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INTRODUCCION.



INTRODUCCION.

El presente trabajo "Identificacién Cromatogréfica-
de los Amincdcidos presentes en la Alfalfa" (Mediea
£o sativa L.), tiene como objeto, el de contribuir-
al conocimiento de este grupo gquimico existente en-

la Alfalfa.

Desde el punto de vista nutritivo, es de gran impor
tancia la calidad de una proteina, la que depende

de los aminodcidos que se encuentren formindola.

Agui, se pretende conocer cuales son los aminodci--
dos presentes en la Alfalfa y por consiguiente pO=-
der sefialar la calidad éptima de esta Leguminosa co

mo forraje.

En investigaciones bibliogridficas, por nosotros - -
efectuadas, se cita a la Alfalfa, como planta forra
jera de un gran valor nutritivo para el ganado, - =
(AGRICULTURA De las AMERICAS, 1961; FOLLETO de DIw-
VULGACION, S.A.G., 1957; FONT QUER, P., 1962; SAN -
MARTIN CASAMADA, R., 1968; SCHAUENBERG, Paul, 1972;
WALLIS, T.E., 1966).



El valor nutritivo que se le atribuye 2 la Alfalfa-
es debidec a las proteinas, vitaminas y sales minergz

les que en ella se encuentran,

Este trabajo que se efectué en el Laboratorio de Fi
toquimica del Instituto de Investigacibn de Zonas -
Desérticas de la Universidad Auténoma de San Luis -
Potosf, deseamos sea una contribucidén més, al mejor
conocimiento de los productos naturales de origen -

vegetal.



MATERIAL ¥ METODOS.



MATERIAL.

El material utilizado en este trabajo, fueron, hojas

y tallos de Alfalfa (Medicago sativa L.), la plaata,

fué recolectada en cultivos que se encuentran loeali
zados en la z2ona periférica a la c¢iudad de San Luis-

Potosi.

Una vez recolectadeo el materizl, se secd por la ac--
cibén directa de los rayos solares, siendo posterior-

mente molido, con ayuda de un molino de mano.

METODOS.

El método utilizado para la purificacidén de los ami-
noédcidos, fué el de pasaje sobre resina intercambia-
dora de iones. Una vez purificados éstos, se analiza
ron por medio de la cromatografia ascendente bidimen

sional en capa delgada de gel de Silice "G,



PREPARACION DEL EXTRACTO.

20 g, de muestra, fueron colocados en un matraz cofiw
200 ml. de Alcohol de 60° previamente neutralizado.-
Se agité, posteriormente se dejé reposar 24 horas, -
una vez transcurrido este tiempo, se filtrd; el resi
duo fué agotado 4 veces mas, con 150 ml. de Alcohol-
de 60° previamente neutralizado.

Lasgs soluciones extractivas, fueron concentradas bajo
presidn reducida utilizando un aparato rotavapor - -

R-BﬁGHI, hasta obtener 20 ml.,, teniendc asi una coh=

centracidn de 1 g. de alfalfa molida en 1 ml, de ex-

tracto. (TORRE-FLORENZANO, A., 1969).

PURIFICACION.

Bl extracto obtenido, es pasado por una columna de =
resina intercambiadora de cationes fuertemente dcida.
Una vez colccada la resina en la columna se le pasbd-

Agua destilada (aproximadamente 500 ml.) gota a gota



para eliminar coloraﬁtes ¥y sedimentar bien ésta,

Enseguida se le pasaron gota a gota 500 ml. de HCl 2N.
la columna se lavd nuevamente, hasta ausencia total -
de cloruros (hasta que el agua del lavado no presentd
precipitado o enturbiamiento en presencia de - = - ~=

AgN03 ).

Los 20 ml. del extracto, fueron pasados gota a gota,-
y de la misma manera una solucidn de NH4OH 2N. (apro-
ximadamente 250 mle.). Esta solucién fué evaporada con
la ayuda de un aparato rotavapor R-BUCHI hasta obte--

ner 20 ml, evitande que la temperatura fuera superior

a los 40°C (FIESER, L., 1367).

Preparacibén de la columna.

Se utilizd una columna de vidrio de 22 cm. de larsgo -
por 3 cm. de didmetro y provista en su parte inferior
de un sifédn para evitar el secamiento de la misma,

En la parte inferior de la cclumna se colocd una capa
de algoddn, enseguida la resina y sobre de ésta otra-
capa de algoddn; quedando asi en condiciones de uti--

lizarce.,
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IDENTIFICACION DE AMINOACIDOCS.

La identificacibn y separacidn

de los aminodcidos, -

se llevd a cabo utilizando la cromatografia ascen---

dente bidimensional en capa delgada.

Separacibn cromatogridfica.

Se utilizaron placas de vidrio
nadas de gel de Silice "G", el
se prepard con 30 g. de gel de
de agua, el espesor de la capa
Las placas fueron activadas en

rante 15 minutos.

de 20 x 20 cm. impreg
material extendido --
Sflice "G" y 60 ml, -
fué de 250 micras, --

1a estufa a 110°C. du

También se utilizaron cromatofolios "Al Silicagel --

60 Fugy'

', para cromatografia en capa delgada 20 x 20

cm., y de espesor de capa 250 micras.

La muestra fué colocada en la parte inferior izquier

da de la placa con ayuda de uhna micropipeta.

El desarrollo de las placas se

efectud en las cubas-

saturadas correspondientes. (RANDERATH, Kurt, 1964).
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Sistemas solventes empleados.

Para la primera dimengidn el sistema:
Metanol-Cloroformo-Amoniaco al 17% (2«2~1 v/V).
Tiempo de desarrollo: 75 = 100 minutos.

Distancia emigrada: 15 cm.

Temperatura: 23°C.t 1°C.

Para la segunda dimensién el sistemas

Fenol-Agusa (3-1 p/p).

Tiempo de desarrollos: 180 — 230 minutos.
Distancia emigradsa: 15 cm.

Temperatura: 23°C,ET 1o¢C.

Revelador empleado,

Las cromatoplacas fueron reveladas con solucidn de-

Ninhidrina al 0.2% en Acetona. (PUECH, A., DURU, C.
et PRIEUR, D., 1968).
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PREPARACION DE CROMATOGRAMAS TESTIGO,

Para identificar los aminodcidos presentes en el ex-
tracto, se prepararon soluciones al 0.1 % de 16 ami-
noacidos testigo; 12 en soluciédn acuosa y 4 en - - -
HC1 O,5N.

Los aminodcidos solubilizados en HCl fueron: Tirosi-
na, Acido Aspértico, Acido Glutdmico y Leucina.

(PUECH, A., DURU, C. et PRIEUR, D., 1968).

Aminodcidos testigo.

Los aminodcidos testigo utilizados fueron: Arginina,
Lisina, Valina, Serina, Acido Aspértico, Acido Glutd
mico, Fenilalanina, Histidina, Alanina, Metionina, -
Glicina, Cisteina, Tirosina, Treonina, Leucina y Pro
"lina,

Se efectud una cromatografia con cada unc de los ami
noécidos testigo, para tener una referencia y locali

zar as{ a cada aminocicido presente en la solucibn --
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problema. Se hizo ademds un cromatograma con unad -
mezcla de las soluciones de los 16 aminodcidos tes-

tigo.

Revelado de las cromatoplacas.

La s0lucidn de Ninhidrina al 0.2 % en Acetona reve-
16 la presencia de los aminodcidos como manchas de-
color rosa o violeta a excepcidn de la Prolina que-
se observd de color amarillo naranja. (SHRINER, - -

Ralph., FUSON, Reynold et CURTON, D., 1972).

Para detectar Cisteina y Metionina se afiadié Peréxi
do de Hidrfgeno para formar compuestos mids estables,
siendo oxidada la Cisteina a Acido Cistéico y la —-
Metionina a Sulfon-Metionina, (RANDERATH, Xurt., —-
1964).

ﬁxo.m:m? NVY wy

qTv
MR



- Amoniaco 8} 17% (2-2-1 v/v)

Metanol - Cleroformo
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CROMATOGRAMA OBTENIDO CON LOS ANINCACIDOS TESTIGO EMI
GRADOS INDIVIDUALMENTE.

punto de partida
Lisina

— Arginina

- Acido Aspdrtico
Serina

-~ Acido Glutdmico
Glicina
Prolina
Cisteina
Alanina

- Histidina

- Treoninsa

~ Tircosina

- Leucina

- PFenilalanina
- Valinea

— Metionina

Fenol - Agua {(3-1 p/p)



CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA DE AMINOACIDOS TESTIGO

EMIGRADOS INDIVIDUALMENTE, REVELADCS CON NINHIDRINA-
AL 0.2 % EN ACETONA,

Aminoacidos. Color.
l.= Lisina Violeta
2= Argininas Violeta
3.« Acido Aspéartico Violeta
4,- Serina Rosa obscuro
o= Acido Glutémico Rosa obscuro
6,=- Glicina Rosa naranja
T«- Prolina Amarillo naranja
8.- Cisteina Roga pdalido
9.- Alanins Rosa obscuro
10,~ Histidina Rosa
11.= Treonina Rosa obscuro
12.— Tirosina Rosa
13+~ Leucina Rosa obscuro
14.~ Fenilalanina Rosa obscuro
15.= Valina Resa naran ja

164+- Metionins Rosa naranja
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Rf DETERMINADOS EN LC3 AMINCACIDOS TESTIGO EMIGRADOS

INDIVIDUALMENTE .

Aminodcidos. R, (1). R, (II).
l.- Lisina 0,120 0. 032
2.= Arginina 0,165 0.072
3.~ Acido Aspértico 0.209 0.123
4,- Serina 0.423 0.128
5.= Acido Glutédmico 0. 397 0.152
Bewe Glicina 0.393 0.222
T7e= Prolina 0. 360 0.453
8.~ Cisteina 0.503 0.131
9.~ Alanina 0. 546 C.241

10.~ Histidina 0.582 0.213

11~ Treonina 0.620 0.226

12.= Tirosina 0.567 0,342

13.- Leucina 0.636 0.449

144e-~ Fenilalanina 0.677 0.631

15~ Valina 0,758 0.377

16 e~ Metionina 0.835 0.440

(I).- Metanol-Cloroformo-Amonizaco al 17 % (2-2-1
v/v)e.

(IT).- Fenol-Agua (3=1 0/p).
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CROMATCOGRAMA OBTENIDO AAPARTIR DE LA MEZCLA DE AMINO-
ACIDOS TESTIGO,

lietanol - Cloroformo - Amoniaceo al 17% (2-2-1 v/v)

punto de partida
g l.- Lisgina
é:) 3 ‘2e= Arginina

3.=~ Acido Aspirtico

4,- Serirsa
@ @ " erira

Acido Glutimico

a : 6e= Glicina
To= Prolire

8.~ Cistelra

(:::) (:? .=~ Alarin=
1C.—~ Histidinz
C:) 11e— Treonira

12.—- Tirosina
13,—- Levecina

14a= Monilalarirs
154~ Valirg

164~ Metionira

Fenol - Agua (3-1 p/p)
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CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA DE LA MEZCLA DE AMINO-
ACIDOS TESTIGO, REVELADOS CON NINHIDRINA AL 0.2 % EN

ACETONA.

Aminoécidos. Color.
le-~ Lisina Rosa violeta
2.,- Arginina Rosa violeta
3e— Acido Asgpartico Rosa violeta
4.- Serins Rosa palido
5= Acido Glutamico Rosa violeta
Bew Glicina Rosa
Te= Prolins Amarillo naranja
8.- Cisteina Rosa
9.~ Alanina Rosa obscuro
10.- Hisgtidina Rosa naranja
1te=~ Treonina Rosa pialido
12—~ Tirosina Rosa
13.- Leucina Rosa obscuro
14.~ Fenilsalanina Rosa obsgcuro
15.,~ Valina Rosa palido

16 4= Metionina Rosa narahnja
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Rf DETERMINADOS EN LA MEZCLA DE AMINCACIDOS TESTIGO.

Aminodcidos. R, (I). R (1I),
l.,~ Lisina 0.166 0,020
2.~ Arginins 0,153 0.073
3+~ Acido Asgpdrtico 0.146 0,126
4,~ Serina 0.486 0,133
Se~ Acido Glutamico Q. 373 0,173
6+= Glicina 0.453 0.220
Te= Prolina 0.486 0.413
8s= Cisteina 0.660 0.180
9.- Alanina 0.580 0.286

10+~ Higtidina 0.606 0.260

11.,- Treonina 0.733 0.393

12,-~ Tirosina 0.653 0,373

13.~ Leucina 0.666 0.446

14.- PFenilalanina 0. 840 0.600

15.- Valina 0.780 0.460

16.,- Metionina 0.786 0.500

(I),- Metanol-Cloroformo-Amoniaco a2l 17 % (2-2-1
v/v).

(IT)e~ Penol-Agua (3-1 p/p)e.



- 19 -

CROMATOGRAMA OBTENIDO A PARTIR DEL EXTRACTO DE ALFALFA,

HMetanol - Clorofommo - Amoniaco al 17% (2-2-1 v/v)

punto de partida
Lisina
Arginina

X

Serina

Acido Glutdmico
Glicina
Prolina
Cisteina

.

Hisgtidina
Treonina
Tirosina
Leucina
Fenilalanina
Valina

X3

Xs

Fenol - Agua (3-1 p/p)
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CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA DE LOS AMINOACIDOS - -
IDENTIFICADOS EN EL EXTRACTO DE ALFALFA, REVELADOS -
CON NINHIDRINA AL 0.2 % EN ACETONA.

Aminodcidos. Color.
le- Lisina Violeta
2.—- Arginina Violeta

3."" Xl
4,. Serina

5.— Acido Glutdmico

o= Glicina
7e= Prolina
8.~ Cisteina
Qy- X2

10~ Histidina
11e- Treonina
12.« Tirosina
13¢~ Lieucina

14.,—- Fernilalanina
15.=~ Valina

16.~ X

3
17~ X,

Azul wvioleta

Rosa pdlido
Rcgsa obscuro
Rosa naranja
Amarillo naranje
Rosa

Rosa

Rosa obscuro
Rosgsa

Rosa

Rosa

Rosa padlido

Rosa palido
Amarillo naranja

Rosa obscuro
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R, DETERMINADOS EN LOS AMINCACIDOS PRESENTES EN EL -

f
EXTRACTO DE ALFALFA,

Aminodcidos, Re (1), R (II).
ls= Lisina 0.153 0.065
2. Arginina 0.280 0e151
o= Xl 0. 366 0.315
4.- Serina 0,413 C.144
5= Acide Glutédmico 0.403 0. 177
Be= Glicina ' 0.420 0.230
Te- Prolina 0.426 0.480
Be- Cisteina 0. 540 0. 282
G~ X2 0.353 Qe 348

10.- Histidina 0.473 O 322

11.- Treonina 0.520 0. 361

12.- Tirosina 0.646 0.467

13e= Leucina 0.666 0.539

14.- Fenilalanina 0.786 0.592

15.~ Valina 0733 0. 506

164= X3 0.460 0. 302

17 e= X4 0.620 0.401

(I).—- Metanol-Cloroformo-Amoniaco al 17 % (2-2-1
v/v).

(II).- Fenol-Agua (3-1 p/p).
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DETERMINACION CROMATOGRAFICA DEL TRIPTOFANO,

La identificacibn del Triptofanoc se llevd & cabo con
ayuda del Acido Glioxflico (0.5 g+ de Acido Glioxili
co, 50 ml. de Acido Acético, 10 ml. de Agua destila-
da, 40 ml. de Acido Sulfdrico).

Las cromatoplacas se prepararon y emigraron en la —-
forma ya descrita. Una vez secas se revelaron con el
reactivo del Acido Glioxilico y se llevaron a la esS-
tufa a 100°C, dQurante 5 minutos. {PUECH, A., DURU,C,
et PRIEUR, D., 1968).

Con este método se revela la presencia del Triptofa-
no como mancha redonda de color violeta intenso.
Ninguna mancha con las caracteristicas antes descri-

tas se observbd en los cromatogramas efectuados.



INTERPRETACICN DE RESULTADOS,
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INTERFRETACION DE RESULTADOS.

La presencia de los aminodcides siguientes: Lisina,-
Arginina, Serina, Acido Glutdmico, Glicina, Prolina,
Cisteina, Higtidina, Treonina, Tirosgina, Leucina, --
Fenilalanina y Valina ha sido identificada por la co
loracidn y posicidn de sus manchas,

La intensidad del color y las dimensiones de las man
chags de: Acido Glutémico, Glicina, Prolina, Cisteina,
Histidina y Tirosina permiten notar su presencia en-
mayor concentracidn.

En concentracién también importante se encuentran —-—
log aminodcidos Lisina, Arginina, Treonina, Leucina-
y Fenilalanina; y en menor proporcidén Serina y Valiw

Nae

Se detectaron también 4 manchas que no fueron identi
ficadas por carecer de un nlmero mayor de aminodci--

dos testigo, las cuales se designaron como X X

1! "2 T
X3 ' 4 X4.

Por bibliografia consultada (RANDERATH, Kurt., SHRI-
NER, Ralph., FUSON, Reynold et CURTON, D., 1964) 1a

mancha X3 puede correspoander a la Hidroxiprolina.



DISCUSION Y CONCLUSIONES,
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DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Por los resultados obtenidos podemos decir:

La identificacién de una mezcla compleja de aminodci
dog es posible, utilizando métodos rédpidos y senci--
llos como los citados en este trabajo.

Ademds la utilizacién de la cromatografia ascendente
bidimensional en capa delgada, para la identifica- -
cién de amincécidos se ve ampliamente favorecida - -
cuando: la mezcla de aminocdcidos es previamente puri
ficada en una columna de resina intercambiadora de -
iones pues se eliminan asi otros principios que in-—-
terfieren y dificultan la interpretacién de los cro-
matogramas; y cuando el desarrcllo de las cromatopla
cas se lleva a cabo en los solventes: lMetanocl=Cloro-
formo-Amonfaco al 17 % (2-2-1 v/v) para la primera -
dimensidn y Fenol-Agua (3-1 p/p) para la segunda di-
mensibén, se obtienen buenas separaciones.

En el extracto de Alfalfa detectamos 17 manchas, de-
las cuales se lograron identificar: Lisira, Argini-—-
na, Serina, Acido Glutémico, Glicina, Prolina, Cigs--
teina, Histidina, Treonina, Tirosina, Fenilalanina,-

Leucina y Valina.
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Las 4 manchas restantes designadas como Xl’ Xg, X3 b4
X4 no se lograron identificar por carecer de un ntime
ro mayor de aminocdcidos testigo, pero queldan dentro-
del rango de coler gque dan los aminodcidos al reac--
cionar con la Ninhidrina. Segin bibliocgrafia consul-
tada y, por el color y Rf ocbtenidos en la mancha X3,
ésta puede corresponder a la Hidroxiprolina.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la Alfalfa es
una planta de un gran valor nutritivo ya que en ella
exigten los aminodcidos Hisgtidina, Lisina, Leucina,-
Fenilalanina, Treonina, Arginina y Valina, mismos —--

que son considerados como esenciales en la dieta ani

male.
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