona de difucidn. :

F A.C'TORES QAUE INFLUYEN EN EL VALOR Rg
El valor B* se define como la relacidn:

distancia recorrida por el compuesto

x 100

distancia recorrida por el disolvente (frente)
Se multiplica por 100 para dar valores enteros.

El concepto del valor Ry no tiene aplicacidn en cromatografia en co~
lumnapero si en la cromatografia en papel. De la misma manera que en la
cromatografia en papel, deben especificarse algunos factores antes de dar
un.valor determinado como Rg caracteristico en una substancia, una

vez tomados en cuenta estos factores, puede repetirse el mismo valor del Rg
con una variacion de 0, 03,

Las variables mis importantes son disolvente y el absorbente, Sin
ambas explicaciones del valor Rg no tiene ningin significado, Los factores

que influyen en la eleccidn del disolvente y el absorbente ya han sido discu-
tidos.’

En el comercio pueden obtenerse absorbentes comunes de composicion

.y tamafio de particulas convenienties,

Otros factores que pueden influir en la variacion del vaor Rf, son los
siguientes:

a), - Temperatura,

En el marcado, contrastan con los efectos de la temperatura en la cro-
matografia en papel, en la cromatografia en la placa delgada, pequefias va~-
riaciones en la temperatura durante el desarrollo del cromatograma , las
que no tiene importancia. Algunos autores han sugerido, que los valores R
dependen de gran parte de la temperatura, sin embargo, la mayor parte de
los investigadores han encontrado resultados contrarios Se ha demostrado
que no hay-variacifn del valor Ry trabajando a una temperatura de 4 y 28°,
50~70% La temperatura es un factor importante de la resolucidén de hidro=

carburos no saturados; en este casb se han obtenido mejores resultados a 4°
que a 28°¢L ’



Las diferencias de opinidén acerca de los factoret de 1a temperaturs,
pueden tener origen en ¢l disolvente empleado para el desarrollo, Los face
tores que afirman la importancia de la temperatura usaron fracciones de la
destilacion del petrdolec que hierven en intervalos amplios de temperatura,

Con los cambios de temperatura la composicién del liquido sufre
cambios, debido a la vaporizacién. En este acto, es més notorio, si el tan~
que de desarrollo no estid herméticamente cerrado.

b). » Espesor de la pelicula

La observacitn de que 1a distancia recorrida por el disolvente (fren-
te) en un tiempo dado, depende del espesor de la pelicula (como se muestra

en la grafica siguiente), sugirid a Stahl y colaboradores que los valores R
podian también depender del espesor de la pelicula.

Influencia del espesor de la pelicula, en un sistema de disol~
ventes compuesto por hexano/acetato de etilo (9:1).

R
(13

100 200 300 - AL

Seher conformé que el valor R depende del espesor de la pelicu~
la y que cuando-este sea mayor de 200 el efecto disminuye lo suficiente

para no tomarlo en cuenta. Sin embargo, el espesor mdis cominmente usat’
do y mis recomendable es el de 250.

Para detertnmar exactamente el espesor final de la capa absorbente
B necesario. que la pelicula esté completamente seca, pudiendo utilizar
Una aguja sencible adaptada a un ‘microscopio para hacer la medida,

¢). - Distancia recorrida per €l compuesto.

Usahdo chémazuleho; "€l alcohdl };_el écido correspondiente, como
una muestra de prueba, hexano/acetato de etilo (9:I) como disolvente, y
una pelicula de espesor mediano (120), Stahl (23) y colaboradores, demos-:

traron que los valores R de los compuestos dependen ligeramente de 1a
du;tancxa que ban recorrido,
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Aunque en condiciones normales, las variaciones no son grandes, debe
especlﬁcarse la distancia recormda por el disolvente.

d) - Atmosfera del tanque de desarrollo

Es 16gico’ que cuando la atmosfera del tanque no estd saturada, el disolven~

te asciende sobre la capa del absorbente y se evapora, por.lo tanto, se nece-
sitard mayor cantidad de disolvente para que el frente llegue al punto detar: S|
-nado. Lo anterior 51gn1f1ca que los valores Rp son influenciados por el gra=
do de saturacién de la atmosfera y el efecto aumentara al d1smmuu~ aqueél, Al-
gunas veces, el frente del disolvente es céncavo avanzando mas lentamente

en el centro que en las orillas. Al principio se pensé que esto era consecuen~
- cia de las variaciones en el contenido de agua de la capa absorbente o de un
defecto de los cantos, pero ahora se sabe que es causado por el disolvente,

El efecto ha sido observado solamente con mezcla de disolvente y se
debe a que la atmdsfera del tanque no esta saturada con respecto a cada
componente de la mezcla disolvente,

Cualquiera que sea la composicidn del disolvente, no pueden obtenerse
valores de Ry reproducibles, =i no esté saturada con re‘specto del tanque,

Un tanque de cierre, herimético requiere aproximadamente una hora
para su saturacidn, pero si se cubren los lados del tanque con papel filtro
mojado en el disolvente, la atmoésfera queda saturadaaproxinme damente en
" 15 min. En la literatura alemana, este tipo de tanque se conoce como tan-
que supersaturado,

Desde luego es esencial que el tanque esté adecuadamente cerrado,

Si se corren simultaneamente varias cromatoplacas en el mismo tan=~
que, Brenner y Niederwieser recomiendan que se coloque una hoja de pa- .
pel filtro impregnado de disolvente en el reverso de cada placa.

Se ha observado que una vez alcanzada la saturacidén, se puede alterar el
equilibrio cuando se abre €l tanque para meter la cromatoplaca, esto pue-
de evitarse colocando la cromatoplaca cargada sobre un apoyo elevado en

el fondo del tanque (por ejemplo, dos varillas de vidrio paralelas), Se
agrega una pequeila cantidad de disolvente, no suficiente para alca zar el
fondo de Ia placa y el sistema alcanza rapidamente el equilibrio, El volimen
de disolvente necesario para desarrollar el cro matograma se introduce a
través de un pequefic orificio o por una esquina del tanque.

Se ha visto que en el desarrolio de un cromatograma, la zona cerca-
na al frente no contiene tanto disolvente como el drea que estd cerca del
origen, El efecto se observa en cualquier tiempo alin cuando la atmosfera
del tanque de desarrollo esfe aparentemente saturada y su existencia tenga
una relacién importante sobre el método de determinacidn de valores Ry .




T Es muy importante un cierre hermético del tanque de desarrollo.

Normalmente el punto hasta el cual se dejard avanzar el disolvente

" se marca con un corte transversal en la pelicula antes de desarrollar el

cromatograma, El disolvente no debe pasar de este punto que generalmen—-

" te se encuentra a 10 cm., del origen,

Para medir los valores Rg ., el cromatograma se observa cuidadn-
samente y se retira del tanque de desarrollo en el momento en que el di-
solvente llega al frente. Cuando se deja el cromatograma en el tanque,
continua el desarrollo hasta que el absorbente estd completamente satura-

" do,  en consecuencia, este factor es una importante fuente de error en la

medida de los Rg:, siendo apreciablemente superior cuando hay un sobre-
desarrollo,

e). - Agente aglutinante,

Stahls y colaboradores encontraron que el aglutinante no es un factor
importante en las variaciones Ry cuando el absorbente es la gel de silice,

Sin embargo, con la alimina, la presencia de almidén tiene un considerable
efecto en las propieades del absorbente,

f). ~ Contenido de agua del absorbente,

Se ha encontrado que en el caso de peliculas de aliimina‘de tamafio
de partfculas comin, el contenido de agua afecta la actividad del absorbente
y por lo tanto los valores R¥ (6).

En las peliculas hechas con gel de silice, las variaciones pequefias
en el contenido de agua no tienen importancia.{a3)

Para la preparacién de capas de gel de silice de actividad de absor-

" bente constante, Seher recomienda lavar la pelicula activada con clorofor-
-mo y secarla durante 20 min al vacio,

g). - Peso
*
Si se excede el peso Sptimo por gota (< 104 g) esta se extiende y
los valores Rg , aumentan progresivamente. Los trabajos realizados con
derivados de acidos grasos han sido llevados a cabo con pesos de 50-2004 g
por gota y los investigadores no han obtenido valores R constantes.

Es 16gico que al expresar los valores Rg de un compuesto, es nece-
sario especificar las condiciones siguientes: g) absorbente, 2), disolvente
3), espesor de la pelicula, 4) peso, 5) precauciones tomadas para segurar-
se que la atmosfera en el tanque esté saturada, 6) distancia recorrida por
el disolvente y 1a definicién de frente del disolvente.

e - ci - . e e e s -
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Stahl (23) piensa que aun esta informacidn puede no eer guficiente y presaen-
tarse variaciones en la actividad del absorbente y sugiere que en cada crovis,,
tograma se corra una muestra de una mezcla tipo, solo silos valeres R

de los componentes de dicha mezcla se encuentran entre cierta distancia,
puede considerarse satisfactorio el cromatograma. Estos limites no pueden
por supuesto, ser especificados en términos,generales por que dependeran
del disolvente usado en el desarrollo.

Estas precauciones se requieren solamente para medidas muy exac~
tas, :

Aunque generalmente se supone que los valores Ry obtenidos en la
cromatografia en Ia placa delgada no son reproducibles como los valores
obtenidos en la cromatografia en papel, Brenner y colaboradores muestran
que pueden obtenerse buenos resultados

Cromatografia en placa delgada.

Desarrollo ascendente 0.016
Desarrollo horizontal 0.014

Cromatografia en papel

Desarrollo descendente 0.018 n
Desarrollo radial - 0.014 VECERIAA A

Métodos para localizar compuestos incoloros

Después de que se ha desarrollado el cromatograma hasta el limite
previsto, se retira la placa del recipiente ¥ se deja evaporar a temperatu-
ra ambiente, el disolvente retenido en la pelicula bastando generalmente,
para ello un periodo aproximado de tres minutos y siendo la falta de olor
un indicio satisfactorio de su ausencia, Si los compuestos que se han c¢ro-
matografiado son coloridos, se pueden observar sus posiciones inmediata-~
mente; s] no loson se necesita determinarias por algiin proceso convenien
te de cromagénesis. Algunas veces en particular cuando la placa estd sobre
cargada, los compuestos incoloros se pueden presentar como manchas
blancas, En el primer caso, los procesos Gtiles para revelar compuestos
incoloros, se pueden dividir en tres secciones: en primer lugar, hay subs~
tancias susceptibles de localizacion cuando se examinan las placas bajo
luz ultravioleta filtrada; por este método la observacidn dé los compuestos
fluorescentes es inmediata, mientras que aquellos que absorben energia
ultravioleta se pueden encontrar si se han agregado previamente a la placa
agentes fluorescentes. En segundo término, se puede rociar la placa con un
reactivo que forme derivados coloridos de las substancias presentes, y por

ultimo, los compuestos se pueden localizar por sublimacidn sobre una su-
perficie fria de vidrio.
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a)..- Substancias luminiscentes en el absorbente,

Sease (24) encontrd que la inclusidn de sulfuro de zinc y silicato de
zinc en el absorbente, revela las posiciones de compuestos que absorben
entre 239 y 390 m, ya que estos extinguen la fluorescencia debida a dichos
agentes inorgénicos, luminscentes, la columna se irradia con luz ultravio-
leta. La fuente de rayos ultravioleta em espectro continuo, es ideal, nece-
sitindose en la préctica, dos lamparas ultravioleta de ficil adquisicidn =~
el comercio. Una de ellas emite su mixima energia en la regién de onda
corta (255 ma{), mientras que la otra lo hacen en la zona de onda larg:
(365m 4), Kirchner y colaboradores adaptaron la técrica para cramategia~
ffa en placa delgada al mcorporar 0.15 g de silicato de zinc y 0.15 g de sul-

.furo doble de zinc y cadmio a 20 g de absorbente, Esta técnica se conoce

también como "método de la placa fluorescente y el mecanismo por el cual
se localiza en €l las sustancias, puede explicarse de la siguiente manera:
cualquier compuesto que se encuentre encitma del agente luminiscente mez-
clado al absorbente, disminuird la intensidad de la radiacion ultravioleta
incidente sobre la placa en consecuencia, la intensidad de la fluorescencia
disminuird por lo que las zonas de material se presentarin como manchas
obscuras sobre un-fondo luminoso. Si el compuesto es escencialmente trans-
parente a la radiacidn ultravioleta, la extincidn es baja y la diferencia en
intensidad entre la zona y el fondo puede ser absorbente y tiene un méximo
de absorcidn en la regién ultravioleta, al irradiarlo con energia en esta lon-
gitud de onda, . se observari un obscurecimiento maximo de la zona. La ab-
sorcidn maxima de los compuestos organicos varia entre los 1{mites de todo
el espectro ultravioleta, por lo que se puede obtener informacidn adicional
acerca de la naturaleza del compuesto y de ser posible determinar la longi-
tud de onda de la extincidén mdxima,

Un proceso semejante, debido a Stahl consistib en incorporar un
agente fluorescente orgdnico a la pelicula de absorbente 1o cual llevd a ca~-
bo, haciendo la mezcla con una solucidn acuosa, al 0. 04% de fluorescencia
sodica, en vez de utilizar agua pura en su composiciéon. Las placas resul-
tantes de color amarillo palido adquieren una intensa fluorescencia amari-

. 1la verdosa a la luz ultravioleta con ireas obscuras en los lugares donde se

encuentran los compuestos. La adicién de fluoresceina en la gel de s{lice
da resultados inferiores 2 aquellos obtenidos tanto por el rociado poste-
rior de fluoresceina sobre el cromatograma desarrollado (véase el inciso
siguiente, como por el uso de agenies fluorescentes inorganicos. En el co-
mercio, se pueden adquirir absorbentes que contienen indicadores fluores~
centes (Fluka).

b). ~ Aspersién de reactivos,

Las posiciones ocupadas por compuestos incoloros se determinan
con suma facilidad mediante la aspersion de un reactivo adecuado sobre la
superficie de la placa, En caso de conocer la constitucidn quimic¢a de las
substancias cromatografiadas, se pueden revelar las placas con un reactivo
especifico; por ejemplo, para las cetonas, con una solucidn alcohélica del clot-
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hidrato de la 2,4 dimitrofenil hidracina. Si por el contrario, se desconcce
‘la naturaleza de los compuestos debe usarse un reaztive no especifico, En
ningtn caso debe reaccionar el reactivo usado con la pelfcula de absorbente
de manera que enmascare las reacciones de las substancias buscadas, Con
peliculas totalmente inorgdnicas, tales como "'Silicagel G", casi cualquier
reactivo puede resultar apropiado, pero si se ha usado almiddn como aglu~
tinante, se limita el campo de accidn., Cualquiera de los reactivos para
cromatografia en papel se puede adaptar a la cromatogralia sobre placa
delgada. En la discusidn que sigue sobre los reactivos, se supondrd que la
pelicula estd hecha totalmente con materiales inorgénicos,

Aunque el proposito de tratar el cromatograma con.un reactivo cro-
mégeno es el de localizar los compuestos que se encuentran sobre de él,
no es esta toda 12 informacion susceptible de recibirse. Muchos compues=-
tos forman derivados coloridos transitorios de un tono distinto al que re~
sulta finalmente, En adicion a estas tonalidades transitorias, las cunales se
pueden observar mejor inmediatamente después de que la placa ha sido ro~
ciada y cuidadosemente calentiada, se tiene como nueva caracteristica atil,
la velocidad a 1a que el color aparece,

El atomizador debe ser capiz de producir una aspersidn muy fina,

‘ya que un rocio grueso puede ser la causa del corrimiento en franjas del

cromatograma debido a un efecto de elucidn con la solucidén rociada, &€ in-
clugso puede desprender el absorbente del vidrio, Se debe rociar suficiente
solucidn sobre la pelicula, de modo que esta gueda perfectamente humede~
cida pero poniendo cuidado en no mojarla demasiado, Algunos de los reac~

tivos mds estables de pueden conseguir actualmente envasados en forma
aerosol,

Reactivos generales,

Como reactivos generales se tienen; flucresceina~-bromo (se rocfa
1a placa con solucion acuosa al 0. 05% de fluorescefna y aiin humeda se expo=
ne al contacto de vapores de bromo, la fluorescencia se transforma, enton-
ces en eosina, no fluorescente, excepto en los lugares donde se encuentran
los compuestos, esto se debe a que suele ser hidréfobicos, haciendo la reac~
cién menos eficiente por falta del medio adecuad y ayudando el que sean
insaturados, pues tendrdn mayor avidez por el bromo que la fluoresceina,
por este procedimiento quedan manchas verdes sobre fondo rojo obscuro,
a la luz ultravioleta, icido sulfiirico, tricloruro de antimonio (Solucidn sa~
turada cloroformo libre de alcohdl y agua; se aspereja en frio o en calien-
te, se cd ienta y se deja enfriar obteniéndose distintas coloraciones y flo-
rescencias; la colestanona se hace visible al exponer la placa a vapores de
cloro por algunos segundos, después del tratamiento anterior), Stahl reco-
mienda una mezcla de sulfato cérico disuelto en agua y dcido sulfirico Q, P.,
clouro-moldato de sodio, yodo, agua (los compuestos polares aparecen
como manchas transliicidas en fondo opaco al aspejar con una peguefia can-
lidad de agua: si se humedece més la placa, toda aguella queda translicida,
escepto los compuestos poco mlares, que quedan oomo manchas opacas).



‘Reactivos especiales

Se han descrito varios reactivos que dan buenos resultados con un
solo grupo de compuestos en términos generales, sin embargo, son pocos
los reactivos que forman derivados coloridos exclusivamente con los
miembros de una serie homdloga. As{ que serfa més acertado referirse
a estos reactivos como "'reactivos de aplicacién limitada". Casi cualquier
reactivo usado en la cromatografia en papel puede ser usado en la croms -
tografia’en placa delgada y asi se tienen reactivos para dcidos alcaloides,
animas, animodcidos, cetonas y aldehidos, perdxidos, azilcares, etc.

Acido sulfirico,

Cuando se aspereja la placa con acido sulfirico concentrado, se ca-
lienta a unos 200%durante 10 minutos, se colabonizan casi todos los
compuestos organicos, haciéndose visibles como manchas de color negro,
café o gris sobre fondo blanco, Con este método, se pueden relevar hasta
los hidrocarburos saturados de cadena larga y los dcidos grasos. Kirchner
y colaboradores y Demole, sugieren para mejorar los resultados, la adi-
cién de 20-50% de acido nitrico concentrado. Algunos compuestos, entre
ellos los esteroides, reaccionan con acidos sulfiricos concentrados frios,
para formar derivados coloridos de tonos brillantes que pronto se obscu~
recen hasta llegar a un color café terroso, usando dcido sulfiirico al 50%
en lugar de dcido sulfirico concentrado; se puede prolongar el periodo du-
rante el cual es posible observar estos colores transitorios.

Ninhidrina.

Cuando se calienta la ninhidrina, su presencia de un alfa~aminodci-
do de péptidos o de proteinas, que contiene por lo menos un grupo amige-
no y un grupo carboxilico libre, se forma un compuesto de color azul. Es-
ta reaccidn colorida se usa en el analisis cromatografico para identificar
a estos compuestos

La prolina y la hibroxiprolina que contienen en su molécula al grupo

' mugeno (-NH-) en vez del grupo amigeno, forman con la ninhidrina algu-~
nos productos de condensacidn que tienen un color rojo que rapidamente

se torna amarillo, El color rojo puede ser empleado para la determinacion
colorimétrica especifica de estos dos aminodcidos. Tal cosa se logra de-
teniendo la reaccidn con la nihidrina después de que se han formado los
compuestos de color rojo, por medio de su exiraccidén con el benceno, ya
que los otros compuestos de ninhidrina aminodcidos son insolubles en este
solvente.

Se cree que la reaccidn con la ninhidrina es mds especifica que la
reaccién con el acido nitroso y se usa en la actualidad para medir el ni-
trégeno del grupo amigeno alfa en la sangre, en la orina y en otros ligui-
dos (Hamllton 1943). Cuando se calientan aminodeidos con ninhidrina, se
libera bidxido de carbonoe de cualquier grupo carboxilo adyacente a un gru-
po amigeno libre. El bioxido de carhono liberado se mide cuantitativamen-
te en el aparato mandmetro de Vau Slyke y Neill,




d).*- Sublimacién,

Cuando se calienta un cromatograma que ha sido asperjadoe con al-
gln reactivo cromoégeno, al punce. compuestos subliman tan facilmente
 gque no permanecen en la pelicula ‘el tiempo suficieute para formar deriva-
dos coloridos, o silo hacen la reaccién es muy debil, Baehler, ha usado
la volatilidad relativa de tales compuestos como ayuda para determinar su
localizacién, El cromatograma desarrollado se cubre con una segunda pla
ca de vidrio que se .mantiene a una distancia de aprcximadamente 1 mm,
de la primera por medio de listones o bandas de separacién. Cuando se
calienta la placa.inferior, un bloque metdlico y se enfriala superior, me=-
diante un bloque de aluminio enfriado por agua que se coloca encima de
ella, los compuestos subliman en la superficie fria y se pueden observar
facilmente en cantidades hasta de 0.5 g. Es necesario controlar la tempe-~
ratura de la pelicula, pues la sublimacionmno se lleva a cabo de ser esta
demasiado baja, y si es demasiado aita, las manchas sublimadas en la su-~
perficie fria sedifunden. De este modo la temperatura dptima no puede lle-

varse a cabo cuantitativamente, Como ayuda para controlar la temperatura,

el bloque de calentamiento tiene un orificio en el que se inserta un terméme-
tro.

d). - Sensibilidad.

La cantidad minima de un compuesto que se puede localizar sobre -
una placa delgada, depende de la naturaleza del compuesto y del reactivo.
Utilizando una combinacidn aparejada, la sensibilidad es por lo menos de
1!/ g, y generalmente mejor. Por ejemplo, la cantidad minima de coleste-
rol que puede ser inequivocamente localizado con acido sulfirico, es de
0.08 g. Con combinaciones menos adecuadas la cantidad minima de mate-
rial que puede localizarse aumenta (1= 10-* 204 g.y con reactivos total-
mente inapropiados puede ser imposible la localizacidén de un compuesto en
una placa, sin importar cian grande sea la cantidad. Para compuestos en
una placa, sin importar cuan grande sea la cantidad. Para compuestos colg
ridos tales como el indofenol y el Rojo sudan @, los limites de sensibili-
dad se encuentran también en una variacién de 0.1 - 1. 04 g. El método de
la placa fluorescente es bastante menos flexible., En la técnica de sublima-
cidén se obtiene la sensibilidad maxima examinando la placa sobre fondo ne-
gro con iluminacion lateral; la sensibilidad es de poco menos que 1 N e
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C) DESCRIPCION DE LOS ZACATES (1-12)

- (GRAMA DE L.A COSTA

NOMBRES COMUNES - Grama de 1a costa, Coastal Bermuda.

NOMBRE CIENTIFICO -~ Cynodon doctylen pers (Hibrido de U.S.A.)

ORIGEN ~ Es un hibrido que se produjo en Georgia Coastal Plain Ex~
periment Station, Tifton, Georgia. Se obtuvo como resultado de varias
cruzas entre selecciones altas de South African Bermuda y Tift Bermuda,

CARACTERISTICAS DE LA PLANTA - Este zacate es una variacidén

de 1a Grama comin, por lo cual las plantas son semejantes en cuanto a
su forma, diferenciandose la'Grama de la costa por tener mds grandes
sus tallos, estoiones, rizomas y entrenudos. Las hojas tienen un co-
lor comiin. Con frecuencia su crecimiento es tan alto que se puede apro-
vechar para hacer heno o ensilado.

CUALIDADES DE ESTE ZACATE - La grama de la costa es superior en
muchos aspectos que la Grama comiln, su crecimiento y produccion fo-
rrajera son mayores, resisten mas las temperaturas bajas, su tempo-
rada de produccidén es mas larga, es mas resistente a la sequia y produ-
ce forrajes verdes cuando la grama comin ya se ha secado.

La grama de la costa se adapta bien a suelos arcillosos, asi como
a los de tipo arenoso, alcalinos y dcidos. Las inundaciones temporales
no lo afectan.

ADAPTACION EN MEXICO - Por su mayor resistencia a la sequia y a
las inundaciones temporales, asi como a los suelos de muy variada tex-
tura, es ficil su adaptacién a cualquier regién ganadera del pais, con
altitud inferior a 1800 metros y con suficiente precipitacion pluvial o
agua de riego, peroc su habilidad productiva es mayor en climas cilidos
y hiimedos de las costas del pais.

.APROVECﬁAMIENTO - Este zacate se adapta bien al pastoreo por su
‘resistencia al pisoteo del ganado, sin embargo, puede producir heno o
ensilaje de buena calidad.

'VALOR NUTRITIVO - Tiene una composicién bien equilibrada, pues
contiene de 2.3 a 3.5% de protefna y una buena proporcion de minera-
les. Es muy apetecido por el ganado. -



ZACATE GUINEA

NOMBRES COMUNES ~ Zacate Guinea, Zacate Privilegio
NOMBRE CIENTIFICO - Panicum maximum
ORIGEN - De Africa

CARACTERISTICAS DE LA PLANTA -~ Es una graminea perenne, de
gruesos macollos, sus tallos alcanzan de 1.50 a 2 m de altura, Es
una planta de clima tropical y subtropical, por lo que la encontramos
en Tamaulipas, Veracruz, Campeche, Tabasco, Yucatan, Oaxaca,
Guerrero, Morelos, Jalisco, Nayarit, Colima, etc. Crece bien en
suelos secos que no sean demasiado pobres de cualquier textura, in-
cluso en suelos arenosos pero no en exceso,

ADAPTACION EN MEXICO - Se ha cultivado desde hace mucho tiempo, ;
en toda la region tropical del Golfo de Mexico, donde ha permitido el !
establecimiento de présperas ganaderias, alin cuando ahora se cono-
cen algunos otros zacates con mayor rendimiento con respecto a éste,
el zacate guinea crece en una forma més abundante con respecto a
otros que se cultivan dentro de 1a misma zona,

APROVECHAMIENTO - Se puede aprovechar tanto como para el cor=- ’
te como para el pastoreo. Siendo bastante apetecible por el ganado.

VALOR NUTRITIVO - Varia su valor nutritivo en el transcurso del
afio; principalmente varia el porcentaje de proteina de 2, 60 a 3%; '
todo esto depende de la edad de la planta, teniendo en cuenta que la |
fibra bruta aumenta después de la floracidn,
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ZACATE MERKEROK

NOMBRES COMUNES - Zacate elefante, Zacate gigante, Napier grass,

NOMBRE CIENTIFICO - Pennisetum merkeri

ORIGEN - El zacate Merkerén es un hibrido del zacate elefante y de
otras especies del mismo género. Es originario de la zona tropical
hiimeda de Africa del Sur y Africa Central,

CARACTERISTICAS DE LA PLANTA - Este zacate tiene un aspecto un
poco semejante al de la cafia de aziicar., Es un zacate de tipo de creci-
miento alto, perenne, de macollo y alcanza una altura de 3 a 4 metros,
tiene tallos gruesos, jugosos y hojas grandes de 4 a 5 cm de ancho. La
recuperacién después de cada corte es muy rapida y es posible efectuar
cortes de cada dos meses cuando el zacate se encuentra completamente
desarrollado, La semilla no es fértil y es necesario para efectuar la
siembra hacerlo por medio de material vegetativo,

ADAPTACION EN MEXICO ~ Este zacate se semhd en La Esperanza,
Ver., aunque se adapta a todas las zonas en donde se cultiva el zacate
elefante, es decir en la zona tropical hiimeda, sobre terrenos hiimedos
y permeables. Bajo riego puede cultivarse en toda la zona célida de
México y.ademds en toda la zona cédlida semi~inundada se puede culti-
var de temperal, pero no hay produccidén en la temporada de sequia,

APROVECHAMIENTO ~ Se puede aprovechar tanto para el corte comeo
para el pastoreo convenientemente picado, dando un ensilaje muy ape-
tecido por el ganado y de alto valor nutritivo,

VALOR NUTRITIVO - Aunque varfa mucho el valor nutritivo de este
zacate, en el transcurso del afio, se considera que es excelente cuando
se aprovecha en la buena epoca. El contenido de proteinas crudas puede
variar, para el forraje verde de 1.5 a 3% segin la fertilidad de lo sue-
los, su valor nuiritivo es mayor al del maiz forrajero, Este zacate es

apetecido por toda clase de ganado. Para el bovino, se obtiene una bue~
na produccién de carne y leche,

e o e b o,
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ZACATE PANGOLA
NOMBRES COMUNES -~ Zacate Pangola o Pangola grass
NOMBRE CIENTIFICO ~ Digitaria decumbens stent.

ORIGEN -~ Es un zacate originario de la zona tropical perenne de
crecimiento bajo y rapido que invade ¢l suelo con sus estolones; la ve~
getacidn foliacea es muy densa sobre los tallos y los estolones que cre
cen hasta 50 cm de altura, cuando florece; las semillas generalmente
no son fértiles.

ADAPTACION EN MEXICO -~ A pesar de la falta de observaciones di~
rectas, es probable que este zacate para pastoreo se adapte a la zona
tropical de la costa del Golfo de México en su parte hiimeda, Debe
sembrarse sobre suelos negros y hilmedos, pero sin exceso de' agua.
En la zona calida semihimeda, es necesario el riego para tener una
produccidn regular. No es resistene al frio, pero soporta temporadas
cortas de sequia,

APROVECHAMIENTO - Este zacate se adapta bien al pastoreo por ser
muy resistente al pisoteo del ganado, sin embargo, puede proporcio-
nar un heno de buena calidad, Para su mejor aprovechamiento, se ne~
cesita dividir el potrero en dos o cuatro lotes cercados para practicar
un pastoreo rotativo, en esta forma se pueden introducir animales en
gran nimero durante temporadas cortas. La produccién de una hécta=
rea puede alimentar uno y medio a dos animales durante todo el afio,

VALOR NUTRITIVO - Con un contenido de protefnas de 2 a 3% y una
buena proporcién de minerales, este zacate tiene una composicion bien
equilibrada,
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ZACATE PARA
NOMBRES COMUNES ~ Zacate Pari, Zacate Egipto,
NOMBRE CIENTIFICO -~ Panicum barbinode,

ORIGEN ~ Graminea originaria de Africa, se ha sembrado en Bragil
con resultados bastante buenos,

CARACTERISTICAS DE LA PLANTA =~ Se cultiva en clima tropical

y subtropical. Sus tallos rastreros alcanzan de seis a nueve metros
de longitud y una altura casi de dos metros. Es resistente a las inun~
daciones, pero no mucho a'la sequia.

ADAPTACION EN MEXICO - Se le conoce en algunas regiones como
zacate Egipto, Se cultiva en Tabasco, Chiapas, Oaxaca, Veracruz,
principalmente en terrenos bajos y en terrenos o en lugares que se
han llegado a inundar por varios meses.

APROVECHAMIENTOQ ~ Esta planta resiste bien el pastoreo junto

con el zacate guinea; es la base de sustentacidn de la ganaderia tropi-
cal de Mexico, en un mismo potrero se les encuentra junto a ambos
zacates,

Se puede utilizar como forraje lleno de los animales lecheros y de en-
gorda,

VALOR NUTRITIVO - Es una planta que rinde bastante y que para ga-
nado estabulado se pueden hacer de tres a cuatro cortes al afio. Su
composicion quitmica varfa con las épocas del afio, sin embargo, tiene
un composicién proteinica que en término medio se puede decir que es:
2 a 2,5% de proteina.
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B). - Propiedxdes de los Aminoacides

Las proteinas son de extraordinaria importancia en la alimenta -
cidn animal, por ser esenciales para la vida, ademéis de carbono, hi-
drégeno y oxigeno, las proteinas y los demés compuestos nitrogenados
de las plantas y animales contienen nitrogeno, La mayor parte de las
proteinas contienen también azufre, y algunas de ellas fésforo y hierro,

Las proteinas son compuestos extraordinariamente complejos y
cada molécula contiene varios miles de dtomos, En las plantas vy en
los animales existe una gran diversidad de proteinas, que difieren unas
de otras por su composicion. Cada molécula de proteina estd integrada
por un nilmero considerable de moleculas de aminodcidos enlazadas
unas con otras., Los aminoicidos, compuestos nitrogenados son los
materiales de construccién con que se edifican las proteinas. Los més
sencillos son de estructura andloga a los &cidos grasos, con la diferen-
cia de que contienen el grupo nitrogenado NHg llamado amino, Otros
aminoicidos son de estructura mucho més compleja.

Se han identificado por lo menos 23 aminodcidos en las proteinas,
Del mismo modo que las letras del alfabeto, pueden combinarse para
formar innumerables palabras, la posibilidad de combinacidn de los
aminodcidos para integrar proteinas diferentes, es casi ilimitada,

Tanto en las plantas como en los animales, no sélo el protoplas~
ma de las células vivas, sino también el nicleo que regula la actividad
de cada célula, estd constituido principalmente por proteinas. En las
plantas, la mayor parte de las proteinas suele estar concentrada en
los drganos reproductores y en las partes en crecimiento como las ho-
jas. En los animales estan constituidos por proteinas, no solo el proto-
plasma sino también las paredes celulares, por lo tanto, las protefnas
constituyen la mayor parte de los misculos, los érganos internos, los
cartilagos y el tejido conectivo, as{ como la piel, el pelo, la lana, las
-plumas, las pezufias y los cuernos. Las proteinas forman parte del
sistema nervioso & incluso del esqueleto al que dan tenacidad y elasti-
cidad.

Las plantas son capaces de edificar las complejas moléculas de
proteinas a partir de los nitratos tomados del suelo por las raices, pa~
ra formar las proteinas, el nitrdgeno se une con el carbono, el hidroge-
no y el oxigeno de los aziicares y otros hidratos de carbono sencillos y
generalmerte con pequeftas cantidades de azufre, algunas proteinas con-
tienen fosforo. Las plantas leguminosas utilizan directamente el nitro-
geno del suelo por las bacterias existentes en los nbdulos de las raices,
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En contraposicion a lo que ocurre en las plantas, los animales solo
pueden formar las proteinas de sus tejidos a partir de los aminoicidos

.que obtienen al digerir las proteinas de sus alimentos. Para que un alimen-

to proteico pueda ser absorbido y utilizado por el organismo animal, tiene
que descomponerse en aminodcidos por la digestidn.

" Un hecho importante para la alimentacidn del ganado, es que los ani~-
males-poseen una capacidad muy limitada para transformar cualquier
aminodcido del que puedan disponer en exceso en otros aminoacidos nece~-
sarios para su organismo. Pueden formar algunos de los aminodcidos més
sencillos a partir de otros que se hallen en exceso, aunque no son capaces
de formarlos a partir de otra fuente. Por lo tanto, son indispensables
para su vida y tienen que ser proporcionados en cantidades adecuadas con
le alimentos E :

Las proteinas de ciertos alimentos contienen, cantidades insuficien-
tes de algunos de los aminodcidos que los animales necesitan. Para una
nutricidn satisfactoria del hombre y de los cerdos, aves y otros anima-
les de estomago sencillo, dichos alimentos tienen que combinarse con
otros que proporcionen abundantemente estos aminoacidos.

Afortunadamente, las bacterias que digieren la celulosa y otros
hidratos de carbono complejos en la panza de los rumiantes, forman to=
dos los aminoicidos a partir de otros compuestos nitrogenados, Por lo
tanto, pueden completar las proteinas a partir de alimentos que no po-
drian ser bien utilizados por los animales de estomago sencillo, Los ru~
miantes digieren aquellas bacterias en lugares posteriores de su tubo di-
gestivo. De este modo obtienen los aminoicidos que necesitan, aunque
los alimentos que consuman contengan ciertos aminodcidos en cantidad
que seria insuficiente para los animales de estomago sencillo, Un proce~
so sencillo y similar se verifica en el intestino grueso y en el ciego del
caballo y en muy corto grado en el intestino grueso de otros animales,

~ Entre las propiedades de los aminodcidos se incluye a la ionizacidn
por la formacidén de "zwitterionen" o anfolitos (electrolitos anféteros),
‘Lios aminoicidos se disocian como dcidos y como bases, dependiendo es=-
to del pH de la solucidn. Si se coloca un aminoécido en solucion en un
campo eléctr@co, sus moléculas emigrardn a uno u otro polo de acuerdo
con el pH de la solucidén. A cierto pH el aminoacido no se comporta como
dcido, ni como base y no emigra ni al dnodo ni al citodo, a esto se le
denomina ''punto isoeléctrico". Las moléculas completas de proteinas
también tienen un punto isoeléctrico. Habitualmente se expresa el punto
isoeléctrico en términos del pH de la solucién en el cual ocurre este fend-
meno. Se piens= que cuando el aminodcido se encuentra en estado isoelée-
trico, se halla disociado tanto como 4cido y como base y no parece estar
cargado electricamente debido a que sus cargas positiva y negativa son
iguales, Cuando se afiade dcido, al aminoicido, se comporta como base y
cuando se anade dlcali, se comporta como acido.
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Contenido en aminoacides de las proteinas.

Para la determinacion del contenido en aminodcidos de una proteina
purificada, primero se requiere, por lo general, hidrolizarla hasta tener
aminoacidos libres, esto se hace afadiendo 4cido y calentdndola en un tu-
bo cerrado (la hidrélisis dcida destruye triptofano, razdn por la cual se
usa la hidrélisis alcalina cuando se trata de estimar este aminodcido). Se

- ha descrito un método enzimaético para la hidrdlisis completa de una pro-

tefna que emplea solo enzimas proteoliticas (Hill, 1962).

E1 contenido de aminodcido en el hidrolizado, puede ser me dido por
métodos quimicos o biolégicos. El andlisis de algunos aminodcidos puede
hacerse con pruebas quimicas especificas, por ejemplo la reaccion de
Millon para la tirosina, pero tales métodos requieren cantidades relativa
mente grandes de la muestra,

En la actualidad, se usan ampliamente los PROCEDIMIENTOS CRO~
MATOGRAFICOS para la separacién y determinacion de una variedad de
compuestos de interés bioquimico incluyendo a los dcidos grasos, a los
carbohidratos y a los aminoicidos. Estos procedimientos han sido espe~
cialmente valiosos para el anilisis del contenido en aminoicidos de las

.proteinas.
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i1 - MATERIAL Y METODOS DE TRABAJO.

" 1.~ Aparato para Crorhatograﬁ’a en capa delgada (fina) DESAGA

" a) Aplica‘dor ceee . Figura
b) Marco de trabajo .. "
c) Piacas portafdoras .os
d) Placas de arran§ue oot

e) Canastilla de seéaﬁdo Lo
. f) Cdmaras de eluciéﬁ oo
' é) Marco de aplicacifn . e

. h) Pipetas serolégicas ...

.2.~ Zacates.

a) Guinea, Panicim - Maximum

. b) Grama de la costa ~ Cynodom~-doctylon.

1

2

3

i

S,

%

4

c) Merkerdn - Pennisetum purpureum.

d) Pangola ~ Digitaria decumbens

e) Pari - Panicum purpuracens,

3. - Cristaleria de laboratorio.

4. - Gel de Silice para Cromatografia en capa delgada (fina)

5.~ Bomba de presidén y vacio,
6._- Estufa.

T.= .Centrffuga

8. ~ Bsylanza analitica

9.~ Potenciémetro de Bekcman

10, - Atomizador vilbis



Figura 2

Pigura 3

Figura 4.




Figura 6

7

Pigura
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'11. - Ampolletas de 10 ml. .

12, - Tubo condensador (serpentfﬁ)
13. = Parrilla eléctrica
14, - Su‘bstancias.
a) Acido clorhidrico
b) Hidrdxido de sodio,
c) Enzimas ~« Pepsina y Tripsina,
d) Agua destilada y carbdn animal,
15, - Disolventés.
a) N. Butanol, Acido acético. Agua
{ 80 : 20 : 29

b) Fenol. Agua
(7 ¢+ 25)

16. = Revelador.

a) Sol. de Ninhidrina .01 g en 50 Ml de alcohdl etflico
absoluto, con 10 ml de Acido acético glacial y colidina
isomera 3 Ml. '

b) Sol. de Nitrato cuprico .5 g Alcohdl Etilico absoluto,

Proporciones A -~ 50Ml
B~ 3 M

17. - Aminodcidos en estado puro E. Merck Barmastadt.
a) Acido aspartico, .
b) Acido Glutdmico
e) A-rginina
d.) Alanina
e) Fenilalanina -

) Cistina

g s B T P VN
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g) Glicina,
h) Histidina
i) Isoleucina
j) Leucina
k) Lisina

1) Metionina
m) Prolina
n) Serina

o) Treonina
p) Tirosina
q) Tripféfano

rj Valina
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METODOS

Se sxg'uxeron las técnicas para cromatografia en capa delgada (fina)
a partir del hidrolizado de las proteinas de los zacates muestras; lo cual
se realizd por tres metodos diferentes:

1, - Hidrdlisis dcida:

2. - Hidrodlisis alcalina:

a) Se pesaron 50 g. de 1la muestra,

b) Se depositaron en un matriz de bola de
1000 M1 de capacidad,

c) La mezcla por hidrolizar se sometid a
reflujo utilizando para esto una fuente
de calor {parrilla eléctrica) y un tubo en
serpentin.

d) Utilizando como hidrolizante 500 Ml de
icido clorhidrico al 10%.

e) El tiempo de hidrolizado varid en un pro-
medio de 9 a 12 horas, en el que se con=~
siderd suficiente para la hidrdlisis pro-
teica de las muestras de zacates.

f) El contenido del hidrolizado fué filtrado
para separar los residuos del zacate,

g) Se procedid a decolorar el filtrado valién-
donoe de carbén animal. Siendo necesario
nuevamente filtrar para séparar el carbdn,

h) Se concentrd el hidrolizado por evapora-
cién hasta una cantidad determinada en la
que la concentracién de aminodcidos fuera ,
la adecuada para lograr la deteccidn de los
mismos.

Para la elaboracicn de esta hidrolisis se pe-
saron 50 g de la muestira y depositaronse con
una solucién de hidréxido de sodio 5N una can-

" tidad de 500 M1, Siguiéndose todas las faces

de 1a hidrblisis anterior, con la tnica diferen-
cia de tiempo de hidrolizado que en este caso
fué de 12 horas.

3 - H1drohs1s enzimdtica: a) Amda - Se empled medio gramode la

muestra adicionada de 5 Ml de

la solucidn preparada en la gi=
guiente forma: con 750 mg de pep~
sina en 100 M1 de H CL. I
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- b) Acalina ~ Se usa medio gramo de la mues~
tra, problema adicionando 5 Ml
de 1a solucidn de tripsina al 1%
en 100 Ml de hidrdxido de sodio
5N.

En ambas hidrélisis enziméticas se tomaron
como en las dos anteriores 50 g de muestra
por 500 del hidrolizante,

DESARROLLO

1. -~ Preparacion de placas de gel de silice de un espesor de 250 y 500

‘micras; estas se realizaron valiéndonos del aplicador y de las placas porta=

doras. El medio absorbente se prepard pesando 5 g de gel diluidos en 10mL
de agua destilada.

-Se utilizaron placas portadoras de 20 x 20 cm, las cuales se coloca-
ron sobre el marco de aplicacion, generalmente el preparado se realizd
en 5 placas simultineamente ya que es el cupo del marco de aplicacién, por
lo tanto, se utilizaron 25 g del medio absorbente y 50 ml de agua destilada.

2. - Se probaron cromatogramas utilizando diversos solventes para
seleccionar el mas adecuadoutilizandose como muestras soluciones de ami-
nodcidos puros., Estos cromatogramas se corrieron en forma bidimensional,

3. - Preparacién de los cromatogramas. Para ésto se prepararon
previamente los tanques de elucidén saturdndolos previamente por un tiempo
de 12 horas. Una vez fraguadas las placas y secadas a la temperatura
ambiente, se deposité la muestra por correr valiéndonos de una micropipe=
ta en el dngulo inferior izquierdo de la placa de 3 cm de los bordes.

4, ~ Se desarrollaron cromatogramas de los distintos tipos de hidré-
lisis para evaluar su composicidn en aminocdcidos,

5.~ Preparaci6n del cromatograma patrén - Para establecer el fren~

te real de cada aminodcido se utilizaron soluciones individuales de amino-

4cidos puros, con una concentracién de 1000 gamas,

Una vez establecido el frente real individual de cada uno de los ami-
nodcidos puros se prepararon mezclas de estas soluciones para determi=-
nar el desplazamiento de cada uno de los componentes, Se realizaron se~
ries de 10 cromatogramas para observar las posibles variaciones de des~-
plazamiento,

6.~ Una vez establecido el patrdn y seleccionada la hidrolisis conve~
niente, as{ como los disolventes adecuados, se prosigid a realizar cromato-
gramas de las muestras y simultdneamente se corrieron cromatogramas con
aminodcidos conocidos, para lograr una determinacidén mds exacta de los
aminoacidos presentes en las muestras de zacates,
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7, - La distancia recorrida por el disolvente sobre €l inaterisi absar-
vente, fué de 15 cm tomando como punto de partida el lugar de aplicacion

de la muestra, ya que fué esta distancia la que did mejores resultados,

8. - El tiempo empleado en el desarrollo de los cromatogramas fueé
de 11 horas ya que para la primera corriente se¢ le dio un tiempo de 2 horas
y media, siendo necesario aclarar que en el caso de esta primera corrien-~
te, la separacion de los distintos aminoacidos no era completa, por lo cudl
fué necesario dar una segunda corriente valiéndonos del mismo disolvente
v en la misma direccidn, por lo cual se empled el doble de tiempo, méas
una hora de secado entreambas corrientes, dandoc por resultado 7 horas en
el primer proceso, el tiempo invertido en el recorrido en el segundo disol~
vente fué aproximadamente de 4 horas, para pasar inmediatamente al reve~
lado; acompletandose todo el proceso en un promedio de 11 horas.

9. - Revelado ~ Fué practicado con una solucidn de ninhidrina en la
forma siguiente, se pesaron 01 g de ninhidrina y se disolvieron en 50 ml
de alcohdl etilico absoluto, junto con 10 ml de Acido acético glacial y 3 ml
de colidina isémera, utilizindose para todos los patrones. En el caso de
los cromatogramas de las hidrdlisis muestras, se adiciond una mezcla de
nitrato ciprico en alcohol absoluto en la proporcién de .5 g en 50 ml y de
éstas se tomd 3 ml para mezclarla con la primera. La razon de utilizar la
solucién de nitrato ciiprico en las muestras fué para dar un mayor contras-
te en los colores de los aminoacidos encontrados en la hidrdlisis protéica
de los zacates,

10. - Se hizo el anilisis quimico inmediato de todas las muestras de
los zacates para evaluar el porcenta je proteico de cada uno y en esta for=
ma comparar su contenido cualitativo en aminoicidos.

11, - Como parte complementaria para su valoracidn bromatoldgica
se practicd el analisis quimico inmediato de cada una de las muestras, pa-
ra determinar su contenido en calcio y fosforo,



III - RESULTADOS.

-Los resultados obtenidos en el desarrollo del presente trabajo, se
resumen en los cuadros 1 y 2. En ellos estdn anotadas las relaciones en-
contradas en los dos diferentes disolventes utilizados en los cromatogra-
mas, Partiendo de aminodcidos puros, cuyo patrén se establecid, se pre-
pararon soluciones de 1000 gamas/m]l en una cantidad de aplicacidn de , 01
ml equivalente 2 10 gamas de cada aminodcido, utilizando en la primera
corriente (Rfj ) N-Butanol~dcido acético-agua (80:20:20) y en la segunda
corriente (Rf2) fenol-agua (75:25). Se enumeraron las relaciones de los
aminoacidos investigados por cromatografia de las hidrélisis muestras en

_relacidn a las existentes en el patrdn.

Al realizar la hidrdlisis de cada uno de los zacates se pudo compro=
bar que se obtenian mejores resultados en la hidrdlisis dcida de 9 horas y
unicamente se incluyeron cromatogramas asfi obtenidos. Como lo mencio~
nan trabajos de tesis realizados por el método de cromatografia en papel
(8~16-20-25), los resultados de hidrdlisis alcalina son imprecisos, por
este método en Gel de Silice, el desplazamiento de los diferentes aminodci
dos encontrados’ resultaron manchas mal definidas por lo que no se pudo
establecer su Rf, no pudiéndose corregir ni aldn haciendo series de placas
para buscar una mayor separacién. En la hidrélisis enzimética, por los
métodos tanto &cido como alcalino, no se vid presencia de aminoacidos al
revelado.

En el cuadro 3, se di el cromatograma patrdn con la localizacion
del aminodcido por su nombre, dando-los frentes reales en el margen de~
recho. Se adjunta por cada cromatograma la representacion de la placa,
en la que se dan los puntos de cada aminodcido y 1os cuales se numeran
para una mejor explicacion, la direccidn de la accidn de los diferentes di-
solventes se indica en cada uno de los cromatogramas, Se da el cromatogra-~
ma original del desplazamiento de cada uno de los aminoédcidos correspon~
dientes de la hidrdlisis de los zacates, los cuales se indican por el nombre
en el angulo superior derecho, cuadros 4 al 8.

En el cuadro 9, se resumen los datos obtenidos de los anilisis bro~
matolégicos realizados en los zacates.

Los resultados obtenidos en esta investigacidn, nos indican claramen--
te el contenido en aminodcidos de las muestras, el cual difiere un poco,
como se puede observar en los cuadros generales 1 y 2, Las variaciones
que se notan fueron minimas por €l sistema de interpretacidon de patrdn con
respecto a la muestra, Podemos ver también, claramente la presencia cons~
tante de determinados aminodcidos encontrados en las diferentes hidrdlisis
de los zacates, entre ellos tenemos: Ac.  glutimico (2), alanina (4), cistina
(6), prolina (13), asi como la ausencia de algunos como, la isoleucina (9),
leucina (10) y treonina (15). '

Las anotaciones son resultados promedio de cinco hidrdlisis de cada
uno de los zacates con sus cromatogramas correspondientes,




Revelador: Sol. Ninhidrina .0l g. en 50 M1. de alcohol Etllico absoluto
10M1. de &cido acético. 3Iml. de colidina Isémera.

Rfl .- Butanol. Ac.acétlco. agua. Temperatura amblental. Distancia recortida 15 Cms.

80 20 : 20 .
CUADRO No.' 1 Tlempo dg saturacién: 12 horas. Tiempo de desarrolo;.‘lln.horas .

Amino befdos Purog Patrén Girines (frama ihrkerin Pengels Parh

1 Ac JAapartico 28,6 24,3 29,/ 4

2 1Ko, OTutinice] 3.3 53.4 53,1 53.3 IR

R P 5 R A I

4 Alonina 5943 593 59.0 5%.A G590

5 - |Fenilalanina h8.6 A8 68,7 hst.7

6 ' [Cisbina 15,3 15.1 15.2 15.0 15,2 15,0

7 [Olicine 4143 41,0 40.8 Mo AN ]

8 Histidina 20,0 19.8 20,3 20,0 20,0

9 Tsoleuoina 58,0 57.8

10 Louctra b4db 54,2 frie5
N 49,3 )63 49,2 4942 AT

11 Lisina —

12 | 1ebionin 70,0 7042 o 70,1

13 | Prolim 33.3 33 23 3.5 33,7 2342

T |Sorina 37.5 A9A 225 20,2 3.5

15 Treonina 56.6 56,5

16 Tirosins TCuhH 76D el 7,0 T

7 | Triptéfano 72.G 72,1 L wa.r

i Falina 2 AL .}‘ 157 ~ Lt . _____:—__ i

Gurdro Y,




iifZ‘.-»Fe_noAl 75: 25 agua.

Revelador: Sal. Ninlildrina. Qlg. en 50ML., de alcohol-Etflico absoluto

10M!. de dcido acético. 3Ml. de colidina isbmera, .
Temperatura wmbiental. Distancla recorrida 15 Cms.

Tiempo de saturacién: 12 horas. Tiempo de desarrollo: 11 horas.

.

CUADRO No. 2
|Acemmina]os pures Palrén Guinea Grimae Ferkerén Panyola Pata
1 [Ac.ispirtico 20,0 20,2 20,2 20,0
2 Ac, Olutamico 02.0 . 2,10 2,30 2,10 02,0 02,1
2 Arginina 12,6 12.9 12,6 12,5
JA Alanina 22,0 22,1 22,0 22,4 22,0 21,0
5 Fentlalanina 48,0 47.8 47.6 47,7 4845
6  |oastina 03,3 03.3 03.3 03.3 03,3 03.3
7 Gliciua 0g,n 08,8 08,9 083.8 08.8
8 Histidina 16.6 14,6 16,3 16,6 1646
9 Tsoleucina 2840 28,0
10 Leucina 34.0 33.7 3.2
n Lisina 4503 4540 4541 "4543 44,8 ‘
13 Metionina 33.3 33.0 3.1
™13 |Prolins 29.3 29.2 29.4 29,0 2.4 29.6
14 Serina 08.8 09,0 08.1 ce.2 08,0
15 Treonina 2646 2644
16 Tirosina 1.3 31.1 31,1 30,8 31.4
17 ... | Triptofano 20,6 2042 20,1
18 Valina 22,6 22,4 22,2 2,6 21.8

Cuadro 2




N

Temperstura arhiental

Tiempo de saturscidn : 12 horas

Tiempo cde deszrrollo : 11 horss

Distancia recorrida : 15 Cms, :

Revele 12 th).~ 50 M, de sclucidn de nirkidrins o€l g. en 5011 de
slcohel ebilico sbscluto zor 10 d.de fcide acético
glacial ¥ 3 1, de cclidina isbmera, A) .= 5C 10,

B),~ ditrato cliprico o5 g en alccliol etflico 5002,  B3.~ 3 i1,

REY

P._f'? PA’f"E'C«l_i DE' E:IVTATT

Disolverte 2 ' Fenol 75 t agua 25 m Prn

Ac.aspértico 22,5

A Ac, glrtcaico 35242
P ' Arginina 2445
. Algnins 5945
Iriptofeno :
Ac.glut. ® Tiresine Ferdlslaning 53,5
4 L letioning R T
5 v=.1:;r;'= Fenil#leninsCistine 1303 0l
& ’ E
. R LePoinz Glicins 41,3 8.8
=] ALl Na - .
¥ Iscleucing :
s S e Aisticina 20,0 16.6

- o,
aYelRing

Q Iscleveina 5840 RELC
=3
3 Leucina 6406 34a0
2
g
g lisina 4943 4543
° * srririna
= £ ¢ Fetioning 70.0 33.3
- 32 eR5Da Fpct. .
g L Tieing  Prolim 333 9.3
- .
e Histidina : Serine 38.6 8.C
. T
E Cistir.-a‘ : "~ Trecting 5646 . 26,6

. .

Tirosina 7Cab 311

CRORICGRANE T
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‘Disolvente 1
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Revelador :

Temperatura orhicntal

Tlempc de saturacién ; 12 horzs .
Distanciz rscerrida ¢ 15 Cms,
Tiempo de desarrollo : 11 horas.

4),- 50 ¥, de scluciln d
alcohol etilico abs cl
glacizl v 3\1.:’e col.uu.na isbrere,

B),~ Hitreto elorice 95 g en sleohed eti...zco 5‘"

Ry
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> o
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17.~ 20,6 7243
18- 22,6 6.0

Disolvente 1
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- Temperaturz anmbients

Tiempo de saturacifn : 12 horas,

Tiempo de desarrolle : 11 horas.

Distancia recorrida : 15 Cms,

Revelador : 4).- 50 . de sclucidn de ninhidrins ,Clg en 50 ii,de
alzoasl etlilico absolube con 10 il.de 4eido acético
glacisl y 3 ¥l. de colidira isdmera. A) o= 501,

3).- Nitrato cfiprico .5 g en slccheol etilice, B),~ 2id,

REn )
Disclvente 3 Penol 75 : 2gua 25 ' Riy rip

Qo= 02,1 5344

3e= 12, 34.2
be= 22,1 33.3

3

Rutanol 80-: Ac.ecético 20 :agua 20
>
>~

13

Disolvente 1

Re 1

O ZCFENG: TD




Temperaiura ambiental

Tiermpo de szturacidn : 12 hovras

Tiempo de desarrcllo : lluores,

Distencia recerride ;15 Jus,

Revelzior : £)a~ 5C Ml.de solucidn de ninhidring <01 geeii 55 2,0
zi20l.ol oiliico ghsolubo con 1T I de Aoile eciico
clzciel y 3¥L.9e cclidira isfaoe, A) 82,

T o-Fitrabo clprice 5g,en aleohol etilico, 3, 513,
{ .
sz kA
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Disolverre 2 tenol ‘Ssagus 25 [
e R
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C 5
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Ter~eratura a:fsie tal

Tiempo de saturzoibn 212 hores,

DMetancia de recorridel’ Tis,

Tiempo de <ecarrollo 21l horas,

Fevelador 3 A).- 5C M,de solucién de nirhidring .7

slcohol etfline ahscluto con 1C Ail Je £

gl'ﬂ*&l ¥ 3Mls de colidin: Izémer
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Terr. de desarrolle
Reveladers: A)e= 51 .l Seem 3CHA
:* de dcido zcético
£} 36 2,

REy

etflico, P).- 321,
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Disclvente 2 -
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" Tempereturs arbientsl
Tiempe de saturacida : 12 toras,
i Tiempe de desarrolle s 11 heras,
Distancia recorrids : 15 Cms,
Revelzdor: &),- 5C ¥1, de sclucifn de ninhidrina .C1 g en 5C :,de
’ - zlcohol etflico abscluto conlCMl, de 3cide acético
~lzcisl 3 3 M, de aclidinc isémera, 4) sC:a,
B).¥ Fitrsto eforico .5 g en alcckol etflice 50 Xl. E) 3.4 .
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Tienpe de sebumacibn ¢ 12 hores,
Temperstura- ambientel
Tiempo de desarrclloe . : 1l heres,

Distanciz rzcorrida ¢ 15 Oms. -

Feveleder § J).- de s¢lucibn de rdunddring L0l 6 en 70 M,
. #2flico srsclute cor 1211, de fcido acttiso
o glaedsl g 3. de 20liding islrera,

E) o= Ditrato clprico o5 g. en zlcohol etflicc 56 i,

Rfy

a3}

E

”

o 3 TANICLS
CDisolvente 2 Fenol TI : sl 25 Rfy - oy
Lo, zepériico 26,4 20,C
Ae,glutbnico 53,1 2.,C
Alanina 58.9 2200
\
Fenilcleninz: 68,7 477
© | Oigbine 15.2 3630
a - flieina 41,C E.?';
@ P .
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Jemperatura ambiental
Tiemgo de seturaciln : 12 horas,
Tiempo de desarrollo : 11 horss.
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Analisis Bromatolégiso de-las muestras de sacates hidrolizados

Cuadro 9 Cifrss en promedio ¥
Oontenido | Ouinea Orama Nerkerdn Pangola Pard .
Materia : A _
seca ’ 51.45 ) 2.0 . 26.09 59.11 66.“
Bumedad, 48,55 B, X 791 08 | 3.3
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Fom 12.% 6.1 6043 1.5 STWLY
oruda '
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ﬁbn de £ 28,% 4,19 2.1 28,41 5.2
: trogeno
Cenisss 4.15 2.3 2,68 2.8 3,10
Salelo 0.15 0,19 0,27 0,10 0019
Fosfore o254 lu 35 «35 - 24




IV - DISCUSION
Discusion derivada del método y materiales empleados,

1.~ Todos los cromatogramas trabajados por este método de eroma=-
tografia en capa delgada (fina), valiéndonos del aparato que en este caso
fué utilizado, se trabajaron en forma bidimensional a partir del hidroliza~
do de zacates obtenidos en la zona Norte del Estado de Veracruz, en la re-
gién de la Huasteca.

2, - Los problemas encontrados en el desarrollo de este trabajo, es-
tin relacionados al tiempo y tipo de hidrdlisis realizada, en este caso, la
hidrdlisis acida fué la que dié mejores resultados con un tiempo de 9 hr,
en reflujo. Considerando que en tesis anteriores, éstas se realizaron en
autoclave a 120°C, resulta mas sencillo el método que se usd, porque se
pueden obtener mayores cantidades de hidrdlisado (3~8~16).

3.~ En todas las hidrolisis ensayadas en un principio, se encontrd
que los aminodcidos empezaban a aparecer en un tiempo de 6h de hidréli-
sis, pero se encontraban en pequefia cantidad. En 12 horas de hidrodlisis,
se encontrd que la cantidad de aminoacidos era menor por lo que hbo nece~
sidad de realizar todas las hidrolisis en 9 horas obteniéndose los resultados
anotados.

4, ~ En los pocos cromatogramas realizados a partir de hidroélisis
alcalina, la presencia de triptéfano siempre fué constante, lo mismo suce~
did en la hidrélisis 4cida de 6 hr y solo se observaron vestigios de este
aminodcido en la hidrdlisis dcida de 9 hr en el zacate Pard.

5. ~ Otra situacidn de analizar por el buen resultado obtenido a lo
largo del desarrollo de los cromatogramas realizados, fué el de dar una
doble corriente del primer disolvente en la misma direccién, pues se ob=
tenfan separaciones de cada uno de los componentes mas precisas. Esto se
intentd realizarlo también con el segundo disolvente, pero los resultados
no se modificaron en gran forma, por lo cual solamente valiéndonos de la
maniobra anterior se hicieron las anotaciones representativas de cada mues-
tra siempre en datos promediales,

6.~ El tiempo de saturacion de los tanques de elucién empleados pa-
ra los dos distintos disolventes fue de un promedio de 12 hr, pudiéndose re-
cortar este tiempo hasta 4 hr. Para nosd ros los mejores resultados se ob~

tuvieron saturando por las noches y realizar los cromatogramas en el trans-
curso del dia,

7.~ Se intentaron varias distancias de recorrido para encontrar los
mejores resultados, en todos los casos se dejaron recorrer 15 cm conside=~
rando el margen dado para el punto de aplicacidén. Lo ideal seria haber co=
rrido una distancia mayor en otro tipo de placa portadora de un tanque de
elucidn mds grande para lograr un desplazamiento mis ampho de los dife=
rentes componentes investigados.,
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8. - El lavado de placas portadoras en solucién cromica por 12 hr,
.minimo, nos evitd problemas que tenfamos al lavarlas simplemente con de~
tergente, ya que aparecian sobre todo en la segunda corriente (fenol 75 -
agua 25) grandes manchas sobre los bordes del disolvente, las cuales en oca~-
siones interferian en la interpretacion del Rf,

9, - Los tanques de elucién después de ocupado el disolvente, lo res-
tante se-eliminaba, volviéndose a saturar sin necesidad de lavar, incorpo-
- rando nuevo disolvente y en esta forma se mantenfa una atmosfera de satu~
raci6n interna constante, lo cual influyd en los resultados grandemente.

10. ~ De los resultados obtenidos (cuadro 1 y 2,) podemos apreciar
‘que algunos de los zacates tienen la mayor parte de los aminodcidos investi-
gados y que en ninguno, la constante de aminoacidos es igual., Lo nico impor«
tante de considerar es que para establecer estos datos, se tomaron en cuen-~
ta la presencia de algunos aminodcidos que en ocasiones se presentaban en
pequefia cantidad y en otras ocasiones en una cantidad facilmente detectable,
para lo cual como fué indicado dentro del capitulo de Métodos, fué necesario
_establecer promedios, basidos estos en el desarrollo de series de cromato-
gramas de la misma muestra investigada para afirmar la presencia o ausen~
cia de los mismos, ’

11, ~ En ocasiones, las relaciones por situacién en el cromatograma,
nos la dieron amino~icidos constantes y de ficil identificacidén como la pro-
lina que al revelado o en ocasiones sin necesidad de esta, aparecia en for-
ma uniforme y de color amarillo que contrastaba sobre el fondo claro del
absorbente, por su situacion en el cromatograma, las relaciones con los
demés componentes , dos daban la interpretacién de cada uno de ellos.

12, - La concentracidn en que aparecian los amino~acidos identifica~
dos, se puede decir que en poca cantidad variaban, €sto con relacion al ta=
mafio y a la forma de la mancha.

13, ~ Las pequefias variaciones relacionadas con el RF de las mues-
-tras investigadas, son problemas generalmente de temperatura que estd re-
lacionada con la hora del dia en que se realiza, por no tener medios artifi~
ciales para su control en la forma que se trabajd.

14. - La cél idad en el revelado dela mancha depende de la separacidn
de medios extrafos que obstaculicen el desplazamiento de los amino~acidos
o su aparicion en el cromatograma. Fué necesario eliminar los pigmentos
de 1a muestra empleada con carbdn activado, obteniéndose un hidrolizado
cristalino,

15, - Las variaciones que se pudieran observar en el presente trabajo
son minimas para el medio en que fué realizado, ademas sin tener datos de
investigaciones realizadas sobre amino-dcidos de origen vegetal identifica~
dos por cromatografia en capa delgada sobre gel de silice.
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V.~ CONCLUSION

Las conclusiones que se derivan de 1a presente investigacién y de los méto=
dos utilizados son los siguientes:

1. - Los datos obtenidos por cromatografia en capa delgada (fina) re-
velan con claridad la ayuda en la identificacién de aminodcidos presentes en
las proteinas de origen vegetal,

2. - La hidrdlisis acida (Acido clorhidrico al 10%) como se ha indicado
en trabajos anteriores, es la mis adecuada para la separacién de aminodci=~
dos (8-186).

3.~ El hidrolizado a reflujo tiene la ventaja de preparar mayor cantidad
de muestra hidrolizada en poco tiempo.

4, - La limpieza de placas portadoras en doce horas de soluciéon crémi-
ca es imprescindible para obtener buenos resultados,

5.~ La ventaja de establecer un patrén constante en el desplazamien=
to de cada uno de los componentes de la mezcla facilitan la interpretacidén
de los datos investigados.,

~ 6.- El secado del medio absorbente entre la accién de un disolvente y
otro, es primordial en el desplazamiento uniforme de los diferentes elemen-
tos de la muestra,

7.~ El medio absorbente se puede variar de acuerdo con las propie=-
dades de las sustancias que se investiguen,

8. - El trabajo combinado utilizando varias unidades de tanques de elu-
cidn facilita y ahorra tiempo en la investigacidn,

9, ~ El desarrollo de cromatogramas bidimensionales di buenos re-
sultados en la separacifn de aminodcidos.

10. - Los mejores resultados se obtienen concentrando por evapora=
cibén hasta un 25%, el total de hidrdlisis obtenida.

11.~ El triptdfano se destruye .por hidrdlisis dcida,

“12. - E]1 método utilizade por cromatografia en capa delgada es de
ficil manejo con una precisiéon de datos mayor que otros métodos,

13. - El costo de utilizacién de las substancias es minimo ya que se
trabaja en una pequefia cantidad, '



14, - Las muesiras analizadas tienen proteinas de buena calidad; en
las cuales se identificaron la mayor parte de los aminodcidos necesarios~
bles, lo cual resulta importante como fuente nutricional,

15, « La zona del Norte del Estado de Veracruz-~Huasteca, cuenta con
grandes fuentes proteinicas de or{gen vegetal para la alimentacidn de su
_ganaderia.
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Se busca la bibliografia con relacién al método aplicado y la
importancia de los aminodcidos, asi como las muestras por

analizar,

Se establecen patrones con solucién de aminodcidos puros. .

Se aplica la cromatograffa bidimensional, en el estudio de las

proteinas vegetales.

Se comparan resultados obtenidos por diversas hidrdlisis de
proteind,

Se investiga el contenido de aminoacidos de cinco zacates del
Norte del Estado de Veracruz,

Se obtienen resultados promedios de cinco hidrdlisis investiga-
das por cada muestra, siendo el total de hidrblisis por las mues
tras analizadas 25.

Se estudia su composicion biomatoldgica de las muestras anali-
zadas.

Se exponen los resultados en una serie de cuadros y cromato~-
gramas.

Sin tener antecedentes de esta técnica de cromatografia en gel
de silice en aminodcidos de alimentos de origen vegetal, solo
se discuten, pequefios detalles de la investigacion,

Se concluye, que las muestras investigadas son de buena cali~
dad.
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