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Estudio del método de Mayes para l cuantificacién de n-aleanos en formaje ryeprass originario del estado de Hidalpo

1. INTRODUCCION

La proteina animal, ya sea en forma de came o de leche y sus derivados, es un
importante components de la dieta de los seres humanos. La leche se obtiene
principalmente de la vaca lechera y en menor proporcién de la cabra. La carne puede
provenir de diferentes especies animales (aves, conejos, cerdos, bovinos, ovinos y
caprinos principalmente). Los rumiantes (bovinos, ovinos y caprinos), al ser herbivoros
pueden aprovechar una fuente de nutrienies que otros animales domésticos, como las
aves, los cerdos, o el mismo ser humano no pueden utilizar de wna manera eficiente: los

forrajes.

Se entiende por forraje todo material que se usa para la alimentacién de
rumiantes, ya sea verde como el o pasto rye (también llamado ryegrass), seco como el
heno de alfalfa o ensilado como los ensilados de maiz. El utilizar forrajes en la
alimentacién de rumiantes, ademis de ser un imperativo fisiolégico, abarata los costos
de produccién, especialmente si el suministro de forraje es verde y se hace se hace a
través del pastoreo. El uso de forrajes disminuye o evita la competencia entre humanos y
animales por los granos de cereales.

Figura 1.1 Fotografia de Ia planta de rycgrass. Fuente. National ryegrass alliance; answers.com.




Estudio del método de Mayes para Ta cunntificecitn de n-alcanos en lomaje ryegrass originario del estado de Hidalgo

La adecuada alimentacién animal depende de conocer y cubrir las necesidades
nutrimentales de acuerdo con la especie animal y la finalidad zootécnica (produccion de
came, leche, lana, pelo, etc.), ademas es necesario tener un buen conocimiento de la
composicién quimica de los alimentos que constifuyen la dieta del animal, de la
digestibilidad del alimento (cuinto asimila el organismo), del consumo voluntario y de
la composicién botdnica de la dieta (qué forrajes escoge el animal), los que son factores

criticos y desafortunadamente, no faciles de determinar con precisidn.

Con el conocimiento de las plantas que come el animal, la cantidad y lo que
asimila de cada planta o mezcla de ellas, se puede calcular el aporte nutricional de la
dieta y de ser necesario, mejorarla mediante la formulacién de complementos que
ayuden a cubrir las necesidades de los animales en pastoreo, asi como hacer un mejor

uso de los recursos locales.

Para determinar la composictén botanica en la dieta, la digestibilidad de los
forrajes y el consumo voluntario en animales en pastoreo, se han disefiado métodos de
aproximacién. Ea el caso de la composicién botdnica se realiza una identificacidén de
especies presenies en muestras ruminales, esofdgicas (que provienen del esdfago del
animal), en heces o tomando muestras de pasto de zonas en que el animal haya
consumido forraje. Para el caso de la determinacién del consumo se realizan desde
calculos por diferencia de peso del animal antes y después de comer, hasta cdlculos de
diferencia de forraje presente en el irea del terreno antes y después de que el animal ha
pastoreado. Ya conocido lo que come el animal se realiza un andlisis quimico de la
calidad nutritiva de las plantas que consume. Para ¢l caso de la digestibilidad se han
disefiado métodos in vifro, que reproducen las condiciones del rumen y del abomaso
(parte del estémago del animal), en una cmara donde se introduce una muestra de
forraje ¥ se somete al proceso de digestién. Considerando el peso inicial de materia seca
y ¢l final, se obtiene por diferencia el porcentaje que fue digerido.

2




Eswudio del mélodo de Mayes para la cuntificacién de n-aleanos en farmaje ryegrass ofiginanio del estado de Hidalgo

DIVMS= kg de materia seca inicial - kg de materia seca después de 1a digestién

kg de materia seca micial.

Donde,
DIVMS= Digestibilidad in viiro de la materia seca.

Los datos obtenidos de 1a digestibilidad in vitro, junto con los datos del cdleulo
de la produccidn fecal, son itiles para ayndar a caleular el consumo veluntario en

animales en pastoreo, segim la siguiente formula:

CONSUMO DE MATERIA SECA = Produccién fecal (g/dia)
1-DIVMS

Para ¢l cilculo de la produccitn fecal se requiere de una sustancia no digerible
de conceniracidn conocida la cual nos pueda dar una medida indirecta de 12 cantidad de
materia seca producida, a estas sustancias sc les demomina marcadores fecales yla

formula que los relaciona es la siguiente:

PRODUCCION FECAL (g /dia) = mg de marcador administrado (mg/dia)

mg de marcador en heces (mp/g)

Este marcador fecal se administra una o dos veces por dia en cépsulas de gelatina
y su dosis debe ser :.:onstante. Los marcadores fecales deben temer las siguientes
caracteristicas: ser inertes, (es decir que la cantidad digerida sea nula y pueda ser
cuantificada), tener una elevada recuperacién, poder cuantificarse exactamente y de ser
fisicamente similares, en cuanto a tamafio y densidad de particula, al material que se
encuentra en ¢l tracto digestivo. Estos marcadores son llamados internos si se encuentran

como compuesto quimico que sea parte de la dieta y externos si son compuestos

surninistradoes oralmente.




Estudio del miétodo de Mayes para la cuanlificacion de n-alcanuos en forraje ryegrass originano dei estado de Hidalgo

Uno de los marcadores fecales externos mas usados es el éxido de cromo
(Cry0s), el cual da resultados muy precisos y cuyo anilisis no es comnplicado, pero tiene
la desventaja que es toxico para los humanos y en ocasiones los resultados se ven
afectados por suelos que estdn contaminados por este elemento. En los tltimos aflos se
ha comenzado a usar los alcanos como marcadores internos y externos, ya que presentan

muchas ventajas asf como aplicaciones.

Por otro lado, se sabe que la mayoria de las plantas poseen en toda su superficie
una capa de cera que contiene, entre otras cosas, icidos grasos y alcanos de alto masa
molecular (de 20 hasta 40 dtomos de carbono), que en ocasiones alcanzan més del 90 %
de la cera cuticular . Los alcanos de mimerc de carbono pares en ocasiones no se
encuentran, predominando asi los alcanos impares. Estos son también en su mayoria de
estructura Jineal. Existe ademas, una proporcion definida entre los alcanos mayoritarios
que varia en funcién de 1a parte de la planta, de 1a edad y de !a especie, haciendo posible
que, por el andlisis de alcanos en una muestra, se pueda conocer Ia parte de la planta asi
como la especie, también se ha conseguido, mediante el analisis quimico y herramientas
estadisticas, reconocer diferentes plantas pertenecientes a una mezcla, asi como su
proporcién y cantidad en la mezcla. Esto ha hecho de los alcanos buenos candidatos para
determinar la composicién botinica de las mezclas de plantas que consumen los

herbivoros.

Una caracterfstica de estos alcanos es que, al ser compuestos que muy
dificilmente reaccionan, son pobremente digeridos y su absoreién en el tracto digestivo
no es significativa por lo que se han comenzado a usar como marcadores internos. Al
usar estos alcanos de nimero de carbono impares junto con alcanos pares dosificados
como marcadores externos se puede obtener ademas, la produccién fecal, el consumo
voluntario y con estos dos, un calculo de la digestibilidad, conociendo asi a partir de fos

alcanos todos los datos deseados. Incluso, mediante métodos mateméticos es posible

wdentificar la composicién de la dieta,




Estudw del método de Mayes para la cuantificacidn de n-alcanos en forraje ryegrass originanio del estado de Hidalgo

Debido a la cantidad de informacién que aportan, el uso de los alcanos se ha
comenzado a generalizar en esta drea de investigacion, por lo que la técnica de

purificacion y andlisis también ha requerido un mejoramiento continuo.

La técnica de determinacion de alcanos ha tenido varias modificaciones desde
que comenzd a usarse en 1986 por Mayes y colaboradoresw, principaimente, debido a
que el iempo de andlisis por muesira y su costo son muy altos. En resumen la técnica
consistia en tomar la muestra, liofilizarla, molerla, realizar una extraccién de la cema
cuticular de la planta con hexano, saponificarla para romper las cadenas de ésteres de
masa molecular similar a los alcanos, realizar una extraceién liquido-liquido, purificar
por columna, y por dltimo analizar por cromatografia de gases. Todo este procedimientio
demoraba hasta 24 horas por muesira y, en ocasiones, la mitad del tiempo era de
saponificacién. En trabajos posteriores se realizaron modificaciones, de manera que
disminuyeran el tiempo y los materiales, sin perder la precisién y exactitud que ya se
habia ganado. Se ha realizado, también, la validacién de la técnica®®, pero hasta ahora el
tempo de anilisis por muestra sigue siendo de vatias horas.

En México existen una gran variedad de pastos que se usan en ¢l pastoreo, sin
que s¢ conozea muchos sobre ellos, por lo que este irabajo tiene como objetivo general
€l realizar un estudio de la téenica de Mayes, aplicada al caso del pasto llamade ryegrass
originario del estado de Hidalgo.

Y como ohjetivos especificos se pretende:

a) Estudiar la etapa de saponificacién
b) Estudiar la etapa de extraccién liquido-liguido
c) Estudiar la etapa de separacion




Esludio del método de Mayes para la cuantificacion de n-glcanos en forraje ryegrass originario del gstado de Hulakgo

El objetivo secundario de este trabajo es modificar la técnica de preparacién de la
muestra para hacerla ain més ripida y menos cara, pero manteniendo los resultados

obtemidos con respecto al perfil de alcanos.

Alcances y limitaciones

No se considera dentro dei estudio la etapa de recoleccién y pulverizacion de la
muestra.

La muestra del forraje no es diferenciada, es decir, es una muestra que contiene
hojas, tallos y flores, y que estin mezcladas en una proporcién desconocida, pero Ia
mezcla ha sido homogeneizada.

El estudio de cada etapa depende del avance logrado en la etapa anterior, por lo

que €l estudio general esta limitado a los logros obtenidos en cada etapa, por esta razén
no se han considerado todas las combinaciones posibles entre las variables modificadas.




Estudio dei méiodo de Mayes para la cuanlificacion de n-alcanos en formje ryegrass originario del esiado de Hidalgo

2. ANTECEDENTES

2.1 CONSUMO VOLUNTARIO (CV)

El consumo voluntario se refiere a la cantidad de alimento consumida por un
animal dada en kg de materia seca. Esta cantidad es importante debido 2 que es
necesaria para calcular los nutrientes que ha consumido ¢l animal ¥ de esta manera
determinar su estado nutricional y la cantidad de complementos que necesita para su

éptima atimentacidn'®.
Existen varias formas de calcular el consumo voluntario:

2.1.1 Medidas de consumo de pasto®

Dentro del 4rea en el que el animal va a pastorear, se realiza un muesireo al azar
del pasto, tanto antes como después de que el animal haya comido. Se determina el peso
de las muestras por 4rea y se extrapola para determinar la cantidad de materia seca del
campo de pastoreo antes y después. La diferencia es lo que el animal consumi6. Esta

técnica sirve para realizar una aproximacion muy limitada del consumeo.

2.1.2 Técnica de pesado'®

Consiste en pesar a los animales antes y después de pastar. Aqui se consideran
las pérdidas por excretas y orina, recolectindolas en bolsas. Las perdidas por
evaporacién se calculan a partir de periodos de control donde el animal no ingiere
alimento. Este método provee valores aproximados a los valores reales de consumo,
comparados con aquellos que no estin en pastoren. Pero estas actividades perturban al

animal y se desconoce los efectos sobre su comportamiento alimenticio.

2.1.3 Técnica de marcadores indigeribles.'®

En principio, para determinar el CV de un animal es necesario saber

i) la produccidn fecal (PF), es decir, lo que €l animal consumid pero no conservé, y
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it) la digestibilidad (DIV) que es la cantidad de alimento que fue asimilada'®. La

relacion existente entre estos estd dada por:
CV =P F/(1-DIV) 4y

Respecto a la recoleccién de heces, como debe recuperarse todo, es necesario
colocar dispositivos en los animales de manera que no se pierda materia fecal, esto
termina mcomodando al animal de manera que afecta su comportamiento normal,
generando esto un error en los resultados® 22, Para resolver este problema, la produccién
fecal se calcula indirectamente suministrande oralmente un compuesio como el éxido de
cromo”, también llamado marcador fecal ¥ recolectando solamente una muestra de las
heces en donde se determina la concentracién del marcador ¥ con estos datos el PF se

obtiene de la siguiente forma:

PF (kg MS/dia) = Marcador administrado (mg/dfa) , 2)

Concentracién de marcador en heces (mg/kg MS)

Donde kg MS cerresponde a kilogramos de materia seca.

La digestibilidad in vitro se realiza tomando una muestra representativa del
forraje que come el animal ¥ se somete a condiciones similares al tracto digestivo para
su digestién. Para lograr esto se toma una muestra del liquido ruminal, este liquido
contiene entre otras cosas la flora bacteriana que tiene el animal en e} estémago ¥ que es
la que se encarga de digerir la materia organica. En una c4mara se coloca la muestra del
alimento del animal, se coloca ¢l liquido ruminal y se mantiene a una temperatura entre
38 y 40 °C durante 48 horas, posteriormente se sumerge en una solucidn de scido
clorhidrico durante otras 48 horas”, al final se determina la cantidad que no se digirid y
se obliene el porcentaje de digestion de la mezcla, considerando que lo que comid el

animal es €l 100%. Existen algunas desventajas al usar esta técnica, la primera de ellas
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es que esie valor sélo representa la digestibilidad de un animal y de una sola mezcla de
plantas y se usa para extrapolarlo a varios; la segunda es que no es apropiado para
animales que reciben suplementos de cereales y la Gltima es que la relacidn entre los
valores de digestibitidad in vitro / in vive es tal que el error en su determinacién

multiplica el error en el cilculo de consumo. Ademés de resultar una técnica muy cara®

2.1.4 Técnica de marcadores naturales

En este caso se usa algiin constituyente de la comida, como la lignina, para
determinar el CV, pero presenta algunos problemas. El primero es que la muestra de
forraje consumido por ¢l animal es diferente a la que es seleccionado por el investigador
para el analisis; la manera de resolver esto es tomando una muestra de lo que el animal
ha comide y analizarla, la muestra proviene de animales fistulados, es decir que tienen
un orificio en ¢l estémago de donde se puede tomar la muestra. Otro problema es que Ja
cantidad de lignina aumenta con la edad de la planta, teniendo una cantidad muy
pequefia, que no se puede detectar, en las plantas mas jovenes y en los retofios de las

plantas, que es lo que més se comen los animales.

Otra posibilidad es medir la relacion existente entre la cantidad de materia
orgénica consumida y la concentracién fecal de nitrdgeno, vy esto funciona muy bien
para diferentes niveles de consumo de animales similares en pasturas similares, pero al
variar alguno de estos factores los resultados no se pueden extrapolar y en diferentes
situaciones no funciona, por fo que hay que repetirlo para cada experimento. Debido a
este problema es una técnica que se usa para determinar digestibilidad, pero no
consumo. Se han tratado de usar otros marcadores fecales naturales, pero los resultados

no han sido tan buenos como los obtenidos al usar n-alcanos'* 'S,

La ventaja que presentan los alcanos respecto al cdlculo de consumo de forraje se
debe principalmente a que éstos tienen un patrén caracteristico en donde predominan

alcanos impares **'*>%5, Cuando se obtiene el patron de alcanos impares de una

mezcla de plantas, al ser indigeribles, se espera el mismo antes de consumir ¢! forraje y
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en las excretas'. Si se suministra un alcano artificial par como el n-C32 y se compara
con el impar n-C31 que es propio del forraje, entonces se puede saber, por la relacién
existente entre ellos en la heces, que cantidad de esa mezcla de forrajes consumio el

animal. La relacién usada para el calculo es la siguiente:

Consumo de forraje (kg MS/dia) = (F/F;) {Dj+L*C)}-E*C; (k)]
Hi-(F/F;)*H,;

Donde MS es materia seca, H;, C; y F; son las concentraciones en mg/kg MS de
alcanos impares en hierba, concentrado y heces respectivamente; y Hj, C; y F; son las
concentraciones en mg/kg MS de alcanos pares en hierba, concentrado y heces
respectivamente; L es el consumo de concentrado en kg MS/ dia y D; es la cantidad de

alcano j dosificado en mg / dia

22 MARCADORES FECALES

Para estas dos 1ltimas téenicas se requieren de compuestos con caractersticas
especificas llamados marcadores fecales. Estos son aquellos materiales que se
encuentran en las heces y que pueden ser originados por la dieta (marcadores internos) o

que pueden ser administrados oralments (marcadores externos).'
»

Algunas de las principales caracteristicas que debe cumplir un marcador fecal
son: que se pueda realizar su recuperacidn completa en heces, que su medicién sea
cuantitativamente exacta, que sea inerte respecto a su paso por el tracto digestivo, que no
tenga efectos tbxicos o fisiolégicos y que tenga caracteristicas similares al contenido del
tracto digestivo, como son el tamafio y la densidad de particula.’®,

Su principal uso es para determinar la produccién fecal, la cual es un dato

necesario, junto con ¢l estimado de digestibilidad, para estimar el consume de forraje de
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algin herbivoro. Pueden ser usados también para estimar la velocidad de puso de la

digesta (alimento) en el tracto digestivo y para determinar la digestibilidad de la dieta.

2.2.1 Marcadores externos

Algunos de los marcadores sdlidos que se han usado son particulas plasticas,
fibra indigerible de detergente acido (IADF) y otros cromégenos, pero su anélisis es
empirico, es decir, no puede cuantificarse exactamente. El éxido de cromo (Cr;Ox) es
uno de los marcadores mas usados y Gltimamente los compuestos pertenecientes 2 la

cera cuticular de las plantas se han incluido a esta lista y con mas ventajas que otros' "

2.2.1.1 Oxido de cromo
Es uno de los marcadores mais usados. Sus resultados en cuanto al céleulo del
consumo voluntario son muy precisos 2, aunque tiene €l inconveniente de que es muy

t6xico para los seres humanos.

2.2.2 Marcadores intemos

Otros posibles marcadores son los constituyentes del alimento, especialmente los
no digeribles como es el caso de los constituyentes de la cera cuticular, los cuales son
llamados marcadores internos. El estudio de estos compuestos comenzé con Chibnall en
1934 2 y a la fecha se han encontrado varios candidatos a marcadores internos fecales’

COMKD SO1:

Hidrocarburos: Alquenos y alcanos de cadenas lineales y ramificadas
Esteres de cera: que son ésteres de cadena larga

Acidos grasos,

Alcoholes grasos de cadenas largas

Aldehidos y cetonas de cadena larga

Beta-dicetonas

¥V V V ¥V ¥V ¥V VY

Esteroles
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Cada uno de estos compuestos son potenciales marcadores fecales, pero de entre
ellos, los que se han estudiado mis debido a su caricter inerte son los hidrocarbures,
especialmente los alcanos lineales de alta masa molecular. El resto de ellos no se han
estudiado a profundidad, pues la cantidad en que se encuentran es muy baja. Los que se

encuentran en concentracién suficientemente alta son los alcanos.

2.2.2.1 n-Alcanos

Los alcanos tienen la ventaja de ser sustancias que muy dificilmente reaccionan y
que dentro del tracto digestivo, su digestion por parte de las bacterias y su absorcién en
el intestino es tan pequefia, que pueden ser usados como marcadores fecales,
especialmente los alcanos lineales o n-alcanos de cadena superior a los 19 itomos de

carbono ™= 1*,

La evidencia indica que los caleulos estimados de consumo de hierbas usando el
par de alcanos C33/C32 es mis exacto que usando los alcanos de cadena menos larga y
¢s més exacto que el procedimiento basado en cromo in vitro, En cuanto a los ealculos

de produccidén fecal, ambos métodos resultaron estadisticamente idénticos *

2.3 CERA CUTICULAR DE LAS PLANTAS

2.3.1 Descripcidn

La cuticula es una capa cerosa que cubre los tejidos de una planta. Se encuentra
en la supetficie de tallos, hojas, raices, flores y semillas. Es la primera barrera de
proteccion de la planta contra cualquier dafio causado por pattgenos o accién mecanica.
éu principal funcién es la de conservar la cantidad de agua en la planta as{ como sus
constituyentes dentro de ella. Esta capa es sintetizada por la epidermis y secretada a la
superficie. Esta cera al ser sélida se cristaliza en diversos patrones, propios de cada

planta.

12
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Se ha encontrado que la cantidad de cuticula presenie en una planta es
directamente proporcional a la intensidad de la luz que recibe v es inversamente
proporciensl a la humedad relativa det medio donde crece, pues al remover la capa de
cera sobre una hojz o fruto, 1a transpiracién aumenta considerablemente®'®.

[y :* = 'ﬁ' TR 2 LU # o T
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Figura 2.1 Microfotografia de la cera cuticular de la superficie de una planta

2.3.2 Composicion

La cera cuticular contiene principalmenie &steres, alcoholes, Acidos grasos y
parafinas (alcanos); es sélida debido a que la mayoria de sus constituyentes son de alta
masa molecular y como consecuencia solidos. Su composicién totzl es compleja, pero se
puede dividir en dos grandes prupos que son los compuestos de cadena larga y los

compuestos ciclicos'.

El primer grupo consta principalmente de ésteres e hidrocarburos, ademés de
contar con aldehidos de entre 21 vy 35 dtomos de carbono, alcanos de cadenas lineales y
ramificadas?, alquencs, alcoholes primarios y secundarios, o,w-dioles, cetonas
(monocetonas y P-dicetonas), dcidos monocarboxilicos y dicarboxilicos, también se
encuentran cadenas de grupos multifuncionales como alcoholes-acidos, ésteres-cetonas,
etc.; y el segundo grupo, ademis de compuestos de cadena larga, contiene compuestos

ciclicos como los terpenoides, flavonoides y esteroles'®

13
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La composicién de esta cera varia en funcion de la edad de la planta y también es
variable en las diferentes partes de la planta, y aiin en diferentes zonas de la cuticula’.
De manera similar existen plantas con una gran cantidad de esta y otras con muy poca
cantidad encontrindose una gran gama de composiciones diferentes entre especies,
haciéndola de esta manera una gran ayuda para estudios taxonémicos, ya que es

caracteristica para cada especie’.

2.4. ALCANOS

De entre los compuestos quimicos, los que tienen el grupo funcional mis sencillo
son los alcanos. Estdn constituidos por grupos de dtomos con uniones sencillas (enlaces)
entre dtomos de carbono (C) C-C y entre dtomos de carbone de hidrégeno (H) C-H. Por
lo que son Hamados hidrocarburos.

Pueden ser clasificados por su estructura en alcanos de cadena lineal o
ramificada, y cuando todos los enlaces son sencillos se llaman hidrocarburos saturados.
Sus propiedades varian en funcién de su masa molecular®®. Para ¢l caso de los alcanos
lineales, las moléculas menores a 5 4tomos de carbono son gases, mientras que losde Sa
18 son liquidos y los de mayor nimero de carbonos son sélidos a temperatura ambiente.
Estos compuestos son quimicamente poco reactivos en condiciones normales y se

requieren condiciones especiales para hacerlos reaccionar.

Los hidrocarburos son moléculas no polares y la atraccién que tienen entre si es
debida a las fuerzas de van der Waals, que es 1a fuerza de atraccidn que se genera por la
polarizacién de la densidad electromica en las moléculas™, aunque la magnitud de esta
fuerza es muy pequefia, es suficiente para mantener agregadas a las moléculas de manera
que estén en estado liquido o sélido. Los alcanos son solubles en otras sustancias no

polares o de polaridad baja como el éter, cloroformo, diclorometano, etcétera. Son

imsolubles en agua y por lo general menos densos que ella.
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Figura 2.2, Modelo molscular de n-heptano. Simulacién usando software demo ACDLabs®

Los alcanos se han encontrado entre los constituyentes mas abundantes en la cera
cuticular en las plantas analizadas”®. La composicién de los alcanos encontrada es
usualmente entre Cys ¥y Cs5 en su mayoria y son cadenas lineales impares. De entre estos
los més abundantes son Czg, C3 ¥ C3;> ©7. Tienen la ventaja de ser muy ficiles de
analizar debide a su localizacién fuera de la célula vegetal, ademas de ser compuestos
que unz vez formados no se vuelven a melabolizar por estar en estado sélido y en el
exterior de las células.'*?

Los alcanos han sido propuestos como marcadores internos para medir consurmo
de forrajes'. Son pricticamente inertes en el sistema digestivo y su medicion es
relativamente facil y muy precisa y exacta'™ *°. Su anlisis se realiza por cromatografia
de gases previa purificacién. También se pueden determinar por Espectrofotometria de
infrarrojo®°,
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2.5 CROMATOGRAFIA DE GASES (CG) *>'?

2.5.1 Fundamentos

Esta técnica consiste principalmente en hacer interactuar dos fases mutuamente
inmiscibles, una mévil que puede ser liquido o gas, donde se encuenira el soluto vy una
estacionaria que puede ser liquido o sélido, por donde pasa la fase movil y que también
entra en contacto con el soluto. Dentro de este sistema cada compuesto o analito
contenido en la fase mdvil experimenta una serie de interacciones o reparto con la fase
estacionaria. A Ja relacién existente entre estas interacciones se le llama constante de
reparto & y depende de condiciones tales como el drea superficial de la fase estacionaria,
¢l volumen y flujo de la fase mévil y la naturaleza quimica de la fase mévil, de la fase
cstacionaria y del analito. Esta constante de reparto es propia para cada compuesto, lo
que hace posible que en condiciones optimas de operacién la diferencia del valor de
repario entre varios compuestos permita separarlos en un sistema cromatogrifico. Esta

caracteristica la hace una técnica muy Gtil para la purificacién y analisis de compuestos.

2.5.2 Cromatografia de gases (CG)

Existen varios tipos de cromatografia, y su uso depende de la muestra a analizar.
En el caso del analisis de la cera cuticular de las plantas la cromatografia més usada es ta
CG cuya fase estacionaria es un liquido soportado quimicemente sobre un sélido ¥ su
fase mévil es un gas,

Esta técnica se usa principalmente para separar compuestos orginicos e
inorgénicos térmicamente estables y voldtiles, pero existen casos en los que el
compuesto puede ser voldtil pero no térmicamente estable y que afn asi, mediante
ciertas estrategias este tipo de cromatografia puede ser usada para la determinacitn de
estos compuestos; también se puede usar para separar muesiras no voldtiles pero
térmicamente estables y un ejemplo de esto son los alcanos de alta masa molecular,

Estos casos han dejado de ser 1a excepeibn pues su uso es cada vez mas frecuente,




Estudio del método de Mayea para Ta cusntificacidn de n-alcanos en Forrajie ryegrass originasio del estado de Hidalgo

Figura 2.3, Feolo de cromatdgrafo de gases HP modelo 5890 [1. (Foio F. Barajas)

Un equipo de CG presenta como resultado del andlisis un cromatograma, que es
un regisiro continuo de la masa del soluio elvido (amrastrado) en la columna en fumcidn
del tiempo (Figura 2.4}, Un cromatograma es la representacion grifica de los procesos
que ocurren en la columna, contiene esencialmente sefizles (bandas o picos) con la
forma de upa curva de distribucidn ganssiana y donde cada sefial, cuando hay una
comrecta separacion, representa la presencia de un compuesto y su 4rea bajo la curva
representa la cantidad de producto registrada.
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Figia 2 4. Representacion grifica de un cromatopranm que contiene 4 amalitos mostrando tiempos de
retencidn y drea bajo la curva.
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2.5.3 Cromaiografia en columna (CC)

Estd técnica es una de las formas de cromatografia de liquidos, originalmente fue
usada para la separacién de mezclas coloridas, pero se hallé su utilidad en la separacién
¥ purificacién de una gran variedad de compuestos. Consiste, basicamente en hacer
pasar una cantidad de muesira contaminada o una mezcla de compuestos, por una
columna de vidrio empacada con un material soporte (fase estacionaria) que puede ser
aldmina {Al;On), gel de silice, 6xido de magnesio, etc., el cual interactia con el soluto
por polaridad. Este soluto es arrastrado (eluido) por un disolvente que actia como la fase
mévil, y en el cual es soluble la muestra. Los compuestos se separan por la diferente
polaridad y se recolectan en fracciones. Esta cromatografia es parte de la obtencidn de
alcanos de las plantas puesto que es una técnica no destructiva gue permite recuperar los

compuestos en cuestion en cantidades mayores que las cromatografias instrumentales.

2.6 ESPECTROMETRIA DE INFRARROJO®.

La rmadiacién infrarroja es una radiacion que forma parte del espectro
electromagnético. Esta radiacion genera, al aplicarse sobre alguna sustancia, la vibracién
de los atomos de una molécula respecto a otros. La frecuencia de esta radiacién abarca
entre 4000 a 650 cm™' (Figura 2.5)
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Longihud de onda [A) #n cm

Figura 2.5, Espectro electromagnétion ¥ su escaln en frecoencis (Hz) y en longinad de onds (om)

La técnica de espectrometria de inframrojo consiste esencialmente en aplicar
radiacién perteneciente al intervalo infrarrojo sobre una muestra y registrar en un
espectro de infrarrojo la frecuencia y la intensidad de absorcidn de la muestra. En un
espectro de infrarrojo aparecen sefiales que nos dan informacién de! compuesio en
estudio. Un espectrograma de infrarrojo nos muestra fa suma de las absorciones de los
diferentes movimientos vibracionales en cada frecuencia. Algunas de estas sefiales
aparecen lo suficientemente intensas para asignarlas a um solo tipo de movimiento. La
relacién entre el movimiento de vibracion y las frecuencias e intensidad a las que
aparecen las sefiales ya han sido estudiadas y se han realizado tablas (Figura 2.6) para
identificar, con estos datos, los grupos funcionales a que pertenece, facilitando asi su
interpretacion..
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diversos 4tomos que comresponden a grupos funcionales. Util en Ia interpretacion de espectros.

En el andlisis de los alcanos las sefiales de interés son las presentes alrededor de
3000 cm™ pertenecientes a hidrocarburos saturados ¥ las que se encuentran en alrededor
de 1700 cm™ que indican la presencia de grupos carbonilo presentes en los ésteres y
aldehidos,

2.7. PURIFICACION DE ALCANOS EN CERA CUTICULAR.

La determinacién de constituyentes de la cera de las plantas comenzé con
evidencias mas sélidas en 1930 en los trabajos de Chibnall y sus colaboradores donde se
aislaron algunos de sus compuestos usando cristalizacién fraccionada y se determinaron
por puntos de fusién y rayos X %. Posteriormente Eglinton en 1962° realiza un analisis
quimiotaxondémico de varias especies en domde cuantifica la cantidad de diversos
alcanos presentes en sus muesiras. El procedimiento usado para extraer los alcanos de la
cera s¢ realizé sumergiendo las hojas en tres fracciones sucesivas de cloroformo. A estas
fracciones se les realizé una saponificacién y posterior extraccién con hexano para

después realizar el andlisis por cromatografia de gases. La saponificacién se omitié en
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dos de sus muestras dando resultados similares que con aquellas saponificadas. Para
1976 Tulloch®® y Kolatiukudy'® realizan estdios quimicos y bioguimicos de la cera
cuticular y continian usando esta técnica para aislar € identificar los componentes de la
cera de algunas especies, ¥y en este caso encuentran que no en todas Ias especies los
alcanos son mayoritarios. A partir de la publicacion realizada por Mayes y Lamb en
1984'%, donde se propone usar n-alcanos como marcadores fecales y donde resulta que
Su recuperacién en heces s muy alta, surge un trabajo por parte de los mismos autores'
para usar esios marcadores en el cilculo de la produccion fecal a partir de la proporcién
de alcanos naturales y dosificados en las heces, asi como de una estimacion directa del
consumo sin la necesidad de usar los cileulos de digestibilidad. De esta forma se
establece la técnica de purificacién de alcanos para su andlisis por cromatografia de

gases, quedando de la signiente forma'*:

a) Extraccién soxhlet 6 horas

b) Saponificacién con KOH toda la noche { Aproximadamente 16 horas)
c) Extraccién liquido-liquido

d) Evaporacidn a sequedad

€) Redisolucién

) Purnificacién en columna de gel de silice

g} Anilisis por cromatografia de gases

Todo el proceso se realiza usando hexano como disolvente.

La extraccion consiste en pasar un soluto de una fase a olra, y es la primera parte
del proceso, Consiste en colocar la muestra pulverizada en un disolvente orgénico como
¢l hexano en un sistema soxhlet, en esta etapa todes los constituyentes de la cera

cuticular pasan de la fase sélida, sobre los tejidos, a la fase orgénica.

Posteriormente se realiza la saponificacion, este término proviene del proceso de

hidrélisis de ésteres de la grasa animal para la formacion de jabén y consiste en colocar
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grasa animal en un medio basico y someterla a calentamiento. La reaccién principal que

ocurre es la siguiente:
? KOH
O

La reaccién de saponificacién también se puede realizar con los ésteres de las
ceras vegetales, obteniendo el mismo resultado. Cuando se realiza esta reaccién con una

H. _R

O~ Nat o~

cera vegetal todos los grupos éster pertenecientes a diversas moléculas generan un
alcohol y la sal del 4cido carboxilico correspondiente, los cuales son solubles en agua e
insolubles en medios organicos, a diferencia de los ésteres™. El objetivo de esta reaccion
en este proceso es el separar los ésteres de los alcanos, puesto que en la cera existen
ésteres ¥ alcanos del mismo nimero de tomos de carbono con Propiedades similares
haciendo més complicada su separacisn.

Esta diferencia en la solubilidad se aprovecha para realizar otra extraccidn, en
este caso liquido-liquido, donde al agregar n-heptano o hexano al medio de
saponificacién se forman dos fases inmiscibles, una formada por el hexano y otra por el
medio basico acuoso. En esta condicién los alcanos se extragn de la fase acuosa 2 la
orgnica junto con algunos alcoholes y dcidos de alto masa molecular, y los alcoholes y
4cidos de bajo masa molecular quedan solubles en 1a fase acuosa.

Después de la extraccidn se evapora el disolvente a sequedad, ya que se pensaba
que la presencia del agua en la fase orgénica aunque fuera muy poca podria intervenir y
afectar el resto de los pasos de purificacién.®

El extracto se disuelve en hexano y se pasa por una columna de gel de silice, en
la cual se quedan el resto de los compuestos extraidos con hexano Y que no son
hidrocarburos. Se recolecta la fraccién con los alcanos obtenidos. Y el disolvente se

evapora a sequedad y se disuelve em una cantidad mis pequeiia con el objetivo de
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concentrarla. Después esta solucidén ya se puede inyectar en el cromatdgrafo de gases

para su anilisis y estos resultados se usan para el cilculo de consumo.

Los experimentos realizados probaron que este método de célculo de consumo de
forraje daba resnitados con mucha exactitud, lo que lo convirtié en un método que cada
vez se usaba mis. Y esto hizo necesario disminuir tanto el tiempo de purificacién como
¢l de andlisis.

El anélisis por cromatografia de gases se optimizd con el uso de columnas
capilares en lugar de empacadas. Mieniras, la técnica de purificacién seguia siendo muy
tardada, ademds de que variaba entre investigadores. En 1991 Vulich® estudia y
comprucha la precisién y exactitud de los cdiculos de consumo usando mn-alcanos,
realizando ademas wna modificacién significativa mediante la supresion de ia primera
exiraccion sdlido-liquido y realizando la saponificacién directa de la muestra durante 4.5
horas y que antes se realizaba toda la noche. Ya en 1995 Vulich y colaboradores®', con
el objetivo de disminuir el costo y la carga de trabajo por andlisis, realizaron estudios en
donde se evaluaban parimetros como el cambio de disolvente, de hexano a n-heptano, la
necesidad de evaporar a sequedad después de cada proceso, reduccién del volumen de
disolvenie usado, comparacidn de tiempos de saponificacién por todz la noche y 4.5
horas. Los estudios resultaron en las siguientes modificaciones: cambio de disolvente de
hexano a n-heptano, por ser menos volitil y téxico, eliminacidén de las evaporaciones a
sequedad, disminucién de la cantidad de muestra a analizar, vanaciones en las
proporciones de agua-n-heptano en la extraccién liquido-liguido, eliminacién de la
extraccion en soxhlet y saponificacion directa de la muestra con resuliados similares
para 4.5 horas o mayor tiempo.

Aunque 1a precisién y exactitud de la técnica fueron probadas™ atm existian
factores que afectaban al cilculo final de consumo de forraje, lo que llevo a realizar més
investigacién respecto a los factores que afectan las diferentes etapas del manejo de
muestras, desde la recoleccion, transporte y conservacion’’, hasta los factores que
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podrian afectar la recuperacién de alcanos en las muestras durante el proceso de andlisis.
A la fecha se han realizado muchas variaciones a la purificacién con el objetivo de
hacerla més precisa, y en sacrificio del tiempo, costo y carga de trabajo. Estas
modificaciones corresponden en su gran mayorfa a investigaciones realizadas por Dove

y Mayesg.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Para alcanzar los objetivos propuestos, el trabajo se dividid en la siguiente forma:

Fase de campo

Recoleccidén de Iz muestra: En esta fase se describe tanto la forma en que se recolecto la
muestra, como €l lugar y sus caracteristicas.

Fase de laboratoric

Preparacidn de la muestra: Se describe Ia forma en que 1a muestra fue preparada para su
analisis asi como las diferentes etapas de modificacién de la técnica.

Anélisis de la muestra: Se describe la realizacion del andlisis por cromatografia de gases
¥ espectrometria de infrarrojo para cada muestra, ademis de la forma en que se

realizaron los cilculos y se analizaron los resultados.

3.1 FASE DE CAMPO

3.1.1 Seleccion de la muestra.

Existe una gran variedad de pastos que pueden usarse para realizar este estudio,
pero entre ellos, las gramineas y leguminosas son de los forrajes mas usados en México
para alimentacion de ganado. El ryegrass es una graminea muy comin en los pastos
mexicanos y ya se han realizado estudios de esta planta en México, por esta razén se
decidi¢ efectuar el estudio del método de Mayes sobre esta planta.

3.1.2 Recoleccidn,

Para estos experimentos se usd una muestra de ryegrass proveniente del rancho

San Francisco en Tulancingo, Hidalgo, con una localizacion geografica de 20° 057 017
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de latitud norte; 0° 02" 197 de latitud este y 98° 21° 59" de latitud oeste del meridiano de
Greenwich; a una altura de 2,180 metros sobre el nivel del mar ¥ con un clima templade
» Seniiseco y semifrio, (también llamado Cw) con una temperatura anual promedio de
18°C y una precipitacion plivial anual promedio de 1,600 mm. La muestra se tomo al
azar, el corte se realizé con tijeras a 5 cm de la base de la planta que tenia 35 dfas de
rebrote, 1a muestra inclufa hojas y tallo. Esta muestra se empact en varias bolsas de
plastico perforadas que se sumergieron en nitrégeno liquido. Posteriormente ia muestra
se liofiliz, se pulverizé y se tamizé por malla adecuada hasta obtener un tamafio de
particula de i mm . De esta muestra se totraron 0.5 g para cada ensayo.

3.2 FASE DE LABORATORIO
3.2.1 Revision de la técnica de Mayes
En el articulo de 1986 '* se establecié el siguiente esquema de trabajo para la

preparacién de las muestras en la determinacién de alcanos en ceras de forrajes.

(hndmllEsqumdelpmdirdmmdedeMmdﬂndcahums:mlamdeMam

[ EvAporaccan de fholvenie
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Después esta técnica fue modificada por Mayes en colaboracién con Dove®,
generando la principal técnica usada, a la que algunos autores se refieren como la téenica
modificada de Mayes. El esquema general de ésta técnica se muestra a continuacién.

Cuadro 2.2 Esquema del procedimiento de determinacion de alcanos segin la técnica modificada de

En esta tesis, €l estudio se realizo sobre la técnica ya modificada, que para fines
practicos de aqui en adelante se nombrard como técnica de Mayes, puesto que ¢s la

técmica que en realidad se usa y en Ia cual se consideraron las siguientes etapas como
susceptibles de estudio:

a) Etapa de saponificacién
b) Etapa de extraccidn Hquido-liquido
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c) Etapa de separacion por cromatografia en columna

3.2.2 Técnica de Mayes

Esta técnica consiste en la saponificacién de una muestra pulverizada de pasto,
seguida de una extraccién liquido-liquido, usando como disolvente n-heptano;
evaporacion del disolvente en rotavapor, redisolucién del residuo y separacion de los
alcanos del resta de los componentes en columna cromatogrifica con gel de silice,

usando n-heptano como eluyente, para después volver a evaporar la fraccion recolectada

y proceder a su andlisis por cromatografia de gases.

Para ésta técnica se usé como estindar interno una solucidn de n-Ci; y una

solucion de KOH 1 M para la saponificacion. Ver anexo
3.2.3 Etapa de saponificacién

Dentro de las modificaciones que otros autores han realizado a Ia técnica de
Mayes, se observa que el tiempo de saponificacién varia de 3, 4 o hasta doce horas, sin
un aparente cambio en los resuitados, y respecto a tiempos menores de saponificacién no
se encontraron reportados cambios para esta técnica. Considerando esto, se pensd en
disminuir el tiempo de saponificacién. Para esto se realizaron varios experimentos en los
cuales sc varié el tiempo de saponificacién desde 4, 3, 2 y 1 horas, ademis de una
saponificacién a tiempo cero con el objetivo de observar el comportamiento general. Fn
esta iltima la muestra se prepard para saponificacién, pero se extrajo inmediatamente,

con ¢l objetivo de observar si es necesaria la saponificacién.
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En estos ensayos come en la técnica de Mayes se usd el mismo estindar interno
¥y la solucién de KOH 1 M, s6lo se modifico el tiempo de saponificacidn. Se realizaron

cinco repeticiones por cada tiempo.

El procedimiento para el estudio de esta etapa quedd de la siguiente forma:
Saponificacién de la muestra (0, 1, 2, 3 o0 4 horas), extraccién lignido-liquido con n-
heptano, concentracién del extracto obtenido, separacién de extracto en columna
cromatografica con gel de sflice usando n-heptano como cluyente, concentracion de la
fraccién obienida y analisis del concentrado. El procedimiento se encuentra descrito en
el Anexo

3.2.4. Etapa de extraccién

En esta etapa se propuso omitir la saponificacién de la muestra.

El siguiente paso es la extraccibn, que se realiza en la téenica de Mayes, la cual
es liquido-liquido y donde una fase es la solucién de KOH etandlico y la otra fase es el
n-heplano. Se sabe que la cera culicular estd en forma de cristales que se encuentran
sobre la pared celular de la planta y se ha observado que en este tipo de extraccion el
contacto entre la parte sélida suspendida en el etanol y la fase liquida constituida por el
n-heptano es muy poca. Por esta razdn se propuso realizar la extraccion sdlido-liquido
con ¢l objetivo de aumentar el drea de contacto entre las particulas de pasto v la fase
extractora que es el n-heptano, pero ésta se realiza de forma sencilla, sélo mezclando el

pasto y el n-heptano.

En la técnica de Mayes la extraccion liquido-liquido se realiza a temperatura
ambiente, pero se sabe que los intervalos de temperatura ambiente a los que se realizan
los ensayos varian mucho, dependiendo de la época del afto v del lugar donde se realice,
¥y esio afecta la solubilidad de los alcanos en n-heptano y como consecuencia la cantidad

de material extraido. Para observar el efecto de la temperatura en la extraccién de
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alcanos, ésta se realizo a diferentes temperaturas de disolvente, probando las siguientes:
15° G, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C y 80°C.

El procedimiento para el estudio de esta etapa quedd de la siguiente forma:
Extraccién sélido-liquido de la muestra con n-heptano, conceniracién del extracto
obtenido, separacién de extracto en columna cromatografica con gel de silice usando n-
heptane como eluyente, concentracién de la fraccién obtenida y andlisis de! concentrado.
El precedimiento se encuenira descrito en el Anexo.

3.2.5. Etapa de separacién por cromatografia en columna.

Considerando que en la extraccion directa puede haber presencia de ésteres ¥y
otras sustancias que pueden afectar la separacién y el analisis por cromatografia de
gases, se¢ decidié aumentar la cantidad de gel de silice en la columna de separacién
cromatogréfica para obtener solamente los alcanos, por lo cual se realizé un ensayo con
2 g, que es la cantidad usada en la técnica de Mayes y otro con 4 g, que es e} doble de la
cantidad usada comiinmente. Y para comprobar lIa ausencia o presencia de ésteres se Ie
realiz6 un andlisis por espectroscopia de infrarrojo.

El procedimiento para el estudio de esta etapa quedé de la siguiente forma:
extraccidn solido liquido a 60 °C con n-heptano, concentracién del extracto obtenido,
separaci6n de extracto en columna cromatografica con gel de silice (2g y 4p) usando n-
heptano como eluyente (10 ml y 20 ml respectivamente), concentracién de la fraccién
obtenida y anilisis del concentrado por cromatografia de gases y espectroscopia de
i}]fmrmju. El procedimiento se encuentra descrito en el Anexo.
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3.2.6 Condiciones de analisis instrumental

3.2.6.1 Andlisis cromatogrdfico

Para el anilisis de muesiras se usd un cromatégrafo de gases marca HP 5890
Serie II, con un detector de ionizacién de flama encendido con Hidrégeno
cromatogrifico de pureza 99.998%, marca INFRA y con Aire extraseco INFRA y como
pas acarreador o fase mdvil se usé Nitrogene cromatografico de pureza 99.998% marca
INFRA. La columna usada fue columna capilar HP-5 de 30 metros de longitud y 0.32
mm de didmetro con fase estacionaria que contenia 5% de difenil y 95% de dimetil
polisiloxano y (.25 pm de espesor sobre la pared interna.

Las condiciones usadas para el cromatdgrafo fueron las signientes: Inyector 320
°C, Detector 320 °C ambas temperaturas constantes durante todo el andlisis y el horno
comenzd a 250 °C durante tres minuios y después tuvo un awmento de 10 °C/min hasta
alcanzar los 300 °C y permanecié a esta temperatura durante 1 minuto. El tiempo iotal
de anilisis fue de 16 minutos. El flujo de gas Nitrégeno se establecid en 15 psig o 100
Kpa.

Antes de realizar el andlisis de las muestras problema se requirié realizar uma
curva de calibracion, para lo cual se tuvo que preparar seis soluciones de diferente
concentracion. Cada una de estas soluciones se prepar6 con estéindares de los alcanos de
interés. Los alcanos usados fueron alcanos lincales de cadena de carbonos larga que
incluia del n-Cjg al n-Cyg, con excepeion del alcano n-Cay que fue el alcano usade como
estindar interno tanto en la curva de calibracidon como en todas las muestras que se

analizaron. El procedimiento para preparar estas soluciones se encuentra en el Anexo.
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Se efectud el analisis de cada una de las soluciones preparadas para realizar la
curva de calibracidn inyectando una pequefia cantidad de cada solucion en el

cromatbgrafo de gases, Esta operacion se realizé por triplicado para cada solucion.

Para e] andlisis de cada solucién problema se inyectd en el cromatégrafo una
pequedla cantidad de cada solucién y esta operacién también se realizé por triplicado.
Después de cada diez muesiras problema inyectadas en el cromatdgrafo se inyecté una
de las soiuciones estindar de la curva de calibracién para recalibrar el equipo

Para determinar las éreas bajo la curva de cada cromatograma se usé un
integrador del programa HP 3365 Chemstations Series 1.

Los céiculos para determinar las concentraciones, se realizaron en una hoja de
calculos de Excel Microsoft Office® versién 2000. Los resultados se encuentran en el
capituio 4.

3.2.6.2 Andlisis por espectrometria de infrarrojo

Lz muestra exiraida se disolvié en 300 pl de n-heptano y se colocd en una
ventanilla de sulfuro de Zinc para efectuar la determinacién por espectroscopia de
infrarrojo (Intran-2). El aparato es un espectrofotémetro de infrarrojo por transformada
de Fourier FT-IR Marca Nicolet, Modelo Impact 420 con un haz laser de ImW Helio-
Nedn de 633 nm.

. El software usado para registrar el espectrograma ¢s €l Quick IR version 3.1 y el
software usado para procesar y analizar el espectro de FT-IR es el Omnic E.S.P. versién

comercial 4.1,

El espectro de infrarrojo se realizd con las signientes condiciones: resolucién de
4 58 scans Velocidad de espejo 0.6329 Apertura 1.00. IR.
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3.3 ANALISIS DE LA INFORMACION

Para obtener el perfil de alcanos mediante la técnica de Mayes se realizaron 5
repeticiones de la técnica y tres inyecciones de cada repeticion, los resultados se

promediaron segin la siguiente formula:

Donde:
n &5 mimere de valores promediados y

x el valor de cada lectura.

Se realizé el calculo de la desviacion estindar muestral de los datos promediados
mediante la siguiente férmula:

Donde:
X el valor de cada lectura.

X g5 el promedio de los valores y

n ¢s nimero de valores usados en el calculo

Para el cdlcnlo de la proporcion entre los alcanos de mayor concentracion se
realizé ¢l siguiente calculo:

fnCu }

Cn - Cn =
o en = ]
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En la etapa de saponificacién se efectuaron saponificaciones a 5 tiempos
diferentes, se realizaron 5 repeticiones a cada tiempo de saponificacién y cada repeticidén
se analizd por triplicado, los resultados a cada tiempo de saponificacién se promediaron
¥y se caleuls su desviacion estindar usando las férmulas deseritas anteriormente.

Para el caso de la etapa de extraccidén, se realizaron extracciones a seis
temperaturas diferentes, 5 repeticiones por cada temperatura y 3 andlisis por cada
repeticién. Los valores obtenidos para cada temperatura se promediaron y se calculd su
desviacidn esténdar usando las f6rmulas arriba descritas.

En la etapa de separacidn por cromaiografia en columna se realizaron
separaciones usando columnas con dos diferentes cantidades de gel de silice, 5
repeticiones por cada cantidad usada y tres andlisis cromatograficos por cada repeticién.
Los resultados de la separacion en cada una de las dos columnas se promediaron ¥ se
obtevo su desviacidn estindar usando las formulas previamente descritas.

Los alcanos més abundantes (n-Cyy ¥ n-Cy) son los que se usan para determinar

la diferencia enire los métodos.

Al comparar los resultados entre cada modificacién realizada y la (écnica de
Mayes se usaron los valores de proporcidn C31:C29 de cada ensayo y el porcentaje de
diferencia entre las lecturas se calculd de la siguiente forma:

|Modificada - Mayes

00 = i 7
Mayes X1 % Diferancia

Donde

Mayes es la proporcién n-Cj: n-Cyg obtenida por la téenica de mayes y
Madificada es la proporcidn n-Cs) : n-Cyy obtenida al realizar alguna modificacion.
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 TECNICA DE MAYES

Se trabajé con nna muesira de (1.5 g de ryegrass liofilizado y pulverizado, esta
muestra se sometié a saponificacién durante 4 horas y la solucién obienida se extrajo
con n-heptano, el extracto obtenmido se sometié 2 una separacién por columna
cromatogrifica y la solucidn resultante se evapord y los concentrados obtenidos se
analizaron por cromatografia de gases. Se realizaron 5 repeticiones de esta téenica

De los resuttados de analisis por cromatografia de gases se obtuve el perfil de
concentraciones de n-aleanos (ver grifica 4.1), y se encontraron todos los n-alcanos en el
intervalo de n-Czo al n-Css {con excepeion del n-Cyy que es el estandar intemo), Estos
alcanos tavieron una pran variedad de concentraciones pero en general se dividieron en
dos grupos segin su concentracidn: el primero son los alcanos mayoritarios cuyos
valores de concentracién estuvieron ammiba de los 200 mg / kg de Materia Seca (MS)
como son Cy ¥ Cy el seguado grupo son los que los que presentaron concentraciones
menores a 200 mg / kg MS, que son el resto de los alcanos.

Grafica 4.1 Perfil de concentraciones de n-alcanos obtenidos siguiendo 1a técnica de Mayes.

Conceniraciones de n-alcanos obtanidos an la técnica de Mayss

mg mussins kg de musstra

G20 21 0C22 0023 nCM nC2S ACH nCIT G2 n£23 LM nCM nL3Z #0323 0G5 aC38
n-alcanas
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Tabia 4.1 Concentracién de alcancs en ryegrass divididos en alcanos mayeritarios y alcamos de

concentracion menor.

Alcanos con concentraciones mayores a|n-Czo yn-Cy
100 mg de alcano / kg MS de muestra

Alcanos con concentraciones menores a|n-Cag, n-Cpi, 1-Caz, 1-Coy, 0-Cpa, 0-Cs, n-
100 mg de alcano / kg MS de muesira Ca6, n-Czz, 0-Cag, n-Cap, n-Csy, n-Cas, b-
C]ﬁ.

Los valores usados para la comparacién entre métodos son el n-Cy y el £-Cy)
que son los mas abundantes de lodos los alcanos obtenidos y el pardmetro a usar para
definir la utilidad de la téenica es la relacin que existe enire ellos{n-Cs; / n-Cao), 1.23 en
este caso.

Tabla 4.2 Perfil de alcanos en la cera cuticular del ryegrass

{Cantidad Cantidad

‘ (mgykg (mg¥kg
n-Alcano| MS | Alcano M5
n-Cag 16 n-Cag 70
n-Cy4 14 n-Czq 252
n-Cz; 24 n-Cag 65
n-Cos 30 Gz 310
n-Czs 54 n-Caz 42
n-Cos 68 n-Cxa 82
n-Cog B5 n-Css 23
n-Cx 105 n-Cag 14
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4.2 ETAPA DE SAPONIFICACION

En esta etapa, el ryegrass pulverizado se sometid al proceso de saponificacion a
diferentes tiempos, posteriormente 1a solicién obtenida se extrajo con n-heptano y el
extracto se hizo parar por una columna cromatogrifica La fraccidn recolectada se
concentrd para ser analizada.

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados en esta etapa se
muestran en la siguiente tabla. Las cantidades estin expresadas en mg de alcano por

kilogramo de masa seca (MS)
Tabla 4.3 Pexfil de alcanos en Tyegrass a diferentes tiempos de saponificacidn. Cantidad en mg de
alcanokg MS
Tiempo de saponificacion en horas
Alcanos 0 1 2 3 4
n-Czo 4 9 8 16 16
n-Caq 8 T 15 15 14
n-Cx 1 34 23 17 24
n-Cxy 25 41 36 30 30
n-Caq 43 81 75 51 54
n-Cas 65 85 90 65 68
n-Czg 61 83 89 81 65
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En la siguiente representacion grafica del perfil de conceniraciones de alcanos
obtenida a diferentes tiempos de saponificacién se puede observar que en todos los casos

es pricticamente la misma forma de la curva

Grafica 4.2 Perfil de concentraciones de alcanos obtenidos a diferentes tiempos de saponificacion de la

muesira.
Concantraclin de n-alcanos a diferantas thempoa de aspanificscién
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El perfil de alcanos se mantiene en todos los ticmpos de saponificacién, donde
los alcanos mayoritarios para todas las condiciones son . Cao ¥ 6-Csy. El alcano n-Cy,
sigue siendo el alcano con mayot concentracién, segnido por el n-Cyg ¥ por Gitimo el n-

Cz7, sus concentraciones y las relaciones entre n-Cs| ¥ n-Cag son las siguientes:
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Tabtla 4.4. Cantidades en mg/kg MS de los alcancs mayoritarios a diferentes tiempos de sapenificacion

Horas
n-Alcanos 1 2 3 4

n-Cog 259 278 268 252
n-Cy 306 337 334 310

n-031:n—029,| 1.18 1.21 1.25 1.23

No parece haber una varacién en los valores de las relaciones de los alcanos
mayoritarios en funcién del tempo de saponificacién, las concentraciones que se
muestran en la siguiente gréfica {grafica 4.3) nos muestran valores superiores a 300
mg/kg MS para el Cy; y valores alrededor de 260 para Cz en todos los tiempos de
saponificacidn, teniendo un valor miximo cuando ésta se realiza en dos horas.

Grifica 4.3. Variacion de la concentracidn de alcamos n-Cae ¥ 1-C,, a diferentes tiempos de
Saponificacidn
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Si se grafican las concentraciones de n-Cs para todos los tiempos de
saponificacién, el orden de mayor a menor recuperacién de alcano seria 2 horas, 3 horas,
4 horas y 1 hora.

En cuanto a las concentraciones obtenidas se pude observar que los valores para
los tiempos de saponificacion 1,2 y 3 son ligeramente mayores que para los obtenidos a
4 horas de saponificacion. (Ver tabla 4.4)

La relacién existente entre n-Cz9 y n-Cy es similar para cada tiempo de
saponificacién los valores oscilan entre 1.18 y 1.25, siendo ¢l valor de referencia 1.23
que cotresponde a la refacién n-Csi/ n-Cy en la técnica de Mayes. Los valores de 2, 3 y
4 horas se encuentran dentro del 1.6 % de diferencia respecto al valor de relacién
obtenida en la técnica de Mayes. En el caso del tiempo de saponificacién de 1 hora en
que la relacién disminuye a 1.18, es decir 4.2 %, la variacién corresponde a una
disminucién en la recuperacién de n-Css, lo que provoca que el valor de la relacién
disminuya.

Con estos resultados podemos decir que usando cualquiera de estos tiempos de

saponificacién pueden usarse para determinar el perfil de alcanos

4.3 ETAPA DE EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO

En lo que concierne a la etapa de extraccién se tomaron 0.5 g de muestra
liofilizada y pulverizada y se sometieron a extraccién con n-heptano a diferentes
temperaturas. El extracto se separd por columna cromatogréfica y se concentré para su
&;né.]jsis. De este proceso se obtuvieron los siguientes resultados.
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Tabla 4.5. Perfil de alcanos en ryegrass, a diferentes temperaturas de extraccién. Concentraciones dadas en

mg alcano / kg de MS.
Temperatura de extraccion °C
Alcanos | 45 26 40 50 60 80
Co | g i 3 4 29 A
Ca | g3 5 6 7 3 5
mCz | g 10 11 4
n-Cza

20 14 34 27 61 27
"Cau | 37 23 56 47 92 45
Cas | 33 29 92 72 125 78
Co | 26 220 94 70 128 75
Cx | 47 49 136 111 170 122
“Ca | 8 25 108 78 139 72
NCm | 145 176 251 267 275 269

Cu | 53 26 92 66 117 73
-Cay 189 228 314 305 326 324
ALz | 45 45 86 49 108 60
"Cxa | 45 55 99 80 113 88
n-Cas 10 1 31 19 44 22
mCs | 4o 8 4 21 51 2

El perfil de alcanos es similar al obtenido en la reproduccién de la técnica de
Mayes, los valores mayoritarios son n-Cyg y n-Cs), mientras que el resto de los alcanos
se obtienen en menor cantidad. Bl alcano con mayor concentracidn es el n-Cs, seguido
de n-Cjo, mientras que el resto de las conceniraciones se mantienen por debajo de los

200 mg/kg MS para todas las temperaturas de extraccion.
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Grifica 4.4 Perfil de concentracion de alcanos obtenidos a diferentes tiempos de extraccidén

Perfil de #5n de ab a dif

de extracckén

En la grifica se puede observar que a diferentes temperaturas de exiraccion los
valores de concentracion son diferentes. La recuperacién de los n-alcanos n-Cys y n-Cy
aumenta en funcién de la temperatura de extraccién, lo mismo sucede con el resto de los
n-alcanos (ver grifica 4.5). También se puede observar que la mayor recuperacion de

alcanos se presenta a 40 °C y temperaturas mayores.

Grafica 4.5. Representaciém grifica de los valores de concentracién de los n-alcamos n-Cry y n-Cyy
obtenidos a diferentes tiempos de concentracidn
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La recuperacién de n-C;; parece tener un limite méximo de recuperacion,
alrededor de 320 mg/kg MS, cuando se nsan temperaturas mayores a 40 °C,
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Tabla 4.6. Alcanos mayoritarios del ryegrass obtenidos a diferentes temperaturas de extraccion. Las
concentraciones estin dadas en mg de alcano / kg de MS

Temperatura de extraccion °C
n-alcano 15°C 30°C. 40°C S0"C  BO°C _ 8O°C
n-Cx 145 176 251 257 275 269
nCa 189 228 314 305 326 324
Ca:.C28 1.30 1.29 1.25 1.13 118 1.2
% emor 5% 4.9 1.7 38 38 1.9

En cuanto a la proporcién n-Cy: n-Cy se puede observar que los valores
obtenidos en todas las temperaturas se encuentran muy cercanos al valor de proporcidn
registrado para la téenica de Mayes (1.23), pero se puede observar que los valores
obtenidos a 15 °C y 30 °C de extraccién el porcentaje de variacién es 5.9% y 4.9% por
arriba del valor obtenido por Mayes y el valor a 40 °C es el que presenta una menor
variacién con s6lo 1.7 %. Para ¢l caso de los valores de proporcion obtenidos a 50 °C,
60 °C y 80 °C, éstos estuvieron por debajo del valor de Mayes, 3.8 % para 50 °C y 60
°C; y 1.9 para 80 °C,

Con estos datos podemos ver que en cuanto a proporcidn (C31:C29) y
recuperacién de alcanos, la condicion mas parecida a la técnica de Mayes es la

extraccion directa a 40 °C. Aunque la mejor recuperacidn de los alcanos se logra a 60°C
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4.4 ETAPA DE SEPARACION POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Para el caso de la separacién por columna los resultados se muestran a
continuacién,
Tabla 4.7. Perfil de alcanos del rysgrass al variar la cantidad de gel de silice en la columna
cromatogrifica. Las concentraciones estin dadas en mg de aleano / kg de muestra.

Cantidad de gel de siliceeng
Alcano 4 2
n-Czo 2 16
n-Cz G 14
n-Coo 5 24
n-Cz 12 30
N-Coy 18 54
n-Cas 26 68
n-Czg 18 65
n-Czr 53 106
n-Cz 23 70
MG | 2000 4252
nex ] 'L23 —
n-Cay | 2580 00 0 310
nCe | 12 42
n-Cas 57 82
n-Cys g 23
n-Cx 7 14

El perfil de los alcanos es similar al obtenido por la técnica de Mayes, los
alcanos mayoritarios en orden de mayor a menor concentracién son n-Cs y-Cas,

mientras que el resto sigue siendo de concentraciones menores.
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Grafica 4.6 Perfil de concentracion de alcanos para colummas con diferentes cantidades de gel de silice.
Valores en mg n-alcano/ kg MS
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Los valores de las concentraciones obtenidos para todos los alcanos en la
columna con 4 g de gel de silice son menores que al usar columna con 2 g. Las

concentraciones son de un 20 % a un 80 % menores que en €l caso de la columna a 2g,

En general esta pérdida en la concentracion de alcanos se le puede atribuir a la
retencidn de alcanos por la gran cantidad de gel de sflice usada en la columna
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Tabla 4.8. Concentraciones y desviacidn estindar de los alcanos mayoritarios del ryegrass obtenidos al
variar la cantidad de gel de silice en la columma cromatografica uwsada para scparacion. Las
concentraciones estin expresadas en mg e alcano / kg de MS.

" Cantidad de gel
de siliceeng

Alcano | 4g 2g
n-Cay 53 143
n-Cag 200 261
n-Cay 258 323

Tabla 4.9. Valores de Ia proporcién cxistente entre n-Cpe y 0-Cs, para 2 y 4 g de gel de silice usadas en Ia

separacién por columma cromatogrifica y su porcentaje de error respecto a la téenica de Mayes. Las
concentraciones estdn expresadas en mg de alcano / kg de MS.

Cantidad de gel de
siliceeng
| 49 29
j n-Can-Cze | 1.20 124
| % efror 50 0.8

En el caso de las concentraciones de los alcanos mayoritarios se puede observar
un valor de aproximadamenie 50 mgfkg MS menor para cada alcano usando en la
columna una cantidad de gel de silice de 4 g comparada con la columna en la que se
usaron 2 g, esta disminucién no representa una disminucién proporcional de los alcanos,
sino que son ¢l 23 %, y 20 % para Cy, ¥ Cs). Es decir en la columna con 4 gramos existe
una mayor retencién de alcanos, lo que resulta en un mayor gasto de disolvente, Se

puede observar también que la retencidn para Cyy es similar a Cs;.
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Un andlisis por espectrometria de infrarrojo nos muestra que después de la
separacioén por columna cromatografica, usando columnas con 4 y 2 g de gel de silice,
1o se encuentran ésteres presentes (ver figura 4.1), que es parte de la razdn para el uso

de la separacién por cromatografia en columna.

Figura 4.1 Espectro de infrarrojo de una muestra del extracio de iyegrass usando 4 g de gel de silice en la
etapa de separacton por columna cromatogréafica
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En el espectro de infrarrojo de la muesira del extracto de ryegrass cuando se
usaron 2 g de gel de silice en la columna cromatogrifica se pueden observar 6 sefiales
principales (ver tabla 4.11). La scfiales en 2966 cm ~' y 2855cm ' nos muestran la
presencia de grupos —CHj que son los extremos de las cadenas lineales y la banda en
2921 cm ™ indica la presencia de grupos ~CHa-. No existe una sefial en 1720 cm 1 que
nos indique ta presencia de ésteres. Con estos datos podemos afirmar que la columna en
la que se usan 2 g de gel de silice es suficiente para separar los alcanos de ofros
compuestos con grupo funcional diferente. También se descarta la presencia de
alcoholes o aminas por la avsencia de sefiales por arriba de 3000 cm . Por lo que en
ambos casos se considera una separacién comecta de los alcanos del resto de los
productos de la muestra inicial, aunque solo en columna en la que se usan 2 g de gel de

silice resulta una recuperacion aceptable,
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Tabla 4.10. Sefiales existentes en el espectro de inframmojo del extracto de ryegrass donde se usan 2 g de
gel de silice para la etapa de separacitn.

Longitud de onda Tipo de sefal
2966 cm ' Estrechamiento de grupos —CH;
2855 Estrechamiento de grupos -CH;
2921 Estrechamiento de grupos —CH, -
1455 Deformacion de grupos —CHj;
1378 Deformacién de grupos —CH;
722 Presencia de mas de de 5 grupes —CH,-

Figura 4.2. Espectro de infrarrojo del extracto de ryegrass cuando se usaron 4 g de gel de sfliceen la
columma cromatografica e la etapa de saponificacidn
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El espectro de infrarrojo de la muestra del extracto de ryegrass cuando se usaron
4 g de gel de silice en la columna cromatogréfica es similar a cuando se usaron 2 g,
también se pueden observar 6 sefiales principales (ver tabla 4.12). La seflales en 2964
cm ™' y 2858 cm™ nos muestran la prosencia de grupos —CH; que son los extremos de

las cadenas lineales y la banda en 2921 cm ™' indica la presencia de grupos —CH;-. No

48




Estudio del método de Mayes para la cuantificacitm de n-aleanos en [omaje ryegrass originario del estado de Hidalgo

exisle una sefial en 1720 cm ~' que nos indique la presencia de ésteres, también se
descarta la presencia de alcoholes o aminas por la ausencia de sefiales por arriba de 3000
cm ~1. Se puede ver en el sspectro de IR para el extracto obtenido con la columna con 2
g de gel de silice que no es necesario tanto volumen de gel de silice para realizar la

separacién.

Tabla 4.11. Sefiales existentes en el espectro de infrarmojo del extracto de ryegrass donde se usan 4 g de
gel de silice para 1z ctapa de separacidn.

Longitud de onda Tipo de sefial

2964 em ' Estrechamiento de grupos —CHj

2858 Estrechamiento de grupos —~CH;

2921 Estrechamiento de grupos —CH; —
11450 .Deformacién de grupos —CH,

1378 Deformacion de grupos —~CH,

725 Presencia de mas de de 5 grupos -CHa-

Como resultado de esta etapa puede considerarse que el uso de una columna con
2 g de gel de silice es suficiente para separar los glcanos de otras impurezas presentes en

la muestTa y no es se necesita mas gel de slice.
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4.5 TECNICA PROPUSESTA

Integrando los resultados de cada etapa modificada de la técnica de Mayes para
la preparacién de la muestra, se desarrollé el siguiente procedimiento:

A una muestra de ryegrass se l¢ realiza una extraccién con n-heptano a 60 °C, se
evapora el disolvente y el concentrado se hace pasar por una columna con 2 de gel de
silice, 1a fraccién recolectada se concentra y se realiza su andlisis por cromatografia de
gases. {Ver Anexo para deseripcion detallada)

Tiempo estimado de preparacién de la muestra es de 20 minutos

Por otra parte, otra muestra de rycgrass se proces6 usando la técnica de Mayes y

el extracto obtenido se analizé por cromatografia de gases.
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Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 4.12 Tabla de valores de las concentraciones de n-alcanos obtenidos en la técnica de Mayes y la
técnica propuesta. Valores en mg de n-alcano/ kg MS

TECNICAS
Mayes Propuesta
n-Cazg 16 4
n-Cz 14 6
n-Cz 24 H
n-Cx 30 36
n-Co 54 %9
n-Cas 68
nCzg 65
nCx 105
n-Cag 70
e a2 3
n-Cao 65
O s ]
n-Caz 42 90
n-Cas 82 100
n-Css 23 32
N-Css 14 44
C31:C29| 1.23 1.24
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El perfil de alcanos puede verse claramente en la siguiente grafica:

Grifica 4.7 Perfil dc concentraciones de alcanos obtenidos por dos ticnicas diferentes, Laus

concentraciones estin expresadas en mg de n-alcano/ kg de MS
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Se puede observar que el perfil de alcanos obtenido en ambas técnicas es muy
parecido. Los alcanos mayoritarios tanto en la técnica de Mayes como en ia técnica
propnesta son el N-Cy; y el n-Cyo. El alcano més concentrado es n-Cy, seguido de n-Cao.

El resto de los alcanos en ambas técnicas se encuentran en cantidades menores a los 200

mg/kg MS. Sin embargo se puede notar que existe una recuperacién mayor de alcanos
en la técnica propuesta que en la técnica de Mayes en los siguientes porcentajes, 3%
paran-Czo y 4 % para n-Cy;.
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Tabla 4.13. Comparacién de la concentracién de Iog alcanos mayoritarios entre la técnica de Mayes y la
propuesta de modificacion. Los valores estin dados en mg de alcano / kg de MS.

Técnicas
n-Alcanos Mayes Propuesta
n-Cag 252 261
DE. 3 28
n-Ca4 310 323
DE. 30 24
n-C3y:n-Cxg 1.23 1.24

La proporcidn entre C29:Cs; resulta similar en ambos casos con una diferencia de
un 0.8%.

Para este caso ¥ con el objetivo de poner las bases para un trabajo futuro se
obtuvieron las desviaciones estindar de cada aicano para ambas técnicas, sus valores
resultaron, en ambos casos, ser rmuy altos, por lo que aunque parecidos, ambas técnicas
deben ser atin mucho mis corregidas

Como resumen puede considerarse que la técnica propuesta representa una

mejora al comparatia con la téenica tradicional de Mayes, tanto en el ahorro de tiempo ¥
reactivos como en la sencillez de la técnica.
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5. CONCLUSIONES

Se pudo obtener el perfil de alcanos usando la téenica de Mayes. Los

mayoritarios obtenidos fueron n-Cy, 0-Cao y n-Ca.

Se demuestra que en la etapa de saponificacidn no existe una variacién en la
concentracién de los alcanos mayoritarios del ryegrass en funcién del tiempo que se
saponifique la muestra y que ¢l perfil general de los alcanos se conserva.

En 1a etapa de extraccién se encontrd que la concentracién obtenida de los
alcanos del ryegrass, es funcién de la temperatura a la que se encuentre el disolvente al
momento de 12 extraccion, a mayor temperatura mayor recuperacién de alcanos, pero no
hay variacién en el perfil generat de las concentraciones siendo los mayoritarios los
alcanos n-Cy, n-Cag ¥ n-Cii.

En la separacién por columna cromatografica, se encontré que la columna en la
que se usan 2 g de gel de silice es suficiente para retener tanto microparticulas de! pasto
como ésteres, alcoholes y otras impurezas que puedan afectar los resultadas durante el
analisis. Se observé que al usar una mayor cantidad de gel de silice {a recuperacién final
de los alcanos disminuye dristicamente y el volumen de disolvente a usar aumenta,
ademis de que no es necesario usar una cantidad tan grande de gel de silice para realizar
la separacion.

En conclusién, de estos resultados se logré proponer una técmica de menor
tiernpo, menor costo, por la disminucién en el uso de reactivos y disolventes, y con la
cual se obtuve una mayor recuperacién de los alcanos comparada con la técnica de
Mayes.

54




Estudic del métods de Mayes para ta cuantificacion de n-aleanos en fomsje ryegrass originario del estado de Hidalgo

Con este frabajo se obtuvieron los siguientes logros: suprimir 1a saponificacién
en el proceso, ahorrando tiempo; Se¢ cambid la extraccién liquido-liguido por uma
extraccién s6lido-liquido y un aumento de temperatara a 60 °C, que resulta en una mejor
recuperacién de los alcanos. En cuanto a la etapa de separacién cromatogrifica, las
modificaciones propuestas no dieron buenos resultados, por lo cual esta etapa qued6
como la original. Por iiltimo se logrd proponer wna nueva metodologia que emplea
solamente 20 minvtos de trabajo comparada con las 4 horas empleadas en la técnica de
Mayes y al disminuir las cantidades de disolventes y reactivos es de més bajo costo y
con resultados similares a la técnica de Mayes para la coantificacién de alcanos en la
cera cuticular de plantas, aplicable al ryegrass.
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7. ANEXO
7.1 SOLUCIONES PREPARADAS
7.1.1S0luciones de curva de calibracifn

7.1.1.1 Soluciém Madre de estindares n-Copa al 0-Csg
Para preparar 10 mL de una solucién que contenga los compuestos n-C20 al n-
C36 en una concentracién de 5x10™ M se requiere calcular la masa de cada uno de ellos.
El ejemplo de este cilculo para el alcano n-Cyy se muesira a continuacion:

Datos:

Masa Molecular (MM n-Cx) de n-Cx =282 g/mol
Vohmnen a prepara{Vol)r= 0.01 L

Concentracién deseada(Conc)= 5x107.

La férmula a nsar es 1a siguiente:

{MM n-C}(Vol}{Conc)= g de n-Cyy
¢l valor resultante es el siguiente:

(5x 10™ mol/L }0.010 L)(282 g/mol)= 0.0141 g de n-Cy que es equivalente a
14.1 mg,

Se realizé este calculo para obtener la cantidad de cada n-zleano a pesar, los
resultados se muestran en la siguiente tabla:
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Masa molecular Concentracion Volumen final masa a pesar

n-Alcanos g/mol mol/l | G

n-Can 282 0.005 oM 0.0144
n-Cai 296 0.005 0.01 0.0148
n-Cza 310 0.005 0.01 0.0155
n-Caza 324 0.005 o.M 0.0162
n=Cay 338 0.005 0.01 0.0169
n-Cas 352 0.005 0.01 0.0176
n-Cag 366 0.005 0.01 0.0183
n-Car 380 0.005 0.01 0.0190
n-Ca 394 0.005 0.01 0.0197
n-Cag 408 0.005 0.01 0.0204
n-Cag 422 0.005 0.01 0.0211
n-Cs: 436 0.005 0.01 0.0218
n-Caa 450 0.005 0.01 0.0225
n-Cag 464 0.005 0.01 0.0232
n-Cis 492 0.005 0.01 0.0246
n-Cag 508 0.005 0.01 0.0253

La masa calculada se pesa y coloca en un matraz de 10 mL. Disolver con un

poco de n-heptano, nota: la mezcla de alcanos se disuelve muy despacio, se recomienda

agitar continnamente ya disuelto se lleva al aforo con n-heptano.

7.1.1.2 Sclucién de estindar interno para la curva de calibracién

8e requiere ademis estindar intemno de la misma concentracién final de las

muestras y s¢ obtiene de la misma forma que la descrita en la seccion 7.1.1.1.
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Para preparar 25 mL, de una solucién de p-Cs4 con una concentracién 3x10 M,
{(3x10°*M)(0.025 %478 g/mol)=0.0036 g
El procedimiento para preparar la solucidn es el siguiente:

En un matraz de 25 ml aforade se colocan (.0036 g de n-Cys junto con n-
heptano suficiente para disolverlo, una vez disuelto se lleva al aforo con n-heptano.

7.1.1.3 Preparacién de las soluciones de la curva de calibracidn
Con la solucién madre de estindares y la solucién de estindar interno se

preparan las soluciones finales de la curva de calibracién de la siguiente forma:

Procedimiento

Colocar 1 mL de la solucién de Estindar interno en cada uno de los 5 matraces
aforados de 5 mi.. Etiquetar con los mimeros de 1 al 5.

Agregar las cantidades de estindares y de la solucién madre, que se muestran en
la signiente tabla, a cada matraz y posteriormente se lleva al aforo.
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En la siguiente tabla s¢ muestran las soluciones de la curva de calibracién,
también se muestra la cantidad en mL de las soluciones de Estandar interno y Solucién
madre que se deben agregar a cada solucién final de la curva , asi como las

conceniraciones finales al realizar ia dilucidn.

Solucion #  Cantidad Cantidad de Concentracion Concentracién
de Solucidn final definal de|
Estdndarmadre (mL) estandar Estandares
intermo interno (M) Czo &l Cas (M)
(mL)

1 1 0.0025 0.001 0.000025

2 1 0.05 0.001 0.000050

3 1 0.25 0.001 0.000250

4 1 0.5 0.001 0.000500

5 1 25 0.001 0.002500

El material usado para la preparacién de las soluciones para obtener Ja curva de
calibracién se muestra en Ia siguiente tabla:

7.1.2 Soluciones usadas en las diversas etapas de estudio

7.1.2.1 Preparacién de la solucidn de KOH 1 M

Para preparar 400 mL de la solucién de etanol 1:1 se miden 200 mL de alcohol y
se agregan en un matraz de 500 mL, se agregan 200 mL de agua y se etiqueta como

solucién etanol agua 1:1
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Para preparar 250 ml de la solucién de KOH en concentracién 1 M se pesan 14 g
de KOH y se disuelven con la solucién de etanol-agua en un matraz aforado de 250 mi.

Se lleva al aforo con la misma solucidn alcohdlica.

Tabla de material y reactivos vsados

Muterial Reactivos

2 Vasos de precipitados graduados de 250 mL. | Etanol 96 % grado R.A. Merck
Vaso de precipitados graduado de 500 mL Agua destilada

Matraz aforado de 250 mL KOH 1.T Baker

Espitula

Vidrio de reloj

Balanza analitica

Agitador de vidrio

7.1.2.2 Preparacion de ta solucién de estindar interno

Para preparar 50 L de una solucidén de n-Cys que tenga una concentracidn de

0.0003 M. Se pesan 0.00717 g de n-Cs4 y se disuelven con n-heptano en un matraz aforado
de 50 mL. Se lleva al aforo y se etiqueta.

7.2 PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO
7.2.1 Procedimiento para tratamiento de la muestra con la técnica de Mayes

En un matraz bola de 50 mL se colocan 0.5 g del pasto pulverizado y se le agrega 1
mL de la solucién de estimdar interno y 5 mL de la solucién de KOH 1 M. Se le adapta un

reffigerante en posicién de reflujo y se calienta en un bafio de temperatura constante a
90°C durante 4 horas.
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Después de terminada la saponificacién se deja enfiiar el matraz y se agrega 10 mL
de n-heptano y 2 mL de agua, se agita y se dejan separar las dos fases, la fase orgénica
formada por el n-heptano en la parte superior se traslada con una pipeta Pasteur a otro
matraz de 50 mL, esta operacién se repite 2 veces mds, para completar 3 extracciones.
Este extracto se evapora en un rotavapor y ya seco s disuelve con aproximadamente 1 mL
de n-heptano.

Este extracto disuelto se hace pasar por una columna cromatogrifica cilindrica de
10 cm de largo X 1.5 cm de dimetro que contiene 2 g de gel de silice en n-heptano, este
extracto se eluye con 10 mL de n-heptano y lo recuperado se evapora a sequedad, se

disuelve con 0.3 mL de n-heptano y se transfiere a un vial para su posterior anélisis.

7.2.2 Procedimiento para saponificacion a diferentes temperaturas

En un matraz bola de 50 mL se colocan 0.5 g del pasto pulverizado, y se le agrega
1 mL de la solucién de estindar interno y 5 mL de la solucién de KXOH en etanol al 50%.
Se le adapta un refrigerante en posicién de reflujo y se calienta en un bafio de temperatura

constante a %0°C durants 1,23 o 4 horas segiin el ensayo.

Después de terminada la saponificacién se deja enfriar el matraz y se agregan 10
mL de n-heptano y 2 mL de agua, se agita y se dejan separar las dos fases, la fase orgénica
formada por el n-heptano en la parte superior se traslada con una pipeta Pasteur a otro
‘matraz de 50 mL, esta operacién se repite 2 veces més, para completar 3 extracciones.
Este extracto se evapora en un rotavapor y ya seco se disuelve con aproximadamente 1 mL
de n-heptano.

Este concentrado se hace pasar por una columna cromatografica cilindrica de 10

¢m de largo X 1.5 cm de didmetro que contiene 2 g de gel de silice en n-heptano, se eluye
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con 10 mL de n-heptano y o que se recupera se evapora a sequedad y se disuelve con 0.3
mL de n-heptano para transferirlo a un vial para su posterior anlisis.

7.2.1 Procedimiento para extraccidn directa

En un tubo de ensaye de 100 mm X 160mm se colocaron 0.5 g de muestra y se les
agregd 1 mL de la solucién de estiandar interno. En otro tubo de ensaye de 100 mm X 160
mm se colocaron 10 mL de n-heptano. Ambos tubos se introdujeron en un bafio de
temperatura constante, hasta alcanzar 12 temperatura deseada, que depende del ensayo.
Después de 5 minutos en el bafio se agregd el n-heptano al tubo con la muestra y se agitd
durante 1 minuto. El tubo con el n-heptano y la muestra se retird del bafio de temperatura
constante y se le introdujo un algodén hasta tocar la muestra sélida, a continuacion se
decanté el n-heptano a un matraz bola de 25 mlL, el algod6n s exprime para recuperar
todo el n-heptano, posteriormente se evapord a sequedad en un rotavapor. Esta operacién
se repiti6 2 veces mas para completar ires extracciones. Las tres fracciones se colocaron en

¢l mismo matraz y se evaporaron hasta dejar aproximadamente 1 mi.

El extracto se colocé sobre una columna cromatogrifica cilindrica de 10 cm de
largo por 1.5 de didgmetro que contenia 2 g de gel de silice mezclada con n-heptano, el
extracto se eluyd y lo recuperado se evapord a sequedad en un rotavapor. El concentrado

se disolvié en 0.3 mL de n-heptano y se transfirié a un vial para su posterior andlisis.

7.2.2 Procedimiento para la etapa de separacidn por cromatografia en columnas,

En un tubo de ensaye de 100 mm X 160 mm se colocan 0.5 g de pasto y 1 mL de
esténdar interno, en otro tubo se colocan 10 mL de n-heptano y ambos tubos se introducen
en un bafio de temperatura constante a 60 °C durante 5 minutos. Posteriormente se agrega
el n-heptano a la muestra de pasto y se agita manteniendo el tubo dentro del bafio de
temperatura constante. Se saca el tubo del bafic y se le introduce un algodén hasta tocar la
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muestra, ¢l n-heptano se decanta a un matraz bola de 25 mL y el algodén se exprime para
recuperar todo el n-heptano, esta fraccidn se evapora a sequedad. Esta operacién se repite
2 veces mis y se juntan los tres extractos. Las tres fracciones se colocaron en ¢l mismo
mairaz y se evaporaron hasta dejar aproximadamente 1 mL. Este concentrado se coloca en
la parte superior de una columna cromatogréfica cilindrica que contiene gel de silice, 2g o
4 g segin sea el ensayo, para eluirse con n-heptano, 10 y 20 mL respectivamente. La
solucién recuperada se evapora en un rotavapor a sequedad y el concentrado se disuelve
con 0.3 mL de n-heptano y se traslada a un vial para su posterior analisis.

7.2.5 Técnica propuesta

En un tubo de ensayo de 100 mm X 160 mm se le agrega 0.5 g de pasto liofilizado
¥ 1 mL de estindar interno y sc introduce en un bafio de temperatura constante a 60 °C,
Pasados 5 minutos en ¢l bafio s¢ le agregan 10 mL de n-heptano previamente calentado a
60 °C . Se agita durante | minuto dentro del baflo. Posteriormente una bolita de algoddn
de aproximadamente 1 cm de didmetro se sumerge hasta tocar el fondo del tubo para filtrar
¢l pasto pulverizado y el n-heptano se decanta a un matraz bola de 25 mL. El disolvente s¢
cvapora hasta obtener aproximadamente 1 mL de residuo, el cual se adiciona por la parte
superior de una columna cromatogréfica que contiene 2 g de gel de silice. La muestra se
eluye con 10 mL de n-heptano y la freccién recuperada se evapora a sequedad. Este
extracto se disuelve con 0.30 mL de n-heptano y se transfiere a un vial de 2 mL para su
andlisis.

66




Madificacion del proceso de delerminacion cuanliwliva de n-alcanos del n-Cr al n-Cyg en formaje ryegrass originario del estado de
Hidalga

7.3 MATERIAL Y REACTIVOS

Material Reactivos

- Espétula - Heptano (n-C; 1.T Baker)
- Vidrio de reloj - Silica ge! 60-200 mesh J.T
- Balanza analitica Baker

- Matraz bola de 50 mL «  Apuadestilada

- Probeta de 25 mL «  KOHJ.T. Baker

- Pipeta de 5 mL P

- Pipelade I mL - EtOH 96 % Merck

- Refrigerante o n-Eicosano (n-Cxo)*

= Baflo de agua a temperatura| s« n-Heneicosano (n-Cy )*
constante - n-Docosano {n-Cpn)*

- Pipeta Pasteur - n-Tricosane (n-Cn)*

- Rotavapor - n-Tetracosano (n-Cas)
»  Columna para cromatografia de|+  n-Pentacosano (n-Cis)*
10cm X 1.5 cm. - n- Hexacosano (n-Cag)*

- Matraz bola de 25 mL

%

n-Heptacosano (n-Coyp)*

- Micropipeta de 100 a 1000}« n-Octacosano (n-Cag)*
microlitros - n-Nenacosano (n-Cag)™
- Puntilias para micropipeta - n-Triacontano (n-Ca)*
- Vial de 2 mL con tapa. - n-Hentriacontano (n-Csy)
- Vidrio de reloj - n-Dotriacontano {n-Ci;)*
«  Balanza analitica +  n-ritriacontano (a-Cys)*
- Matraz aforado de 25 mL - n-Tetratriacontano (n-Csa)*
+  Espitula «  n-Pentatriacontano {n-Css)* |
- Piseta - n-Hexatriacontano (n-Css)*
* Reactivos de Fluka Chemic, 97 %
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