UNIVERSIDAD DE VALENCIA
_ FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA

"ESTUDIO DE LOS POLISACARIDOS DEL QUERCUS SUBER"™

- Memoria presentada para optar
al Grado de Doctor en Ciencias
quimicas por

Fdo: Amparo Asensio Martinez



UMI Number: U603116

All rights reserved

INFORMATION TO ALL USERS
The quality of this reproduction is dependent upon the quality of the copy submitted.

In the unlikely event that the author did not send a complete manuscript
and there are missing pages, these will be noted. Also, if material had to be removed,
a note will indicate the deletion.

Dissertation Publishing

UMI U603116
Published by ProQuest LLC 2014. Copyright in the Dissertation held by the Author.
Microform Edition © ProQuest LLC.
All rights reserved. This work is protected against
unauthorized copying under Title 17, United States Code.

ProQuest LLC
789 East Eisenhower Parkway
P.O. Box 1346
Ann Arbor, Ml 48106-1346



FACULTAD QUIMICA
BIBLIOTECA

Gat.

Encuad.

En«. H i O

M,t
Sell.
Test.

Top.



D.ELISEO SEOANE BARDANCA, Catedratico Numerario de Quimica
Organica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Univer-

sidad de Valencia.

CERTIFICA:
Que Amparo Asensio Martinez ha realizado en los

laboratorio del Departamento de Quimica Organica

de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Univer-

sidad de Valencia y bajo mi direccidn, el trabajo
que para optar al Grado de Doctor en Ciencias Qui-
micas presenta con el titulo de "Estudio de los

polisacaridos del Quercus Suber'".

Y para que de ello quede constancia, firmo la pre-
sente en Burjassot a 21 de Mayo de 1985.

Fdo: Eliseo Seoane Bardanca






A mis padnres



Al término de este trahajo quiero expresar mi agra-

decimiento:

Al Dr.D. Eliseo Seoane Bardanca, Catedratico de es-
te Departamento de Quimica Orgidnica por la direccién de este

trabajo.

Al Dr.D.Manuel Gbémez Guillén, Catedratico de Qui-
mica Orgédnica de la Universidad de Sevilla en cuyo Departa-

mento se ha realizado parte de este trabajo.

A los Drs.D.Antonio Gil Serrano y Dfia.Pilar Teje-
ro Mateo del Departamento de Quimica Orgénica de 1la Univer-
sidad de Sevilla por su ayuda y estimulo para finalizar es-
te trabajo, asi como por la realizacidén de analisis cromato-
graficos.

Al Dr.D.Manuel Menéndez Gallego del Instituto Na-«
cional de Toxicologia de Sevilla por la realizacidn de es-

pectros de masas.

Al Dr.D.Francisco Gavifia Ribelles, Profesor Titu-
lar del Colegio Universitario de Castelldn por su generosa

ayuda.

A Vicenta Garcia Marin por su eficiente labor me-

canografica.

A todos los compafieros del Departamento que de un
modo u otro han contribuido al desarrollo de este trabajo y
especialmente a Concha Collar Esteve por su ayuda y desinte-

resada colaboracidn.



INDICE



INTRODUCCION

I.1. Estructura y propiedades fisicas del corcho..... 1

I.2. Composicidn del corcho ..........cciviivivnn 3

I.3. Polimeros estructurales de las paredes celulares 5
I.3.1. Las hemicelulOSaS ...eeverenenennenenenn. 7
I1.3.2. La celulosa .....oiii it eenenennns 8

PARTE TEORICA

II.

IIT.

AISLAMIENTO DE LA HOLOCELULOSA DEL CORCHO
IT.1. EXxtracciones Previas ......eeeseeeeeronneenonas 12
II1.2. Despolimerizacién del corcho.Eliminacidén de 1la

SUDETING i vttt ittt ittt teesnsenaconeannsns 12
IT.3. Métodos de deslignificacibn .............coc.n 14
I1.3.1. Deslignificacidén del corcho ........... 17

ESTUDIO DE LA HOLOCELULOSA

IIT.1. Caracterizacidédn de la holocelulosa. Datos es-

PECLtTOSCOPICOS vt ittt ittt i iieiiteanennenn 19
ITI.2. Hidrolisis de la holocelulosa ........... e e e 20
IIT1.2.1. Hidrolisis dcida ....vuiveneeerennnnnn 20

III.2.1.1. Datos espectroscdpicos de los
_ monosacaridos ..........c.000.n 21
I1I1.2.1.2. Identificacidon de los monosaca-
ridos por cromatografia gaseosa.23

I1I1I.2.1.3. Determinacidn cuantitativa de

-1os monosacaridos ............. 29
I11.2.1.3.1. Formaci6én de los acetatos
de alditoles ........... 29
I11.2.1.3 Datos espectroscdpicos . 31
I11.2.1 Identificacion de los mo-
nosacidridos ............ 33
III.2.2. Hidr6lisis enzimédtica (I) ......... 44

I111.2.2.1. Identificacién de los monosa-
CAridoS ittt it it i e e 44
I11.2.2.2. Determinacidn cuantitativa de

los monosacaridos ........... 46



[T1.2.2.3. Hidr61lisis acida de los oligo-
| ~sacaridos ........... eeeeea.. 48
I171.2.2.3.1. Determinacidn cuantita-
tiva de los monosacari-
doS ..ttt e 48
I11.2.2.4. Hidrd6lisis acida del residuo
no hidrolizado enzimdticamente 48
II1.2.2.4.1. Determinacidn cuantita-

tiva de los monosacari-

dOS ..t i 50

II1.2.3. Hidr6lisis enzimadtica (II) ........... 50
II1.2.3.1. Determinacidén cuantitativa de 1los

monosacaridos ........ciiiieinnn 50

IIT.3. Metilacidn de la holocelulosa .........coue.. 53

IIT.3.1. Caracterizacidén de la holocelulosa

metilada ......00v ittt 55

IIT.3.2. Hidr6lisis acida ......covvvevnenn. 57
I11.3.2.1. Identificacidén de los monosaca-

ridos parcialmente metilados.. 57
ITI.2.3. Reduccidén de la holocelulosa metila-

I T 57

IT1.3.3.1. Datos espectroscdpicos ....... 60

ITI.3.3.2. Hidrdlisis dcida. Obtencidn de
los monosacadridos parcialmente

metilados ......... e 62
I11.3.3.2.1. Identificacidén de los mo-
nosacaridos parcialmente

metilados .......c.cc.. 63
ESTUDIO DE LA CELULOSA
IV.1. Aislamiento de 1la celulosa .......uouoeueeueeenn 80
IV.2. Datos espectroscOPicCOS .....vviiveeinnennnnnn, 82
IV.3. Hidrdlisis Acida ....veeiiin it it nnennnnennn 83

IV.3.1. Datos espectroscépicos de los monosa-
CATIdOS ... .ttt ittt ittt it 83
IV.3.2. Identificacién de los monosacaridos .. 85



IV.3.3. Determinacion cuantitativa de los mono-
SACATIAO0S vt ittt ittt een e

IV.3.3.1. Formacidén de los acetatos de aldi-

Iv.3.3.2. Identificacidn de los monosacari-

dos por cromatografia gas-1liquido

IV.4. Acetolisis de 13 CeluloSa vvvuveneeeeeennnnns

IV.5.

IV.4.1. . Datos espectroscdpicos .......ovceun..
IV.4.2. Desacetilacion.......ooeeveuvenneenns
IV.4.2.1. Estudio de los oligosacaridos por
cromatografia sobre papel .......

Metilacidén de la celulosa ........ccvvevvennn
IV.5.1. Datos espectroscOpicos ...............
IV.5.2. Hidr6lisis dcida ......cevvevennnnnnn.
IV.5.2.1. Identificacién de los monosacéri-

dos parcialmente metilados ......

V. ESTUDIO DE LA HEMICELULOSA

V. 1.

V.2.

V.3.

Aislamiento de la hemicelulosa .................

V.1.1. Datos espectroscdpicos .........cc.v... e

Hidrdlisis acida total .........cviieinnennnennn
V.2.1. Identificacidn de los monosacaridos por
cromatografia gaseosa .........ce00aan,

V.2.2. Determinacidon cuantitativa de los monosa-
CAridos ....iiii ittt e

V.2.3. Determinacion de los &dcidos urdnicos

Hidrdlisis acida parcial ........ ...
V.3.1. Identificacidén de los monosacaridos por
cromatografia gaseosa ......c0iineninn..
Metilacidn de 1la hemicelulosa ...........cc....
V.4.1. Datos espectroscdpicos ..... e
V.4.2. Hidr6lisis acida .....ccvvvrinnnnnennnnn
V.4.2.1. Identificacidn de los monosacaridos
parcialmente metilados ..... e
V.4.3. Reduccidn de la hemicelulosa metilada ..

85
85

87
87

89
89

91
92
93
93

95

99
100
101

101

103
104
109

109
113
114
120

121
126



V.4.3.3. Datos espectroscOpicos ............ . 126
V.4ﬂ3.2. Hidrélisis Acida ...ttt 127
V.4,3.2.1: Identificacién de los monosaca-
ridos parcialmente metilados ... 129
V.5. Caracterizacidén del 4cido 4-0-metil-D-glucurd-

0T T o o 142

VI. HEMICELULOSAS A y B

VI.1. Extraccidon alcalina de la hemicelulosa. Hemi- - .
celulosas Ay B ... it 144

VI.2. Aislamiento de 1la hemicelulosa A ............ 144
VI.2.1. Hidrdlisis acida .....ceveveereeenaes 144

VI.2.1.1. Determinacidn cuantitativa de
los monosacaridos .............. 146
VI.2.2. Purificacidén de la hemicelulosa A. Ob
tencidén de las fracciones A-I y A-II. 146
VI.3. ESTUDIO DE LA FRACCION A-I

VI.3.1. Datos espectroscOpPiCOS .......coecu... 149

VI.3.2. Hidrélisis &cida total .............. 149
VI.3.2.1. Determinacidn cuantitativa de

los monosacaridos ........cceu. 150

VI.3.3. Hidrdlisis acida parcial ............ 154

VI.3.3.1. Analisis de los oligosacéiridos

por cromatografia sobre papel .. 155
VI.3.3.2. Analisis de los oligosacaridos

por cromatografia liquida de al-

~ ta resolucidn .................. 162

VI.3.4. Metilacién de la fraccidén A-I ....... 165
VI.3.4.1. Datos espectroscdpicos ......... 165
VI.3.4.2. Hidrd6lisis acida ............... 170

VI.3.4.2.1. Identificacidén de los mono-
saciridos parcialmente meti-
lados ... iiviiiiiiiiian.. 170

VI.4. ESTUDIO DE LA FRACCION A-II
VI.4.1. Datos espectroscOpicoOS ........ov... 180
VI.4.2. Hidrblisis 4cida ....oveeeeneneerenn 181



VI.

VI.

VI.

5.

VI.4.2.1. Determinacidén cuantitativa de los

monosacaridos ...ttt 181
Aislamiento de la hemicelulosa B ............ 183
VI.5.1. Datos espectroscOpPiCOS .......c.uvunnn 183
VI.5.2. Hidrdlisis 8cida ....covvvivivenennn. 184
VI.5.2.1. Determinacidn cuantitativa de los

monosacaridosS .....iiiiiiiiinns 184

VI.5.3. Purificacidn de la hemicelulosa B.Ob-
tencidén de las fracciones B-I y B-II 184

ESTUDIO DE LA FRACCION B-1I

VI.6.1. Datos espectroscOpPiCOS ......euoveennn 187
VI.6.2. Estudio de la homogeneidad de 1la frac-

Lo 1o o T T 187
VI.6.3. Hidrdlisis dcida ......cvivivnnnenn 189

VI.6.3.1. Determinacidn cuantitativa de
los monosacaridos ......ceeeevne.n 189
VI.6.3.2. Determinacidn cuantitativa de

dcidos urdnicos ........cc00..n 195

VI.6.4. Hidrdlisis &dcida parcial ........... 196
VI.6.4.1. Andlisis de los oligosacaridos

por cromatografia sobre papel .. 196

VI.6.5. Metilacidon de la fraccidén B-I ....... 205

VI.6.5.1. Datos espectroscdpicos ......... 205

VI.6.5.2. Hidrdlisis @cida ............... 207

VI.6.5.2.1. Identificacidn de los mono-
sacaridos parcialmente me-

tilados ...t ie i 207
VI.6.6. Caracterizacion del acido 4-O-metil-

D-glucurdnico .....ccivvtiiennnennnns 221

ESTUDIO DE LA FRACCION B-II

VI.7.1. Datos espectroscOPICOS ....ivevnunennns 223
VI.7.2. Estudio de la homogeneidad de la frac
cion B-II ...vviiiiiiiiiiiiiiiannnn. 224



VII.

I.

VI.7.3.1. Determinacién cuantitativa de los

monosacaridos ............ ... 224
VI.7.4. Hidr6lisis acida parcial.Identifica-
cién de los monosacaridos ............ 224

VI.7.4.1. Analisis de los oligosacaridos
por cromatografia sobre papel ... 228
VI.7.4.2. Analisis de los oligosacaridos

por cromatografia liquida de al-

ta resolucidn ......ccieiiiniann 231

VI.7.5. Metilacidn .......ovtiiiiiinnnnnnnnns 231
VI.7.5.1. Datos espectroscdpicos ......... . 232
VI.7.5.2. Hidr6lisis acida .......cvvvu.nn.. 232

VI.7.5.2.1. Identificacidn de los mono-

sacaridos parcialmente meti-

lados ............ e 234

ESTUDIO DE UNA XILANA PATRON
VII.1. Datos espectroSCOPiCOS ...vevenrnnreneenens 246
VIT.2. Metilacidn ........uiiiiiiennneennnneeennns 247
VII.2.1. Datos espectroscdpicos ........... 247
VII.2.2. Hidrolisis acida ....... e 252

VII.2.2.1. Identificacidn de los mono-

sacidridos parcialmente meti-

lados .o vii ittt 252
PARTE EXPERIMENTAL

TECNICAS GENERALES
I.1. Punto de fusidn .....ioiiiiiienneennnncenennnss 255
I.2. Poder 10tatorio ...t inntiiirenennennennns 255
I.3. Técnicas cromatograficas ........ e e 255
I1.3.1. Preparacién de los acetatos de alditoles 259

I1.3.1.1. Determinacidn cuantitativa de los mo-

Mosacaridos ...ttt 260
I.4. Técnicas espectroscdpicas .......coevvvennnnn. 260



II. AISLAMIENTO DE LA HOLOCELULOSA

II.1. Extracciones previas ...... ettt 262
I1.2. Despolimerizacidén del corcho. Eliminacidén de

la suberina ......ociiiii ittt 262
IT.3. Deslignificacidén del corcho .................. 263

III. ESTUDIO DE LA HOLOCELULOSA

ITI.1. Caracterizacidon de la holocelulosa ......... 264
IIT.2. Hidrdolisis 8cida .....vveiviiinienennncnnnns 264
III1.2.1. Identificacid6n de los monosacaridos 265
II1.2.2. Determinacidén cuantitativa de 1los
monosacaridos ...... et 265
ITI.3. Hidrdlisis enzimdtica (I) ......viieeennans . 266
III.3.1. Identificacidon de los monosacaridos 266
IIT1.3.2. Hidr6lisis &dcida de los oligosaca-
ridos. Determinacidén cuantitativa de
- los monosacdaridos ................. 267
IIT1.3.3. Hidr6lisis &cida del residuo no hi
drolizado enzimdticamente. Determi

nacidén cuantitativa de los monosa-

CATIdOS vttt ittt tieeeeennonennsns 267
III.4. Hidrdolisis enzimdtica (II) ... vvvnvennnnnn. . 268
I1I.5. Metilacion de la holocelulosa ........c.o..... 268

I1II1.5.1. Hidrdlisis acida. Identificacion de

los monosacdridos parcialmente meti-

lados ..... 0. e st et 269
I1I1.5.2. Reduccidn de la holocelulosa metila-
o 1 270

III.5.2.1. Hidrdlisis acida. Identifica-
cién de los monosacaridos par-

cialmente metilados ......... 270

.IV. ESTUDIO DE LA CELULOSA
IVLOT. Aislamiento ....viiiiienneneeannn. I 271
IV.2. Hidrdlisis dcida ..vvvivinnnnnnnnnnnnnnnnn. 271
IV.2.1. Identificacién de los monosacari-
dos ..... e e et 272



IV.3. Acetqlisisfde;la celulosa ..ottt e . 272

IV.3.1. Anédlisis de los oligosacaridos por
cromatografia sobre papel ........... 273

IV.4, Metilacidn de 1a celulosa ....veeveennnnnnnns 273

IV.4.1. Hidrdlisis dcida. Identificacidn de
los monosacaridos parcialmente metila-
e o - 275

VoI, Aislamiento . ..iiuvienentnuesnnoeaenennoenannnsn 276
V.2. HidrOlisis 8cida .....iveiiiinnennenenaennnnns 277
V.2.1. Identificacidén de los monosacaridos .... 277
V.2.2. Determinacidén cuantitativa de &acidos
UTONICOS .. ii ittt ittt enennennnnanas 278
V.3. Hidrdlisis acida parcial. Identificacidon de los
MONOSACATIdOS .« ivi ittt nneeenonseenencennns 278
V.4. Metilacidn de la hemicelulosa ................ 279
V.4.1. Hidrdlisis &dcida. Identificacidn de los
monosacidridos parcialmente metilados .. 280
V.4.2. Reduccidn de la hemicelulosa metilada . 280
V.4.2.1. Hidrélisis acida. Identificacidn de
los monosacaridos parcialmente meti-
lados ...... et te et 281
V.5. Caracterizacidn del acido 4-0O-metil-D-glucurd-

VI.
VI.

3T A of o J @t et e e et e 282

HEMICELULOSAS A y B

Aislamiento de la hemicelulosa A............ 283
VI.1.1. Hidrdlisis acida. Identificacidon de

los monosacaridos ........... e 283
VI.1.2. Purificacidén de la hemicelulosa A.

Obtencidén de las fracciones A-I y

A-IT ..., et e et 284

VI.Z. ESTUDIO DE LA FRACCION A-I

VI.2.1, Hidrolisis acida. Identificacién de

los monosacaridos ........cvevveee.. 285



VI.

VI.

VI.

VI.

5.

VI.2.2. Hidr6lisis parcial .....ccevvunennnn 285
VI.2.2.1. Andlisis de los oligosacaridos.. 285
VI.2.3. Metilacién de la fraccidn A-T ...... . 286
VI.2.3.1. Hidr6lisis acida. Identificacidn
de los monosacaridos parcialmente
MEtilados «uvvvenerinneneneenns 287

. ESTUDIO DE LA FRACCION A-II

VI.3.1. Hidrdlisis écida.Identificacién de los
monosacaridos .......ieiiiiiiiiieaes 288
Aislamiento de la hemicelulosa B ............ 288
VI.4.1. Hidr6lisis acida.Identificacidn de 1los
monosacaridos .......c.cciievinninnann 289
VI.4.2. Purificacidon de la hemicelulosa B. 0Ob-
tencidén de las fracciones B-1 y B-II.. 289

ESTUDIO DE LA FRACCION B-I.
VI.5.1. Hidr6lisis acida. Identificacibn de los
. mMoNnosacaridosS ....eeetiiiiiiieereeeann 290
VI.5.1.1. Determinacidén cuantitativa de &ci

dos urdnicos .....iiiiiiiieinen 291

VI.5.2. Hidrolisis parcial ......ovueenunennnnn 291
VI.5.2.1. Anélisis de los oligosacaridos... 292
VI.5.3. Metilacidén de la fraccidén B-I ........ 292

VI.5.3.1. Hidrd6lisis 4cida. Identificaci6n
de los monosacaridos parcialmente
, metilados ......iiiiit i 293
VI.5.4. Caracterizacidén del adcido 4-0-metil-D-
glucurdnico ......iiiii it 294
ESTUDIO DE LA FRACCION B-II
VI.6.1. Hidr6lisis acida. Identificacidon de los
monosacaridos .......iiiiii e 295
VI.6.2. Hidr6lisis acida parcial ............. 295
VI.6.2.1. Andlisis de los oligosacaridos
por cromatografia sobre papel ... 296
VI.6.3..Metilaci6n de la fraccidn B-II........ 296
VIi.6.3.1. Hidr6lisis 4dcida. Identificacidn
de los monosaciridos parcialmente
metilados ....... ... 297



VII. ESTUDIO DE UNA XILANA PATRON
VII.1. Metilacion de 12 Xilana «.....eeeoeneenennnn. 298
VII.1.1. Hidrdlisis &cida.Identificacidn de
los monosaciridos parcialmente meti-
lados ...ovviiiiiiiiiii il 298

VIII. RESUMEN Y CONCLUSIONES . .viiiiiiiiineenenennnnnnns . 299

IX. BIBLIOGRAFI A ottt it ittt ittt et ee e e eneeeneneeanan 304



I. INTRODUCCION



I.1. Estructura vy propiedades fisicas del corcho

El corcho, como se sabe, constituye la corteza
del alcornoque '"Quercus Suber", y es genuino de los paises
del mediterraneo. El alcornoque pertenece a la familia del
roble y éstos son arboles de hoja perenne que alcanzan gran
des proporciones, de 12 a 18 m. de altura y de 1 a 1,3 m.
de diametro. E1 alcornoque tiene dos capas protectoras, la
corteza exterior que es el corcho, y una corteza mas inter
na. E1 cambium se produce en la corteza mas interna, y por
tanto, el corcho se puede quitar sin dafiar al drbol. Cuan-
do el alcornoque tiene de 15 a 20 afios & su corteza tiene
un espesor de 12 a 15 mm se recoge el corcho del arbol. Es-
ta primera corteza recibe el nombre de corcho macho y tie-
ne poco interés comercial. E1 corcho crece otra vez, pero
mas rapidamente que en el corcho original y estos procesos
se repiten a intervalos de ocho a diez afios. Estas nuevas
capas de corcho se denominan corcho hembra y su calidad
mejora en cada cosecha. El1 cultivo del corcho tiene lugar
en los paises del mediterrineo. Portugal, Espafia, Francia
e Italia en Europa y Argelia, Marruecos y Tinez en Africa
son los paises productores de corcho.

El corcho es un parénquima muy homogéneo, forma-
do casi exclusivamente por membranas celulares sin meato.
Las células del corcho en cortes longitudinales aparecen
al microscopio como hexagonos siendo el espesor de sus pa-
redes de 1,5 a 2 micras, como se observa en la Fig.I.1. El

corcho contiene, encerrado en sus cé&lulas, un 90% de aire,
lo que es la causa principal de su baja densidad de 0,1
a 0,2 (Kirk, 1965). En un centimetro cibico hay de 30 a
40 millones de células llenas de aire que estan unidas por
una sustancia natural resinosa, que son las lineas oscuras

que se ven en la Fig.I.1.

Robert Hooke, en 1665, did una descripcién del
corcho, que observd bajo el microscopio, e introdujo el



término de célula. Lewis mostro que las células del corcho
normalmente tienen 14 caras ,ocho de ellas son hexagonales
y seis cuadrildateras (Lewis, 1928). Esta formacion da a las
células el mayor volumen posible con la minima cantidad de

superficie, y permite a las células estar jun'tas de forma

Fig. 1.1. Cé¢lulas del corcho

compacta. Cuando las células del corcho se aislan por la
accion quimica adecuada y se observan al microscopio, apa-

recen como cuerpos de cuatro ¢ seis caras, dependiendo de

la cara de la célula que predomine.

Esta estructura es de extraordinaria importancia
para explicar de forma satisfactoria la mayoria de las pro
piedades tipicas del corcho. Las cé¢lulas del corcho compo-

nen mas de cuatro quintos del volumen del corcho. Tanto la



naturaleza quimica de las paredes de las células, que con-
tienen suberina, como el -hecho de que estén rellenas de
aire hace que el corcho sea impermeable al agua, elidstico
e imputrescible. El corcho es también resistente al acei-
te, a causa de su no capilaridad, resultado de su estruc-
turaunicelular. La penetracidn del corcho por. lguidos,
en general, es extremadamente dificil (Ribas, 1952).

La gran eficacia del corcho como aislante térmi-
co 0 aclistico y como amortiguador de vibraciones es debi-
da al hecho de que en una‘capa de un centimetro de espesor
hay de 300 a 350 filas de células que se comportan como
compartimentos estancos. La naturaleza quimica de las pa-
redes de dichas células contribuye a ello, igualmente, ya
que son elédsticas, resistentes, de pequefio paso especifico
imputrescibles y no higroscdpicas etc...

1.2. Componentes del corcho

E1l corcho se compone de los grupos de sustancias
siguientes: 1°. Sustancias que se pueden extraer por la
accién de disolventes y sin que el corcho sufra alteracidn
ninguna. Pertenecen a este grupo a) los taninos y sustan-
cias analogas, hidrosolubles, que se extraen en agua; b)
los ceroides, entre los que se hallan la cerina y la frie-
delina, compuestos policiclicos que pertenecen al grﬁpo de
los terpenos, que se extraen con disolventes organicos,
alcohol-benceno. 2°. Sustancias poliméricas de alto peso
molecular. Dentro de este grupo estan: a) la suberina, al-
to polimero formado por epoxi- e hidroxiacidos, esterifi-
cados entre si. Este es el componente quimico tipico del
corcho, que forma parte de las paredes de las células y a
las que el corcho debe sus aplicaciones técnicas; b) la
lignina, polimero que todavia no se ha estudiado en su to-
talidad. La lignina, junto con la celulosa y compuestos



andlogos, queda como residuo tras la despolimerizacidn del
corcho y se elimina aquella por medio de una oxidacidn con
didxido de cloro; c) el residuo dejado por los tratamien-
tos anteriores y que, tal como se observd por su estudio,
consta de una mezcla de polisacaridos, que denominamos
"holocelulosa'", siendo la celulosa el componente mayorita-

rio.

De todos estos componentes el mas ampliamente
estudiado ha sido la suberina. Concretamente en este Depar
tamento se ocuparon de su estudio abarcando tanto su com-
posicidn monomérica como su estructura. La despolimeriza-
cidén del corcho se realizd por transesterificacidn en me-
tanol con la cantidad precisa de metdxido sbdico, convir-
tiendo todos sus monosacaridos en ésteres metilicos que
se separaron posteriormente en nueve tipos y que se iden-
tificaron como ésteres metilicos de: acidos grasos mono-
carboxilicos saturados e insaturados; &acidos grasos dicar-
boxilicos saturados e insaturados; epoxiacidos; hidroxiepo-
xidcidos y &cidos e hidroxiacidos glicdlicos (Arnd, 1981).
En cuanto a la determinacidén de la estructura de dicho po-
limero se realizd un marcaje de los hidroxilos libres del
mismo con posterior despolimerizacidn por metanolisis,
averiguando que mondmeros contenian grupos OH libres y que
mondmeros los tenian esterificados; con ello se dedujo:
que la estructura de la suberina era lineal estando impli-
cadas las uniones ésteres exclusivamente entre grupos car-
boxilo e hidroxilos primarios (Agulld, 1981 y 1982).

El componente del corcho menos estudiado es 1la
lignina. Este polimero, formado por unidades de fenilpro-
pano, posiblemente funciona como trabadura para mantener
unidas las células del corcho, ya que cuando ésta se eli-
mina, la estructura del corcho se rompe y las c&lulas se
separan.

Después de haberse eliminado del corcho los ta-
ninos, la ceras, los acidos grasos, la glicerina y la lig-



nina, las paredes de las células del corcho permanecen. Las
paredes celulares son resistentes a la accidn quimica y es-
tdn compuestas de celulosa y sustancias muy semejantes a la
celulosa, es decir de hemicelulosas (Cote, 1965). Las pare-
des celulares son la barrera estructural de algunas molécu-
las contra agentes patdgenes (McNeil, 1978) y también son
una fuente de alimento y energia.

El éxito en el estudio estructural de las paredes
celulares depende aﬁpliamente de la fuerza y de la homoge-
neidad de la preparacidn de la pared celular examinada. Un
problema importante y que se plantea frecuentemente es la
purificacidn de las paredes celulares. Generalmente, las
paredes celulares se purifican por ser insolubles en solu-
ciones salinas tamponadas y en disolventes organicos. La
insolubilidad de los componentes estructurales de las pare-
des celulares es la causa de otro problema técnico. Para
estudiar la estructura de los componentes individuales de
la pared, estos componentes deben ser solubilizados y pu-
rificados. En esencia, esto es imposible de hacer, sin al-
terar las estructuras de los componentes de la pared.

1.3. Polimeros estructurales de las paredes celulares

En las paredes celulares de las plantas la subs-
tancia fundamental del esqueleto consiste principalmente de
a-celulosa, largas cadenas de macromoléculas en forma de
hilo que estan ordenadas en racimos. Dentro de esos racimos
los grupos hidroxilo libres del resto de B-glucopiranosa
con enlaces glicosidicos 1:4 sirve para alinear las molécu
las de celulosa por enlaces de hidrdgeno en una estructura
organizada que en algunas partes esta tan bien ordenada que
exhibe cristalinidad, mientras que en otras se encuentra
una estructura menos ordenada y mas amorfa (Hirst, 1955).
Sin embargo, pocas células poseen una pared celular consis-
tente casi enteramente de celulosa. En la mayoria de los

casos, mas especificamente con material lignificado, 1los



racimos de celulosa estan incrustados en una masa amorfa

de materia de lignina y de polisacaridos, dando un elemen-
to estructural fuerte y rigido, para el que se puede encon
trar una analogia con el hormigén armado (Cote, 1967; Frey-
Wyssling, 1965). La naturaleza exacta de la asociacibn en
la pared celular entre la lignina, la masa amorfa de la ma-
teria de carbohidrato no celuldsico, y la verdadera celulo-
sa no se conoce bien pero se han desarrollado métodos para
la eliminacidn de la lignina de los carbohidratos que se
detallan mas adelante. Una vez eliminada la lignina nos que
da la llamada "holocelulosa" a partir de la cual los cons-
tituyentes no celulésicos se pueden extraer por alcalis
acuosos. A estos constituyentes se les llama "hemicelulosas"
(Hirst, 1955). Probablemente no existe ningin enlace quimi
co entre las celulosa y las hemicelulosas pero hay sufi-
ciente adhesidén mutua por enlaces de hidrdgeno y por fuer-
zas de Van der Waals (Bauer, 1973). Sin embargo, la mayoria
de los estudios indican que debe existir uniones covalentes
entre la hemicelulosa y la lignina (Sjoéstrom, 1981, p.79).
La separacidn y el anadlisis de los complejos lignina-carbo-
hidrato han conducido a la conclusidn de que los componen-
tes de las hemicelulosas estan unidos a la lignina princi-
palmente a través de arabinosa, xilosa y galactosa.

LIGNINA - LIGNINA ’ " LIGNINA
|
ARA -XIL-XIL-XIL- GAL
-XIL-XIL-XIL ARA ARA -MAN-MAN-GLU-MAN -

ARA GAL



I.3.1. Las hemicelulosas

Antiguamente se definian como substancias insolu-
bles en agua, solubles en zlcalis, que estaban iIntimamente
asociadas a la celulosa. También se creia que.eran interme-
dios en la biosintesis de la celulosa. En época mas recien-
te se han vuelto a definir como polisacaridos no celuldsi-
cos y no pectinicos presentes en las paredes celulares de
plantas terrestres superiores. Al igual que la celulosa;la
mayoria de las hemicelulosas funcionan como material de so-
~porte en las paredes celulares. Constituyen hasta el 15-20%
de las maderas y de 25 a 40 por cien de los residuos de co-
sechas agricolas como paja, tallos de maiz, mazorcas, etc.
Las clases principales se clasifican en tres grupos, Xila-
nas, Mananas y Galactanas, segin la principal unidad monosa
que las constituyen. Los tamafios moleculares varian desde
50 a 200 unidades de azicar (Noller, 1968).

Las xilanas son las mas abundantes y mas amplia-
mente distribuidas. La xilana del esparto parece ser un ho-
mopolisacdrido lineal constituido por unidades de D-xilopi-
ranosa con enlaces B(1,4). Muchas otras xilanas tienen la
misma estructura basica, pero tienen otros azlicares como
grupos terminales o unidos como cadenas laterales. En este
aspecto es comiin la L-arabinosa y suele estar presente co-
mo la forma furanosa no reductora. En las cadenas laterales
también estan presentes con frecuencia el dcido D-glucurdni-

coy el 4-O-metil-D-glucordnico.

Las glucomananas consisten en D-glucosa y D-manosa
unidas 1,4 por enlaces B formando la mitad de la fraccidn he-
micelulosa de la madera de coniferas y también se encuentran
en maderas duras. La razdén de glucosa a manosa en variable
y no se sabe si una y otra estan unidas de modo regular o al
azar. La mayoria son de estructura esencialmente lineal, pe-
ro algunas podrian ser ramificadas. Las galactanas y arabino-



galactanas abundan especialmente en los alerces. Todas ellas
son muy ramificadas, con unidades galactosa enlazadas predo-
minantemente en posiciones 1,6 y 1,3. El principal hetero-
azicar en ellas es la L-arabinosa, que se encuentra mayor-
mente como cadenas laterales de furanosa no reductora uni-
das 1,6; pero también puede haber unidades de L-arabinopira-
nosa con enlaces B.

I1.3.2. La celulosa

La presencia de la celulosa en el corcho ha sido
negada en varias ocasiones 'por diversos autores. Otros han
dado numeros muy diferentes para representar la cantidad en-
contrada de esta sustancia; otros, finalmente, indicaron que
no existe mas que una pequefia cantidad conjuntamente con la
hemicelulosa en cantidad mayor (Ribas, 1952).

Kigler, en 1884, es el primero que estudid esta
cuestidn por un método de determinacidn cuantitativa sobre
madera de alcornoque, y obtuvo una cantidad correspondiente
al 64% de celulosa.

En 1913, Zemplen aplicd al corcho los procedimien-
tos convenidos para aislar la celulosa y obtuvo una sustan-
cia que tenia apariencia de celulosa, pero por acetolisis,
dedujo que el corcho no contiene celulosa, y lo que se habia
tomado por celulosa, era otro polisacarido, andlogo a la ce-
lulosa, pero diferente de ésta y presente en la proporcidn de
4,17%.

En 1923, Karrer, Peyer y Zega siguieron con el es-
tudio de la celulosa en el corcho. Concluyeron que existe,
probablemente, en el corcho, una pequefia cantidad de celulo-
sa acompafiada de algln otro polisacidrido parecido a esta Gl-
tima, en total, una cantidad representando sb6lo el 1,6% del
corcho seco al aire.



En 1927, Zetzsche y Rosenthaler consiguieron pre
parar el octaacetato de celobiosa cristalizado de P.F. 121-
122°. Evaluaron también la celulosa por diferentes proce-
dimientos. Los resultadcs conducen a admitir la presencia
de 3,3% a 4% de celulosa en el "oxi-corcho" y 2-2,5% en el
corcho bruto.

TABLA 1.1

Resudftados obtendidos en La deteaminacidén de £a celulosa en
el concho porn Zetzsche y Rosenthalen (1927).

Celulosa determinada como:

acetilcelulosa celulosa octaacetil-
celobiosa

Encontrada en el , ' . :
oxicorcho. 3,8 a 3,9% 3,3y 4,0%

Encontrada en el
corcho puro. 2,65%

Calculada para el

corcho bruto.- 2,5y 2,6% 2,2;1,8; 2,2y 2,7%
y 2,;2%

Calculada para el '

corcho natural. 1,7% 1,531,2; 1,5y 1,8%
y 1,5%

Si se comparan los resultados obtenidos en las de-
terminaciones de celulosa realizadas sobre corcho puro y
sobre corcho purificado por el procedimiento del agua oxi-
genada acética, es decir sobre el "oxicorcho", se ve que
el primero contenia mas o menos la mitad de su celulosa
bajo una forma distintas de la evaluada por medio del ace-
tato, y que no daba la octaacetil celobiosa, lo que se
atribuyd a la presencia de sustancias adheridas, que una
vez eliminadas por el agua oxigenada, conducen a una de-

terminacidn correcta como en el "oxi-corcho'". 'La deter-
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minacidén bajo forma de celulosa libre, por el procedi-
miento del acido nitrico, proporciona igualmente buenos re-
sultados. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla
I.1 y como puede verse concuerdan bien.

En 1928, Zetzsche, Cholatnikow y Sohuz demostra-
ron que la celulosa del corcho se encuentra én forma libre
y que como consecuencia, no forma parte de la molécula de
suberina.

Madinaveitia, Clay y Catalan se ocuparon también,
en 1935, del problema de la celulosa del corcho. Empezaron
sus investigaciones determinandola por dos procedimientos
distintos: disolviendo todo lo que no es celulosa y reco-
giendo ésta, o bien disolviendo la celulosa en acido clor-
hidrico concentrado y evaluando la glucosa formada. En el
corcho de la primera extraccidn se encontrd un 8% y en el
corcho hembra un 10% en ntimero redondos. Madinaveitia y
sus colaboradores estiman que en el corcho la celulosa exis
te en forma libre y que, por consiguiente, el complejo de
los acidos grasos no la esterifica.

En 1942, Guillemonat afirmaba que la naturaleza
de la celulosa en el corcho era algo incierta.

Fierz-David y Ulrich declaran, en 1945, no saber
con certeza si el corcho contiene celulosa y lignina, dan-
do sus investigaciones un resultado positivo.

En 1948, Stockar estudid de nuevo el problema de
la celulosa del corcho. La caracterizd por disolucidn en
el reactivo de Schweitzer y precipitacidn, por hidrdlisis
y obtencidén de la oxazona de la'glucosa formada, y final-
mente por obtencién y andlisis del triacetato y del trini-
trato. Encontrd, para el corcho exento de ceroides (extrai-
do con metanol), de 4,8 a 5,6% de celulosa pura, determina-
da en el residuo insaponificable después de extraccidn con
alcohol y agua a ebullicidn y sometido a la accidn de di-
versos oxidantes para eliminar la lignina y sustancias ana-
logas. E1 residuo que resulta de la oxidacidn estad formado

por celulosa y otras sustancias de naturaleza analoga; no
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se obtiene la celulosa pura mas que si se hace hervir al re-
siduo con una solucidn acuosa de SO;Na,. Si no se procede

a esta purificacidn se obtienen cantidades aproximadamente
dobles de las que son indicadas.

Con estos antcedentes sobre la composicidén del
corcho del Quercus Suber, creimos interesante abordar el
estudio de los polisacaridos, celulosa y hemicelulosas, y
de esta forma ampliar los estudios anteriormente realizados
sobre el corcho; a la vez que confirmar la presencia de la
celulosa en el mismo.

Este sera el tema principal del presente trabajo y,
concretamente, se ha estudiado el aislamiento, purificacidn
y determinacidn estructural de la celulosa y de los polisa-
cdridos solubles en alcali.del corcho.

Este trabajo se ha estructurado de la siguiente
forma: primeramente se realizd el aislamiento y determina-
cidén estructural de la holocelulosa; a continuacidn se frac-
ciond ésta en celulosa y hemicelulosa, realizandose el es-
tudio y determinacidén estructural de ambas por separado.

Finalmente se aislaron las hemicelulosas A y B
de la holocelulosa, estudiandose su composicidn monomérica
antes de proceder a su fraccionamiento. Realizado éste, se
separaron cuatro polisacaridos que denominamos como frac-
cién A-I, A-II, B-I y B-II y se estudid la composicién mo-
nomérica de todas y cada una de ellas y la determinaci®n
estructural de las fracciones A-I, B-I y B-II.

También se realizd una comprobacidn de la estruc-
tura de una xilana conocida y que nos ha servido para reali-
zar estudios comparativos con nuestros polisaciridos.
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IT. AISLAMIENTO DE LA HOLOCELULOSA

~II.1. Extracciones previas

El Quercus Suber,'al igual que otras plantas, con-
tiene ceras, colorantes, taninos, polifenoles, suberina,
etc. que no forman parte del polimero de 1la hdlocelulosa,
‘pero que se entremezclan con €l. La eliminacidn de estos

componentes que la impurifican se realizd por extraccidm.

Se sometid, pues, el Quercus Suber a un procedi-
miento de extracci6n exhaustiva con disolventes en un soxhlet.
Por extraccidon con benceno hasta agotamiento se separaron
las ceras; por extraccidn con agua se separaron los coloran
tes y polifenoles, y por Giltimo se extrajo con metanol pa-

ra arrastrar el agua.

E1l residuo que se obtuvo se dejo secar en una es-

tufa a 50-60°C durante una semana.

II1.2. Despolimerizacidn del corcho. Eliminacidn de la sube-

“‘rina.

La despolimerizacidon del corcho se realizd por
transesterificacidén con metéxido sddico en metanol anhidro
'0,1M. Por filtracidn se separaron los correspondientes es-
teres metilicos de los acidos, quedando un residuo no despo-

limerizable.

'Este residuo se extrajo sucesivamente con eter eti
lico y con metanol en un soxhlet. Se obtuvo un nuevo residuo,
libre de suberina, que después de secarse al aire, represen-

td un 63% respecto al corcho extraido.

En la Fig.II.1. se muestra un esquema de la despo-

- limerizacidn y subsiguientes tratamientos del corcho extraido.



CORCHO EXTRAIDO

Despolimerizacion
MeONa/MeOH O,IM

RESIDUO

| '~ Extraccion sodlido-liquido
1) Eter etilico

2) Metanol

RESIDUO

Deslignificacion

I) AcOH/CI0;Na
2) Etanolamina

HOLOCELULOSA
Extraccion

| a) Alcalina (NaOH 4%)

| | b) Con DMSO
| Residuo/ \Extrocto |
N CELULOSA 1) Acidificacion con
dcido acetico
| 2) Etanol

HEMICELULOSA

Fig. II.1.- Esquema del aislamiento de la holocelulosa, celulosa y hemicelulosa.
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I1.3. Métodos de deslignificacidn

No se conoce con detalle e1 mecanismo responsa-
ble de la eliminacidn de la lignina por los agentes blan-
queantes y la mayorfa de las explicaciones que se ofrecen
son s6lo especulativas (Sjostrom, 1981, p.153). Esto se pue
de entender en vista de la estructura compleja de los res-
tos de lignina, que también varia dependiendo del método
utilizado. Se han descrito varios métodos que resumimos a

continuacion.

a) Método del cloro

_ El cloro reacciona con la lignina primeramente
por sustitucidn y por oxidacidén. Pequefias cantidades de clo
ro se introducen también por adicidon a los dobles enlaces

presentes en la lignina.

© <
l

o—o—o—
|

\C/

AD
"::>__~
SU /C\

/ 0X

SuU /0 - (X

Fig.II.2. Reacciones laterales del cloro.

La despolimerizacion de la lignina puede origi-
narse a partir de dos tipos de reacciones, es decir, 1)
desplazamiento de la cadena latefal electrofilica y 2) rup
tura oxidativa de los enlaces ariléter y descomposicidn del

ntcleo aromatico (Fig.II.Z y II.3).
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OCH4 0 COOH

0 |OH] 0

Fig.II.3. Oxidacidn de 1la lignina por el cloro.

En la Fig.II1.2 se observa que la sustitucidn (SU)
que ocurre principalmente en las posiciones C-6 y C-5 con-
duce a los productos de la lignina clorados y a cloruro de
hidrdégeno. Después de la sustitucidn en el carbono 1, 1la
cadena lateral se desplaza dando origen a la fragmentacién
de 1la lignina. La oxidacidn (OX) da origen a la ruptura de
los grupos metoxilo & a la ruptura de enlaces entre unida-
des adyacentes. La adicidén (AD) también conduce al aumento
del contenido en cloro, pero a causa de la baja frecuencia
de dobles enlaces en las cadenas laterales no es una reac-

cidn significante.

b) Método del hipoclorito

El id6n hipoclorito (C10 ) es un nucledfilo, en
contraste con el cloro (Clz) que es electrdfilo, por tan-
to ataca primeramente las posiciones que llevan carga po-
sitiva, especialmente a los atomos de carbono carbonilico
y a dobles enlaces B- y y- conjugados con grupos_cérbonilo

0 carboxilo:

R-CO-CH,-R' —=1% 5 R-COOH + CHCI,-R'
R y R' denotan grupos alquilo o arilo. R' también puede ser
cloro. ‘

Como resultado de estas reacciones la lignina se
fragmenta a acidos carboxilicos de bajo peso molecular y se
disuelven. A causa de la destruccién de los grupos cromdfo-
ros y a la disolucidén de la lignina, aumenta la claridad de

la pulpa.
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c) Método del didxido de cloro

Aunque las estructuras fendlicas libres se oxidan
mas rapidamente, el didéxido de cloro también destruye las
unidades no fendlicas de fenilpropano y los dobles enlaces
presentes en los cromdforos de la pulpa. Después de la rup-
‘tura del anillo de benceno se forman varios acidos dicarbo-
xilicos, tales como el dcido oxalico, mucdnico, maleico y
fumarico junto con los productos substituidos con cloro
(Fig.I11.4). Como resultado de la despolimerizacidn y forma-
cidon de los grupos carboxilos, la lignina modificada se di-
suelve durante el tratamiento con didxido de cloro y en la
etapa de extraccidn con hidrd6xido de sodio que normalmente
le sigue (Vidal, 1978).

\
COOCH

COOH ' POLI MERO
//fffkii:i:. //////////

<l @%Q
O

Fig.II.4. Reacciones del cloro y del didxido de cloro.

Clz

d) Método del oxigeno-&dlcali

Se puede eliminar aproximadamente la mitad de 1la
lignina aplicando un blanqueamiento con oxigeno como etapa
inicial. Una deslignificacidn mas completa con oxigeno condu-
ce a una extensa degradacidn de los polisacaridos afectando
a la calidad de la pulpa.

- E1 oxigeno y el perdxido tienen caracteristicas

comunes ya que en ambos casos el medio es alcalino, y estan
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presentes las mismas especies reactivas (oxigeno y perodxi-

dos), aunque en proporciones diferentes.

Por accidn del oxigeno la lignina se degrada y .
se forman estructuras cromdéforas, mientras que el perdxi-
do de hidrbégeno elimina los croméforos sin ninguna descom-

posicidn y disolucidén de la lignina.

Otros métodos de deslignificacidn se han realiza-
do utilizando bien el etilenglicol (Konkin, 1953) © bien el
dimetilsulfdxido (Bogomolov, 1962; Alekseeva, 1965).

La holocelulosa también se puede obtener por so-
lubilizacidén y extraccidén de la lignina del corcho por tra-
tamiento con 4dcido cloroso a 70-75°C (Whistler, 1963).

I1.3.1. Deslignificacidon del corcho

Aunque la reaccién del cloro y del hipoclorito es
rapida, los carbohidratos no permanecen totalmente inalte-
rados. Los polisacdridos se oxidan en cierto grado con in-
troduccidén de grupos carbonilo estando por tanto estas ca-
denas de polisacidridos sujetas a degradacidon en la etapa
siguiente de extraccidn alcalina via una B-alcoxi elimina-
cidn. Los enlaces glicosidicos también se pueden romper
después de la oxidacidn del C-1 por radicales libres de
cloro para dar grupos terminales de acido alddnico (Fig.
I1I.5). También se pueden formar grupos carboxilo no termi-
nales sin originar ninguna despolimerizacidon. (Por ej. 1la
oxidacidén en el C-6 da por resultado la formacidén de gru-

pos de adcido urdnico).

El didxido de cloro es el oxidante mas selectivo
de la lignina entre los blanqueadores quimitos basados en
el cloro y reacciona sélo muy lentamente con los polisacéa-
ridos. Ademds la estabilidad de los polisacaridos durante
la etapa de cloracidén estd marcadamente mejorada por la
presencia de didxido de cloro. El1 diéxido de cloro actia,

como un radical scavenger, inhibiendo la reaccién en cade-
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CH,0H CH,OH
O_
OH 0 + Cle
- HCl
R—=0 _ R—-0
OH
+ Cl2 ~Cle
CH,0H CH,OH
H Y o—
OH ° CooH .t 2H0 R
- HCI
R—0 - ROH R—O
OH OH

Fig.II.5. Oxidacién de la celulosa por radicales cloro.

na de radicales entre el cloro y los polisacdridos sin afec
tar a la cloracidén de la lignina, que no es una reaccidn por

radicales.

Por todo esto se eligid, pues, el método del dio-
xido de cloro (Whistler, 1963), siendo uno de los mas comun
mente utilizados debido también a su simplicidad (Manning,
1967; Thompson, 1964; Kocher, 1952; Zaitseva, 1954; Maekawa,
1680 y Wise, 1946).

El corcho, tras metanolisis, se suspendid en agua
caliente a 70-75°C y se le adicion® acido acético glacial y

clorito de sodio con agitacidn constante.

Tres tratamientos con clorito son suficientes para
reducir el contenido de lignina a un nivel constante. Ulte-
riores tratamiento causan pérdidas apreciables de holocelu-
losa sin ninguna reduccidn significativa en el contenido

de lignina.

Por filtracidén de 1la mezcla se obtuvo un residuo
que se traté con hidrdxido de sodio a distintas concentra-
ciones (Ikan, 1969). Esta etapa de la extraccidn alcalina
fue muy larga y tediosa, por lo que se sustituyd por el tra
tamiento de Doreé (Doreé; 1947; p-417) que utiliza el eta-
nol que contiene un 3% de etanolamina para eliminar los clo-
ruros de lignina. Se obtuvo un s6lido blanco fibroso que re

presentd un 17,64% en peso respecto al corcho extraido.
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m . ESTUDIO DE LA HOLOCELULOSA

III. 1. Caracterizacién de la holocelulosa. Datos espectros-

copi eos

Su espectro de IR (Fig. III. 1) presento las si-
guientes bandas caracteristicas: entre 3.600 y 3.100 cm
banda ancha de tension de 0-H asociado interinolecul armente;
banda a 2.900 cm de tension de C-H alifatico; bandas a
1.430, 1.380 y 1.320 cm * de deformacion de flexiéon de gru-
pos CH"-> Y resPe ivamentei banda a 1.050 cm
de tensiéon C-0 de alcohol y bandas a 1.110 y 890 cm ~ que

indican la presencia de éteres ciclicos.

miC*OM«'7iRS

J HIik
WAveMiMiir* €M ) 1400 «M

Flg. 111 E;pzcfsio de IR de la kolo czluloA a.
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III.2. Hidrd6lis de 1la holocelulosa

Dada la insolubilidad de la holocelulosa, tanto
en disolventes orgdnicos como inorganicos, para deducir la
estructura monomérica de los polisacadridos implica una de-
gradacidn de los mismos por procedimientos quimicos. El mas

utilizados es la hidrélisis tanto dcida como enzimatica.

ITI.2.1, Hidrolisis acida

Este método de hidrdlisis permite separar los hi-
dratos de carbono de la holocelulosa,en forma de monosacéa-
ridos solubles,de la lignina, que queda insoluble y se pue

de eliminar posteriormente por filtracion.

Para la neutralizacidn se elegid el carbonato de
bario en polvo dado que el borboteo que se produce en el
desprendimiento de CO2 es un medio auxiliar para seguir la
reaccidn. Después de la neutralizacidén se elimina el bario
restante pasando la solucidn por una resina cambiadora de
iones,Amberlita IR-120(H").

Se utilizaron dos procedimientos ligeramente dis-
tintos. Ambos utilizan &dcido sulflirico del 72%, que luego
se diluye y se neutraliza con carbonato de bario.

Con el tratamiento de G.W.Monier-Williams (Doreé€,
1947, p.197) se afiadid SO4H2 del 72% a la holocelulosa y se
tuvo la mezcla de reaccién 4 dias en agitacidén a temperatu-
~ra ambiente. Luego se diluyd el acido y se tuvo la mezcla
15 horas a reflujo. Se termind el tratamiento y después de
concentrar a sequedad la solucidén resultante se obutvo un

sdlido amarillo.

Este proceso fue largo y tedioso por lo que se
pas® a aplicar el tratamiento de A.Navas (Navas, 1980). Se
tuvo la mezcla de reaccidn con SO4H2 del 72% 4 horas con
agitacidn a temperatura ambiente. Luego se diluyd hasta

hacer el SO,H, TN, y se calentd a reflujo 4 horas. Se neu-
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tralizd con carbonato de bario, se filtrd y el filtrado se
paso a través de la resina Amberlita IR-120(H+) y se concen
trd a sequedad. Se obtuvo un sélido amarillo correspondiente
a la mezcla de azhGcares y se caracterizd por métodos espec-

troscopicos y cromatograficos.

ITT.2.1.1. Datos espectroscOpicos de los monosacdridos

a) Interpretacidon del espectro de IR

El espectro de IR (Fig. III.2) presentd las si-
guientes bandas: entre 3.600 y 3.100 cm—1 una banda ancha
de tensidon de OH asociado intermolecularmente; banda a 2.940
em” ! de tensién de C-H alifatico ; bandas a 1.600 y 1.400
-1 . . . . . ..
cm de tensiones asimétricas y simétricas del anion carbo-
xilato; bandas a 1.100 y a 1,035 cm™! de tensidn de C-0 de

alcohol primario y secundario respectivamente.

b) Interpretacién del espectro de RMN

La espectroscopia de RMN tiene ciertas caracteris-
ticas Que hacen que esta técnica sea especialmente ventajo-
sa para el estudio de los polisacaridos (Aspinall, 1982,
p. 135). Los espectros de RMN pueden dar informacidn respec-.
to al angulo diedro entre protones en atomos de carbono ad-
yacentes en los compuestos aliciclicos (Tedder, 1971). Di-
‘cho angulo se puede interpretar en términos de las confor-
maciones de los sustituyentes en el anillo. Los espectros
de los azlicares son complicados, y los de los azlcares 1li-
bres como mejor se miden es en disolucién de oxido de deu-
terio para eliminar la absorcion del protdn OH. Sin embar-
go se obtiene una sefial ancha debida al agua residual (se-
fial HOD en la figura III.3). E1 desplazamiento quimico de
esta seflal a temperatura ambiente (d8=4,8) es tal que puede

interferir con la importante regidn anomérica.

El protdon mas facil de identificar es el del car-
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bono anomérico que aparece a un campo inferior al de los
demas hidrbdgenos del anillo. Este protdén se presenta co-
mo un doblete en el caso de las aldosas, como es nuestro
caso. Los protones axiales suelen absorber en un campo mas

alto que los protones ecuatoriales.

No es apropiado utilizar la espectroscopia RMN
para determinar las proporciones de los constituyentes. Sin
embargo si es adecuada para la identificacidn y determina-
cidn de los azlcares que componen el hidrolizado quimico o

enzimatico de un polisacarido.

El espectro de RMN (Fig.III.3.) (DZO) presentd las
sefiales caracteristicas de una mezcla de azGcares libres, pe
ro ningiGn desoxi-azlcar en disolucidn. Se comprob® por com-
paracidn con el espectro de RMN correspondiente a una mezcla
de azticares patrones (glucosa, xilosa, arabinosa y manosa)

y ambos dieron sefiales similares. Las sefilales mas caracteris-
‘ticas son: un doblete a 5,3 § asignable al protdén anomérico
en posicién o; y las sefiales entre 3,9 y 3,3 6 asignables a
los CH-OH y a los —CEZ-OH.

ITT.2.1.2. Identificacidon de los monosacaridos por cromato-

- ‘grafia gaseosa

Se intentaron identificar primeramente por croma-
tografia en capa fina con Kieselgur G y acetato sddico 0,0ZM
(Wollen, 1967).

Paralelamente, se intentd también la identificacidn
de los aziicares sobre cromatoplacas de celulosa (Mifiana,1980),
utilizando como eluyente la mezcla n-butanol-etanol-agua
(3:2:2). ’

En ambos casos se visualizaron las placas con el
revelador anisaldehido-acido sulfirico. Las coloraciones no
fueron lo suficientemente diferentes ni tampoco los Rp de los
monosacaridos de la mezcla, como para hacer una identificacion
segura.



24

Una identificacidn mas precisa se llevd a cabo por

cromatografia gas-1liquido previa transformacidén de los mono-
sacdridos de la mezcla en los correspondientes derivados tri-

metilsililéteres.

Segﬁﬁ Sweeley vy colaboradores (Sweeley, 1963) 1los
productos que se obtienen de andmeros puros de pentosas y he-
xosas presentan un s6lo pico en cromatografia gaseosa aunque,
en algunos casos, pueden aparecer pequefias cantidades de otra
forma anomérica. En general las anomerizaciones que ocurren en
piridina durante la preparacidon de los TMS derivados son mini-
mas. |

Las soluciones acuosas en equilibrio de los azlcares

libres constan casi enteramente de dos componentes, los andme-
T0S O Y B.

Se realizd un analisis comparativo de los azlicares
del hidrolizado de la holocelulosa con azGcares libres patro-
nes. Se cromatografiaron primeramente por separado los azfca-
res patrones glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa, ramnosa y
manosa en solucidn acuosa. En los cromatogramas correspondien-
tes aparecieron los andmeros o y B como mayoritarios junto con
una pequefia cantidad de la forma y de los azlicares debida pro
bablemente a aldehidos. libres 6 formas furandsicas. En la ta-
bla III.1. se indican los tiempos de retencidn de estos azii-

cares relativos a la a-glucosa.

De igual forma se cromatografiaron los azficares pro-
cedentes de la hidr6lisis &cida.de la holocelulosa. En la ta-
bla III.2. se indican los tiempos de retencién de los azlicares
de la hidr6lisis seglin Monier-Williams relativos a la a-gluco-
say en la Fig. III.4. se muestra el cromatograma obtenido.
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Cromatografia gaseosa de los TMS derivados de los azficares

patrones.
t; Forma del azGcar Azlicar
0,34 o
0.38 B Arabinosa
H
0, 36 a
0,48 B Xilosa
0,58 Y '
0, 35 o
0.47 8 Ramnosa
2
0,75 o
0,89 B Galactosa
1,05 Y
1,00 o
1.44 8 Glucosa
b
0,72 a :
Manosa
1,06 8

dTiempos de retencidén relativos a la a-glucosa con una

na QOV-1 a 195°C.

colum
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TABLA III.Z.

Cromatografia gaseosa de los derivados sililados de los
monosacaridos de la holocelulosa (Doreé, 1947).

a

tR Pico n°® Forma del aziicar AzGcar
0,33 1

0,38 3 | 8 Arabinosa
0, 35 2 o

0,48 a B Xilosa
0,72 5 o Manosa
1,00 .6 a

1,45 8 8 Glucosa
1,05 7 Y ‘ Galactosa

aTiempos de retencidn relativos a la a-glucosa en una colum-
na OV-1 a 195°; '

Los azilcares procedentes de la hidrdlisis segln
Navas se analizaron igualmente por cromatografia gaseosa de
sus trimetilsililéteres y se compararon con una muestra de
la mezcla de los seis azlicares patrones igualmente sililados
y en las mismas condiciones. En la Tabla III.3. se dan los
tiempos de retencion de los azficares obtenidos relativos a 1la
a-glucosa y en la Fig.III.5. se muestran los cromatogramasAob

tenidos.
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TABLA I1I.3.

Cromatografia gaseosa de los TMS derivados de los monosaca-

ridos de la holocelulosa (Navas, 1980).

t; Pico n° Forma del azlcar AzGcar
0,33 1 o ’
0,38 3 8 Arabinosa
0,36 2 : o

0,47 4 B Xilosa
0,58 5 Y '

0,74 6 o ,

0,88 7 8 Galactosa
1,00

1,49 B Glucosa

aTiempos de retencidén relativos a la o-glucosa (9,53 min.)

en una columna OV-1 a 180°C.

De estos analisis se pudo deducir que los monosaci

ridos que componen los polisacdridos de la holocelulosa son
glucosa, xilosa, arabinosa, manosa y galactosa, siendo los

dos primeros los mayoritarios.

111.2.1.3. Determinacidn cuantitativa de los monosacaridos

I1I1.2.1.3.1. Formacidn de los acetatos de alditoles

La trimetilsilil derivatizacidn es sencilla y ra-
pida pero tiene sus limitaciones (Crowell, 1967). Como el
agua reacciona con los reactivos es necesario emplear pro-
cedimientos de secado muy eficientes. El cromatograma es
dificil de interpretar ya que cada azlcar prodﬁce varios
andmeros y en el cromatograma aparece una multiplicidad de

picos dificiles de resolver.
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Gunner y colaboradores mostraron que se obtenian
picos sencillos para los acetatos de los alditoles de los

azlicares que nos interesan.

Sawardeker y colaboradores ampliaron esta obser-
' vacidn y dieron una aplicabilidad general de este procedi-
miento para el analisis cuantitativo de mezclas de monosa-
caridos. La reduccidén de los monosacéaridos a sus alditoles
y la separacidén de los derivados de alditoles ofrece posi-
bilidades de cuantificacidn puesto que este procedimiento
elimina el problema de los picos miultiples, ya que los al-

ditoles no pueden anomerizarse.

Este método sin embargo no fué enteramente afortu-
nado -ya que la resolucidn de sustancias isoméricas era a
menudo insatisfactoria,como en el caso del D-glucitol y
D-galactitol-, hasta que Sawardeker (1965) introdujo un co-
polimero de succinato de etilenglicol y cianoetil silicona
como fase estacionaria. Este procedimiento fue capaz de re-
solver todos los acetatos de alditoles comunes en 70 minu-
tos con una temperatura programada desde 155 a 190°C.

Se formaron los acetatos de alditoles de los azi-
cares patrones ramnosa, arabinosa, xilosa, manosa, galac-
tosa y glucosa. Paralelamente se formaron también los ace-
tatos de alditoles del hidrolizado de la holocelulosa. Los
azicares en disolucidn acuosa se redujeron con borohidruro
de sodio, que es una reduccidén sencilla y cuantitativa, pa-
ra formar los alditoles que luego se acetilaron con la mez-
cla anhidrido-acético/piridina (1:1), como se detalla en

los métodos generales.

Las etapas de que consta la conversidon de un po-
lisacdrido en sus acetatos de alditoles constituyentes se

sumarizan en la Fig. III.6.
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H 0 | !
\(II// H"%I-'OH
. H-C~OH
Polisacarido H?SO4.72% » Hg:g-gH reduccidy HO—&—H
hidrélisis (con NaBH, . [l o
H-$—OH H-é—OH
H-C—~OH ,
H =
xilosa- xilitol-
un monosacirido un alditol
H
H'?'OAC
H-C-0Ac
Acetilacidn con AcO-é-H
ACZO/piridina H-é-OAc
H~¢—0Ac
H

pentaacetato de xilitol-

un acetato de alditol

Fig.III.6. El1 andlisis y composicidn de glicosilos se veri-
fica por conversidn de los restos de glicosilo

de los oligo- y polisacaridos en los derivados
volatiles acetatos de alditoles.

Los acetatos de alditoles, procedentes del hidro-
lizado de la holocelulosa, se caracterizaron primeramente

por datos espectroscdpicos.

I11.2.1.3.2. Datos espectroscdpicos

a) Interpretacidon del espectro de IR

El espectro de IR (Fig. III.7a) presentd las ban-
das caracteristicas de compuestos acetilados: a 2960 y 2850
cm” ! bandas de tensién de C-H alifatico; banda a 1740 e
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de tensidn de C=0 de ester (acetato); bandas a 1440 y 1370
cm—] de deformacion de flexidn de grupos -CH, -y CHS—; y
bandas a 1240 y 1040 cm™ ) de tensidn C-O de acetato.

B) Interpretacidn del espectro de RMN

E1l espectro de RMN (Fig. III.7.b) se registrd en
DCCl3 y presentd las siguientes sefiales: a 2,06 y 2,12 §
aparecen las sefiales correspondientes a grupos acetatos;en-
tre 3,7 y 4,5 § aparecen las seflales asignables a los pro-
tones Cﬂz—OAc; y entre 4,9 y 5,6 8§ las sefiales asignables
a los -CH-OAc. Se compard este espectro con el espectro de
RMN del glucitol cristalizado y se vid que'era'muy semejan-

te como cabia esperar siendo la glucosa el azlicar mayorita-

rio de la mezcla.

I11.2.1.3.3. Identificacién de los monosacaridos

a) Cromatografia gas-liquido

La determinaci6én cuantitativa de los monosaciri-
dos del hidrolizado de la holocelulosa se realizd por cro-
matografia gas-liquido de los correspondientes acetatos de
alditoles. E1 método utilizado fué el del patrdn interno.
Se eligié el inositol como patrdn interno cuyo pico no coin
cide con el de ninguno de los aziicares. del hidrolizado de

la holocelulosa.

Blake y colaboradores estudiaron la precisién del

método y encontraron que los errores eran inferiores al 5%.

La columna ECNSS-M, una fase de poliester de orga-
nosilicona consistente de succinato de etilén glicol quimi-
camente combinado con una silicona de tipo cianoetil, tuvo

la polaridad ideal para la separacidon de estos derivados. .

' En 1la tabla III.4. se detallan 1los fesultados ob-
tenidos en el analisis cuantitativo del hidrolizado de 1la
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Flg.111.8. Cnomafogfiadla gaseosa de los acefafos d<g aldl-
foles pno cedentes de la hfdnolfs€£s de la holo-

celulosa. Tempenaftuna dg la columna 190°.

TABLA 111.4

Monos acdnldos de la holocelulosa defenmfnados a £navls
de los acefafos de aldffoles

Azucares Pico n° I AzGcares
Arabinosa 1 5,52
Xilosa 2 20,67
Mafiosa 3 3,52
Gal actos a 4 1,83
Glucosa 5 68,45



35

holocelulosa, se expresan en tanto por ciento del total de
azicares. En la Fig.III.8 se muestra el cromatograma obte-

nido.

b) Cromatografia gaseosa—eépectrometria de masas (Chizhov,
1966) . |

La identidad de los acetatos de alditoles se con-
firma por el andlisis combinado de cromatografia gaseosa-
espectrometria de masas. En la Fig. III.9. se muestra el.

cromatograma obtenido.

Interpretacion del espectro de masas (Chizhov, 1966, Mitsuo,
1975). '

En el espectro de masas de los acetatos de aldito-

les no aparece el pico del idén molecular M+,

El espectro de masas de los acetatos de alditoles
isoméricos (pentaacetato de xilitol y arabitol, hexaaceta-
tos de manitol, galactitol y glucitol) son extremadamente
parecidos. Asi, pues, las diferencias estereoquimicas no se

reflejan en el espectro de masas de estos compuestos.

La descomposicién de los acetatos de alcoholes
ocurre a través de dos caminos b&sicos: 1) Ruptura de la
cadena de carbono en el ién molecular con la formacidn de
fragmentos primarios; 2) Expulsidn del acetilo en forma de
cetena y del acetoxilo en forma de dcido acético en el idn
molecular y en los fragmentos primarios, formandose los

fragmentos secundarios.

Los iones formados a partir de los acetatos de
alditoles se clasifican convenientemente por series de acuer
do con el niimero de atomos de carbono del azGicar. En el es-
quema que se .da a continuacidn se indican los esquemas de
formacién de los iones de los acetatos de hexitoles. El es
quema a seguir en el caso de los acetatos de pentitoles se-

ria similar.
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‘Serie VI. En el espectro de los acetatos de hexitol (Fig.
III;12) (M+, m/e 434), los iones de mayor masa, y con ba-
ja intensidad, son los de m/e 375 y 374 procedentes de la.
ruptura de un radical acetoxilo & de una molécula de aci-

do acético a partir del idn molecular, respectivamente.

Serie V.En el caso de los acetatos de hexitoles esta serie
empieza con el m/e 361 procedente de la ruptura de los en-
laces C1-C2 (o CS-C6). Los iones de mayor intensidad son
m/e 157, m/e 139 y m/e 115. En el caso de acetatos de pen-:
titoles (Fig.III.10 y 11) (M', m/e 362), la serie empieza
con el idén 303. Los siguientes miembros de la serie tienen
una unidad de masa mayor en comparacidén con el de los ace-
tatos de hexitoles. Son m/e 260, m/e 200,m/e 158, m/e 140

y m/e 98.

Serie IV.E1 modelo de esta serie posee m/e 289. En el espec
tro de los hexitoles 1los iones de esta serie de baja inten-
sidad estdn a m/e 247 y 229 mientras que en el espectro de
pentitoles el pico 247 estd ausente. Los otros iones de es-
ta serie m/e 145, m/e 103 y m/e 85 son isoméricos con los

iones de la serie II.

Serie III.E1l modelo de esta serie posee m/e 217. Por ruptu-
ra de una molécula de &dcido acético & de cetena dan los io
nes m/e 157 y m/e 175 respectivamente. A esta misma serie
pertenecen los iones m/e 115, m/e 97, m/e 73 y m/e 55.

~Serie II.E1 modelo posee m/e 145. Los otros iones son m/e
103, 85 y 43. |

El i6n de la Serie I con m/e 73 se puede formar
por la ruptura de los enlaces C1—C2 o bien prbceder de la
Serie III. La intensidad de los picos de los iones que se
forman disminuyen al aumentar m/e. E1 orden es: la Serie
II>III>IV>V>I. La baja intensidad del pico I se debe a que

el ion carbonio primario es menos estable que el secundario:
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+ +
CH ~0COCH3 <<:$H-CH20COCH3

2
OCOCH3

E1l pico m/e a 43 es el ién acetilo, CH3C=O+ s Y
es el pico mas intenso en el espectro de masas (De Jongh,
1964).

Este método general de fragmentacidn de los po-
liacetatos perdiendo una molécula de &dcido acético y una

de cetena sugiere el mecanismo (Biemann, 1963):

CH
3\ 20 H
c=0 Hp C—C 0
d/i// \\H - 60 QL \;\0 - 42 \i c#
CH; CO,H - ,~/ CHp=Cz0/
\—\’clz\-——clz/—ococrg sCO0H -\ £ e pW

mas que el de una simple eliminacién 1,2; ya que la pérdi-
da de cetena esta favorecida por el doble enlace resultan-
te de la pérdida de acido acético que ocurre por la trans-

posicidén de McLlafferty.

Tanto las series de picos obtenidos como las in-
tensidades de 1los mismos estan de acuerdo en el caso del
espectro Fig. III.12 con los acetatos de hexitoles y en el
caso de los espectros Fig.III.10 y Fig.III.11 con acetatos

de pentitoles.

Estos datos se corresponden con los obtenidos en
gases pero faltan componentes. Esto es posiblemente debido
a que la columna capilar utilizada en la cromatografia de
gases acoplada con la espectrometria de‘masas, no consigue
una separacidon completa de esta mezcla de acetatos de al-
ditoles (Holzer, 1980). Los tiempos de retencidén correspon-
dientes a los acetatos de D-galactitol y D-glucitol son muy
similares, siendo‘probable que el primero quede incluido en

el pico del segundo.
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Los espéctros de masas serian, por tanto, los co-
rrespondientes a los acetatos de glucitol, xilitol y arabi-
nitol, que son los azlicares mayoritarios que componen la ho-
locelulosa. '

I11.2.2. Hidrdlisis enzimatica (I)

Hay enzimas especificos que convierten algunos
polisacdridos en oligosacidridos con un alto rendimiento.
Parece ser que esos enzimas hidrolizan los fragmentos gran
des mas rapidamente que los pequefios, y de esta forma los
oligosaciaridos mas pequefios se acumulan en la mezcla de reac
cion., Sin embargo, la mayoria de los enzimas no muestran tal

selectividad por los fragmentos grandes.

Para determinar la configuracidn de 1la unidn inter-
sacaridica de los polisaciridos, se realizdé una hidrdlisis
enzimatica. Se 1llevd a cabo con '"celulasa", que liidroliza con
especificidad los enlaces B, en una disolucidn tampdn de
HOAc/NaAcO a pH 4,5 (Whistler, 1952). Se utilizd como catali-
zador acetato de fenilmercurio. El producto hidrolizado se
separ6 por filtracidon, y el filtrado se pasd a través de una
columna de carbdn activo y se eluyd con agua y finalmente con
metanol. Tras eliminar el disolvente en rotavapor se obtuvo
un s6lido amarillento que se analizdé por métodos quimicos y

cromatograficos.

IT1.2.2.1. Identificacién de los monosacaridos

El analisis de los monosacaridos se realizd por
cromatograffa gas-liquido. Se tomd una muestra del hidroli-
zado y se silild, de la forma habitual, para su analisis
comparativo con los azlicares patrones igualmente sililados

y se inyectd en el cromatdgrafo de gases.

En la tabla III.5 se indican los tiempos de re-- .
tencidén de los trimetilsilil derivados del hidrolizado de
la holocelulosa relativos a la a-glucosa. En la Fig.III13

se muestra el cromatograma obtenido.
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- TABLA III.5

Cromatografia gaseosa de los TMS derivados de los monosaca-

ridos procedentes del hidrolizado enzimdtico de la holocelu-.

losa.
t% Pico n® Forma del aziicar AzGcar
0,37 1 o Arabinosa y Xilosa
0,45 : 2 B _
0,56 3 Y Xilosa
0, 75
0,88 5 8 Galactosa
1,06
1,00 6 o
1,41 8 8 Glucosa

a

Timpos de retencidn relativos a la o-glucosa en una columna
OvV-1 a 195°C.

I11.2.2.2. Determinacidn cuantitativa de los monosacaridos

Para un analisis cuantitivo se procedido a la forma-
cién de los acetatos de alditoles de los componentes de hi-
drolizado, tal como se indica en los métodos generales.

Estos nuevos derivados se analizaron por cromato-
grafia gas-liquido, utilizando el método del patrdn interno
para la determinacidn cuantitativa de los mismos. En la tabla
II1.6 se dan los tiempos de retencidn asi como el resultado
del analisis cuantitativo expresado en tanto por ciento de
los azlcares en la mezcla. En la Fig.III.14 se nuestra el

cromatograma obtenido.
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Ffgusia 111.14. Csiomatogtia{,fa gaseosa de los acefafos de
aldffoleS phocedenfes d< la hidrolisis en-
glmdaflca de la holocelulosa. Tempel alubia

de la columna /900.

TABLA 111.6 .

Monos acaridos de la holocelulosa delermlnados a £navfs de

los acefafos de aldffoles

Azucares Pico n° %A zucares
Arabinos a 1 3,10
Xilosa 2 7,72
Manos a 3 8,27
Galactos a 4 17,05
Glucos a 5 63,86
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IIT1.2.2.3. Hidrdlisis acida de lTos oligosacaridos

En la hidrélisis enzimatica de la holocelulosa se
forman, ademas de los monosacaridos ya mencionados, posibles

disacaridos, trisacaridos, etc., que pasarian al hidrolizado.

_ Se someti6, pues, este hidrolizado a una hidrdlisis
dcida previa a la identificacion de los monosaciridos. Se di
solvid el residuo en acido sulfGrico del 72% con agitacidn a
temperatura ambiente durante 4 horas. A continuacidn se dilu
y0 el acido sulfGirico hasta 1 N y se calentd a reflujo 4 ho-
ras. Los monosacdridos liberados, tras neutralizacidn con car
bonato de bario y desionizacidn a través de Amberlita IR-120
(H+), se transformaron en los correspondientes acetatos de al

ditoles, de la forma acostumbrada.

111.2.2.3.1. Determinacidn cuantitativa de los monosacaridos

La determinacidén cuantitativa de los monosaciridos
se realizd por cromatografia gas-liquido de los acetatos de
alditoles formados. En la tabla III.7 se dan los resultados
de estos analisis y se expresan en tanto por ciento del to-
tal de azlicares. En la Fig.III.15 se muestran el cromatogra-

ma obtenido.

I11.2.2.4. Hidr6lisis acida del residuo no hidrolizado enzi-

“maticamente.

El residuo separado por filtracidn en la hidrdlisis

enzimatica de la holocelulosa, se sometid a una hidrdlisis aci

da con acido sulflirico del 72%. E1 hidrolizado se neutralizd
con carbonato de bario y se desioniz®d por resina Amberlita
IR-120(H+). Se eluyeron los productos con agua y se concen-
traron a un pequefio volumen para su transformacidn en los co-
rrespondientes acetatos de alditoles, de la forma acostumbra-
da.
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Flg.llJ.15. Ch.omatogfiadla gaAdeoAa de loa acetato* de aldl-
toleA ph.oce.de.ntcA de ja kldh.6Ha ;A acida de
loa ollgoA acahtdoA de la kolo celuloA a.Tempeta-

taria de ja columna 190°.

TABLA 111.7.

Monod acatldoA de la koloceluloAd a detetmlnadoA a tnavéAd de
o4 acetatoAd de aldltoleA

Azucares Pico n° NAzlcares
Ramnosa 1 3,15
Arabinosa 2 7,61
Xilosa 3 18,95
Manos a 4 12,64
Galactosa 5 * 25,27
Glucosa 6 32,37
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111.2.2.4.1. Determinacidon de los monosacaridos

Los acetatos de alditoles obtenidos se analizaron

de forma cuantitativa por cromatografia gas-liquido.

En la tabla III.8 se indican los resultados obte-
nidos y se expresan en tanto por ciento del tgtal de azlca-
res y en la Fig. III.16 se muestra el cromatograma obtenido.

I11.2.3. Hidrolisis enzimatica (II)

Se realizd otra hidr6lisis enzimitica de la holo-
celulosa utilizando el mismo procedimiento que en la ante-
rior y variando el tiempo de reaccidn. En este caso, se tu-
vo la mezcla de reaccidn 20 horas en agitacidén a 45°C, en
lugar de las 4 horas que estuvo en la hidrdlisis anterior.

El residuo no hidrolizado de holocelulosa se sepa-
r6 por filtracidén. Con el filtrado, de color amarillo, una
vez terminado el tratamiento, se formaron los correspondien-
tes acetatos de alditoles de la forma acostumbrada, para su

posterior andlisis cuantitativo.

I11.2.3.1. Determinacidn cuantitativa

La determinacién cuantitativa de los monosacaridos
se llevd a cabo por cromatografia gas-liquido de los aceta-
tos de alditoles formados. En la tabla III.9 se dan los re-
sultados de andlisis cuantitativo expresados en tanto por
ciento del total de azlicares y en la Fig.III.17 se muestra

el cromatograma obtenido.

De los resultados de la hidrdlisis enzimatica se
puede decir que casi todos los azdicares estén implicados en
uniones B. No se puede saber la proporcidn precisa de estos
azlicares, ni tampoco si estan en su totalidad, puesto que el

residuo que queda sin hidrolizar puede deberse a que estos

azlicares también formen parte de uniones a, o bien a que el



FZg.lllI.16. Cl/iomatopAa™~Za gcuaoAa da loA acatatoAd da
aldlto laAd psiocadantad da la kldsiollAlA da

la kolocaluloAda no kld“iollzada anzlmdatlca-

manta. TampafiatuKa da la columna 190°.

TABLA 111.S

Monodacaldo A da la kolocaluloA a datanmlnadoA a tsiavéAd

da 104 acatatoA da aldltolaAd

Azucares Pico n° NAzlcares
Arab inos a 1 1,97
Xilosa 2 43,79
Maifiosa 3 1,00
Galactosa 4 2,88
Glucos a 5 50,33
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Tlg.IW.M. Cromatografia ga*eo*a de lo* acetato* de aldl-
tole* procedente* de la hldréll*l* enzlmdticai?)

de la holo célalo*a. Temperatura de la columna

190°.

TABIA 111.9

Wono* acdrldo* de la 'aolocelulo* a determinado® a travé* de

lo* acetato* de aldltole*

Azucares Pico n° AAzlcares
Raninos a 1 0,34
Arab inos a 2 1,61
Xilosa 3 46,49
Galactosa 4 26,47
Glucosa 5 25,08
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tratamiento no ha sido completo. Esto Gltimo se confirmaria
‘por el hecho de que en la segunda hidrdlisis enzimatica, que
se aumentd el tiempo de reaccidn, se hidrolizd mayor canti-

dad de algunos azlicares.

Posteriormente, se comprobara, por analisis espec-
troscopico de los polisacaridos metilados y por sus poderes
rotatorios, que la casi .totalidad de los azlicares que cons-
tituyen los polisacaridos estdn unidos por enlaces B'y tan

so6lo una pequefia proporcidn, estan implicados en uniones a.

I1IT1.3. Metilacidn de la holocelulosa

_ ‘El procedimiento de la metilacién, a pesar de los
afios que han transcurrido desde su primer uso por Purdie e
Irvine (Purdie, 1903), permanece como una de las armas mas
poderosas para determinar el tipo de unidén de cada monosa-
ciarido en la molécula (Hirst, 1956), es decir, ofrece una
buena confirmacidn de la estructura quimica (Stoffyn, 1960;
Kuhn, 1955 y 1960; Yamakawa, 1963).

‘ La metilacidn de los polisacaridos se llevd a ca-
bo por el procedimiento de Hakamori. Consiste este proceso
en la formacidon del alcdxido, catalizado por el metilsulfi-
nilcarbanidn en dimetilsulfdxido, seguido por la metilacion

con ioduro de metilo.

a) Formacidn del carbanidn

Segn Corey y Chaykovsky (Corey, 1962 y 1965), el
sodio metilsulfinil carbani®n (CHS—SO-CH2N3+) se genera con-
venientemente calentando el hidruro de sodio finamente pul-
verizado en un exceso de dimetilsulfdxido seco, bajo atmds-
fera de nitrdgeno, con agitacidn y a 70-75°C. E1 final de
la reaccidén se ve por el cese de la evolucidn de hidrbdgeno

'y por la desaparicidn del hidruro de sodio.
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" b) Metilacidn del polisacarido

El polisacarido se trata con la base fuerte an-
teriormente generada. Con esto se ionizan los grupos hidro- -

xilo que se tratan a continuacidén con ioduro de metilo.

La ionizacidn de los grupos hidroxilo del polisa-
cidrido es una reaccidn relativamente lenta (Bjorndal, 1970C).
Se deja permanecer, pues, el polisacarido varias horas con

la base antes de afiadir el ioduro de metilo.

Los iones alcoxi y el ioduro de metilo reaccionan
mucho mas rapidamente. Una parte del ioduro de metilo lo con
sume la base. E1 aislamiento de los polisacaridos metilados
es sencillo y el método es adecuado tanto para la micro como

para la macroescala.

Este método ademds tiene las ventajas de que la
reaccidon es mads rapida y completa cuando se cataliza por el
carbanién y se puede controlar por la cantidad de reactivo
afiadido. Ademas, la copresencia del i6n sodio y del carba-
nién prohibe posiblemente varios efectos indeseables del so-

dio. Las -dos etapas de la reaccién son:

1) R-OH + CH3—SO—CH_Na+ -+ R-ONa' + CH _-S0~CH

2 3

2) R-0'Na® + CHzl ———s R-0-CH, + Nal

La metilacidn de la holocelulosa se 1llevé a cabo
siguiendo este procedimiento. Los polisacaridos metilados
se aislaron por extraccién con clorbformo, se secaron en
estufa de vacio varios dias y se purificaroh por cromato-
grafia de columna a través de Sephadex LH-20 utilizando co-
mo eluyente la mezcla cloroformo-acetona (2:1) (Aspinal,
1978A). ’
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v Es dificil reconocer si la metilacidén ha sido com
pleta. Los polisacaridos metilados son higroscdpicos, y los
Giltimos restos de dimetilsulféxido u otro disolvente se eli- .
minan con dificultad. Por analisis de los grupos metoxilo se -
obtienen a menudo valores muy bajos. El mejor criterio es la
ausencia de la banda de' absorcidon del OH entre 3600-3400 cm_1,
aunque trazas de agua pueden falsear el resultado (Bjorndal,
1970C).

a) Interpretacidn del espectro de IR

Su espectro de IR (Fig.III.18) presentd las siguien
tes bandas caracteristicas: a 2930 y 2850 cm_1 bandas de ten-
si6n de C-H alifatico; banda a 1735 cm—1 de tensidon de C=0 de
éster metilico; banda a 1460 cm—1 de deformacion por flexidn
asimétrica de grupos -CHy- y CHz-; banda a 1380-cm—1 de defor
macidon por flexidn simétrica de los grupos -CH4; banda a 1320
cm"1 de deformacidén por flexidn de grupos —CH;; banda ancha
entre 1200 y 1000 cm_1 de tensidn C-0-C de éter y éster; ban-
da a 950 cm—1 que indica la presencia de é€teres ciclicos y
banda a 890 cm—1 debida a las uniones B de los polisacaridos.

Se comprueba, pues, que la metilacidn ha sido completa.

b) Interpretacidn del espectro de RMN

El espectro de RMN (Fig.III.19) (DCCl;) muestra las
sefiales caracteristicas de un polisacarido metilado y con
uniones glicosidicas B (Whyte, 1971). Sefiales a 4,48, muy
poco resuelto el doblete, asignables a los protones anomé-
ricos de polisacaridos lineales; las sefiales a 3,58, 3,51
y 3,48 asignables a los grupos metoxilo en C-3, C-2 y C-6
respectivamente (Gagnaire, 1969); las sefiales a 3,056 y
entre 3,7 y 3,98, que estan muy poco resueltas; asignables
a los —CHZ- y -CH- adyacentes a gTupos metoxilos.



Fig.111. 18. E;pzctn.o de IR de la kolo czlulo&a motilada.

id: 1U Ti.

Fig. 1J1.19. E;*p<¢at>io de

RMV de la koloceluloAa motilada.



ITI.3.2. Hidrolisis 3acida

Una vez que la composicidon de glicosilo de un po-
lisacadrido es conocida, el siguiente paso es determinar la
composicidén de las uniones del glicosilo. Este analisis per-
mite determinar cuantitativamente las cantidades de diferen-
tes restos de glicosilo. E1 método elegido para el analisis
de las uniones de glicosilo envuelve la formacidn de los ace-
tatos de alditoles parcialmente metilados. Esta técnica sus-
tituye grupos metilo por los atomos de hidrdgeno de todos 1los
grupos hidroxilo expuestos en el polisacarido (Sandford,1966).
Después de 1la fermetilacién, el polisacarido se hidroliza con
dcido sulftirico del 72% para dar las aldosas parcialmente me-
tiladas, que son reducidas a los correspondiente alditoles y

luego acetiladas.

El método de analisis de la unidn de los glicosilos
por los acetatos de alditoles parcialmente metilados se suma-

rizan en la Fig.III.20.

ITT.3.2.1. Identificacidn de los monosacaridos parcialmente

@etiladg§

Los acetatos de alditoles parcialmente metilados son
volatiles y son cuantificados y tentativamente identificados
por cromatografia de ionizacién a la llama. Se utilizd el 1,5-
di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-0O-metil-D-glucitol como azlcar pa-
trén de referencia. En la Fig.III.21 se muestra el cromatogra-
ma obtenido y en la tabla III.13 se dan los tiempos de reten-
cidn de estos acetatos de alditoles relativos al azicar de re-
ferencia, asi como el porcentaje relativo de cada uno de ellos

en la mezcla.

ITI.3.3. Reduccidn de la holocelulosa metilada

Como se observa en el espectro de IR (Fig.III.18) de

la holocelulosa metilada, ha desaparecido la banda de absor-
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columna ECNSS-M a 175° PlcoA: 1) 2,3,4,6-Me"-
Gfu; 2) 2,3-Me2X;; 3) 2,3, 6- M3~G£u.
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cién del OH (3600-3200 cm-1), lo que significa que la meti-
lacion ha sido completa, pero hay una banda a 1735 Cm_1 éaf'
racteristica de un ester metilico, debido posiblemente a po
lisacaridos écidos. Se realizd, por tanto,vuna reducciodon de

estos polisacédridos &cidos metilados previa a la hidrolisis.

La holoceluiosa_metilada se calentd a reflujo en
tetrahidrofurano, seco'y destilado, que contenia hidruro de
aluminio y litio (Aspinall, 1978A). El pdlisacéfido metila-
do y reducido se aisld por extraccién con cloroformo.

En su espectro de IR aparecid una banda a 3500 em”

(tensidén OH) pero no desaparecid totalmente la banda a 1735

em™ ! (tensidn C=0 de ester).

III.3.3.1;'DatOS'espectroéc6piqg§
a) Interpretacidn del espectrd de IR

" Su éspectro'de'IR (Fig.III.22a) presehté las si-
guientes bandas caracteristicas: a 3500 cm” | de tensidn O-H
libre; bandas a 2980 y 2860  cm” | de tensién de C-H alifati-
co; banda a 1740 cm“j de tensidn deC=0 de ester; bandas a
1460, 1380 y 1320 cm-1 de deformac1on por flexidn de grupos
—CHZ—, CHS-, y—{CH- respectlvamente, y banda ancha entre
1170 y 1000 cm  de tensidn C-0 de éter.

' b) Intefpretacién dellespectro de'RMN N ' - -

En su espectro de RMN (Fig. IIIZZb)(DCCls) no se
observa nlnguna variacidn con respecto al de 1la holocelulo-
sa metilada, .ni. ocurre ningin cambio aprec1ab1e en las se--
flales al afiadirle- agua pesada a la muestra. " ' '

Las senales mas caracteristicas son: a 4,38 las

sefiales, apenas resultas, de los protones anomerlcos de las

uniones}g11c051d1cas B; a 3,6, 3,52 y 3,48 las senales asig- -

nables a los grupos metoxilo en C—SQ C-2 y C-6 respectiva-
mente; entre 3,05'y 3,28 y entre 3,9 y 3,78 las sefiales co-
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FlgAll .22a. Ejpe.ctsio de IR de la holoccluloé a motilada y adu -

cida.

Flg . 111 .22b. E;paatno de RVMH de £a holocululoa motilada y K&
duclda.



rrespondientes a.los‘-CHZ— y -CH-, respectivamente, adyacen-

tes a grupos metoxilo.

El hecho de que no se aprecie ningin cambio en el
RMN puede ser debido a que la resolucidn de las sefiales no
es lo suficientemente buena o bien que estos grupos ac1dos

estén en una cantldad tan pequena que no se detectan.

Esto Gltimo parece ser lo mas probable, ya que en
el espectro tampoco aparecen las sefiales. correspondlentes
a los protones anoméricos de uniones g11c051d1cas a, que es
como normalmente se presentan estos dcidos urdnicos forman-

do parte de los polisacaridos.

I11.3.3.2. Hidrdélisis 4acida. Obtentién\de los moﬁosacéridos-

“parcialmente metilados

Los polisacaridos totalmente metiladosfno se di-
suelven pbr»lo general;'en disoluciones acuosas, aln ni ca-
lentando. Por esto, normalmente, se realiza la metanolisis
(con acido clorhidrico metandlico a ebullicidn),la formoli-
sis (con &cido férmico del 90% a 100°C) © el tratamiento con

dcido sulffirico del 72% (a temperatura émbiente) antes de la

hidrélisis con acidos mas diluidos y a temperatura mas altas.
De esta forma se consigue que la desmetilacidén y la descom-
posicién se.detenga tanto como sea posible.

El tratamiento con acido clorhidrico, en agua o méj>

‘tanol, ocasiona una desmetilacién mas fuerte que la formoli-

sis 6 que el tratamiento con &cido sulftrico del 72% y la ™ =
hidrélisis final con &cido sulfiirico mas diluido (ijrndal,

1970C) . S .
. Se.realizd, por tanto, la hidrélisis dcida de la- -

holocelulosa metilada y reducida con dcido sulfarico del 72%.

-
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I11.3.3.2.1. Identificacion de los monosacadridos parcialmente

metilados

Con los monosacidridos parcialmente metilados, ob-
tenidos en la hidrd6lisis acida, se formaron los correspon-

dientes acetatos de alditoles de la forma habitual.

a) Analisis por cromatografia gaseosa

Estos derivados volatiles, acetatos de alditoles
parcialmente metilados, se analizaron y cuantificaron por
cromatografia gaseosa utilizando el 1,5-di-0O-acetil-2,3,4,0-

-~tetra-O-metil-D-glucitol como azlcar patrdn de referencia.
En la Fig.III1.23 se muestra el cromatograma obtenido y en

la tabla III.13 se dan los tiempos de retencidn de estos de-
rivados relativos al azlcar patrdn de referencia, asi como

el porcentaje relativo de cada uno de ellos en la mezcla.

b) Analisis por cromatografia gaseosa-espectrometria de

masas

e e

La identidad de los acetatos de alditoles parcial
mente metilados se confirma por cromatografia gaseosa espec-
trometria de masas combinadas (Bjdrndal, 1970). En la Fig.

IIT1.24 se muestra el cromatograma obtenido.

Interpretacidn del espectro de masas

La aplicacién de la espectrometria de masas aco-
plada a la cromatografia gas-liquido es una posibilidad pa-
ra el andlisis cualitativo y cuantitativo de la mezcla de

azlcares metilados.

Varios autores han estudiado los espectros de ma-
sas de los hidratos de carbono (Kochetkov, 1966). Heyns y
colaboradores (Heyns, 1963) estudiaron los espectros de ma-
sas de glicdsidos totalmente metilados, mientras que
Kochetkov y colaboradores (Chizhov, 1967), Samuelson y co-



64

laboradores (Petersson, 1967) se dedicaron a los trimetil-

silil derivados de los glicdsidos parcialmente metilados.

Los espectros de masas de los acetatos de aldi-
toles parcialmente metilados fueron estudiados por Bjorndal
y colaboradores (Bjorndal, 1967A). Observando los espectros
de masas de los acetatos de alditoles parcialmente metila-

dos se pueden hacer las siguientes gererlizaciones:
1. En 1la mayorla de los espectros de masas el pico base es
m/e 43 (CH —C 0). '

2. Los derivados con el mismo tipo de sustitucidn (por ej.
los hexitoles de los 2,3,4,6-tetra-O-metilderivados) dan

espectros de masas muy semejantes y no permiten, por ello,

una diferenciacion segura.

3. Con moléculas con dos grupos metoxilo vecinos, por ej. con
los acetatos de alditoles del 2,3-di-O-metil-D-xilitol
(fig.I111.26) y los del 2,3,6-tri~O-metil-D-glucitol (Fig.
I11.28), se prefiere la ruptura entre esos grupos antes
que la ruptura entre un dtomo de carbono metoxilado y

otro: acetoxilado.

4. Los fragmentos primarios formados resultan de la ruptura
entre los 4tomos de carbono de la cadena. La ruptura entre
un dtomo de carbono metoxilado y uno acetoxilado se pre-
fiere a la ruptura entre dos atomos de carbono acetoxila-
dos. Los fragmentos con el grupo metoxilo llevan la carga
positiva. Segin esto, el acetato de alditol de la 3-O-me-

- til-D-xilosa (Fig.V.17) se divide primero en un sélo frag-

mento primario (m/e 189).

5. Los fragmentos secundarios resultan de los fragmentos pri-
marios por una o varias eliminaciones consecutivas de aci
do acético (m/e 60), cetena (m/e 42), metanol (m/e 32)06
formaldehido (m/e 30). |

Los fragmentos primarios mas importantes de un ace-
tato de alditol parcialmente metilado se dan en la tabla III.

La intensidad de los fragmentos primarios aumenta con la dis-

11.
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TABLA 111.11

| Fragmentos primarios del espectro de masas de acetatos de alditoles
metikados’: | '

Posicién _m/e

del (Hz 45 59 89 117 131 161 175 180 203 205 217 233 261

Pentosas
3 , _ +
2,3(3,4) + +
2,3,4 + + +
2,3,5 + + +

- Hexosas
2,3 + | +
2,3,4 + + + +
2,3,6 + + +
2,4,6 + + + + +
2,3,4,6 + + + + +
a

Se indican solamente los correspondientes a los acetatos de alditoles

de los polisacaridos estudiados en este trabajo.



66

minucidén del nimero masico. Las intensidades de estos frag-
mentos para los acetatos de alditoles son mucho mas bajas
que las intensidades de 1os.correspondientes picos proce-
dentes de los acetatos de alditoles parcialmente metilados.

En la tabla III.12 se dan los picos mas prominen-
tes del espectro de.masas de los distintos acetatos de al-
ditoles encontrados en_ los polisacaridos estudiados en este
trabajo. Se incluyen solamente los picos con una intensidad

superior al 10% del pico base.

De los espectros de masas de los acetatos de al-
ditoles parcialmente metilados de la holocelulosa metila-
da y reducida, se identificaron cuatro compuestos corres-
pondientes a los picos que se indican en el cromatograma
de la Fig.III.Z24.

El pico mayoritario, pico n°3 del cromatograma,
cuyo espectro de masas se muestra en la Fig.III.29, did
como. fragmentos primarios los iones m/e 117 y m/e 233 y
como secundarios los iones con m/e 43, 87, 101 y 113
(Fig. II1.30). Esto, junto con el andlisis por cromatogra-
fia gaseosa, nos permitié identificarlo como el 1,4,5-tri-
O-acetil-2,3,6-tri-O-metil-D-glucitol. ‘

El siguiente pico en importancia, pico n°2_de1
cromatograma, cuyo espectro de masas se muestra en la
Fig.III.27, tiene como fragmentos mas prominentes los io-
nes con m/e 43, 87, 101, 117, 129 y 189 (Fig.III.28), lo
que, junto con la cromatografia gaseosa, nos permitid iden
tificarlo como el compuesto 1,4,5-tri-O-acetil-2,3-di-0-
metil-D-xilitol.

Para el pico n°1 del cromatograma, pico muy mi;
noritario, cuyo espectro de masas se muestra en la Fig.
IIT1.25, se le asignaron como fragmentos mas significati-
vos los iones con m/e 43, 45, 71, 87, 101, 117, 129, 145,
161 y 205 (Fig.III.26), que estarian de acuerdo con la
cromafografia gaseosa para corresponder al 1,5-di-O-acetil-



TABLA 111.12
Vico; psiom;mnj£; (m/e) en e.;pe.cfno de. madao de. aczfa.fo; de. a.lcUfole.; me.££lado;
Azulcaresa

m/e

43 45 59 71 & 8 § 99 101 113 115 117 127 129 131 139 143 145 161 175 189 203 205 233

3-Me-Xi + + « +

2,3-Nfe2Xi + + + + n "

2,3,4-Me3-Xi + + + +

2,3,5-Me3~Ara + + + + + + + +

2,3,4-M53-Glu + + o+ + + + +
2,3,6-Mg3-Glu + + + + + + + +
2,4,6-Nfe3-Glu H + + + + + +

2.,3,4,6-Nfe.-Glu + + + + + + + +
2,3-Me2+Glu + + +

a 3-Nfe-Xi=1,2,4,5-tri-0-acetil-3-0-nEtil-D-xilitol, etc

en
<0

26



Fsg. T11. 23 a) Cromatookafita geau<joja & lo; ac<;fafo; cie cul difo;<;6 cle lo/>
azucaae. A m<;£fZado; obfznfdo6 d<;l k;dtio;;zado ae /ja kojo-
c<;futo; a m<;tflada y ti<iduc;da <pn una coZumna ECNSS-M a /750.
Pfco;: 7 2,3,4,6-M<I4-Glu; 2) 2,3-M 3) 2,3,6-Me3-G£u;
4) 2,3-Me2-G£a.
b) Ctiomatogtiahia gaje,oja d</£ 2, 3,4 ,6 -4~Glu patron.
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TABLA TII.13

Eteres metilicos del hidrolizado de los polisacaridos meti-

lados (A) y metilados y reducidos (B).

% Area
Azficares® | tg A B
2,3,4,6-Me,~Glu 1,00 2,35 1,96
2,3-Me,-Xi | 1,47 28,29 28,71
2,3,6-Me-Glu 2,44 55,58 44,73
2,3-Me,-Glu 5,18 - 4,89
?2,3,4,6-Me,-Glu=1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil-D-
glucitol.

b Tiempos de retencidn de los correspondientes acetatos de
alditoles parcialmente metilados relativos al del 1,5-di-
O-acetil-2,3,4,6-tetra-0O-metil-D-glucitol (tR 4,54) en
una columna ECNSS-M a 175°C.



Fig. 111. 24. Caomataguaria gaieoia de loi acetato* de alditolei de lo* azacane* metilado*
obtenido* del hidn.oliza.do de la holocelulo* a metilada y neducida en una co-
lumna ECNSS-M al75°. Pico:
w4 2,3-M e2-Glu.
0)



Base Peak = 42.45 Base Peak Abundance 105 Total Abundance = 990

50 100 150 200 250 300 350 400
Louer Abundance Cutoff Level 1.07.

MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE <7.) MASS ABUNDANC
25.80 8.6 87.90 24.8 201 .70 + 8.6
28.80 21.0 100 .10 68.6 221.60 9.5
27.80 24.8 101.95 29.5 229.40 12.4
40.85 9.5 112.15 13.3 230.50 4.8
42.45 100.0 116. 75 78.1 257.65 3.8
45.75 7.6 126.35 25.7 261 .05 4.8
55.45 21 .9 127.15 28.6 281.40 1.9
58.05 24.3 127.95 26.7 285.00 7.6
57.95 10.5 129.15 1 .4 285.50 7.6
70. 10 19.0 143.00 11.4 286.60 1.9
72.30 39.0 144.60 30.5 324.05 1.9
73.50 44 .8 146. 10 25.7 355.10 1.9
74.90 15.2 147.20 15.2 355.50 1.9
85.10 34.3 158.60 13.3 398.20 5.7
86.10 38.1 137.65 9.5 399.20 1.9
37.10 26.7 188.85 7.6

fig. 111.25. Egp<ictA.o d< mavar d</f£ 1,5-d;-0. aceij£-2,3, 4,06-tzt.fia.- O-met; Z-V-
glucsitol.
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CH., OAc |
[ 2 + +
- H-C-0CH, CH2=OCH3\ H-C=0CHj
CH30-C-H n/e 45 H-C-0CH 5
H-C-OCH, H-C-0Ac
]
H-C-0Ac | ci0ne H-C-OCH,4
CH, OCH, H-G=0CH m/e 205
+
m/e 117

Se observé por marcajes (Bjdrndal, 1970) que este
fragmento primario podia existir en dos formas tautoméricas
y produce un fragmento secundario m/e 145, por eliminacidn
de acido acético. No se detectdé ningin otro fragmento deri-
vado de m/e 205.

+
H-C=0CH, H,C-0CHy
H-C-0CH; §7OCHs  _cu,coon
H—?—OAC . , H—?-OAC —_— 5 m/e 145
H-C-OCH,, < H-C-OCH, (-60)
m/e 205

Fig.111.26. Fragmentacién del acetato def 2,3,4,6-tetrna-0-
metif-D-glucitol.



Base Peak = 42.55 Base Peak Abundance = 388 Total Abundance = 3297

50 100 150 200 250 300 350 400
Lower Abundance Cutoff Level = 1.0%/

MASS ABUNDANCE (*/.) MASS ABUNDANCE (*/.) MASS ABUNDANCE
28.80 9.5 82.10 5.9 129.15 63.7
27.80 13.7 83.00 5.2 132.05 .3.9
28.20 13.4 84.20 8.8 144 .80 14.7
31 .70 2.8 85. 10 8.8 146.00 11.6
32.20 2.8 86.30 51 .0 147 .20 6.2
33.30 1.5 87. 10 53.9 158.30 5.7
38.85 1.3 99.20 29.9 158.70 5.7
39.95 4.9 100.20 48.5 160.30 5.7
42.55 100.0 101.85 30.4 160.90 5.4
54.95 9.8 103.05 6.7 188.75 17.3
55.95 10.6 103.85 5.2 202.70 2.1
56.95 9.5 110.15 3.1 221.40 3.1
57.95 9.0 112.15 6.2 229.50 4.6
69.10 9.3 113.15 6.2 256.85 1.3
70.10 18.0 114.05 6.2 257.45 1.5
72.10 26.0 115.15 4.1 285.00 2.8
73.20 26.5 116.75 95.6 285.60 3.1
73.90 26.8 126.35 4.9 286.60 1.0
81.10 4.6 127.15 5.2 398.20 2.1

I11.27. E-épactsio da ma;cu> dal 1,4,5-tn.JL-0-aaat;l-2,,3-d;-0-matil-V-
x¢cLLtot.
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CH ,0Ac CH, -OAC
H-C-OCH H-C=0-CH. m/e 117

: , 0-CHy  m/

CH50-C-H >
+

H-C-OAc 1-c=0-ci

CH, 0Ac H-C-0Ac

|
H.,C-0Ac m/e 189

Este fragmento primario, m/e 189, caracteristico
de los derivados acetilados en 1las bosiciones 1Ty 2 y meti-
lados en la 3, puede perder dcido acético (m/e 60) segin
la transposicidon de McLafferty para dar el fragmento secun-
dario m/e 129 |

+ +
H-(':—o—CH3 H-(I:—OCH3
H-C-0Ac
//fH\% Ci {COOH (70
C\/ ('60) \ |
H €~ 0 : H~-CH,
m/e 189 m/e 129
H ?—6 cH
o N
- (CH,=C=0) =0
-——.—-—u-—-—-, .
(-42) CH3
m/e 87

Fig. 111.728. Fragmentacibn del acetato del 2,3-di-0-metil-
D-xilitol.
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CHy -OAc CH: =OCHs
H-(f-éCH,
CHH,O-({-H ! m/e 45
H-C-OAc
H-C-OAc CH2 OAC
CH2OCH _
H-C=Q-CH,
m/e 117
?HZOCH,
H—CI?—OAC
H—CI?—OAC
CH: OAc
m/e 233
-60 ( AcOH)
\%
-60(AcOH)
m/e 113

FZgAll.30. FKagm*™ntacZén ct&l acetato cle 2,3,6-ZAZ-0-m<;ZA.Z-
V-gZacZto Z.



Baile Fjeak - 101). 10 Base F'eak Abundance = 67 Total Abundance = 359

50 100 150 200 250 300 350 400
Lower Abundance Cutoff Levei = 1.0%/

MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE <*.) MASS ABUNDANCE <7.
27.70 49.3 100.10 100.0 202.30 1.9
39.85 9.0 102.05 38.8 221.60 '17.9
40 .85 11.9 116.55 61 .2 228.70 22.4
42 .45 71.6 117.45 59. 7 229.50 28.4
54.05 23.9 126.45 22.4 257.45 9.0
55.35 38.8 127. 15 26.9 260.65 4.5
55.95 38.8 128.15 23.9 261.65 4.5
70.00 19.4 145.10 61.2 281.50 4.5
72 .30 b7.2 146.10 58.2 285.50 16.4
73.20 76. 1 147 .00 29.9 286.60 6.0
85.00 29.9 147.60 29 .9 287.60 3.0
86. 10 31.3 157.40 17.9 324.65 3.0
87 .00 25.4 158.50 25.4 355.10 3.0
87.90 22.4 160.30 14.9 355.60 3.0
98.50 64.2 188.05 19.4 398.20 16.4
99.30 89.6 201.70 13.4 ' 399.30 b.O

F;g. 111.31. E;pe.cfsio dg mab d<c 1,4, 5, 6-£t<ftha~0-acntZZ- 2, 3-d;-0-
m<tf;-V-gZucffoZ.
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CH, OAc | CHbGi
H-C-OCH i one H- c OAc
CH 30-C-H | \»H-é=éCH H-Q—OAC
H-C-OAc > £93  CH,0Ac
H'?-OAC
CHZOAC, m/e 117 m/e 261

E1l fragmento primario m/e 117 se obtiene cuando el
C-1 esta acetilado y el C-2 metoxilado. El1 fragmento prima-
rio que tiene nGmero masico mas alto, m/e 261, y una inten-
sidad relativamente alta, lo dan los alditoles metilados en

la posicién 3 y acetilados en las posiciones 4,5 y 6.

Se observ6é por marcaje isotdpico (Bjorndal, 1970)
que las sustancias de este tipo dé acetatos ‘ddn sefiales fuertes
con m/e 101, pero solamente pequefias intensidades para m/e
161. Probablemente la ruta principal para m/e 101 de estas sus

tancias no proceda via m/e 161 sino la superior.

CH
| 2
H-C- OCH
+ | 3
CHSO—C-H
|
CH OAc -OAc
oo 7H - C OAc
H- C OCH'////////// CH OAc EHZ
CH 40~ c H {-Gan,
H- ? OAc o0 H-C= OCH
+
-C-OAc \\\\*L\\\&. CHy0Ac  wC
CH OAc H- C OCH n/e 101
H-C= OCH3
m/e 161

FLg.T111.32. Fragmentacién del acetato de 2,3-di-0-metil-D-
glucitol.
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2,3,4,6-tetra-0O-metilglucitol.

Para el pico n°4 del cromatograma, también es un
pico minoritario, cuyo espectro de masas se muestra en 1la
Fig.III.31, tiene como fragmentos mas prominentes los io-
nes con m/e 43, 101, 117 y 261 (Fig.I11.32), lo que junto
con la cromatografia gaseosa, nos permitid identificarlo
como el compuesto 1,4,5,6-tetra-0O-acetil-2,3-di-O-metil-

D-glucitol.

La presencia del compuesto 1,4,5-tri-O-acetil-
2,3,6-tri-O-metil-D-glucitol indica que hay una cadena 1li-
neal de unidades de D-glucopiranosa con enlaces (1—>4). La
presencia del compuesto 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-0-
metil-D-glucitol indica que &ste se encuentra como resto ter-
minal no reductor del polisacarido. La presencia del compues-
tos 1,4,5-tri-0O-acetil-2,3-di-O-metil-D-xilitol indica que hay
una cadena lineal formada por unidades de D-xilopiranosa con
enlaces (1->4). E1 tipo de unidn glicosidica es B como se de-
dujo por la hidrdlisis enzimitica y por espectroscopia de RMN.

La presencia del compuesto 1,4,5,6-tetra-0O-acetil-
2,3-di-0O-metil-D-glucitol indica que se ha producido algo de
desmetilacidn durante la hidrdlisis de la holocelulosa meti-

lada.

Se concluye, pues, que la holocelulosa esta consti-
tuida principalmente por una cadena de unidades de D-glucopi-
ranosa con enlaces B (1-»4), que corresponderia a la celulosa,
'y por otra u otras cadenas de unidades de D-xilopiranosa tam-
bién con enlaces B(1—>4) y que corresponderia a las hemicelu-

~losas.
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IV. ESTUDIO DE LA CELULOSA

La celulosa, una fibra que se presenta de forma
natural, se encuentra ampliamente distribuida en la natu-
" raleza. Se encuentra en los tejidos de la madera y en las
plantas anuales (Green, 1963). Sin embargo también se ha
encontrado en algunos animales, especificamente en bacte-

rias y en ciertos tejidos.

No se debe olvidar que la definicidén de celulosa,
"del material que se va a aislar, ha sido un punto de discu-
sidn entre los trabajadores en este campo. Hay un acuerdo
general de que la celulosa estd compuesta predominantemente

de unidades de D-glucopiranosa con uniones B(1-+4). Ward de-
finid la celulosa rigurosamente como un polimero que conte-
nia solamente unidades de D-glucopiranosa, como una 'glucana
B-(1—»4) de alto grado de polimerizacidn'', los materias me-
nos puros obtenidos de los tejidos de la madera son referi-

dos como '"'materiales celuldsicos" o '"pulpas celuldsicas'.

La celulosa purificada contiene invariablemente,
junto con los preponderantes restos de glucosilo, cantidades:
de otros restos de glicosilo (Mihlethaler, 1967, Preston,
1974) . Se debe considerar la posibilidad de que los restos
no-glucosilo sean constituyentes normales de las cadenas de
‘glucana, quizéds representando puntos de terminacidon de es-
tas cadenas. Alternativamente, estos restos no-glucosilo se
pueden originar de las hemicelulosas enlazadas fuertemente,
aunque no covalentemente, a la celulosa. Los restos n-glu-
cosilo de 1la celulosa pueden originarse en realidad de la
-hemicelulosa atrapada entre las fibras agregadas de celulo-

sa.

IV.1. Aislamiento de 1a celulosa

En 1968, Fremy y Terreil trataron la madera con
cloro y luego con hidréxido potésico acuoso para obtener la

celulosa cruda. A este trabajo siguid el de Cross y Bevan,
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que también utilizaban la cloracidén como la primera etapa,
pero luego extraianla lignina clorada con una solucidn de
sulfito sédico acuoso. Muchos otros métodos para desligni-
ficar la madera y las plantas fueron desarrollados; dos de
los cuales son el método de Van Beckum y Ritter y el méto-
do de Jame-Wise (Jame, 1942; Wise, 1946). La finalidad de
esos métodos es retener la mixima cantidad de carbohidrato
en la "holocelulosa" resultante, mientras que la del méto-

do de Cross y Bevan no.

La celulosa invariablemente sobrelleva degradacidn
" durante la deslignificacidén, y asi parece ser imposible ais-
lar una celulosa que muestre el mismo grado de polimerizacidn
que la de la madera o planta original(Ikan, 1969, p.85). Los
dos componentes principales que se eliminan son la xilana y
la mannana, otros polisacaridos, tales como la galactana y

arabana, se eliminan facilmente.

Al someter a la holocelulosa a las extracciones al-
calinas con hidréxido sdodico al 4% y al 10%, y a la extrac-
cion con dimetilsulfdxido se aisldé por filtracidn un sdlido
en polvo blanco de celulosa. Este sdlido se lavd primero con
dlcali, excepto en la extraccidn con dimetilsulfdoxido, para
evitar la reprecipitacidén de hemicelulosa por dilucidn y Ilue-
go se lavdo ampliamente con agua. De esta forma se eliminan
los principales contaminantes de la celulosa, en este caso
las xilanas.

Este producto tendra un peso molecular mas bajo que
en la celulosa original en el corcho; debido a la degradacidn
durante la deslignificacidn y puede contener algn grupo car-
bonilo o carboxilo introducidos en el proceso de blanqueamien
to. §

Se obtuvo un rendimiento promedio del 60% en peso
de la celulosa lo que viene a representar un 10,17% respecto

al corcho extraido.

Las caracterizacidon de la celulosa se realizd por

métodos espectroscépicos y quimicos.
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IV.2. Datos espectros copieos

a) interpretacion del espectro de IR

Se realizo el espectro de IR (Fig.IV.1) del pro-
ducto obtenido en las distintas extracciones, comprobando-
se que los tres eran concordantes con el correspondiente
a la celulosa patron. Se compararon igualmente con el de
la celulosa obtenida del papel (Aspinall, 1982, p.174) y
se observaron las mismas bandas caracteristicas de este po
lisacarido e incluso se ha obtenido mas purificada de lig-
nina. Las bandas mas caracteristicas son: entre 3600 y 3200
cm 1 banda ancha de tension de 0-H de alcohol asociado inter
molecularmente; banda a 2900 cmr:1 de tension de C-H alifati-
co; bandas a 1425 y a 1370 cm ~ de deformacién por flexidn
de grupos y ~ 3“» banda a 1160 cm ~ de tension C-0
de alcohol secundario; banda a 1050 cm ~ de tension C-0 de
alcohol primario y banda a 890 cm ”» caracteristica de poliglu

cosas con uniones glicosidicas 3.

MICROM

B(8*) %% &eH+%"+* Yo + & &+ Y% &L & Yo HHE*) Yo & S (FH&(* *#(" (& W * S S * %o & & *) %68+ %' & (

WAvVrmjMHI'R (CM ) 300 2500 2000 JAVCNUMHCR (CM )

Ffg.1l/./. E;pe.cfsio de ;n{jsia/idojo de £a catatdla.
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1V.3., Hidrolisis acida

La celulosa, que es insoluble en agua y en aci-
dos diluidos, se hidrolizd por un procedimiento en dos
etapas que incluyen la solubilizacidn con una solucién de
dcido sulfirico al 72% seguida de una hidrolisis secunda—

ria con ac1do sulfiirico 1IN a ebullicidn.

Los monosacarldos asi liberados se caracteriza—
ron por técnicas espectroscoplcas y se 1dent1f1caron por

técnicas cromatograflcas

IV.3.1. Datos espectroscépicos de los monosaciridos

a) Interpetacidn del espectro de IR

" E1 espectro de IR (Fig. IV‘Z) presentd las siguiég

tes bandas: a 3350 cm.1 de tensibén de 0-H de alcohol banda

a 2920 cm -1 de tensidon de C-H allfatlco ‘bandas a 1580 y

1420 cm -1 de tensidn simétrica y asimétrica respectivamente

-1

del i6én carboxilato; banda a 1060 cm ' de tension C-0 de

alcohol y banda a 870 cm” !

res ciclicos.

b) Interpretacidn del espectro de RMN

: : ' s -
El espectro de resonancia magnético nuclear (Fig.

1V.3) (DZO) exhibid las sefiales caracteristicas de azficares '

libres en disolucidn, como se dedujo por comparacidon direc-

ta con el de la glucosa patrdn, con el que fue conCordéntgtu;

AEsta5~seﬁa1é§'fuéron: a 5,29 doBletebésignabie al

protén anomérico en la forma a; y las sefiales entre 3,8 y

3,38 asignables al resto de 1os protones, es dec1r a los
CH-OH y a los CH2 ~0OH. ' '

que indicarla presencia de éte-

.

TR e
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FZg.J [/l 2. E;pfcksio de IR def kZdsioZZzado de Za czZuZo;> a.

FZg.I[/.3. Eép&ctsio de RMA def kZdsioZZzado de aaZuZo&a.
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IV.3.2. Identificacidén de los monosaciridos

Una primera identificacidn cualitativa de los mg
noémeros del hidrolizado de la celulosa se realizd por cro-
. matografia gas-liquido. Una muestra’del hidrblizado, préé
viamente sililada, de la forma acostumbrada, se cromatogfg
£i6 comparativamente con glucosa patron igualmenté,sili¥
lada y en las mismas condiciones. En la Fig.IV.4 se mues-
tran los cromatogramas obtenidos y se. puede observar la
similitud entre ambos. En la tabla IV.1 se dan loslfiempos '
de'retencién del mondmero,como se observa y era de espefar
solo hay un aziGcar,del hidrolizado Corfespondientes a ca-

da forma del azucar. relativosa la a-glucosa.

TABLA IV.1

-

Cromatografia gaseosa de los TMS derivados del hidrolizado
de la celulosa. '

tR(min) o tg ' AzlGcar | Forma jel azﬁcarv
6,87 .. 0,83 Glucosa oy

8,29 , 1,00 4 Glucosa = qi

12,30 o 1,48 Glucosa B

A o . . .
Tiempos de retencidn relativos a la a-glucosa

IV.3.3. Determinacidon cuantitativa de los monosacaridos

IV.3}3.17*F6fﬁébi6n‘de‘los acetatos de alditoles

EEEIENES -

| Para la determinacién cuantitativa de los compo¥
nentes del hidrolizado de la celulosa se fofmaron los deri-
vados volatiles acetatos de alditoles, tal como se detalla
en los métodos generales. | ﬁ
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IV.3.3.2. Identificggién'de'los monosaciridos por cromato-

grafia gas;liquidg

Para el anallsls cuantitativo se utilizé también
la cromatografla gas-liquido y el método del patron 1nter-
no, siendo el inositol este patrdon. En la tabla IV.2Z se mues
tran los resultados del andlisis cuantitativo del hidrolizg
do de la celulosa y en la Fig.IV.5 se muestra el cromatogra-
ma obtenido. Se observa que, en este caso, la celulosa vie-

ne impurificada por una pequefia cantidad de xilosa.

TABLA IV.2.

Monosacdridos de la celulosa determinados a través de los

acetatos de alditoles.

Azlcares Pico n° . %Area®
Xilosa : ‘ 1 2,32(1,84)
Glucosa ' 2 o 97,67(77,55)

a ., ' . ] A .
Los valores entre paréntesis se refieren al porcentaje de

azlicares en la muestra.

IV.4. Acetolisis de 1la celuloéa

La acetolisis se utiliza, en lugar de la hidrdli-

sis parcial, preferentemente en los polisacidridos con unio-

nes B—D—(1—¥ 4). La acetolisis controlada de la celulosa da -

Lo

una serie homdloga de oa-D-acetatos acetilados del‘polimero.

Con‘la celulosa se han utilizado en la acetolisis

las cond1c1ones Optimas para obtener octaacetato de a- celo~'

biosa, que son dlstlntas a las requerldas para obtener ren-

dimientos. favorables de ollgosacarldos superiores (Wolfrom,»

1 1964) .
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La celulosa se disolvid, con agitacidn, en una
mezcla de acido acético glacial, anhidrido acético y acido
sulflirico concentrado. Por centrifugacidn de esta mezcla
se tuvo una solucidén transparente de color rojo pardo que
se vertid sobre una mezcla de agua y hielo. Los acetatos
se recuperaron por centrifugacidn y se caracterizaron por

datos espectroscopicos.

IV.4.1. Datos espectroscopicos

a) Interpretacidén del espectro de IR

El espectro de IR (Fig. IV.6) presentd las si-
guientes bandas caracteristicas: a 2960 (:m—1 de tensidn
de C-H alifatico; a 1750 cm-1 de tensidn C=0 de ester
(acetato); banda a 1435 cm’ ! de deformacién por flexidn
asimétrica de —CHZ— y'—CHB; banda a 1375 cm_1 de deforma-
cién por flexidn simétrica de CHS—, y bandas a 1240 y
1040 cm—1 de tensidn de C-O de acetato. Se observa en es-
te espectro la desaparicidn de la banda de absorcidén O-H
(3600-3200 cm—1) y la aparicidn de las bandas caracteris-
ticas de los acetatos, lo que indica que la reaccidn fue

completa.

b) Interpretacidon del espectro de RMN

El espectro de RMN (Fig.IV.7')(DCC13) presentd
las siguientes sefiales: entre 2,2 y 1,98 ocho singletes
correspondientes a ocho grupos acetato diferentes; las
sefilales entre 4,6 y 3,68 correspondientes a los protones
CﬁZ-OAc, y las sefiales .entre 5,6 y 4,85 correspondientes

a los -CH-OAc.

IV.4.2. Desacetilacidn

Los oligosacédridos libres se obtuvieron por trans

esterificacion con metdéxido sddico metandlico. E1 material
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idnico se elimind pasando la solucidn por la resina de in-
. . + g
tercambio idnico Amberlita IR-120(H ). El eluyente se con-

centré a un pequefio volumen y se cromatografid sobre papel:

IV.4.2.1, Estudio de los oligosacéiridos por'cromatografia S0-

bre papel

En la cromatografia sobre papei‘se detectd 1la pre-‘
sencia de celobiosa y glucosa. No se defectﬁ,ningﬁn Qtro‘oli;
gosacirido. Se comparé con celobiosa patrdén. Los valores de
RX del oligosacétido de la celulosa y los de la celobiosa so-
bre papel Watman n°1 y 3 en los distintos desarrolladores se .
detallan en 1la tabla IV.4. Demuesffan estos valores que el

oligosacarido es celobiosa.

" TABLA IV.4.

Valores de Rx del oligosacadrido de la celulosa y'dé'la celo-

- biosa patrdn en distintos desarrolladores,

Compuesto , Desarrblladores
Al p? c
Celobiosa patrdn 0,24 0,56 0,55
. Oligosacarido ‘ ' ' 0,25 0,57 0,55

.3

En papel Watman n°1.

En papel Watman n°3. : e
Desarrolladores: A, acetato de etilo~écidb acético-acido
férmico-agua (18:3:1:4); n-butanoi—etanol—agua (2:1:1)
n—butanoifpixi@ina~agua (6:4:3). Como revelador se utili-

26 la difenjilamina.anilina. ' -
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IV.5. Metilacién‘de*lé‘celulosa

Para determinar el tipo de unidn que existe entre
las moléculas de glucosa, se procedid a la metilacidn del
polisacéridoﬂ En los primeros métodos de metilacidén, como
los de Denham y Woodhouse (1913) y el de Haworth, ésta se
conseguia por varios tratamientos con sulfato de dimetilo
e hidrdoxido de sodio. Pero a menudo se obtenian de esta for
ma productos parcialmente metilados que era preciso tratar
varias veces con o6xido de plata y ioduro de metilo, segin

Purdie e Irvine, para la completa metilacidn.

La técnica de Purdie fue mejorada por Kuhn y cola-
boradores (Kuhn, 1955). Estos autores utilizaron para la me
tilacidén medios de disolucidon polares como la N,N-dimetil-
formamida. Los polisacaridos que se disuelven o hinchan en
estas disoluciones se pueden metilar directamente. E1 Oxi-
do de plata produce también una descomposicidn oxidativa
en el polisacirido libre o metilado; por tanto es mas ven-
tajoso utilizar las variantes con hidrdxido de bario (Kuhn,
1958) o con hidrdéxido de sodio (Srivastava, 1964). Con es-
tas bases se puede trabajar en dimetilsulféxido que es me-
jor medio de disolucidén para los polisacdridos.

En el caso de la celulosa, los métodos de metila-
cidn estan limitados por la insolubilidad de esta polisacé-
rido en los disolventes que utilizan, tales como el DMSO.
Es pues necesario, o por lo menos mas conveniente, hacer
una metilacidn preliminar con sulfato de dimetilo e hidrd-

xido de sodio.

Asi pues, la celulosa se metild primeramente con
el método de Kuhn (Kuhn, 1963). Se tratd la celulosa con
hidrdxido sédico al 38% y bajo atmdsfera de nitrégeno, con
agitacidén y a temperatura ambiente, se adicioné el sulfa-
to de dimetilo. Se recuperd el polisacarido parcialmente
metilado y se sometio a una segunda metilacidén con 1los

reactivos de Hakomori. Este método es mas cémodo y sencillo.
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La celulosa asi metilada se recuperd por extrac-
cidn con cloroformo. Se purificd por reprecipitacidén en ben
ceno con éter de petrdleo y se caracterizd por sus datos es-
pectroscopicos. En su espectro de IR no aparecid la banda de
absorcidén del OH (3600-3200 cm—1) lo que indica que la meti-
lacidn ha sido completa.

IV.5.1. Datos espectroscopicos

a) Interpretacidon del espectro de IR

Su espectro de IR (Fig.IV.6) presentdé las siguien-
tes bandas caracteristicas: 2920 y 2850 cm_1 de tensidn de
C-H alifatico; banda a 1735 c:m—1 de tensidn C=0 de ester me-
tilico; bandas a 1460 y 1380 c:m-1 de deformacidn por flexidn
antisimétrica de -CH,- ¥y CHS’ y de flefiﬁn simétrica de —CH3
respectivamente; banda ancha a 1100 cm de tensidén C-0 de
éter y de ester; banda a 950 c:m—1 que indica la presencia de
éteres ciclicos y bandas a 890 cm—1 debida a las uniones gli-

cosidicas B del polisacarido.

b) Interpretacidn del RMN

Su espectro de RMN (Fig.IV.7) (DCClS) presentd las
siguientes sefiales: a 5,58 seflal muy poco resuelta asignable
a los protones anoméricos de la forma B, sefiales a 3,556 co-
rrespondiente a los grupos metoxilos en C-2 y en C-3 y sefial

a 3,378 correspondiente al grupo metoxilo en C-6.

Este espectro nos informa de que las uniones gli-
cosidicas existentes en el polisacadrido de la celulosa son

uniones B.

IV.5.2. Hidrélisis dcida

Se realizd la hidrdlisis de la celulosa metilada
con SO,H, del 72%. Se tuvo la mezcla en agitacidon durante
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4 horas y luego se diluyd y se calentd a reflujo otras 4 ho-
ras. Con los monosacdridos parcialmente metilados que se ob-
tuvieron, se formaron los acetatos de alditoles para su ana-

lisis cuantitativo.

IV.5.2.1. Identificacidon de los monosacdridos parcialmente

metilados

Los acetatos de alditoles del hidrolizado ante-
rior se formaron, como se detalla en los métodos generales,
por reduccidn con borohidruro de sodio y acetilacidn con |
la mezcla anhidrido acético/piridina. Se obtuvieron asi los
acetatos de alditoles parcialmente metilados que se identifi-
caron por cromatografia gas-liquido. En la tabla IV.3. se
indican los tiempos de retencidn de los acetatos de aldito-
les parcialmente metilados, relativos al 1,5-di-0O-acetil-
2,3,4,6-tetra-0O-metil-D-glucitol (Churms, 1982) y en la
Fig.IV.8 se muestra el cromatograma obtenido.

TABLA IV.3

Eteres metilicos del hidrolizado de la celulosa metilada

Azlicares?. Pico n°® fg %Area
2,3,4,6-Me,-Glu 1 1,00 0,75
2,3-Mey-Xi 2 1,45 1,83
2,3,6-Me ;-Glu 3 2,42 85,90

a 2,3,4,6-Me ,~Glu=1,5-di-0O-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-

glucitol.

4

Tiempos de retencidn de los correspondientes acetatos de
alditoles parcialmente metilados relativos al del 1,5-di-
O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil-D-glucitol (tg=4,54) en
una columna ECNSS-M a 175°C.
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De este cromatograma se pueden identificar con
seguridad tres picos. El pico n°1 se identificd por su tiem
po de retencidn relativo (tR=1,OO) como el compuesto 1,5-di-
O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil-D-glucitol, ya que es coinci-
dente con el mismo azlcar utilizado como patrdn de referen-
cia.

El pico n°3, que es el mayoritario y principal,
se identificd por su tiempo de retencidn relativo CtR=2,42)
y por comparacidn con el cromatograma correspondiente a la
holocelulosa metilada (Fig.III.23) como el compuesto 1,4,5-

tri-O-acetil-2,3,6-tri-O-metil-D-glucitol.

El pico n®°2, corresponderia, por su tiempo de re-
tencidn y por comparacidn con el cromatograma similar de la
holocelulosa metilada (Fig.III.23) al compuesto 1,4,5-tri-
O-acetil-2,3-di-0-metil-D-xilitol. Este derivado procede de
la xilosa que aparecia impurificando el hidrolizado de 1la
celulosa'(Tabla IV.2) y que es dificil de eliminar (esta ce-

lulosa se habia purificado ya tres veces).

Con los picos n°4 (tp=3,62) y n°s (tg=5,10) tan
solo se puede hacer un intento de identificacidn por sus
tiempos de retencidn relativos. En ambos casos, suponiendo
que correspondan a acetatos de alditoles parcialmente meti-
lados y no sean impurezas, se corresponderian estos picos
con acetatos de hexosas dimetiladas. (E1l pico n°4 podria
corresponder al 1,3,4,5-tetra-0O-acetil-2,6-di-0O-metil-D-
glucitol (tp=3,83 tedrico) (4,58%) y el pico n°5 al 1,2,5,6-
tetra-0-acetil-3,4-di-0-metil-D-glucitol (tR=5,27, tedrico)
(6,90%) .

La presencia de estos dos picos, siempre supo-
niendo que fuesen acetatos de hexosas dimetiladas, seria
indicativa de que la metilacidn no fue completa en su tota-
lidad 6 bien de que, casi mas probable, se ha producidd des--
metilacidn durante la hidrdlisis de la celulosa metilada.
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La presencia del compuesto 1,4,5-tri-O-acetil-
2,3,6-tri-0O-metil-D-glucitol indica que el polisacarido
estd constituido por una cadena de unidades de glucosa
unidas entre si por enlaces (1—*-4). l.La presencia del
compuesto 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil-D-glucitol
indica que &éste se encuentra como resto terminal no re-
ductor del polisacédrido. La presencia del compuesto 1,4,5-
tri-O-acetil-2,3-di-O-metil-D-xilitol indica que hay una
cadena formada por unidades de xilosa con enlacés‘(1—+-4);
es decir, hay una pequefia cantidad de xilana que impuri-

fica al polisacédrido de glucosa.

Por estos andlisis, acetilacidén y metilacidn del
polisacarido, se deduce, con entera seguridad, que el po-
lisacarido esta constituido por unidades de D-glucupirano-
sa con enlaces B(1—e 4). (Fig. IV.9). '

Queda confirmada, pues, la presencia de la celu-

losa en el corcho.

 CH,OH CH, OH Ho OH

HO~ HO HO
OH OH OH

Fig. 1V.9. Unidades de D-glucosa unidas por enlfaces B(1--4).

Eétnuctuna de La celulosa.
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V. ESTUDIO DE LA "HEMICELULOSA"

a) Extraccidon con soluciones alcalinas.

Diversas concentraciones de alcali se utilizan
para la extraccién de hemicelulosas, variando el rango des
de las soluciones de carbonato & sodio a las soluciones
fuertes de hidrdxido de sodio o potasio (Whistler 1965).
En general el rendimiento de hemicelulosa depende de la
fuerza alcalina del extrayente; con soluciones alcalinas
superiores al 10% se obtienen pequefios aumentos en el ren-
dimiento (Wise, 1946). La eliminacidn de oxigeno durante
las extracciones alcalinas minimiza la degradacidn oxida-

tiva de las hemicelulosas.

Se realizd la extraccidén de hemicelulosa a par-
tir de la holocelulosa, con hidrdoxido sédico al 4% y al
10%. Con el alcali menos concentrado no se fraccionaron
los polisacadridos y se obtuvo una Gnica fraccidn,que se
le 11amd "hemicelulosa'',al neutralizar el extracto con
dcido acético diluido y afiadir un volumen equivalente de
etanol del 95% (Doreé, 1947, p.417).

El producto se purificd disolviéndolo en NaOH
al 4%, filtrando y adicionando al filtrado acido acético
y alcohol del 95%. Para una ulterior purificacidn, se di-
solvid el producto obtenido en NaOH al 2%, calentando un
poco,y se filtré a través de lana de vidrio. Se afiadid al
filtrado solucién de Fehling (A+B, volGimenes iguales) en
exceso y el precipitado se lavd con alcohol muy diluido.
El complejo de cobre se descompuso con acido acé&tico muy
diluido. Se filtrd y el sélido se lavé primero con acido
acético muy diluido, luego con alcohol muy diluido y fi-
nalmente con etanol del 95%. Se obtuvo un s6lido blanco
grisidaceo que representd un 16,64% en peso respecto a la

holocelulosa.
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La extraccion de la hemicelulosa con NaOH del 10%
y posterior fraccionamiento del extracto obtenido se estu-

dia con detalle en el apartado VI.

a) Extraccion con dimetilsulféxido

Entre los pocos disolventes neutros que son efec-
tivos para la extraccidon de hemicelulosas de la holocelulo-
sa, se encuentra el dimetilsulfoxido (Stjostrdom, 1981, p.64).
Es particularmente Gtil para la obtencidn de xilanas y de
aquellos polisacaridos que estén parcialmente esterificados,
ya que no tienen lugar ningin cambio quimico en la extrac-

cidon con este disolvente.

Asi pues, se extrajo la holocelulosa con dimetil-
sulféxido y por centrifugacidn se separd el sé6lido. Al ex-
tracto se le adicionaron cuatro volumenes de etanol y se aci-
dificd con acido acético hasta que la precipitacidon del poii—
sacdrido fue completa (Bouveng, 1965). Se obtuvo un sdlido

blanco que representd un 21,8 respecto a la holocelulosa.

V.1.1. Datos espectroscdpicos

Interpretacidén del espectro de IR

‘ Se caracterizd la hemicelulosa, tanto la proceden-
te de la extraccidn con NaOH al 4% como la extraida con di-
metilsulfdéxido, primeramente por espectroscopia de infrarro-
jo. En ambos casos se obtuvo un espectro concordante (Fig.
V.1) que presentd las siguientes bandas: banda ancha entre
3500 y 3200 cm—1 de tensidn de O-H asociado intermolecular-
mente; banda a 2920 cm—1 de tensién de C-H alifatico; ban-
da a 1730 cm_1 de tensién de C=0 y banda entre 1100 y 950
em™ ! de tensién de C-0 de alcohol.
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Fig.V.1. Espectro de IR de la hemicelulosa

V.2. Hidrd6lisis acida total

La hemicelulosa se hidrolizé con 4dcido H2SO4 del
72 %en agitaciéon durante 4 horas y luego se diluyd el aci-

do y se calenté a reflujo otras 4 horas.

V.2.1. Identificacion de los monosacdridos por cromatogra-

fia gaseosa

Los monos acdridos liberados en la hidrdélisis se
caracterizaron por cromatografia gas-liquido. Para un ana-
lisis cualitativo se silildé, de la forma acostumbrada, una
muestra del hidrolizado y se cromatografié comparativaijiente
con los azucares patrones xilosa y arabinosa igualmente si-
lilados y en las mismas condiciones. Teniendo en cuenta el
cromatograma correspondiente al hidrolizado 4cido sililado
de la holocelulosa (Fig.III.5) y el cromatograma obtenido
en nuostro analisis (Fig.V.3), se deduce que los azucares con
tiempos de retenciéon mas similares son la xilosa y la arabi-

nosa por lo que sélo se inyectaron estos azuUcares patrones.
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Los resultados obtenidos se indican a continua-

cién:
tp(seg) Pico Azucar %Area
235 1 Arabinosa y 7,42
Xilosa
331 2 Xilosa 46,06
417 3 Xilosa 46 ,52
744 4 Glucosa trazds
1182 5 Glucosa trazas

V.2.2. Determinacidn cuantitativa de los monosacaridos

Se observa en el cromatograma (Fig.V.3) que el
pico n°1 puede corresponder a la arabinosa y/o a la xilo-
sa, puesto que tienen el mismo tiempo de retencidn. Apare-
cen también trazas de glucosa. Para determinar mas exacta-
mente la cantidad de estos monosacaridos hacemos una deter-

minacidén cuantitativa de los mismos.

E1l método mas comunmente utilizado y el de mas se-
guridad para el analisis cuantitativo de los azlcares indi-
viduales envuelve la conversidn de estos azlicares en sus
correspondientes acetatos de alditoles volatiles. Los mono-
sacdridos se convierten en los correspondientes alditoles
por reduccién con borohidruro de sodio y los alditoles se
acetilan con anhidrido acético-piridina. Los acetatos de
alditoles se separan y se cuantifican convenientemente por

cromatografia de ionizacién a la llama (Albersheim, 1967).

Este procedimiento es el que se utiliza con mas
frecuencia para estudiar la estructura de los polisacéri—
dos, es decir, para determinar la pureza de los polisaca-
ridos y para determinar que polisacaridos estan presentes

en una fraccidén cromatogradfica particular.
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Se realizd un estudio comparativo de los monosa-
caridos procedentes del hidrolizado de la hemicelulosa ex-
traida con alcali y de la extraida con dimetilsulfdxido.
En la tabla V.1 se dan los resultados obtenidos y en las
Fig. V.4 y V.5 se muestran los cromatogramas obtenidos.

' De la tabla V.1 se deduce '‘que la xilosa es el co@
ponente mayoritario, pudiendo considerarse como procedente
de una xilana no pura. Las impurezas mas notables son la
arabinosa (3,5%), la galactosa (5,12%) y la glucosa (8,9%).

Prueba de que estos monosacaridos son una impure-
~za y no forman parte de la xilana se obtiene al aislar esta
xilana por extraccién con dimetilsulfdxido y posterior ana-
lisis por cromatografia gaseosa de los monosacaridos del hi-
drolizado, previa transformacidn en los correspondientes ace-
tatos de alditoles. Ahora la xilosa forma un 94,7% y todas
las impurezas se reducen drasticamente como puede verse en
la misma tabla. Se concluye pues, con estos analisis, que
los polisacaridos de la hemicelulosa constan de los azfca-
res xilosa, como componente mayoritario y procedente de
xilanas, y en pequefla proporcidén los azlicares glucosa, ara-
binosa, galactosa, manosa y ramnosa, como posibles impure-
zas de esos polisacaridos, pero procedentes a su vez de otro

u otros polisaciridos.

V.2.3. Determinacién de dcidos urdnicos

La determinacidn de acidos urénicos se realizd por
el método del carbazol (Bitter, 1962). El polisacarido se hi-
drolizd con 4cido sulfarico del 72%. E1l hidrolizado se lle-
v6 a pH 8,5-9 con KOH 0,1 M y se pasd sucesivamente por co-
lumnas que contenian Amberlita IR-120(H') e IR-400(AcO ).

Se eluyeron con agua y la anidnica con dcido acético al 10%.
Los dcidos se concentraron a un volumen exacto de 10 mL y |
mediante dilucciones se prepararon las muestras D-1 y D-2.
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TABLA (/. 1.

Mono& acatiZdoA d< Za k<;jmtc<LZtiZo; a d<;£</fimtnado; a #tiav&;> da
Zot> ac.Q.tato; dz aZdttoZzA

Azulcares Pico n° %AZAﬁcaresg %A zlucaresb
Ramn os a 1 0,62 0,65(0,32)
Arab inos a 2 3,5 0,86(0,42)
Xilos a 3 81 ,01 94,7(46,38)
Mafiosa 4 0,84 -
Galactos a 5 5,12 0,97(0,47)
Glucos a 6 8,90 2,81(1,37)

Hemicelulosa extraida con NaOH al 41.

Hemicelulosa extraida con PNSO. Los valores entre parénte-

sis se refieren al porcentaje de azucares.
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Para la determinacidén cuantitativa se construyd
una recta de calibrado. Se prepard una disolucidn de aci-
do glucurdnico y mediante diluccionés se prepararon diez
soluciones de referencia. Las referencias y las muestras
problemas se sometieron simultaneamente a la reaccidn colo-

rimétrica, de manera que las condiciones fuesen las mismas.

Con los datos de absorbancia y de concentracidn
de acido glucordnico que se detallan en la tabla V.2 se
construyd una recta de calibrado, que se muestra en la
Fig.V.6. La ecuaci6n de la recta obtenida, ajustada por mi

nimos cuadrados, es:

Absorbancia = 0,008C-0,029 y el coeficiente de

regresidn (r) es: 0,994,

TABLA V.2

Concentraciones y absorbancias de Las disoluciones de refe-

nencia de dcddo glucunbnico.

Disolucidn de Concentracidén de acido Absorbancia
referencia glucurdénico ( ug/mL)
1 6 . 0,040
2 12 0,048
3 18 0,113
4 24 0,180
5 30 0,210
6 36 0,245
7 42 | 0,290
8 48 0,380
9 54 0, 402
10 60 0,465
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Sometidas las muestras a la reaccidébn colorimétri-

ca y medidas las absorbancias se obtuvieron los siguientes

resultados:
Muestra Absorbancia Concentraciodon Acid.urénicb(%)
Qﬂg/mL)
D-1 | 0,047 9,46 2,63

D-2 0,135 20, 35 2,28

Se obtuvo un 2,45% de 4dcido urdnico en la hemice-

lulosa expresado en concentracidén de acido glucurdnico.

V.3. Hidrélisis acida parcial

Teniendo en cuenta los datos proporcionados por el
andlisis cuantitativo de los monosacaridos y sabiendo que las
uniones furandsicas son mas ldbiles que las pirandsicas ana-
logas, se procedid a realizar una hidrdlisis acida parcial
de la hemicelulosa. Se pretendia, de esta forma, liberar se-
lectivamente los restos de arabinofuranosa, en el caso de que

€sta estuviese como ramificacidn en el polisacadrido de xilosa.

La hidrdlisis acida se realizd con acido sulfirico

0,05M calentando a reflujo durante hora y media.

V.3.1. Identificaci6n de los monosacdridos por cromatografia

' gaseosa

Una primera identificacidn de éstos se realizé por
cromatografia gas-liquido de los trimetilsililderivados de
los monosacédridos del hidrolizado. Se analizaron comparati-
vamente con azficares patrones igualmente sililados y en las
mismas condiciones. En la tabla V.3. se dan los tiempos'de
retencidon de los monosacaridos del hidrolizado y en la Fig.

V.7 se muestra el cromatograma obtenido.
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TABLA V.3,

Cromatogragla gaseosa de Los derivados sifilados de Los
monosacdridos procedentes de La hidrn6lisis parcial de La
hemicelulosa.

tR Pico - Azdcares | %Area
Arabinosa y/0
_ 4,06
257 1 Xilosa ’
362 2 Xilosa 45,51
453 3 Xilosa 50,43

Para una cuantificacién y mejor identificacidn de
estos monosacdridos se formaron sus correspondientes aceta-
tos de alditoles, de la forma acostumbrada.

Se analizaron por cromatografia gas-liquido y se
obtuvo el xilitol practicamente como el Gnico componente
(97,83%) (Fig.V.8).

E1 hecho de obtenerse la xilosa como aziicar mayo-
ritario hizo pensar que esta hidr6lisis 4cida era todavia
fuerte; previamente se habia realizado una hidrdlisis con
acido H2804 O,5N obteniéndose el mismo resultado.

)

Se pasd a realizar una hidr6lisis mas suave con
dcido sulfidrico 0,005M calentando la mezcla a reflujo una
hora. Con el hidrolizado se formaron los correspondientes
acetatos de alditoles y se analizaron por cromatografia
gas-liquido. Aparecid otra vez la xilosa como el componen-
te mayoritario (86,20%). '

Estos resultados nos llevan, a confirmar la pri-
mera conclusidn de que la arabinosa, y concretamente en
forma de arabinofuranosa, no forma parte ‘como ramificacidn
de la cadena de xilosa sino que acompafia a ésta como impu-
reza. '
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Flg.V.8. CAomatogAa™la gaAdeoAa de Iloa acetatoA de alditoles
pAo cedenteA de f£fa kldAG6l1IAAA paActal de la keml-
celuloAa. Te.mpe.Aatu.Aa de. la columna 190°.

TABLA

Mono* acdAtdoA deteAmlnadoA a tAavéA de 104 acetatoA de al-
dltoleA .

Azucar Pico t R(min) °aAzucares
Ramnos a 1 6,58 0,77
Arabinosa 2 10, 79 1,27

Xilisa 3 15,46 97,83
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V.4. Metilacion de 1a hemicelulosa

Para la metilacidn de la hemicelulosa se utili-
zaron dos métodos: el de Kuhn, descrito para la metilacidn
de la celulosa(apart. IV.5) y el de Hakomori descrito pa-

ra la metilacidon de la holocelulosa (apart.III.3).

Con el primero de ellos se obtuvieron rendimien-
tos muy bajos, un 16% en peso en el caso masvfavorable. En
la metilacidn segiin Hakomori, es decir, utilizando como ba-
se el metilfulfinilcarbahién, -formado por reaccidén del HNa
con DMSO- y para metilar el ioduro de metilo, se obtuvieron
mejores rendimientos, un 50% en el caso mas desfavorable,y

el aislamiento del polisacarido no presentd problema.

Se tratd la hemicelulosa con los reactivos de
Hakomori para dar el producto metilado. Los restos de dime
tilsulféxido se eliminaron en estufa de vacio a 40°C duran-
te varios dias, y el producto amarillo obtenido se purificd
por precipitacidon en benceno con &ter de petrdleo y se re-
cuperd como un sd6lido blanco floculento que representd un
73,96% de rendimiento. Esta forma de purificar el produc-
to metilado fue la mas completa y sencilla. Otro tipo de
purificaciones que se realizaron fueron: por cromatografia
de capa fina preparativa utilizando como eluyente la mezcla
benceno-etanol (10:2). Aparecid una banda que dio un sd6lido
amarillo. Se hizo una cromatografia en capa fina de este pro
ducto y se reveld primero con verde de p-bromocresol. La/plg
ca tomd coloracidn azul, y en las manchas aparecid colora-
cidn amarilla. Otra purificacidn de la hemicelulosa metila-
da se intentd por columna de silice Kieselgur, utilizando
el eluyente benceno-etanol (10:2);

En el espectro de infrarrojo del producto metila-
do no se observd banda de absorcidn de 0-H(3600-3200 cm-1)

lo que indicd que la reaccidn habia sido completa.

Por su espectro de RMN se comprobd la purificacidn

del producto metilado.
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V.4.1. Datos espectroscoOpicos

a) Interpretacidon del espectro de IR

Su espectro de IR (Fig.V.9) presentdé las siguien
tes bandas caracteristicas: a 2930 y 2860 cm-1 de tensidn
de C-H alifitico; banda a 1740 cm™! de tensidn de C=0 de ‘
ester metilico, bandas a 1460, 1380 y 1320 en” ! de defor-
macidon de flexidn de grupos CH;-, -CH,-, y -CH; banda en-
tre 1200 y 1000 cm” ! de tension de C-0 de éter y banda a

-1 - . P ~ .
950 cm caracteristica de éteres ciclicos.

b) Interpretacion del espectro de RMN-1H

El espectro de RMN (Fig.V.1O)(DCC13) presentd
las sefiales caracteristicas de un polisacarido metilado y
con uniones glicosidicas B: sefiales a 4,38 asignables a
los protones anoméricos de un polisacidrido lineal formado
por uniones B; sefiales a 3,5 y a 3,578 asignables a los
grupos metoxilo en C-2 y C-3 respectivamente; las sefiales
entre 2,9 y 3,26 y las comprendidas entre 3,7 y 3,98 asig-
nables a los CQZ—OR y a CH-OR respectivamente. |

13

c) Interpretacidén del espectro de RMN- “C.

13C es de.grén valor

La espectroscopia de RMN-
para la elucidacidn de la composicidn, secuencia y confor-
macidén de los carbohidratos en disolucidon (Chizhov, 1967;
Gorin, 1973; Allerhand, 1971; Colson, 1974 y 1976; Walker,
1976; Friebolin, 1976; Gagnaire, 1976; Saymour, 1976;Inoue,
1978). '

Una de las mas sencillas y generalmente Gtiles
aplicaciones de la espectroscopia de RMN de los polisaca-
ridos es un ensayo del grado de complejidad molecular. Otro
tipo de informacidén que se obtiene directamente se refiere |
a Ia pureza del polisacarido. Por ej. la deteccidn a campo

alto en 1H 0 en 13C de sefiales atribuibles a grupos alqui-
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TABLA V. 4

Desplazamientos quimicos de RMNQ73C de La hemicelulosa metilada (DCC£3)

. s a
Desplazamientos quimicos., ppm .
Compuesto

¢4 CZ . C3 o C4 | : CS - OCH

B-D-xilopiranosa 97,49 75,06 76,83 70,21 66,08

Hemice lulosa’ 102,67(d) 76,39(d) 83,30(d) 84,22(d)  63,28(t) 60,69(q)

a . ' . P
Los desplazamientos son relativos al patrdn interno.

b Datos correspondientes al espectro de RMN—13C realizado segin 1H-desaco-

plado.

S
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lo 6 de sefiales a campo bajo atribuibles a componentes aro
miaticos muestran la presencia de contaminantes introduci-
dos en la etapa del aislamiento.

Las resonancias anoméricas, en ambos espectros

1 13

H'y
mayoria de los otros nficleos. Esto ayuda a determinar el
nimero de diferentes clases de restos en un polisacarido

y en la estimacidén de sus proporciones relativas. Una ul-

C, estan separadas de las seflales producidas por la

terior distincidn entre carbonos anoméricos, es la dife-
rencia en el desplazamiento quimico entre el C-1 en un

resto interno en un polisacarido y el del resto de glico-
sa reductora (Voss, 1979). E1 C-1 de este UGltimo resuena
~a unas 5-10 ppm a campo mas alto de los carbonos glicosi-
dicos, en la regidn de 90-1008 caracteristica del C-1 de

los monosacaridos.

13C las sefiales de ambos car-

En el espectro de
bonos unidos por la unidn glicosidica (C-1—0—C-X) son
fuertemente desplazados a campo mas bajo, normalmente de
6-9 ppm, de las sefiales de 1los correspondientes carbonos
en monosacaridos relacionados (Aspinall, 1982, pp.145-149).
Estos desplazamientos se atribuyen al efecto de desacopla-
miento inductivo de los sustituyentes en B. Por tanto, las
seflales del C-1 de los polisacaridos se localizan en la re
gién de 100-1108, bien separadas de las otras sefiales de-

bidas a los otros carbonos (tabla V.4).

Si C-X es un carbdn secundario, como en nuestro
caso que es el C-4, da a menudo la sefial mas fuertemente
desplazada a campo'maslbajo de todos los carbonos secunda-
rios, y en principio, se puede identificar por referencia
a los desplazémientos quimicos de compuestos adecuados de
peso molecular bajo (tabla V.4, datos correspondientes a
la B-xilosa) (Pfeffer, 1978).

' Se observan menos efectos en las posiciones adya
centes, frecuentemente equivalentes a un desplazamiento a

campo mas alto de 2-3 ppm; esto puede ser atribuido al efec



120

to estérico y. Sin embargo los valores exactos de los efec
tos B yy pueden variar en varias ppm, dependiendo de la po
sicién de la unidén glicosidica, su configuracidn, y posi-

blemente de los azQicares involucrados.

" E1 desplazamiento quimico de un C-1 de un resto
glicosidico en un polisacarido estd intimamente relaciona-
do con la configuracién y la conformacidén (Matsuhiro, 1982).
El desplazamiento quimico de un andmero a suele ser de 6=100y

unas 3-4 ppm a campo mas alto para el anOmero B.

La confirmacidon de la composicidn y configuraciodn
de la hemicelulosa metilada se 1llevd a cabo por el estudio
del espectro de RMN—13C con 1H—désacoplado y en off resonan-

ce.

En el espectro 1H-desacoplado (Fig.V.11) aparecen
sels sefiales singletes que estan de acuerdo con el hecho de
que hay seis carbonos no equivalentes magnéticamente en la
secuencia de monosacaridos repetida en la hemicelulosa me-
tilada. Las sefiales obtenidas, asi como la asignacidén y mul-

tiplicidad de las mismas, se indican en la tabla V.4.

La sefal correspondiente al carbono anom&rico .°
(102,67 ppm), indica que éste tiene una configuracidn B en

el polisacarido.

V.4.2. Hidrolisis acida

Se realizd la hidr6lisis de la hemicelulosa meti-
lada con &acido sulfirico de1_72¢. Con los azlicares parcial-
mente metilados liberados, se formaron los acetatos de al-
ditoles de la forma acostumbrada. Se aislaron por extrac-

cidén con cloroformo.

Se separaron con bicarbonato de sodio los posi-
bles compuestos &dcidos. Estos se liberan al acidificar con
dcido clorhidrico y se aislaron con cloroformo. Los compues
tos neutros, extraidos con cloroformo, se purificaron por
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filtracidn sobre silicagel utilizando como eluyente la mez-

cla hexano-é&ter (1:5)."

En su espectro de IR aparecen las bandas tipicas

de acetatos (1735, 1460, 1360 y 1040 cm—1) y su espectro
de RMN también muestra las sefiales correspondientes a los

grupos acetatos (singletes entre 2,05 y 2,16).

V.4.2.1. Identificacidon de los monosaciridos parcialmente

metilados

Con los monosacaridos parcialmente metilados obte-
nidos en la hidrdlisis &cida, se formaron los correspondien

tes acetatos de alditoles, de la forma habitual.

a) Analisis por cromatografia gaseosa

Estos derivados volatiles, acetatos de alditoles
parcialmente metilados, se analizaron y cuantificaron por
cromatbgrafia gaseosa utilizando el 1,5-di-0O-acetil-2,3,4,6-
tetra-O-metil-D-glucitol como azicar patrdon de referencia.
En la Fig.V.13 se muestra el cromatograma obtenido y en 1la
tabla V.5 se dan los tiempos de retencidén de estos deriva-
dos relativos al aziicar patron de referencia asi como el
porcentaje relativb de cada uno de ellos en la mezcla.

b) Analisis por cromatografia gaseosa-espectrometria de ma-

sas.

La identidad de los acetatos de alditoles parcial-
mente metilados se confirma por cromatografia gaseosa -espec-
trometria de masas combinadas. En la Fig.V.14 se muestra el

cromatograma obtenido.

De los espectros de masas de los acetatos de aldi-
toles de la hemicelulosa metilada se identificaron dos com-



Ffg.[/.13.

Cfiomato gAafiZa gaA<j;0Aa ddl ; o4
obt<;nfdoA d<i; ki;dh.o;;zado

& (o¢

a /750.

ARFA3

1.iz0
1. 46
1.84
8.84
8 35
2..67
3.13

99

8.19
.50
15.44
88.71
84 68

azacafidA mdtdtadoA
& ca k<imic<jiugoda m<;f£;sada <n ana cotunma ECNSS-M

P;coa o 1) ;mpusidza;

OlI;A TYEL
17879 BV
78898 M

189690  yp
650050  py
768370 mif
944030 vy
7635800 o2
880570
707180 p\
1483600 M
% .9556E+07 BV
7085600 VR
3008880 PP
7(ﬁ BV
893630 vV

10TAL gf[i"E 7.P737E+Q7
MU' FArTOR:- i .U0OOF ;-t00

OR-HT

0

9.
0.
0
0

"

.096

140

153
154

195
oA

»l T
. *0
;81

1.rVj
9 (:79
1.718

122

ac<;tafoAd dg ald;fo;<;A

2)

2,3-Mdn~Xy¢;

N

081

. 100

L."il
894
0ri6
oyé
P-;:
:03
488
81

it

. IR.

0.019

—

.8,7.

3) 3-Me-X;.



en

&

123



i

Mt na

HCC

5CC

Sr

Miii-i-

Gite

cief 1,4, 5-th.ji-0-aciffl- 2,3, -

de-0-mo,£;1-V-x£l; £o0l.

Et>p<gafno c/e rnoda’

F;g. 1/.75.

iTHS/JH/

>>0ATE<</ »PEC»

m

B

— o o . — O —
MZZZ NN —en oo 0B i N VRN N AN =G0 - I e Ot 60 e
. . S e SRR . . o o e o
i N SIS A ™S NS~ D™ AN NS ™ NeATH N IO TN S TIoen TN T e \ON oy ~® .00 ™
H234567789 ..“67”. Qenenen el AN 1\O\8 O\ \O\S O I~ I~~~ I~ e S8 L ~oon
~ al s P KEPROTS (o o BEEFIRSC T [ ]

Exxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxmmnxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxmmmmwmmmmmmmmﬂmmnnumﬂmﬂ
=] —-—

RSN jagy S S NSt O T NSRS S O FOS—N
PR eeSTASSSSIO0 0 = HINSS—FT TS et + <+ | =S
B v S oo NS T o
” S = o= \n w

—

.I e )
v — 1= — ™~ eI =™ 0 0D TN INT ST INEANS T SN TS LT AN TN ™IS CarST I ~ U NS TS + S
R e RNARS & S8 ot § 87 S S RN ML~ i NS SO $HSSMNSHAR NI ¢ SO i— KR Ha o~
e

NN~ S~ »n o e O™ e - =S e =T Sine o L]
~ ® 0 —ne - o=
Lag] Lag]
0N LIS~ S NN T 1)\ O~ O S et ] o ey NN INTTSA D TN OO ™ W RSO o™
M77777777 o NN RN QRN e thac! <+t A wnn
———— ——
A
mS7 oo SN D NENG000 I 00 e i N m——— e
A~ - n e U0 T~ NS et SRS T NNTNT-XA S T AN SISO D T A en FO0N S eien <t o e o=
g Cagl®Phs i i 1Ak i B s B B i s i s =1 ol el el el el o ol e

et Yt e e o o ot e Yt

PRI AP A A AA A A AR A % xxxxxxxxxxxxxxmwxmxxxxxmxxxxxxxxxmm

AR =TS OFISTAG OO ST N NN ST = ST oUE Ve T VDTN e O Dl e = o\ enr~t U]
ﬂ8947080.l DUCN = I T OO <+ [~ @R Oy =\ = NN eN AN O OO = =S ™A T~ T oD~y
5 < ot ot < NS 00t oo
> —a =— - = = N B0

—

FT UM SRS DunenSIN T NSV DN LS o X~ NNFINND VARG O NSO ~H NSO —t - 1NN —I000

RNoo T At NN N SN ~ £ ™R NTIGOTFR nRN-SS T T AL+ - DEIOTIONRNS e, 300 T NIRLNRN
E Snogl~ Ny —  Tehino—owem —oont <+ en e —=On—or =S nN 9N k)
oo el oo ——t —eno — S N
) Bl o
Mt OO0+ S U FUSS VRS ™ = 4 Y it S NN SN = VNI OO — e3EE47 VRS NN N+ SRS
S o © CAENEnEnen e A 0 B NARNDL @D AL, AOTUOTE T T
A~



125

ofc

'h-3

1

SIEP ntiiS.».

dal 1,2, 4,6-tf£tfid-0-jaceftLf-

xllltoZ.

ie mcnao

4

F;g.i/.16. Eupzctsio ¢

0

—— et enen RN — T i ——
N '~ 33333&? Laglagl - —— ‘223219 13
M2317.35071857890124* AN o ST A= e
SN TN AON T~ 00D <

Xm A AP A, HAALNA, ., g
“MW)A-/ k22“ﬁ434“%“ml]2ﬁl“““”k—/’.&“m.lxvﬂﬂm““
-+ a) "SI NN SN 0 0 GO ™ e =

X/BA

«~

fen N SN O O N TOMN 1S ™S T 000N
7. N0 NI~ E T NI 708 €A ™ U NI e\ O\SEN AN TN
- — e [ = oen -

Lag]

DTN~ D™ VT NSNS RN OIS s AD T N HNOEND
L e e

A

e e e e et e e et

e i L e T e e L G e NOOEIOD | O =

NG

IS NN T U NN UNOT 0901476901834571834567891356769012345790“23567890170901
= ol © < oo )

EA AR AR

o SOTANS = LN~

mmmexxnmmmmmmwkakxxxxxxxxxxxxxxxxxxwkxxxxxxxxxxmxxxxxmmxxxxxxxxxxxxxxx

WU \OUN SN~ eNF NN~ e

< o O™ =N T N = IS N 00 O
N -t N ~ NN e Al 2 en<tt VTN T IS A==
& B . . . .
ACD ¢ S ev g <+ =< Twn -+ > N S eIt —
- S a @ w
=S M O DO ™ T O N AT Al S Sen SIS T 60 2 R NSNS SO TN © A ISININ TOA NS =N NS
SOk T oo - NN =R DU T tntoo <t enth G NN = I [~ 0O =
Ere toqasa = o —=ra — I A I N R ] o=— < N O TN
N - ) =N

1989 1

=0 OSSN N LA =Nt “ONRADTNNTIUNSE AN NN 10 S AD TN NI OO\ © AN F NS ANS ™
~ N - RN N A

=]

T I O INNININT SOSOSOSOSO T~



126

puestos correspondientes a los picos del cromatograma de
la Fig. V.14.

El pico principal y mayoritario, pico 2 del cro-
matograma, cuyo espectro de masas se muestra en la Fig.V.15,
did como fragmentbs mas prominentes los iones con m/é 43,
87, 101, 117, 129 y 189 (Fig.II1.27), 1lo que junto con el
analisis por tromatografia gaseosa, nos permitid identifi-
carlo como el compuesto 1,4,5—tri—0~acetil-2,3-di*0—metil-

D-xilitol, como era de esperar.

El pico 3 del cromatograma, pico minoritario, cu-
yo espectro de masas se muestra en la Fig.V.16, did como
fragmentos mas prominentes los iones con m/e 43, 87, 129,

y 189 (Fig. V.17), lo que junto con el anidlisis cromato-
grafico permitid identificarlo como el compuesto 1,2,4,6-
tetré—O-aceti1—3—O—meti1—D—xilitol.

V.4.3. Reduccidén de la hemicelulosa metilada

En el espectro de infrarrojo de la hemicelulosa

metilada (Fig.V.9) aparece la banda caracteristica de un
1
).

Esto puede ser debido a la esterificacidn de los acidos du-

ester, en esta caso un posible ester metilico (1735 cm”

rante el proceso de metilacion.

La hemicelulosa metilada se disolvido en THF, seco
y destilado, qué contenia hidruro de aluminio y litio y se
calentd a reflujo (Aspinall, 1978A). El polisacarido metila-
do y reducido se aisld por extraccidén con cloroformo.

V.4.3.1. Datos espectroscdépicos

a) Interpretacid6n de su espectro de IR

Su espectro de IR (Fig.V.18) presentd las siguien-
tes.bandas caracteristicas: a 3500 cm-1 de tensidon de O-H;
bandas a 2930 y 2840 cm” | de tensidn de C-H alifatico; bandas
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1

a 1460, 1380 y 1320 cm ' de deformacidén de flexidén de gru-

pos -CHy, -CH,-; y -CH-; banda entre 1150 y 970 em” ' de
tensién de C-0 de é€ter y de alcohol primario.

Aparece a 1735 cm | parte de la banda de ester.
Se pensd que la reduccidon no habia .sido completa y se repi-
tid el tratamiento en iguales condiciones. En el espectro
de’ IR de este producto nuevamente reducido seguia aparecien

do una pequefia banda a 1735 em” .

b) Interpretacidén del espectro de RMN

Su espectro de resonancia magnético nuclear (Fig.
V.19) (CDC13) presentd las siguientes sefiales: a 4,38 un du-
plete asignable a los protones anoméricos de un polisacarido
lineal formado por uniones B; los singletes a 3,58 y 3,538
asignables a los grupos metoxilo en los C-3 y C-2 respecti-

vamente.

Por agitacidn de la muestra con agua pesada desa
parecid parcialmente la sefial a 2,958, por lo que se atribu-
y0 esta sefial al protdn del alcohol primario formado por re-

duccidn del ester.

Comparando este espectro con el de la hemicelulo-
sa metilada (Fig.V.10) se observd la desaparicidon de la se-
fial a 3,88, lo que hizo que esta sefial se atribuyese al gru

po -OCH, del ester metilico.

V.4.3.2. Hidrélisis dcida

La hemicelulosa metilada y reducida se hidrolizd
con dcido sulfdrico del 72%. Primeramente se agito la mezcla
a temperatura ambiente y se continud con una hidr6lisis mas
suave con HZSO4 1IN a reflujo. |
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V.4.3.2. Identificacidon de los monosacaridos parcialmente

"metilados.

Con los monosacdridos parcialmente metilados, ob-
tenidos en la hidr6lisis &cida, se formaron los correspon-

dientes acetatos de alditoles, de la forma acostumbrada.

a) Analisis por cromatografia gaseosa

Estos acetatos de alditoles parcialmente metila-
dos se analizaron y cuantificaron por cromatografia gaseosa
utilizando el 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-0O-metil-D-gluci-
tol como azlicar patron de referencia. En la tabla V.5 se dan
los tiempos de retencidn de estos derivados relativos al azi
car patrdn asi como el porcentaje relativo de cada uno en 1la
mezcla. En la Fig.V.20 se muestra el cromatograma obtenido.

b) Analisis por cromatografia gaseosa-espectrometria de masas

La identidad de los acetatos de alditoles parcial-
mente metilados se confirma por cromatografia gaseosa-espec-

trometria de masas combinada.

" Interpretacidn de los espectros de masas (Bjorndal, 1967A)

De los espectros de masas de los acetatos de la
hemicelulosa metilada y reducida se identificaron cinco com-
puestos correspondientes a los picos que se indican en el

cromatograma de la Fig.V.21.

El pico 1, pico minoritario, cuyo espectro de ma-
sas se muestra en la Fig.V.22,did como fragmentos mas promi-
nentes los iones con m/e 43, 101, 117 y 161 (Fig. V.23). Es-
to junto con el analisis por cromatografia gaseosa nos per-
mitid identificarlo como el compuesto 1,5-di-0-acetil-2,3,4-
tri-O-metil-D-Xilitol..

El pico 2 del cromatograma, pico mayoritario, cuyo

espectro de masas se muestra en la Fig. V.24 , tiene como
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fig. 17.20. CsiomcUogaafila gajaoj;a da ;06 acatatob de aldlto-
laj> da Lo6 azucafta™ matllado; obtenido* dal kl-
dKolazado da la kamlcalulo* a matllada y "“aducida
an una columna ECNSS-M a 175°. Pico*: 7) 2,3,4-

Ma™-X1; 2) 2>3-M£2-X;; 3) 2,3, 6-Ma Glu y 2,3,4-
Ma*-Glu y 4) 3-Me-XI.
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TABLA V.5,

Etenes metikicoa def hidnolizado de La hemicelfulosa meti-
Lada (A) y metilada y reducida (B)

Azucar? tﬁ t% ‘ %Area'
A _ B

2,3,4-Me Xi 0,76 0,66 - 0,43
2,3-Me,Xi 0,93 1,43 68,13 87,16
2,3,6-Me;Glu 1,17 2,35 - 2,34
2,3,4-MeGlu 1,20 2,35 - 3,31
3-Me-Xi 1,08 2,71 4,13 6,74

a 2,3,4-Me Xi= a 1,5-di-0-acetil-2,3,4-tri-O-metil-D-xilitol.
b

Tiempos de retencidn de los correspondientes acetatos de
alditioles, relativos al del 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-
O-metil-D-glucitol (tR 4,04) en una columna ECNSS-M a 175°C.

Idem en una columna capilar OV-1
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43 . Pase P<?ak 76 Total Abundance = 470
e ROVEWSILENG T A\

100 150 200 250 300 350 400
IMG" it Ig/»me Cu.tot Leve I 5
dALL ABUNDANCE <7) MAS'S ABUNDANCE <%> MASS ABUNDANCE
41.! 19.7 66.5 5.3 91 .1 9.2
43. 100.0 68.8 10.5 39.5 9.2
44.0 0.5 71.0 10.5 101.0 82.9
45.2 *4.5 %9, 7.9 102.3 1.0.5
48.9 mi 5 Zo,b 7.9 103.1 9.2
49.9 10 .5 75.0 f0.5 104.8 11.8
54 .8 9.2 79.0 7.9 108.8 11.8
58.0 10.5 84 .0 7.9 112.6 10.5
59.0 7.9 84.7 9.2 117.1 82.3
& .3 7.3 87. 1 23.7 129.9 10.5
63.3 b.6 89. i 7,9 151 .1 5.2
65.1 7.9 921. 9 7.9 161 .0 18.4

F;g.1/.22. EApe.ctA.ci de mcu ab do.l 1,5-di- 0-ace,£;1-2, 3, 4-thJi-Q-m<Lt;1-V- xILito I .
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$8£O/\: n
H-C'-OCH. 3 CH9 OAc H- C1=0CH6
QUO-C-H : -C%=(+)CH3 CHgO- -H
H-C-OCH, CHy OAc
CH2 OAc m/e 117
m/e 161

La eliminacion de dcido acético del fragmento pri-
mario m/e 161 esta favorecida por la acidez del atomo de

hidrogeno eliminado (Bjoérndal, 1970).

4* +
EI- C=OCHT . H- ({=OCH7\
CHy0-CrHe § N C-OCH,
(0]
H?C.'—v Cv (-60) CH
ch3
m/e 161 m/e 101

Veq.V.23. FAagnle.nfac;on d<gl acetato de 1,3,4 -£fic- O-mdtit- V-
xi.Lifof.



Base Peale 43.0 Base Peak Abundance = 3821
50 100 150 200 250 300
oucr Abundance Cutoff Leve] ~ 5,07
'1A89 ABUNDANCE (7) tiASS ABUNDANCE  (7.)
43.0 100,0 99. 1 9.5
-ib. 1 5,3 10!.! 23.3
7 .0 5.9 117.1 8b .1
7.0 38.2

Fse.[/.24. E;p<;ctfio d&g modo d&l 1,4, 5-tn.;-0-

Total Abundance = 16443
350 400
MASS ABUNDANCE
129.1 64.1
130. 1 7.4
189.1 16,8

2,3-d;- 0-mdtX.l-V-x;Ljtoy;.



§8.So 08k Base PeaK Abundance - SO8 Tweal fjundance ¢ Ub.

100 ; 250 300 350 40
ower Aounaance Cutoi” 5.0>
MASS UNDANCE OO ABUNDANCE (%> *1ASS «3UNDANCE KA)
43.0 64 ,8 117.1 a.j 130 .1 7.4
141 6, 1 129. f 100 .0 139 *1 29.4
37.7

Fi;g. V.25 E;pectfio dama* a* dol 1,2,4,5-£<;fno,-0- OLaitil- 3-0-maf£il-V-xllltol.
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+
H—$=OCH
C-?—OAC
H-C-0OAc

3

m/e 189

E1l ffagmento primario m/e 189 lo dan los alditoles
acetilados en las posiciones 1 y 2 y metilados en la 3. A
partir de este fragmento se origina el fragmento secundario
m/e 129 por eliminacidén de acido acético segin la transpo-

sicidon de McLafferty (Golovkina,

1968), y éste posterior-

mente puede eliminar una molécula de cetena para dar m/e 87.

m/e -189

~CH,=C=0

(-42)

Fig.V.26.

-CHSCOOH

(-60)

v

+
H- C OCHS

/rgco

&HZ CH
H
m/e 129

F&agmentacidn def acetato de 3,0-metil-D-xilitol.



dase «'eak = 03.0 Base Peak Abundance = 108 Total Abundance = 923

!

90 f00 190 0 290 300 950 400

Loter Abunda.nce Cu.toH l.evel 5.0,
0
9 A .
HAS O ABUNDANCE <Z) MAS s ABUNDANCE co NAS’S ABUNDANCE U >
03 . 0 1GU 0 79 1 ¢ 7 113 | 38..5
00 . ¢ 3
L 5 80 .9 8 .. ] 117 1 81 8
05 . 1 t( .8 . 6.1 118. 0 10 .8
ir r 4
) ; o -I
09 J.Ol 85 . 0 0 i 1 i gL ( 1 8..8
52 fow g 8 7 9 i
e, i 11~ 129 ! 12279
ot
-0 38 . 0 /60 130. 0 0
1
59 1 F> 95. s s 1 131 ! Ls 8
o )
59 5 0 9 7 i 5 o 102 1 B L8
72. 0 1 1 9 b / in P 103. 0 5,.0
72. 9 5 .0 0.7
o ' 98 . 1 0 181 ! 10..1
/*: b 0 1 by i N
75 * l,~v’> J lx -8 o L8
o
" » o c0 ot ¥ A 233 1 22 ..3
77 ( r
0 0 10 " »*
5.,8

Ug.V.27. Bipe.ct/io de mua* dzIl 1,4, S-tU-0-aciUl-i,3,6-t/U-O-mUIl-V-gluUtol
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_ower Abundance Cuteof! evel! = 5.0%

MASS ABUNDANCE (%) R ABUNDANCE (%) MASS ABUNDANCE ¢
41,0

- n
1D

7.5 a7 1 31 .R 117 .1 Y
4301 Tou.u aE 3.0 129.1 60.7
45 .0 9.5 20 .0 130.1 11.9
56,1 5.5 00, 49.8 1211 10.0
S 7.5 100, 78.1 611 29.4
AT 7.0 021 7.0 t73.1 i0.0
AN 1, 4 anz 0 6.5 189.1 18.4
4500 6.0 113 .4 10.0 -

Fig.V.28. Espectro de masas del 1,5,6-1&£-0—acet&£-2,3,4—tn£—0—met&ﬂ—v-g£u¢iio£.
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+ +
?HZ-OAC (EH=OCH3 H—C|I=OCH3
H—'(II—OCH3 CHZOAC Hw?*OAc H—?—OCHS
CH30—$-H H—C-OCHB CHZOAC H—?-OAC
H—$=OCH3 H~C=OCH3 m/e 189 CH,0Ac
H-?—OAC + ?HZOAC e 233
CHZOAC n/e 161 H—C=9CH3
m/e 117

El fragmento primario m/e 189, elimina acido acéti-
co, segin la transposicidén de McLafferty para dar el fragmeg
to secundario m/e 129 que posteriormente puede eliminar una
molécula de cetena para dar m/e 87. Por marcaje isotdpico
(Bjorndal, 1970) se observd que la cetena nunca se elimina
directamente a partir de un fragmento primario. Su elimina-
cidn debe ir precedida por una eliminacién de acido acético

0 de metanol.

+ + .
H-C=0CH3 oy coon  M1§=0CH3 g =c-0 H-G=0CH 5
H-?=0Ac —_— 'ﬁ—OAc > ?=O

ci,0ac (760 cH, (-42) b,
m/e 189 m/e 129 n/e 87

La eliminacidn de &dcido acético a partir del frag-
mento primario m/e 161 estd facilitada por la acidez del

atomo de hidrdgeno eliminado (Bjorndal, 1970).

+ +

H—(.:=OCH3 H-C=0CH
CH_C -
CH,0-C7H_ 0 - COOH . G- OCH
| (-60) CH

Hy Coms Co 2

0 CH m/e 101
m/e 161

Fig.V.29. Fragmentacibén del acetato de 2,3,4-trni-0-metil-D-"
glucitol.
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fragmentos mas prominentes los iones con m/e 43, 87, 101,
117, 129 y 189 (Fig. II11.27), l1lo que, junto con la croma-
tografia gaseosa, nos permitid identificarlo como el com-
puesto 1,4,5-tri-0-acetil—2,3—di-0~metil-D-xilitol.

El pico 3 del cromatograma, cuyo espectro de masas
se muestra en la Fig.V.25, di® como fragmentos mas promi-
nentes los iones con m/e 43, 87, 129 y 189 (Fig.V.17), lo
que, junto con el anilisis por cromatografia gaseosa, nos
permitid identificarlo como el compuesto 1,2,4,5-tetra-0-acetil-

3-0-metil-D-xilitol.

El pico 4 del cromatograma, pico minoritario, cuyo
espectro de masas se muestra en la Fig.V.26 did como frag-
mentos primarios los iones con m/e 45, 117 y 233, y como
secundarios los iones con m/e 43, 87, 101 y 117 (Fig.III.29),
lo que, junto con la cromatografia gaseosa, nos permitid
identificarlo como el compuesto 1;4,5-tri—0—acetil—2,3,6—tri-
O-metil-D-glucitol.

E1l pico 5 del cromatogra, cuyo espectro de masas se
muestra en la Fig.V.27, didé como fragmentos mas importantes
los iones con m/e 43, 87, 99, 101, 117, 129, 161 y 189
(Fig.V.28), lo que, nos permitid identificarlo como el com-
puesto 1,5,6-tri-0O-acetil-2,3,4-tri-O-metil-D-glucitol.

Estos dos Gltimos compuestos, es decir, el 1,4,5-
tri-O-acetil-2,3,6-tri-O-metil-D-glucitol y el 1,5,6~-tri-
O-acetil-2,3,4-tri-0-metil-D-glucitol dan un Gnico pico en
la columna ECNSS-M pero se separan con la columna capilar
ov-1.

La presencia del compuesto 1,4,5-tri-O-acetil-2,3-di-
O-metil-D-xilitol indica que el polisacarido esta formado por
una cadena fundamental de xilosa con enlaces (1-»4). El com
puesto 1,5-di-0O-acetil-2,3,4-tri-O-metil-D-xilitol se encon-
trard como resto terminal no reductor del polisacarido. La
presencia del compuesto 1,2,4,5-tetra-0O-acetil-3-0O-metil-D-
xilitol indica que ciertas unidades de la cadena de xilosa

portan sustituyentes en el hidroxilo del carbono 2.
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La presencia del 1,5,6-tri-O-acetil-2,3,4-tri-
O-metil-D-glucitol en la hemicelulosa metilada y reduci-
da y la ausencia del mismo en la solamente metilada, in-
dica que este compuesto procede de la reduccidn del dster
metilico del &cido glucurdnico, presente en aquélla y pos
terior formacidén del acetato de alditol. Por tanto, el
dcido glucurdénico estard unido a la cadena principal de

xilosa con enlaces a(1—>2).

La presencia del compuesto 1,4,5-tri-O-acetil-
2,3,6-tri-0-metil-D-glucitol indica la presencia de una
cadena de unidades de glucosa con uniones (1—>4), es de-
cir hay una pequefia cantidad de celulosa que impurifica

el polisacéarido.

El acido 4-0-metil-D-glucurbnico se caracterizd
por transformacidn en el 1,2,3,5,6-penta-0-acetil-4-0-me
til-D-glucitol a través de la aldolactona (Tejero, 1984).

- La hemicelulosa se hidrolizd parcialmente con aci-
do H,S0, 0,25N; del hidrolizado se separaron los componen-
tes acidos por intercambio idnico con las resinas Amberli-
ta IR-120(H ) e IRA-400(AcO). Estos componentes acidos
-4cido urdnico, aldobiurdnico y superiores-, se hidroliza-
ron con acido H,50, del 72%, se redujeron con borohidruro
de sodio a acidos aldbnicos y se formdé la aldolactona con
acido HC1 1,2 N. A continuacidn se formaron los correspon-
dientes acetatos de alditoles para su posterior anadlisis

cromatogréfico.

Por cromatografia gaseosa de estos derivados, en
una columna ECNSS-M a 185°C, se identificaron la xilosa y
el &dcido 4-0-metil-D-glucurdnico. E1 tiempo de retencion
del pentaacetato de xilitol fué de 31,28 minutos y el del
1,2,3,5,6-penta-0-acetil-4-0-metil-D-glucitol de 71,8 mi-
nutos. E1 tiempo de retencidon de estos compuestos relativo
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all1,S—di‘O-acetile2;3;4,6~tetra-0—metil;D*glucitol fué de
4,93 y 11,8 respectivamente, El des;rito en la bibliografia
para este Gltimo compuesto es de 11,5 (Churms, 1982).

Luego, en base al an&dlisis de metilacidon de la he-
micelulosa y con la caracterizacidén del dcido 4-0-metil-D-
glucurdnico se concluye que la hemicelulosa esta formada por
una cadena lineal de unidades de D-xilopiranosa con uniones
g(1-4) y el acido 4-O-metil-D-glucurdnico se une a esta ca-
dena a través del hidroxilo del carbono 2 de la xilosa, es

decir, con unionesa(1+2).

Se propone la siguiente estructura para la hemice-

lulosa:
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VI. HEMICELULOSAS A Y B

VI.1. Extraccidén alcalina de la hemicelulosa.Hemicelulosas

A y B.

a) Extraccidén con NaOH al 10%

Se siguid el ﬁrocedimiento descrito por Whistler
y colaboradores (Whistler, 1965). La holocelulosa se extra-
jo con una solucidn de NaOH al 10%, libre de carbonatos,por
lo que se desoxigend pasando nitrdgeno. La extraccidn se rea
1izd con agitacidén a temperatura ambiente y en atmdsfera de
nitrégeno. La eliminacidn del oxigeno durante la extraccidn
alcalina minimiza la degradacidn oxidativa de la hemicelulo-
sa. El1 residuo se separd por filtracidén a través de tela so-
bre un embudo Buchner. En el filtrado transparente y claro
se encuentran las hemicelulosas A y B. En 1la Fig.VI.1; se

ha resumido este proceso de separaciodn.

VI.2. Aislamiento de la hemicelulosa A

El extracto alcalino se acidificd con acido acéti-
co acuoso al 50% y precipitd la hemicelulosa A. Esta se se-
pard por centrifugacidén y se lavd varias veces con agua. Una
vez seca se obtuvo un sdlido blanco pulverulento que repre-
sentd un 25,11% respecto a la holocelulosa.

"VI.2.1. Hidrdlisis &cida

Para la determinacidn de los monosacadridos que cons
tituyen la hemicelulosa A se realizd una prehidrolisis acida
con acido sulfiirico del 72% seguido de una hidrdlisis con aci

do sulffirico 1IN calentando a reflujo.
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HOLOCELULOSA

Extraccion con alcali
Na OH 10%

CELULOSA (<*) HEMICELULOSAS

solubles en alcali

Acidificacion con

acido acético
Solucién acidificada HEMICELULOSA

1) Dialisis
2) Precipitacion

con etanol

HEMICELULOSA B

Vil. Esquema del Aislamiento de la hemicelulosa A, hemicelulosa B y celulosa
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Los monosacdridos liberados en la hidrélisis aci-
da se transformaron en los correspondientes acetatos de al-
ditoles para su anélisis cuantitativo por cromatografia gas-
liquido. Se utilizd el método del patrdn interno. En la Fig.
VI.2 se muestra el cromptbgramé obténiéb)’ehla tabla VI. 1.
se dan los resultados cuantitativos que se expresan en tan-

to por ciento del total de muestra y del total de azfcares.

VI.2.2. Purificacitn de'la hemicelulosa A.  Obtencidon de las

Por el analisis de los datos obtenidos en la deter-
minacién cuantitativa de los monosacaridos, se desprende que
la hemicelulosa A, no estd totalmente purificada. Ademéas las
hemicelulosas extraidas de plantas que contienen apreciables
cantidades de lignina, como ocurre en el corcho, contienen
frecuentemente impurezas de lignina (Rogers, 1947). Por es-
ta razdén se prefiere hacer la extraccidén de las hemicelulo- -
~sas a partir de la holocelulosa, material ya deslignificado,

que del producto de partida no tratado (Norman, 1937}.

La purificacidén de la hemicelulosa A se hizo me-
diante la formacién de complejos insolubles de cobre, ya que
estos precipitan de forma selectiva con los polisacaridos que
contienen xilosa (McDonal, 1952; Hirst, 1955; Aspinall, 1953
y 1954; Ehrenthal, 1954; Salkowski, 1901). Se siguid el méto-
do descrito por Jones y Stoodley (Jones, 1965).

La hemicelulosa A se disolvidé en hidrdxido potéasico
al 5% y se afiadid solucidn de Fehling hasta que la precipita-
cién del complejo azil de cobre fue completa. Un exceso de
solucidn de Fehling puede redisolver el precipitado. El pre-
~cipitado, ahora de color blanco, se separé por centrifuga-
cién y se lavd con etanol, y luego con acetona hasta que did
negativo el test de los cloruros. Los cloruros de cobre(II)
disueltos en acetona dan una intensa soluci®n amarilla. A
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HEMICELULOSA A

2) Fehling

Disolucién/‘

alcalinag

| ) Diolisis
2) Etanol

Residuo

') CIH/EtO
2 ) Etanol

FRACCION A-11

|) Solubilizacion en KOH 5 %

\Residuo

Solubilizacion
en agua

Disolucion acuosa

H (5%)
Resid

Etanol

uo

2) Etanol

FRACCION A-1

Fig.VI.3. Fraccionamiento de la hemicelulosa A.

1) CIH/EtOH(5%)
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- este polisacirido purificado se le 1lamd fraccidén A-I.

La solucidn que quedd al centrifugar el comple-

jo de cobre se dializd contra agua destilada. Por adici®n

a esta solucidon dializada de cuatro voliimenes de etanol se

obtuvo un precipitado que se separd por centrifugacidn; se

‘lavd con etanol y se secd en desecador. Se obtuvo un s6li-
‘do ligeramente coloreado (verde) que se 1lamd fraccidén A-II,

que representa un 1,61% respecto a la hemicelulosa A. Estos

procesos se resumen en la Fig.VI.3.

VI.6.3. ESTUDIO DE° LA FRACCION A-I.

Se caracterizd la fraccidn A-I primeramente por
espectroscopia infrarroja y a continuacidén por analisis qui-

mico.

VI.3.1. Datos espectroscdpicos

Su espectro de IR (Fig.VI.4) presentd las siguien-

tes bandas caracteristicas: banda ancha entre 3600 a 3200 cm—l

‘de tensidn de O-H asociado intermolecularmente; banda a 2920

cm de tensidn de C-H alifdtico y banda ancha a 1050 cm” ! de

tensidon C-0 de alcohol.

VI.3.2.‘§idrélisis‘écida'total

La hidrdlisis 4cida del polisacarido se realizd con
dcido H,S0, del 72% con agitacidn a 30° .durante una hora y
luego se diluyd el acido y se calentd a reflujo cuatro horas.
El hidrolizado se neutralizd con carbonato de bario y se de-

sioniz® a través de la resina Amberlita IR-TZO(H+).

_ Con los monosacédridos asi liberados se formaron los
correspondientes acetatos de sus alditoles, de la forma acos-
tumbrada, para proceder a su andlisis cuantitativo.
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’
WAVtriUf.IItR (0.1") 30 2%00 ‘&meth:/( lg\l >

Ffg. 1/1.4. E;po.ctsio de IR de fa. fisiaccZon A-I.

VI.3.2.1. Determinacidon cuantitiva de los monosacaridos

Se realizo el andlisis cuantitativo por cromatogra
fia gas-liquido de los correspondientes acetatos de aldito-
les. Se utilizdé el método del patrén interno. En la Fig.VI.5a
se muestra el cromatograma obtenido y en la tabla VI.2 se dan
los resultados cuantitativos de estos andalisis, que se expre-
san en tanto por ciento del total de muestra y del total de

azucarces.

Estos resultados, junto con los obtenidos en la ta-
bla VI.7 y que se explicaran mas adelante, fueron indicati-
vos de que los azucares que acompafian a la xilosa en la frac-
ciéon A-I no forman parte del polisacarido de xilosa. Para su
comprobacion se volvié a obtener la fraccién A-I, de igual
forma que la vez anterior pero repitiendo el proceso de pu-
rificacién. La composicion monomérica de esta fraccion A-I
purificada se realizd, igualmente, por cromatografia gaseo-
sa de los acetatos de alditoles y los resultados obtenidos
se indican en la tabla VI.1 y en la Fig.VI.5b se muestra el
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CTABLA VI.1.

LYy
¢

'bLos Valores entre paréntesis se refieren al porcentaje de azucares en la muestra.

thOA anakiticos de La hemicelulosa Ae:6“¢C¢46”.A'I Y 6&a¢¢£5” A"1?ﬂ

Hemicelulosa A ' Fraccién(A-I) Fraccidn(A-II)
g},f. o . o | '; 1" purificada ' e '
Rendlmlento( ya o 4,43 48,54 1,61
Total de aZucares( )P 44,53 o . 46,89 26
- Poder Totatorio® ; L - -61,46
Azlicares (%) , R . | _
© Ramnosa ' 1,45(0,65) ~1,0200,47) -
Arabinosa - 1,56(0,69) | 0,69(0,32) . 45,39(11,8)
Xilosa - 67,92(30,24) 95,22(44,67) 25,46 (6,62)
- Manosa o 1,12(0,5) ' - R - -
. Galactosa . 1,81(0,81) | 2,09(0,97) 6,5(1,70)
 Glucosa _26,14(11,64) - 0,99(0,46) : ©22,61(5,88)

) El rendlmlento de la hemicelulosa A esta referido al corcho extraldo Los rendi-

‘mientos de las fracciones A-I y A-II estan referidos a la hemlcelulosa ‘A.

CEl poderﬁrotatorlo se ha realizado en NaOH al 1% (c O 0048)

310
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cromatograma obtenido. Dada la composicién de la fraccidn
A-I (95% xilosa) se puede considerar como un polisacirido
del grupo de las xilanas, que forman parte de las hemice-
lulosas presentes en las plantas.

TABLA VI.?

Monosacdrnidos de La fraccibén A-1 determinados a trhavés de
Los acetatos de alditoles.

Aziicares 3Azlicares?
Ramnos a 0,71 (0,67)
Arabinosa 0,73 (0,69)
Xilosa 84,67 (80,14)
Manosa 0,57 (0,54)
Galactosa ' 3,63 (3,44)
Glucosa 9,65 (9,14)

a ‘ . . . .
Los valores entre paréntesis se refieren al porcentaje de

azlicares en la muestra.

VI. 3.3. Hidrélisis‘ﬁéidagparcial

El polisacarido se sometid a una hidrolisis acida
parcial a fin de obtener informacidn sobre la ordenacidn de
los azlicares. Se realizd con dos concentraciones diferentes
del acido sulfGrico 0,25N y 0,025N, utilizando el mismo pro-
cédimiento;es'decir se calentd a reflujo durante 90 minutos
(Gowda, 1980).

" Los oligosacaridos formados se estudiaron por cro-
matografia de papel y cromatografia liquida de alta resolu-

cioén.
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VI.3.3.1. Andlisis de los oligosacaridos por cromatografia
sobre papel ‘

Se éplicé la cromatografia sobre papel dada su
eficacia para la separacidn e identificacidn de mezclas de
azGcares (Lederer, 1957; Block, 1964).

Se utilizd la técnica descendente sobre papel
Watman n°1 y n°3 usando tres desarrolladores (A,B,C) y co-
mo revelador se utiliz6 la difenilamina anilina.

Los resultados de las cromatografias de los oli-
gosacaridos obtenidos en las hidrdlisis parciales son coin-
cidentes y, en ambas, se demostrd la presencia de una serie

homdloga de oligosacidridos de la xilosa.

Esto se comprobd aplicando la relacidn de movili-
dades cromatogridficas propuestas por French y Wild. La mo-
vilidad en cromatografia sobre papel de una serie homdloga
de oligosacaridos depende del niimero de moléculas de azlcar
que contenga, lo que se manifiesta en una relacidn lineal
entre el logaritmo de una funcidén de particidn a'(a'=RP/1~RF)
'y el tamano molecular,es decir,el grado de polimerizaciodn.

En 1la tabla VI.3 se comparan los valores de RF’
lg. o' y grado de polimerizacidn (G.P.) encontrados para
los distintos oligosacéfidos originados en las hidrolisis
dcidas parciales con el desarrollador A. En la tabla VI.4
se dan los valores de RF’ lg o' y G.P., correspondientes a
la hidrdlisis parcial con &acido H,S0, 0,25N y utilizando los

desarrolladores B y C.

- La representacidn grafica de los logaritmos de o'
frente al grado de polimerizacidn para el desarrollador A
en acido HZSO4 0,025N did una recta de ecuacidn 1lg a'=0,487C
+ 0,197 con un coeficiente de regresidén r=-0,998 y con &ci-
do HZSO4 0,25N did una recta de ecuacién 1lg a'=-0,484C+0,186
con un coeficiente de regresidn r=-0,998.como se muestran en
la Fig;VI.ﬁvy VI.7 respectivamente.



"TABLA V1.3

_ CnoMatognaﬁZa‘Aobﬁe papel de La hidrnélisdis dcida parcial de La fracedbn A-1

Productos de

hidrdlisis

Desarrollador A

Hidr6lisis H,SO, 0,25N - Hidrélisis H,S0, 0,025N

R? log a' G.P. RE log a' G.P.
0,005 -2,30 5 0, 005 -2,30 5
0,02 -1,69 4 0,02 -1,70 4
0,05 -1,22 3 0,06 -1,22 3
0,14 -0,79 2 0,15 0,77 2
0,23 -0,52 . 0,32 -0,33 1
0,32 -0,33 1

a Papel Watman n°1. Desarrollador A: acetato de etilo-acido acético-acido for-

mico-agua (18:3:1:4), revelador difenilamina anilina; G.P.=grado de polime-

rizacidn.

961



TABLA VI.4

Cromatogragia sobre papel del hidrolizado Geddo (H2304 0,25N) de La graccidn A-T

Desarrollador B Desarrollador C
a ) ) b
R log o G.P. - R log a' G.P
f f
Productos de
hidrélisis
0,02 -1,69 5 0,014 -1,85 5
0, 06 -1,21 4 0,04 -1,39 4
0,13 -0, 82 3 0,12 -0,85 3
0,22 -0,55 2 0,23 -0,52 2
0,26 -0,45 - 0,36 -0,25 -
0,43 -0,12 1 0,515 0,025 1

a :
Papel Watman n°1.

bPapel Watman n°3. _
Desarrolladores: B, n-butanol-etanol-agua (2:1:1); C, n-butanol-piridina-agua
(6:4:3). Revelador: difenilamina anilina; G.P.=Grado de polimerizacidn.

LSl



log a’ 0,0
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-2,5
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Para el desarrollador B se obtuvo una recta de
ecuacion 1g a'=-0,380 C + 0,262 con un coeficiente de re-
gresidn r=-0,996 como se muestra en la Fig.VI.8 y para el
~desarrollador C, se obtuvo otra recta de ecuacidn 1lg a'=
-0,462 C + 0,469 con un coeficiente de regresidn R=-0,998

.y que se dan en la Fig.VI.9.

Estos resultados permitieron admitir que los oli
gosacaridos procedentes de la hidrélisis parcial de la frac
cidén A-I pertenecen a la serie homdloga de la xilosa hasta

un grado de polimerizacién de cinco.

VI.3.3.2. Andalisis de los oligosacaridos por cromatografia

" 1liquida de alta resolucidn

Los oligosacaridos procedentes de la hidrdlisis
parcial de la xilana se analizaron finalmente por cromato-

grafia liquida de alta resolucidn.

El estudio de estos productos se basd en el traba-
jo de Kennedy y colaboradores (White, 1980), que demostra-
ron que los logaritmos de los tiempos de retencidn de los
oligosacaridos obtenidos en la hidrdlisis parcial de un po
lisacdrido lineal se relacionan con el grado de polimeriza-
cién (G.P) de los oligosacaridos segin una linea recta cuan
do pertenecen a una misma serie homdloga. En la Fig.VI.10
se muestra el cromatograma obtenido y la tabla VI.5.se dan
los valores correspondientés a los tiempos de retencidn,
logaritmo de los tiempos de retencidny el gradode polimeri-
zacién. En la Fig. VI.11 se muestra la representacidén gra-
fica del logaritmo del tiempo de retencidn frente al gra-
do de polimerizacidn. Se obtuvo una recta de ecuacidn
1g tR=O,22 + 0,134 G.P con un coeficiente de regresidn
r=0,998 10 que confirmd la existencia de una serie homd-

loga de oligosacaridos de la xilosa.

Todos estos andlisis cromatograficos confirman
que la fraccidén A-I es una xilana. Para conocer el tipo de
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TABLA VI.,5

Cromatogragia Liquida del hidrolizado de La fraccibn A-1

tp(min) 1g tp - Grado de
polimerizacidn

2,30 0, 36 1

3,06 70,48 2

4,15 , 0,62 3

5,73 0,76 4

unidén y la configuracidn de los monosacaridos en el polisa-

cdrido se procedid a la metilacidn del mismo.

VI.3.4., Metilacidén de la fraccidn A-1I

La metilacidén del polisacarido se realizd por el
método de Hakomori. Se prepard la base con dimetilsulféxido
e hidruro de sodio y luego se le hizo reaccionar con el po-
lisacarido. Finalmente se le adiciond el ioduro de metilo.
Todo esto se realizdé con agitacidén y bajo atmdsfera de ni-
trdgeno. El1 polisacarido metilado se recuperd por extrac-
cidn con cloroformo y los restos de DMSO se eliminaron en
la estufa de vacio calentando a 40°C varios dias. Se puri-

ficd por reprecipitacidn en benceno con €ter de petrdleo.

a) Interpretacidn del espectro de IR

Su espectro de IR (Fig.VI.12) presentd las siguien
tes bandas caracteristicas: a 2925 y 2825 cm-1 de tensidn de
C-H alifatico; banda a 1740 cm_1 de tensidon C=0 de ester me-
tilico; banda a 1460 c:m—1 de deformacidén por flexidn simétri-
ca de grupos -CH,- y CH-; bandas a 1380 y 1320 em”! de de-
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formacidn por flexidn de grupos —CHZ— y -CH- respectivamente;

y banda a 1080 cm” ! de tension C-0 de &ter.

1

b) Interpretacidn del espectro de RMN-'H

Su espectro de resonancia magnética nuclear (Fig.
VI.13)(CDC13)present6 las sefiales caracteristicas de un po-
lisacidrido con uniones glicosfidicas B. A 4,38 las sefiales,
muy poco resueltas, correspondientes a los protones anomé-
ricos de un polisacidrido lineal con uniones glicosidicas en
B; sefales a 3,58 y a 3,56 asignables a los grupos metoxilo
en C-2 y C-3; y finalmente las sefiales comprendidas entre
3,2 y 3,96 y entre 3,7 y 3,98, muy poco resueltas, asigna-
bles a los CH,-OR y a los CH-OR respectivamente.

13

c) Interpretacidon del RMN- “C

13C (Fig.VI.14) muestra seis se-

Su espectro de RMN-
fiales singletes que estan de acuerdo con el hecho de que hay
seis carbonos no equivalentes magnéticamente en la secuencia
repetida de monosacaridos de la fraccidn A-I metilada. Las
sefiales obtenidas, asi como la asignacidon y multiplicidad de

las mismas (Fig. VI.15) se indican en la tabla VI.G.

TABLA V1.6

Desplazamientos quimicos de RMN-’gc de La fraccién A-T metd-
Lada (DCCL,)

) L. a
Desplazamientos quimicosd, ppm

COMPUESTO C

C Cy CS OCH <

1 C, 3
FRACCION A-ID 102,64 76,44 83,26 84,20 63,28 60,62
(d) (d) (d) (d) (t) (q)

2 Los desplazamientos son relativos al patrdn interno.
Datos correspondientes al espectro de RMN—13C realizado

seglin 1H-desacoplado.
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La sefial correspondiente al carbono anomérico
(102,64 ppm), indica que é€ste tiene una configuracidn B

en el polisacarido.

VI.3.4.2. Hidrolisis acida

La hidrdlisis acida del polisacarido metilado se
realizd con 4dcido SO4Hé del 72% a 30°C durante una hora y
luego se diluyd el dcido y se calentd a reflujo 4 horas.
El hidrolizado se neutraliz® con carbonato de bario y se
desionizd a través de la resina de intercambio idnico Am-

berlita IR-120(H).

Con los monosacaridos parcialmente metilados asi
obtenidos se formaron los derivados acetatos de alditoles

para una determinacidn cuantitativa de los mismos.

VI.3.4.2.1. Identificacién de los monosacaridos parcialmente

"metilados
a) Andlisis por cromatografia gaseosa.

Los acetatos de los alditoles parcialmente metila-
dos se analizaron por cromatografia gas-liquido. Se utilizd
el 1,5-di-0O-acetil-2,3,4,6-tetra-0O-metilglucitol como patrdn
de referencia. En la Fig.VI.16 se muestra el cromatograma ob-
tenido y en la tabla VI.7 se dan los tiempos de retencidn de
los acetatos de alditoles relativos al 1,5-di-O-acetil-
2,3,4,6-tetra-0O-metil-D-glucitol (Churms, 1982), asi como el

porcentaje relativo de cada uno en la mezcla.

b) Andlisis por cromatografia gaseosa-espectrometria de masas

Para confirmar la identidad de estos derivados par-
cialmente metilados de la fraccidn A-T se realiz0 un anédli-
sis. combinado de cromatografia gaseosa-espectrometria de ma-
sas. En la Fig.VI.17 se muestra el cromatograma obtenido.
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TABLA VI.7.

Eternes metilicos del hidrolizado de La fraceibn A-1

Azdcares® t% t% | SAzlcares
2,3-Me, -Xi 1,42 0,93 79,83
2,3,6-Me-Glu 2,35 1,14 14,97
2,4,6-Meg-Glu 1,78 1,03 5,18
a

2,3,-Me2-Xi= 1,4,5-tri-O-acetil-2,3-di-0-metil-D-xilitol
b Tiempo de retencidn relativo al 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-
tetra-O-metil-D-glucitol en una columna ECNSS-M.

€ Idem en una columna capilar de OV-1.
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Interpretacidén de los espectros de masas (Bjdrndal, 1967)

De los espectros. de masas de los acetatos de al-
ditones parcialmente metilados de la fraccidn A-I se iden-
tificaron tres compuestos correspondientes a los picos que
se indican en el cromatograma de la Fig.VI.17.

El pico mayoritario y principal, pico n°2 del
cromatograma,‘cuyo espectro de masas se muestra en la Fig.
VI.18, did como fragmentos mas prominentes los iones con
m/e 43, 87, 101, 117, 129 y 189 (Fig.III.28), lo que, jun-
to con el anilisis por cromatografia gaseosa nos permitid
identificarlo como el compuesto 1,4,5-tri-O-acetil-2,3-di-
O-metil-D-xilitol.

El pico 3 del cromatograma; cuyo espectro de ma-
sas se muestra en la Fig.VI.192,did como fragmentos mas
prominentes los iones con m/e 43, 45, 87, 101, 117, 129 y
161 (Fig. VI.19b), lo que, junto con el andlisis por croma-
tografia gaseosa se identificd como el compuesto 1,3,5-tri-
O-acetil-2,4,6-tri~-O-metil-D-glucitol.

E1l pico 4, cuyo espectro de masas se muestra en
la Fig.VI.20, didé como fragmentos mas prominentes los io-
nes con m/e 43, 45, 87, 99, 101, 113, 117 y 233 (Fig.III.30),
lo que, junto con el andlisis por cromatografia gaseosa nos
permitid identificarlo como el compuesto 1,4,5-tri-O-acetil-
2,3,6-tri-0O-metil-D-glucitol.

Estos dos Gltimos compuestos aparecen debido a la
glucosa que impurifica el hidrolizado de la fraccién A-I
(tabla VI.2) para que ésta no formaria parte de la cadena
del polisacérido de xilosa. Para confirmar este supuesto
se realizd una nueva extraccidon de la fraccidn A-I como se
indicd en el apartado VI.3.2.1., y los resultados obtenidos
de la composicidn monomérica de este polisacarido purifica-
do se indican en la tabla VI.1. Se observa que los monosaci-
ridos que acompafian a la xilosa han disminuido notablemente

y en particular la glucosa.
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Por tanto, la presencia del compuesto 1,4,5-tri-0-
acetil-2,3,6-tri-O-metil-D-glucitol indica que hay una cade-
na de unidades de D-glucopiranosa con enlaces (1-—+4) que im-

purifica el polisacarido de xilosa.

La presencia del compuesto 1,3,5-tri-O-acetil-
2,4,6-tri-O-metil-D-glucitol es debida a que se ha produci-
do desmetilacidn, durante la hidr6lisis &cida, en la cadena
de unidades de glucopiranosa.

La presencia del compuesto 1,4,5-tri-O-acetil-
2,3-di-0-metil-D-x1litolindica que hay una cadena formada
por unidades de D-xilosa con enlaces (1-»4).

De todos los analisis se concluye que la fraccidn
A-I es un polisacédrido lineal constituido por unidades de

D-xilopiranosa con enlaces B (1-—+4). Es decir, la fraccidn

A-I es una xilana cuya estructura propuesta seria:

HO . H .
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Vi.4. ESTUDIO DE LA FRACCION A-'11

Esta fraccion A-II como representa una proporcidn
muy baja en el producto de partida (0,07% respecto al cor-
cho extraido) so6lo se ha hecho una determinacidon cuantita-

tiva de sus monosacaridos.

VI.4.1. Datos espectros copi eos

Su espectro de IR (Fig.VI.21) presentd las siguien
tes bandas caracteristicas: una banda ancha entre 3600 a
3100 cmde tension 0-H asociado intermolecularmente; ban-
da a 2920 cm 1 de tension de C-H alifatico; bandas a 1580
y 1410 cmde tensién simétrica y asimétrica respectiva-
mente de C=0 de carboxilato, y banda a 1050 cm de tensidn
C-0 de alcohol.

IW f»
i i

TS i 1 L}
M SRR

il o IMIEM 1
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Fig. 1/1.21. Ejpzcf£/Lo da IR da ;ja "iaccf£6n A-11
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VI.4.2. Hidrdlisis acida

La hidrdlisis &cida se realizdé con dcido H,S0,
~del 72% en una primera fase . para disolver el polisacirido
y luego se diluyélel dcido hasta 1IN y se calentd la solu-
cidn a reflujo 4 horas. E1l hidrolizado se neutralizd con
carbonato de bario y se ‘desionizd a través de la resina
Amberlita IR-120(H"). ° ‘

Con los monosacaridos liberados se formaron sus
acetatos de alditoles; se redujeron con borohidruro de so-
dio y se acetilaron con la mezcla anhidrido acético-piri-

dina. Se recuperaron por extraccidn con cloroformo.

VI.4.2.1. Determinacidn cuantitativa de los monosacéaridos

Los acetatos de alditoles se analizaron por cro-
matografia gas-liquido. Para su anélisis cuantitativo se
utilizd el método del patrdn interno. En la Fig.VI.22 se
muestra el cromatograma obtenido y en la tabla VI.1 se
dan los resultados de este analisis cuantitivo. Se expre-
san en tanto por ciento del total.de muestra y del total

de azficares.
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VI .5. Aislamiento de hemicelulosa B

El centrifugado acido que qued6 tras la separa-
ciéon de la hemice lulosa A (v.er apartado VI. 2) se dializé
con agua desionizada. A esta solucion dializada se le adi-
cionaron cuatro volimenes de etanol del 95% y precipitd la
hemicelulosa B que se aisld por centrifugacion, se lavd con
etanol y se secd en desecador a vacio. Se obtuvo un soélido
pulverulento ligeramente coloreado que supone un 12,6%res-

pecto a la holocelulosa.

VI.5.1. Datos espectroscoépicos

Interpretacion del espectro de IR

Su espectro de IR (Fig.VI.23) presentd el as-
pecto general de un polimero: banda ancha entre 3-500 a 3200
cm de tension de 0-H de alcohol asociado intermolecular-
mente, banda a 2925 cm de tension C-H alifatico; banda a
1580 cm ~ y 1505 cm de tensién simétrica de C=0 de carbo-
xilato, banda a 1420 cm " de deformacién por flexion de gru
pos CH2", y banda de 1050 cm ™ de tensién C-0 de alcohol.

1900 HOO VKA ? 1000

WAV

Tig. VI .23. Egpe,cfsio dz IR dz la kzmlczluloé a B.
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VI.5.2. Hidr6lisis dcida-

La hidr6lisis acida de la hemicelulosa B se
realizd en dos etapas; primefamente, se disolvid con &cido
sulfirico del 72% y luego se hidrolizd con &dcido sulfirico
IN. A continuacidn se afiadid inositol como patrdn interno y
el hidrolizado se neutralizd con carbonato de bario y se
desionizd a través de resina de intercambio idénico Amberli-
ta IR-120(H").

VI.5.2.1. Determinacidén cuantitativa de los monosacaridos

Con los monosacaridos del hidrolizado anterior

se formaron los correspondientes acetatos de sus alditoles
para una determinacidn cuantitativa de los monosacaridos por
cromatografia gas-liquido. Se realizb6 el andlisis por el mé-
todo del patrdn interno, utilizando como tal el inositol. En
la Fig.VI.24 se muestra el cromatograma obtenido y en la ta-
bla VI.8, se dan los resultados cuantitativos que se expre-
san en tanto por ciento del total de muestra y del total de

azlQcares.

VI.5.3. Purificacion de 1la hemicelulosa B;“Obtenci6n‘de las

fracciones B-I y B-T1I

La purificacidn de la hemicelulosa B se realizd
mediante la formacidén de complejos de cobre insolubles. Se
siguid el método descrito por Jones y Stoodley tal como
se hizo con la hemicelulosa A (apartado VI.2.2.).

La hemicelulosa B se disolvié en hidrdxido po-
tasico al 5% y se adiciond solucidén de Fehling. Precipitd
un complejo azul de cobre que se recuperd por centrifugacion.
Este complejo se tratd con una solucidn de clorhidrico etand-
lico al 5% para su descomposicidn. Se separd el precipitado
por centrifugacidn y se lavd ampliamente con etanol. Se ob-

tuvo un sdlido blanquecino que se le 1llamd fraccidén B-1I.
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TABLA VI.§

Datos analiticos de La hemicelulosa B, fraccidn B-1 y fraccddn

B-11.

Hemicelulosa B

Fraccion(B-1)
purificada

Fraccion(B-I1)

Rendimiento($)? 2,16
Total de aztGcares(%) 56, 85
Poder rotatorio

. d
AztGcares (%)

Ramnosa 1,42(0,81)
Arabinosa 21,40(12,17)
Xilosa 40,45(22,99)
Manosa 1,38(0,79)
Galactosa 11,83(6,72)
Glucosa 23,51(13,37)

47,64
57,47
-61,47

1,57(0,82)
90,96(52,37)
0,83(0,47)
1,43(0,82)
5,20(2,99)

9,86
59,42
3,96

1,75(1,04)
23,69(14,08)
34,17(20,31)
13,36(7,94)
27,01(16,05)

4 E1 rendimiento de 1la hemicelulosa B estd referido al corcho extraido. Los rerdimientos

de las fracciones B-I y B-II estan referidos a la hemicelulosa B.

b

C

Los poderes rotatorios se han realizado en NaOH al 1%

(c=0,01).

Los valores entre paréntesis se refieren al porcentaje de azlicares en la muestra.

981
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La solucidn alcalina que quedd al centrifugar el
complejo de cobre se dializd con agua destilada y posterior-
mente por adicidén deetanol precipitd la fraccidén B-II. Se
recuperd el sb6lido por centrifugacidn. Se lavd con etanol
y se secd en desecador a vacfio. Se obtuvo un sélido lige-
ramente coloreado que representa un 9,86% respecto a la

hemicelulosa B.

En la Fig.VI.25 se ha realizado un esquema de es-

tos fraccionamientos.

VI.6. ESTUDIO DE LA FRACCION B-I

El polisacédrido B-I se caracterizd por datos es-
pectroscopicos y se analizd por métodos quimicos y cromato-

graficos.

VI.6.1. Datos espectroscdpicos

Interpretacidn del espectro de IR

Su espectro de IR (Fig.VI.26) presentd las siguien-
tes bandas caracteristicas: entre 3600 y 3200 cn”'. banda an
cha de tensidn de O-H de alcohol asociado intermolecularmen-
te; banda a 2925 <:m.1 de tensidon C-H alifatico; banda a 1735

-1 1

cm de tensidon de éster y banda a 1050 cm” ' de tensidn C-0

de alcohol y de &acido.

VI.6.2. Estudio de la homogeneidad de la fraccidn B-1I

Se utilizd la cromatografia de filtracidn sobre ge-
les porosos para determinar la homogeneidad de la fraccidn
B-1I.

La muestra se disolvid en CiNa 0,5 M, que ée utili-
z6 también como eluyente, y se cromatografid sobre Sephacryl
S-400. Los valores de absorbancia de las fracciones eluidas
se dan en la tabla VI.9 y el diagrama obtenido al representar



HEMICELULOSA B

1) Solubitizacién en KOH 5%
2) Fehling

Disolucidon Residuo
alcalina

Solubilizacidn

[) Dialisis con agua

2) Etanol
Disolucién acuosa
Residuo
Precipitacidon
1) CIH/EtOH (5%) con etanol
2) Etanol
Residuo

FRACCION B-I1

I) ClLH/EtOH (5%)
2) Etanol

FRACCION B-I

Fig.VI. 25Fraccjonamier>to de la hemicelulosa B.
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estos valores frente a los volumenes de elucidon se muestran
en la Fig.VI.27.

VI.6.3. Hidrolisis acida

La hidrdélisis acida del polisacdrido se realizd con
acido sulfurico del 72% con agitacion durante una hora a 30°
y luego se diluyo el 4cido y se calentd la solucidén a reflu-
jo 4 horas. Se neutralizdé con carbonato de bario, se filtrd
y el filtrado se pasdé por una columna que contenia Amberlita-

t

IR-120(H" ) y se eluyé con agua.

Con los monosacaridos asi liberados se formaron los

acetatos de alditoles para un andlisis cuantitativo.

VI.6.3. ™ Determinacién cuantitativa de los monosacaridos

La identificacién y determinacidon cuantitativa de
los monosacadridos se realizo por cromatografia gas-liquido
de sus correspondientes acetatos de alditoles. En la Fig.
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TABLA VI.9

Estudio de La homogenedidad de fa fraccién B-TI. Valores de
absorbancia de Las gracciones eluldas en La cromatogragia
sobre Sephacryl S-400.

Fracciones? Absorbancia
1-31 0,000
32 0,040
34 0,090
35 0,150
36 0,215
37 0, 340
38 0,410
39 0,435
40 0, 380
41 0,230
42 0,140
43 0,060
44 0,000

a .
Cada fraccidn eluida es de 2 mL.
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VI.28a se muestra el cromatograma obtenido y en la tabla
VI.10 se dan los resultados cuantitativos que se expresan
en tanto por ciento del total de azlicar y del total de mues

tra.

TABLA VI.10

Moncsacanidos de La graccién B-1 defeaminados a través de
Los acetatos de alditoles

. Azlicares : % Azficares?
Ramnosa 0,50(0, 30)
Arabinosa 3,78(2,22)
Xilosa 72,03(42,25)
Manosa 1,07(0,63)
Galactosa 6,22(3,65)
Glucosa _ _ 16,42(9, 36)
a

Los valores entre paréntesis se refieren al porcentaje de

azicares en la muestra.

Estos resultados, junto con los obtenidos en la
tabla VI.14, -y que se comentaran oportunamente-, fueron in-
dicativos de que esta fraccidn B-I estaba impurificada en
parte por la fraccion B-II. Se repitid, pues, el proceso de
purificacidn de la fraccidn B-I medianté la formacidn de
los complejos insolubles de cobre tal como se explicd en
el apartado VI.5.3. La composicidén monomérica de esta frac-
cidén B-I purificada, realizada igualmente por cromatografia
gaseosa de los acetatos de alditoles, se indica en la tabla
VI.8 y el cromatograma obtenido se muestra en la Fig.VI.28b.
Estos resultados nos confirman que los azlcares que acompa-
flan a la xilosa no forman parte del polisacirido de la frac-
cidn B-I, constituido por xilosa.
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VIp.3.2. Determinacidn cuantitativa de dcidos urodnicos

La determinacidn de acidos urdnicos en el polisa-

carido se llevdo a cabo por el método del carbazol (Bitter,

1962). Se hidrolizd el polisacidrido con acido H,S0, del 72%.

El hidrolizado se 1llevd a pH 8,5 a 9 con KOH O,1M y se pasd
sucesivamente por las resinas Amberlita IR-1ZO(H*) e TRA-400(Ac0™)
Se eluyeron con agua y la anidnica con &dcido ac&tico al 10%.

Los dcidos se aforaron a 10 mL y mediante diluciones se prepa-

raron las muestras D-1, D-Z y D-3.

Para la determinacidén cuantitativa es necesario cons-
truir una recta de calibrado. Para ello se prepard una disolu-
cidon de dcido glucurdnico en agua destilada. De esta disolucidn,

mediante diluciones, se prepararon diez soluciones de referencia

Las referencias y las muestras problemas se sometieron simulta-
neamente a la reaccidn colorimétrica de manera que las condicio-

nes fuesen las mismas.

Con los datos de absorbancia y de concentracidn de aci
do glucurdnico que se detalla en la tabla VI.11 se construyd
una reacta de calibrado, que se muestra en la Fig.VI.Z29. La ecua
cidén de la reacta obtenida, ajustada por minimos cuadrados, es:
Absorbancia=0,007 C - 0,029 y el coeficiente de regresidn (r)
es: 0,979. Los resultados obtenidos fueron los siguientes.

Muestra Absorbancia Concentracidn Acido
_9Mg/mL) ~ urdnico(%)

D-1 0,075 13 6,84

D-2 0,156 26,5 6,97

D-3 0,370 62,17 6,54




196

Se obtuvo, pues, un 6,78% de acido urdnico expresa-
do en concentracidén de acido glucurdnico.

TABLA VI.11

Concentracibn y absorbancia de Las disoluciones de referencia
del aGcdido glucurbnico.

Disolucidn de Concentracidn de Absorbancia
referencia adc.glucurdnico(pg/mL)
1 6 ' 0,000
2 12 0,075
3 18 0,090
4 24 0,155
5 30 0,180
6 36 0,205
7 42 0, 325
8 48 0,285
9 54 ' 0, 325
10 60 0,425

VI.6.4. Hidrélisis @dcida parcial

El polisacarido se hidrolizd parcialmente con acido
sulffirico 0,25N y 0,025N calentando a ebullicién durante 90
minutos, ambas hidr6lisis por separado. Se neutralizaron con
carbonato de bario y el filtrado se llevd a pH 8,5 a 9 con
potasa 0,1M. Los oligosacdridos formado en ambas hidrblisis
se estudiaron comparativamente por cromatografia de papel.

VI.6.4.1. Anédlisis de los oligosacaridos por cromatografia

sobre papel.

Se utilizd la técnica descendente sobre papel Watman
n°l y n°3 usando los desarrolladores A,B y C y como revelador
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se utilizd la difenilamina anilina.

Los resultados de las cromatografias de los oligo-
saciridos obtenidos en las hidr6lisis parciales fueron coin-
cidentes y en ambas se demostrd la presencia de una serie ho-
mdéloga de oligosacaridos de la xilosa. Esto s€& pudo compro-
bar aplicando la relacidén de movilidades cromatograficas pro-

puesta por French y Wild.

En la tabla VI.12 se comparan los valores RF’ log af
y grado de polimerizacidén de los oligosacdridos procedentes
de la hidr6lisis parcial con H,50, 0,25N y utilizando los
desarrolladores B y C. La representacidn grafica de los lo-
garitmos de o' frente al grado de polimerizacidén para el de-
sarrollador A did una recta de ecuacidn log=-0,465G.pP+ 0,153
con un coeficiente de regresidn ¥=-0,999 en el caso del aci-
do HZSO4 0,025N; y una recta de ecuacidn log=-0,494G.P+0,180
y con un coeficiente de regresidn r=-0,999, en el caso del

HZSO4 0,25N, como se muestran en la Fig.VI30 y VI.31.

Con el desarrollador B se obtuvo una recta de ecua-
cién log «'=0,305-0,366 G.P y un coeficiente de regresidn
r=-0,992 como se muestra en la Fig.VI.32.Para el desarrolla-
dor C se obtuvo una recta de ecuacidn log o'=0,445-0,372 G.P
y un coeficiente de regresidn r=-0,988 como se muestra en la

Fig.VI.33.Los valores obtenidos se dan en la tabla VI.13.

Con estos resultados se admitid que‘los oligosaca-
ridos procedentes de la hidrdélisis parcial de la fraccidn
B-I pertenecen a la serie hdméloga de la xilosa hasta un
grado de polimerizacidn de cinco.

En la cromatografia sobre papel también se observa
la presencia de azlicares acidos pero no guardan una relacidn
lineal con la serie hombéloga de la xilosa. ‘

El oligosacarido acido se detecta con revelador de
tipo indicador que prueban su cardcter dcido. La movilidad
relativa del oligosacarido acido respecto a los oligosacari-
dos neutros (Tabla VI.12 y VI.13) varia segim el caracter



TABLA VI.712.

Cromatografla sobre papel del hidroldizado acido de La fraccidn B-1

Hidré1lisis HS04 0,25N

Productos de R? log a'

hidro6lisis
0,005 -2,30 5
0,016 -1,79 4
0,05 -1,30 3
0,14 -0,79, 2
0,18 -0,66 -
0,24 -0,49 -
0,32 -0,33 1

Desarrollador A

Hidr61lisis HZSO4 0,025N
R? log a' G.P?
0,006 -2,19 5
0,02 -1,70 4
0,06 -1,22 3
0,15 -0,77 2
0,3 -0, 36 -
0,32 -0,33 1

a Papel Watman n°1. Desarrollador A: acetato de etilo-acido acético-acido

formico-agua (18:3:1:4); revelador: difenilamina anilina.

b

G.P.=Grado de polimerizacidn.

661



TABLA VI.13.

Cromatogragla sobre papel de La hidrnélisis dcida parcial (HZSO4 0,25N}) de fLa
fraccidén B-1 '

Pesarrollador B Desarrollador C
a . b ' c
R £ log o G.P. Rf log o G.P.

Producto de
hidr6lisis

0,014  -1,84 6 0,03 -1,51 5

0,028 -1,54 5 0,09 -1,00 4

0,05 1,28 4 0,21 -0,57 3

0,14  -0,78 3 0,36 -0,25 2

0,33  -0,30 2 0,515 -0,025 1
1

0,43  -0,12

a
Papel Watman n°1.

b Papel Watman n°3., Desarrolladores: B, n-butanol-etanol-agua (2:1:1);

C, n-butanol-piridina-agua (6:4:3). Revelador: difenilamina anilina.

€ G.P.=Grado de polimerizécién.

00e
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acido-base del desarrollador. (RX 0,34 para el desarrolla-
dor Ay 0,27 para el B).

VI.6.5. Metilacién de la fracciBH'B—IA

El polisacarido se metilé por el método de Hakomori.
Primeramente se formd el carbanidn por reaccidn del hidruro
de sodio con dimetilsulfdxido y a continuacidn se le hizo
reaccionar con el polisacidrido. Después de varias horas se
le adiciond el ioduro de metilo. Todas estas operaciones se
realizaron bajo atmdésfera de nitrbgeno y con agitacidén. El
polisacarido metilado se recuperd por extraccidn con cloro-
formo. Los restos de dimetilsulfdxido se eliminaron en una
estufa de vacio a 40°C.

VI.6.5.1. Datos espectroscdpicos

a) Interpretacidn del espectro de IR

Su espectro de IR (Fig.VI.34) presentd las bandas
caracteristicas de un compuesto totalmente metilado: a 2920
y 2845 cm-1 de tensidn de C-H alifatico; banda a 2830 cm-1
de tensidn de C-H del grupo -0CH; banda a 1740 cm_1 de ten-
sidén de C=0 de ester metilico; banda a 1460{(:m-1 de defor-
macidn por flexidén asimétrica de los grupos -CHZ- y CH3‘§
banda a 1380 cm-]
‘los grupos -CH,; y banda entre 1.120 y 1050 cm’

de deformacidén por flexidén simétrica de
1 de tension
C-0 de éter y de ester; banda a 950 cm-1 caracteristica de

1

éteres ciclicos y banda a 890 cm ' debida a las uniones B

del polisacarido.

b) Interpretacidn del espectro de RMN

Su espectro de RMN (Fig.VI.SS)(DCClSJ muestra las
seflales caracteristicas de un polisacarido metilado con unio
nes glicosidicas B. Las sefiales a 4,36 corresponden a los
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OCH

OCH.

FZg. 1/1.35. Espe.ctsio de. RVB de. Za {jsiaccZéon B-1 metZZada.
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protones anoméricos en posicidn g; a 3,586 y a 3,58 single-
tes asignables a los grupos metoxilo en C-3, y C-2 respec-
tivamente; las sefiales entre 3,9 y 3,78 asignables a los
4Q§-OR y las sefiales entre 3,2 y 2,98 muy poco resueltas
asignables a los -CH,-OR. g

VI.6.5.2. Hidrélisis’écié&

El polisacarico metilado se hidrolizd con acido sul-
firico del 72% en dos etapas. Primero se disolvid el polisa-
carido a 30°C y luego se hidrolizdé con acido sulfdrico 1IN
calentando a 100°C durante 4 horas.

Los monosacaridos parcialmente metilados que se ob-
tuvieron se transformaron en 1los correspondientes acetatos
de alditoles por reduccidn con borohidruro de sodio y aceti-

lacidn con anhidrido acético-piridina.

metilados
a) Analisis por cromatografia gaseosa.

Los acetatos de alditoles parcialmente metilados se
identificaron por cromatografia gas-1liquido utilizando el
1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0O-metil-D-glucitol como patrén
de referencia. En la Fig.VI.36 se muestra el cromatograma ti-
pico de estos compuestos y en la tabla VI.14 se dan sus tiem-
pos de retencidén relativos al azlicar patrdon de referencia asi
como los porcentajes relativos de cada azlGcar en la mezcla.

b) Analisis por cromatografia gaseosa-espectrometria de masas

Se confirmd la identidad de estos derivados parcial-
mente metilados por cromatografia gaseosa -espectrometria de
masas combinada. En la Fig. VI.37 se muestra el cromatograma
obtenido.
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CKomatogfiadlo. gaje.o;a de. lo; ace.ta.to;

de. aldltole.6 de lo;, azicane.6 mctlladoA
obtcnldoo de.l kldnollzado de. ;a fac -
cion B-J me.tllada en una columna ECNSS-M
a 175°% VIcoa : T7)2,3,5-Me3-Ada; 2)2,3,4-
Me.3-X1; 3)2, 3,4,6-Me4d~Glu; 4) 2,3-Me2~X;;
5)2,4,6 -Me3-Gfu; 6)2, 3, 6-Me3-G£u; 7) 3-Me-
X 1/ &2,3-Me"-Glu.
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TABLA VI. 14

Etenes métilicos del hidrnolizado de La fracceidn B-1

Azicares? t% t% $Azlicares  %Molard

2,3,5-Me3—Ara 0,51 0,69 0,95

2,3,4-Me,-Xi . 0,63 0,75 0,55 0,08

2,3,4,6-Me,-Glu 1,00 1,00 1,98

2,3-Me,-Xi 1,42 0,91 - 72,53 10

2,4,6-M33-G1u 1,78 1,029 7,28

2,3,6-Me;-Glu 2,35 1,14 4,82

- 3-Me-Xi 2,70 1,034 7,36 1,10

2,3-Me,-Glu 4,88 1,26 4,51

a 2,3,5-Me -Ara=1,5-di-0-acetil-2,3,5-tri-O-metil-L-arabi-
nitol.

b Tiempos de retencidén de los acetatos de alditoles parcial-
mente metilados relativos al 1,5-di-0O-acetil-2,3,4,6-tetra-
O-metil-D-glucitol (tR 4,06 min) en una columna ECNSS-M,

© Idem en una columna capilar 0OV-1

d

Razdn molar calculada aplicando los factores de respuesta
seglin la teoria de e.c.r. (Sweet, 1974).
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Interpretacidn de los espectros de masas

De los espectros de masas de los acetatos dealdito
les parcialmente metilados de la fraccidén B-I se identifica-

ron ocho compuestos, que se indican en la tabla VI.14, corres
pondientes a los picos del cromatograma de la Fig.VI.37.

Los acetatos de alditoles que acompafian al pico priq
cipal 4 se observa que aparecen igualmente, pero en mayor pro
porcidén, en los derivados parcialmente metilados de la frac-
cién B-II (tabla VI.16). Esto hizo suponer que la fraccidn
B-I estaba impurificada en parte por la fraccidn B-II. Para
comprobarlo se volvid a purificar la fraccion B-I, tal como
se indicd en el apartado VI.5.3 y los resultados obtenidos de
la composicién monomérica de esta fraccidén B-I purificada se
indican en la tabla VI.6.

El pico 1 del cromatograma, cuyo espectro de masas
se muestra en la Fig.VI.38 dié como fragmentos mas prominen-
tes los iones con m/e 43, 45, 71,.87, 101, 117, 129 y 161
(Fig.VI.55), lo que junto con el anidlisis cromatografico,
se identificd como el compuesto 1,4-di-0O-acetil-2,3,5-tri-O-
metil-L-arabinitol.

El pico 3 del cromatograma, cuyo espectro de masas
se muestra en la Fig.VI.39, didé como fragmentos mas prominen
tes los iones con m/e 43, 101, 117 y 161 (Fig.Vi.23), lo que
junto con el analisis cromatografico nos permitid identificar
lo como el compuesto 1,5?di—0-aceti1~2,3,4-tri—0—meti1-D-xi-
litol.

El pico 4, cuyo espectro de masas se muestra en la
Fig.V.40, did como fragmentos mas prominentes los iones con
m/e 43, 87, 101, 117, 129 y 189 (Fig.III.28), lo que, junto
con el andlisis por cromatografia gaseosa nos permitio iden-
tificarlo como el compuesto 1,4,5-tri-O-acetil-2,3-di-0O-me-
til-D-x1ilitol.

El1 pico 5, cuyo espectro de masas se muestra en la
Fig.VI.41, dido como fragmentos mas prominentes los iones con



Jase Peak = 43.2 Base Peak Abundance - 314 Total Abundance - 1176

A
1e
50 ion 150 200 250 300 350 400

>jiler Abundance Cu.toff Lev/el 1 07
MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE <7.) MASS ABUNDANCE
41.1 10.5 58.1 7.0 102.1 11.1
43.2 100.0 71 .1 12.4 117.1 73.2
441 10.2 87.1 22.3 129.1 50.3
45.1 31.5 101.1 26.4 161 .1 19.4

F;g. V1.38. Eépzctsio ddl nla; a6 dal 1, 4-dl-0-acetil- 2,3,5-tfil- 0-matil- L-asiablnitol.



Peak = 43 .1 Base Peak Abundance * 188 Total Abundance = 521

50 100 150 200 250 300 350 400
>wer Abundance Cutoff Level 1.,07.
MASS ABUNDANCE (7) MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE
41 .3 19.1 45.2 18.1 117.1 64.9
43. 1 100.0 58.1 11.7 161 .1 15.4
44.1 6.4 101 .1 41 .5

F-ig. 1/1.39. E;pe.ctsio cid modan d<j; 1,5-d;-0- ac<;£££-2,3, 4-£si£-0-m<if£;-V- x£tl-1fot



lase Peak = 43 .1 Base Peak Abundance = 7536 Total Abundance * 25298

50 100 150 200 250 300 350 400

JUer Abundance Cutoff Leve] 1,07

MASS ABUNDANCE <¥)) MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE
41 .2 3.6 71 .1 4.2 102.2 1.5
43. 1 100.0 73. 1 2.0 103.2 1.1
44.1 2.9 74.1 3.1 113.1 1.7
45. 1 5.0 75. 1 1.8 117.2 m 61 .6
55.2 1.1 81 .1 1.2 118.2 3.5
57 .1 1.4 85.1 1.7 129.2 44.7
58.2 3.3 87.1 27.4 130,2 4.8
59. ! 2.4 88. 1 3.1 131 .2 1.0
69.1 1.3 99.2 6.8. 161 .2 2.4
70.2 t.3 101 .2 16.9 189.2 10.3

Fig. Vi. 40. E;pectAo cle maocu del [, 4,5-tni-0-acetll-2,3-di-0-metll-V-xllltol.



Dase Peak = 43.1 Base Peak Abundance & 305 Total Abundance = 1211

50 100 150 200 250 300 350 400

Lower Abundance Cutoff Lev/el = 1.07.
MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE
41.-2 ! 7.9 71 .1 11 .8 129.2 42.0
43. 1 100.0 75. 1 8.2 145.2 34.4

' 44.2 3.3 B,7.1 18.4 161 .2 25.2
45. 1 30.B 101 .1 49.5 205.2 14.4
57.9 8.9 117,1 42.3

Vig. 11 .4Z. Eodpactsio da mcuad dal 1,5-dl-0-acatll- 2,3, 4,6-tatna-0-rriatil-VLglucltol.



Base Peak = 43.1 Base Peak Abundance - 1584 Total Abundance * 6322
JI. i 3 U
50 100 150 200 250 300 350 400
>uer Abundance Cutoff Leve] 1.07. ) *
MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE
41 .2 4.5 75.1 5.4 127.1 3.8
43. 1 100.0 85. 1 8.8 129.1 8.1
44.2 4.4 87.1 12,6 131 ,2 3.0
45. 1 9.8 88.0 4.2 133.1 10.4
55.1 1.9 89.2 3.4 143.1 4.8
57. 1 2.1 99. 1 5.0 145. 1 3.7
58.1 3.5 101 .2 51 .5 157.1 2.6
59. 1 3.9 102. 1 3.7 159.1 30.9
69.2 *1.5 113.1 3*3 161 .1 15,3
71 . 1 2.4 115.1 1.8 . 175.1 3.7
73.1 4.5 117.2 60.4 189.2 7 1.3
74.2 3.7 118. 1 2.9 219.2 5.7
tlg.VIi.42. FEjpectdo de ma; ao del 1, 3,5-tul-0-acetil- 2,4,6-tU-Omet.il-V-glualtol.



lase Peak = 43.1 Base Peak Abundance = 548 Total Abundance » 1679

50 100 150 =e° 250 300 350 400
>wer Dbundance Cutoff Leve) 1.0%7
MASS ABUNDANCE <F) MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE
41 .2 3.5 74.1 3,6 115.1 e 5.7
43. 1 100.0 81 .1 1.5 117.2 5.1
44 .1 3.6 85,1 2.9 i 129.1 65.0
57.0 4.4 87.1 46.0 130.2 9.3
59.0 1.3 88.1 3.1 131 .0 6.2
69. 1 1.3 100.3 4.2 145.1 2.0
70.3 2.0 101.1 2.9 189.2 21 .2
71.1 2.2 103.0 3.3 190.1 1.8
73.1 1.1 113.1 2.6

Flg.UJ. 43, Epectsio de maoa; del 1, 2,4, 5-tet™ia-0-aeetll- 3-0- metll-V- x-Illltol.



Base Peak = 43 .1 Base Peak Abundance ~ 798 Total Abundance = 3151

50 100 150 200 250 300 350 400

Louer Abundance Cutoff Level * 1.0*7

MASS ABUNDANCE <7.) MASS ABUNDANCE <X> MASS' ABUNDANCE
41 2 5.4 75.1 4.4 118.2 4,3
43. 1 100.0 85. 1 10.4 129. 1 11.1
44.2 4.1 87.1 15.1 131 .2 10.3
45. 1 19.8 88.0 3.3 . 142.1 4.3
57.2 3.8 99.1 19.8 143.2 4.3
58.4 2.8 101.1 18.0 161.1 5.9
59.1 3.6 113.1 30.4 173.1 3.9
69. 1 2.9 114.3 3.5 187.0 < 2.8
71 n 7.4 115,1 4.1 233.2 16.6
73.2 4.7 117.2 64.1 234.2 1.8
74.5 3.6

Fsg. VI 44. IbpzctKo de @> dal 1, 4, 5-tK[-0-ac.e.tll-2 ,3,6-tfii-O-matil-t-gZao.itol.



Base Peak = 43 .1 Base Peak Abundance = 1104 Total Abundance * 3648

50 100 150 200 250 300 350 400
>uer Abundance Cutoff Level 1,07.
MASS ABUNDANCE <%> MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE
41 .2 3.8 85.1 13.4 127.1 m 18.7
43. 1 100.0 37. 1 9.0 129.1 5.7
44 .1 4.5 97.1 2,7 141.2 3.2
45. 1 4.8 99.2 16.7 142.2 5.4
57.2 2.4 101.1 17,8 159.1 3.7
58. 1 3.6 111.1 5.9 161 .1 3.4
69.1 3.1 113.1 3.0 187.1 2.7
71 .0 3.3 117.2 75.0 201 .1 4.6
73.1 2.4 118.1 3.8 261 .1 5.1
74. 1 2.6

Fsg. V1.45. E;pe.ctAo de. maoaA de.l 1, 4, 5,6-te-tna- 0-ace.tjt-2,3-di-0-met;l-V-glucltol.
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m/e 43, 45, 71, 87, 101, 117, 129, 145, 161 y 205 (Fig.III.26),
lo que junto con el analisis por cromatografia gaseosa nos per
mitid identificarlo como el compuesto 1,5,di—0—acétil—2,3,4,6-

tetra-0O-metil-D-glucitol.

El pico 6, cuyo espectro de masas se muestra en la
Fig.VI.42, did como fragmentos mas prominentes los iones con
m/e 43, 45, 87, 101, 117, 129 y 161. (Fig. VI.20), lo que nos
permitid identificarlo como el compuesto 1,3,5-tri-O-acetil-
2,4,6-tri-O-metil-D-glucitol.

El pico 7, cuyo espectro de masas se muestra en la
Fig. VI.43, did los iones con m/e 43, 87, 129 y 189 (Fig.Vv.17),
lo que, junto con el analisis por cromatografia gaseosa, nos
permitid identificarlo como el compuesto 1,2,4,5-tetra-0-ace-
til-3-0O-metil-D-xilitol.

E1l pico 8, cuyo espectro de masas se muestra en la
Fig.VI.44, did como fragmentos mas prominentes los iones con
m/e 43, 45, 87, 99, 101, 113, 117 y 233 (Fig.I1I11,30), lo que,
junto con el analisis cromatogrdfico, se identificd como el
compuesto 1,4,5-tri-0O-acetil-2,3,6-tri-O-metil-D-glucitol.

El pico 9, cuyo espectro de masas se muestra en la
Fig.VI.45, did los iones 43, 101, 117 y 261 (Fig.III.32), 1lo
que , junto con el analisis cromatogradfico nos permitid iden
tificarlo como el compuesto 1,4,5,6-tetra-0O-acetil-2,3-di-0O-

metil-D-glucitol.
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VI.6.6. Caracterizacién  del, dcido 4-0-metil-D-glucurdnico

E1l acido 4-0-metil-D-glucurdnico se caracterizd
por transformacidn en el 1,2,3,5,6-penta-0-acetil-4-0-me-
til-D-glucitol a través de la aldolactona (Tejero, 1984).

La fraccién B-I se hidrolizd parcialmente con
dcido sulfdrico 0,25 N (apartado VI.6.4.); del hidrolizado
se separaron los componentes acidos por intercambio iénico
con las resinas Amberlita IR-120(H+) e IRA-400(AcO ). Estos
componentes dcidos -acido urdnico, aldobiurdnico y superio-
res-, se hidrolizaron con &cido sulfdrico del 72%, se redu-
jeron coh borohidruro de sodio y se formd la aldolactona con
dcido HC1 1,2N. A continuacidén se formaron los correspondien
tes acetatos de alditoles para su posterior andlisis cromato

grafico.

Por cromatografia gaseosa de estos derivados, ace-
tatos de alditoles, en una columna ECNSS-M a 185°C, se iden-
tificaron la xilosa y el acido 4-0-metil-D-glucurdnico. El
tiempo de retencidn del pentaacetato de xilitol fué de 31,83
minutos y el del 1,2,3,5,6-penta-0-acetil-4-0-metil-D-gluci-
tol de 75,72 minutos. El tiempo de retencidn de estos compues
tos relativo al 1,5-di-0O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil-D-glu-
citol, utilizado como patrdn de referencia, fué de 4,94 y
11,75 respectivamente. El1 descrito en la bibliografia para
el 1,2,3,5,6-penta-0-acetil-4-0-metil-D-glucitol es de 11,5
(Churms, 1982).

Luego, en base al anélisis de metilacidén de la frac
cién B-I y con la caracterizacidn del acido 4-O-metil-D-glu-
curdnico se concluye que la fraccidn B-I estd formada por una
cadena lineal de unidades de D-xilopiranosa con uniones B(1—+4)
y el dcido 4-0-metil-D-~glucurdnico se une a esta cadena a tra-
vés del hidroxilo del carbono 2 de la xilosa, es decir, con

uniones a(l-2).
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VI. 7. ESTUDIO DE LA FRACCION B-1IT1-

La fraccion (BII) se caracterizo primeramente por
sus datos espectroscoépieos y se analizé por métodos quimicos

y cromatografieos.

VI. 7.1. Datcis espectros copi eos

Interpretacion del espectro de IR

Su espectro de IR (Fig.VI1.46) presentd las siguien-
tes bandas caracteristicas: entre 3600 y 3200 cm - banda an-
cha de tension de 0-H de alcohol asociado intermolecularmente;
banda a 2925 cm de tensién de C-H alifatico; bandas a 1740
y 1650 cm”! I de

tension de C-0 de alcohol.

de tension de C=0; y banda ancha a 1050 cm’

VAT ll_NL’vix»lO-l ) 3000 700%) noo 1;00 1400 WAVi.1 IUALIl N(CM J JOOO

FXg.UJ.46. Ejp<jctdo d<g Xn"ACLAAojo d<; Xa. (jAaccXcn (B-11)
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VI.7.2. Estudio de 1la homogeneidad de la fraccion B-II

Se utilizd la cromatografia de filtracidn sobre
geles porosos para determinar la homogeneidad de la frac-
cidén B-II. La muestra se disolvid en NaCl O,5M, que se uti
1izd también como eluyente, y se cromatografidé sobre Sepha-
cryl S-400. Los valores de absorbancia de las fracciones
eluidas se dan en la tabla VI.15 y el diagrama obtenido al
representar estos valores frente a los volUmenes de elucidn

se muestran en la Fig. VI.47.

VI.7.3. Hidr6lisis acida

E1l polisacérido se disolvié en acido sulfhGrico al
72% a 30°C y se hidrolizd con acido sulfirico IN calentando
a reflujo. E1 hidrolizado, tras neutralizacidn con carbonato
de bario, se desionizd a través de la resina Amberlita IR-120

(H+), y se eluyeron los productos con agua.

Estos monosacidridos se transformaron en los corres-
pondientes acetatos de alditoles, de la forma acostumbrada,

para su posterior analisis cuantitativo.

VI.7.3.1. Determinacidn cuantitativa de los monosacaridos

Se utilizd la cromatografia gas-liquido para la
identificacidon y cuantificacidén de los monosacadridos a tra-
vés de sus acetatos de alditoles. E1 cromatograma resultan-
te se muestra en la Fig.VI.48 y en la tabla VI.8 se dan 1los
resultados obtenidos que se expresan en tanto por ciento del
total de la muestra y del total de azlicares.

VI.7.4. Hidr6lisis dcida parcial

a) Cpn HZSO4 0, 005M.

Se realizd una hidr6lisis parcial de la fraccidn

B-II con acido sulfirico 0,005M. Los oligosacaridos del hi-



" TABLA VI.15
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Estudio de Ra homogeneidad de fa fraccién B-T1. Valores de
absorbancia de Las fracelones eluldas en La cromatoghrafla
s0bre Sephacryl S-400.

. a
Fracciones

Absorbancia . . ..

1-25
26
28
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
44

0,000
0,015
0,075
0,235
0,340
0,490
0, 700
0,740
0,860
0,890
0, 800
0,620
0,390
0,230
0, 145
0,075

a

Cada fraccidn eluida es de 2 mL.
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drolizado se separaron por adicidén de etanol y posterior cen-
trifugacidén. Con los azlcares libres del centrifugado se for-
maron los acetatos de alditoles, de la forma acostumbrada, y
se analizaron por cromatografia gaseosa. En la Fig.VI.49 se
muestra el cromatograma obtenido. Los azlicares hallados.son..
la arabinosa y,en menor cantidad, la xilosa como se indica
en la tabla VI.16.

b) Con H,SO, 0,025 N

2774

El polisacarido se hidrolizd parcialmente con Aci-
do sulfGrico 0,025 N. Se neutralizd la solucidén con carbona-
to de bario .y el filtrado se 1llevd a pH 8,5-9 con potasa
0, 1M.

VI.7.4.1. Andlisis de los oligosacaridos por cromatografia

sobre papel.

Los oligosacaridos formados se estudiaron por cro-
matografia sobre papel. Se utilizd la técnica descendente so-
bre papel Watman n°1 y n°3,utilizando los desarrolladores A,

By Cy como revelador se utilizd la difenilamina-anilina.

Con el desarrollador A, acetato de etilo-acido acé-
tico-acido Férmico-agué (18:3:1:4) y en papel Watman n°1, se
detecto’ arabinosa (RG 1,37) al igual que con el desarrollador
B, butanol-etanol-agua (2:1:1) vy en papel Watman n°3 (RG1,13).
En ambos casos la muestra estaba muy diluida. Con el desarro
1lador C, Butanol-piridina-agua (6:4:3) vy en papel Watman n°3,
se detectd xilosa (RG 1,28); arabinosa (RG 1,14) ; galactosa
(Rg 0,86) y tres oligosacéridos (RG 0,15; 0,08 v 0,04) que
no guardaron relacidn lineal con la serie homdloga de la xi-
losa ni con la de la glucosa. No se detectd glucosa ni celo-

biosa.
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g °r

Flg [/ .49. Cromatografia ga;>eo/a de lo; acetatos de aldlto
le; procedente;, dg la hldrollAl; parcial d& la
fracclon 8-1Z. Temperatura & la columna 190° .

TABLA VI .16

Mono; acaridos de la faccion 8-11 determinado6 a través de

lo; acetato; de aldltole; .

Azucar Pi co YA zucares

Arab inos a 1 10,63 56,55
Xilos a 2 14,14 2,70
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VI.7.4.2, Anélisis'dewlos‘oligosacéridos por cromatografia

liquida de alta Tesolucidn

El estudio de los oligosacaridos por cromatogra-
fia liquida de alta resolucidn se basd en el trabajo de
Kennedy y colaboradores. No se obtiene una linea recta al
representar los logaritmos de los tiempos de retencidn de
los oligosacaridos frente al grado de polimerizacién lo que
demuestra que no pertenecen a una misma serie homdloga. El

cromatograma obtenido se muestra en la Fig.VI.50.

VI.7.5. Metilacidn de la fraccidén B-II

El polisacarido se metild siguiendo el procedi-
miento de Hakomori. Primeramente se formd el carbanidén por
reaccién del hidruro de sodio con dimetilsulfdéxido. A con-
tinuacidn se le hizo reaccionar con el polisacarido, disuel
to en dimetilsulfdxido, durante unas horas y, finalmente,
se le adiciond el ioduro de metilo. Todas las operaciones
se realizaron bajo atmdsfera de argbén y los restos de di-
metilsulféxido que acompafian al polisacadrido metilado se
eliminaron en estufa de vacio a 40°C durante dos dias. Se
obtuvo un sd6lido amarillo que se purific6 por precipita-

cidén en benceno con éter de petrdleo.
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VI.7.5.1. Datos espectroscodpicos -

a) Interpretacidon del espectro de IR

Su espectro de IR (Fig.VI.51a) presentd las siguien-
tes bandas caracteristicas: a 2950, 2920 y 2850 cﬁ—1 de ten-
sion de C-H alifatico; banda a 1740 cm” ' de tension de C=0
de ester;,banda a 1460 cm” | de deformacidn por flexidén asi-
métrica de los grupos -CH,- y CHz-; banda a 1380 cm” ) de
deformacidon simétrica de los grupos —CHS; y bandas a 1110
y 1050 cm”! de tension de C-0 de &ter.

b) Interpretacidén del espectro de RMN

Su espectro de RMN—1H (Fig. VI.SHﬂ(CDCls) presentd
las siguientes sefiales: a 5,16 sefial poco resuelta correspon-
diente a los protones anoméricos de uniones glicosidicas a;
sefial a 4,28 correspondiente a los protones anoméricos de
uniones glicosidicas @; sefiales a 3,55 y 3,488 asignables a
los grupos metoxilo en C-3 y C-2 respectivamente; sefial a
3,356 asignable a los grupos metoxilos en carbonos primarios.

En su espectro de RMN—13

102,59 ppm caracteristica de los carbonos anoméricos con unio-

C aparecid una sefial a
nes glicosidicas B.

VI.7.5.2. Hidrolisis acida

E1l polisacarido metilado se hidrolizo con acido sul-
fGrico del 72% en dos etapas. El hidrolizado, tras neutraliza-
cidén con carbonato de bario, se desionizd a través de la resi-
na Amberlita IR-120(H+).

Estos monosacaridos parcialmente metilados se trans-
formaron en los correspondientes acetatos de alditoles, segin

se indica en los métodos generales.



Flg. VI.50. Ejpect*o de IR cie £cl jacalon (B-11) motilada.

Flg. VIl.51. Eopact/LO de XMH de la faccion [B-Il). metllada.
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"metilados: -

a) Analisis por cromatografia gaseosa

Los acetatos de alditoles parcialmente metilados se
identificaron por cromatografia gas-l1fquido. Se utilizd el
1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0O-metil-D-glucitol como patrdn
de referencia (Churms, 1982). En la Fig.VI.52 se muestra el
cromatograma obtenido y en la tabla VI.17 se dan los tiempos
de retencidn de los acetatos relativos al azGcar patrodon, asi

como las proporciones molares de cada componente en la mezcla.

b) Analisis por cromatografia gaseosa-espectrometria de masas

Para confirmar la identidad de los acetatos parcial-
mente metilados se realiz® un andlisis de cromatografia gaseo-
sa-espectrometria de masas combinada. En la Fig.VI.53 se mues

tra el cromatograma obtenido.

' Interpretacién’de'IOS'espectrosdé'maSas (Bjorndal, 1967).

De los espectros de masas de estos derivados se
identificaron seis compuestos correspondientes a los picos

que se indican en el cromatograma de la Fig.VI.53.

El pico 1 del cromatograma, cuyo espectro de masas
se muestra en la Fig.VI.54, dié como fragmentos mas prominen
tes los iones con m/e 43, 45, 71, 87, 101, 117, 129 y 161
(Fig.VI.55), 1lo que, junto con el andlisis por cromatografia
gaseosa nos permitid identificarlo como el compuesto 1,4-di-
O-acetil-2,3,5-tri-O-metil-L-arabinitol.

El pico 2, cuyo espectro de masas se muestra en la
Fig.VI.56, di6é como fragmentos principales los iones con m/e
43, 101, 117 y 161 (Fig.VI.23), lo que, junto con el analisis
por cromatografia gaseosa nos permitid identificarlo como el
compuesto 1,5-di-0O-acetil-2,3,4-tri-O-metil-D-xilitol.



Fig. VJ.52. Cnomatogna ("ia ga*ao*a da lo* acetato* da alditota* da lo* azacana*
matilado* obtanido* dal hidnotizado da la inaccion B-1l matilada
an una columna rcvss-» a /750. Pico*: ., 2,3, 5-Me Ana;, 2) 2,3,4-
Ma™-Xij 3) impuneza®*; 4) 2,3, 4, 6-Ma"-Gat;, 5) 2,3-MCp-Xi; 6) impu-
naza*; 70 2,3 6-M/;-Glu ij S 2, 3-Ma2~Glu.
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TABLA VI'.1.7

Etenres metllicos del hidrotlizado del polisacdrnido B-11 me-
Xilado

AzGicares t% $Molar®
2,3,5—Me3—Araa 0,51 1,06
2,3,4—Me3—Xi 0,67 0,86
2,3,4,6-Me4—Ga1 1,20 1,00
2,3-Me2-Xi 1,43 0,96
2,3,6—Me3—Glu 2,35 1,87
Z,S—Mez—Glu 4,99 1,78
a

Z,3,5—Me3—Ara=1,4—di-0-acetil—2,3,5—tri-O-metil—L—arabi—
nitol, etc.

Tiempos de retencidn de los acetatos de alditoles parcial-
mente metilados relativos al 1,5-di-0-acetil-2,3,4,06-te-
tra-0-metil-D-glucitol (tR 6,22 min) en una columna ECNSS-M
a 175°C.

Razdon molar calculada aplicando los factores de respuesta

segin la teoria e.c.r. (Sweet, 1974).



Flg. 1/1.5 3.

Chomato gfiadla gase.osa de lo.0 acetatos
dos obtenidos
ECNSS-M a 175°.

Picoy @ /) 2, 3, 5-Me3~A*;
4) 2,3-Mez-X;;

de aldltoles de los
del hlduollzado de. la faccion

5) 2,3 6-He.3-Glu 3 6) 2, 3-Me.2~Glu.

azocaos wmgtila-
8-11 motilada en ana columna
2) 2, 3,4-Me3-X;; 3) 2,3, 4, 6-Med4~Gag;

D



Base Peak - 117.05 Base Peak Abundance - 127 Total Abundance - 773

50 100 150 200 250 300 350 400
Lower Abundance Cutoff Level * 1.07.

MASS ABUNDANCE (X) MASS ABUNDANCE (X) MASS ABUNDANCE (X
27.05 1.8 87.05 20.5 158.05 6.3
28.95 4.7 88.05 4.7 158.95, 7.9
°-0 .95 1.6 09.05 3.1 1G1.15 50.7
41 .05 3.1 99.05 3.1 162.05 6.3
42.05 1.6 100.05 3.9 188.05 4.7
43.05 37.8 101.05 33.9 189.05 7.9
43.95 1.6 102.05 10.2 201.95 13.4
45.05 11.8 103.05 3.9 202.95 9.4
55.05 3.1 113.05 4.7 204.05 10.2
55.95 1.6 117.05 100.0 215.95 15.0
58.05 2.4 118.05 7.9 218.05 7.1
59.05 3.1 119.05 4.7 229.05 9.4
71 .05 11.0 127.15 4.7 230.05 3.9
72.05 2.4 129.05 86.6 257.05 1.6
72.95 4.7 130.15 8.7 273.05 1.6
74.05 5.5 131.05 7.1 285.15 3.1
74.95 3.9 144.35 3.9 398.30 3.1
85.05 4.7 145.05 17.3

FZg . 1/1.54. Eapec-t'io d< m<uad d<j; 1,4-dl1-0-acntZl-2,3,5-tfti-O-mdtZI-
L- asiabZnZto Z.



?HZOAC
CH50-C-H ci,0Ac
H-C-OCHy . H-c=o0cH,
H-C-0Ac +
CH,OCH m/e 117
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* +
CHZ‘-OCH:5 FH=OCH3
CH@O—F—H
m/e 45 (i, OAc
m/e 161

E1 fragmento primario m/e 117 se obtiene cuando
el C-1 esta acetilado y el C-Z metoxilado. E1 fragmento

primario mas pequefio, m/e 45, lo dan los compuestos que

tienen un grupo metoxilo primario.

La eliminacidon de &dcido acético del fragmento

pri-

mario A, m/e 161, asi como la eliminacidén de metanol en B

estd facilitada por la acidez del atomo de hidrdgeno elimi-

nado.
+
H-C=0CH
CH,, COOH
H.0-C-
CH30-CH g 3 i
H,C_ C (-60)
XNV O\
0" “cu
3
A, m/e 161
H-C=0CH 4 H-C=0CH
CH ,0H ] 3
H (IZ—OAC 3 C,/O\C=O
cnsofbﬂz (-32) i’
Hy > CHz
B, m/e 161 m/e 129

+
H-C=0CH; H, CO
C-OCH3 —t s m/e 71
! (-30)
CH, .
m/e 101
+
CH,=C=0 H-C=0CH4
> F=O
(-42)
CH.
m/e 87

Fig.VI.55. Fragmentacibn del 2,3,5-tni-0-metil-L-arabinitol.



Base Peak = t17.05 Base Peak Abundance 113 Total Abundance 663

] SLJ —iL-[1 -1 i — —e—

50 100 150 200 250 300 350 400
MASS ABUNDANCE <Z) MASS ABUNDANCE (Z> MASS ABUNDANCE
27.05 2.7 101.05 78.8 177.05 7.1
29.05 3.5 102.05 5.3 188.05 8.8
41 .05 2.7 115.05 13.3 189.05 8.8
41 .95 1.8 117.05 100.0 202.05 17.7
43.05 40.7 118.05 8.0 203.05 12.4
43.95 1.8 129.05 4.4 204.05 11.5
45.05 7.1 130.15 6.2 216.05 16.8
55.95 1.8 131.15 15.9 218.05 8.0
58.05 3.5 144.35 6.2 229.05 10.6
59.05 2.7 145.05 8.0 230.05 2.7
71 .05 5.3 146.95 6.2 231.05 2.7
73.05 6.2 158.15 1.5 257.05 1.8
87.05 9.7 158.95 7.1 ' 273.05 1.8
88.05 7.1 161.15 62.8 285.15 3.5
89.05 6.2 162.05 7.1 398.30 3.5
99.05 2.7 175.15 12.4 399.30 1.8

-11.56. Eé&pactno cie magja; d<g; 1, 5-d;-0- OLC.atli-2,3, 4-ttvL-O-

vri<itgl-V -x-i;stol.

()44
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ABUNDANCE (z2)
4.
8.

50.
55.
8.
12.
9.
6.
90.
8.
8.
8.
20.
10.
67.
8.

N a

COWWURWONRRYRWNUIWOWD © WD

B 00O~

108

300

Total

350

Abundance

400

MASS

189.
191.
202.
203.
204.
205.
206.
216.
218.
229.
230.
231.
248.
257.
260.
261.
262.
273.
285.
286.
398.
399.

1021

ABUNDANCE

14.

OWWORPODOPRDO~NWN=0OON®B W

NO a~NNa aNphawo

8

1,5-dl-0-azztll-2, 3,4, 6-£z£>ia-

Base Peak - 205.15 Base Peak Abundance *
50 100 150 200
Lower Abundance Cutoff LeveJ =m 1.0X
MASS ABUNDANCE <Z) MASS
27.05 1.9 110.95
28.05 5.6 113.15
29.05 2.8 117.05
41 .05 2.8 129.05
43.05 36.1 130.25
45.05 11.1 . 131.05
55.05 3.7 142.05
55.95 1.9 143.25
58.05 1.9 145.15
58.95 2.8 146.15
71 .05 10.2 146.95
73.05 5.6 153.15
73.95 3.7 158.05
75.05 4.6 158.95
85.05 5.6 161 .05
87.05 13.0 162.05
88 <05 6.5 163.05
89.05 3.7 164.05
99.05 13.9 172.05
100.05 6.5 173.05
101.05 42.6 184.05
102.05 6.5 187.95
103.05 4.6
(0.1/1. 57. E6pzctsio dz dzl
mz££l-V-galacttfol.



Base Peak * 129.05 Base Peak Abundance 99 Total Abundance 512

i iodioit 1 1 - r— _ -A
50 100 150 200 250 300 350 400
Lower Abundance Cutoff Level =z oz
MASS ABUNDANCE <i.> MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE

27.05 1.0 102.95 6.1 232.05 3.0
29.05 3.0 113.05 5.1 257.05 1.0
40.95 4.0 117.05 93.9 258.05 1.0
42.05 3.0 118.05 9.1 260.05 1.0
43.05 46.5 129.05 100.0 263.05 1.0
43.95 1.0 130.15 9.1 273.05 1.0
45.05 3.0 158.95 1.0 275.05 1.0
58.05 2.0 161.05 10.1 276.05 1.0
59.05 3.0 187.95 1.0 285.15 2.0
71 .05 7.1 . 189.15 82.8 286.15 1.0
72.95 6.1 190.05 15.2 288.05 1.0
74.05 6.1 203.95 4.0 314.05 1.0
87.05 31.3 216.05 1.0 316.15 1.0
88.05 6.1 218.05 1.0 398.30 4.0
99.05 6.1 229.05 3.0 399.30 1.0
101.05 22.2 230.05 2.0

Plg. VIl.5S. Etpzctno de mcibak dil 1, 4,5-tul-0-acztil- I>3-dl-0-me.tll-
V-xllltol.

e



Base Peak - 117.05 Base Peak Abundance - 34 Total Abundance 226

UL W i e T e
50 100 150 200 250 300 350 400
Louer Abundance Cutoff Level * 1.0%/

MASS ABUNDANCE (X) MASS ABUNDANCE (X) MASS ABUNDANCE <*.)
27.05 2.9 85.05 2.9 145.05 14.7
28.05 5.9 87.05 23.5 173.15 17.6
29.05 2.9 88.05 2.9 203.05 2.9
31 .05 5.9 98.05 5.9 229.05 2.9
41 .05 2.9 99.05 41 .2 233.15 70.6
43.05 50.0 100.05 8.8 234.15 8.8
45.05 14.7 101.05 29.4 235.15 8.8
55.05 2.9 111.05 5.9 249.05 5.9
55.95 2.9 113.05 64.7 250.05 5.9
57.05 5.9 114.05 2.9 258.05 2.9
58.05 2.9 115.05 2.9 260.05 2.9
59.05 2.9 117.05 100.0 273.05 2.9
68.95 8.8 118.05 5.9 277.15 2.9
71 .05 8.8 129.05 11.8 285.15 2.9
73.05 2.9 131.05 20.6 289.15 2.9
74.05 2.9 142.15 8.8 398.30 8.8
74.95 8.8 143.05 8.8 399.30 5.9
80.95 11.8

Fi;g.1/1.59. Ejpe.cfAo; d< maja; d</£ I, 4, 5 - 0 -aceft;;-1,3, b-tKJL-Q-
me.£;1-V-gluc;£fol.

eve
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El pico 3, cuyo espectro de masas se muestra en la
Fig.VI.57, did como fragmentos mas prominentes los iones con
m/e 43, 45, 71, 87, 101, 117, 129, 145, 161 y 205 (Fig.III1.26),
lo que, junto con el analisis por cromatografia gaseosa nos
permitid identificarlo como el compuesto 1,5-di-O-acetil-.
2,3,4,6-tetra-0O-metil-D-galactitol.

El pico 4, cuyo espectro de masas se muestra en la
Fig.VI.58, di6é como fragmentos mas importantes los iones con
m/e 43, 87, 101, 117, 129 y 189 (Fig.III1.28), lo que, junto
con el analisis por cromatografia gaseosa nos permitid iden-
tificarlo como el compuesto 1,4,5-tri-O-acetil-2,3-di-0O-metil-
D-xilitol.

El pico 5, cuyo espectro de masas se muestra en la
Fig.VI.59, did como fragmentos mas importantes los iones con
m/e 43, 45, 87, 99, 101, 113, 117 y 233 (Fig.II1.30), lo que,
junto con el andlisis por cromatografia gaseosa se identificd
como el compuesto 1,4,5-tri-O-acetil-2,3,6-tri-O-met1l-D-glu-
citol.

El pico 6 del cromatograma se identificd® por croma-

tografia gaseosa como el compuesto 1,4,5,6-tetra-0O-acetil-
2,3-di-0-metil-D-glucitol.

La presencia del 1,4,5-tri-O-acetil-2,3,6-tri-0-\%
metil-D-glucitol indica que las unidades de glucosa estan
unidas por enlaces (1-—+4). La presencia del compuesto 1,4,5,6-
tetra-0-acetil-2,3-di-0-metil-D-glucitol indica que algunas
unidades de glucosa llevan ramificaciones unidas a través del

C-6.

La presencia del 1,4,5-tri-0O-acetil-2,3-di-O-metil-
D-xilitol indica que las unidades de xilosa estan unidas por
enlaces (1-»4). La presencia del compuesto 1,5-di-0O-acetil-
2,3,4-tri-O-metil-D-xilitol indica que l1la xilosa se encuentra

formando ramificaciones laterales en forma de xilopiranosa.

La presencia del compuesto 1,4-di-O-acetil-2,3,5-
tri-O-metil-L-arabinitol indica que la arabinosa se encuentra

en forma de arabino furanosa formando ramificaciones laterales.
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La presencia del compuesto 1,5-di-0O-acetil-2,3,4,6-
tetra-O-metil-D-galactitol indica que la galactosa también

se encuentra formando ramificaciones laterales.

A la conclusidn que se llega es que el polisacari-
do estda formado por una cadena principal constituida por uni-
dades de glucopiranosa y de xilopiranosa, en una proporcidn
molar (2:1), unidas entre si por enlaces (1—4). La arabino-
sa, xilosa y galactosa en forma de arabinofuranosa, xilopi-
ranosa y galactopiranosa respectivamente forman ramificacio-
nes de algunas unidades de glucopiranosa unidas por enlaces

(1—6).
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VII. ESTUDIO DE UNA XI LANA PATRON

Se procedi6o al estudio de una xilana patrén forma-
da por unidades de D-xilosa con uniones Contiene ra
maficaciones de acido D-glucurémico unido al C-2 de la xilo-

sa, es decir, con uniones a(l—2).

Se realizé la metilacién de la xilana, posterior
hidrélisis acida y formaciéon de los correspondientes aceta-

tos de alditoles de los monosacdridos parcialmente metilados.

De esta forma, se pudo realizar, en los casos apro
piados, un andlisis comparativo con los polis acdridos simila-
res por datos espectroscopieos y del hidrolizado por datos

cromatograficos.

VI 11. Datos espectroscopieos

Interpretacion del espectro de IR

Su espectro de IR (Fig.VIIJ.) presentd las siguien-
tes bandas caracteristicas: entre 3.600 y 3.200 cm  banda

ancha de tension de 0-H asociado inte rmolecularmente; banda

V/AVLyHIf\m 0 (i M ") noc'o ii oo 1400 WAY?¢IUMTt H(CM 1 1000

Elg.VII.1. Eu#apzctsio de IR de la xilana.
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a 2900 cm” | de tension de C-H alifatico; banda a 1630 de ten
sidén de C=0; banda 1050 cm” | de tensién C-O de alcohol.

VII.2. Metilacidn de 'la xilana

La metilacidn se llevd a cabo utilizando los reac-
tivos de Hakomori. Se formd la base metilsulfinilcarbanidn
con hidruro de sodio y dimetilsulfdoxido y se le hizo reaccio
nar con el polisacarido, previamente disuelto en dimetilsul-
foxido. Finalmente se le adiciond, tras varias horas de reac
cidn, el ioduro de metilo. Todo el proceso se realizd bajo

atmbésfera de argdn y con agitacion.

El polisacarido metilado se recuperd por extraccidn
con cloroformo, se secd en estufa de vacio y se purificd por
precipitacidn en benceno con éter de petrdleo. Se recuperd
como un s6lido blanco, cuyo espectro de IR no presentd banda de
absorcidén de O-H (3600-3200 cm” ') 1o que indicd que la reac-
cidén fue completa. Sin embargo aparecid una banda a 1735 cm_1
de carbonilo de €ster debido a la presencia de acidos urdéni-
cos esterificados. Esto se confirma en el espectro de RMN que
aparecen sefiales a 5,358 debidas a los protones anoméricos de
uniones glicosidicasa y la sefial a 3,358 asignable al grupo

metoxilo en C-6.

VII.2.1. Datos espectroscdpicos

a) Interpretacidén del espectro de IR

Su espectro de IR (Fig.VII.2) presentd las siguien-
tes bandas caracteristicas: bandas a 2930 y 2830 cm_1 de ten-
sién de C-H alifatico; banda a 1740 cm” | de tensién de C=0
de éster metilico; banda a 1460 cm—1 de deformacidén por fle-
xi6n asimétrica de los grupos -CH,- y CH;-; banda a 1380 e
de deformacidén por flexidén simétrica de los grupos CHz-; ban -
das a 1160, 1070 y 1000 cm~1 de tensién de C-O de éter y de

1

éster, banda a 970 cm ' debida a éteres ciclicos.
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b) Interpretacidén del espectro de RMN

Su espectro de RMN (Fig.VII.S)(CDClS) presentd las
sefiales siguientes: a 5,358 sefial poco resuelta correspondien
te a los protones anoméricos de uniones glicosidicas a; a 4,36
duplete, poco resuelto, debido a los protones anoméricos de
uniones glicosidicas B; sefiales entre 3,2 y 36 asignables a
los —gﬂZ—OR;y las sefiales entre 3,9 y 3,78 muy poco resueltas,
correspondientes a los -CH -OR; a 3,58 , 3,5y 3,356 singletes
asignables a los grupos metoxilo en 1los C;S, C-2 y C-6 respec-
tivamente.

13

c) Interpretacidén del espectro de RMN- “C

Su espectro de RMN—13C (Fig.VII.4 y VII.5) presentd

las sefiales cuyos desplazamientos y multiplicidad se indican
en la tabla VII.1.

TABLA VIT.1

Desplazamientos quimicos de RMN-13C de La xilana patnéﬁ meXd -

Lada (DCCﬂs)

. P a
Desplazamientos quimicos, ppm
Compues to

C, C, Cq c4 Cg ‘OCH,
Xilana®
102,64(d) 76,39(d) 83,27(d) 84,20(d) 63,28(t) 60,63(q)
a
Los desplazamientos son relativos al patrdon interno.
b 13

Datos correspondientes al espectro de RMN- “C realizado segln

1H—desacoplado.

La sefial correspondiente al carbono anomérico (102,64
ppm), indica que éste tiene una configuracidon B en el polisaca-
rido formado por unidades de D-xilosa. No aparecen las sefiales
correspondientes al 4cido glucurdnico debido a que éste se en-

cuentra en una proporcidén baja.



Fig. 177. 2. Ejpect™io de IR de la xilana mutilada.

Fig. I7J. 3. Ej;pectKo de RMN de la xilana metllada.
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VII.2.2. Hidrolisis dcida

La xilana metilada se hidrolizd con acido sulfhri-
co del 72% en dos etapas. Primero se disolvid el polisacari-
do a 30°C, y luego se hidrolizd con &cido sulflrico mas di-

luido, 1N, calentando a 100°C durante 4 horas.

Los monosacaridos parcialmente metilados obtenidos
se transformaron en los derivados volatiles, acetatos de al-
ditoles, por reduccidn con borohidruro de sodio y acetila-

cidn con anhidrido acético-piridina.

VII.2.2.1. Identificacion de los monosacidridos parcialmente

me tilados

Los acetatos de alditoles parcialmente metilados
procedentes de la xilana se identificaron por cromatografia
gaseosa utilizando el 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil-
D-glucitol como aziicar patron de referencia (Churms, 1982).
En la Fig.VII.6 se muestra el cromatograma obtenido y en la
tabla VII.2 se dan los tiempos de retencidn relativos al azl
car patrdn asi como los porcentajes relativos de cada azlcar
en la mezcla. Se observa que la xilosa viene acompafiada por

otros azlicares que la impurifican.

La presencia del compuesto 1,4.5-tri-O-acetil-
2,3-di-O-metil-D-xilitol indica que el polisaciarido esta
formado por una cadena fundamental de unidades de xilosa
con enlaces (1—4). El1 compuesto 1,5-di-0-acetil-2,3,4-
tri-O-metil-D-xilitol se encontrard como resto terminal no
reductor del polisacédrido. La presencia del compuesto 1,2,4,5-
tetra-O-acetil-3-O-metil-D-xilitol indica que ciertas unida-
des de la cadena de xilosa portan ramificaciones en el hidro-
xilo del carbono 2. |

Luego ésto confirma que el polisacidrido estid cons-
tituido por una cadena de unidades de D-xilopiranosa con unio-



Fig. [/11.3.

Cnomateguacia ga6eoja de lo; acetato* de
aldltole* de azacane* metllado* obte-
nido* del kldnollzado de ana xilana patrén
metllada en una columna ECSJSS-M a 175°.
Pico*: 1) 2,3,5-Me3-Ana; 2) 2, 3-Me"-XxI; ")
3) 2,4, 6-Me3-G£u; 4)2, 3, 6-Me 3-G£u t/

5) 3-Me-X;y,.
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- TABLA VIT.2

Eleres metilicos del hidrolizado de La xilana patrbn metilada

Azlicares - t% $Area 9Molar®
2,3,5—Me3-Araa 0,50 1,42
2,3-Me,-Xi : 1,43 65,65 10
2,4,6-Me ;- Glu 1,77 1,26
2,3,6—Me3—G1u 2,42 1,40
3-Me-Xi 2,70 20,29 3,4

a 2,3,5—Me3-Ara=1,4—di-O—acetil—Z,3,5-tri—O-metil—L—arabinitol.

b Tiempos de retencién de los acetatos de alditoles parcialmen-

te metilados relativos al 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-0-
metil-D-glucitol (tR 4,04 min) en una columna ECNSS-M a 175°.

Razdén molar calculada aplicando los factores de respuesta se-

gin la teoria e.c.r. (Sweet, 1974).

nes B(1—4). Algunas de estas unidades de xilosa llevan como
‘ramificacidn un acido urdnico, en este caso como ya sabiamos

es el acido 4-0O-metil-D-glucurénico, con enlaces a(1—2).



PARTE EXPERIMENTAL . E
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I. TECNICAS GENERALES

I.1. PuntO'de‘fusién

Los puntos de fusidén se determinaron en un micros-
copio de platina calefactora tipo Kopler, de la casa Reichert,
y un aparato segin el Dr.Tottoli de la casa Buchi.

Los poderes rotatorios han sido determinados en un

polarimetro Perkin-Elmer modelo 141.

I.3. Técnicas cromatogriaficas

a) Cromatografia sobre papel

Se han utilizado tiras de papel Watman n°1 y 3 de
58 cm de longitud. Las muestras se colocaron dejando inter-
valos de :2 cm entre cada mancha y a una distancia de 2 cm del
borde del papel. Las disoluciones de referencia se prepararon
con azlcares comerciales a una concentracidon del 2% para los

monosacaridos y del 5% para los oligosacaridos.

Se utilizaron los siguientes solventes de desarro-
1lo:

A) Acetato de etilo-acido acético-acido férmico-agua
(18:3:1:4) (Jones, 1953).

B) n-Butanol-etanol-agua (2:1:1) (Schaffer, 1972).
C) n-Butanol-piridina-agua (Jeanes, 1951).

Como revelador se utilizd la difenilamina anilina y
dcido fosfdrico (Bailey, 1960; Buchan, 1952). Se disolvieron

4 g de difenilamina en 4 mL de anilina y 200 mL de acetona y

luego se afiadieron 20 mL de dcido fosférico (80-85%).

Una vez sumergido el cromatograma, se dejd secar y
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se calentd a 60°C durante cuatro minutos para el revelado de
pentosas y a 80°C durante 5 minutos para el revelado de he-

xo0sas.

b) Cromatografia en capa fina

Para cromatografia analitica en capa fina se utili-
zaron placas de silica gelHF254 (ref. 7739 Merck) con un es-
pesor de 0,3 mm. También se han utilizado cromatoplacas de
silica gel SiF254 de 0,25 mm de espesor de la casa Scharlau
(ref. 530) F.E.R.0.S.A.

‘Las placas de acetato sddico se prepararon de la
siguiente forma: se suspendieron 30 g de Kieselguhr G en 60
mL de acetato sddico 0,02 M. Una vez extendidas las placas,
con un espesor aproximado de 0,2 mm se dejan secar a tem-

peratura ambiente.

También se han utilizado cromatoplacas de celulo-
sa F(20x20 cm) de 0,1 mm de espesor (ref. 5718 Merck).

Para las cromatografias preparativas se utilizd
silica gel PF254—366 (ref.7748 Merck), con un espesor de

placa de aproximadamente 0,5 mm.

Las placas una vez desarrolladas se pulverizaron,
seglin los casos, con alguno de los siguientes reactivos:

- Anisaldehido-acido sulfirico : se afiadié 1 mL de &cido sul

farico concentrado a una solucidon de 0,5 mL de anisaldehido
en 50 mL de &dcido acético. Una vez pulverizadas, se calenta-
ron las placas a 100-105°C, hasta que el color de las manchas

tenga una intensidad mdxima sobre un fondo de color rosa.

- Acido sulffirico 50%: una vez pulverizadas las placas se ca-

lentaron a 110°C.

- Verde de bromocresol:se disolvieron 0,04 g de verde de bro-

mocresol en 100 mL de etanol y se afiadid hidrdxido de sodio

0,1M hasta la aparicidn del color azul.



257

- Nitrato de plata: se disolvieron 3 mg de AgNOg €n 12 mL
de agua y se afiadieron 500 mL de acetona. La cromatoplaca

seca se sumerge en esta solucidén durante un minuto y 75 se-

gundos, y se deja a secar a temperatura ambiente.

- Hidr6xido sddico: se prepard una soluci6én de 50 mL de NaOH

10N en 450 mlL de etanol.

Se pulveriza la placa con esta solucidn hasta que
se visualizan las manchas que aparecen de color marrdn oscu-

ro sobre fondo marrdén claro.

c) Cromatografia de columna

Se utilizd silica gel 60 de 0,063-0,200 mm (ref.7734).

- Cromatografia de filtracidn sobre geles porosos

Para el estudio de la homogeneidad de la fraccidn
B-I y B-II se utiliz® una columna de la firma Pharmacia Fine
Chemicals modelo K 16/70, con un didmetro de 1,6 cm y una al
tura de lecho de 46 cm rellena de Sephacryl S-400. El Sephacryl
S-400 (Pharmacia Fine Chemical) tiene un tamafio de particula

de 40-105 mm y un rango de fraccionamiento de 10.000-2.106.

Se utilizé una bomba peristéltica modelo P-3 de la
casa Pharmacia Fine Chemicals. El eluyente utilizado fué el
NaCl 0,5 M con una velocidad de flujo de 0,5 mL/min. Las mues
tras se prepararon al 0,5% en &1 mismo eluyente y se tomaron
cantidades de 0,5 mL para la cromatografia. Se recogen frac-

ciones de 2 mL con un colector de fracciones automatico.

Para la purificacidon de productos metilados se uti-
1iz%6 una columna similar a la anterior y rellena de Sephadex
LH-20 (Pharmacia Fine Chemical). Se utilizd como eluyente la
mezcla cloroformo-acetona 2:1 (Aspinall 1978 B). E1 flujo se
controld con una bomba peristaltica. La velocidad de flujo
fue de 1,75 mL/min, la amplitu& de bombeo de cero, y la fre-
cuencia de bombeo 15. Se recogieron las fracciones con un

colector de fracciones automitico.
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d) Cromatografia liquida de alta resolucidn.

Se utilizd un cromatdgrafo isocratico Hewlett-
Packard modelo 1081 B, equipado con un inyector de volumen fijo

de 20 Wl y un detector de indice de refraccidn.

La muestra se prepard filtrandola a través de un

filtro de jeringa Millipore de 0,45 pum de tamafio de poro.

Se utilizd para el estudio de los productos de
hidr6lisis parcial la columna Lichrosorb—NH2 (Merck) de
250 mm de longitud y 4,6 mm de didmetro interno con un tama-
filo de particulas de 5 pm. Como eluyente se utilizd acetoni-

trilo-agua (75-25) a 2 mL por minuto.

e) Cromatografia gas-liquido

Los cromatogramas de gases se realizaron en un
cromatdgrafo Perkin Elmer modelo 3920B y en un Hewlett-Packard
modelo 5710A, ambos con detectores de ionizacidn de 1llama y

utilizando helio como gas portador.

En algunos casos se utilizd® este Gltimo cromato-
grafo equipado, el registrador,con una estacidn de tratamien-
to de datos Varian modelo Vista 401 y utilizando nitrdgeno co-

mo gas portador. Se utilizaron las siguientes columnas:

a) SE-30 al 3% sobre Chromosorb W-AW, DMCS (2m x 1/8")
b) OV-1 al 5% sobre Chromosorb W-AW, DMCS (Zm x 1/8")

Las condiciones de temperatura de columna, inyec-
tor, detector y flujo del gas portador, se indican en cada ca-

SO concreto.

- Preparacidn de trimetilsililéteres

Aproximadamente 5 mg de producto disuelto en 0,2 mL
de piridina seca se trataron con 6 gotas de hexametildisilaza-
no y 3 gotas de trimetilclorosilano. Se agitd y se dejd reac-
cionar durante unos minutos en un desecador; se centrifugd e

inmediatamente se inyectd en el cromatdgrafo.
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I.3.1.'PrépéfatiﬁnvdeTIOS'acetatos'de'alditoles

Los azficares (20 mg) y el patrén interno inositol
se redujeron en agua .(5 mL) con borohidruro sédico en exce-
so (60 mg) durante 3 horas a temperatura ambiente (Blake,
1970; Bjorndal, 1967; Sawardeker, 1965). E1 exceso de boro-
hidruro se neutralizd con acido acético y la disolucidn se
desionizdé utilizando Amberlita IR—120(H+) (1 mL de resina

por miliequivalente de sodio).

Se concentrdo el liquido eluido y el acido borico
se elimind por codestilacidn con metanol. E1l producto se tra
td con anhidrido acétito/piridina (1:1), y se dejd toda la
noche a temperatura ambiente. Se adicionaron 30 mL de diso-
lucidn de dcido clorhidrido al 5% en bafio de hielo, y se
extrajeron los acetatos con cloroformo. Se secaron sobre
sulfato sddico anhidro. La solucidn se concentré a sequedad
en rotavapor, y los acetatos se disolvieron en cloroformo y

se inyectaron en el cromatdgrafo.

Las condiciones cromatograficas para los acetatos

de alditoles fueron las siguientes:

Columna: ECNSS-M (3%) sobre Gas Chromosorb Q (100-200 mesh,
(2 mx 1/4").
Temperatura Inyector: 250°C
" Detector: 250°C
" Columna: 190°C

Los acetatos de alditoles de los monosacaridos par-
-cialmente metilados, formados segiin el procedimiento descri-
to, también se identificaron por cromatografia. gas-liquido
utilizando el 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil-D-gluci-
tol como patrdn de referencia (Churms, 1982). Las condicio-

nes cromatograficas fueron:

Columna: ECNSS-M 3%

Temperatura Inyector: 250°C
" ' Detector: . 250°C
" Columna: 175°C

Flujo Helio: 60 mL/min.
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I1.3.1.1. Determinacidn cuantitativa de 1los monosacaridos

La determinacidn cuantitativa de los azlcares que
constituyen los polisacaridos se realizd por cromatografia
gas-liquido de los correspondientes acetatos de alditoles
(Blake, 1970). Se utilizd el método del patrdn interno uti-
lizando como tal el inositol ya que @&ste, por su tiempo de
retencidén, no coincide con ninguno de los azlicares presentes

en los polisacaridos.

f) Cromatografia gaseosa-espectrometria de masas

Se utilizd, para los acetatos de alditoles parcial-
mente metilados de la hemicelulosa (metilada y reducida); pa
ra los de la fraccidn (A-I) y para los de la fraccidon (B-I),
un sistema Hewlett-Packard modelo 5995 B equipado con una co-
lumna capilar de silice fundida de 12 m de longitud y 0,2 mm
de diametro interno, de OV-1 '"cross linked'" con un espesor de
pelicula de la fase estacionaria de 0,33 im. Temperatura de
la columna: 120-220°C a 8° por minuto. En el caso de la holo-
celulosa metilada y de la fraccidén B-II, se utilizd un siste-
ma Hewlett-Packard modelo 5995 provisto de una computadora
Hewlett-Packard 9825 B acoplada a un mddulo 2671 G. Se utili-
26 la columna ECNSS-M a una temperatura de 175°C.

En el caso de la holocelulosa sin metilar y de la
hemicelulosa metilada se realizaron en un aparato Varian 160
del Organisch Chemischen Institut der Universiten Wien.

En todos los casos la energia de ionizacién fue de
70 eV.

I.4. Técnicas espectroscdpicas

a) Espectroscopia infrarroja

Los espectros de infrarrojo se realizaron en un es-
pectrofotdometro Perkin-Elmer 281 que abarca la regidén 4000-
600 cm_1. Los espectros se realizaron en pastilla de bromuro
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potdsico para las sustancias sdlida y en pelicula de liquido

puro entre cristales de cloruro sddico para los liquidos.

En el caso de los productos metilados se hizo el
espectro directamente de pelicula de liquido, semejante al

celofan, sin ninglGn tipo de soporte.

b) Resonancia magnética nuclear

Se realizaron los espectros de RMN—1H en un espec-
trometro Perkin-Elmer R-12 B (60 Miz). Se usaron disolventes
deuterados y tetrametilsilano como referencia interna. Los
valores de los desplazamientos se indican en valores & (ppm).

Los espectros de RMN—13C se registraron en un Va-

rian 200. Los desplazamientos quimicos fueron referidos al
tetrametilsilano, y como disolvente se utilizé el deutero-

cloroformo.
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I1. AISLAMIENTO DE LA HOLOCELULOSA

Se tomaron 216,69 g de corcho en polvo, final-
mente dividido,y se extrajo sucesivamente y hasta agotamien
to con benceno (noventa horas); con agua, hasta que no arras

trdé color, y finalmente con metanol (veinte horas).

E1l corcho extraido se secé a temperatura ambiente
y pes6 45,69 g lo que supone una disminucidn en peso del 22%

respecto al corcho de partida.

I1.2. Despolimerizatiﬁn‘del corcho. Eliminacidn de la suberina

100 g de corcho extraido y seco se sometieron a
transesterificacidn por metanolisis con 1700 mL de metdxido

s0dico en metanol anhidro.” 0, 1M.

El secado previo del metanol se realizd de la si-
guiente manera: En un matraz de fondo redondo de cinco litros
provisto de entrada de nitrdgeno y refrigerante de serpentin,
se introdujeron 10 g de magnesio metédlico, 2 g de iodo resu-

blimado y 150 mL de metanol.

Se calentd a reflujo la mezcla hasta la desapari-
cidn del color anaranjado del iodo; se afiadieron 1800 mL de
metanol y se continud el reflujo una hora mas. Finalmente se

destild el metanol (p.eb. 65°C).

En un matraz de 5 litros se introdujeron, bajo at-
mosfera de nitrdgeno, 100 g de corcho extraido y seco en 1,5
litros de metanol seco. Al mismo tiempo se prepard una diso-
lucidén de metdxido sddico, disolviendo 2,47 g de sodio meta-
lico en 200 mL de metanol seco. Esta disolucidn se afiadid al
matraz de reaccidn y la mezcla se calentd a reflujo bajo at-
mosfera de nitrégeno durante 5 horas. Finalizado este tiempo
se filtrd el corcho, se lavd varias veces con metanol, hasta

que no arrastrd color, y luego con diclorometano.
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E1l residuo obtenido tras metanolisis del corcho y
eliminacidn del metanol, se extrajo con éter (secado y desti-
lado sobre sodio) una semana en soxhlet hasta que €ste no
arrastrd color. Se obtuvo un residuo que se sometid a una
extraccidn con metanol. Tras estas dos extracciones sucesi-

vas se obtuvo un residuo que pesd 63,89 g.

I1.3. Deslignificacidn del corcho

5 g de residuo de corcho se suspendieron en 160 mL
de agua caliente en un frasco erlenmeyer de 500 mL que conte-
nia 0,6 mL de acido acético glacial y a continuacidn se afia-
dieron 1,5 g de clorito de sodio. Estas operaciones, incluyen
do los lavados, deben hacerse en vitrina. La suspensidn asi
preparada se calentd en un bafio de agua a 70° con agitacion
durante una hora. Luego se filtrdé en un embudo Biichner y el

residuo se lavd con agua varias veces.

Idéntico tratamiento se repitid tres veces. E1 re-
siduo, se secd con etanol y se le afiadieron 100 mL.de una so-
lucidon de etanolamina al 3% en etanol (95%) y se calentd a
ebullicidn durante 5 minutos. La mezcla se filtrd sobre un
Buchner y se lavd primeramente con etanol y luego con agua.
Se obtuvo un producto con un color ligeramente amarillo. Se
repitieron las cloraciones y extracciones con etanolamina
hasta que seobtuvo un producto blanco. Finalmente, se lav®

con agua, luego con etanol y se secd en un desecador.

El residuo asi obtenido (1,51 g) polvo blanco amor
fo de holocelulosa, representd un 28,00% (promedio) en peso
respecto al residuo de corcho extraido, lo que supone en el
corcho natural del Quercus Suber un 15% en peso.
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I11." ESTUDIO DE LA HOLOCELULOSA -

III.1.“CaraCterizaci6n*de'Ia hq1§té1u1osa

La holocelulosa resultd ser un s6lido blanco amor
fo, insoluble en su totalidad en todos los disolventes ensa-
yados, tanto organicos como inorgénicos. Sin embargo, se di-
solvido parcialmente en disoluciones acuosas alcalinas (de KOH
y NaOH), asi como en dimetilsulféxido.

Para su caracterizacidn se empled la espectrosco-

pia de infrarrojo en pastillas de bromuro potésico.

a) Procedimiento de G.W. Monier-Williams

1 g de holocelulosa se suspendidé en 5 mL de acido
sulfirico del 72% y esta mezcla se dejd en agitacidn a tempe-
ratura ambiente durante cuatro dias. Se formd una disolucidn
oscura, se diluyd con 500 mL de agua y se calentd a reflujo
durante 15 horas. Terminado el reflujo se dejd enfriar y se
filtrd en un embudo Biichner. El1 liquido se neutralizd con
carbonato de bario y el sulfato de bario se elimind por fil-
tracidn. La disolucidn se concentrd a sequedad por evapora-
cién en un rotavapor, con lo que se obtuvo un residuo sdli-
do ligeramente amarillento que pesd 0,516 g.

b) Prodecimiento segiin A. Navas

A 0,5 g de holocelulosa se afiadieron 10 mL de una
solucidén de acido sulftrico del 72% y la mezcla se tuvo en
agitacion a temperatura ambiente 4 horas. A continuacidn se
diluydé la mezcla con agua hasta obtener una disolucién de
dcido sulflirico IN y se calentd a 100°C durante 4 horas. Se
dejo enfriar la disolucién‘y se adicionaron 2 mg de inositol.
Se filtrd con succidn y el filtrado se pas® por una columna
que contenia la resina de intercambio i6énico Amberlita IR-120
(H+) y se eluyd con agua., La disolucidn resultante se concen-
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trdo a sequedad con yvacio, obteniéndose un s6lido de color
amarillo {a}%0+8 (c=2, en agua).

Su espectro de IR se registrd en pastillas de
bromuro potdsico. Su espectro de RMN se registrd disolvien-

do la muestra en agua pesada.

IT1.2.1. Identificacidn de ‘los monosaciaridos

Se realizd por cromatografia gas-liquido en for-
ma de derivados trimetilsililados comparando con patrones
auténticos igualmente sililados. Las condiciones cromatogra

ficas fueron las siguientes:

Columna 0OV-1 3%

Temperatura Inyector: 350°C
" Detector: 350°C
" Columna: 195°C

Flujo Helio: 30 mL/min.

Para el caso b) la temperatura de la columna fue de 180°.

Para la cromatografia en capa fina se utilizd un
soporte de Kieselgur G y como eluyente acetato de etilo-iso-
propanol al 65% (65:35). |

Con el soporte de celulosa se utilizd como eluyen-
te n-butanol-etanol-agua (3:2:2) y se eluyeron las placas

tres veces.

I1I1.2.2. Determinacidon cuantitativa de 1los monosacaridos

Para la determinacidén cuantitativa de estos azlica-
res en la mezcla se formaron los acetatos de alditoles. Se pu-
rificaron por filtracidn sobre columna de silica gel eluyen-
do con &ter. Se obtuvo un sélido amarillento que, disuelto en
cloroformo, se analizd por cromatografia gas-liquido compa-

rando con los siguientes patrones.



266

De forma similar, se formaron los acetatos de al-
ditoles de azficares patrones: xilitol, arabinitol, ramnitol,
manitol, galactitol y glucitol.Se purificaron igualmente por
columna y en el caso del glucitol y galactitol se cristaliza-

ron en etanol.

De los acetatos de alditoles de la holocelulosa
se registrd su espectro de IR en pastillas de cloruro sodi-

Cco.

Su espectro de RMN, se realizd disolviendo la mues
tra en deuterocloroformo y usando el tetrametilsilano como

referencia interna.

4 -~
La cromatografia gaseosa-espectrometria de masas
combinadas de los acetatos de alditoles se realizd en las

siguientes condiciones:

Columna: SE-30 (20 m)
Temperatura Columna: 140710°-320°.

ITI.3. Hidrdlisis enzimatica (I)

A 2 g de holocelulosa se afladieron 100 mL de una
disolucidn tampdn AcOH/NaOAc a pH 4,5 que contenia 0,2 g de
celulasa y 1 mg de acetato de fenilmercurio. Esta mezcla se
termostaté a 45°C y se dejd con agitacién durante 4 horas.
Finalizado este periodo de reaccidén se filtrd y se recuperd
la holocelulosa que no se habia hidrolizado. E1 filtrado
transparente se calentd a ebullicidn durante cinco minutos.
Se filtrd6, para que volviese a quedar transparente, y el
filtrado se concentrd a sequedad y se obtuvo un sdlido ama-

rillento cuyo peso fué de 0,862 g.

IIT.3.1. Tdentificacién‘de'IOS'monoéacéridos

Se realizd por cromatografia gas-liquido. Los mo-

nosacaridos se sililaron de la forma habitual y se compararon
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con patrones auténticos igualmente sililados y en las siguien-

tes condiciones:

Columna OV-1 3%

Temperatura Inyector: 350°C
" Detector: - 350°C
" Columna: " 195°C

Flujo Helio: 30 mL/min.

Para la determinacién cuantitativa de los monosaca-
ridos se formaron los acetatos de alditoles de los componentes
del hidrolizado enzimatico y se analizaron por cromatografia
gaseosa en las condiciones que se indican en los métodos gene-

rales.

ITI.3.2. Hidr6lisis acida de los oligosacédridos. Determinacidn

"‘cuantitativa de 1os monosacaridos

100 mg del producto de la hidrdlisis enzimatica de
la holocelulosa se disolvieron en 2 mL de HZSO4 del 72%, con
agitacidén durante 4 horas. A continuacidon se afiadieron 51 mL
de agua destilada y se calentd la mezcla a reflujd durante 4
horas. A esta disolucidn se afiadieron 2 mg de inositol; se
neutralizd con carbonato de bario, se filtrd y el filtrado se
desionizd a través de la resina Amberlita IR—120(H+). Los mo-
nosacaridos se eluyeron con agua y Se concentraron a un peque
fio volumen para formar los correspondientes acetatos de aldi-
toles, de la forma ‘acostumbrada. Se obtuvieron 30 mg de es-
tos derivados y se analizaron por cromatografia gas-liquido
en las condiciones que se indican en los métodos generales.

ITI.3.3. Hidrolisis #cida del residuo no hidrolizado enzima-

A 400 mg del residuo de la holocelulosa no hidro-
lizada enzimaticamente se afiadieron 8 mL de HZSO4 del 72% y

se tuvo en agitacidn durante 6 howras, porque no se disolvia
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totalmente. Se afiadieron 204 mL de agua y se calentd la mez-
cla a reflujo durante 4 horas. Seguidamente se adicionaron
2 mg de inositol, se neutralizd la disolucidén con carbonato
de bario, se filtrd y el filtrado se desionizdé a través de
la resina Amberlita IR-120(H+) eluyendo los productos con
agua. Con estos moﬁosacéridos,se,formaron los correspondien
tes acetatos de alditoles (264 mg), y se analizaron por cro
matografia gas-liquido en las condiciones que se indican en

las técnicas generales.

ITI.4. Hidr6lisis enzimatica (II)

A 100 mg de holocelulosa se afiadieron 5 mL de una
disolucidén tampdn de AcH/AcONa a pH 4,5; 10 mg de celulasa
y 0,1 mg de acetato de fenilmercurio y se realizd la hidro-
lisis tal como se describid en el apartado III.3. siendo en

este caso el tiempo de reaccidn de 20 horas.

Finalizado el tratamiento, con el hidrolizado obte-
nido (56 mg) se formaron los acetatos de alditoles (36 mg),
para su analisis por cromatografia gas-liquido, utilizando

el inositol como patrdn interno.

ITII.5. Metilacidén de 1la holocelulosa

14,8 g de HNa (dispersidn en aceite mineral al 50%)
se colocaron en un matraz redondo de tres bocas y se lavaron
cinco veces con hexano seco y destilado, moviéndolo, dejando
que se deposite el hidruro y decantando el liquido para eli-
minar el aceite mineral. Inmediatamente se acopld el matraz
un agitador mecédnico, un embudo de presidn compensada a tra-
vés del que se adicionaron los reactivos, y la tercera boca
fue para la entrada de argdén. Se hizo pasar argdén varias ve-
ces hasta eliminar el hexano. Luego se introdujeron 300 mL
de dimetilsulfdxido (destilado sobre hidruro célcico, b.p.
64°a 4 mm, y secado sobre tamiz molecular de 4] )a través
del embudo gota a gota, con agitacidén magnética y la mezcla
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se calentd a 70°C durante 2 horas. La $olucién tomd una colo-
racidn gris-amarillo oscuro de la sal de sodio. Luego se afia-
dieron 2 g de holocelulosa en 40 mL de DMSO, que habia estado
tres dias con agitacion y se dejd reaccionar tres horas. A
continuacidn, y sin calentar, se adicionaron 30 mL de ICH3
gota a gota y se dejd toda la noche ton agitacidn a tempera-

tura ambiente.

E1l polisacarido metilado se recuperd por extraccidn
con cloroformo. Las fases organicas reunidas se lavaron con
agua y se dejaron secar sobre sulfato sddico anhidro. Tras fil
tracidn y eliminacidn del disolvente did un liquido amarillo

viscoso que se secd en estufa de vacio a 40° durante dos dias.

Se obtuvo un sdlido amarillo (2,325 g) que se puri-
ficd por cromatografia de columna sobre Sephadex LH-20 utili-

zando como eluyente la mezcla cloroformo-acetona (2:1).

Su espectro de IR se registrd como pelicula capilar

de liquido puro.

Su espectro de RMN se registrd disolviendo la mues-
tra en deuterocloroformo y utilizando el tetrametilsilano co-

mo referencia interna.

ITI.5.1. Hidrdlisis acida. Identificacién de los monosacari-

dos parcialmente metilados

60 mg de holocelulosa metilada se disolvieron en
1,1 mL de HZSO4 del 72% con agitacidn durante 4 horas. Se
afladieron luego 28 mL de agua destilada y se calentd la mez-
cla a reflujo otras 4 horés. Se neutralizd la solucidn con
carbonato de bario, se filtrd y el filtrado se pasd a través
de la resina Amberlita IR—120(H+) y se eluyd con agua. Con
los productos eluidos se formaron los correspondientes ace-
tatos de alditoles.

Estos acetatos de alditoles parcialmente metilados
(63 mg) se identificaron por cromatografia gas-liquido en las

condiciones que se indican en las técnicasgenerales.
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IIT1.5.2. Reduccidn de 1la holocelulosa metilada

A 20 mL de tetrahidrofurano, seco y recien desti-
lado, en un matraz de fondo redondo que contenia 70 mg de
hidruro de aluminio y litio se adicionaron 20 mg de holoce-
lulosa metilada y se calentd la mezcla a reflujo durante
4 horas bajo atmdsfera de argdn. El exceso de reactivo se
destruyd por adicidén de una disolucidén de HC1l al 5% fria,

y el producto metilado y reducido se aisld por extraccidn

con cloroformo. El extracto se lavd con agua hasta pH neu-
tro y se secd sobre sulfato sédico anhidro. Se concentrd a
sequedad y se obtuvo un sdlido (15 mg) que se caracteriz®

por sus datos espectroscdpicos.

Su espectro de IR se realizd entre pastillas de
cloruro sbédico previa disolucidn en cloroformo. Su espec-

tro de RMN se registrd disolviendo la muestra en deutero-

cloroformo y se utilizd el tetrametilsilano como referencia

interna.

II1.5.2.1. Hidrdlisis acida. Identificacién de los monosa-

" 'caridos parcialmente metilados

Los 15 mg de la holocelulosa metilada y reducida
se disolvieron en 0,5 mL de HZSO4 al 72% con agitacidon du-
rante 4 horas. Luego se afiadieron 13 mL de agua y se calen-
td a reflujo 4 h. Se neutralizd la solucidn con carbonato
de bario, se filtrd y el filtrado se pasd por la resina
Amberlita IR-120(H+) y se eluyd con agua. Con los produc-
tos eluidos se formaron los acetatos de alditoles de la for

acostumbrada.

Los acetatos de alditoles parcialmente metilados,
se identificaron por cromatografia gas-liquido y por cro-
matografia gaseosa espectrometria de masas combinada, en las

siguientes condiciones:

Columna: ECNSS-M 3%

Temperatura de Columna: 175°C; Detector: 250°C e Inyector:
250°C.
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IV. ESTUDIO DE LA CELULOSA

IV.1. Aislamiento

Se obtuvo por tres métodos diferentes:

a) 1 g de holocelulosa se extrajo con NaOH al 4% con agita-
cidén durante 2 dias. Se filtrd y el residuo se lavd con agua
hasta neutralidad, y finalmente, con etanol. Se secd en dese-
cador y se obtuvieron 0,621 g, un polvo blanco de celulosa,

que supone un 61,24% respecto a la holocelulosa.

b) 34 g de holocelulosa, se extrajeron con NaOH al 10% bajo
atmosfera de argdn y con agitacidn magnética durante 2 h. Se
filtrd la mezcla a través de filtros de tela sobre un embudo
Buchner. E1 s6lido se lavd con agua y luego con etanol. Una
vez seco pesd 2,56 g, lo que supone un 42,16% respecto a la-

Holocelulosa.

c) 1 g de holocelulosa se extrajo con dimetilsulfdxido, re-
cien destilado, con agitacidon a temperatura ambiente 4 dias.
La mezcla se filtrd sobre embudo Biichner se lavd con agua
y luego con etanol. Se secd en desecador a vacio y el sdli-
do una vez seco pesd 69,70g que presenta un 69,7% respecto

a la holocelulosa.

El espectro de IR de la celulosa se realizd en pas-

tillas de bromuro potdsico.

IV.2. Hidr6lisis acida

14,4 mg de celulosa se disolvieron en 0,28 mL de
HZSO4 del 72% con agitacién (4 horas).Se afiadieron 8 mL de
agua destilada y se calentdé la mezcla a reflujo 4 horas. Se
afladieron 2 mg de inositol (1 mL de una disolucidn al 2%). Se
neutralizd con carbonato de bario y se desionizd a través de
la resina Amberlita IR—120(H+). Se eluyeron los productos con
agua 7y se concentraron a sequedad.

Su espectro de IR se realiz6é en pastillasde bromu-

ro potédsico. Su espectro de RMN se realizé en agua pesada.
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IV.2.1. TIdentificacidn de 'los monosacaridos

Una muestra de los monosacidridos obtenidos se si-
1i16 de la forma habitual, y se identificaron por cromato-
grafia gas-liquido. Se compararon con azGcares patrones.Las

condiciones fueron:

Columna: OV-1 5%

Temperatura Detector: 250°C
" Inyector: 250°C
" Columna: 185°C ; Flujo: 30 mL/min.

Para la determinacidn cuantitativa se transforma-
ron los monosaciridos en acetatos de alditoles, de la forma
acostumbrada. Se analizaron por cromatografia gas-liquido en

las condiciones que se indican en las técnicas generales.

IV.3. Acetolisis de 1a celulosa

1 g de celulosa se disolvid con agitacidn magnéti-
ca en 20 mL de la mezcla formada por (17 mL de acido acéti-
co glacial, 17 mL de anhidrido acético y 18 mL de acido sul-
fiirico concentrado) (Wolfrom, 1963). La mezcla se dejdé reac-
cionar 80 horas para conseguir el maximo rendimiento de octa-
acetato de ao-celobiosa. La soluci6én tomd un color marrdn ro-
jizo. Transcurrido ese tiempo, se centrifugd y el filtrado se
virtid lentamente y con agitacidén magnética sobre una mezcla
de hielo y agua y se formd un sd6lido blanco. Esta mezcla se
neutralizd® con bicarbonato de sodio y se dejd en reposo 19
horas a 0°. E1 precipitado blanco se recuperd por filtracion,
se lavd varias veces con agua hasta que el filtrado fue neu-
tro y se secd en un desecador a vacio sobre hidroxido sddi-
co. Se obtuvo un polvo blanco amorfo que pesd 1,094 g. De es-
te sb6lido se cristalizaron 0,452 g en metanol. Se obtuvie-
ron unos cristales blancos (0,119 g) cuyo punto de fusidn
@.£=227°C) y poder rotatorio {a}-qu37,46, c=23,86 en C1l,CH)
fueron coincidentes con el del octaacetato de a-celobiosa
(p.f. tedrico 229°C; {a}%o +41, c=6 en C1l;CH).:
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Su espectro de IR se registrd en pastilla de bromu-
To potdsico. Su espectro de RMN se registrd, disolviendo la
muestra en ClSCHTy utilizando el tetrametilsilano como refe-

rencia interna.

Para la desacetilacidn se tomaron 0,452 g y se di-
solvieron en 6 mL de metanol absoluto y se enfrié a 0°. Se
afiadi® una disolucidn de metdxido sbédico para neutralizar y
se dejd la solucidn a O0°durante 48 horas. Se afiadid a con-
tinuacidén suficiente agua fria para disolver el precipitado’
pero no se disolvid totalmente y se separd por centrifuga-
cidén. El1 centrifugado se pasd a través de la resina de cam-
bio ibnico Amberlita IR—120(H+)y se concentrd el eluido a
un pequefio volumen para su analisis por cromatografia sobre

papel.

IV.3.1. Analisis de los oligosacdridos por cromatografia so-
bre papel '

Se utilizd la técnica descendente sobre papel Wat-
man n°3, usando tres desarrolladores: desarrollador A, ace-
tato de etilo-acido acético-acido fdrmico-agua(18:3:1:4)

(19 h); desarrollador B, n-butanol-etanol-agua (2:1:1) (46 h);
desarrollador C, n-butanol-piridina-agua (6:4:3) (19 h). Como
revelador se utilizd la difenilamina anilina, que dié una co-
loracidn azul con las hexosas al calentar el cromatograma a
80°C. Se detectd la presencia de celobiosa (RX 0,25 desarro-

llador A; RX 0,57 desarrollador B y RX 0,55 desarrollador C).

IV.4. Metilacidén de la celulosa

En un matraz redondo de tres bocas se introdujeron
2 g de celulosa en 20 mL de agua y 67 mL de hidrdéxido de so-
dio al 38%. Se acopld al matraz un agitador mecanico, un em-
budo de presidén compensada a través del cual se adicionaron
los reactivos y la otra boca fue para la entrada del argon.
Se adicionaron 30 mL de sulfato de dimetilo gota a gota a
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20°C con agitacidn y bajo atmbsfera de argdn. La adicidn se
completd en 5 horas. Se calentd la mezcla a 40°C durante 8
horas y luego 20 min. a 100°C, y finalmente se enfrid y se
dejd un dia mads reaccionando. Luego se afiadidé dos veces su
volumen de agua y se extrajo con cloroformo (5 veces con por
ciones de 60 mL). E1l extracto orgidnico se lavd con agua, se
secd sobre sulfato sddico y el cloroformo se elimind en ro-

tavapor. Se obtuvieron 54 mg.

El residuo no metilado se recuperdé por filtracidnm,
se lavd con agua, se secd y se volvid a metilar segiin Hako-

mori junto con el producto obtenido.

5,42 g de HNa se colocaron en un matraz de fondo
redondo de tres bocas. Se lavd varias veces con hexano y és-
te se elimind por decantacidén. Los Gltimos restos se elimi-
naron pasando corriente de argdn. Se acopld al matraz un agi
tador mecénico y un embudo de presidén compensada por el que
se adicionaron 113 mL de DMSO, seco y destilado, y se calen-
td6 la mezcla a 70°C durante 2 horas con agitacidén mecanica
y bajo atmdsfera de argdn. Se afiadid la celulosa no metila-
da (733 mg), se dejd reaccionar 2 horas y se quitbd la ca-
lefaccidén. A continuacidén se afiadieron 15 mL de ICH;, gota
a gota en 3 horas. Al adicionar el ioduro de metilo, la mez
cla pasd de tener un color gris-verdoso, a un amarillo trans
parente. Se dejd reaccionar durante 24 horas. A la mezcla
de reaccidn se afiadio de dos a tres veces su volumen de agua
y se extrajo con cloroformo (5x70 mL), se lavd con agua el
extracto organico, se secd sobre sulfato sddico y se concen-
tro a sequedad. Se obtuvo un producto viscoso (1,072 g) que
se dejd en estufa de vacio a 40°durante cuatro dias. Seco
pesd 0,733 g (67,66% en peso). Se disolvid el residuo en una
pequefia cantidad de cloroformo y esta solucidén resultante se
afiladid gota a gota a éter de petrdleo en un bafio de hielo.
Se obtuvo un precipitado blanco fibroso, que pesd 124 mg y
se caracteriz® primeramente por sus datos espectroscdpicos.

Su espectro de IR se registrd como pelicula de

liquido puro.
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Su espectro de RMN se registrd disolviendo la mues
tra €n deuterocloroformo y utilizando el tetrametilsilano co-

mo referencia interna.

IV.4.1, Hidrolisis dcida. Tdentificacion de los monosacari-

”dOS'paTcialmentefmetilados

100 mg de la celulosa metilada se disolvieron en
2 ml de HZSO4 del 72% y se tuvo durante 4 horas con agita-
cidn. A continuacidn afiadieron 51 mL de agua y se calentd
a reflujo 4 horas. Se heutralizé con carbonato de bario,
se filtrd, se eluyd el filtrado por resina Amberlita IR-120

+ P L -
(H) y se concentrd la solucidn a un pequeflo volumen.

Para un analisis cuantitativo se formaron los de-
rivados acetatos de alditoles de los monosacaridos parcial-
mente metilados, de la forma habitual y se analizaron por
cromatografia gas-1liquido en las condiciones que se indican

en las técnicas generales.
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V.ESTUDIO DE LA HEMICELULOSA

V.1. Aislamiento

a) Extraccidén con NaOH al 4%

A 1 g de holocelulosa se le afiadieron 10 mL de una
solucidn de NaOH al 4% y se tuvo en agitacidn a temperatura
ambiente 2 dias. Se filtrd a través de un embudo Buchner y
el filtrado se acidificd con acido acético. Aparecidé un pre
cipitado floculento que se separd por filtracion. Al filtra-
do se la afiadid un volumen equivalente de etanol del 95% y
el nuevo precipitado se filtrd sobre el anterior y se lavd
con etanol al 50%. El1 s6lido asi obtenido se disolvid en 10
mL de NaOH al 4%, se neutralizd con acido acético y se le
afiadid un volumen equivalente de etanol al 95%. El1 precipi-
tado formado se separd por filtracidén, se lavd con etanol,

y se secd con &ter. Se volvid a purificar este s6lido disol-
viéndolo en una disolucidén de NaOH al 2%. Se le afiadié solu-
cién de Fehling A y Fehling B (volimenes iguales) hasta que
la precipitacidén del complejo de cobre fue completa. Se se-
pard el precipitado por filtracidén. Para destruir el comple-
jo de cobre se afiadid acido acético glacial diluido (3%) .El
complejo azlil de cobre pasd a ser incoloro y la disolucidn
azGtl. Se filtrd, se lavd con adcido acético diluido, luego
con etanol diluido y finalmente con etanol del 95%. Se seco
la hemicelulosa a temperatura ambiente y peso 0,175 g {a}

+ -100,574°(c = 2, en solucidén de hidréxido sddico 19%).

b) Extraccidn con dimetilsulfdxido

1 g de holocelulosa se agitd en 12 mL de dimetil-
sulfdoxido, recién destilado, durante 4 dias a temperatura
ambiente. Se filtrd la mezcla sobre un embudo Biichner y al
filtrado se le adicionaron 4 volimenes de etanol y 4 mL de
dcido acético, para que la precipitacidn del polisacarido

extraido sea completa. El precipitado se recuperd por cen-
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trifugacidn. Se lavd a fondo con etanol y se secd a vacio en

un desecador. Se obtuvieron 0,218 g de un sd6lido blanquecino.

El espectro de IR, de la hemicelulosa, se registrd

en pastilla de bromuro potésico.

V.2, HidrélisisLécida

A 18 mg de hemicelulosa (extraida con NaOH 4%) se
adicionaron 0,35 mL de HZSO4 del 72% y se tuvo en agitacidn
4 horas. Se afiadieron 13 mL de agua y se calentd a reflujo
otras 4 horas. Se adicionaron 2 mg de inositol. La mezcla se
neutralizd con carbonato de bario y se desioniz® por resina
Amberlita IR-TZO(H+). Se eluyeron con agua los monosacidridos

y se concentraron a sequedad.

En las mismas condiciones, se hidrolizaron 22 mg de

hemicelulosa extraida con DMSO.

V.2.1. Identificacidn de los monosacaridos

Se silild, de la forma habitual, una muestra de los
monosacaridos para su analisis por cromatografia gas-liquido.
Se compararon con patrones auténticos. Las condiciones fueron

las siguientes:

Columna: 0OV-1

Temperatura Columna: 165°C
" Detector: 250°C
" Inyector: 250°C

Flujo: 30 mL/min.

Para la determinacidn cuantitativa se formaron los
acetatos de los alditoles de los monosacidridos de la forma
habitual y se realiz® un analisis comparativo, de la hemice-
lulosa extraida con NaOH 4% y de la extraida con DMSO, por
cromatografia gas-liquido en las condiciones detalladas en

las técnicas generales.
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V.2.2. Determinacién cuantitativa de dcidos urénicos

18 mg de hemicelulosa se disolvieron en &dcido sul-
frico del 72% a 30°C, con agitacidén, durante 1 hora‘'. A con-
tinuacidn se afiadieron 13 mL de agua y se calentd a 100°C du
rante tres horas. El1 hidrolizado se neutralizdé con carbonato
de bario, se filtrd, se ajuSté a‘pH 8,5-9 con hidroxido po-
tdsico 0,1 M y se pasd sucesivamente a través de dos colum-
nas que contenfian Amberlita IR-120(H’) e IRA-400(AcO”). Se
eluyeron ambas con agua y la anidnica con acido acético al
10%. Los acidos eluidos se concentraron a un volumen exacto
de 10 mL. De esta solucidn se tomaron dos fracciones de 1 y
5 mlL respectivamente y se aforaron cada una de ellas a 10 mL.
De estas dos disoluciones se tomd un mililitro de cada una
de ellas, y se llamaron D-1 y D-2 respectivamente, para hacer

la reaccidn colorimétrica.

" 'cidn de 1os monosacidridos.

a) Hidr6lisis con H,50, 0,05 M

A 200 mg de hemicelulosa se le adicionaron 20 mL de
HZSO4 0,05 My se tuvo a reflujo durante hora y media. Se cen-
trifugd la mezcla y se obtuvo 20 mg de residuo no hidrolizado.
El hidrolizado se neutralizd con carbonato de bario, se filtré,
se eluyd por resina Amberlita IR~120(H+) y se concentrdo a se-
quedad. Se sil1ilé una muestra de este hidrolizado y se inyec-
t6 en el cromatdgrafo de gases junto con azlicares patrones
igualmente sililados, en las siguientes condiciones:

Columna: 0OV-1

Temperatura Columna: 170°C
" Detector: 250°C
" Inyéctor: 250°C

Flujo: 30 mL/min.
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Para una determinacidén cuantitativa se formaron los
acetatos de alditoles de los monosacaridos del hidrolizado y
se analizaron igualmente por cromatografia gas-liquido en las

condiciones habituales.

b) Hidr6lisis con HZSO4 0,005 M

' 100 mg de hemicelulosa se agitaron en 10 mL de HZSO4
0,005 M durante 1 hora. El hidrolizado, separado por centrifu-
gacidén, se neutralizd, se desionizé por resina Amberlita IR-120
(H+) y se concentrd a sequedad. Con el residuo obtenido (29 mg,
{a}%o~29,83 (c = 5,8 en agua), se formaron los correspondientes
acetatos de alditoles y se identificaron por cromatografia gas-

liquido. E1 residuo no hidrolizado pesd 56 mg.

V.4, Metilacidon de 1a hemicelulosa

7,40 g de HNa (dispersidn en aceite mineral al 50%)
se colocaron en un matraz redondo de tres bocas y se lavd va-
rias veces con hexano para eliminar el aceite mineral. Luego
se acopl6é al matraz un agitador mecdnico y un embudo de pre-
sidén compensada. Se adicionaron 300 mL de dimetilsulfdxido,
seco y destilado, gota a gota, bajo atmdsfera de argdn y con
agitacidon a 70°C. Al cabo de 3 horas, se adicionaron 2,42 g
de hemicelulosa en 40 mL de dimetilsulféxido y se dejd reac-
cionar 1 hora. Transcurrido ese tiempo se adicionaron a tem-
peratura ambiente 35 mL de ICH3 gota a gota, durante hora y
media. Después de dos horas, la disolucidn habia pasado de
ser de color gris-verdoso a amarillo transparente. Se dejo
reaccionar toda la noche. Se le adicionaron 800 mL de agua‘y
se extrajo con cloroformo cuatro veces. Se lavdé con agua la
fase organica hasta neutralidad, se secd sobre sulfato de so-
dio y se concentrd a sequedad. Se obtuvo un liquido viscoso
amarillo que se secd en la estufa de vacio durante tres dias.
El sbdlido amarillo que se obtuvo se purificd por precipita-
cidn en benceno con éter de petrdleo. Se recuperd como un
s6lido blanco floculento que pesd 1,79 g (73,96% en peso);
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120 _
{ouD -74(c =2 en C1,CH).

Su espectro de IR se registrd como pelicula capi-

lar de liquido puro.

Su espectro de RMN—1H y RMN-13

disolviendo la muestra en deuterocloroformo y utilizando el

C, se registraron

tetrametilsilano como referencia interna.

V.4.1. Hidr6lisis acida. Identificacidén de los monosacaridos

" parcialmente metilados

i 0,212 g de polisacarido metilado se hidrolizaron en
4,2 mL de HZSO4 del 72% con agitacién durante 4 horas. Luego
se afiadieron 105 mL de agua y se calentd a reflujo 4 horas.
El hidrolizado se neutralizd con carbonato de bario y se de-
sionizdé a través de la resina Amberlita IR—120(H+). Se elu-
yeron con agua los productos y se concentraron a un pequefio
volumen. Estos monosacaridos se transformaron en los acetatos
de alditoles de la forma habitual y se purificaron por filtra
cidn a través de silica gel utilizando como eluyente la mez-

cla hexano-&ter (1:5).

La identificacidén de los monosacaridos parcialmente
metilados se realizd por cromatografia gas-liquido en las con

diciones indicadas en las técnicas generales.

Las condiciones de la cromatografia gaseosa-espec-

trometria de masas combinadas fueron las siguientes:

Columna: S-30(20 m)
Temperatura Columna: 110°/8°-280°
Flujo Helio: 4 mL.

V.4.2. Reducciodon de 1a 'h‘e‘m'ié'e'l'u’l’os'a’ metllada ‘

En un matraz de fondo redondo de 50 mL, provisto de
refrigerante y tubo de silica gel, que contenia 100 mg de hi-
druro de litio y aluminio en 30 mL de tetrahidrofurano seco y



281

destilado, se redujeron 93 mg de hemicelulosa metilada calen-
tando la mezcla a reflujo durante 4 horas y bajo atmosfera

de nitrdgeno. Terminada la reaccidn se adiciond al matraz de
reaccidn, con enfriamiento externo, agua clorhidrica hasta
pH 4. E1 polisacarido metilado y reducido se recuperd por
~extraccidén con cloroformo. Se lavd la fase organica con

agua hasta neutralidad de las aguas de lavado, se secd so-
bre sulfato sddico y se concentrd a sequedad. Se obtuvieron
80 mg de un s6lido amarillento. Su espectro de IR se regis-
trd entre pastillas de cloruro sédico, disuelto en clorofor-

mo.

Su espectro RMN se registrd disolviendo la muestra
en deuterocloroformo y se utilizd el tetrametilsilano como

referencia interna.

V.4.2.1. Hidrdolisis acida. Identificacidn de los monosacari-

" dos parcialmente metilados.

27 mg de hemicelulosa metilada y reducida se disol-
vieron en 0,6 mL de HZSO4 del 72% con agitacidn a temperatura
ambiente durante 4 horas. Luego se adicionaron 15 mL de agua
y se calentd a reflujo otras 4 horas. Se neutralizd el hidro-
lizado con carbonato de bario y se filtré. E1l filtrado se pa-
s® por una columna que contenia resina Amberlita IR-120(H+)

y se eluyd con agua. Los productos eluidos se concentraron a
un pequefio volumen y se formaron los acetatos de los aldito-
les de estos monosacaridos, segiin se indica en las técnicas

generales.

Los acetatos de alditoles parcialmente metilados
se identificaron por cromatografia gas-liquido, comparando los
resultados con los obtenidos del polisacarido metilado sin

reducir, en las condiciones cromatogriaficas habituales.

Las condiciones cromatogriaficas de la cromatogra-

fia gaseosa-espectrometria de masas fueron las siguientes:

Columna: OV-1(12 m)
Temperatura Columna: 120°/8°-220°.
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40 mg de hemicelulosa se hidrolizaron parcialmente
con acido H,50, 0,25N a 100°C durante 90 minutos. E1 hidroli-
zado se neutralizd con carbonato de bario, se filtrd y se lle
vb a pH 8,5-9 con potasa 0,1M. La solucidon alcalina se pasd
a través de las columnas quercénténian las resinas Amberlita
IR—lZO(H+) e IRA-400(AcO”). Los aziicares neutros se e luyeron
con agua y los azlicares acidos se eluyeron de la columna anid

nica con acido acético al 10% y se concentraron a sequedad.

Estos componentes 4cidos (7 mg) se hidrolizaron con
acido H,50, del 72%,de la forma acostumbrada. El1 hidrolizado
se neutralizd con carbonato de bario, se filtrd y se desioni-
20 a través de Amberlita IR—lZO(H+). Los productos eluidos
se concentraron a un pequefio volumen y se redujeron con NaBH4,
4 horas a temperatura ambiente. E1l exceso de borohidruro se
destruydo con &dcido acético, se desionizd la solucidén con la
resina Amberlita IR—lZO(H+) y el acido bdérico se elimind por
codestilacidén con metanol. El residuo obtenido se disolvid en
HC1 1,2N y se evapord a sequedad obteniéndose la aldolactona.
A continuacidén se le afiadid® acido bdrico 0,4M (1,5 mL) y bo-
rohidruro sédico 0,3M (3 mL) gota a gota y enfriando con hie-
lo. Se dejd 30 minutos a 0°C, se ajusté a pH 9 y se dejé 12
horas a 5°C. Transcurrido ese tiempo, se afiadid un exceso de
la disolucidn de NaBH4 (2 mL) y se dejo reaccionar durante 4
horas. Finalmente se destruyd el exceso de borohidruro de la
forma habitual y se prepararon los cérrespondientes acetatos

tal como se detalla en las técnicas generales.
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VI. HEMICELULOSA A Y B

VI.1. Aislamiento de hemicelulosa A

Extraccidn con NaCH al 10%

En un matraz de 1 litro de fondo redondo de tres
bocas, que contenia 800 mL de una solucidn de NaOH al 10%
se hizo pasar nitrdgeno durante 5 horas a través de la so-
lucidén para desoxigenarla. Luego se introdujeron 34 g de
holocelulosa, secados en estufa de vacio, y se agitd la mez-
cla mecanicamente bajo atmdsfera de nitré6geno y a temperatu-

ra ambiente durante 20 horas.

La mezcla se filtrd a través de filtros de tela so-
bre un embudo Biichner. E1 filtrado, ligeramente amarillo y
transparente, se acidificd con &dcido acético del 50%. Apare-
cid6 un precipitado blanco floculento y se dejd reposar en la
nevera durante 3 horas. Luego se separd el precipitado por
centrifugacidon a 14.000 r.p.m. y a 5°C durante media hora.
Se lavd con agua y luego con etanol absoluto. Se sec6 en de-
secador y se obtuvo un sd6lido blanco de hemicelulosa A que
pesd 11,78 g.

VI.1.1. Hidrolis acida. Identificacidén de los monosacidridos

88 mg de hemicelulosa A se agitaron en 1,6 mL de
dcido sulfiirico del 72% durante 1 hora a 30°C. A continua-
cidn se afladieron 41 mL de agua y se calentdé la mezcla a
reflujo durante 4horas. Se dejd enfriar a temperatura ambien
te y se afiadieron 2 mg de inositol al hidrolizado antes de
neutralizarlo con carbonato de bario. Se separd el s6lido por
filtracidon y el filtrado se pasd por una columna que contenia
la resina Amberlita IR—]ZO(H+). Los productos se eluyeron con

agua y se concentraron a un pequefio volumen.

Con los monosacadridos, se formaron sus derivados ace
tatos de alditoles, de la forma habitual, para un andlisis cuan
titativo de los mismos por cromatografia gas-liquido. Las con-
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diciones cromatogrificas se indican en las técnicas generales.

VI.1.2.’Purifiéaéi6nfdévlé hemicelulosa A. Obtencién de las

" fracciones A-T Yy A-11

7,83 g de hemicelulosa A se disolvieron en 7,83 mL
de una solucidn de hidroxido potdsico al 5% con agitacidén mag-
nética. Después de 3 horas, se adicionaron lentamente y con
agitacidn magnética 38 mL de una solucidn de Fehling (voldme-
nes iguales de las soluciones A y B). Se formd un complejo
gelatinoso de color azil que se separd por centrifugacidn. Se
lavd primero el complejo con la solucidn de KOH al 5% y las
aguas de lavado se juntaron con el centrifugado anterior y

se dializaron contra agua destilada.

El complejo de cobre se lavd a continuacidn con
agua hasta su practicamente total disolucidén. A esta solucidn
se la adicionaron cuatro volimenes de etanol absoluto y apa-
recid un precipitado blanco floculento. Se tuvo varias horas
a 0°C y se centrifugd. El precipitado separado se tratd con
una solucidn de clorhidrico etandlico al 5% a 0° durante un
minuto, y se lavd con etanol hasta que did negativo el test
de los cloruros. Este sb6lido blanco se secd en desecador a
vacio. Se obtuvieron 3,48 g, de polisacdrido purificado que

se la 11amd fraccidon A-I.

La solucibén alcalina, una vez dializada, se concen
trd a un pequefio volumen y se le adicionaron 4 vol{imenes de
etanol. Aparecid un precipitado azGl que se dejd reposar unas
horas a 0°C antes de centrifugarlo. Una vez separado se tratd
con clorhidrico etandlico al 5% (V/V) durante 1 minuto y se
lavd ampliamente con etanol. Se obtuvo un s6lido blanco que,
después de secarse en un desecador a vacio, pesd 0,35 g y se
le 1lamd fraccidén A-II. En la figura VI,3 (Pag.148) se indi-

ca un esquema de este fraccionamiento.

El espectro de infrarrojo, tanto de la fraccidon A-1I
como de la A-II se registrd en pastilla de bromuro potdsico.
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VI.2. Estudio de la fraccidn A-1

VI.2.1. Hidro6lisis dcida.  Identificacién de los monosacdridos

37 mg del polisacarido se disolvieron en 0,4 mL de
H,50, del 72% con agitacidn a 30°C durante 1 hora. Transcu-
rrido ese tiempo se adicionaron 20 mL de agua destilada y se
calentd a reflujo durante 3 horas. Se dejd enfriar la mezcla
a temperatura ambiente y se afiadieron 2 mg de inositol antes
de neutralizar con carbonato de bario. La mezcla se filtrd
y el filtrado se desionizd a través de la resina Amberlita
IR—]ZO(H+). Los productoé se eluyeron con agua destilada y

se concentraron a un pequefio volGmen.

Con los monosacidridos se formaron los acetatos de
alditoles de la forma habitual y se identificaron cuantitati-
vamente por cromatografia gas-liquido en las condiciones que

se indican en las técnicas generales.

60 mg de polisacarido se disolvieron en 6 mL de
acido H,S0, 0,25N a 100°C durante 90 minutos. A continuacidn
se neutralizd la mezcla con carbonato de bario y se filtré.
El filtrado se 1llevd a pH 8,5-9 con una disolucién de KOH
0,1M y se pasd sucesivamente por columnas que contenian las
resinas Amberlita IR-120(H") e IRA-400(Ac0). Se eluyeron
ambas con agua y la anidnica con acido acético al 10%. Los
posible oligosaééridos se concentraron a un pequefio volumen .
De forma similar, 40 mg de polisacdrido se hidrolizaron en

4 mL de &cido H,S0, 0,025N a 100°C durante 90 minutos.

VI.2.2.1. Andlisis de los oligosaciridos

a) Cromatografia sobre papel

‘ Por cromatografia sobre papel Watman n°1 y 3, los
hidrolizados de ambas hidr6lisis parciales dieron cinco man-
chas por cuyos Rp se demostrd que eran oligosacadridos perte-
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necientes a una serie homdloga de la xilosa (Fig.VI.6 a VI.9),

Los desarrolladores fueron: sistema(A) acetato de
etilo-acido acético-acido férmico-agua (18:3:1:4) (24 horas);
sistema(B) n-butanol-etanol-agua (2:1:1) (46 horas) y siste-
ma(C) n-butanol-piridina-agua (6:4:3) (18 horas). Como reve-

lador se utilizd la difenilamina anilina.

b) Cromatografia liquida de alta resolucidn.

Los oligosacdridos se analizaron en disolucidn acuo
sa, por cromatografia liquida de alta resolucidn en una colum
na Lichrosorb—NH2 utilizando como eluyente la mezcla acetoni-

trilo-agua (75:25) con un flujo de 2 mL/min.

VI.2.3. Metilacidn de la fraccidn A-I

1 g de HNa (50% de dispersidn en aceite mineral)
se introdujo en un matraz redondo de dos bocas y se lavd con
hexano cinco veces, agitando, dejando reposar el sdlido y
eliminando el hexano por decantacidn. Los filtimos restos se
eliminaron con corriente de argdén. Inmediatamente se acopld
un embudo de presidn compensada a través del que se adiciona -
ron los reactivos, y se cerrd el sistema bajo atmdsfera de
argdédn. Con agitacién magnética y a 70°C, se adicionaron 23 mL -
de DMSO (destilado y secado sobre tamiz de 4 i) gota a gota.

Al cabo de 1 hora se afiadieron 148 -mg del polisaca
rido disuelto en 5 mL de DMSO. Después de 4 horas, se dejd
enfriar la mezcla de reaccidn a temperatura ambiente y se
adicionaron 4 mL de ICH, gota a gota con agitacidon. En estas
condiciones se dejoé reaccionar toda la noche.

Se afiadid agua a la mezcla de reaccibn y se recu-
perd el polisacarido metilado por extraccidn con cloroformo.
Los extractos organicos se lavaron con agua.y se secaron SO-
bre sulfato sddico. Se dejd secar en la estufa de vacio un
dia a 40°C, y se obtuvo un sdlido amarillo, 132 mg (89,19%

en peso), sin apenas impurezas, como se comprobd por su
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RMN. Se purificd el s6lido por precipitacidon en benceno con
éter de petr6leo y el s6lido blanco floculento de polisaca-
rido metilado pesd 129 mg (87,16% en peso) {ali’-39,446 (c=

26,87 en ClSCH)Q

Su espectro de IR se realizd en forma de pelicula
de 1liquido puro; se disolvidé en cloroformo, se extendid so-
bre un porta y una vez evaporado el cloroformo se obtuvo el
producto en forma de pelicula transparente. No presentd ban-
da de absorcidn de O-H (3600-3200 cm ).

Sus espectros de RMN-1H y RMN—13C se realizaron di-

solviendo la muestra en deuterocloroformo y se utilizd el te-

trametilsilano como referencia interna.

VI.2.3.1.'Hidr61iSiS'étida.“Identificacién de los monosacari-

23 mg de la hemicelulosa metilada se disolvieron en
0,5 mL de acido H,S0
afiadieron 13 mL de agua destilada y se calentd la mezcla a re-

g del 72% durante 1 hora a 30°C. Luego se

.flujo 4 horas. Al cabo de ese tiempo, el hidrolizado se neu-
tralizd con carbonato de bario y se filtr6é. E1 filtrado se
desionizd a través de la resina Amberlita IR-120(H+) y se

concentrd a un pequefio volumen.

Los monosacaridos se redujeron con borochidruro de
sodio y se acetilaron con anhidrido acético-piridina (1:1),
como se detalla en las técnicas generales, para transformar-
los en sus correspondientes acetatos de alditoles. Estos se
analizaron por cromatografia gas-liquido en las condiciones
cromatograficas habituales.

2
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VI.3. Estudio de la fraccidn A-II

VI.3.1. Hidrolisis &acida. Identificacién de 1los monosacaridos

16 mg del polisacadrido se disolvieron en 0,32 mL de
H,50, del 72% a 30°C. Al cabo de 1 hora se afiadieron 8 mL de
agua destilada y se calentd la mezcla a reflujo durante 4 ho-
ras. ,

Se dejo enfriar la mezcla a temperatura ambiente.
Se le adicionaron 2. mg de inositol y se neutralizd con carbo-
nato de bario. Se filtrd y el filtrado se pasd por resina
Amberlita IR—TZO(H+). Se eluyd con agua y se concentrd la so-

lucidén a un pequefio volumen.

Se transformaron los monosacaridos en sus corres-
pondientes acetatos de alditoles, de la forma acostumbrada,
para su anialisis cuantitativo. Se disolvieron en cloroformo
y se inyectaron en el cromatégrafo en las condiciones que

se indican en las técnicas generales.

VI.4.'Aisiamiento¢de'Ia hemicelulosa B

El centrifugado alcalino que quedd al precipitar
la hemicelulosa A (ver partado VI.1.2) se dializd contra
agua destilada durante 24 horas.

La solucidn resultante se concentrd a un pequefio
volumen y se le adicionaron 4 volimenes de etanol de 95%. De
esta forma precipitd la hemicelulosa B. Este precipitado se
dejd reposar a 0°C. Al cabo de una hora se centrifugé a 14000
r.p.m. y a 5°C. E1 sdlido ligeramente coloreado (verdoso) se
lavdé con etanol y se secd en desecador a vacio sobre pentdxi-
do de foésforo. Se obtuvieron 4,27 g de hemicelulosa B. Su es-
pectro de IR se registrd en pastillas de bromuro potasico.
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VI.4.1. Hidr6lisis. dcida. Tdentificacidn de 1los monosacidridos

9,5 mg de hemicelulosa A se agitaron en 0,32 mL de aci
do sulfiirico del 72% durante 1 hora a 30°C. A continuacidn se
afiadieron 8 mL de agua y se calentd la mezcla a reflujo duran
te 4 horas. Se dejd enfriar a temperatura ambiente y se afia-
dieron 2 mg de inositol al hidrolizado antes de neutralizarlo
con carbonato de bario. Se separd el s6lido por filtracidn y
el filtrado se pas0® por una columna que contenia la resina
Amberlita IR-1ZO(H+). Los productos se eluyeron con agua y
se concentraron a un pequefio volumen. Con los monosacaridos,
se formaron sus derivados acetatos de alditoles (10 mg) y
se determinaron cuantitativamente por cromatografia gas-1i-
quido de sus derivados en condiciones cromatograficas habi-

tuales.

VI.4.2, Purificacién de la hemicelulosa B. Obtengi§n de 1las

" fracciones B-T y B-II

2,72 g de hemicelulosa B se disolvieron, de forma
instantinea, en 272 mL de una solucidén de KOH al 5%. A esta
solucidn se adicionaron 40 mL de una solucién de Fehling (A
+ B, volGmenes iguales) y precipitd un complejo de cobre in-
soluble de color azGl intenso que se separd por centrifuga-
cidn. Este sdlido se lavd primero con disolucidn de KOH al 5%
y estas aguas de lavado se unieron al centrifugado alcalino
anterior y se dializaron con agua destilada durante 24 horas.

E1l complejo de cobre se lavd, a continuacidn, con
agua hasta su completa disolucidén. Por adicién de 4 volGmenes
de etanol aparecid un precipitado que, tras dejarlo reposar
a 0°C durante 1 hora, se separd por centrifugacién. Este com-
plejo se tuvo en maceracidn a 0°C con una solucidn de clorhi-
drico etandlico al 5% durante un minuto y se centrifugd. El
s6lido se lavd con etanol extensamente y se secd en un dese-

cador a vacio. Se obtuvieron 0,897 g de la fraccidén B-I.
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La solucidén alcalina dializada se concentrd a un
pequefio volumen, se adicionaron 4 volimenes de etanol y el
precipitado que se formdé se dejd reposar a 0°C durante va-
rias horas. Se separd el sbélido por centrifugacién. Se des-
truyd el complejo por adicidon de clorhidrico metandlico al
5% a 0°C y se lavdé extensamente con etanol. Se secd en un
desecador a vacio y se obtuvieron 1,25 g de un sd6lido lige-
ramente coloreado (verde) que se 1lamd fraccidn B-II. En
la Fig. VI.25 (pag.188) se muestra un esquema de este frac-

cionamiento.

El espectro de IR tanto de la fraccidén B-I como

de la B-II, se realizd en pastilla de bromuro potéasico.

VI.5. Estudio de la fraccion B-I

VI.5.1. Hidrélisis dcida. Identificacidn de los monosacari-

" dos.

9,7 mg del polisacarido (B-I) se disolvieron en
0,3 mL de &cido sulfGrico del 72% a 30°C. Al cabo de 1 hora
se afiadieron 7,6 mL de agua destilada y se calentd a reflu-

jo durante 4 horas.

Se dejd enfriar la mezcla de reaccidn, se afiadie-
ron 2 mg de inositol (1 mL de una disolucidn al 02%) y se
neutralizd con carbonato de bario. Se filtrd sobre papel
Watman n°1 y el filtrado se desionizbé a través de la resi-
na Amberlita IR-120(H+). Se eluyd con agua y la solucidn se

concentré a un pequefio volumen.

Los monosacaridos, en disolucidn acuosa, se trans-
formaron en los correspondientes acetatos de alditoles, se-
gin se indica en las téciicas generales. Se analizaron por
cromatografia gas-liquido por el método del patrdn interno

en las condiciones habituales.
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VI.5.1.1 Determinacidn: cuantitativa de dcidos urbnicos

19 mg del polisacérido se disolvieron en 0,4 mL
de acido HZSO4 al 72% a 30°Cyailcabo de 1 hora se afiadie-
ron 12 mL de agua y se calentd a 100°C durante 3 horas.

E1l hidrolizado, tras enfriamiento a temperatura
ambiente, se neutraliz6é con carbonato de bario, se filtrd
y el filtrado se 1llevd a pH 8,5-9 con una disolucidn de
KOH O,1M. A continuacidn se pasdé sucesivamente por columnas
que contenian las resinas Amberlita IR-120(H+) e IRA-400

(AcO ).

Se eluyeron ambas con agua y laanidnica con &aci-
do acético al 10%. La solucidn dcida se concentrd y se afo-
r6 a 10 mL. De esta disolucidn se tomaron 1,2 y 5 mL por
separado y cada fraccidén se aford a 10 mL. Finalmente se
tomd 1 mL de cada una de estas tres disoluciones, que
se les1lamdé D-I,  D-Z y D-3 respectivamente, para hacer
la determinacidon colorimétrica. Se obtuvo un 6,78% de aci-

do urdnico expresado en concentracidén de dcido glucurdnico.

VI.5.2. Hidrdlisis parcial

60 mg de polisacarido se disolvieron en 6 mL de
dcido HZSO4 0,25N a 100°C durante 90 minutos. Se dejd enfriar
el hidrolizado a temperatura ambiente, y se neutralizd con
carbonato de bario. Se filtrd y el filtrado se 1llevd a pH
8,5-9 por adicidén de disolucidn KOH O, 1M. Se pasd el filtra-
do sucesivamente por las resinas Amberlita IR—120(H+) e
IRA-400(AcO ). Se eluyeron ambas con agua y la anidénica ade-
mads con acido acético al 10%. Los posibles oligosacdridos

eluidos se concentraron a un pequefio volumen.

De forma similar y en las mismas condiciones, 41,5
mg del polisacirido se hidrolizaron en 4 mL de &acido HZSO4
0,025N a 100°C durante 90 minutos y los oligosacaridos obte-

nidos se concentraron también a un pequefio volumen.
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VI.5.2.1. Analisis de "los oligosacaridos

a) Cromatografia sobre papel

Los hidrolizados, de ambas hidrdlisis parciales,
dieron por cromatogfafia sobre papel Watman n°1 y 3, cin-
co manchas cada uno, por cuyos Rp se demostrd que eran oli-
gosaciridos pertenecientes a la serie homdloga de la xilosa
(Fig.VI.30 a VI.33). ’

Los desarrolladores fueron: sistema (A) acetato de
etilo-4dcido acético-acido formico-agua (18:3:1:4) (24 horas);
sistema (B) n-butanol-etanol-agua (2:1:1) (46 horas) y siste-
ma (C) n-butanol-piridina-agua (6:4:3) (18 horas). Como re-

velador se utilizdé la difenilamina anilina.
b) Cromatografia liquida de alta resolucidn

Los oligosacdridos, en disolucidn acuosa, se anali-
zaron por cromatografia liquida de alta resolucidn en la co-
lumna Lichrosorb—NH2 utilizando como eluyente la mezcla ace-

tonitrilo~agua (75:25) con un flujo de 2 mL/min.

VI.5.3. Metilacidén de la fraccidén B-I1

403 mg de HNa (una dispersién al 50% en aceite mi-
neral) se introdujeron en un matraz redondo de 2 bocas y se
lavaron con hexano. Se agitd, se dejd reposar y se decantd
el hexano. Asi cinco veces, y los Gltimos restos se elimina-
ron con corriente de argdén. Se acopld un embudo de presidn
compensada, a través del que se adicionaron los reactivos
y se pasd corriente de argdn. Con agitacidn magnética y a
70°C, se adicionaron 9 mL de DMSO gota a gota y bajo atmds-
fera de argon . Al cabo de 1 hora  se afiadieron 50 mg
del polisacirido disuelto en DMSO. Después de 3 horas se
adicionaron, previo enfriamiento a temperatura ambiente de
la mezcla de reaccidn, 1,3 mL de ICH3 gota a gota y se dejd

reaccionar 4 horas mas.
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El polisacdrido metilado se recuperd por extrac-
cidén con cloroformo. Las fases orgénicas se juntaron, se
lavaron con agua y se secaron sobre sulfato de sodio. Se
elimind el disolvente en rotavapor a vacio y el producto
se dejo secar en la estufa de vacio a 40°C durante 3 dias.
Se obtuvo un sdlido amarillo, 25 mg (50% en peso) cuyo in-
frarrojo no mostré banda de absorcién O-H (3600—3200cm—1).

Su espectro de IR se registrd en forma de peli-

cula de liquido puro disolviendo el producto en HCC13.

Su espectro de RMN se registro disolviendo el
producto en deuterocloroformo y se utilizd el tetrametilsi-

lano como referencia interna.

VI.5.3.1. Hidr6lisis acida. Identificacién de los monosaca-

ridos parcialmente metilados.

25 mg de polisacidrido metilado se disolvieron en
0,5 mL de &cido sulfGrico del 72% a 30°C. Al cabo de 1 hora
se afiadieron 13 mL de agua y se calentd la solucidén a 100°C
durante 4 horas. El hidrolizado se neutralizd con carbonato
de bario, se filtrd y el filtrado se desionizd por resina
Amberlita IR-120(H+) y se concentrd a un pequefio volumen.

Los monosacaridos obteriidos se transformaron en
los correspondientes acetatos de alditoles parcialmente me-
tilados, de la forma habitual. Se analizaron por cromatogra-
fia gas-1liquido. Se disolvieron en cloroformo y se inyecta-
ron en el cromatdgrafo, en las condiciones dadas en las téc-

nicas generales.
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Los oligosacaridos acidos (9 mg) procedentes de 1la
hidrb6lisis parcial de la fraccidn B-II con acido H,50, 0,25N
(ver apartado VI.5.2.), se hidrolizaron con acido H,S0, del 72%
(0,2 mL) de la forma habitual. Después se neutralizd la solu-
cidn con carbonato de bario, se filtrd y el filtrado se desio-
nizd a través de la resina Amberlita IR—120(H+). Estos monosa-
caridos eluidos se redujeron con borohidruro de sodio a tempe«b
ratura ambiente durante cuatro horas. E1 exceso de borohidru-
ro.se destruye con acido acético y la solucidn se pasa a tra-
vés de la resina Amberlita IR-lZO(H+); el acido borico se eli-
mina por codestilacidén con metanol. E1 residuo se disuelve en
HC1 1,2 N y se evapora a sequedad obteniéndose la aldolactona.
A continuacidn se afiadid acido bérico 0,4 M (1,5 mL) y boro-
hidruro de sodio 0,4 M (3 mL) gota a gota y enfriando con hie
lo. Se dejd 30 minutos a 0°C, se ajustd el pH a 9 y se dejd
a 5°C durante 12 horas. Pasado este tiempo, se afiadié un ex-
ceso de disolucidon de borohidruro sdédico (2 mL) y se dejd 3
horas a temperatura ambiente. Finalmente, se destruyd el ex-
ceso de borohidruro de la forma habitual y se prepararon 1los
acetatos correspondientes con anhidrido acético/piridina(l:1)

tal como se detalla en las técnicas generales.
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P R T T P I ST -

VI.6.1.“Hidr61isiS'écida}'ldentlflcac1On

7 mg'de polisacarido se disolvieron en 0,2 mL de
H,50, del 72% a 30°C. Al cabo de 1 hora se afiadieron al ma-
traz de reaccidén 5 mL de agua>y se calenté la mezcla a 100°C

durante 4 horas.

Se dejd enfriar un poco la mezcla y se afiadieron
2 mg de inositQl (1 mL de una solucidén al0,2%). Se neutrali-
z6 con carbonato de bario; se filtrd, se pasd por resina Am-

berlita IR—120(H+) y se concentrd a un pequefio volumen.

Los monosacadridos, en disolucidon acuosa, se reduje-
ron con borohidruro de sodio y se acetilaron con anhidrido
acético-piridina (1:1) para formar sus correspondientes ace-
tatos de los alditoles. Estos derivados voldtiles se analiza-
ron por cromatografia gas-liquido en las condiciones cromato-

graficas indicadas en las técnicas generales.

VI.6.2. Hidrdlisis &cida parcial

a) Con SO,H, 0,005M

4

100 mg se disolvieron en 10 mL de &dcido sulfirico
0,005M a reflujo 1 hora. Al cabo de ese tiempo se dejo en-
friar la solucidn y se centrifugd. El s6lido se lavd varias
veces con agua y finalmente con etanol. Seco pesd 10 mg. Al
filtrado se adiciond etanol y aparecid un precipitado flocu-
lento que se separd por centrifugacidén. En el filtrado queda-
ron los monosacaridos libres que se transformaron en aceta-
tos de alditoles para su identificacidn por cromatografia gas-
liquido en las condiciones cromatograficas habituales.

S0

b) Con H,

4 0,025N

125,4 mg del polisacirido disolvieron en 12,5 mL de
HZSO4 0,025N a 100°C durante 60 minutos. El hidrolizado se
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neutralizd con carbonato de bario y se filtré. E1 filtrado
se 1llevd a pH 8,5-9 con KOH 0,1M y se pasdé sucesivamente por
las resinas Amberlita IR—]ZO(H+) e IRA-400(AcO’). Se eluye-
ron ambas con agua y la anidnica adem@s con dcido acético

al 10%. Los posibles oligosacaridos eluidos se concentraron

a un pequefio volumen.

VI.6.2.1. Andlisis de los oligosacaridos por cromatografia

- sobre papel

La cromatografia se representd sobre papel Wtaman
n°1 y 3. En papel Watman n°1 y utilizando los desarrollado-
res A y C, se observd s6lo una mancha, en cada caso, corres
pondiente a la xilosa o arabinosa. Desarrolador(A) acetato
de etilo-acido acético-acido fdrmico-agua (18:3:1:4)(19 ho-
ras)(RG=1,37); desarrollador (B) n-butanol-etanol-agua
(2:1:1) (46 horas) (RG=1,13).

Sobre papel Watman n°3. y utilizando como desarro
llador el sistema (C) butanol-piridina-agua (6:4:3)(19 horas)se
observaron seis manchas cuyos RG son: 1,28 (xilosa); 1,14
(arabinosa); 0,86(galactosa); 0,15; 0,082 y 0,038 (de po-
sibles oligosacidridos). Como revelador se utilizd la dife-

nilamina anilina (Bailey, 1960).

VI.6.3. Metilacidn de 1la fraccidn B-II

177,6 mg de HNa se introdujeron en un matraz de
fondo redondo de dos bocas, se lavaron con hexano seco va-
rias veces y se eliminaron por decantacidén los lavados. Se
cierra el sistema y se pasa atmdsfera de argdn. Con agita-
ci6n magnética y a 70°C se adicionaron 3,7 mL de DMSO gota

a gota, a través de un septum.

A continuacidén se adicionaron 22 mg de polisaca-
rido disuelto en DMSO y se dejd reaccionar 4 horas. Pasado
ese .tiempo, se dejo alcanzar la temperatura ambiente y se
adicionaron con una jeringa 0,6 mL de ICH; gota a gotay
se dejd la reaccidn toda la noche.
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Posteriormente se afiadieron 100 mL de agua a la
mezcla de la reaccidn y se extrajo con cloroformo. La fase
organica se lavd con agua, se secd sobre sulfato sédico an-
hidro y se concentrd a sequedad. Se secd en estufa de vacio
dando 16 mg (72,7% en peso) de producto metilado {u}%o+ 9,61
(c=8,32 en ClSCH).

Su espectro de IR se registro en forma de pelicula
de liquido puro y no presentd banda de absorcidn O-H (3600-
3200 cm” ).

1 13

H y RMN-

viendo el producto en deuterocloroformo y utilizando el te-

Su espectro de RMN- C se registrd disol-

trametilsilano como referencia interna.

VI.6.3.1. Hidrdlisis adcida. Identificacidn de los monosacari-

~dos parcialmente metilados

14 mg de producto metilado se disolvieron en 0,28 mL
de HZSO4 del 72% a 30°C. Al cabo de 1 hora se afiadieron 7,1 mL
de agua y se calentdé a 100°C durante 4 horas.

El hidrolizado se neutralizd con carbonato de bario,
se filtrd el BaS0, y el filtrado se desionizd a través de la
resina Amberlita IR—120(H+) y se concentrd a un pequefio volu-

men.

Se formaron los acetatos de alditoles de los monosa-
caridos de la forma habitual y se analizaron por cromatogra-
fia gas-1liquido. Se disolvieron en cloroformo y se inyectaron
en el cromatdgrafo junto con el patrdn. Las condiciones cro-

matogridficas se indican en las técnicas generales.
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1. Se eliminaron los taninos, ceras, colorantes, polifenoles
y sustancias andlogas que acompajfian a los polisacaridos
del Quercus Suber por extraccidon sdlido-liquido hasta ago-

tamiento con disolventes orginicos.

2. La despolimerizacidén del corcho se realizd por transeste-
rificacidn con metdéxido sédico en metanol. De esta forma
se elimind la suberina y quedd un residuo no despolimeri-

zable formado por lignina y holocelulosa.

3. Se aisl® la holocelulosa (17,64% en peso) por deslignifi-
cacidén del corcho con clorito de sodio y anhidrido acéti-

co glacial.

4. La holocelulosa se caracterizd por espectroscopia IR y el
estudio de la estructura de los polisacaridos se realizd
por hidrdlisis total y por la metilacidn de los mismos.
Se establecid por cromatografia gaseosa de los monosaca-
ridos, que la holocelulosa esta constituida por: glucosa
(68,45%), xilosa (20,67%), manosa (3,52%), arabinosa (5,52%),

galactosa (1,83%) y ramnosa (trazas).

Por andlisis de metilacidn se establecid que los poli-
sacaridos principales estan constituidos por una cadena 1i-
neal de unidades de D-glucopiranosa con uniones (1—4) y
otra cadena lineal de unidades de D-xilopiranosa también

con uniones (1--»4). Por hidrdlisis enzimatica, espectros-

N
)
%

copia de RMN y por el poder rotatorio de la holocelulosa %
ITRN)

metilada se establecid que el tipo de unidn glicosidica en

los polisacéaridos era B.

5. Se obtuvo la celulosa (60% promedio en peso) como residuo
insoluble al extraer la holocelulosa con sosa al 4%; con
sosa al 10% y con dimetilsulfdxido.

6. E1 estudio de la estructura de la celulosa se realizd por
hidrdlisis total, acetolisis y metilacidn del polisacarido.

Se aisld y cristaliz6 el octaacetato de a-celobiosa,
‘cuyo p.f. y poder rotatorio se corresponden con los dados

en la bibliografia.

vALENCIA
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Se establecid que el polisacirido estad constituildo
por una cadena lineal de unidades de D-glucopiranosa uni

das por enlaces B(1-»4)

Se obtuvo la fraccidén llamada hemicelulosa (19% en peso)
por extraccidén de la holocelulosa bien con NaOHl al 4%
bien con dimetilsulfdxido, y precipitacidn de la misma
por acidificacidon del extracto con acido acético y adi-
cidén de etanol. La hemicelulosa se purificd mediante 1la

formacidén de complejos de cobre (II).

Se realizd el estudio de la estructura de la hemicelulo-
sa por hidrélisis total, parcial y por metilacidén de 1la

misma.

Por hidrdlisis total se obtuvo la xilosa como azQ-

car predominante.

Una parte de la hemicelulosa metilada se redujo, con
hidruro de litio y aluminio, antes de proceder a la hidro-
lisis y formacidn de los acetatos de alditoles. Los aceta
tos de alditoles parcialmente metilados procedentes de 1la
xilana metilada y de la xilana metilada y reducida se iden
tificaron y compararon por cromatografia gaseosa y por cro
matografia gaseosa-espectrometria de masas combinada.

Se establecid que la hemicelulosa es una xilana cons-
tituida por una cadena lineal de unidades' de D-xilopirano-
sa con enlaces B(1—4) y restos de acido 4-O-metil-D-glu-
curdnico unidos a la cadena por enlaces o (1—2). Por su

poder rotatorio y por los datos de espectroscopia de RMN-1H
y RMN—13C de la hemicelulosa metilada se establace que las

uniones glicosidicas son del tipo B en la cadena lineal.

Se obtuvo la hemicelulosa A (25,11% en peso) por extrac-
cién de la holocelulosa con NaOH al 10% y precipitacién de
la misma por acidificacidén con 4cido acético del extracto.
La hemicelulosa B (12,6% en peso) se obtuvo de las aguas
madres por precipitacién con etanol previa didlisis y con-

centracidn.
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Ambas hemicelulosas, Ay B, se purificaron y fraccionaron
mediante la formacidén de complejos de cobre insolubles.

Se aislaron cuatro fracciones, A-I (48,54%), A-II (1,61%),
B-1 (47,64%) vy B-II.(9,86%), que se caracterizaron por su
composicidn en azlicares. Este fraccionamiento ha conduci-
do a dos xilanas (fraccidén A-I y fraccidén B-I) y a una po-

sible araboglucoxilana (fraccidn B-II).

El estudio de la estructura de la fraccidon A-I se realizd
por hidr6lisis total, parcial y por metilacidén del polisa-

carido.

Por hidrd6lisis total se obtuvo la xilosa como aziicar
predominante. Por hidr6lisis parcial se obtuvo la xilosa
y la serie homéldga de la xilobiosa que se identificaron
por cromatografia de papel y por cromatografia liquida de

alta resoluciodn.

De la fraccidén A-I metilada, caracterizada por sus
datos espectroscdpicos, IR, RMN-1H; RMN-13C Yy por su po-
der rotatorio se obtuvieron los acetatos de alditoles par.
cialmente metilados que se identificaron por cromatografia-
gaseosa y por cromatografia gaseosa-espectrometria de ma-

sas combinada .

Se establecid que la fraccidn A-I es una xilana cons
tituida por una cadena lineal de unidades de D-xilopirano-
sa con enlaces B(1—>4).

La fraccidn A-II didé la siguiente composicidn en azlicares:
arabinosa (45,39%), xilosa (25,46%), glucosa (22,61) y ga-
lactosa (6,5%).

El estudio de la estructura de la fraccidén B-I se realizd

mediante hidrélisis parcial, total y por metilacidn del

polisacarido.

De la hidrélisis total se obtuvo la xilosa como el

‘componente mayoritario. De la hidrdlisis parcial se obtu-

vo la xilosa y la serie homdloga de la xilobiosa que se

identificaron pdr cromatografia de papel.
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Del polisacarido metilado, caracterizado por espec-
troscopia de IR y'RMN—]H, se obtuvieron los acetatos de
alditoles parcialmente metilados que se identificaron por
cromatografia gaseosa y por cromatografia gaseosa-espec-

trometria de masas combinadas.

Como resultado de estos andlisis, se establecid que
la fraccidn B-I es una xilana constituida por una cadena
lineal de unidades de D-xilopiranosa con enlaces B(1—»4)
y restos de acido 4-0-metil-D-glucurdnico unido a la ca-

dena lineal por enlaces a(1-2).

El estudio de 1la estructura del polisacarido denominado
fraccién B-II se realizdé por hidrdlisis total, parcial y

por metilacidén del mismo.

La hidrdlisis total did la siguiente composicidén mo-
nomérica: xilosa (34,17%), glucosa (27,01%), arabinosa
(23,69%), galactosa (13,36%) y ramnosa (1,75%).

Del polisacarido metilado, caracterizado por espec-
troscopia de IR, RMN—1H y RMN-13C,
tatos de alditoles parcialmente metilados y se identifi-

caron por cromatografia gaseosa y por cromatografia ga-

se obtuvieron los ace-

seosa-espectrometria de masas combinada.

Se propone para la fraccion B-II una estructura for-
mada por una cadena principal de unidades de D-xilopira-
nosa y de D-glucopiranosa con enlaces (1-—s4) alternadas.
A las unidades de D-glucopiranosa se unen restos de galac
tosa, xilosa y arabinosa en forma de galactopiranosa xi-

lopiranosa y arabinofuranosa mediantes enlaces (1—6).

Se realizdé la comprobacidon de la estructura de una xila-
na patrdon mediante la metilacidn de la misma para un pos-
terior analisis comparativo con las xilanas obtenidas en.
el corcho. Se formaron los acetatos de alditoles de la xi-
lana metilada y se analizaron por cromatografia gaseosa.

.La xilana metilada se caracterizd por sus datos espectros-

1

cépicos, IR, RMN- 'H, RMN- '3

C y por su poder rotatorio.



303

Se comprueba que la xilana estid constituida por una
cadena lineal de unidades de D-xilopiranosa con enlaces
B(1—4) y restos de acido 4-0-metil-D-glucurdnico unidos
a la cadena por enlaces d(1——»2),
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