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INTRODUCCION



I • 1 • E s t r u c t u r a  y -propiedades f í s i c a s  d e l  corcho

El  c o rc h o ,  como se  s a b e ,  c o n s t i t u y e  l a  c o r t e z a  
de l  a l c o r n o q u e  "Quercus  S ú b e r ” , y es  ge n u in o  de l o s  p a i s e s  
d e l  m e d i t e r r á n e o .  El  a l c o r n o q u e  p e r t e n e c e  a l a  f a m i l i a  d e l  
r o b l e  y é s t o s  son á r b o l e s  de h o j a  pe r enne  que a l c a n z a n  g ran  
des  p r o p o r c i o n e s ,  de 12 a 18 m. de a l t u r a  y de 1 a 1 ,3  m. 
de d i á m e t r o .  E l  a l c o r n o q u e  t i e n e  dos capas  p r o t e c t o r a s ,  l a  
c o r t e z a  e x t e r i o r  que es  e l  co r c h o ,  y una  c o r t e z a  mas i n t e r  
n a .  El  cambium se  p roduce  en l a  c o r t e z a  mas i n t e r n a ,  y p o r  
t a n t o ,  e l  co rcho  se  puede q u i t a r  s i n  d a ñ a r  a l  á r b o l .  Cuan
do e l  a l c o r n o q u e  t i e n e  de 15 a 20 años o s u  c o r t e z a  t i e n e  
un e s p e s o r  de 12 a 15 mm se  r ecoge  e l  co r ch o  d e l  á r b o l .  E s 
t a  p r i m e r a  c o r t e z a  r e c i b e  e l  nombre de co rcho  macho y t i e 
ne poco i n t e r é s  c o m e r c i a l .  E l  co rcho  c r e c e  o t r a  vez ,  p e r o  
mas r á p i d a m e n t e  que en e l  co r ch o  o r i g i n a l  y e s t o s  p r o c e s o s  
se  r e p i t e n  a i n t e r v a l o s  de ocho a d i e z  años .  E s t a s  nuevas  
capas  de co rcho  se  denominan co rcho  hembra  y su  c a l i d a d  
m e j o r a  en cada  co se c ha .  El  c u l t i v o  d e l  co r cho  t i e n e  l u g a r  
en l o s  p a i s e s  d e l  m e d i t e r r á n e o .  P o r t u g a l ,  España ,  F r a n c i a  
e I t a l i a  en Eu ropa  y A r g e l i a ,  Marruecos  y Túnez en A f r i c a  
son l o s  p a i s e s  p r o d u c t o r e s  de c o r c h o .

E l  co rcho  es  un pa r é nqu im a  muy homogéneo,  f o rma
do c a s i  e x c l u s i v a m e n t e  po r  membranas c e l u l a r e s  s i n  mea to .  
Las c é l u l a s  d e l  co rcho  en c o r t e s  l o n g i t u d i n a l e s  a pa r ece n  
a l  m i c r o s c o p i o  como hexágonos  s i e n d o  e l  e s p e s o r  de sus  p a 
r e d e s  de 1,5 a 2 m i e r a s ,  como se  o b s e r v a  en l a  F i g . 1 . 1 .  El 
c o r c ho  c o n t i e n e ,  e n c e r r a d o  en sus  c é l u l a s ,  un 901 de a i r e ,  
l o  que es  l a  c au sa  p r i n c i p a l  de su  b a j a  d e n s i d a d  de 0 , 1  

a 0 ,2  ( K i r k ,  1965) .  En un c e n t í m e t r o  c úb i c o  hay de 30 a 
40 m i l l o n e s  de c é l u l a s  l l e n a s  de a i r e  que e s t á n  u n i d a s  p o r  
una  s u s t a n c i a  n a t u r a l  r e s i n o s a ,  que son l a s  l í n e a s  o s c u r a s  
que s e  ven en l a  F i g . 1 . 1 .

Robe r t  Hooke,  en 1665,  d io  una  d e s c r i p c i ó n  d e l  
c o r c h o ,  que obse r vó  b a j o  e l  m i c r o s c o p i o ,  e i n t r o d u j o  e l
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t é rm in o  de c é l u l a .  Lewis mos t ró  que l a s  c é l u l a s  de l  corcho  
normalmente  t i e n e n  14 c a r a s  ,ocho de e l l a s  son h e x a g o n a l e s  
y s e i s  c u a d r i l á t e r a s  (Lewi s ,  1 92 8) .  E s t a  f o rmac ión  da a l a s  
c é l u l a s  e l  mayor volumen p o s i b l e  con l a  mínima c a n t i d a d  de 
s u p e r f i c i e ,  y p e r m i t e  a l a s  c é l u l a s  e s t a r  j u n ' t a s  de forma

Fig .  1 . 1 .  C é l u l a s  d e l  cor cho

compact a .  Cuando l a s  c é l u l a s  d e l  co r cho  se  a i s l a n  po r  l a  
a c c i ó n  q u í mi ca  adecuada  y se obse rvan  a l  m i c r o s c o p i o ,  a p a 
r e c e n  como cue rp os  de c u a t r o  ó s e i s  c a r a s ,  depend i endo  de 
l a  c a r a  de l a  c é l u l a  que p r edomine .

E s t a  e s t r u c t u r a  es de e x t r a o r d i n a r i a  i m p o r t a n c i a  
p a r a  e x p l i c a r  de forma s a t i s f a c t o r i a  l a  mayor ía  de l a s  p ro  
p i e d a d e s  t í p i c a s  d e l  co r cho .  Las c é l u l a s  de l  cor cho  compo
nen mas de c u a t r o  q u i n t o s  de l  volumen de l  cor cho .  Tanto  l a
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n a t u r a l e z a  q u ím ic a  de l a s  p a r e d e s  de l a s  c é l u l a s ,  que c o n 
t i e n e n  s u b e r i n a ,  como e l ' h e c h o  de que e s t é n  r e l l e n a s  de 
a i r e  hace  que e l  co r c ho  s e a  impermeable  a l  agu a ,  e l á s t i c o  
e i m p u t r e s c i b l e .  El  co r ch o  es t ambién  r e s i s t e n t e  a l  a c e i 
t e ,  a c a u s a  de su  no c a p i l a r i d a d ,  r e s u l t a d o  de su  e s t r u c 
t u r a  u n i c e l u l a r . . La p e n e t r a c i ó n  d e l  co r ch o  p o r  l q u i d o s ,  
en g e n e r a l ,  es  ex t r emadamen te  d i f i c i l  ( R i b a s ,  1952) .

La g ran  e f i c a c i a  d e l  cor cho  como a i s l a n t e  t é r m i 
co ó a c ú s t i c o  y como a m o r t i g u a d o r  de v i b r a c i o n e s  es d e b i 
da a l  hecho  de que en una capa  de un c e n t í m e t r o  de e s p e s o r  
hay de 300 a 350 f i l a s  de c é l u l a s  que s e  compor tan  como 
c o mp ar t im en to s  e s t a n c o s .  La n a t u r a l e z a  q u í m i c a  de l a s  p a 
r e d e s  de d i c h a s  c é l u l a s  c o n t r i b u y e  a e l l o ,  i g u a l m e n t e ,  ya  
que son e l á s t i c a s ,  r e s i s t e n t e s ,  de pequeño pa so  e s p e c í f i c o  
i m p u t r e s c i b l e s  y no h i g r o s c ó p i c a s  e t c . . .

1 . 2 .  Componentes d e l  co r ch o

E l  c o r c h o  se  compone de l o s  g rupos  de s u s t a n c i a s  
s i g u i e n t e s :  1o . S u s t a n c i a s  que se  pueden  e x t r a e r  p o r  l a  
a c c i ó n  de d i s o l v e n t e s  y s i n  que e l  co r ch o  s u f r a  a l t e r a c i ó n  
n i n g u n a .  P e r t e n e c e n  a e s t e  grupo a) l o s  t a n i n o s  y s u s t a n 
c i a s  a n á l o g a s ,  h i d r o s o l u b l e s , que s e  e x t r a e n  en agua;  b) 
l o s  c e r o i d e s ,  e n t r e  l o s  que se  h a l l a n  l a  c e r i n a  y l a  f r i e -  
d e l i n a ,  compues tos  p o l i c í c l i c o s  que p e r t e n e c e n  a l  grupo de 
l o s  t e r p e n o s , que s e  e x t r a e n  con d i s o l v e n t e s  o r g á n i c o s ,  
a l c o h o l - b e n c e n o .  2 o. S u s t a n c i a s  p o l i m é r i c a s  de a l t o  pe so  
m o l e c u l a r .  Den t ro  de e s t e  grupo  e s t á n :  a) l a  s u b e r i n a ,  a l 
t o  p o l ím e ro  formado p o r  e p o x i -  e h i d r o x i á c i d o s , e s t e r i f i -  
cados  e n t r e  s í .  Es t e  es  e l  componente qu ímico  t í p i c o  d e l  
c o r c h o ,  que forma p a r t e  de l a s  p a r e de s  de l a s  c é l u l a s  y a 
l a s  que e l  co r cho  debe sus  a p l i c a c i o n e s  t é c n i c a s ;  b) l a  
l i g n i n a ,  p o l í m e r o  que t o d a v í a  no se  ha  e s t u d i a d o  en su  t o 
t a l i d a d .  La l i g n i n a ,  j u n t o  con l a  c e l u l o s a  y compues tos
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a n á l o g o s ,  queda como r e s i d u o  t r a s  l a  d e s p o l i m e r i z a c i ó n  d e l  
c o r c ho  y s e  e l i m i n a  a q u e l l a  p o r  medio de una o x i d a c i ó n  con 
d i ó x i d o  de c l o r o ;  c) e l  r e s i d u o  d e j a d o  p o r  l o s  t r a t a m i e n 
t o s  a n t e r i o r e s  y que ,  t a l  como se  o b se r v ó  p o r  s u  e s t u d i o ,  
c o n s t a  de una  mezc l a  de p o l i s  a c á r i d o s , que denominamos 
Mh o l o c e l u l o s a M, s i e n d o  l a  c e l u l o s a  e l  componente  m a y o r i t a -  
r i o .

De t odos  e s t o s  componentes  e l  mas ampl iamente  
e s t u d i a d o  ha  s i d o  l a  s u b e r i n a .  Conc re t amen te  en e s t e  Depar 
t a m en to  s e  ocuparon  de su  e s t u d i o  a b a r ca ndo  t a n t o  su  com
p o s i c i ó n  monomér ica  como su  e s t r u c t u r a .  La d e s p o l i m e r i z a 
c ió n  d e l  co r cho  s e  r e a l i z ó  p o r  t r a n s e s t e r i f i c a c i ó n  en me- 
t a n o l  con l a  c a n t i d a d  p r e c i s a  de metóx ido  s ó d i c o ,  c o n v i r 
t i e n d o  t odos  sus  mono sa cá r ido s  en á s t e r e s  m e t í l i c o s  que 
s e  s e p a r a r o n  p o s t e r i o r m e n t e  en nueve  t i p o s  y que s e  i d e n 
t i f i c a r o n  como e s t e r e s  m e t í l i c o s  de:  á c i d o s  g r a s o s  mono- 
c a r b o x í l i c o s  s a t u r a d o s  e i n s a t u r a d o s ;  á c i d o s  g r a s o s  d i c a r -  
b o x í l i c o s  s a t u r a d o s  e i n s a t u r a d o s ;  e p o x i á c i d o s ;  h i d r o x i e p o -  
x i á c i d o s  y á c i d o s  e h i d r o x i á c i d o s  g l i c ó l i c o s  ( A m ó ,  1981) .  
En c u a n t o  a l a  d e t e r m i n a c i ó n  de l a  e s t r u c t u r a  de d i ch o  p o 
l ím e ro  s e  r e a l i z ó  un mare a j e  de l o s  h i d r o x i l o s  l i b r e s  d e l  
mismo con p o s t e r i o r  d e s p o l i m e r i z a c i ó n  p o r  m e t a n o l i s i s ,  
a v e r i g u a n d o  que monómeros c o n t e n í a n  g rupos  OH l i b r e s  y que 
monómeros l o s  t e n í a n  e s t e r i f i c a d o s ; con e l l o  se  dedu jo :  
que l a  e s t r u c t u r a  de l a  s u b e r i n a  e r a  l i n e a l  e s t a n d o  i m p l i 
cadas  l a s  un i o n es  á s t e r e s  e x c l u s i v a m e n t e  e n t r e  grupos  c a r -  
b o x i l o  e h i d r o x i l o s  p r i m a r i o s  ( A g u l l ó ,  1981 y 1982) .

El componente del  co rcho  menos e s t u d i a d o  es l a  
l i g n i n a .  E s t e  p o l í m e r o ,  formado p o r  u n i d a d e s  de f e n i l p r o -  
pano ,  p o s i b l e m e n t e  f u n c i o n a  como t r a b a d u r a  p a r a  man t ene r  
u n i d a s  l a s  c é l u l a s  d e l  co r c h o ,  ya  que cuando é s t a  se  e l i 
mina ,  l a  e s t r u c t u r a  d e l  co rcho  se  rompe y l a s  c é l u l a s  s e  
s e p a r a n .

Después de h a b e r s e  e l i m i n a d o  d e l  co rcho  l o s  t a -  
n i n o s ,  l a  c e r a s ,  l o s  á c id o s  g r a s o s ,  l a  g l i c e r i n a  y l a  l i g -
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n i n a ,  l a s  p a r e d e s  de l a s  c é l u l a s  d e l  co r ch o  pe rmanecen .  Las 
p a r e d e s  c e l u l a r e s  son r e s i s t e n t e s  a l a  a cc ió n  q u í m i c a  y e s 
t án  compues ta s  de c e l u l o s a  y s u s t a n c i a s  muy s e m e j a n t e s  a l a  
c e l u l o s a ,  es d e c i r  de hemi ce l u l o s  as ( C o t e ,  196 5) .  Las p a r e 
des c e l u l a r e s  son l a  b a r r e r a  e s t r u c t u r a l  de a l g u n a s  mo léc u 
l a s  c o n t r a  a g e n t e s  p a t ó g e n e s  (McNei l ,  1978) y t amb ién  son 
una  f u e n t e  de a l i m e n t o  y e n e r g í a .

El  é x i t o  en e l  e s t u d i o  e s t r u c t u r a l  de l a s  p a r e d e s  
c e l u l a r e s  depende  ampl iamente  de l a  f u e r z a  y de l a  homoge
n e i d a d  de l a  p r e p a r a c i ó n  de l a  p a r e d  c e l u l a r  examinada .  Un 
p ro b l em a  i m p o r t a n t e  y que se  p l a n t e a  f r e c u e n t e m e n t e  es l a  
p u r i f i c a c i ó n  de l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s .  Ge n e r a lm e n te ,  l a s  
p a r e d e s  c e l u l a r e s  s e  p u r i f i c a n  po r  s e r  i n s o l u b l e s  en s o l u 
c i o n e s  s a l i n a s  tamponadas  y en d i s o l v e n t e s  o r g á n i c o s .  La 
i n s o l u b i l i d a d  de l os  componentes  e s t r u c t u r a l e s  de l a s  p a r e 
des c e l u l a r e s  es  l a  c au sa  de o t r o  p rob l ema  t é c n i c o .  P a r a  
e s t u d i a r  l a  e s t r u c t u r a  de l o s  componentes  i n d i v i d u a l e s  de 
l a  p a r e d ,  e s t o s  componentes  deben s e r  s o l u b i l i z a d o s  y p u 
r i f i c a d o s .  En e s e n c i a ,  e s t o  es  i m p o s i b l e  de h a c e r ,  s i n  a l 
t e r a r  l a s  e s t r u c t u r a s  de l o s  componentes  de l a  p a r e d .

1 . 3 .  P o l í m e r o s  e s t r u c t u r a l e s  de l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s

En l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de l a s  p l a n t a s  l a  s u b s 
t a n c i a  f un d am e n t a l  d e l  e s q u e l e t o  c o n s i s t e  p r i n c i p a l m e n t e  de 
a - c e l u l o s a ,  l a r g a s  cadenas  de mac romolécu l a s  en  forma de 
h i l o  que e s t á n  o rd ena das  en r a c i m o s .  Dent ro  de e s os  r ac imos  
l o s  g rupos  h i d r o x i l o  l i b r e s  d e l  r e s t o  de 3 - g l u c o p i r a n o s a  
con e n l a c e s  g l i c o s í d i c o s  1 :4  s i r v e  p a r a  a l i n e a r  l a s  molécu  
l a s  de c e l u l o s a  p o r  e n l a c e s  de h i d r ó g e n o  en una  e s t r u c t u r a  
o r g a n i z a d a  que en a lg un as  p a r t e s  e s t á  t an  b i e n  o r de n a da  que 
e x h i b e  c r i s t a l i n i d a d ,  m i e n t r a s  que en o t r a s  se  e n c u e n t r a  
una  e s t r u c t u r a  menos o rd ena da  y mas amor fa  ( H i r s t ,  1955) .  
S in  embargo ,  po cas  c é l u l a s  poseen  una p a r e d  c e l u l a r  c o n s i s 
t e n t e  c a s i  e n t e r a m e n t e  de c e l u l o s a .  En l a  m ay o r í a  de l o s  
c a s o s ,  mas e s p e c í f i c a m e n t e  con m a t e r i a l  l i g n i f i c a d o ,  l o s
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r a c imos  de c e l u l o s a  e s t á n  i n c r u s t a d o s  en una  masa amorfa  
de m a t e r i a  de l i g n i n a  y de p o l i s  a c á r i d o s , dando un e l e men 
t o  e s t r u c t u r a l  f u e r t e  y r í g i d o ,  p a r a  e l  que se  puede encon 
t r a r  una  a n a l o g í a  con e l  hormigón armado ( C o t e ,  1967;  F r e y -  
W y s s l i n g ,  1965) .  La n a t u r a l e z a  e x a c t a  de l a  a ' s oc i a c i ó n  en 
l a  p a r e d  c e l u l a r  e n t r e  l a  l i g n i n a ,  l a  masa  amorf a  de l a  ma
t e r i a  de c a r b o h i d r a t o  no c e l u l ó s i c o ,  y l a  v e r d a d e r a  c e l u l o 
s a  no se  conoce b i e n  p e ro  s e  han d e s a r r o l l a d o  métodos p a r a  
l a  e l i m i n a c i ó n  de l a  l i g n i n a  de l o s  c a r b o h i d r a t o s  que s e  
d e t a l l a n  mas a d e l a n t e .  Una vez e l i m i n a d a  l a  l i g n i n a  nos que 
da  l a  l l a m ad a  " h o l o c e l u l o s a ” a p a r t i r  de l a  c u a l  l o s  c o n s 
t i t u y e n t e s  no  c e l u l ó s i c o s  se  pueden e x t r a e r  p o r  á l c a l i s  
a cu o so s .  A e s t o s  c o n s t i t u y e n t e s  s e  l e s  l l a m a  " h e m i c e l u l o s a s " 
( H i r s t ,  1955) . P robab l em en t e  no e x i s t e  n i ng ú n  e n l a c e  quími  
co e n t r e  l a s  c e l u l o s a  y l a s  h e m i c e l u l o s  as p e r o  hay s u f i 
c i e n t e  a d h e s i ó n  mutua  p o r  e n l a c e s  de h i d r ó g e n o  y p o r  f u e r 
zas  de Van de r  Waals (B aue r ,  1973) .  S in  embargo,  l a  mayo r í a  
de l o s  e s t u d i o s  i n d i c a n  que debe e x i s t i r  u n i o n e s  c o v a l e n t e s  
e n t r e  l a  h e m i c e l u l o s a  y l a  l i g n i n a  ( S j ó s t r ó m ,  1981,  p . 7 9 ) .
La s e p a r a c i ó n  y e l  a n á l i s i s  de l o s  comp le jo s  l i g n i n a - c a r b o 
h i d r a t o  han conduc ido  a l a  c o n c l u s i ó n  de que l o s  componen
t e s  de l a s  h e m i c e l u l o s a s  e s t á n  u n id o s  a l a  l i g n i n a  p r i n c i 
pa lme n t e  a t r a v é s  de a r a b i n o s a ,  x i l o s a  y g a l a c t o s a .

LIGNINA LI GNI NA LIGNINA

ARA
/ l
-XIL-XIL-XIL- GAL

-XIL-XIL-XIL ARA ARA -MAN-MAN-GLU-MAN-

ARA GAL
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1 . 3 . 1 .  Las 'hemi c e l u l o s a s

An t iguamente  se  d e f i n í a n  como s u b s t a n c i a s  i n s o l u -  
b l e s  en  agua ,  s o l u b l e s  en á l c a l i s ,  que e s t a b a n  í n t imamen te  
a s o c i a d a s  a l a  c e l u l o s a .  También s e  c r e í a  que. e r an  i n t e r m e 
d i o s  en l a  b i o s í n t e s i s  de l a  c e l u l o s a .  En época  mas r e c i e n 
t e  se  han v u e l t o  a d e f i n i r  como p o l i s  a c á r i d o s  no c e l u l ó s i 
cos y no p e c t í n i c o s  p r e s e n t e s  en l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de 
p l a n t a s  t e r r e s t r e s  s u p e r i o r e s .  Al i g u a l  que l a  c e l u l o s a j l a  
m ay o r í a  de l a s  h e m i c e l u l o s a s  f u n c i o n a n  como m a t e r i a l  de s o 
p o r t e  en l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s .  C o n s t i t u y e n  h a s t a  e l  15-20% 
de l a s  maderas  y de 2 5 a 40 p o r  c i e n  de l o s  r e s i d u o s  de c o 
s e c h a s  a g r í c o l a s  como p a j a ,  t a l l o s  de m a í z ,  m a z o r c a s ,  e t c .
Las c l a s e s  p r i n c i p a l e s  s e  c l a s i f i c a n  en t r e s  g r u p o s ,  X i l a -  
n a s ,  Mañanas y G a l a c t a n a s ,  según  l a  p r i n c i p a l  u n i d a d  monosa 
que l a s  c o n s t i t u y e n .  Los tamaños m o l e c u l a r e s  v a r í a n  desde  
50 a 200 u n i d a d e s  de a z ú c a r  ( N o l l e r ,  1968) .

Las x i l a n a s  son l a s  mas ab u nd an t e s  y mas a m p l i a 
mente d i s t r i b u i d a s .  La x i l a n a  d e l  e s p a r t o  p a r e c e  s e r  un h o -  
m o p o l i s a c á r i d o  l i n e a l  c o n s t i t u i d o  p o r  u n i d a d e s  de D - x i l o p i -  
r a n o s a  con e n l a c e s  3 ( 1 , 4 ) .  Muchas o t r a s  x i l a n a s  t i e n e n  l a  
misma e s t r u c t u r a  b á s i c a ,  p e ro  t i e n e n  o t r o s  a z ú c a r e s  como 
grupos  t e r m i n a l e s  o un id os  como cadenas  l a t e r a l e s .  En e s t e  
a s p e c t o  es común l a  L - a r a b i n o s a  y s u e l e  e s t a r  p r e s e n t e  c o 
mo l a  f orma  f u r a n o s a  no r e d u c t o r a .  En l a s  c ad enas  l a t e r a l e s  
t amb ién  e s t á n  p r e s e n t e s  con f r e c u e n c i a  e l  á c i d o  D - g l u c u r o n i -  
co y e l  4 - 0 - m e t i l - D - g l u c o r ó n i c o .

Las g lucomananas  c o n s i s t e n  en D - g l u c o s a  y D-manosa 
u n i d a s  1 , 4  po r  e n l a c e s  3 formando l a  m i t a d  de l a  f r a c c i ó n  he -  
m i c e l u l o s a  de l a  madera  de c o n i f e r a s  y t am b i én  se e n c u e n t r a n  
en maderas  d u r a s .  La r azón  de g l u c o s a  a mañosa en v a r i a b l e  
y no s e  s a be  s i  una  y o t r a  e s t á n  u n i d a s  de modo r e g u l a r  o a l  
a z a r .  La mayo r í a  son de e s t r u c t u r a  e s e n c i a l m e n t e  l i n e a l ,  p e 
ro  a l g u n a s  p o d r í a n  s e r  r a m i f i c a d a s .  Las g a l a c t a n a s  y a r a b i n o -
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g a l a c t a n a s  abundan e s p e c i a l m e n t e  en l o s  a l e r c e s .  Todas e l l a s  
son  muy r a m i f i c a d a s ,  con u n i d a d e s  g a l a c t o s a  e n l a z a d a s  p r e d o 
minan t emen te  en p o s i c i o n e s  1,6 y 1 , 3 .  El  p r i n c i p a l  h e t e r o -  
a z ú c a r  en e l l a s  es l a  L - a r a b i n o s a ,  que s e  e n c u e n t r a  mayor 
mente como cadenas  l a t e r a l e s  de f u r a n o s a  no r é d u c t o r a  u n i 
das  1 , 6 ;  pe ro  t amb i én  puede h a b e r  u n i d a d e s  de L -a r ab  i n o p i r a -  
n o s a  con e n l a c e s  6 .

1 . 3 . 2 .  La c e l u l o s a

La p r e s e n c i a  de l a  c e l u l o s a  en e l  co r ch o  ha  s i d o  
n e ga d a  en v a r i a s  o c a s i o n e s  p o r  d i v e r s o s  a u t o r e s .  O t ro s  han 
dado números muy d i f e r e n t e s  p a r a  r e p r e s e n t a r  l a  c a n t i d a d  e n 
c o n t r a d a  de e s t a  s u s t a n c i a ;  o t r o s ,  f i n a l m e n t e ,  i n d i c a r o n  que 
no e x i s t e  mas que una  pequeña  c a n t i d a d  c o n ju n t a m e n te  con l a  
h e m i c e l u l o s a  en c a n t i d a d  mayor C r i b a s ,  1952) .

Kü g l e r ,  en 1884,  es  e l  p r i m e r o  que e s t u d i ó  e s t a  
c u e s t i ó n  p o r  un método de d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  s o b r e  
madera  de a l c o r n o q u e ,  y ob tuvo  una c a n t i d a d  c o r r e s p o n d i e n t e  
a l  64% de c e l u l o s a .

En 1913,  Zemplen a p l i c ó  a l  co r ch o  l o s  p r o c e d i m i e n 
t o s  conven idos  p a r a  a i s l a r  l a  c e l u l o s a  y obtuvo  una  s u s t a n 
c i a  que t e n í a  a p a r i e n c i a  de c e l u l o s a ,  p e ro  p o r  a c e t o l i s x s ,  
de d u j o  que e l  co r ch o  no c o n t i e n e  c e l u l o s a ,  y l o  que s e  h a b í a  
tomado po r  c e l u l o s a ,  e r a  o t r o  p o l i s a c á r i d o , a n á l og o  a l a  c e 
l u l o s a ,  p e ro  d i f e r e n t e  de é s t a  y p r e s e n t e  en l a  p r o p o r c i ó n  de 
4,17%.

En 1923,  K a r r e r ,  P e y e r  y Zega s i g u i e r o n  con e l  e s 
t u d i o  de l a  c e l u l o s a  en e l  c o r c ho .  Conc luyeron  que e x i s t e ,  
p r o b a b l e m e n t e ,  en e l  c o r c h o ,  una pequeña  c a n t i d a d  de c e l u l o 
s a  acompañada de a lgún  o t r o  p o l i s a c á r i d o  p a r e c i d o  a e s t a  ú l 
t im a ,  en t o t a l ,  una  c a n t i d a d  r e p r e s e n t a n d o  s ó l o  e l  1 , 6 % d e l  
co r cho  seco  a l  a i r e .
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En 1927,  ^ e t z s c h e  y R o s e n t h a l e r  c o n s i g u i e r o n  p r e  
p a r a r  e l  o c t a a c e t a t o  de c e l o b i o s a  c r i s t a l i z a d o  de P .F .  121- 
122° .  Eva lua ron  t ambién  l a  c e l u l o s a  p o r  d i f e r e n t e s  p r o c e 
d i m i e n t o s .  Los r e s u l t a d o s  conducen a a d m i t i r  l a  p r e s e n c i a  
de  3,3% a 4% de c e l u l o s a  en e l  " o x i - c o r c h o ” y 2-2,5% en  e l  
co r c ho  b r u t o .

TABLA 1 . 7

R e s a l t a d o s  o b t e n i d o s  en ¿a d e t e r m i n a c i ó n  de l a  c e l u l o s a  en 
e l  corcho por  Z e t z s c h e  y 'R osen tha l e r  ( 7 9 27) .

C e l u l o s a  d e t e r m i n a d a  como:

a c e t i l c e l u l o s a  c e l u l o s a o c t a a c e t i l
c e l o b i o s a

E n c o n t r a d a  en e l  
o x i c o r c h o . 3 ,8  a 3,9% 3 , 3  y 4,0%

E n c o n t r a d a  en e l  
co r c h o  pu r o . 2,65%

C a l c u l a d a  p a r a  e l  
co r c h o  b r u t o . 2 ,5  y 2,6% 2  , 2  ; 1 , 8 ; 

y 2 , 2 Í
2 ,2  y 2,7%

C a l c u l a d a  p a r a  e l  
co r c ho  n a t u r a l . 1,7% 1 > 5 ; 1 , 2  ; 

y 1,5%
1 ,5 y 1,8%

Si  se  comparan l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s en l a s  de
t e r m i n a c i o n e s  de c e l u l o s a  r e a l i z a d a s  s o b r e  co rcho  p u r o  y 
s o b r e  cor cho  p u r i f i c a d o  p o r  e l  p r o c e d i m i e n t o  d e l  agua o x i 
genada  a c é t i c a ,  es d e c i r  s o b re  e l  " o x i c o r c h o " ,  se ve que 
e l  p r i m e ro  c o n t e n í a  mas o menos l a  m i t a d  de su  c e l u l o s a  
b a j o  una  forma d i s t i n t a s  de l a  e v a l u a d a  p o r  medio d e l  a c e 
t a t o ,  y que no daba  l a  o c t a a c e t i l  c e l o b i o s a ,  l o  que s e  
a t r i b u y ó  a l a  p r e s e n c i a  de s u s t a n c i a s  a d h e r i d a s ,  que una 
vez e l i m i n a d a s  po r  e l  agua o x i g en a d a ,  conducen a una d e 
t e r m i n a c i ó n  c o r r e c t a  como en e l  ” o x i - c o r c h o " . La d e t e r -
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m in a c i ón  b a j o  forma de c e l u l o s a  l i b r e ,  po r  e l  p r o c e d i 
mie n t o  d e l  á c i d o  n í t r i c o ,  p r o p o r c i o n a  i g u a l m e n t e  buenos  r e 
s u l t a d o s .  Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se  resumen en l a  t a b l a
1 . 1  y como puede v e r s e  concuetdan b i e n .

En 1928,  Z e t z s c h e ,  Cho l a tn ikow y Sohuz d e m o s t r a 
r on  que l a  c e l u l o s a  d e l  cor cho  se e n c u e n t r a  én forma l i b r e  
y que como c o n s e c u e n c i a ,  no forma p a r t e  de l a  m o lé c u l a  de 
s u b e r i n a .

M a d i n a v e i t i a , Clay y C a t a l á n  se  ocuparon  t a m b i én ,  
en 1935,  de l  p ro b l em a  de l a  c e l u l o s a  d e l  c o r c h o .  Empezaron 
sus  i n v e s t i g a c i o n e s  d e t e r m i n á n d o l a  p o r  dos p r o c e d i m i e n t o s  
d i s t i n t o s :  d i s o l v i e n d o  t odo  l o  que no es  c e l u l o s a  y r e c o 
g i en do  é s t a ,  o b i e n  d i s o l v i e n d o  l a  c e l u l o s a  en á c i d o  c l o r 
h í d r i c o  c o n c e n t r a d o  y e va lu an d o  l a  g l u c o s a  fo rmada .  En e 1 
co r ch o  de l a  p r i m e r a  e x t r a c c i ó n  s e  e n c o n t r ó  un 8% y en e l  
co r ch o  hembra un *\0% en número r edo ndo s .  M a d i n a v e i t i a  y 
sus  c o l a b o r a d o r e s  e s t i m a n  que en  e l  co r ch o  l a  c e l u l o s a  e x i s  
t e  en forma l i b r e  y que ,  p o r  c o n s i g u i e n t e ,  e l  comp le jo  de 
l o s  á c i d o s  g r a s o s  no l a  e s t e r i f i c a .

En 1942, G u i l l e m o n a t  a f i r m a b a  que l a  n a t u r a l e z a  
de l a  c e l u l o s a  en e l  cor cho e r a  a l go  i n c i e r t a .

F i e r z - D a v i d  y U l r i c h  d e c l a r a n ,  en 1945,  no s a b e r  
con c e r t e z a  s i  e l  co r cho  c o n t i e n e  c e l u l o s a  y l i g n i n a ,  d a n 
do sus  i n v e s t i g a c i o n e s  un r e s u l t a d o  p o s i t i v o .

En 1948,  S t o c k a r  e s t u d i ó  de nuevo  e l  p ro b l em a  de 
l a  c e l u l o s a  d e l  c o r c h o .  La c a r a c t e r i z ó  p o r  d i s o l u c i ó n  en 
e l  r e a c t i v o  de S c h w e i t z e r  y p r e c i p i t a c i ó n ,  p o r  h i d r ó l i s i s  
y o b t e n c i ó n  de l a  oxazona  de l a  g l u c o s a  fo rmada ,  y f i n a l 
mente po r  o b t e n c i ó n  y a n á l i s i s  d e l  t r i a c e t a t o  y d e l  t r i n i -  
t r a t o .  E nco n t ró ,  p a r a  e l  co r cho  exen to  de c e r o i d e s  ( e x t r a í 
do con m e t a n o l ) , de 4 , 8  a 5 ,61 de c e l u l o s a  p u r a ,  d e t e r m i n a 
da en e l  r e s i d u o  i n s a p o n i f i c a b l e  de spués  de e x t r a c c i ó n  con 
a l c o h o l  y agua a e b u l l i c i ó n  y so m e t i do  a l a  a cc ió n  de d i 
v e r s o s  o x i d a n t e s  p a r a  e l i m i n a r  l a  l i g n i n a  y s u s t a n c i a s  a n á 
l o g a s .  El  r e s i d u o  que r e s u l t a  de l a  o x i d a c i ó n  e s t á  formado 
p o r  c e l u l o s a  y o t r a s  s u s t a n c i a s  de n a t u r a l e z a  a n á l o g a ;  no
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se  o b t i e n e  l a  c e l u l o s a  p u r a  mas que s i  s e  hace  h e r v i r  a l  r e 
s i d u o  con una s o l u c i ó n  acu osa  de 8 0 3 ^ 2 - Si  no  s e  p r o c e d e  
a e s t a  p u r i f i c a c i ó n  se  o b t i e n e n  c a n t i d a d e s  aproximadamente  
d o b l e s  de l a s  que son  i n d i c a d a s .

Con e s t o s  a n t c e d e n t e s  s o b r e  l a  compos i c ión  d e l  
c o r c h o  d e l  Quercus S ú b e r ,  c r e imos  i n t e r e s a n t e  a b o r d a r  e l  
e s t u d i o  de l os  p o l i s  a c á r i d o s , c e l u l o s a  y h e m i c e l u l o s  a s , y 
de e s t a  forma a m p l i a r  l o s  e s t u d i o s  a n t e r i o r m e n t e  r e a l i z a d o s  
s o b r e  e l  co r cho ;  a l a  vez que c o n f i r m a r  l a  p r e s e n c i a  de l a  
c e l u l o s a  en e l  mismo.

E s t e  s e r á  e l  tema p r i n c i p a l  de l  p r e s e n t e  t r a b a j o  y ,  
c o n c r e t a m e n t e ,  s e  ha  e s t u d i a d o  e l  a i s l a m i e n t o ,  p u r i f i c a c i ó n  
y d e t e r m i n a c i ó n  e s t r u c t u r a l  de l a  c e l u l o s a  y de l o s  p o l i s a -  
c á r i d o s  s o l u b l e s  en á l c a l i . d e l  co r c ho .

Es t e  t r a b a j o  se  ha  e s t r u c t u r a d o  de l a  s i g u i e n t e  
forma:  p r ime ramen te  s e  r e a l i z ó  e l  a i s l a m i e n t o  y d e t e r m i n a 
c i ó n  e s t r u c t u r a l  de l a  h o l o c e l u l o s a ; a c o n t i n u a c i ó n  s e  f r a c 
c io n ó  é s t a  en c e l u l o s a  y h e m i c e l u l o s a ,  r e a l i z á n d o s e  e l  e s 
t u d i o  y d e t e r m i n a c i ó n  e s t r u c t u r a l  de ambas p o r  s e p a r a d o .

F ina lm en te  s e  a i s l a r o n  l a s  h e m i c e l u l o s a s  A y B 
de l a  h o l o c e l u l o s  a,  e s t u d i á n d o s e  su  compos i c ión  monomer ica  
a n t e s  de p r o c e d e r  a su  f r a c c i o n a m i e n t o .  R e a l i z a d o  é s t e ,  s e  
s e p a r a r o n  c u a t r o  p o l i s  a c á r i d o s  que denominamos como f r a c 
c ión  A - I ,  A - I I ,  B - I  y B - I I  y s e  e s t u d i ó  l a  co mpos i c ión  mo- 
no m ér i ca  de t o d a s  y c ada  una  de e l l a s  y l a  d e t e r m i n a c i ó n  
e s t r u c t u r a l  de l a s  f r a c c i o n e s  A - I ,  B-I  y B - I I .

También se  r e a l i z ó  una  comprobac ión  de l a  e s t r u c 
t u r a  de una  x i l a n a  c o n o c i d a  y que nos  ha  s e r v i d o  p a r a  r e a l i 
z a r  e s t u d i o s  co m pa ra t i v os  con n u e s t r o s  p o l i s  a c á r i d o s .
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I I -  AISLAMIENTO DE LA HOLOCELULOSA

1 1 .1 .  E x t r a c c i o n e s  p r e v i a s

El Quercus  S ú b e r ,  a l  i g u a l  que o t r a s  p l a n t a s ,  c o n 
t i e n e  c e r a s ,  c o l o r a n t e s ,  t a n i n o s ,  p o l i f e n o l e s ,  s u b e r i n a ,  
e t c .  que no forman p a r t e  d e l  p o l í m e r o  de l a  h o l o c e l u l o s a ,  
p e ro  que se  e n t r e m e z c l a n  con é l .  La e l i m i n a c i ó n  de e s t o s  
componentes  que l a  i m p u r i f i c a n  se r e a l i z ó  po r  e x t r a c c i ó n .

Se s o m e t i ó ,  p u e s ,  e l  Quercus  Súbe r  a un p r o c e d i 
m ie n t o  de e x t r a c c i ó n  e x h a u s t i v a  con d i s o l v e n t e s  en un s o x h l e t .  
Por  e x t r a c c i ó n  con benceno  h a s t a  a g o t a m i e n to  s e  s e p a r a r o n  
l a s  c e r a s ;  por  e x t r a c c i ó n  con agua s e  s e p a r a r o n  l o s  c o l o r a n  
t e s  y p o l i f e n o l e s ,  y po r  ú l t i m o  se  e x t r a j o  con me tan o l  p a 
r a  a r r a s t r a r  e l  agua.

E l  r e s i d u o  que s e  obtuvo  s e  d e j ó  s e c a r  en una e s 
t u f a  a 50-60°C d u r a n t e  una semana.

1 1 . 2 .  D e s p o l i m e r i z a c i ó n  d e l  co r c h o .  E l i m i n a c i ó n  de l a s u b e 
r i n a .

La d e s p o l i m e r i z a c i ó n  de l  co r cho  s e  r e a l i z ó  p o r  
t r a n s e s t e r i f i c a c i ó n  con metóx ido  s ó d i c o  en me t ano l  a n h id r o  
0,1M. Por  f i l t r a c i ó n  se  s e p a r a r o n  l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  e s 
t e r e s  m e t í l i c o s  de l o s  á c i d o s ,  quedando un r e s i d u o  no de spo -  
l i m e r i z a b l e .

E s t e  r e s i d u o  s e  e x t r a j o  s u c e s i v a m e n t e  con e t e r  e t í  
l i c o  y con metano l  en un s o x h l e t .  Se ob tuvo  un nuevo r e s i d u o ,  
l i b r e  de s u b e r i n a ,  que después  de s e c a r s e  a l  a i r e ,  r e p r e s e n 
tó  un 63°é r e s p e c t o  a l  co r cho  e x t r a í d o .

En l a  F i g . I I . 1 .  s e  m u e s t r a  un esquema de l a  d e s p o 
l i m e r i z a c i ó n  y s u b s i g u i e n t e s  t r a t a m i e n t o s  de l  cor cho  e x t r a í d o .
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Despolimerización 
MeONa/MeOH 0,1 M

RESIDUO
Extracción sólido-liquido
1) Eter  etilico
2) Metanol

RES DUO
Deslignificación
1) A c 0 H / C I 0 2Na
2) Etanolamina

HOLOCELULOSA
Extracción
a )  Alcalina ( N a O H 4 % )
b) Con DMSO

Residuo

CELULOSA

Extracto

1) Acidificación 
acidó ace'tico

2) Etanol

HEMICELULOSA

con

Fig. II. I. E s q u e m a  d e l  a i s l a m i e n t o  d e  l a  h o l o c e l u l o s a ,  c e l u l o s a  y  h e m i c e l u l o s a .
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1 1 . 3 .  Métodos de des l i g n i  f i c a c i ó n

No se  conoce con d e t a l l e  e l  mecanismo r e s p o n s a 
b l e  de l a  e l i m i n a c i ó n  de l a  l i g n i n a  p o r  l o s  a g e n t e s  b l a n 
q u e a n t e s  y l a  mayo r í a  de l a s  e x p l i c a c i o n e s  que s e  o f r e c e n  
son s ó l o  e s p e c u l a t i v a s  ( S j ó s t r o m ,  1981,  p . 1 5 3 ) .  E s t o  s e  pue 
de e n t e n d e r  en v i s t a  de l a  e s t r u c t u r a  c o m p l e j a  de l o s  r e s 
t o s  de l i g n i n a ,  que t amb ién  v a r i a  depend i endo  d e l  método 
u t i l i z a d o .  Se han d e s c r i t o  v a r i o s  métodos que resumimos a 
c o n t i n u a c i ó n .

a) Método d e l  c l o r o

El  c l o r o  r e a c c i o n a  con l a  l i g n i n a  p r ime ramen te  
por  s u s t i t u c i ó n  y po r  o x i d a c i ó n .  Pequeñas  c a n t i d a d e s  de c í o  
ro  se i n t r o d u c e n  t ambién  po r  a d i c i ó n  a los  d o b l e s  e n l a c e s  
p r e s e n t e s  en l a  l i g n i n a .

Y - C -

SU
OX

SU OX

\  /
C>. AD

✓Cs

F i g . I I . 2 .  Reacc iones  l a t e r a l e s  d e l  c l o r o .

La d e s p o l i m e r i z a c i ó n  de l a  l i g n i n a  puede o r i g i 
n a r s e  a p a r t i r  de dos t i p o s  de r e a c c i o n e s ,  es  d e c i r ,  1 ) 
d e s p l a z a m i e n t o  de l a  c adena  l a t e r a l  e l e c t r o f í l i c a  y 2 ) rup  
t u r a  o x i d a t i v a  de l o s  e n l a c e s  a r i l é t e r  y de s com po s i c ió n  d e l  
n ú c l e o  a ro m á t i c o  ( F i g . I I . 2  y I I . 3 ) .
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U COOH 
COOH

F i g . I I . 3 .  Ox idac ión  de l a  l i g n i n a  po r  e l  c l o r o .

En l a  F i g . I I . 2  se  o b s e r v a  que l a  s u s t i t u c i ó n  (SU) 
que o c u r r e  p r i n c i p a l m e n t e  en l a s  p o s i c i o n e s  C - 6  y C-5 con
duce a l os  p r o d u c t o s  de l a  l i g n i n a  c l o r a d o s  y a c l o r u r o  de 
h i d r ó g e n o .  Después de l a  s u s t i t u c i ó n  en e l  c a rbono  1, l a  
cadena  l a t e r a l  se  d e s p l a z a  dando o r i g e n  a l a  f r a g m e n ta c i ó n  
de l a  l i g n i n a .  La o x i d a c i ó n  (OX) da o r i g e n  a l a  r u p t u r a  de 
l o s  grupos  m e t o x i l o  ó a l a  r u p t u r a  de e n l a c e s  e n t r e  u n i d a 
des a d y a c e n t e s .  La a d i c i ó n  (AD) t ambién  conduce a l  aumento 
d e l  c o n t e n i d o  en c l o r o ,  p e ro  a c a us a  de l a  b a j a  f r e c u e n c i a  
de d ob l e s  e n l a c e s  en l a s  c adenas  l a t e r a l e s  no es  una  r e a c 
c ión  s i g n i f i c a n t e .

b) Método de l  h i p o c i o r i t o

El ion  h i p o c l o r i t o  (CIO ) es  un n u c l e ó f i l o ,  en 
c o n t r a s t e  con é l  c l o r o  ( C ^ )  que es e l e c t r ó f i l o ,  po r  t a n 
t o  a t a c a  p r ime r amen te  l a s  p o s i c i o n e s  que l l e v a n  c a r g a  p o 
s i t i v a ,  e s p e c i a l m e n t e  a l os  átomos de ca r bo no  c a r b o n í l i c o  
y a do b l e s  e n l a c e s  3 -  y  y -  con jugados  con grupos  c a r b o n i l o  
ó c a r b o x i l o :

R-CO-CH2 -R'  C1Q >■ R-COOH + CHC12 -R'

R y R* denot an  grupos  a l q u i l o  o a r i l o .  RV también  puede  s e r  
c l o r o .

Como r e s u l t a d o  de e s t a s  r e a c c i o n e s  l a  l i g n i n a  s e  
f r ag m en ta  a á c id os  c a r b o x í l i c o s  de b a j o  pe so  m o l e c u l a r  y se 
d i s u e l v e n .  A c a u s a  de l a  d e s t r u c c i ó n  de l o s  grupos  cromófo-  
r os  y a l a  d i s o l u c i ó n  de l a  l i g n i n a ,  aumenta  l a  c l a r i d a d  de 
l a  p u l p a .

I
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c) Método d e l  d i ó x i d o  de c l o r o

Aunque l a s  e s t r u c t u r a s  f e n ó l i c a s  l i b r e s  se ox id an  
mas r á p i d a m e n t e ,  e l  d i ó x i d o  de c l o r o  t amb ién  d e s t r u y e  l a s  
u n i d ad e s  no f e n ó l i c a s  de f e n i l p r o p a n o  y l o s  d o b l e s  e n l a c e s  
p r e s e n t e s  en l o s  c romófo ros  de l a  p u l p a .  Después de l a  r u p 
t u r a  d e l  a n i l l o  de benceno  se  forman v a r i o s  á c i d o s  d i c a r b o -  
x í l i c o s ,  t a l e s  como e l  á c i do  o x á l i c o ,  mucóni co ,  m a l e i c o  y 
fumár i co  j u n t o  con l o s  p r o d u c t o s  s u b s t i t u i d o s  con c l o r o  
( F i g . I I . 4 ) .  Como r e s u l t a d o  de l a  d e s p o l i m e r i z a c i ó n  y fo rm a
c ión  de l os  grupos  c a r b o x i l o s ,  l a  l i g n i n a  m o d i f i c a d a  se  d i 
su e l v e  d u r a n t e  e l  t r a t a m i e n t o  con d i ó x i d o  de c l o r o  y en l a  
e t a p a  de e x t r a c c i ó n  con h i d r ó x i d o  de s o d i o  que normalmente  
le  s i g u e  ( V i d a l ,  1978) .

COOCH
COOH

CI 0 2

ClOCH
0OH

Cl

OCHCl
OHOH

F i g . I I . 4 .  Reacc iones  d e l  c l o r o  y d e l  d i ó x i d o  de c l o r o ,

d) Método d e l  o x í g e n o - á l c a l i

Se puede e l i m i n a r  aproximadamente  l a  m i t a d  de l a  
l i g n i n a  a p l i c a n d o  un b l a n q u e a m i e n t o  con ox ígeno  como e t a p a  
i n i c i a l .  Una des l i g n i f i c a c i ó n  mas co m p le t a  con ox ígeno condu 
ce a una e x t e n s a  d e g r a d a c i ó n  de los  p o l i s  a c á r i d o s  a f e c t a n d o  
a l a  c a l i d a d  de l a  pu l p a .

E l  ox íg eno  y e l  p e r ó x i d o  t i e n e n  c a r a c t e r í s t i c a s  
comunes ya  que en ambos ca sos  e l  medio e s  a l c a l i n o ,  y e s t á n



p r e s e n t e s  l a s  mismas e s p e c i e s  r e a c t i v a s  ( ox íg eno  y p e r ó x i 

d o s ) ,  aunque en p r o p o r c i o n e s  d i f e r e n t e s .

Por  a c c ió n  d e l  ox ígeno l a  l i g n i n a  se d e g r a d a  y 
se  forman e s t r u c t u r a s  c r o m ó f o r a s ,  m i e n t r a s  que e l  p e r ó x i 
do de h i d r ó g e n o  e l i m i n a  l o s  c romóforos  s i n  n i n g u n a  descom
p o s i c i ó n  y d i s o l u c i ó n  de l a  l i g n i n a .

Ot ro s  métodos de des l i g n i f i c a c i ó n  se  han r e a l i z a 
do u t i l i z a n d o  b i e n  e l  e t i l e n g l i c o l  (Konkin ,  1953) ó b i e n  e l  
d i m e t i l s u l f ó x i d o  (Bogomolov,  1962;  A l e k s e e v a ,  1965) .

La h o l o c e l u l o s a  t ambién  s e  puede o b t e n e r  po r  so -  
l u b i l i z a c i ó n  y e x t r a c c i ó n  de l a  l i g n i n a  d e l  co r c ho  po r  t r a 
t a m i e n t o  con á c i d o  c l o r o s o  a 70-75°C ( W h i s t l e r ,  1963) .

I I . 3 . 1 .  Des l i g n i f i c a c i ó n  d e l  corcho

Aunque l a  r e a c c i ó n  d e l  c l o r o  y d e l  h i p o c l o r i t o  es 
r á p i d a ,  l os  c a r b o h i d r a t o s  no permanecen  t o t a l m e n t e  i n a l t e 
r a d o s .  Los p o l i s a c á r i d o s  se ox idan  en c i e r t o  g r ado  con i n 
t r o d u c c i ó n  de grupos  c a r b o n i l o  e s t a n d o  po r  t a n t o  e s t a s  c a 
denas  de p o l i s a c á r i d o s  s u j e t a s  a d e g r a d a c i ó n  en l a  e t a p a  
s i g u i e n t e  de e x t r a c c i ó n  a l c a l i n a  v í a  una  3- a l cox i  e l i m i n a 
c i ó n .  Los e n l a c e s  g l i c o s í d i c o s  t ambién  s e  pueden romper  
de s pués  de l a  o x i d a c i ó n  d e l  C-1 p o r  r a d i c a l e s  l i b r e s  de 
c l o r o  p a r a  da r  grupos  t e r m i n a l e s  de á c i d o  a l d ó n i c o  ( F i g .
I I . 5 ) .  También se  pueden fo rmar  g rupos  c a r b o x i l o  no t e r m i 
n a l e s  s i n  o r i g i n a r  n in g u n a  d e s p o l i m e r i z a c i ó n .  (Po r  e j . l a  
o x i d a c i ó n  en e l  C- 6  da p o r  r e s u l t a d o  l a  f o rm ac i ón  de g r u 
pos de á c i d o  u r ó n i c o ) .

El  d i ó x i d o  de c l o r o  es e l  o x i d a n t e  mas s e l e c t i v o  
de l a  l i g n i n a  e n t r e  l o s  b l a n q u e a d o r e s  qu í mic os  b a sa d o s  en 
e l  c l o r o  y r e a c c i o n a  s ó l o  muy l e n t a m e n t e  con l o s  p o l i s a c á 
r i d o s .  Además l a  e s t a b i l i d a d  de l os  p o l i s a c á r i d o s  d u r a n t e  
l a  e t a p a  de c l o r a c i ó n  e s t á  marcadamente  m e jo r ad a  p o r  l a  
p r e s e n c i a  de d i ó x i d o  de c l o r o .  E l  d i ó x i d o  de c l o r o  a c t ú a ,  
como un r a d i c a l  s c a v e n g e r ,  i n h i b i e n d o  l a  r e a c c i ó n  en cade -
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F i g . I I . 5 .  Oxidac ión  de l a  c e l u l o s a  p o r  r a d i c a l e s  c l o r o .

na de r a d i c a l e s  e n t r e  e l  c l o r o  y l os  p o l i s a c á r i d o s  s i n  a f e e  
t a r  a l a  c l o r a c i ó n  de l a  l i g n i n a ,  que no es una  r e a c c i ó n  p o r  
r a d i c a l e s .

Por  t odo  e s t o  s e  e l i g i ó ,  p u e s ,  e l  método d e l  d i ó 
x i d o  de c l o r o  ( W h i s t l e r ,  1963 ) ,  s i e n d o  uno de l o s  más común 
mente u t i l i z a d o s  de b id o  t ambién  a su  s i m p l i c i d a d  (Manning,  
1967; Thompson, 1964; Kocher ,  1952; Z a i t s e v a ,  1954; Maekawa, 
1980 y Wise ,  1946) .

El  c o r c h o ,  t r a s  m e t a n o l i s i s ,  se  s u s p e n d i ó  en agua 
c a l i e n t e  a 7 0 - 75 uC y se l e  a d i c i o n ó  á c i d o  a c é t i c o  g l a c i a l  y 
c l o r i t o  de s o d i o  con a g i t a c i ó n  c o n s t a n t e .

Tres  t r a t a m i e n t o s  con c l o r i t o  son s u f i c i e n t e s  p a r a  
r e d u c i r  e l  c o n t e n i d o  de l i g n i n a  a un n i v e l  c o n s t a n t e .  U l t e 
r i o r e s  t r a t a m i e n t o  causa n  p e r d i d a s  a p r e c i a b l e s  de h o l o c e l u 
l o s a  s i n  n i n g u n a  r e d u c c i ó n  s i g n i f i c a t i v a  en e l  c o n t e n i d o  
de l i g n i n a .

Por  f i l t r a c i ó n  de l a  mezc l a  s e  ob tuvo un r e s i d u o  
que se t r a t ó  con h i d r ó x i d o  de s o d i o  a d i s t i n t a s  c o n c e n t r a 
c i o n e s  ( I k a n ,  1969) .  E s t a  e t a p a  de l a  e x t r a c c i ó n  a l c a l i n a  
fue  muy l a r g a  y t e d i o s a ,  p o r  l o  que se s u s t i t u y ó  p o r  e l  t r a  
t a m i e n t o  de Doreé (Doreé,  1947,  p . 4 1 7 )  que u t i l i z a  e l  e t a -  
n o l  que c o n t i e n e  un 3% de e t a n o l a m i n a  p a r a  e l i m i n a r  l o s  c l o 
r u r o s  de l i g n i n a .  Se ob tuvo  un s ó l i d o  b l a n c o  f i b r o s o  que r e  
p r e s e n t ó  un 17,64% en pe so  r e s p e c t o  a l  co rcho  e x t r a í d o .
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m .  ESTUDIO DE LA HOLOCELULOSA

I I I .  1. C a r a c t e r i z a c i ón  de l a  h o l o c e l u l o s a . Datos e s p e c t r o s - 
cóp i  eos

Su e s p e c t r o  de IR ( F i g .  I I I .  1) p r e s e n t ó  l a s  s i 
g u i e n t e s  bandas  c a r a c t e r í s t i c a s :  e n t r e  3 . 600  y 3 . 100  cm 
banda  ancha  de t e n s i ó n  de 0-H a s o c i a d o  i n t e r i no  l e  c u l  á r m e n t e ; 
banda  a 2 . 9 0 0  cm de t e n s i ó n  de C-H a l i f á t i c o ;  bandas  a 
1 . 430 ,  1 . 380 y 1 .320 cm ** de d e fo r m a c i ón  de f l e x i ó n  de g r u 
pos CH^-> Y r e s Pe i vamen te  í b anda  a 1 . 050  cm
de t e n s i ó n  C-0 de a l c o h o l  y bandas  a 1 . 110 y 890 cm  ̂ que 
i n d i c a n  l a  p r e s e n c i a  de é t e r e s  c í c l i c o s .

míC*OM«'7ÍRS

J lilL’üJ. «CM I1400W A v c M iM iir*  >c m  ')

Fl g .  I I I E¿pzc£s io  de IR de l a  k o l o  c z l u l o A  a .
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I I I . 2 .  H i d r ó l i s  de l a  h o l o c e l u l o s a

Dada l a  i n s o l u b i l i d a d  de l a  h o l o c e l u l o s a ,  t a n t o  
en d i s o l v e n t e s  o r g á n i c o s  como i n o r g á n i c o s ,  p a r a  d e d u c i r  l a  
e s t r u c t u r a  monomérica de l os  p o l i s a c á r i d o s  i m p l i c a  una d e 
g r a d a c i ó n  de l o s  mismos po r  p r o c e d i m i e n t o s  qu í mi co s .  El  mas 
u t i l i z a d o s  es  l a  h i d r ó l i s i s  t a n t o  á c i d a  como e n z i m á t i c a .

I I I . 2 . 1 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a

E s t e  método de h i d r ó l i s i s  p e r m i t e  s e p a r a r  l o s  h i 
d r a t o s  de ca r bono  de l a  h o l o c e l u l o s a ?en forma de monosacá-  
r i d o s  s o l u b l e s , d e  l a  l i g n i n a ,  que queda  i n s o l u b l e  y se  pue 
de e l i m i n a r  p o s t e r i o r m e n t e  po r  f i l t r a c i ó n .

P a r a  l a  n e u t r a l i z a c i ó n  s e  e l e g i ó  e l  c a r b o n a t o  de 
b a r i o  en po lvo  dado que e l  b o r b o t e o  que se  p roduce  en e l  
d e s p r e n d i m i e n t o  de CC  ̂ es un medio a u x i l i a r  p a r a  s e g u i r  l a  
r e a c c i ó n .  Después de l a  n e u t r a l i z a c i ó n  se  e l i m i n a  e l  b a r i o  
r e s t a n t e  pa sando  l a  s o l u c i ó n  p o r  una  r e s i n a  camb iadora  de 
i o n e s , A m b e r l i t a  IR-120(H+) .

Se u t i l i z a r o n  dos p r o c e d i m i e n t o s  l i g e r a m e n t e  d i s 
t i n t o s .  Ambos u t i l i z a n  á c i d o  s u l f ú r i c o  d e l  12%, que l uego  
s e  d i l u y e  y se  n e u t r a l i z a  con c a r b o n a t o  de b a r i o .

Con e l  t r a t a m i e n t o  de G.W.Monier -Wi l l i ams  (Doreé,  
1947, p .197)  s e  a ñ ad i ó  de l  12% a l a  h o l o c e l u l o s a  y se
tuvo  l a  mezcl a  de r e a c c i ó n  4 d í a s  en a g i t a c i ó n  a t e m p e r a t u 
r a  amb ien t e .  Luego s e  d i l u y ó  e l  á c i d o  y s e  t uvo  l a  mezcl a  
15 h o r a s  a r e f l u j o .  Se t e rm in ó  e l  t r a t a m i e n t o  y de spués  de 
c o n c e n t r a r  a s equedad  l a  s o l u c i ó n  r e s u l t a n t e  s e  obutvo  un 
s ó l i d o  a m a r i l l o .

E s t e  p r o c e s o  fue l a r g o  y t e d i o s o  po r  lo  que se  
pasó a a p l i c a r  e l  t r a t a m i e n t o  de A.Navas (Navas ,  1980) .  Se 

t uvo l a  mezcl a  de r e a c c i ó n  con SO^H^ d e l  12% 4 h o r a s  con 
a g i t a c i ó n  a t e m p e r a t u r a  am b ien t e .  Luego s e  d i l u y ó  h a s t a  
h a c e r  e l  SO4 H2 1N, y s e  c a l e n t ó  a r e f l u j o  4 h o r a s .  Se n e u 
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t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o ,  s e  f i l t r ó  y e l  f i l t r a d o  se  
paso  a t r a v é s  de l a  r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120(H+) y se concen 
t r o  a s equedad .  Se obtuvo un s ó l i d o  a m a r i l l o  c o r r e s p o n d i e n t e  
a l a  mezc l a  de a z ú c a r e s  y se c a r a c t e r i z ó  p o r  métodos e s p e c -  
t r o s c ó p i c o s  y c r o m a t o g r á f i c o s .

1 11 . 2 . 1. 1. Datos e s p e c t r o s  cop í eos  de l o s  mono sac á r ido s

a) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

El  e s p e c t r o  de IR ('Fig. I I I . 2) p r e s e n t ó  l a s  s i 
g u i e n t e s  b a nd as :  e n t r e  3 . 600 y 3 .100  cm  ̂ una banda  ancha 
de t e n s i ó n  de OH a s o c i a d o  i n t e r m o l e c u l a r m e n t e ; banda  a 2 .940

_ i
cm de t e n s i ó n  de C-H a l i f á t i c o  ; bandas  a 1 . 600  y 1 .400  
cm  ̂ de t e n s i o n e s  a s i m é t r i c a s  y s i m é t r i c a s  d e l  an ión  ca r bo -  
x i l a t o ;  bandas  a 1 . 100 y a 1,035 cm  ̂ de t e n s i ó n  de C-0 de 
a l c o h o l  p r i m a r i o  y s e c u n d a r i o  r e s p e c t i v a m e n t e .

b) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de RMN

La e s p e c t r o s c o p i a  de RMN t i e n e  c i e r t a s  c a r a c t e r í s 
t i c a s  que hace n  que e s t a  t é c n i c a  s e a  e s p e c i a l m e n t e  v e n t a j o 
s a  p a r a  e l  e s t u d i o  de l os  p o l i s a c á r i d o s  ( A s p i n a l l ,  1982,  
p . 135) .  Los e s p e c t r o s  de RMN pueden d a r  i n f o r m a c i ó n  r e s p e c 
to  a l  ángulo  d i e d r o  e n t r e  p r o t o n e s  en átomos de carbono  a d 
y a c e n t e s  en l o s  compues tos  a l i c í c l i c o s  ( T ed de r ,  1971) .  D i 
cho ángulo  se  puede i n t e r p r e t a r  en t é r m in o s  de l a s  c o n f o r 
maciones  de l o s  s u s t i t u y e n t e s  en e l  a n i l l o .  Los e s p e c t r o s  
de l o s  a z ú c a r e s  son c om pl i c a do s ,  y l o s  de l o s  a z ú c a r e s  l i 
b r e s  como mejor  s e  miden es  en d i s o l u c i ó n  de óx ido  de deu-  
t e r i o  p a r a  e l i m i n a r  l a  a b s o r c i ó n  d e l  p r o t ó n  OH. Sin  emba r 
go s e  o b t i e n e  una s e ñ a l  ancha  d e b id a  a l  agua r e s i d u a l  ( s e 
ñ a l  HOD en l a  f i g u r a  I I I . 3 ) .  El  d e s p l a z a m i e n t o  qu ímico  de 
e s t a  s e ñ a l  a t e m p e r a t u r a  ambien t e  (6=4 ,8)  es  t a l  que puede 
i n t e r f e r i r  con l a  i m p o r t a n t e  r e g i ó n  an o m é r i c a .

El  p r o t ó n  mas f á c i l  de i d e n t i f i c a r  es  e l  d e l  c a r -
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bono anomér ico  que ap a rece  a un campo i n f e r i o r  a l  de los  
demás h i d r ó g e n o s  d e l  a n i l l o .  Es t e  p r o t ó n  s e  p r e s e n t a  c o 
mo un d o b l e t e  en e l  c aso  de l a s  a l d o s a s ,  como es n u e s t r o  
c a s o .  Los p r o t o n e s  a x i a l e s  s u e l e n  a b s o r b e r  en un campo mas 
a l t o  que l os  p r o t o n e s  e c u a t o r i a l e s .

No es a p ro p i a d o  u t i l i z a r  l a  e s p e c t r o s c o p i a  RMN 
p a r a  d e t e r m i n a r  l a s  p r o p o r c i o n e s  de l o s  c o n s t i t u y e n t e s .  S i n  
embargo s i  es adecuada  p a r a  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  y d e t e r m i n a 
c ión  de l o s  a z ú c a r e s  que componen e l  h i d r o l i z a d o  químico  o 
e n z i m á t i c o  de un p o l i s a c á r i d o .

El  e s p e c t r o  de RMN ( F i g . I I I . 3 . )  (D2 O) p r e s e n t ó  l a s  
s e ñ a l e s  c a r a c t e r í s t i c a s  de una  mezc l a  de a z ú c a r e s  l i b r e s ,  pe 
ro n ingún  d e s o x i - a z ú c a r  en d i s o l u c i ó n .  Se comprobó po r  com
p a r a c i ó n  con e l  e s p e c t r o  de RMN c o r r e s p o n d i e n t e  a una mezc l a  
de a z ú c a r e s  p a t r o n e s  ( g l u c o s a ,  x i l o s a ,  a r a b i n o s a  y mañosa) 
y ambos d i e r o n  s e ñ a l e s  s i m i l a r e s .  Las s e ñ a l e s  mas c a r a c t e r í s 
t i c a s  son:  un d o b l e t e  a 5 , 3  6 a s i g n a b l e  a l  p r o t ó n  anomér ico  
en p o s i c i ó n  a ;  y l a s  s e ñ a l e s  e n t r e  3 ,9  y 3 , 3  ó a s i g n a b l e s  a 
l o s  CH-OH y a l o s  -CH^-OH.

I I 1 . 2 . 1 . 2 . I d e n t i f i c a c i ó n  de los  monos a c á r i d o s  p o r  c r o m a t o 
g r a f í a  g a s e o s a

Se i n t e n t a r o n  i d e n t i f i c a r  p r i me ramen te  po r  c roma
t o g r a f í a  en capa  f i n a  con K i e s e l g u r  G y a c e t a t o  s ó d i c o  0,02M 
( Wol len ,  1967) .

P a r a l e l a m e n t e ,  s e  i n t e n t ó  t ambién  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  
de l o s  a z ú c a r e s  sob re  c r o m a to p l a c a s  de c e l u l o s a  (Mi ñana , 1 9 8 0 ) ,  
u t i l i z a n d o  como e l u y e n t e  l a  mezcl a  n - b u t a n o l - e t a n o l - a g u a  
( 3 : 2 : 2 ) .

En ambos casos  s e  v i s u a l i z a r o n  l a s  p l a c a s  con e l  
r e v e l a d o r  a n i s a l d e h i d o - á c i d o  s u l f ú r i c o .  Las c o l o r a c i o n e s  no 
fue r on  l o  s u f i c i e n t e m e n t e  d i f e r e n t e s  n i  tampoco l o s  Rp de l o s  
mo no sacá r idos  de l a  m ezc l a ,  como p a r a  h a c e r  una  i d e n t i f i c a c i ó n  
s e g u r a .
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Una i d e n t i f i c a c i ó n  mas p r e c i s a  se  l l e v o  a cabo p o r

c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  p r e v i a  t r a n s f o r m a c i ó n  de l os  mono- 
s a c á r i d o s  de l a  mezc l a  en l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  d e r i v a d o s  t r i -  
m e t i l s i l i l é t e r e s .

Según Sweeley y c o l a b o r a d o r e s  (S wee l ey ,  1963) l o s  
p r o d u c t o s  que s e  o b t i e n e n  de anómeros pu ros  de p e n t o s a s  y he -  
xosas  p r e s e n t a n  un s ó l o  p i c o  en c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  aunque,  
en a lgunos  c a s o s ,  pueden a p a r e c e r  pequeñas  c a n t i d a d e s  de o t r a  
forma an omér i ca .  En g e n e r a l  l a s  a n o m e r i z ac i o n es  que o c u r r e n  en 
p i r i d i n a  d u r a n t e  l a  p r e p a r a c i ó n  de l os  TMS d e r i v a d o s  son m í n i 
mas .

Las s o l u c i o n e s  acuosa s  en  e q u i l i b r i o  de l o s  a z ú c a r e s  
l i b r e s  c o n s t a n  c a s i  e n t e r a m e n t e  de dos component es ,  l o s  anóme
ros  a y $.

Se r e a l i z ó  un a n á l i s i s  c o m p a r a t i v o  de l o s  a z ú c a r e s  
d e l  h i d r o l i z a d o  de l a  h o l o c e l u l o s a  con a z ú c a r e s  l i b r e s  p a t r o 
n e s .  Se c r o m a t o g r a f i a r o n  p r ime ramente  p o r  s e p a r a d o  los  a z ú c a 
r e s  p a t r o n e s  g l u c o s a ,  x i l o s a ,  a r a b i n o s a ,  g a l a c t o s a ,  ramnosa y 
mañosa en s o l u c i ó n  acuosa .  En los  c romatogramas  c o r r e s p o n d i e n 
t e s  a p a r e c i e r o n  l o s  anómeros a y 3  como m a y o r i t a r i o s  j u n t o  con 
una  pequeña  c a n t i d a d  de l a  forma y de l os  a z ú c a r e s  d e b i d a  p ro  
ba b l e me n t e  a a l d e h i d o s  l i b r e s  ó formas f u r a n ó s i c a s .  En l a  t a 
b l a  I I I .  1. s e  i n d i c a n  l os  t iempos  de r e t e n c i ó n  de e s t o s  a z ú 
c a r e s  r e l a t i v o s  a l a  a - g l u c o s a .

De i g u a l  forma se  c r o m a t o g r a f i a r o n  l o s  a z ú c a r e s  p r o 
c e d e n t e s  de l a  h i d r ó l i s i s  a c i d a , d e  l a  h o l o c e l u l o s a .  En l a  t a 
b l a  I I I . 2. se  i n d i c a n  l os  t iempos  de r e t e n c i ó n  de l o s  a z ú c a r e s  
de l a  h i d r ó l i s i s  según Mon ie r -Wi l l i ams  r e l a t i v o s  a l a  a - g l u c o 
s a  y en l a  F ig .  I I I . 4. se m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o .
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TABLA I T T . 1.

C r o m a t o g r a f í a g a s e o s a  de l o s  TMS d e r i v a d o s de l o s  a z ú c a r e s
p a t r o n e s .

t aR Forma d e l  a z ú c a r Azúcar

0 ,34 a

0 ,38 8
Arab inos  a

0 ,36 a

0,48 8 X i l o s a
0 ,58 Y

0,35 a

0 ,47 8
Ramnosa

0, 75 a
0,  89 8 G a l a c t o s a
1 ,05 Y

1 , 0 0
a

1,44 8
Glucos a

0,  72 a

1,06 8
Manos a

aTiempos de r e t e n c i ó n  r e l a t i v o s  a l a  a - g l u c o s a  con una colum
n a  OV-1 a 195°C.
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TABLA I I I . 2.

C r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  de l o s  d e r i v a d o s  s i l i l a d o s  de l o s  
monos a c á r i d o s  de l a  h o l o c e l u l o s a  (Doreé,  1947) .

t a
R P i c o  n° Forma de l  a zú c a r Azúcar

0 ,3 3 1 a
0 ,38 3 3 Arab i nos  a

0,  35 2 a

0 ,48 4 3 X i l o s  a

0, 72 5 a Man os a

1 , 0 0 6 a
1 ,45 8 3 Glucos a

1,05 7 Y G a l a c t o s  a

a~, •T lempos de r e t e n c i ó n r e l a t i v o s  a l a  a - g l u c o s a en una colum
na OV-1 a 195c . .

Los a z ú c a r e s  p r o c e d e n t e s  de l a  h i d r ó l i s i s  según 
Navas s e  a n a l i z a r o n  i g u a l m e n t e  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  de 
sus  t r i m e t i l s i l i l é t e r e s  y s e  compararon con una m u e s t r a  de 
l a  mezcl a  de l os  s e i s  a z ú c a r e s  p a t r o n e s  i g u a l m en t e  s i l i l a d o s  
y en l a s  mismas c o n d i c i o n e s .  En l a  T ab l a  I I I . 3. s e  dan l o s  
t i empos  de r e t e n c i ó n  de l o s  a z ú c a r e s  o b t e n i d o s  r e l a t i v o s  a l a  
a - g l u c o s a  y en l a  F i g . I I I . 5 .  se  m ues t r an  l o s  c romatogramas  ob 
t e n i d o s .
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TABLA I I I . 3,

C r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  de l o s  TMS d e r i v a d o s  de l o s  monosáca-  
r i d o s  de l a  h o l o c e l u l o s a  (Navas ,  1980) .

t aR Pico  n° Forma d e l  a z ú c a r Azúcar

0 ,3 3 1 a
0 ,38 3 B A r ab ino s  a

0 ,36 2 a

0 ,4 7 4 B X i l o s a
0,  58 5 y

0, 74 6 a
0 , 8 8 7 B G a l a c t o s a

1 , 0 0 8 a

1,49 9 B Glucosa

a Tiempos de r e t e n c i ó n  r e l a t i v o s  a l a  a - g l u c o s a  (9 ,53  min . )  
en una columna 0 V- 1 a 180°C.

De e s t o s  a n á l i s i s  s e  pudo d e d u c i r  que l o s  monosac 
r i d o s  que componen l o s  p o l i s a c á r i d o s  de l a  h o l o c e l u l o s a  son 
g l u c o s a ,  x i l o s a ,  a r a b i n o s a ,  mañosa y g a l a c t o s a ,  s i e n d o  l o s  
dos p r i m e r o s  l o s  m a y o r i t a r i o s .

I I I . 2 . 1 . 3 .  De t e rm ina c ió n  c u a n t i t a t i v a  de l o s  mono sacá r idos

I I I . 2 . 1 . 3 . 1 .  Formación de l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s

La t r i m e t i l s i l i l  d e r i v a t i z a c i ó n  es s e n c i l l a  y r á 
p i d a  pe ro  t i e n e  sus  l i m i t a c i o n e s  ( C r o w e l l ,  1967) .  Como e l  
agua r e a c c i o n a  con l os  r e a c t i v o s  es  n e c e s a r i o  emp lea r  p r o 
c e d i m i e n t o s  de s ecado  muy e f i c i e n t e s .  El  c romatograma es 
d i f í c i l  de i n t e r p r e t a r  ya  que cada  a z ú c a r  p rodu ce  v a r i o s  
anómeros y en e l  c romatograma a pa r e c e  una m u l t i p l i c i d a d  de 
p i c o s  d i f í c i l e s  de r e s o l v e r .

i cm
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Gunner y c o l a b o r a d o r e s  most ra ' ron que s e  o b t e n í a n  
p i c o s  s e n c i l l o s  p a r a  l o s  a c e t a t o s  de l o s  a l d i t o l e s  de los  
a z u c a r e s  que nos i n t e r e s a n .

Sawardeke r  y c o l a b o r a d o r e s  am p l i a r on  e s t a  o b s e r 
v a c i ó n  y d i e r o n  una  a p l i c a b i l i d a d  g e n e r a l  de e s t e  p r o c e d i 
mien t o  p a r a  e l  a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o  de mezc l as  de monosa- 
c á r i d o s .  La r e d u c c i ó n  de l o s  monosacá r idos  a sus  a l d i t o l e s  
y l a  s e p a r a c i ó n  de los  d e r i v a d o s  de a l d i t o l e s  o f r e c e  p o s i 
b i l i d a d e s  de c u a n t i f i c a c i ó n  p u e s t o  que e s t e  p r o c e d i m i e n t o  
e l i m i n a  e l  p rob l ema de l os  p i c o s  m ú l t i p l e s ,  ya  que l o s  a l 
d i t o l e s  no pueden a n o m e r i z a r s e .

E s t e  método s i n  embargo no fue e n t e r a m e n t e  a f o r t u 
nado -ya  que l a  r e s o l u c i ó n  de s u s t a n c i a s  i s o m é r i c a s  e r a  a 
menudo i n s a t i s f a c t o r í a , como en e l  c aso  d e l  D - g l u c i t o l  y 
D - g a l a c t i t o l - , h a s t a  que Sawardeke r  (1965) i n t r o d u j o  un co- 
po l í m e ro  de s u c c i n a t o  de e t i l e n g l i c o l  y c i a n o e t i l  s i l i c o n a  
como f a s e  e s t a c i o n a r i a .  E s t e  p r o c e d i m i e n t o  fue capaz  de r e 
s o l v e r  todos  l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  comunes en 70 minu 
to s  con una  t e m p e r a t u r a  p rog ramada  de sde  155 a 190°C.

Se formaron l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  de los  a z ú 
c a r e s  p a t r o n e s  r amnosa ,  a r a b i n o s a ,  x i l o s a ,  mañosa,  g a l a c 
t o s a  y g l u c o s a .  P a r a l e l a m e n t e  se  formaron  t amb ién  l os  a c e 
t a t o s  de a l d i t o l e s  d e l  h i d r o l i z a d o  de l a  h o l o c e l u l o s a .  Los 
a z ú c a r e s  en d i s o l u c i ó n  acuosa  se  r e d u j e r o n  con b o r o h i d r u r o  
de s o d i o ,  que es  una  r e d u c c i ó n  s e n c i l l a  y c u a n t i t a t i v a ,  p a 
r a  f ormar  l o s  a l d i t o l e s  que l uego  s e  a c e t i l a r o n  con l a  mez
c l a  a n h i d r i d o - a c é t i c o / p i r i d i n a  ( 1 : 1 ) ,  como se  d e t a l l a  en 
l o s  métodos g e n e r a l e s .

Las e t a p a s  de que c o n s t a  l a  c o n v e r s i ó n  de un po-  
l i s a c á r i d o  en sus  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  c o n s t i t u y e n t e s  se  
suma r i z an  en l a  F ig .  I I I . 6 .
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A c e t i l a c i ó n  con * n n u------------------------------ ► AcO-C-H
Ac2 0 / p i r i d i n a  H-C-OAc

H-C-OAc
i
H

p e n t a a c e t a t o  de x i l i t o l  
un a c e t a t o  de a l d i t o l

F i g . I I I . 6 . El a n á l i s i s  y compos ic ión  de g l i c o s i l o s  se  v e r i 
f i c a  p o r  c o n v e r s i ó n  de l o s  r e s t o s  de g l i c o s i l o
de l os  o l i g o -  y p o l i s  a c á r i d o s  en l o s  d e r i v a d o s
v o l á t i l e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s .

Los a c e t a t o s  de a l d i t o l e s ,  p r o c e d e n t e s  d e l  h i d r o -  
l i z a d o  de l a  h o l o c e l u l o s  a ,  se  c a r a c t e r i z a r o n  p r i me ram en t e  
p o r  d a to s  e s p e c t r o s c ó p i c o s .

1 1 1 . 2 . 1 . 3 . 2 .  Datos e s p e c t r o s c ó p i c o s

a) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

El  e s p e c t r o  de IR ( F i g .  I I I .  7a) p r e s e n t ó  l a s  b a n 
das c a r a c t e r í s t i c a s  de compuestos  a c e t i l a d o s :  a 2960 y 2 850 
cm  ̂ bandas  de t e n s i ó n  de C-H a l i f á t i c o ;  band a  a 1 740 cm
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FZg.  I I I .  7a. U¿pectA.o de IR de. Zo-6 a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  
de Za h oZoceZaZo6a .

■¡ rr

11: ¡• i-
. : I :
: I : !

! I !

llI J 

FZg

V V
hlI . '

ÜÜ

1 i P

H  ■ | ! ! . ! ¡ ! 1 I rrr 
I ¡ !

I ! I

l !

11

¡ i

i ! «
¡ i ;

¡n

ü

i ! ! ' !fH-
pi ; ; ;III!i I ! •
i 1 i

XI

: r

W
i ! ¡ '
H

i i vi

TT

I !

! ¡

#  
i I

i i
r l i
! I I :

!i¡:
I i . i

i i
' t :

! I
i ¡

.1 . 1 1  
: i i |

i

Pi !^
til

l 1

I !

m
; i i 
! • ,

lli) i /i':

rr r i
! i i

I I  1 . 7 6 .  E¿pec£sio de RMhl de Zoi> a c e t a t o s  de a Zd i t o Ze A  de 

Za ko Zo ce Zu Z oó a .

■L



33

de t e n s i ó n  de C=0 de e s t e r  ( a c e t a t o ) ;  bandas  a 1440 y 1370
_ -j

cm de de fo rm ac ión  de f l e x i ó n  de g rupos  y  CH3 "» y
bandas  a 1240 y 1040 c m d e  t e n s i ó n  C-0 de a c e t a t o .

b) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de RMN

El  e s p e c t r o  de RMN ( F i g .  I I I . 7 . b) se r e g i s t r ó  en 
DCClj y  p r e s e n t ó  l a s  s i g u i e n t e s  s e ñ a l e s :  a 2 , 06  y 2 , 1 2  6 

a p a r e c e n  l a s  s e ñ a l e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a grupos  acetatos^,  e n 
t r e  3 , 7  y 4,5 6  a p a r e c e n  l a s  s e ñ a l e s  a s i g n a b l e s  a l os  p r o 
t o ne s  CH^'OAc; y e n t r e  4 , 9  y 5 , 6  6  l a s  s e ñ a l e s  a s i g n a b l e s  
a l os  -CH-OAc. Se comparó e s t e  e s p e c t r o  con e l  e s p e c t r o  de 
RMN d e l  g l u c i t o l  c r i s t a l i z a d o  y se  v i o  que e r a  muy s e m e j a n 
t e  como c a b í a  e s p e r a r  s i e n d o  l a  g l u c o s a  e l  a z ú c a r  m a y o r i t a -  
r i o  de l a  mezc la .

I I I . 2 . 1 . 3 . 3 .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  monos a c á r i d o s

a) C r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o

La d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  de l os  monos a c á r i 
dos d e l  h i d r o l i z a d o  de l a  h o l o c e l u l o s a  s e  r e a l i z ó  p o r  c r o 
m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  de l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de 
a l d i t o l e s .  El  método u t i l i z a d o  fue  e l  d e l  p a t r ó n  i n t e r n o .
Se e l i g i ó  e l  i n o s i t o l  como p a t r ó n  i n t e r n o  cuyo p i c o  no c o in  
c id e  con e l  de n i nguno  de l o s  a zú ca re s ,  de l  h i d r o l i z a d o  de 
l a  h o l o c e l u l o s a .

Blake  y c o l a b o r a d o r e s  e s t u d i a r o n  l a  p r e c i s i ó n  de l  
método y e n c o n t r a r o n  que l o s  e r r o r e s  e r a n  i n f e r i o r e s  a l  5%.

La columna ECNSS-M, una  f a s e  de p o l i e s t e r  de o r ga -  
n o s i l i c o n a  c o n s i s t e n t e  de s u c c i n a t o  de e t i l é n  g l i c o l  q u í m i 
camente combinado con una  s i l i c o n a  de t i p o  c i a n o e t i l ,  t uvo  
l a  p o l a r i d a d  i d e a l  p a r a  l a  s e p a r a c i ó n  de e s t o s  d e r i v a d o s .

En l a  t a b l a  I I I . 4. se  d e t a l l a n  l os  r e s u l t a d o s  ob 
t e n i d o s  en e l  a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o  d e l  h i d r o l i z a d o  de l a
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F l g . 1 1 1 . 8 .  C no m a£o g f i a d l a  g a s e o s a  de l o s  a c e £ a £ o s  d<¿ a l d l -  

£ o l e s  pno c e d e n £ e s  de l a  h £ d n ó l £ s £ s  de  l a  h o l o 
c e l u l o s a .  Tempena£una d<¿ l a  co l umna  190° .

TABLA 1 1 1 . 4

Monos a c d n l d o s  de l a  h o l o c e l u l o s a  de£enm£nados  a £ n a v l s  

de l o s  a c e £ a £ o s  de a l d £ £ o  l e s

Azucares  P i c o  n° l Azúcares

Arab ino sa  1 5,52
X i l o s a  2 20,67
Mañosa 3 3,52
Gal a c t o s  a 4 1,83
Glucosa  5 68 ,45
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h o l o c e l u l o s a ,  se  e x p r e s a n  en t a n t o  p o r  c i e n t o  d e l  t o t a l  de 
a z ú c a r e s .  En l a  F i g . I I I . 8  s e  m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e 
n i d o .

b) C r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a - e s p e c t r o m e t r í a  de masas ( C h i zho v ,  
1966) .

La i d e n t i d a d  de l os  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  se  con 
f i r m a  p o r  e l  a n á l i s i s  combinado de c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a -  
e s p e c t r o m e t r í a  de masas .  En l a  F ig .  I I I . 9,  se  m u e s t r a  e l  
c romatograma o b t e n i d o .

I n t e r p r e t a c i ó n  de l  e s p e c t r o  de masas (Ch i zh ov ,  1966,  M i t s u o ,  
1975) .

En e l  e s p e c t r o  de masas de l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o 
l e s  no apa rec e  e l  p i c o  d e l  i o n  m o l e c u l a r  M .

El  e s p e c t r o  de masas de l os  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  
i s o m é r i c o s  ( p e n t a a c e t a t o  de x i l i t o l  y a r a b i t o l ,  h e x a a c e t a -  
t os  de m a n i t o l ,  g a l a c t i t o l  y g l u c i t o l )  son ex t r emadamente  
p a r e c i d o s .  A s í ,  p u e s ,  l a s  d i f e r e n c i a s  e s t e r e o q u í m i c a s  no  se  
r e f l e j a n  en e l  e s p e c t r o  de masas de e s t o s  compues tos .

La de s com po s i c ió n  de l os  a c e t a t o s  de a l c o h o l e s  
o c u r r e  a t r a v é s  de dos caminos b á s i c o s :  1) Rup t u r a  de l a
cadena  de carbono en e l  ion m o l e c u l a r  con l a  f o rm ac ión  de 
f r agm en tos  p r i m a r i o s ;  2) E x p u l s i ó n  d e l  a c e t i l o  en forma de 
c e t e n a  y d e l  a c e t o x i l o  en forma de á c i d o  a c é t i c o  en e l  ion 
m o l e c u l a r  y en l o s  f r agmen tos  p r i m a r i o s ,  formándose  l o s  
f r agme n tos  s e c u n d a r i o s .

Los i ones  formados a p a r t i r  de l o s  a c e t a t o s  de 
a l d i t o l e s  se  c l a s i f i c a n  c o n ve n i en t em e n t e  po r  s e r i e s  de a c u e r  
do con e l  número de átomos de ca rbono  d e l  a z ú c a r .  En e l  e s 
quema que s e  -da a c o n t i n u a c i ó n  se i n d i c a n  l o s  esquemas de 
f o rmac ión  de l os  i o n e s  de l o s  a c e t a t o s  de h e x i t o l e s .  El  es  
quema a s e g u i r  en e l  c aso  de l o s  a c e t a t o s  de p e n t i t o l e s  s e 
r í a  s i m i l a r .
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S e r i e  V I . En e l  e s p e c t r o  de l o s  a c e t a t o s  de h e x i t o l  ( F i g .
I I I .  12) (M+ , m/e 434 ) ,  l o s  i o nes  de mayor masa ,  y con b a 
j a  i n t e n s i d a d ,  son l os  de m/e 375 y 374 p r o c e d e n t e s  de l a  
r u p t u r a  de un r a d i c a l  a c e t o x i l o  ó de una  m o l é c u l a  de á c i 
do a c é t i c o  a p a r t i r  d e l  ion m o l e c u l a r ,  r e s p e c t i v a m e n t e .

S e r i e  V.En e l  c a so  de l o s  a c e t a t o s  de h e x i t o l e s  e s t a  s e r i e  
emp ieza  con e l  m/e 361 p r o c e d e n t e  de l a  r u p t u r a  de l os  e n 
l a c e s  C-|-C2 (o Cjj-Cg). Los i o n e s  de mayor i n t e n s i d a d  son 
m/e 157, m/e 139 y m/e 115. En e l  caso  de a c e t a t o s  de pen-  
t i t o l e s  ( F i g . I I I . 1 0  y 11) (M+ , m/e 36 2 ) ,  l a  s e r i e  emp ieza  
con e l  i on  303. Los s i g u i e n t e s  miembros de l a  s e r i e  t i e n e n  
una  u n i d a d  de masa mayor en compa rac ión  con e l  de l os  a c e 
t a t o s  de h e x i t o l e s .  Son m/e 260,  m/e 2 0 0 , m/e 158,  m/e 140 
y m/e 98.

S e r i e  IV .E l  modelo de e s t a  s e r i e  posee  m/e 2 89. En e l  e s p e c  
t r o  de l os  h e x i t o l e s  l o s  i o n e s  de e s t a  s e r i e  de b a j a  i n t e n 
s i d a d  e s t á n  a m/e 247 y 229 m i e n t r a s  que en e l  e s p e c t r o  de
p e n t i t o l e s  e l  p i c o  247 e s t á  a u s e n t e .  Los o t r o s  i ones  de e s 
t a  s e r i e  m/e 145, m/e 103 y m/e 85 son i s o m é r i c o s  con los  
i on es  de l a  s e r i e  I I .

S e r i e  I I I . E l  modelo de e s t a  s e r i e  posee  m/e 2 17. Por  r u p t u 
r a  de una  m o l é c u l a  de á c i do  a c é t i c o  ó de c e t e n a  dan l o s  i o
nes  m/e 157 y m/e 175 r e s p e c t i v a m e n t e .  A e s t a  misma s e r i e
p e r t e n e c e n  l o s  i o n e s  m/e 115,  m/e 97,  m/e 73 y m/e 55.

S e r i e  I I .E l  modelo pose e  m/e 145. Los o t r o s  i on es  son m/e 
103, 85 y 43.

El  ion de l a  S e r i e  I con m/e 73 s e  puede fo rm ar  
p o r  l a  r u p t u r a  de l o s  e n l a c e s  C^-C2 o b i e n  p r o c e d e r  de l a  
S e r i e  I I I .  La i n t e n s i d a d  de l o s  p i c o s  de l o s  i ones  que se  
forman d i sminuyen a l  aumentar  m/e .  El  o rden  e s :  l a  S e r i e  
I I > I I I >IV>V>I . La b a j a  i n t e n s i d a d  de l  p i c o  I s e  debe a que 
e l  i o n  c a r b o n i o  p r i m a r i o  es menos e s t a b l e  que e l  s e c u n d a r i o :

i
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CH2 -OCOCH3< ^  CH-CH2 OCOCH3

ococh 3

El  p i c o  m/e a 43 es  e l  i on  a c e t i l o ,  CH3 C=0+ , y 
es  e l  p i c o  mas i n t e n s o  en e l  e s p e c t r o  de masas (De Jong h ,  
1 964).

E s t e  método g e n e r a l  de f r a g m e n t a c i ó n  de l o s  po- 
l i a c e t a t o s  p e r d i e n d o  una  m o l é c u l a  de ác i do  a c é t i c o  y una 
de c e t e n a  s u g i e r e  e l  mecanismo (Biemann,  1 963):

CHs\  ■ , 0  H
.C =  0  H2 C - r C  , o

\  -  6 0  /•' -  4 2  \  I .
0  \ H  ---------------- - ( H 0  --------------— C —C

/  CH» C0,H \V  \  7 CH3 C02H \  CH2 = C * 0 /  \
—-  C —— C —OCOCH3 - C  =  C H

más que e l  de una  s i m p le  e l i m i n a c i ó n  1 , 2 ; ya que l a  p é r d i -  
da de c e t e n a  e s t á  f a v o r e c i d a  po r  e l  dob l e  e n l a c e  r e s u l t a n 
te  de l a  p é r d i d a  de á c i d o  a c é t i c o  que o c u r r e  po r  l a  t r a n s 
p o s i c i ó n  de M c L a f f e r t y .

Tanto  l a s  s e r i e s  de p i c o s  o b t e n i d o s  como l a s  i n 
t e n s i d a d e s  de l os  mismos e s t á n  de acue rdo  en e l  c a so  de l  
e s p e c t r o  F ig .  I I I .  12 con l o s  a c e t a t o s  de h e x i t o l e s  y en e l  
c a so  de l os  e s p e c t r o s  F i g . I I I . 10 y F i g . I I I . 11 con a c e t a t o s  
de p e n t i t o l e s .

E s t o s  d a t o s  s e  c o r r e sp o n d e n  con l os  o b t e n i d o s  en 
ga se s  p e ro  f a l t a n  component es .  E s t o  es  p o s i b l e m e n t e  deb ido  
a que l a  columna c a p i l a r  u t i l i z a d a  en l a  c r o m a t o g r a f í a  de 
ga se s  a c o p l a d a  con l a  e s p e c t r o m e t r í a  de masas ,  no cons ig ue  
una s e p a r a c i ó n  c om pl e t a  de e s t a  m ezc l a  de a c e t a t o s  de a l 
d i t o l e s  ( H o l z e r ,  1980) .  Los t iempos  de r e t e n c i ó n  c o r r e s p o n 
d i e n t e s  a l o s  a c e t a t o s  de D - g a l a c t i t o l  y D - g l u c i t o l  son muy 
s i m i l a r e s ,  s i e n d o  p r o b a b l e  que e l  p r ime ro  quede i n c l u i d o  en 
e l  p i c o  d e l  s egundo .
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I  ✓ 9 A 9 E
O 3 2 *
3 o s *
O 2 9 *  
O l 2*
0 9 2 *
1 3 5 *  
3 ?  3 X 
O 3 2 *  e 3 2 * 
5 2 3 *  
O 1 5 *
0 1 3 *  

1 0  0 0 0 *
5 2 *  
1 O*
1 o *  
0 6 *  1 9*
I 2 *  
1 O* 
1 3 *  
5 O*
3 |  *
1 5 *  
3 ? *  
5 2 *
0 O*
2  0 *  
0 3 *  
0 0 * 
5 2 *  
2 6 *  
3 O*
1 O* 
3 2 *
1 2 *2 1 * 
1 5 *
1 3 *2 1 * 
<5<9* 
9 I * 
3 0*

1 3 1 X
I 1 O* 
0 3 7 *

1 2 3 2 *
0 1 0 *  
1 9 5 *  
O 1 6 *  
0 3 1* 
o 3 e x
O 1 3 X 
0 4 g x  
0 3 3 *
3 3 0 *
O 7 3 *  
0  6 9 *
O 3 3 * 
0 . 1 3 *

2 6  7 6 *  
0 12* 
3 3 3X
0 1 2X
1 3 0*  
O 2 5 * 
O l 3 *  
O 1 1 X 
O 0 3 *  
0 6 0 * 
O 3 5 *

PE *K I N T Z ' B * 9 C M A 9 3
7 2 5 4 0 l 0X 9 4 . 0
? 3 4 ? 0 2 4 X 4 5 l

1 4 | 0 4 3 X 4 6 l
'  s 6 9 6 2 0 4 * 4 ?  0

3 2 ?  4 4 4 4 X 4 0  0 •
ttrt 9 9 1 5 5 ? 4 7  5 * 4 4 0
3 3 . 5 * 9 3 4  6 l OS * 1 0  0 0
3 5  0
3 6  3 0 0 

0 1

2 4 0
3 6 5  

1 0  4 16

0 4 0 *
1 I I *

3 3 3 2 *

1 0  1 0 
1 0 2  0 
10  3 0

3 6 3 9 3 5 4  3 1 6 5 * 1 0 4  0
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1 1 4 8  1 0 2 4  X
1 1 5 8 2 0 2 5 X
I 1 6 1 2  1 0 3 6  X
1 l 7 8  1 0 2 4 X
1 1 9 1 5 * 0 4 9 X
l 1 9 8  1 4 8 8 6 5 5 7 X
1 8  0 1 8 * 1 8 5 7 7 4  X
1 8  1 1 1 0 0 3 3 X
1 2 8 4 3 0 1 3 X
1 8 3 2  0 0 2 6 1 1 X
1 2 4 4 0 0 1 2 X
1 2 5 1 4 0 o . 4 8  X
1 2 6 8 4  8 0 7 5  X
l 2 7 * 1 0 2 7  X
1 8 9 2 5 S 0 7 7 X
l 2 * 4 4 0 1 3 X
1 3 0 *  0 0 8 7 X
1 3 1 3 * 0 1 1 X
1 3 8 4 1 0 1 2 »
1 3 3 5 6 0 1 7 »
l 3 4 8 2 6 7 8 6 9 «ex
1 3 5 5 8 0 1 sx
1 3 6 2 3 * 1 7 8 *  X
1 3 7 4 5 0 1 3 X
1 3 9 6 7 6 2 0 6  X
l  3 9 4 2 7 1 3 OX
1 4 0 3 1 7 0 * 6  X
l 4  1 2 3 7 0 7 2 X
1 4 8 2 6 9 9 6 6 3 7 5 X
1 4 3 1 0 6 0 3 2 X
1 4 4 3 6 0 1 OX
1 4 5 l 2 * 8 3 * 4 X
1 4 4 3 3 7 1 0 2 X
1 4 7 9 9 0 2 6  X
1 4 9 5 0 0 l SX
1 4 * 0 4 0 2 S X

* e  o
0 *  . O 

1 0  0 0 
10 0 4
1 0  1 o 
1 0 2  o
1 0 3  0
1 0 3  3
1 OH 1 
1 0 5  1
l 0 6  1
1 0 ? .  I 
1 0 3  1
1 0  3 1
1 1 0 . 1
1 1 0  3
1 1 1  1 
1 1 2 . 1
1 1 3 . 1
1 1 4  l 
l  1 S l
1 1 5  3
116 1
1 1 6  5117 1
1 1 3 . 1  
1 1 3  1 
1 8  1 1  
1 2 2  1 
1 2 3  1 
1 2H 1
1 2 5  1
1 2 6  O 
1 2 ?  O 
1 8 3  0
1 2 8  3
1 2 3  5 
1 2 * O 
1 2 *  2 
13  0 O
1 3  1 0132 O
1 3 3  O
1 3 4  1
1 3 5  1
1 3 6  1
1 3 7  1
1 3 9  1
1 3 *  0
1 3 *  5 
m o i
1 4  0 3
1 4  1 1  
148 l 
1 4  3 1
144 1
1 4 5  1 
1 4 5  5
1 4 s . 6 
1 4  6  1 
1 4  7 . 1
1 4  9 1
1 5  0 1
1 5  1 1

PERK I N T I  '  B RS  E MR9 3
1 5 0 4 0 5  8 1 2  3 9  X 1 5 2 1
1 5 l 4  6 0 1 4  X 1 5 2 5
1 5 2 5 0 7  6 * 5 4 *  X 1 5 3 1
l 5  3 3 2 •i 0 *  X 1 5 3 5
i l i  0' 0 * V 1 5 3 8
1 5 5 s a s 1 6 3 » 1 5 * 1
1 5 6 6 2 o i a x 1 5 5 l
1 5 7 l 7  4 0 5  3 X 1 5 6 1
1 5 8 S 3 0 1 6 X 1 5 6 5
l 5 * 1 3 5 7  8 4 1 4 4  » • l 5 7 l
1 6  0 4 9 0 1 4 X 1 5  7 4
1 6  1 5 0 9  0 1 5 5 0 X • 1 5 9 l
1 6 2 5 * 4 l 8  2  X 1 5 * 1
1 6 3 3 7 0 1 1 X 1 6  0 1
1 6 4 7 7 0 2 3 X 1 6  1 1
1 6 5 4 * 0 l 4  X 1 6  3 1
1 6  6 4 6 0 1 4 X 1 6 5 1
1 6 7 4 3 0 l 3 X 1 6 9 0
1 6 8 5 5 7 1 7  0 X 1 6  * 0
1 6 * 1 4 3 0 2 4 3 6  5  X 1 7 0 0
1 7  0 1 5 4  8 4 7 2  X 1 7  l 0
l 7  l 3 1 0 0 * X l 7  1 5
l 7  2 2 0 4 0 6  2  X 1 7 2 0
1 7 3 1 2 9 0 3 *  X 1 7 3 0
1 7 4 5 7 0 1 7 X l  7 4 0
l 7  5 4 8 8  1 1 4  a * x 1 7  5 0
1 7 6 4 4 6 1 3 6  X 1 7  6 0
1 7 7 5 5 0 1 6  X 1 7 7 0
1 7  8 4 3 0 1 3 » 1 7  8 1
1 7 9 * 6 0 2 * X 1 7 9 1
1 8  0 l 7  5 0 5 3 X 1 9 2 0
i a  i 7  1 0 2 1 X 1 9 3 0
1 8 2 5 7 0 . 1 7 * l 8 4 0
1 8 3 6 3 0 1 * x 1 9 5 0
1 8 4 3 5 0 1 0 » 1 8 6 0
l 8 5 2 2 3  1 3 6 8  1 l  X * l 8  7 0
1 8 6 1 9 9 9 6  l 0 X • 1 9 9 0
1 8 7 4 3 3 1 3 2  X 1 8 * 0
1 8 8 3 9 0 1 1 » 1 9  0 0
l 8 * 3 2 0 0 9 X 1 9 l 1
1 9 0 3 2 0 0 9 X 1 * 3 0
1 9 l 6 6 0 2 OX 1 * 4 0
1 9 2 1 1 9 0 3 6  X 1 9 5 1
1 9 3 1 1 2 8 3  4 4 X l * 9 1
l 9 4 5 2 6 1 6  OX 2  0  0 . I
1 9 5 1 2  1 0 3 6  X 2  0  1 1
1 9 6 4 7 0 1 4 » 2  0 3 l
1 9 7 4 9 0  1 4 » 2  0 5 2
l 9 8 1 0 * 0 3 3 X ¿ 0 7 . 1
1 9 9 3 0 0 0 9  X 2  1 0 1
2  0 0 1 * 0 0 .  5  7  X 2  1 1 1
8  0 1 1 6 8 2 5  l  3 X  • 2  1 2 1
2  0 2 6 3 9 1 * 5  X 2 1 3 1
2 0 3 * 9 5  8 3 0 3 9  X • 2  1 7 1
2 0 4 7 3 3 2  2  3 X 2  1 9 1
2 0 5 1 0  1 0 3 OX 2 1 9 1
2  0 6 3 0 0 0 9  X 2 2  1 1
2 0 7 5 1 0 1 5 » 2 2 6 1
2  0 8 4 8 9 1 4 9 X 2 2  9 1
2 0 9 5 2  1 l 5  9  X 2 3 0 0
2  1 0 2 4  1 0 7 3 X 2 3  1 0
2  l l 3 0 3 0 9  2 X 2 4 g 1
2  1 2 5 4 0 . 1 6 » 2 4  3 1
2 1 3 4 5 0 1 3 X 2 4 5 1
2 l 4 5 0 8 1 5 5  X 2 4 7 2
2 1 5 4  1 0 1 2 X 2 4  8 2
2  1 6 4  e 0 1 2 X 2 5  1 3
2  1 7 3 6 0 1 OX 2 5 4 1
2  1 8 3 5 0 1 OX 2 5 5 1
2  l  9 4 3 7 9 1 3 3 6  X • 2 5 9 1
2 2  0 5 2 6 1 6 OX 2 6 0 1
e e  l 1 1 5 0 3 5  X 2 6  1 . 1
2  2 2 3 3 0  1 0 » 2 6 2 0
£ 2 3 4 7 2 l 4  4  X 2 7 2 1
2 2 4 4 2 8 1 3 OX 2 7  3 1
2 8 5 3 0 0 0 9 X 2 7 4 l
2 2 6 4 2 4  0 1 2  9  4  X • 2 8 * 2  -
2 2 7 5 9 4 1 8 1 » - 2 * 0 8
e a a 9 3 0 2 8  X 2 * 1 2
2 2 9 4 5 0 1 3 X 3 l * 0
2 3  0 4 8 0 l 4  X 3 2  0 0
2 3  1 3 9 0 1 1 X 3 3 3 0
2 3 2 7 0 8 2 i 6  X * 3 6  1 1 •
2 3 3 l 2 4 0 3 7  X 3 6 2 1
2 3 4 4  7 0  1 4  X 3 6  3 1
2 3 5 2 0 3 0  6  1 » ' 3 7 S 1
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Los e s p e c t r o s  de masas s e r á n ,  p o r  t a n t o ,  l o s  c o 
r r e s p o n d i e n t e s  a l o s  a c e t a t o s  de g l u c i t o l ,  x i l i t o l  y a r a b i -  
n i t o l ,  que son l o s  a z ú c a r e s  m a y o r i t a r i o s  que componen l a  h o 
l o c e l u l o s a .

111 . 2 . 2 .  H i d r ó l i s i s  e n z i m á t i c a  ( I )

Hay enz imas  e s p e c í f i c o s  que c o n v i e r t e n  a lgunos  
p o l i s a c á r i d o s  en o l i g o s a c á r i d o s  con un a l t o  r e n d i m i e n t o .  
P a r ece  s e r  que e sos  enzimas  h i d r o l i z a n  l os  f r agm en tos  g ran  
des mas r áp i da men te  que l os  pe q ue ño s ,  y de e s t a  forma los  
o l i g o s a c á r i d o s  mas pequeños  se acumulan en l a  mezc l a  de r e a c  
c i ó n .  S in  embargo,  l a  mayo r í a  de l o s  enz imas  no mues t r a n  t a l  
s e l e c t i v i d a d  p o r  l o s  f r agmen tos  g r a n d e s .

P a r a  d e t e r m i n a r  l a  c o n f i g u r a c i ó n  de l a  un ión  i n t e r -  
s a c a r í d i c a  de l o s  p o l i s a c á r i d o s ,  se r e a l i z ó  una  h i d r ó l i s i s  
e n z i m á t i c a .  Se l l e v ó  a cabo con " c e l u l a s a " ,  que l i i d r o l i z a  con 
e s p e c i f i c i d a d  l o s  e n l a c e s  3,  en una d i s o l u c i ó n  tampón de 
HOAc/NaAcO a pH 4,5 ( W h i s t l e r ,  1952) .  Se u t i l i z ó  como c a t a l i 
z ado r  a c e t a t o  de f e n i l m e r c u r i o .  E l  p r o d u c t o  h i d r o l i z a d o  se  
s e p a r ó  p o r  f i l t r a c i ó n ,  y e l  f i l t r a d o  se  pa só  a t r a v é s  de una 
columna de ca rbón  a c t i v o  y se e l u yó  con agua y f i n a l m e n t e  con 
me t ano l .  Tras  e l i m i n a r  e l  d i s o l v e n t e  en r o t a v a p o r  s e  ob tuvo  
un s ó l i d o  a m a r i l l e n t o  que se a n a l i z ó  p o r  métodos qu í mico s  y 
c r o m a t o g r á f i c o s .

111. 2 . 2 .  1. I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  mo n os a cá r id os

El  a n á l i s i s  de l o s  mono sa cá r ido s  s e  r e a l i z ó  p o r  
c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o .  Se tomó una m u e s t r a  d e l  h i d r o l i 
zado y se  s i l i l ó ,  de l a  forma h a b i t u a l ,  p a r a  su  a n á l i s i s  
comp a r a t i vo  con l os  a z ú c a r e s  p a t r o n e s  i g ua lm en te  s i l i l a d o s  
y se  i n y e c t ó  en e l  c r o m a t ó g r a f o  de g a s e s .

En l a  t a b l a  I I 1.5 se i n d i c a n  l o s  t iempos  de r e 
t e n c i ó n  de l o s  t r i m e t i l s i l i 1 d e r i v a d o s  d e l  h i d r o l i z a d o  de 
l a  h o l o c e l u l o s a  r e l a t i v o s  a l a  a - g l u c o s a .  En l a  F i g . I I I J 3  
se  m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o .



co

p . p P . O
p p P

N O
2

P 2 O  . P
P ' £> < S

p o
o P CC>

p N p -
P Q P x p
2 p C i ^
P p . p r^N
P p P - P

p
— k í > C P
vO p p
U -t í>»

o p ~ P - p
• o O O

p £>■

o p P
o p -
p p P ,

p P
p rH-

P <^3
o t > O
í > ¿ >

P P ,
• P — \

— \ C o

p P ~
2 P ,

P 5 P . P
p P P -
P - O < ^ .

p c
( H N p
P N p .
P - P Q
P P , 6 *

O

603 0 10010 20 50

<T>

U)
-rcr

3 5 0  ) 1 9 5  /  3 5 0 0 V - 13 0  c c  /  m i n

OI



46

TABLA I I 1 . 5

C r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  de l o s  TMS d e r i v a d o s  de l o s  monosacá 
r i d o s  p r o c e d e n t e s  d e l  h i d r o l i z a d o  e n z i m á t i c o  de l a  h o l o c e l u 
l o s a .

t aR P i c o  n° Forma de l a z ú c a r  Azúcar

0,  37 1 a A r a b i n o s a  y X i l o s a

0 ,4 5 2 3
0 ,56 3 Y Xi l o s a

0, 75 4 a

0 , 8 8 5 3 G a l a c t o s a
1 ,06 7 Y

1 ,00 6 a
Glucos a1,41 8 3

a Timpos 
OV-1 a

de r e t e n c i ó n  r e l a t i v o s  a l a  
195 °C.

a - g l u c o s a  en  una  columna

I I I .2 .  2. 2 . De t e r m in a c ió n c u a n t i  t a t i v a de l o s  m on osa cá r ido s

Pa ra  un a n á l i s i s  c u a n t i t i v o  se p r o c e d i ó  a l a  f o r m a 
c i ó n  de l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  de l o s  componentes  de h i 
d r o l i z a d o ,  t a l  como se  i n d i c a  en l o s  métodos g e n e r a l e s .

E s t o s  nuevos  d e r i v a d o s  se  a n a l i z a r o n  po r  c r o m a t o 
g r a f í a  g a s - l í q u i d o ,  u t i l i z a n d o  e l  método d e l  p a t r ó n  i n t e r n o  
p a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  de l o s  mismos.  En l a  t a b l a  
I I I . 6 se dan l o s  t i e mpos  de r e t e n c i ó n  a s i  como e l  r e s u l t a d o  
d e l  a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o  e x p r e s a d o  en t a n t o  p o r  c i e n t o  de 
l o s  a z ú c a r e s  en l a  mezcl a .  En l a  F i g . I I I ,  14 se  m u e s t r a  e l  
c romatograma o b t e n i d o .
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• J

F £g usía 1 1 1 . 1 4 .  C siomato gtia {,£a g a s e o s a  de l o s  a c e £ a £ o s  de

a l d £ £ o l e S  pho c e d e n £ e s  d<¿ l a  h i d r ó l i s i s  en-  
z l m á £ l c a  de l a  h o l o c e l u l o s a .  T emp e l  alubia  
de l a  co lumna  / 9 0 o .

TABLA 1 1 1 . 6  .

Monos a c á r i d o s  de l a  h o l o c e l u l o s a  d e l e r m l n a d o s  a £ n a v £s  de  

l o s  a c e £ a £ o s  de a l d £ £ o l e s

Azúcares P i co  n° % Azúca res

Arab i nos  a 1 3 ,1 0
Xi l o s a 2 7,72
Manos a 3 8,27
Ga la c to s  a 4 17,05
Glucos a 5 6 3 ,86
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1 11 . 2 . 2 . 3. H i d r ó l i s i s  a c i d a  de l o s  o l i g o s a c á r i d o s

En l a  h i d r ó l i s i s  e n z i m á t i c a  de l a  h o l o c e l u l o s a  se 
forman,  ademas de l o s  mo n os a cá r id o s  ya  menc ionados ,  p o s i b l e s  
d i s a c á r i d o s ,  t r i s a c á r i d o s , e t c . ,  que p a s a r í a n  a l  h i d r o l i z a d o .

Se s o m e t i ó ,  p u e s ,  e s t e  h i d r o l i z a d o  a una h i d r ó l i s i s  
á c i d a  p r e v i a  a l a  i d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  m o n o s a c á r id o s .  Se d i  
s o l v i ó  e l  r e s i d u o  en á c i d o  s u l f ú r i c o  de l  72% con a g i t a c i ó n  a 
t e m p e r a t u r a  ambien t e  d u r a n t e  4 h o r a s .  A c o n t i n u a c i ó n  s e  d i l u  
yo e l  á c i d o  s u l f ú r i c o  h a s t a  1 N y s e  c a l e n t ó  a r e f l u j o  4 h o 
r a s .  Los mono sacá r idos  l i b e r a d o s ,  t r a s  n e u t r a l i z a c i ó n  con c a r  
b o n a t o  de b a r i o  y d e s i o n i z a c i ó n  a t r a v é s  de A m b e r l i t a  IR-12Ó 
( H+) , se  t r a n s f o r m a r o n  en l os  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l  
d i t o l e s ,  de l a  forma acos tumbrada .

I I I . 2 . 2 . 3 . 1 .  D e t e r m ina c ió n  c u a n t i t a t i v a  de l o s  m o n o s a c á r i d o s

La d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  de l o s  m o n os a cá r id o s  
se r e a l i z ó  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  de l o s  a c e t a t o s  de 
a l d i t o l e s  f ormados .  En l a  t a b l a  I I I . 7 se  dan l o s  r e s u l t a d o s  
de e s t o s  a n á l i s i s  y se e x p r e s a n  en t a n t o  p o r  c i e n t o  d e l  t o 
t a l  de a z ú c a r e s .  En l a  F i g . I I I . 15 se m u es t r a n  e l  c r o m a t o g r a 
ma o b t e n i d o .

I I I . 2 . 2 . 4 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a  d e l  r e s i d u o  no h i d r o l i z a d o  en z i - 
m á t i c a m e n t e .

El  r e s i d u o  s e p a r a d o  p o r  f i l t r a c i ó n  en l a  h i d r ó l i s i s  
e n z i m á t i c a  de l a  h o l o c e l u l o s a ,  se so m e t ió  a una  h i d r ó l i s i s  á c i  
da con á c i d o  s u l f ú r i c o  d e l  72%, El  h i d r o l i z a d o  se  n e u t r a l i z ó  
con c a r b o n a t o  de b a r i o  y se d e s i o n i z ó  p o r  r e s i n a  A m b e r l i t a  
IR-120(H+) . Se e l u y e r o n  l o s  p r o d u c t o s  con agua y se  c o n c e n 
t r a r o n  a un pequeño volumen p a r a  su  t r a n s f o r m a c i ó n  en l o s  c o 
r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s ,  de l a  forma a c o s t u m b r a 
da.
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F l g . l l J . 1 5 .  Ch.omatogfiadla gaAeoAa de Ioa a c e t a to *  de. a l d l -  
t o l eA  ph.oce.de.ntcA de ¿a k ldh .6Ha ¿A a c i d a  de 
Ioa ol lgoA acáhtdoA de l a  k o lo  ce lu loA  a .T empeta
taría de ¿a columna 19 0° .

TABLA 1 1 1 . 7 .

MonoA acá t l doA de l a  k o lo c e l u l o A  a de te tmlnadoA  a tnavéA de 
I oa ace ta toA de a l d l t o l e A

Azuca res  P i co  n° ^Azúcares

Ramnosa 1 3,15
Ar a b i n os a  2 7,61
X i l o s a  3 18,95
Manos a 4 12,64
G a l a c t o s a  5 * 25 ,27
Glucosa  6 32 ,37
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I I I . 2 . 2 . 4 . 1 .  De t e r m in a c ió n  de l o s  m ono sa cá r ido s

Los a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  o b t e n i d o s  s e  a n a l i z a r o n  
de forma c u a n t i t a t i v a  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o .

En l a  t a b l a  I I I .  8 s e  i n d i c a n  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e 
n i d o s  y se  e x p re sa n  en t a n t o  p o r  c i e n t o  d e l  t o t a l  de a z ú c a 
r e s  y en l a  F ig .  I I I . 1 6 . s e  m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o .

1 1 1 . 2 . 3 .  H i d r ó l i s i s  e n z i m á t i c a  ( I I )

Se r e a l i z ó  o t r a  h i d r ó l i s i s  e n z i m á t i c a  de l a  h o l o 
c e l u l o s a  u t i l i z a n d o  e l  mismo p r o c e d i m i e n t o  que en l a  a n t e 
r i o r  y v a r i a n d o  e l  t i empo de r e a c c i ó n .  En e s t e  c a so ,  s e  t u 
vo l a  mezcl a  de r e a c c i ó n  20 h o r a s  en  a g i t a c i ó n  a 45°C, en 
l u g a r  de l a s  4 h o r a s  que e s t u v o  en l a  h i d r ó l i s i s  a n t e r i o r .

El  r e s i d u o  no h i d r o l i z a d o  de h o l o c e l u l o s a  s e  s e p a 
r ó  po r  f i l t r a c i ó n .  Con e l  f i l t r a d o ,  de c o l o r  a m a r i l l o ,  una 
vez  t e r m in a d o  e l  t r a t a m i e n t o ,  s e  formaron l o s  c o r r e s p o n d i e n 
t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  de l a  forma a co s t u m b ra d a ,  p a r a  su 
p o s t e r i o r  a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o .

1 11 . 2 . 3. 1. D e t e rm in a c i ón  c u a n t i t a t i v a

La d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  de l o s  mono sacá r idos  
se  l l e v ó  a cabo po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  de l o s  a c e t a 
t o s  de a l d i t o l e s  fo rmados .  En l a  t a b l a  I I I . 9 se  dan l o s  r e 
s u l t a d o s  de a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o  e x p r e s a d o s  en t a n t o  p o r  
c i e n t o  d e l  t o t a l  de a z ú c a r e s  y en l a  F i g . I I I . 17 se  m u e s t r a  
e l  c romatograma o b t e n i d o .

De l o s  r e s u l t a d o s  de l a  h i d r ó l i s i s  e n z i m á t i c a  se 
puede d e c i r  que c a s i  t odos  l o s  a z ú c a r e s  e s t á n  i m p l i c a d o s  en 
u n i o n e s  $. No s e  puede s a b e r  l a  p r o p o r c i ó n  p r e c i s a  de e s t o s  
a z ú c a r e s ,  n i  tampoco s i  e s t á n  en  su  t o t a l i d a d ,  p u e s t o  que e l  
r e s i d u o  que queda  s i n  h i d r o l i z a r  puede d e b e r s e  a que e s t o s  

a z ú c a r e s  t ambién  formen p a r t e  de u n i o n e s  a ,  o b i e n  a que e l
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F Z g . l l I . 1 6 .  C / i o m a t o p A a ^ Z a  g c u a o A a  da  l o  A a c a t a t o A  da  

a l d l t o  l a A  psio c a d a n t a A  da l a  k l d s i ó l l A l A  da  

l a  k o l o c a l u l o A a  no  k l d ^ i o  l l z a d a  a n z l m á t l c a -  

m a n t a .  T a m p a f i a t u K a  da l a  c o l u m n a  1 9 0 ° .

TABLA I I I . S

Mono a a c a l d o  A da  l a  k o l o c a l u l o A  a d a t a n m l n a d o A  a t s i a v é A  

d a  I oa a c a t a t o A  da  a l d l t o l a A

Azúcares P i co  n° ^Azúcares

Arab i nos  a 1 1 ,97
X i l o s a 2 43,79
Mañosa 3 1 ,00
G a l a c t o s a 4 2 ,88
Glucos a 5 50,33
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3T-

T l g . l W . M .  C r o m a t o g r a f í a  g a * e o * a  de  l o *  a c e t a t o *  de a l d l -

t o l e * p r o c e d e n t e *  de l a  h l d r ó l l * l *  e n z l m á t l c a i 2) 
de l a  h o l o  c é l a l o * a .  T e m p e r a t u r  a de l a  co lumna  
1 90°.

TABLA 1 1 1 . 9

Wono* a c d r l d o *  de  l a  ' a o l o c e l u l o *  a d e t e r m i n a d o *  a t r a v é *  de  
l o*  a c e t a t o *  de a l d l t o l e *

Azúca res  P i co  n° ^Azúcares

Raninos a 1 0 ,34
Arab inos  a 2 1,61
X i l o s a  3 46,49
G a l a c t o s a  4 26 ,47
Glucosa  5 25 ,08
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t r a t a m i e n t o  no ha  s i d o  comple to .  Es to  ú l t i m o  se  c o n f i r m a r í a  
por  e l  hecho de que en l a  s egunda  h i d r ó l i s i s  e n z i m á t i c a ,  que 
s e  aumentó e l  t i empo  de r e a c c i ó n ,  se h i d r o l i z ó  mayor c a n t i 
dad de a lgunos  a z ú c a r e s .

P o s t e r i o r m e n t e ,  se  comproba rá ,  p o r  a n á l i s i s  e s p e c -  
t r o s c ó p i c o  de l o s  p o l i s a c á r i d o s  m e t i l a d o s  y po r  sus  pode re s  
r o t a t o r i o s ,  que l a  c a s i  . t o t a l i d a d  de l o s  a z ú c a r e s  que c o n s 
t i t u y e n  l o s  p o l i s a c á r i d o s  e s t á n  un id os  po r  e n l a c e s  3 y t an  
s ó l o  una pequeña  p r o p o r c i ó n ,  e s t á n  i m p l i c a d o s  en u n i on es  a .

I I I . 3. M e t i l a c i ó n  de l a  h o l o c e l u l o s a

E l  p r o c e d i m i e n t o  de l a  m e t i l a c i ó n ,  a p e s a r  de l o s  
años que han t r a n s c u r r i d o  desde  su  p r i m e r  uso  p o r  Pu r d i e  e 
I r v i n e  ( P u r d i e ,  1903) ,  pe rmanece  como una de l a s  armas mas 
p o de ro sa s  p a r a  d e t e r m i n a r  e l  t i p o  de un ión  de cada  monosa- 
c á r i d o  en l a  m o lé c u l a  ( H i r s t ,  1956) ,  es  d e c i r ,  o f r e c e  una  
buena  c o n f i r m a c i ó n  de l a  e s t r u c t u r a  q u ím ic a  ( S t o f f y n ,  1960; 
Kuhn, 1955 y 1960; Yamakawa, 1963) .

La m e t i l a c i ó n  de l o s  p o l i s a c á r i d o s  se  l l e v ó  a c a 
bo por  e l  p r o c e d i m i e n t o  de Hakamor i .  C o n s i s t e  e s t e  p r oce so  
en l a  f o rmac ión  d e l  a l c ó x i d o ,  c a t a l i z a d o  p o r  e l  m e t i l s u l f i -  
n i l c a r b a n i ó n  en d i m e t i l s u l f ó x i d o , s e g u i d o  p o r  l a  m e t i l a c i ó n  
con i o d u r o  de m e t i l o .

a) Formación d e l  c a r b a n i ó n

Según Corey y Chaykovsky (Corey ,  1962 y 1965) ,  e l  
s o d i o  me t i  l s u l f i n i l  c a r b a n i ó n  (CH^-SO-CL^Na*) se  g e n e r a  con 
v e n i e n t e m en t e  c a l e n t a n d o  e l  h i d r u r o  de s o d i o  f i n a m e n t e  p u l 
v e r i z a d o  en un e x ces o  de d i m e t i l s u l f ó x i d o  s e c o ,  b a j o  a tm ós 
f e r a  de n i t r ó g e n o ,  con a g i t a c i ó n  y a 70-75°C.  El  f i n a l  de 
l a  r e a c c i ó n  s e  ve p o r  e l  c ese  de l a  e v o l u c i ó n  de h i d r ó g e n o  
y por  l a  d e s a p a r i c i ó n  de l  h i d r u r o  de s o d i o .
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b) M e t i l a c i ó n  d e l  p o l i s a c á r i d o

El  p o l i s a c á r i d o  s e  t r a t a  con l a  b a s e  f u e r t e  a n 
t e r i o r m e n t e  g e ne r ad a .  Con e s t o  se i o n i z a n  l o s  grupos  h i d r o -
x i l o  que se  t r a t a n  a c o n t i n u a c i ó n  con i o d u r o  de m e t i l o .

La i o n i z a c i ó n  de l o s  grupos  h i d r o x i l o  de l  p o l i s a 
c á r i d o  es una  r e a c c i ó n  r e l a t i v a m e n t e  l e n t a  ( B j o r n d a l ,  1970C).  
Se d e j a  p e rm a n e c e r ,  p u e s ,  e l  p o l i s a c á r i d o  v a r i a s  h o r a s  con 
l a  ba se  a n t e s  de a ñ a d i r  e l  i o d u r o  de m e t i l o .

Los i o ne s  a l c o x i  y e l  i od u r o  de m e t i l o  r e a c c i o n a n  
mucho mas r á p i d a m e n t e .  Una p a r t e  de l  i o d u r o  de m e t i l o  l o  con 
sume l a  b a s e .  E l  a i s l a m i e n t o  de los  p o l i s a c á r i d o s  m e t i l a d o s  
es s e n c i l l o  y e l  método es adecuado t a n t o  p a r a  l a  micro como 
p a r a  l a  m a c r o e s c a l a .

E s t e  método además t i e n e  l a s  v e n t a j a s  de que l a  
r e a c c i ó n  es más r á p i d a  y comp le t a  cuando se  c a t a l i z a  po r  e l  
c a r b a n i ó n  y s e  puede  c o n t r o l a r  po r  l a  c a n t i d a d  de r e a c t i v o  
añad ido .  Además,  l a  c o p r e s e n c i a  d e l  ion s o d i o  y d e l  c a r b a 
n ión  p r o h i b e  p o s i b l e m e n t e  v a r i o s  e f e c t o s  i n d e s e a b l e s  de l  s o 
d io .  Las dos e t a p a s  de l a  r e a c c i ó n  son:

1) R-OH + CH7- SO-CHlNa+ ------------ ► R-0_Na+ + CH -SO-CH73 2 3 3

2) R-0"Na+ + CH3I ------------- ► R-0-CH3 + Nal

La m e t i l a c i ó n  de l a  h o l o c e l u l o s a  se  l l e v ó  a cabo 
s i g u i e n d o  e s t e  p r o c e d i m i e n t o .  Los p o l i s a c á r i d o s  m e t i l a d o s  
se  a i s l a r o n  p o r  e x t r a c c i ó n  con c l o r o f o r m o ,  s e  s e c a r o n  en 
e s t u f a  de v a c i o  v a r i o s  d í a s  y s e  p u r i f i c a r o n  p o r  c r o m a to 
g r a f í a  de columna a t r a v é s  de Sephadex LH-20 u t i l i z a n d o  c o 
mo e l u y e n t e  l a  mezcl a  c l o r o f o r m o - a c e  ton a ( 2 :1 )  ( A s p i n a l ,  
1978A).
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111 . 3. 1. C a r a c t  e r i  z a c i 6n  de l a  h o l o c e l u l o s a  m e t i l a d a

Es d i f í c i l  r e c o n o c e r  s i  l a  m e t i l a c i ó n  ha  s i d o  com 
p l e t a .  Los p o l i s a c á r i d o s  m e t i l a d o s  son h i g r o s c ó p i c o s ,  y l os  
ú l t i m o s  r e s t o s  de d i m e t i l s u l f ó x i d o  u o t r o  d i s o l v e n t e  se  e l i 
minan con d i f i c u l t a d .  Por  a n á l i s i s  de l o s  g rupos  m e t o x i l o  se
o b t i e n e n  a menudo v a l o r e s  muy b a j o s .  El  me jo r  c r i t e r i o  es l a

-  1
a u s e n c i a  de l a  banda  de* a b s o r c i ó n  d e l  OH e n t r e  3600-3400 cm , 
aunque t r a z a s  de agua pueden f a l s e a r  e l  r e s u l t a d o  ( B j o r n d a l ,  
Í9.70C) .

a) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

Su e s p e c t r o  de IR ( F i g . I I I . 18) p r e s e n t ó  l a s  s i g u i e n  
t e s  bandas  c a r a c t e r í s t i c a s :  a 2 930 y 2 850 cm  ̂ bandas  de t e n 
s i ó n  de C-H a l i f á t i c o ;  banda  a 1735 cm  ̂ de t e n s i ó n  de C=0 de

-  1é s t e r  m e t í l i c o ;  banda  a 1460 cm de de fo rm ac i ón  p o r  f l e x i ó n
a s i m é t r i c a  de grupos  - C ^ -  y  CH^-; banda  a 1380 cm  ̂ de d e f o r
mación po r  f l e x i ó n  s i m é t r i c a  de l os  g rupos  -CH, ;  band a  a 1320 

-  1cm de de fo rm ac i ón  po r  f l e x i ó n  de grupos  -CH- ; banda  ancha
_ i  ■

e n t r e  1200 y 1000 cm de t e n s i ó n  C-O-C de é t e r  y e s t e r ;  b a n 
da a 950 cm  ̂ que i n d i c a  l a  p r e s e n c i a  de é t e r e s  c í c l i c o s  y 
banda  a 890 cm  ̂ d e b i d a  a l a s  u n io nes  3 de l o s  p o l i s a c á r i d o s .  
Se comprueba,  p u e s ,  que l a  m e t i l a c i ó n  ha  s i d o  c o m p l e t a .

b) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de RMN

El  e s p e c t r o  de R M N ( F i g . I I I . 1 9 ) (DCCl^) m u e s t r a  l a s  
s e ñ a l e s  c a r a c t e r í s t i c a s  de un p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o  y con 
un io nes  g l i c o s í d i c a s  3 (Whyte,  1971) .  S e ñ a l e s  a 4 , 4 6 ,  muy 
poco r e s u e l t o  e l  d o b l e t e ,  a s i g n a b l e s  a l o s  p r o t o n e s  anomé- 
r i c o s  de p o l i s a c á r i d o s  l i n e a l e s ;  l a s  s e ñ a l e s  a 3 , 5 8 ,  3,51 
y 3 ,46 a s i g n a b l e s  a l o s  grupos  m e t o x i l o  en C-3,  C-2 y C-6 
r e s p e c t i v a m e n t e  ( G a g n a i r e ,  1969) ;  l a s  s e ñ a l e s  a 3 ,056  y 
e n t r e  3 ,7  y 3,9 6, que e s t á n  muy poco r e s u e l t a s ,  a s i g n a b l e s  
a los  -C^-* y  -CH- a d y a c e n t e s  a grupos  m e t o x i l o s .



F i g . 111 .  18.  E¿pzc tn .o  de IR de l a  k o l o  c z l u l o & a  m o t i l a d a .
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1 1 1 . 3 . 2 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a

Una vez que l a  compos ic ión  de g l i c o s i l o  de un p o 
l i s a c á r i d o  es  c o n o c i d a ,  e l  s i g u i e n t e  pa so  es d e t e r m i n a r  l a  
compos ic ión  de l a s  un i o n es  d e l  g l i c o s i l o .  E s t e  a n á l i s i s  p e r 
mi t e  d e t e r m i n a r  c u a n t i t a t i v a m e n t e  l a s  c a n t i d a d e s  de d i f e r e n 
t e s  r e s t o s  de g l i c o s i l o .  El método e l e g i d o  p a r a  e l  a n á l i s i s  
de l a s  un iones  de g l i c o s i l o  envue lve  l a  f o rmac ión  de l os  a c e 
t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s .  E s t a  t é c n i c a  s u s 
t i t u y e  grupos  m e t i l o  po r  l os  átomos de h i d r ó g e n o  de t odos  l o s  
grupos  h i d r o x i l o  e x p u e s t o s  en e l  p o l i s a c á r i d o  (S a n d f o r d ,  196 6) . 
Después de l a  p e r m e t i l a c i ó n , e l  p o l i s a c á r i d o  se h i d r o l i z a  con 
á c i do  s u l f ú r i c o  d e l  12% p a r a  d a r  l a s  a l d o s a s  p a r c i a l m e n t e  me- 
t i l a d a s ,  que son r e d u c i d a s  a l o s  c o r r e s p o n d i e n t e  a l d i t o l e s  y 
l uego  a c e t i l a d a s .

El  método de a n á l i s i s  de l a  un ión  de l o s  g l i c o s i l o s  
p o r  l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  se suma- 
r i z a n  en l a  F i g . I I I . 20.

I I I . 3 . 2 . 1 .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  mo n os a cá r id o s  p a r c i a l m e n t e  
met i  l ados

Los a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  son 
v o l á t i l e s  y son c u a n t i f i c a d o s  y t e n t a t i v a m e n t e  i d e n t i f i c a d o s  
po r  c r o m a t o g r a f í a  de i o n i z a c i ó n  a l a  l l ama.  Se u t i l i z ó  e l  1 , 5 -  
d i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - O - m e t i 1 - D - g l u c i t o l  como a zú c a r  p a 
t r ó n  de r e f e r e n c i a .  En l a  F ig .  I I I .  2 1 se  m u e s t r a  e l  c r o m a t o g r a 
ma o b t e n i d o  y en l a  t a b l a  111 .1$  s e  dan l o s  t iempos  de r e t e n 
c ión  de e s t o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  r e l a t i v o s  a l  a zú c a r  de r e 
f e r e n c i a ,  a s í  como e l  p o r c e n t a j e  r e l a t i v o  de cada  uno de e l l o s  
en l a  mezcl a .

1 1 1 . 3 .3 .  Reducc ión de l a  h o l o c e l u l o s a  m e t i l á d a

Como se o b s e r v a  en e l  e s p e c t r o  de IR ( F i g . I I I . 18) de 
l a  h o l o c e l u l o s a  m e t i l a d a ,  ha  d e s a p a r e c i d o  l a  banda  de a b s o r -
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r e s t o  de un g l i c o s i l o  m e t i l a d o
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H-C-OH

(
H

r e d u c c i ó n  con 
NaBH,

2 , 3 - d i - 0 - m e t i l  x i l o s a ;  
una a l d o s a  p a r c i a l m e n t e  
m e t i l a d a ( e n  forma de a n i l l o )

H 0

2 , 3 - d i - 0 - m e t i l  x i l i t o l  
un a l d i t o l  p a r c i a l m e n t e  
me t i  l ad o

H-C-OCH,
I 3 

CH30-C-H
H-C-OH
H-C-OH

I
H

2 , 3 - d i - O - m e t i l  x i l o s a  
(en forma de cadena 
ab ie  r t  a)

H
2 , 3 - d i - 0 - m e t i l ; 1 , 4 , 5 -  
t r i - O - a c e t i l  x i l i t o l ;  
un a c e t a t o  de a l d i t o l  
p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o .

F Z g . U I . 2 0 .  A i d  m o t i l a d l o  n posi  c o n v d S u Z ó n  cid ¿06 sid¿to¿> d<¿ g l l c o ú Z l o  dd  o l Z g o  y po I Z¿  a c á s i Z d o ¿

dn  í o ¿  a c d t c i t o A  p a f i d Z a l m d v i t d  m d t Z l a d o b  .
en
CP
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F l g . J J J . 2  1. CAomatog/ iaf i la  g a ¿ c o ¿ a  d<¿ l o -6 a c e t a t o s  de a l d l -  

£ o l <¿-6 cíe £o.ó azacoAe^ m e t l l a d o A  oo £<¿nldot> d e l  
k l d a o l l z a d o  cíe l a  k o l o c e l u l o *  a m o t i l a d a  en una  

co l umn a  ECNSS-M a 1 7 5 ° .  P l coA:  1) 2 , 3 , 4 ,6 -Me^-
G£u; 2) 2 , 3 -M e2X¿; 3) 2 , 3, 6 - Me 3~ G£u.



c ion  d e l  OH (3600-3200 cm ) , l o  que s i g n i f i c a  que l a  m e t i -
- 1l a c i ó n  ha s i d o  c o m p l e t a ,  p e r o  hay una  banda  a 1 735 cm c a 

r a c t e r í s t i c a  de un e s t e r  m e t í l i c o ,  de b i d o  p o s i b l e m e n t e  a po 
l i s a c á r i d o s  á c i d o s .  Se r e a l i z ó ,  p o r  t a n t o ,  una  r e d u c c i ó n  de 
e s t o s  p o l i s  a c á r i d o s  á c i d o s  m e t i l a d o s  p r e v i a  a l a  h i d r ó l i s i s

La h o l o c e l u l o s a  m e t i l a d a  se c a l e n t ó  a r e f l u j o  en 
t e t r a h i d r o f u r a n o , s e c o ‘y d e s t i l a d o ,  que c o n t e n í a  h i d r u r o  de 
a lu m in io  y l i t i o  ( A s p i n a l l ,  1978A). El p o l i s a c á r i d o  m o t i l a 
do y r e d u c i d o  s e  a i s l ó  p o r  e x t r a c c i ó n  con c l o r o f o r m o .

En su e s p e c t r o  de IR a p a r e c i ó  una  banda  a 3500 cm
( t e n s i ó n  OH) p e ro  no d e s a p a r e c i ó  t o t a l m e n t e  l a  banda  a 1735 

- 1cm ( t e n s i ó n  C=0 de e s t e r ) .

1 1 1 . 3 . 3. 1.. Datos es pee  t  r  os c óp i c o s

a) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

Su e s p e c t r o  de IR ( F i g . I I 1 .22 a) p r e s e n t ó  l a s  s i -
~  -j

g u i e n t e s  bandas  c a r a c t e r í s t i c a s :  a 3500 cm de t e n s i ó n  0-H
- 1

l i b r e ;  bandas  a 2 9 80 y 2 8 6 0 ' cm de t e n s i ó n  de C-H a l i f á t i 
co;  banda  a 1 740 cm  ̂ de t e n s i ó n  de C=0 de e s t e r ;  bandas  a

_  1
1460, 1380 y 1320 cm de de fo r m ac i ón  p o r  f l e x i ó n  de grupos  
- Q ^ - ,  CH;$-, Y "CH- r e s p e c t i v a m e n t e ;  y b a nd a  ancha  e n t r e
1170 y 1000 cm  ̂ de t e n s i ó n  C-0 de é t e r .

b) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de RMN

En su  e s p e c t r o  de RMN ( F i g . I I 122b)(DCCl^) no se  
o b s e r v a  n i n g u n a  v a r i a c i ó n  con r e s p e c t o  a l  de l a  h o l o c e l u l o 
s a  m e t i l a d a ,  n i .  o c u r r e  n in gú n  cambio a p r e c i a b l e  en  l a s  s e - -  
ñ a l e s  a l  a ñ a d i r l e  agua p e s a d a  a l a  m u e s t r a .

Las s e ñ a l e s  mas c a r a c t e r í s t i c a s  son :  a 4,36 l a s  
s e ñ a l e s ,  apenas  r e s u l t a s ,  de l o s  p r o t o n e s  anomer icos  de l a s  
un io nes  g l i c o s í d i c a s  3;  a 3 , 6 ,  3 ,52 y 3 ,46 l a s  s e ñ a l e s  a s i g 
n a b l e s  a l o s  g rupos  m e t o x i l o  en C-3,  C-2 y C-6 r e s p e c t i v a 
mente ;  e n t r e  3 ,05 y 3 ,26  y e n t r e  3 ,9  y 3 , 76  l a s  s e ñ a l e s  co-



F l g A l l  .22a.  E¿pe.ctsio de IR de l a  h o l o c c l u l o ó  a m o t i l a d a  y a d u 
c id a .

Flg .111 . 22b . E¿ paa tno  de RM H de £a h o l o  c. u l u l o a  m o t i l a d a  y k <l- 
du c lda .

79
03C+^^

22858595

67 85351
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r r e s p o n d i e n t e s  a l o s  -C l^"  Y -CH-,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  a d y a c e n 
t e s  a grupos  m e t o x i l o .

El  hecho de que no s e  a p r e c i e  n ingún  cambio en e l  
RMN puede s e r  deb ido  a que l a  r e s o l u c i ó n  de l a s  s e ñ a l e s  no 
es l o  s u f i c i e n t e m e n t e  buena  o b i e n  que e s t o s  g rupos  á c i d o s  
es t en  en una  c a n t i d a d  t a n  pequeña  que no s e  d e t e c t a n .

Es to  ú l t i m o  p a r e c e  s e r  lo  mas p r o b a b l e ,  ya  que en 
e l  e s p e c t r o  t ampoco a p a r e c e n  l a s  s e ñ a l e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  
a l o s  p r o t o n e s  anomér i cos  de un i o n es  g l i c o s í d i c a s  a , que e s  
como normalmente  se  p r e s e n t a n  e s t q s  á c i d o s  u r ó n i c o s  fo r man 
do p a r t e  de l o s  p o l i s  a c á r i d o s .

111. 3. 3. 2 . H i d r ó l i s i s  a c i d a .  Ob tenc ión  de l o s  monos a c á r i d o s  
p a r c i a l m e n  t e  me t i  l  ados

Los p o l i s a c á r i d o s  t o t a l m e n t e  m e t i l a d o s  no  se  d i 
su e l v e n  po r  lo g e n e r a l ,  en d i s o l u c i o n e s  a c u o s a s ,  aún n i  c a 
l e n t a n d o .  Por  e s t o ,  n o r m a l m e n te ,  s e  r e a l i z a  l a  m e t a n o l i s i s  
(con á c i d o  c l o r h í d r i c o  m e t a n ó l i c o  a e b u l l i c i ó n ) , l a  f o r m o l i -  
s i s  (con á c i d o  fó rmico  d e l  90% a 100°C) ó e l  t r a t a m i e n t o  con 
ác ido  s u l f ú r i c o  de l  72% (a  t e m p e r a t u r a  amb ien t e )  a n t e s  de l a  
h i d r ó l i s i s  con á c i d o s  más d i l u i d o s  y a t e m p e r a t u r a  mas a l t a s  
De e s t a  forma s e  co n s i gu e  que l a  d e s m e t i l a c i ó n  y l a  de scom
p o s i c i ó n  s e  d e t e n g a  t a n t o  como s e a  p o s i b l e .

E l  t r a t a m i e n t o  con á c i d o  c l o r h í d r i c o ,  en agua o me 
t a n o l ,  o c a s i o n a  una  d e s m e t i l a c i ó n  mas f u e r t e  que l a  f o r m o l i -  
s i s  ó que e l  t r a t a m i e n t o  con á c i d o  s u l f ú r i c o  d e l  72% y l a  ' ^  
h i d r ó l i s i s  f i n a l  con á c i d o  s u l f ú r i c o  mas d i l u i d o  ( B j ’ó r n d a l ,  
19 70C) .

S e . r e a l i z ó ,  po r  t a n t o ,  l a  h i d r ó l i s i s  á c i d a  de l a  ‘
* ' * ‘

h o l o c e l u l o s a  m e t i l a d a  y r e d u c i d a  con á c i d o  s ú l f ú r i c o  d e l  72%
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I I I . 3 . 3 . 2 . 1 .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  monos a c á r i d o s  p a r c i a l m e n t e  
met i l a d o s

Con l os  monosacá r idos  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s ,  o b 
t e n i d o s  en l a  h i d r ó l i s i s  a c i d a ,  se formaron l o s  c o r r e s p o n 
d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  de l a  forma h a b i t u a l .

a) A n á l i s i s  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a

E s t o s  d e r i v a d o s  v o l á t i l e s ,  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  
p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s ,  se a n a l i z a r o n  y c u a n t i f i c a r o n  po r  
c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  u t i l i z a n d o  e l  1 , 5 - d i - O - a c e t i l - 2 , 3 , 4 , 6 -  

- t e t r a - O - m e t i l - D - g l u c i t o l  como a z ú c a r  p a t r ó n  de r e f e r e n c i a .  
En l a  F i g . I I I . 2 3  s e  m u e s t r a  e l  c romatograma ob t e n i d o  y en 
l a  t a b l a  I I I . 13 se dan l o s  t iempos  de r e t e n c i ó n  de e s t o s  d e 
r i v a d o s  r e l a t i v o s  a l  a z ú c a r  p a t r ó n  de r e f e r e n c i a ,  a s í  como 
e l  p o r c e n t a j e  r e l a t i v o  de cada  uno de e l l o s  en l a  mezcla .

b ) A n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  ga seos  a - e s  pe ct rome t r í a  de 
mas as

La i d e n t i d a d  de l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l  
mente m e t i l a d o s  s e  co n f i r m a  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a se os a  e s p e c 
t r o m e t r í a  de masas combinadas  ( B j ’ó r n d a l ,  1970) .  En l a  F ig .
I I I . 24 se  m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o .

I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de masas

La a p l i c a c i ó n  de l a  e s p e c t r o m e t r í a  de masas a c o 
p l a d a  a l a  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  es una p o s i b i l i d a d  p a 
r a  e l  a n á l i s i s  c u a l i t a t i v o  y c u a n t i t a t i v o  de l a  mezc l a  de 
a z ú c a r e s  m e t i l a d o s .

V a r io s  a u t o r e s  han e s t u d i a d o  l o s  e s p e c t r o s  de ma
s a s  de los  h i d r a t o s  de carbono  (Koche tkov,  1966) .  Heyns y 
c o l a b o r a d o r e s  (Heyns,  1963) e s t u d i a r o n  l o s  e s p e c t r o s  de ma
sas  de g l i c ó s i d o s  t o t a l m e n t e  m e t i l a d o s ,  m i e n t r a s  que 
Kochetkov y c o l a b o r a d o r e s  (Chi zhov ,  1967) ,  Samuelson  y co-
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l a b o r a d o r e s  ( P e t e r s s o n ,  1967) se  d e d i c a r o n  a l o s  t r i m e t i l -  
s i l i l  d e r i v a d o s  de l o s  g l i c ó s i d o s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s .

Los e s p e c t r o s  de masas de l o s  a c e t a t o s  de a l d i 
t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  f u e r o n  e s t u d i a d o s  p o r  B j ó r n d a l  
y c o l a b o r a d o r e s  ( B j ó r n d a l ,  1967A). Observando l o s  e s p e c t r o s  
de masas de l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a 
dos se  pueden h a c e r  l a s  s i g u i e n t e s  g e n e i a l i z a c i o n e s :

1. En l a  mayo r í a  de l os  e s p e c t r o s  de masas e l  p i c o  b a s e  es 
m/e 43 (CH -C=0) .

2.  Los d e r i v a d o s  con e l  mismo t i p o  de s u s t i t u c i ó n  ( p o r  ej  . 
l o s  h e x i t o l e s  de l o s  2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - O - m e t i l d e r i v a d o s )  dan 
e s p e c t r o s  de masas muy s e m e j a n t e s  y no p e r m i t e n ,  p o r  e l l o ,  
una d i f e r e n c i a c i ó n  s e g u r a .

3. Con m o l é cu l a s  con dos grupos  m e t o x i l o  v e c i n o s ,  p o r  e j . con 
l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  d e l  2 , 3 - d i - O - m e t i l - D - x i l i t o l  
( f i g . I I I . 2 6 )  y l os  d e l  2 , 3 , 6 - t r i - O - m e t i l - D - g l u c i t o l  ( F i g .
I I I . 2 8 ) ,  se  p r e f i e r e  l a  r u p t u r a  e n t r e  e s o s  grupos  a n t e s  
que l a  r u p t u r a  e n t r e  un átomo de ca rbon o  m e t o x i l a d o  y 
o t r o  ; a c e t o x i l a d o .

4. Los f r agmen tos  p r i m a r i o s  formados r e s u l t a n  de l a  r u p t u r a  
e n t r e  l o s  átomos de carbono  de l a  c adena .  La r u p t u r a  e n t r e  
un átomo de ca rbono m e t o x i l a d o  y uno a c e t o x i l a d o  se  p r e 
f i e r e  a l a  r u p t u r a  e n t r e  dos átomos de ca rbono  a c e t o x i l a -  
d o s . Los f r agmen tos  con e l  g rupo m e t o x i l o  l l e v a n  l a  c a r g a  
p o s i t i v a .  Según e s t o ,  e l  a c e t a t o  de a l d i t o l  de l a  3-0-me-  
t i l - D - x i l o s a  ( F i g . V .1 7 )  se  d i v i d e  p r i m e r o  en  un s o l o  f r a g 
mento p r i m a r i o  (m/e 189) .

5.  Los f r agmen tos  s e c u n d a r i o s  r e s u l t a n  de l o s  f r agm en tos  p r i 
mar ios  po r  una  o v a r i a s  e l i m i n a c i o n e s  c o n s e c u t i v a s  de á c i  
do a c é t i c o  (m/e 6 0 ) ,  c e t e n a  (m/e 4 2 ) ,  m e t a n o l  (m/e 32)ó 
fo rm a ld eh id o  (m/e 30) .

Los f r agme n tos  p r i m a r i o s  mas i m p o r t a n t e s  de un a c e 
t a t o  de a l d i t o l  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o  se  dan en l a  t a b l a  I I I . 11. 
La i n t e n s i d a d  de l o s  f r agme n tos  p r i m a r i o s  aumenta  con l a  d i s -
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TABLA  I I I . 11

TJiagmmtoA phZmoJiZoh deZ <¿¿p<¿ctn.o de ma&om de ac&tcuto¿ de aZditotdA 
m¿£í¿ado¿a.

Posición .m/e
del CH3 45 59 89 117 131 161 175 189 203 205 217 233 261

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 aldi toles  
de los pol i s  acáridos estudiados en es te  t rabajo.
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minuc ión  d e l  número más i co .  Las i n t e n s i d a d e s  de e s t o s  f r a g 
mentos p a r a  l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  son mucho mas b a j a s  
que l a s  i n t e n s i d a d e s  de l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  p i c o s  p r o c e 
d e n t e s  de l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s .

En l a  t a b l a  I I I .  12 se  dan l o s  p i c o s  mas p ro m in e n 
t e s  d e l  e s p e c t r o  de masas de l o s  d i s t i n t o s  a c e t a t o s  de a l 
d i t o l e s  e n c o n t r a d o s  en l o s  p o l i s  a c á r i d o s  e s t u d i a d o s  en e s t e  
t r a b a j o .  Se i n c l u y e n  so l a me n te  l o s  p i c o s  con una  i n t e n s i d a d
s u p e r i o r  a l  101 d e l  p i c o  b a s e .

De los  e s p e c t r o s  de masas de l o s  a c e t a t o s  de a l 
d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  de l a  h o l o c e l u l o s a  m e t i l a -  
da y r e d u c i d a ,  se  i d e n t i f i c a r o n  c u a t r o  compuesto^ c o r r e s 
p o n d i e n t e s  a l o s  p i c o s  que s e  i n d i c a n  en e l  c romatograma 
de l a  F i g . I I I . 24 .

El p i c o  m a y o r i t a r i o ,  p i c o  n°3 d e l  c roma tograma ,  
cuyo e s p e c t r o  de masas se m u e s t r a  en l a  F i g . I I I . 29 ,  d io  
como f r agmen tos  p r i m a r i o s  l o s  i o ne s  m/e 117 y m/e 2 33 y 
como s e c u n d a r i o s  l o s  i o n e s  con m/e 43,  87,  101 y 113
(Fig .  I I I .  30) .  E s t o ,  j u n t o  con e l  a n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a 
f í a  g a s e o s a ,  nos p e r m i t i d  i d e n t i f i c a r l o  como e l  1 , 4 , 5 - t r i -  
0 - a c e t i  1 - 2 , 3 , 6 - t r i - O - m e t i l - D - g l u c i t o l .

E l  s i g u i e n t e  p i c o  en i m p o r t a n c i a ,  p i c o  n°2 d e l  
c roma tograma ,  cuyo e s p e c t r o  de masas se  m u e s t r a  en l a  
F i g . I I I . 27,  t i e n e  como f r agm en tos  mas p r o m i n e n t e s  l o s  i o 
ne s  con m/e 43,  87, 101,  117,  129 y 189 ( F i g . I I I . 2 8 ) ,  lo 
que ,  j u n t o  con l a  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a ,  nos p e r m i t i ó  i den  
t i f i c a r l o  como e l  compuesto  1 , 4 , 5 - t r i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 - d i - 0 -  
me t  i l - D - x i l i t o l .

Pa r a  e l  p i c o  n°1 d e l  c roma tograma ,  p i c o  muy mi 
n o r i t a r i o ,  cuyo e s p e c t r o  de masas se m u e s t r a  en l a  F ig .
I I I .  25,  se  l e  a s i g n a r o n  como f r agm en tos  mas s i g n i f i c a t i 
vos l o s  i ones  con m/e 43,  45,  71,  87,  101,  117,  129,  145,
161 y 205 ( F i g . I I I . 2 6 ) ,  que e s t a r í a n  de acue rdo  con l a  
c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  p a r a  c o r r e s p o n d e r  a l  1 , 5 - d i - 0 - a c e t i 1-



T A B L A  1 1 1 . 1 2

V ¿ c o ¿  p s i o m ¿ m n ¿ £ ¿  ( m/ e )  en e . ¿ p e . c £ n o  de. maAaó de. a c z £ a . £ o ¿  de. a . l c U £ o l e . ¿  m e . £ £ l a d o ¿

A z ú c a r e s a m/e

43 45 59 71 85 87 89 99 101 113 115 117 127 129 131 139 143 145 161 175 189 203 205 233 26

3-Me-Xi + + +< +

2,3-Nfe2Xi + + + + + +

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

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

2 , 3 , 4 - M 5 3 -G1u + + + + + + + +

2,3,6-Mg3-Glu + + + + + + + +

2,4,6-Nfe3-Glu Hr + + + + + +

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

a 3-Nfe-Xi=1,2,4,5- t r i -0-acet i l -3-0-nEti l -D-xi l i tol ,  e tc

en-«o



2 3

F¿g . I I I .  23 a) Cromato q K cl{ ¡ £  a gcu><¿o¿a d<¿ lo¿ ac<¿£a£o¿ cíe clI cLl £ o ¿ < ¿ 6  cíe lo¿> 
azúcaae.A m<¿££Zado¿ ob£zn£do6 d<¿l k¿dt io¿¿zado  ae ¿a ko¿o-  
c<¿£u£o¿ a m<¿££lada y ti<iduc¿da <¿n una  coZumna ECNSS-M a / 7 5o . 
P£co¿:  7) 2 ,3,4,6-M<l4-GIu;  2) 2,3-M 3) 2 , 3 , 6-Me3-G£u;
4) 2 , 3-Me2-G£a.

b) Ctiomatogtiahia ga¿e,o¿a d<¿£ 2 , 3 , 4 , 6 - 4~Glu pa t ró n .
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TABLA I I I  .13

E t e r e s  m e t í l i c o s  d e l  h i d r o l i z a d o  de l o s  p o l i s  a c á r i d o s  me t i  
l ad os  (A) y m e t i l a d o s  y r e d u c i d o s  ( B ) .

Azuca res  a

l 
 ̂

^
I

A
% Area  

B

2 , 3 , 4 , 6 - M e 4 -Glu 1 , 0 0 2,35 1 ,96
2 , 3-Me2-Xi 1 ,47 28,29 28,71
2 , 3 ,6 -M e^- G lu 2 ,44 55,  58 44, 73
2 , 3-Me2 -Glu 5 ,18 - 4 ,89

2 , 3 , 4 , 6 - M e ^ - G l u = 1 , 5 - d i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - 0 - m e t i l - D -  
g l u c i t o l .

Tiempos de r e t e n c i ó n  de l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de 
a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  r e l a t i v o s  a l  d e l  1 , 5 - d i  
O - a c e t i l - 2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - O - m e t i l - D - g l u c i t o l  ( t ^  4 , 54)  en 
una columna ECNSS-M a 175°C.



Fi g.  I I I .  24. C a o m a t a g u a r í a  g a i e o i a  de l o i  a c e t a t o *  de  a l d i t o l e i  de  l o *  a z a c a n e*  m e t i l a d o *  
o b t e n i d o * d e l  h i dn . o l i z a . d o  de l a  h o l o c e l u l o *  a m e t i l a d a  y n e d u c i d a  en una c o 

lumna ECNSS-M a 175°.  Pico: 11 22]
Glu; 4) 2,3-M e 2 - G l u .

O



Base Peak = 4 2 . 4 5  Base Peak Abundance 105 T o t a l  Abundance = 990

i i i .1.

50 100 150 200 250 300 350 400

L o u e r  A b u n d a n c e  C u t o f f  L e v e l 1.07.
MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE <7.) MASS ABUNDANC

2 5 . 8 0 8 . 6 8 7 . 9 0 2 4 . 8 201 . 70 • 8 . 6
2 8 . 8 0 2 1 . 0 100 .10 6 8 . 6 2 2 1 . 6 0 9 . 5
2 7 . 8 0 2 4 . 8 1 0 1 . 9 5 2 9 . 5 2 2 9 . 4 0 1 2 . 4
4 0 . 8 5 9 . 5 1 1 2 . 1 5 1 3 . 3 2 3 0 . 5 0 4 . 8
4 2 . 4 5 1 0 0 . 0 11 6 .  75 78 . 1 2 5 7 . 6 5 3 . 8
4 5 . 7 5 7 . 6 1 2 6 . 3 5 2 5 . 7 261 . 05 4 . 8
5 5 . 4 5 21 .9 1 2 7 . 1 5 2 8 . 6 2 8 1 . 4 0 1 .9
5 8 . 0 5 2 4 . 3 1 2 7 . 9 5 2 6 . 7 2 8 5 . 0 0 7 . 6
5 7 . 9 5 1 0 . 5 1 2 9 . 1 5 11 .4 2 8 5 . 5 0 7 . 6
7 0 .  10 1 9 . 0 1 4 3 . 0 0 1 1 .4 2 8 6 . 6 0 1 .9
7 2 . 3 0 3 9 . 0 1 4 4 . 6 0 3 0 . 5 3 2 4 . 0 5 1 .9
7 3 . 5 0 4 4 . 8 146 .  10 2 5 . 7 3 5 5 . 1 0 1 .9
7 4 . 9 0 1 5 . 2 1 4 7 . 2 0 1 5 . 2 3 5 5 . 5 0 1 .9
8 5 . 1 0 3 4 . 3 1 5 8 . 6 0 1 3 . 3 3 9 8 . 2 0 5 . 7
8 6 . 1 0 3 8 . 1 1 3 7 . 6 5 9 . 5 3 9 9 . 2 0 1 .9
3 7 . 1 0 2 6 . 7 1 8 8 . 8 5 7 . 6

f ¿g .  I I I . 2 5 .  E¿p<¿ctA.o d<¿ rr,cu>cu> d<¿£ 1 , 5 -  d¿-0 -  a c e í ¿ £ -  2 , 3, 4 , 6 -tzt .fia.- 0 - m e t¿Z- V-  

g l u c s i t o l .
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ChLOAc
I 2 + +

H-C-OCH3  CH2 =OCH3  h - c = o c h 3

CH3 O-C-H _________» m/e 45 H-C-OCH3

H-C-OCH3  H-C-OAc

H-C-OAc CH2 OAc H-C-OCH3

CH2OCH3 H-C=OCH, m/ e 2 0 5
+  ^

m/e 117

Se obse rvó  p o r  m a r e a j e s  ( B j ó r n d a l ,  1970) que e s t e  
f r ag me n to  p r i m a r i o  p o d í a  e x i s t i r  en dos formas t a u t o m e r i c a s  
y p r oduce  un f r agm en to  s e c u n d a r i o  m/e 145,  p o r  e l i m i n a c i ó n  
de á c i d o  a c é t i c o .  No se  d e t e c t ó  n i ngú n  o t r o  f r ag m en to  d e r i 
vado de m/e 205 .

h - c = o c h 3  h 2 c - o c h 3

h - c - o c h 3  c=och 3  - c h 7cooh
H-C-OAc : > H-C-OAc    ^  m/e 145
h - c - o c h 3  4  h - c - o c h 3  ^ " 60^

m/e 205

F i g . 111 .26 .  Fragmentac ión  d e l  a c e t a t o  d e l  2, 3 , 4 , 6 - t e t r a - 0 ^  
m e t i l - V - g  I n c i t o  l .



Base Peak = 4 2 .5 5  Base Peak Abundance = 388 T o ta l  Abundance = 3297

50 100 150 200 250  300 350  400

L o w e r  A b u n d a n c e  C u t o f f  L e v e l  = 1.0* /
MASS ABUNDANCE (*/.) MASS ABUNDANCE (*/.) MASS ABUNDANCE

2 8 . 8 0 9 . 5 8 2 . 1 0 5 . 9 1 2 9 . 1 5 6 3 . 7
2 7 . 8 0 1 3 . 7 8 3 . 0 0 5 . 2 1 3 2 . 0 5 . 3 . 9
2 8 . 2 0 1 3 . 4 8 4 . 2 0 8 . 8 1 4 4 . 8 0 1 4 . 7
31 . 70 2 . 8 8 5 .  10 8 . 8 1 4 6 . 0 0 1 1 . 6
3 2 . 2 0 2 . 8 8 6 . 3 0 51 .0 147 . 20 6 . 2
3 3 . 3 0 1 . 5 8 7 .  10 5 3 . 9 1 5 8 . 3 0 5 . 7
3 8 . 8 5 1 . 3 9 9 . 2 0 2 9 . 9 1 5 8 . 7 0 5 . 7
3 9 . 9 5 4 . 9 1 0 0 . 2 0 4 8 . 5 1 6 0 . 3 0 5 . 7
4 2 . 5 5 1 0 0 . 0 1 0 1 . 8 5 3 0 . 4 1 6 0 . 9 0 5 . 4
5 4 . 9 5 9 . 8 1 0 3 . 0 5 6 . 7 1 8 8 . 7 5 1 7 . 3
5 5 . 9 5 1 0 . 6 1 0 3 . 8 5 5 . 2 2 0 2 . 7 0 2 . 1
5 6 . 9 5 9 . 5 1 1 0 . 1 5 3 . 1 2 2 1 . 4 0 3 . 1
5 7 . 9 5 9 . 0 1 1 2 . 1 5 6 . 2 2 2 9 . 5 0 4 . 6
6 9 . 1 0 9 . 3 1 1 3 . 1 5 6 . 2 2 5 6 . 8 5 1 . 3
7 0 . 1 0 1 8 . 0 1 1 4 . 0 5 6 . 2 2 5 7 . 4 5 1 .5
7 2 . 1 0 2 6 . 0 1 1 5 . 1 5 4 . 1 2 8 5 . 0 0 2 . 8
7 3 . 2 0 2 6 . 5 1 1 6 . 7 5 9 5 . 6 2 8 5 . 6 0 3 . 1
7 3 . 9 0 2 6 . 8 1 2 6 . 3 5 4 . 9 2 8 6 . 6 0 1 .0
8 1 . 1 0 4 . 6 1 2 7 . 1 5 5 . 2 3 9 8 . 2 0 2 . 1

I I I . 27.  E-ópactsio da ma¿cu> d a l  1, 4 , 5 - t n . J L - 0 - a a a t ¿ l - 2 „ 3 - d ¿ - 0 - m a t í l - V -  

x ¿ L L t o t .



E s t e  f r agme n to  p r i m a r i o ,  m/e 189,  c a r a c t e r í s t i c o  
de l o s  d e r i v a d o s  a c e t i l a d o s  en l a s  p o s i c i o n e s  1 y 2 y met i  
l a d os  en l a  3, puede p e r d e r  á c i do  a c é t i c o  (m/e 60) según 
l a  t r a n s p o s i c i ó n  de Mc L af f e r t y  p a r a  da r  e l  f r agmen to  s e c u n 
d a r i o  m/e 129

+ +
H-C=0-CH_ H-C=0CH7

i 3 - 3
HrC-OAc
' • 4  CH,C00H íp* ° \

o /  h 2 c---------------  2----- »  c h 2 ( V 0
£ S - f  ( - 60 )  Y»l

H3C^  H— CH2

m/e 189 m/e 129

(CH? =C=0)

t z t

H-C=0-CH3

c=o
I
CH,

m/e 8  7

F¿g. 1 1 1 , 2 8 .  Fsiagme,n£acXón de.¿ a c e t a t o  d z t  2, 3 - d¿ - 0 - me . £¿£-  

V - x ¿ l ¿ £ o £ .



}®_%®_ü ®  i. 42_._6_5 Bas_e _P eak_ A_bu_n_dance = 410 T o ta l  A bundance = 4332

50 10 0 150 200 250 300 350

-o u e r  A b u n d a n c e  C u t o f f  L e v e l  = 1 . 0 'A

MASS ABUNDANCE (7 .) MASS ABUNDANCE <7.) MASS ABUNDANCE
2 5 . 9 0 3 . 9 8 2 . 0 0 8 . 0 1 2 9 . 2 5 21 .0
2 6 . 9 0 1 0 . 7 8 4 . 2 0 1 4 . 6 1 3 0 . 1 5 2 5 . 1
2 7 . 8 0 8 . 3 8 5 . 1 0 1 5 . 4 1 3 1 . 1 5 1 6 . 3
2 8 . 3 0 1 5 . 4 8 6 . 2 0 3 7 . 1 1 4 2 . 3 0 1 1 . 0
31 . 80 3 . 4 8 7 . 1 0 4 U . 5 i 4 3 ,  1ü i i . 5
3 8 . 7 5 1 . 5 9 6 . 2 0 4 . 1 1 4 4 . 3 0 1 6 . 6
4 2 . 6 5 1 0 0 . 0 9 9 . 1 0 4 7 . 3 1 4 6 . 1 0 3 . 9
4 3 . 8 5 9 7 . 3 1 0 0 . 2 0 6 2 . 2 1 4 7 . 4 0 6 . 6
5 4 . 9 5 4 . 6 1 0 0 . 9 5 4 5 . 4 1 5 8 . 3 0 4 . 6
5 5 . 9 5 5 . 9 1 1 0 . 2 5 4 . 6 1 6 0 . 7 0 9 . 5
5 7 . 0 5 1 0 . 0 1 .10 .65 4 .6 1 6 1 . 1 0 1 0 . 0
5 8 . 0 5 1 3 . 2 1 1 3 . 1 5 4 5 . 9 1 6 3 . 2 0 2 . 4
6 8 . 3 0 7 . 3 1 1 5 . 0 5 9 . 3 1 7 3 . 2 5 7 . 3
6 9 . 1 0 7 . 8 1 1 7 . 1 5 9 4 . 6 1 8 8 . 5 5 1 . 2
7 0 . 2 0 2 0 . 2 1 2 4 . 2 5 3 . 7 2 0 2 . 5 0 2 . 4
7 1 . 1 0 1 8 . 5 1 2 5 . 1 5 3 . 7 2 0 2 . 9 0 2 . 4
7 2 . 0 0 31 .0 1 2 6 . 1 5 5 . 1 2 0 3 . 6 0 2 . 0
73 .  10 16. 1 1 2 7 . 0 5 4 . 9 2 3 2 . 9 0 15 . 1
7 4 . 0 0 3 0 . 0 1 2 8 . 3 5 1 8 . 5 2 8 5 . 0 0 2 . 7
81 . 10 7 . 1

FXg.  1 1 1 . 2 9 .  E¿>p<¿ctno de  ma¿ a¿ d a l  1 , 4 , 5 - t u l - 0 - a a n t L l -  2, 3 ,  b - t f u i -  

0 -  g l u . c ¿ t o



76

CH9 -OAc 
i ¿ 

H-C-OCH, 
l j

CH,0-C-H •j i 
H-C-OAc
H-C-OAc

l
ch2och

F Z g A l l . 3 0 .  FKagm^ntacZón ct&l 
V-gZacZ t o  Z.

CH2 =OCH3  

m/e 45

CH2 OAc

H-C=0-CH,+ o

m/e 117

CH = OCH , 
l 0

H-C-OAc 
I

H-C-OAc
I
CH2 OAc

m/e 2 3 3

- 6 0 ( AcOH)

v

-60(AcOH) 

m/e 1 1 3

a c e t a t o  c/e 2 , 3 , 6 - Z aZ - 0-m<¿ZÁ.Z-



Ba.í1e_Fjeak - 101). 10 Base F'eak Abundance = 67 T o ta l  A bundance = 359

50 100 150 200

L o w e r  A b u n d a n c e  C u t o f f  L e v e i  = 1.0* /
MASS ABUNDANCE (7.) MASS

2 7 . 7 0 4 9 . 3 1 0 0 . 1 0
3 9 . 8 5 9 . 0 1 0 2 . 0 5
40 . 85 1 1 . 9 1 1 6 . 5 5
4 2 . 4 5 7 1 . 6 1 1 7 . 4 5
5 4 . 0 5 2 3 . 9 1 2 6 . 4 5
5 5 . 3 5 3 8 . 8 127.  15
5 5 . 9 5 3 8 . 8 1 2 8 . 1 5
7 0 . 0 0 1 9 . 4 1 4 5 . 1 0
72 . 30 b 7 . 2 1 4 6 . 1 0
7 3 . 2 0 76 .  1 147 . 00
8 5 . 0 0 2 9 . 9 1 4 7 . 6 0
8 6 .  10 3 1 . 3 1 5 7 . 4 0
87 . 00 2 5 . 4 1 5 8 . 5 0
8 7 . 9 0 2 2 . 4 1 6 0 . 3 0
9 8 . 5 0 6 4 . 2 1 8 8 . 0 5
9 9 . 3 0 8 9 . 6 2 0 1 . 7 0

250 300 350 400

ABUNDANCE <*/.) MASS ABUNDANCE <7.
1 0 0 . 0 2 0 2 . 3 0 11 .9

3 8 . 8 2 2 1 . 6 0 ' 1 7 . 9
61 .2 2 2 8 . 7 0 2 2 . 4
5 9 .  7 2 2 9 . 5 0 2 8 . 4
2 2 . 4 2 5 7 . 4 5 9 . 0
2 6 . 9 2 6 0 . 6 5 4 . 5
2 3 . 9 2 6 1 . 6 5 4 . 5
6 1 . 2 2 8 1 . 5 0 4 . 5
5 8 . 2 2 8 5 . 5 0 1 6 . 4
2 9 . 9 2 8 6 . 6 0 6 . 0
29 .9 2 8 7 . 6 0 3 . 0
1 7 . 9 3 2 4 . 6 5 3 . 0
2 5 . 4 3 5 5 . 1 0 3 . 0
1 4 . 9 3 5 5 . 6 0 3 . 0
1 9 . 4 3 9 8 . 2 0 1 6 . 4
1 3 . 4 ' 3 9 9 . 3 0 b . O

F¿g . 1 1 1 . 3 1 .  E¿pe.c£sio d<¿ m cu> d<¿¿ 1 , 4, 5 , 6 - £<¿£h.a.~ 0 - a c n t Z Z -  2, 3 - d ¿ - 0-
m<¿££¿- V- gZuc££oZ.
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CH^OAc 
I 2 

H-C-OCH.
CH7 0-C-H 

I
H-C-OAc

I
H-C-OAc

I
CH2 OAc

CH~OAci ¿
■> H-C=OCH-7 + j

m/e 117

ch=6 ch.
I

H-C-OAc
I

H-C-OAc
I
CH2 OAc 

m/e 2 61

El  f r agm en to  p r i m a r i o  m/e 117 s e  o b t i e n e  cüando e l  
C-1 e s t á  a c e t i l a d o  y e l  C-2 m e t o x i l a d o .  El f r ag m en to  p r i m a 
r i o  que t i e n e  número más ico  mas a l t o ,  m/e 261,  y una i n t e n 
s i d a d  r e l a t i v a m e n t e  a l t a ,  lo  dan l o s  a l d i t o l e s  m e t i l a d o s  en 
l a  p o s i c i ó n  3 y a c e t i l a d o s  en l a s  p o s i c i o n e s  4 ,5  y 6 .

Se obse rvó  p o r  ma re a j e  i s o t ó p i c o  ( B j ó r n d a l ,  1970) 
que l a s  s u s t a n c i a s  de e s t e  t i p o  dé a c e t a t o s  dan s e ñ a l e s  f u e r t e s  
con m/e 1 0 1 , p e ro  s o l a m e n te  pequeñas  i n t e n s i d a d e s  p a r a  m/e 
161. P robab l emen te  l a  r u t a  p r i n c i p a l  p a r a  m/e 101 de e s t a s  sus  
t a n c i a s  no p r o c e d a  v í a  m/e 161 s i n o  l a  s u p e r i o r .

CH9 0Ac
i 2

H-C-OCH
I

CH.O-C-H
3  I
H-C-OAc

I
H-C-OAcI

CH2 0Ac

ch~
ii 2

H-C-OCH, 
+. I 

CH7 0-C-H 3 ^
H-C-OAc

I
^H-C-OAc

CH2 0Ac

CH-OAc
l 2

H-C-OCHi
H-C=0CH

CH0 
II 2 
C-OCH

H-C=0CH

m/e 1 0 1

m/e 161

V¿g .111 .  32'. F/iagme.nta<ú.ón d z l  a c e t a t o  de, 2 , 3- d¿-0 -m e , t¿ l -V -  
g ¿ u c ¿ to ¿ .
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2 , 3 , 4 , 6  - t e t r a - O - m e t i l g l u c i t o 1.

P a r a  e l  p i c o  n°4 d e l  c roma tog rama ,  t ambién  es  un 
p i c o  m i n o r i t a r i o ,  cuyo e s p e c t r o  de masas se  m u e s t r a  en l a  
F i g . I I I . 31,  t i e n e  como f r agmen tos  mas p r o m in e n t e s  l os  i o 
nes  con m/e 43,  101,  117 y 261 ( F i g . I I I . 3 2 ) ,  l o  que j u n t o  
con l a  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a ,  nos  p e r m i t i ó  i d e n t i f i c a r l o  
como e l  compuesto 1 , 4 , 5 , 6 - t e t r a - 0 - a ce  t i  1 - 2 , 3 - d i - 0 - m e t i 1 - 
D - g l u c i t o l .

La p r e s e n c i a  d e l  compuesto  1 , 4 ,5 - t r i - 0 - a c e t i l -
2 , 3 , 6 - t r i - O - m e t i l - D - g l u c i t o l  i n d i c a  que hay una cadena  l i 
n e a l  de u n id ad e s  de D - g l u c o p i r a n o s  a con e n l a c e s  ( 1—>4) .  La 
p r e s e n c i a  d e l  compuesto 1 , 5 - d i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - O -  
m e t i 1 - D - g l u c i t o l  i n d i c a  que é s t e  se  e n c u e n t r a  como r e s t o  t e r 
mina l  no r e d u c t o r  de l  p o l i s a c á r i d o .  La p r e s e n c i a  d e l  compues
t os  1 , 4 , 5 - t r i - 0 - a c e t i  1 - 2 , 3 - d i - O - m e t i l - D - x i l i t o l  i n d i c a  que hay 
una cadena  l i n e a l  formada p o r  u n i d a d e s  de D - x i l o p i r a n o s a  con 
e n l a c e s  ( 1 - > 4 ) .  E l  t i p o  de unión  g l i c o s í d i c a  es 3 como se d e 
du jo  por  l a  h i d r ó l i s i s  e n z i m á t i c a  y p o r  e s p e c t r o s c o p i a  de RMN.

La p r e s e n c i a  d e l  compuesto  1 , 4 ,5 , 6 - t e t r a - 0 - a c e  t i l -  
2 , 3 - d i - O - m e t i l - D - g l u c i t o l  i n d i c a  que se  ha  p r o d u c i d o  a lgo  de 
d e s m e t i l a c i ó n  d u r a n t e  l a  h i d r ó l i s i s  de l a  h o l o c e l u l o s a  m e t i -  
l a d a .

Se c o n c l u y e ,  pu e s ,  que l a  h o l o c e l u l o s a  e s t á  c o n s t i 
t u i d a  p r i n c i p a l m e n t e  por  una cadena  de u n i d a d e s  de D - g l u c o p i -  
r a n o s a  con e n l a c e s  3  ( 1 ^>4 ) ,  que c o r r e s p o n d e r í a  a l a  c e l u l o s a ,  
y po r  o t r a  u o t r a s  c adenas  de u n i d a d e s  de D-xi  l o p i r a n o s  a tam
b i é n  con e n l a c e s  3 ( 1—*4) y que c o r r e s p o n d e r í a  a l a s  h e m i c e l u -  
los  a s .



so

1V* ESTUDIO de la celulosa

La c e l u l o s a ,  una f i b r a  que s e  p r e s e n t a  de forma 
n a t u r a l ,  s e  e n c u e n t r a  amp l i amen te  d i s t r i b u i d a  en l a  n a t u 
r a l e z a .  Se e n c u e n t r a  en l o s  t e j i d o s  de l a  madera y en l a s  
p l a n t a s  a n u a l e s  (Green ,  1963) .  S in  embargo t ambién  se  ha 
e n c o n t r a d o  en a lg uno s  a n i m a l e s ,  e s p e c í f i c a m e n t e  en b a c t e 
r i a s  y en c i e r t o s  t e j i d o s .

No se debe o l v i d a r  que l a  d e f i n i c i ó n  de c e l u l o s a ,  
d e l  m a t e r i a l  que se  va a a i s l a r ,  ha  s i d o  un pun to  de d i s c u 
s i ó n  e n t r e  l o s  t r a b a j a d o r e s  en e s t e  campo. Hay un acu e rdo  
g e n e r a l  de que l a  c e l u l o s a  e s t á  compues t a  predominant emen t e  
de u n i d a d e s  de D - g l u c o p i r a n o s a  con u n i o n e s  3(1-*4).  Ward d e 
f i n i ó  l a  c e l u l o s a  r i g u r o s a m e n t e  como un p o l í m e r o  que c o n t e 
n í a  s o l a m e n t e  u n i d a d e s  de D - g l u c o p i r a n o s a , como una " g l u c a n a  
g - ( 1 - >4 )  de a l t o  grado  de p o l i m e r i z a c i ó n " , l o s  m a t e r i a s  me
nos  pu ros  o b t e n i d o s  de l o s  t e j i d o s  de l a  madera  son r e f e r i 
dos como " m a t e r i a l e s  c e l u l ó s i c o s "  o " p u l p a s  c e l u l ó s i c a s " .

La c e l u l o s a  p u r i f i c a d a  c o n t i e n e  i n v a r i a b l e m e n t e ,  
j u n t o  con l o s  p r e p o n d e r a n t e s  r e s t o s  de g l u c o s i l o ,  c a n t i d a d e s  
de o t r o s  r e s t o s  de g l i c o s i l o  ( M ü h l e t h a l e r , 1967; P r e s t o n ,  
1974) .  Se debe c o n s i d e r a r  l a  p o s i b i l i d a d  de que l o s  r e s t o s  
n o - g l u c o s i l o  sean c o n s t i t u y e n t e s  no r m a le s  de l a s  c adenas  de 
g l u c a n a ,  q u i z á s  r e p r e s e n t a n d o  p u n t o s  de t e r m i n a c i ó n  de e s 
t a s  c ad en as .  A l t e r n a t i v a m e n t e ,  e s t o s  r e s t o s  n o - g l u c o s i l o  se  
pueden o r i g i n a r  de l a s  h e m i c e l u l o s a s  e n l a z a d a s  f u e r t e m e n t e ,  
aunque no c o v a l e n t e m e n t e , a l a  c e l u l o s a .  Los r e s t o s  n - g l u -  
c o s i l o  de l a  c e l u l o s a  pueden o r i g i n a r s e  en r e a l i d a d  de l a  
h e m i c e l u l o s a  a t r a p a d a  e n t r e  l a s  f i b r a s  a g r e ga d a s  de c e l u l o 
s a .

I V . 1. A i s l a m i e n t o  de l a  c e l u l o s a

En 1968, Fremy y T e r r e i l  t r a t a r o n  l a  madera  con 
c l o r o  y l uego  con h i d r ó x i d o  p o t á s i c o  acuoso  p a r a  o b t e n e r  l a  
c e l u l o s a  c rud a .  A e s t e  t r a b a j o  s i g u i ó  e l  de Cross  y Bevan,
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que t ambién  u t i l i z a b a n  l a  c l o r a c i ó n  como l a  p r i m e r a  e t a p a ,  
p e ro  l uego  e x t r a í a n  l a  l i g n i n a  c l o r a d a  con una s o l u c i ó n  de 
s u l f i t o  s ó d i c o  acuoso .  Muchos o t r o s  métodos p a r a  d e s l i g n i -  
f i c a r  l a  madera  y l a s  p l a n t a s  f u e r o n  d e s a r r o l l a d o s ;  dos de 
l o s  c u a l e s  son e l  método de Van Beckum y R i t t e r  y e l  mé to 
do de Jame-Wise (Jame,  1942; Wise ,  1946) .  La f i n a l i d a d  de 
esos  métodos es r e t e n e r  l a  máxima c a n t i d a d  de c a r b o h i d r a t o  
en l a  " h o l o c e l u l o s a ” r e s u l t a n t e ,  m i e n t r a s  que l a  d e l  mé to 
do de Cross  y Bevan no .

La c e l u l o s a  i n v a r i a b l e m e n t e  s o b r e l l e v a  d e g ra d a c i ó n  
d u r a n t e  l a  d e s l i g n i f i c a c i ó n ,  y a s í  p a r e c e  s e r  im p o s ib l e  a i s 
l a r  una c e l u l o s a  que mues t r e  e l  mismo grado de p o l i m e r i z a c i ó n  
que l a  de l a  madera  o p l a n t a  o r i g i n a l ( I k a n , 1969 , p . 8 5 ) .  Los 
dos componentes  p r i n c i p a l e s  que s e  e l i m i n a n  son l a  x i l a n a  y 
l a  mannana,  o t r o s  p o l i s  a c á r i d o s , t a l e s  como l a  g a l a c t a n a  y 
a r a b a n a ,  s e  e l i m i n a n  f á c i l m e n t e .

Al so m e te r  a l a  h o l o c e l u l o s a  a l a s  e x t r a c c i o n e s  a l 
c a l i n a s  con h i d r ó x i d o  só d i c o  a l  4% y a l  10%, y a l a  e x t r a c 
c ión  con d i m e t i l s u l f ó x i d o  se a i s l ó  po r  f i l t r a c i ó n  un s ó l i d o  
en po lvo  b l a n c o  de c e l u l o s a .  E s t e  s ó l i d o  s e  l a v ó  p r i m e r o  con 
á l c a l i ,  e x c e p t o  en l a  e x t r a c c i ó n  con d i m e t i l s u l f ó x i d o ,  p a r a  
e v i t a r  l a  r e p r e c i p i t a c i ó n  de h e m i c e l u l o s a  po r  d i l u c i ó n  y l u e 
go s e  l av ó  ampl iamente  con agua .  De e s t a  forma se e l i m in a n  
l o s  p r i n c i p a l e s  c o n t a m i n a n t e s  de l a  c e l u l o s a ,  en  e s t e  c aso  
l a s  x i l a n a s .

E s t e  p r o d u c t o  t e n d r á  un pe so  m o l e c u l a r  mas b a j o  que 
en l a  c e l u l o s a  o r i g i n a l  en e l  co r ch o ;  de b id o  a l a  d e g r a d a c i ó n  
d u r a n t e  l a  d e s l i g n i f i c a c i ó n  y puede c o n t e n e r  a l gún  grupo c a r -  
b o n i l o  o c a r b o x i l o  i n t r o d u c i d o s  en e l  p r o c e s o  de b l anqueamien  
t o .

Se ob tuvo un r e n d i m i e n t o  p romed io  d e l  60% en peso  
de l a  c e l u l o s a  l o  que v i e ne  a r e p r e s e n t a r  un 10,17% r e s p e c t o  
a l  co r cho  e x t r a í d o .

Las c a r a c t e r i z a c i ó n  de l a  c e l u l o s a  s e  r e a l i z ó  p o r  
métodos e s p e c t r o s c ó p i c o s  y q u ím ic os .
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I V . 2. Datos e s p e c t r o s  cop í e o s

a) i n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

Se r e a l i z ó  e l  e s p e c t r o  de IR ( F i g . I V . 1) d e l  p r o 
duc to  o b t e n i d o  en l a s  d i s t i n t a s  e x t r a c c i o n e s ,  comprobándo
se  que l os  t r e s  e r a n  c o n c o r d a n t e s  con e l  c o r r e s p o n d i e n t e  
a l a  c e l u l o s a  p a t r ó n .  Se compararon i g u a l m e n t e  con e l  de 
l a  c e l u l o s a  o b t e n i d a  d e l  p a p e l  ( A s p i n a l l ,  1982 , p . 174) y 
se o b se rv a r o n  l a s  mismas bandas  c a r a c t e r í s t i c a s  de e s t e  po 
l i s a c á r i d o  e i n c l u s o  se  ha  o b t e n i d o  mas p u r i f i c a d a  de l i g 
n i n a .  Las bandas  mas c a r a c t e r í s t i c a s  son :  e n t r e  3600 y 3200 
cm 1 banda  ancha  de t e n s i ó n  de 0-H de a l c o h o l  a s o c i a d o  i n t e r  
m o l e cu l a rm e n te ;  banda  a 2900 cm” 1 de t e n s i ó n  de C-H a l i f á t i -  
c o ; bandas  a 1425 y a 1370 cm  ̂ de d e fo r m a c i ón  p o r  f l e x i ó n  
de g rupos  y ^ 3 “ » banda  a 1160 cm  ̂ de t e n s i ó n  C-0
de a l c o h o l  s e c u n d a r i o ;  banda  a 1050 cm  ̂ de t e n s i ó n  C-0 de 
a l c o h o l  p r i m a r i o  y banda  a 890 cm  ̂ c a r a c t e r í s t i c a  de p o l i g l u  
cosas  con u n io n es  g l i c o s í d i c a s  3 .

MIC ROM

jí/AVCNUMHCR (CM )W A vrm jM H i'R  (Cm  ') 30(>0 2SOO 2000

F f g . I l / . / .  E¿pe.c£sio de ¿n{jsia/iAo j o de £a c a t a t ó l a .
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IV. 3. H i d r ó l i s i s  a c i d a

La c e l u l o s a ,  que es  i n s o l u b l e  en agua y en á c i 
dos d i l u i d o s ,  s e  h i d r o l i z ó  p o r  un p r o c e d i m i e n t o  en dos 
e t a p a s  que i n c l u y e n  l a  s o l u b i l i z a c i ó n  con una  s o l u c i ó n  de 
ác ido  s u l f ú r i c o  a l  12% s e g u i d a  de una  h i d r ó l i s i s  s e c u n d a 
r i a  con á c i d o  s u l f ú r i c o  1N a e b u l l i c i ó n .

Los monos a c á r i d o s  a s i  l i b e r a d o s  s e  c a r a c t e r i z a 
ron po r  t é c n i c a s  e s p e c t r o s c ó p i c a s  y se  i d e n t i f i c a r o n  po r  
t é c n i c a s  c r o m a t o g r á f i c a s .

I V . 3 . 1 .  Datos e s p e c t r o s c ó p i c o s  de l o s  mo n os a cá r id os

a) I n t e r p e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

El  e s p e c t r o  de IR ( F i g . I V . 2 )  p r e s e n t ó  l a s  s i g u i e n  
- 1t e s  bandas :  a 3350 cm de t e n s i ó n  de 0-H de a l c o h o l ;  banda

a 2920 cm  ̂ de t e n s i ó n  de C-H a l i f á t i c o ;  bandas  a 1580 y 
- 11420 cm de t e n s i ó n  s i m é t r i c a  y a s i m é t r i c a  r e s p e c t i v a m e n t e

d e l  ion c a r b o x i l a t o ;  banda  a 1060 cm V de t e n s i ó n  C-0 de
- 1 »a l c o h o l  y banda  a 870 cm que i n d i c a  l a  p r e s e n c i a  de e t e -

r e s  c í c l i c o s .

b) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de RMN

E l  e s p e c t r o  de r e s o n a n c i a  m ag n é t i c o  n u c l e a r  ( F i g .
I V . 3) (D2 O) e x h i b i ó  l a s  s e ñ a l e s  c a r a c t e r í s t i c a s  de a z ú c a r e s  
l i b r e s  en d i s o l u c i ó n ,  como se  de du jo  p o r  compa rac ión  d i r e c 
t a  con e l  de l a  g l u c o s a  p a t r ó n ,  con e l  que fue c o n c o r d a n t e . . ^

E s t a s  s e ñ a l e s  f u e r o n :  a 5 , 26  d o b l e t e  a s i g n a b l e  a l  
p r o t ó n  anomér i co  en l a  forma a ;  y l a s  s e ñ a l e s  e n t r e  3 , 8  y 
3 , 36  a s i g n a b l e s  a l  r e s t o  de l o s  p r o t o n e s ,  es d e c i r ,  a l os  
CH-OH y a l o s  CH2 ~0H.
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I V . 3 . 2 .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  monos a c á r i d o s

Una p r i m e r a  i d e n t i f i c a c i ó n  c u a l i t a t i v a  de l o s  mo 
números d e l  h i d r o l i z a d o  de l a  c e l u l o s a  s e  r e a l i z ó  p o r  c r o 
m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o .  Una m u e s t r a  d e l  h i d r o l i z a d o ,  p r e 
v i amente  s i l i l a d a ,  de l a  forma ac o s t u m b r ad a ,  se  c ro m a to g r a  
f i ó  co mp a ra t i va m en te  con g l u c o s a  p a t r ó n  i g u a l m en t e  s i l i 
l a d a  y en l a s  mismas c o n d i c i o n e s .  En l a  F i g . I V . 4  s e  mues
t r a n  l os  c romatogramas  o b t e n i d o s  y se puede  o b s e r v a r  l a  
s i m i l i t u d  e n t r e  ambos.  En l a  t a b l a  I V . 1 se  dan l o s  t i empos  
de r e t e n c i ó n  d e l  monómero ,como s e  o b s e r v a  y e r a  de e s p e r a r  
s o l o  hay un a z ú c a r ,d e l  h i d r o l i z a d o  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c a 
da forma d e l  a z ú c a r ,  r e l a t i v o s a  l a  a - g l u c o s a .

TABLA IV. 1 .

C r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  de l o s  TMS d e r i v a d o s  d e l  h i d r o l i z a d o  
de l a  c e l u l o s a .

^RCmin) t a R Azúca r Forma d e l  a z ú c a r

6 , 87 0,  83r  ■ ’ Glucos  a Y

8,29 1 , 0 0 Glucosa a

12 ,30 1 ,48 Glucos  a 8

elTiempos de r e t e n c i ó n  r e l a t i v o s  a l a  a - g l u c o s a

IV. 3. 3. De t e  r m in a c i ón  cu an t  i t  a t i  va de l o s  monos a c á r  i d o s

IV. 3. 3. 1 . Formación de l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s

P a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  de l o s  compo
n e n t e s  d e l  h i d r o l i z a d o  de l a  c e l u l o s a  se f ormaron  l o s  d e r i 
vados  v o l á t i l e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s ,  t a l  como se  d e t a l l a  
en l o s  métodos g e n e r a l e s .
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IV. 3. 3,t 2 . I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  monos a c á r i d o s  po r  c romato  - 

g r a f í a  g a s - l í q u i d o

P a r a  e l  a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o  s e  u t i l i z ó  t amb ién  
l a  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  y e l  método d e l  p a t r ó n  i n t e r 
no ,  s i e n d o  e l i n o s i t o l  e s t e  p a t r ó n .  En l a  t a b l a  I V . 2 se  mués 
t r a n  l o s  r e s u l t a d o s  d e l  a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o  de l  h i d r o l i z a  
do de l a  c e l u l o s a  y en l a  F i g . I V . 5  se  m u e s t r a  e l  c ro m a to g r a -  
ma o b t e n i d o .  Se o b s e r v a  q u e ,  en e s t e  c a s o ,  l a  c e l u l o s a  v i e 
ne i m p u r i f i c a d a  p o r  una  pequeña  c a n t i d a d  de x i l o s a .

TABLA IV. 2 .

Monosacár idos  de l a  c e l u l o s a  d e t e r m i n a d o s  a t r a v é s  de l o s  ' 
a c e t a t o s  de a l d i t o l e s .

Azúcares  P i c o  n° -¿Area

X i l o s a  1 2 , 32 ( 1 , 84)
Glucosa  2 9 7 , 6 7 ( 7 7 , 5 5 )

n

Los v a l o r e s  e n t r e  p a r é n t e s i s  se  r e f i e r e n  a l  p o r c e n t a j e  de 
a z ú c a r e s  en l a  m u e s t r a .

IV. 4. Aceto  11 s i s  de l a  c e l u l o s a

La a c e t o l i s i s  s e  u t i l i z a ,  en l u g a r  de l a  h i d r ó l i 
s i s  p a r c i a l ,  p r e f e r e n t e m e n t e  en l o s  p o l i s  a c á r i d o s  con u n i o 
nes  3 - D- C1 —►4).  La a c e t o l i s i s  c o n t r o l a d a  de l a  c e l u l o s a  da 
una s e r i e  homologa de a - D - a c e t a t o s  a c e t i l a d o s  d e l  p o l í m e r o .  -

Con l a  c e l u l o s a  se  han u t i l i z a d o  en l a  a c e t o l i s i s  
l a s  c o n d i c i o n e s  ó p t im a s  p a r a  o b t e n e r  o c t a a c e t a t o  de a - c e l o -  
b i o s a ,  que son d i s t i n t a s  a l a s  r e q u e r i d a s  p a r a  o b t e n e r  r e n 
d i m i e n t o s  f q v Q r a b l e s  de o l i g o s a c á r i d o s  s u p e r i o r e s  (Wolfrom,  
1964) .
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La c e l u l o s a  se. d i s o l v i ó ,  con a g i t a c i ó n ,  en una 
mezc l a  de á c i d o  a c é t i c o  g l a c i a l ,  a n h í d r i d o  a c é t i c o  y á c i d o  
s u l f ú r i c o  c o n c e n t r a d o .  Po r  c e n t r i f u g a c i ó n  de e s t a  mez c l a  
se  t uvo  una  s o l u c i ó n  t r a n s p a r e n t e  de c o l o r  r o j o  pa rdo  que 
s e  v e r t i ó  s o b r e  una  mezc l a  de agua y h i e l o .  Los a c e t a t o s  
se  r e c u p e r a r o n  po r  c e n t r i f u g a c i ó n  y se  c a r a c t e r i z a r o n  po r  
d a to s  e s p e c t r o s c ó p i c o s .

IV. 4 . 1 .  Datos e s p e c t r o s c ó p i c o s

a) I n t e r p r e t a c i ó n  de l  e s p e c t r o  de IR

El  e s p e c t r o  de IR ( F i g .  I V . 6 ) p r e s e n t ó  l a s  s i 
g u i e n t e s  bandas  c a r a c t e r í s t i c a s :  a 2960 cm  ̂ de t e n s i ó n  
de C-H a l i f á t i c o ;  a 1750 cm  ̂ de t e n s i ó n  C=0 de e s t e r
( a c e t a t o ) ;  banda  a 1 435 cm  ̂ de de fo rmac ión  p o r  f l e x i ó n

_  1
a s i m é t r i c a  de - C I ^ - Y banda  a 1 375 cm de de fo rm a 
c ión  por  f l e x i ó n  s i m é t r i c a  de CH,- ,  y bandas  a 1240 y 

- 11040 cm de t e n s i ó n  de C-0 de a c e t a t o .  Se o b s e r v a  en e s 
t e  e s p e c t r o  l a  d e s a p a r i c i ó n  de l a  banda  de a b s o r c i ó n  0-H
( 3600-3200 cm ^) y l a  a p a r i c i ó n  de l a s  bandas  c a r a c t e r í s 
t i c a s  de l o s  a c e t a t o s ,  lo que i n d i c a  que l a  r e a c c i ó n  fue 
c o m p l e t a .

b) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de RMN

El  e s p e c t r o  de RMN ( F i g . I V . 7 ) (DCCl^) p r e s e n t ó  
l a s  s i g u i e n t e s  s e ñ a l e s :  e n t r e  2 ,2  y 1,96 ocho s i n g l e t e s  
c o r r e s p o n d i e n t e s  a ocho grupos  a c e t a t o  d i f e r e n t e s ; l a s  
s e ñ a l e s  e n t r e  4 , 6  y 3,66 c o r r e s p o n d i e n t e s  a l o s  p r o t o n e s  
CH2 ~0 Ac, y l a s  s e ñ a l e s  e n t r e  5,6 y 4 ,86  c o r r e s p o n d i e n t e s  
a l o s  -CH-OAc.

IV. 4 . 2 .  Des a c e t  i  l  ac ión

Los o l i g o s a c á r i d o s  l i b r e s  se o b t u v i e r o n  po r  t r a n s  
e s t e r i f i c a c i ó n  con me tóx ido  s ó d i c o  m e t a n ó l i c o .  E l  m a t e r i a l
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i ó n i c o  se e l i m i n ó  pa sando  l a  s o l u c i ó n  p o r  l a  r e s i n a  de i n -  
t e r c a m b i o  i ó n i c o  A m b e r l i t a  I R - 1 2 0 ( H . ) .  E l  e l u y e n t e  se  c o n 
c e n t r ó  a un pequeño volumen y s e  c r o m a t o g r a f i ó  s o b r e  p a p e l .

IV. 4 . 2 . 1 .  E s t u d i o  de l o s  o l i g o s a c á r i d o s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  so  
b r e  p a p e l  ■, _ ' >

En l a  c r o m a t o g r a f í a  s o b r e  p a p e l  s e  d e t e c t ó  l a  p r e 
s e n c i a  de c e l o b i o s a  y g l u c o s a .  No se  d e t e c t ó  n i ng ún  o t r o  o l i  
g o s a c á r i d o .  Se comparó con c e l o b i o s a  p a t r ó n .  Los v a l o r e s  de 
R d e l  o l i g o s a c á r i d o  de l a  c e l u l o s a  y l o s  de l a  c e l o b i o s a  so

X
b re  p a p e l  Watman n°1 y 3 en l os  d i s t i n t o s  d e s a r r o l l a d o r e s  se  
d e t a l l a n  en l a  t a b l a  I V . 4. Demuest ran e s t o s  v a l o r e s  que e l  
o l i g o s a c á r i d o  e s  c e l o b i o s a .

TABLA T V .4 .

Va lo r e s  de R d e l  o l i g o s a c á r i d o  de l a  c e l u l o s a  y de l a  c e l o -  
b i o s a  p a t r ó n  en  d i s t i n t o s ,  d e s a r r o l l a d o r e s .

Compues t o D e s a r r o l l a d o r e s

A1 B2 C3

C e l o b i o s a  p a t r ó n 0 ,2 4 0 ,56 0 , 5  5
O l i g o s a c á r i d o 0 , 2  5 0 ,5 7 0 ,55

 ̂ En p a p e l  Watman n° 1 .

En p a p e l  Watman n °3 .

D e s a r r o l l a d o r e s :  A, a c e t a t o  de e t i l o - á c i d o  a c é t i c o - á c i d o  
f ó r m i c o - a g u a  ' (.1 8 : 3 : 1 : 4) ; n - b u t  a n o l - e t a n o l - a g u a  ( 2 : 1 : 1 ) *  
n - b u t a n o l - p i r i d i n a - a g u a  ( 6 : 4 : 3 ) .  Como r e v e l a d o r  se  u t i l i 
zó l a  d i  f en  i  l ami na  . a n i l i n a .
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I V . 5 . Me t í  1 a c i pn de l a  c e l u l o s a

P a r a  d e t e r m i n a r  e l  t i p o  de un ión  que e x i s t e  e n t r e  
l a s  m o l é c u l a s  de g l u c o s a ,  s e  p r o c e d i ó  a l a  m e t i l a c i ó n  de l  
p o l i s a c á r i d o .  En l o s  p r i m e ro s  métodos de m e t i l a c i ó n ,  como 
l o s  de Denham y Woodhouse (1913) y e l  de Hawor th ,  é s t a  se  
c o n s e g u í a  po r  v a r i o s  t r a t a m i e n t o s  con s u l f a t o  de d i m e t i l o  
e h i d r ó x i d o  de s o d i o .  Pe ro  a menudo se  o b t e n í a n  de e s t a  f o r  
ma p ro d u c t o s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  que e r a  p r e c i s o  t r a t a r  
v a r i a s  vece s  con óxido  de p l a t a  y i o d u r o  de m e t i l o ,  según 
P u r d i e  e I r v i n e ,  p a r a  l a  co mp le t a  m e t i l a c i ó n .

La t é c n i c a  de P u r d i e  fue m e j o r a d a  po r  Kuhn y c o l a 
b o r a d o r e s  (Kuhn,  1955) .  E s t o s  a u t o r e s  u t i l i z a r o n  p a r a  l a  me 
t i l a c i ó n  medios  de d i s o l u c i ó n  p o l a r e s  como l a  N , N - d i m e t i l -  
formamida.  Los p o l i s  a c á r i d o s  que se  d i s u e l v e n  o h i n ch a n  en 
e s t a s  d i s o l u c i o n e s  s e  pueden m e t i l a r  d i r e c t a m e n t e .  El  ó x i 
do de p l a t a  p roduce  t am b i én  una de sc o m p o s i c ió n  o x i d a t i v a  
en e l  p o l i s a c á r i d o  l i b r e  o m e t i l a d o ;  po r  t a n t o  es mas v e n 
t a j o s o  u t i l i z a r  l a s  v a r i a n t e s  con h i d r ó x i d o  de b a r i o  (Kuhn, 
1958) o con h i d r ó x i d o  de s o d i o  ( S r i v a s t a v a ,  1964) .  Con e s 
t a s  b a s e s  s e  puede t r a b a j a r  en d i m e t i l s u l f ó x i d o  que es me
j o r  medio de d i s o l u c i ó n  p a r a  l os  p o l i s  a c á r i d o s .

En e l  c aso  de l a  c e l u l o s a ,  l o s  métodos de m e t i l a 
c ión  e s t á n  l i m i t a d o s  p o r  l a  i n s o l u b i l i d a d  de e s t a  p o l i s a c á 
r i d o  en  l o s  d i s o l v e n t e s  que u t i l i z a n ,  t a l e s  como e l  DMSO.
Es pues n e c e s a r i o ,  o po r  l o  menos mas c o n v e n i e n t e ,  h a c e r  
una m e t i l a c i ó n  p r e l i m i n a r  con s u l f a t o  de d i m e t i l o  e h i d r ó 
x i d o  de s o d i o .

Asi  p u e s ,  l a  c e l u l o s a  se  m e t i l o  p r i me ram en t e  con 
e l  método de Kuhn (Kuhn, 1963) .  Se t r a t ó  l a  c e l u l o s a  con 
h i d r ó x i d o  s ó d i c o  a l  3890 y b a j o  a t m ó s f e r a  de n i t r ó g e n o ,  con 
a g i t a c i ó n  y a t e m p e r a t u r a  am b i en t e ,  s e  a d i c i o n ó  e l  s u l f a 
t o  de d i m e t i l o .  Se r e c u p e r ó  e l  p o l i s a c á r i d o  p a r c i a l m e n t e  
m e t i l a d o  y se  s o m e t i ó  a una  s egunda  m e t i l a c i ó n  con l o s  
r e a c t i v o s  de Hakomori .  E s t e  método es  mas cómodo y s e n c i l l o .
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La c e l u l o s a  a s i  m e t i l a d a  se  r e c u p e r o  p o r  e x t r a c 
c ión  con c lo r o f o r m o .  Se p u r i f i c ó  p o r  r e p r e c i p i t a c i ó n  en ben 
ceno con é t e r  de p e t r ó l e o  y se  c a r a c t e r i z ó  p o r  sus  d a t o s  e s 
p e c t r o s  c ó p i c o s . En su  e s p e c t r o  de IR no a p a r e c i ó  l a  banda  de

- 1
a b s o r c i ó n  d e l  OH (3600-3200 cm ) l o  que i n d i c a  que l a  m e t i 
l a c i ó n  ha  s i d o  co mple t a .

IV . 5 . 1 .  Datos e s p e c t r o s c ó p i c o s

a) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

Su e s p e c t r o  de IR ( F i g . I V . 6 ) p r e s e n t ó  l a s  s i g u i e n 
t e s  bandas  c a r a c t e r í s t i c a s :  2920 y 2850 cm  ̂ de t e n s i ó n  de 
C-H a l i f á t i c o ;  banda  a 1 735 cm  ̂ de t e n s i ó n  C=0 de e s t e r  me
t í l i c o ;  bandas  a 1460 y 1380 cm  ̂ de de fo rm a c i ó n  p o r  f l e x i ó n  
a n t i s i m é t r i c a  de - C ^ - y  y  de f l e x i ó n  s i m é t r i c a  de -CH^
r e s p e c t i v a m e n t e ;  banda  ancha  a 1100 cm  ̂ de t e n s i ó n  C-0 de

_  1
é t e r  y de e s t e r ;  banda  a 950 cm que i n d i c a  l a  p r e s e n c i a  de

_ 1
é t e r e s  c í c l i c o s  y bandas  a 890 cm d e b i d a  a l a s  u n i o n es  g l i -  
c o s í d i c a s  8  d e l  p o l i s a c á r i d o .

b) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  RMN

Su e s p e c t r o  de RMN ( F i g . I V . 7 )  (DCCl^) p r e s e n t ó  l a s  
s i g u i e n t e s  s e ñ a l e s :  a 5 , 56  s e ñ a l  muy poco r e s u e l t a  a s i g n a b l e  
a l os  p r o t o n e s  anomér icos  de l a  forma 8 , s e ñ a l e s  a 3 ,556 c o 
r r e s p o n d i e n t e  a l o s  g rupos  m e t o x i l o s  en C-2 y en C-3 y s e ñ a l  
a 3 ,376 c o r r e s p o n d i e n t e  a l  grupo  m e t o x i l o  en C- 6 .

E s t e  e s p e c t r o  nos i n fo r m a  de que l a s  u n i o n es  g l i -  
c o s í d i c a s  e x i s t e n t e s  en e l  p o l i s a c á r i d o  de l a  c e l u l o s a  son 
un io nes  8 .

I V . 5 . 2 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a

Se r e a l i z ó  l a  h i d r ó l i s i s  de l a  c e l u l o s a  m e t i l a d a  
con d e l  12%. Se t uvo l a  mezc l a  en a g i t a c i ó n  d u r a n t e



E i g . l V . 6 .  E A p z c t A o  de  IR de £ a  ce£u£o-óa  m o t i l a d a .

E-íg. Tt / ,7.  E¿p<¿ctA>o de RMW de ¿a  c&l.u£o¿a r m t ¿ Z a d a .
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4 h o r a s  y l uego  se  d i l u y o  y se  c a l e n t ó  a r e f l u j o  o t r a s  4 h o 
r a s .  Con l o s  mono sac á r ido s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  que se ob 
t u v i e r o n ,  se f ormaron l os  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r a  su a n á 
l i s i s  c u a n t i t a t i v o .

I V . 5 . 2 . 1 .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  monos a c á r i d o s  p a r c i a l m e n t e
me t i  l ados

Los a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  d e l  h i d r o l i z a d o  a n t e 
r i o r  se  f o rmaron ,  cómo se  d e t a l l a  en l o s  métodos g e n e r a l e s ;  
p o r  r e d u c c i ó n  con b o r o h i d r u r o  de s o d i o  y a c e t i l a c i ó n  con 
l a  m ezc l a  a n h i d r i d o  a c é t i c o / p i r i d i n a . Se o b t u v i e r o n  a s í  l os  
a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  que se i d e n t i f i 
c a r o n  por  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o .  En l a  t a b l a  IV. 3. se  
i n d i c a n  l os  t iempos  de r e t e n c i ó n  de l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o 
l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s ,  r e l a t i v o s  a l  1 , 5 - d i - O - a c e t i l -
2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - O - m e t i l - D - g l u c i t o l  (Churms,  1982) y en l a  
F i g . I V . 8  se  m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o .

TABLA IV. 3

E t e r e s  m e t í l i c o s  d e l  h i d r o l i z a d o  de l a  c e l u l o s a  m e t i l a d a

Azúca re sa P i c o  n°
■

R % Are a

2 , 3 , 4 , 6 - M e 4-Glu 1 1 , 0 0 0 ,75
2 ,3 - Me2 -Xi 2 1 ,45 1 ,83
2 , 3 , ó-Me^-Glu 3 2 ,42 85 ,90

a 2 , 3 , 4 , 6 -Me^-Glu=1 ,5 - d i  - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 4 , 6  - t e t r a - 0 - m e  t i  1 - D- 
g l u c i t o l .

Tiempos de r e t e n c i ó n  de l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de 
a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  r e l a t i v o s  a l  d e l  1 , 5 - d i -  
0 - a c e t i  1 - 2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - 0 - m e t i l - D - g l u c i t o l  ( t ^ = 4 , 5 4 )  en 
una  columna ECNSS-M a 175°C.
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3

Flg.  II/.  S. C sio m a to  gsia fila ga¿co¿a  cíe lo¿ a c e ta to *  de a l d l -  

t o l e *  d<¿ lo* azucare* m e t i la d o *  o b ten ido *  d e l  
h i d r o l i z a d o  d<¿ l a  c e l u l o * a  m u t i l a d a  <¿n una co 
lumna E CNSS - M a 175° .P ico*:  1) 1 , 3, 4 , 6 - Me 4~ Glu;
2) 2 , 3 -Me2 -X¿; 3) 2 , 3, ó - Me 3~ Glu.
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De e s t e  c romatograma s e  pueden i d e n t i f i c a r  con 
s e g u r i d a d  t r e s  p i c o s .  El  p i c o  n°1 s e  i d e n t i f i c o  p o r  su  t i e m  
po de r e t e n c i ó n  r e l a t i v o  ( t ^ = 1 , 0 0 ) como e l  compuesto 1 , 5 - d i -  
0 - a c e t i l - 2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - O - m e t i l - D - g l u c i t ó l ,  ya  que es c o i n c i 
d e n t e  con e l  mismo a z ú c a r  u t i l i z a d o  como p a t r ó n  de r e f e r e n 
c i a .

El  p i c o  n ° 3 ,  que es e l  m a y o r i t a r i o  y p r i n c i p a l ,  
s e  i d e n t i f i c ó  p o r  su t iempo de r e t e n c i ó n  r e l a t i v o  ( t ^ = 2 , 4 2 )  
y por  comparac ión  con e l  c romatograma c o r r e s p o n d i e n t e  a l a  
h o l o c e l u l o s a  m e t i l a d a  ( F i g . 111.23)  como e l  compuesto  1 , 4 , 5 -  
t r i - O - a c e t i  1 - 2 , 3 , 6  - t r i - O - m e t i l - D - g l u c i t o l .

El  p i c o  n ° 2 ,  c o r r e s p o n d e r í a ,  po r  su t iempo de r e 
t e n c i ó n  y p o r  compa rac ión  con e l  c romatograma s i m i l a r  de l a  
h o l o c e l u l o s a  m e t i l a d a  ( F i g . I I I . 23) a l  compuesto  1 , 4 , 5 - t r i -  
0 - a c e t i l - 2 , 3 - d i - 0 - m e t i 1 - D - x i l i t o l . E s t e  d e r i v a d o  p ro ce de  de 
l a  x i l o s a  que a p a r e c í a  i m p u r i f i c a n d o  e l  h i d r o l i z a d o  de l a  
c e l u l o s a  (T ab l a  I V . 2) y que es  d i f í c i l  de e l i m i n a r  ( e s t a  c e 
l u l o s a  se  h a b í a  p u r i f i c a d o  ya  t r e s  v e c e s ) .

Con l o s  p i c o s  n°4  ( t ^ = 3 , 6 2 )  y n°5  ( t ^ = 5 , 1 0 )  t an  
s o l o  s e  puede h a c e r  un i n t e n t o  de i d e n t i f i c a c i ó n  p o r  sus  
t iempos  de r e t e n c i ó n  r e l a t i v o s .  En ambos c a s o s ,  supon i endo  
que c o r r e sp o n d a n  a a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i 
l ado s  y no sean  i m p u r e z a s ,  se  c o r r e s p o n d e r í a n  e s t o s  p i c o s  
con a c e t a t o s  de he x os a s  d i m e t i l a d a s .  (El  p i c o  n°4 p o d r í a  
c o r r e s p o n d e r  a l  1 , 3 , 4 , 5 - t e t r a - 0 - a c e t i l - 2 , 6 - d i - O - m e t i l - D -  
g l u c i t o l  ( t ^ = 3 , 8 3  t e ó r i c o )  ( 4 , 58 $ )  y e l  p i c o  n°5 a l  1 , 2 , 5 , 6 - 
t e t r a - 0 - a c e t i l - 3 , 4 - d i - O - m e t i l - D - g l u c i t o l  ( t ^ = 5 , 2 7 ,  t e ó r i c o )  
( 6 , 90$ )  .

La p r e s e n c i a  de e s t o s  dos p i c o s ,  s i e mpre  s u p o 
n i e n d o  que f u e s e n  a c e t a t o s  de hex osa s  d i m e t i l a d a s ,  s e r í a  
i n d i c a t i v a  de que l a  m e t i l a c i ó n  no fue c o m p l e t a  en su t o t a 
l i d a d  ó b i e n  de que ,  c a s i  mas p r o b a b l e ,  s e  ha  p r o d u c i d o  d e s -  
m e t i l a c i ó n  d u r a n t e  l a  h i d r ó l i s i s  de l a  c e l u l o s a  m e t i l a d a .
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La p r e s e n c i a  d e l  compuesto 1 , 4 , 5 - t r i - O - a c e t i l -
2 , 3 , 6 - t r i - O - m e t i l - D - g l u c i t o l  i n d i c a  que e l  p o l i s a c á r i d o  
e s t á  c o n s t i t u i d o  po r  una  cadena  de u n i d a d e s  de g l u c o s a  
u n i d a s  e n t r e  s í  p o r  e n l a c e s  (1 — 4) . La p r e s e n c i a  d e l  
compuesto  1 , 5 - d i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - 0 - m e t i l - D - g l u c i t o l  
i n d i c a  que é s t e  se  e n c u e n t r a  como r e s t o  t e r m i n a l  no r e 
d u c t o r  de l  p o l i s a c á r i d o .  La p r e s e n c i a  d e l  compuesto  1 , 4 , 5 -  
t r i - O - a c e  t i  1 - 2 , 3 - d i - O - m e t i l - D - x i l i t o l  i n d i c a  que hay una 
cadena  formada p o r  u n i d ad e s  de x i l o s a  con e n l a c e s  ( 1— 4) ; 
es d e c i r ,  hay una pequeña  c a n t i d a d  de x i l a n a  que i m p u r i 
f i c a  a l  p o l i s a c á r i d o  de g l u c o s a .

Por  e s t o s  a n á l i s i s ,  a c e t i l a c i ó n  y m e t i l a c i ó n  d e l  
p o l i s a c á r i d o ,  s e  dedu ce ,  con e n t e r a  s e g u r i d a d ,  que e l  p o 
l i s a c á r i d o  e s t á  c o n s t i t u i d o  p o r  un id ad e s  de D - g l u c u p i r a n o -  
s a  con e n l a c e s  3 ( 1 —► 4) . CFig- IV.9)  .

Queda c o n f i r m a d a ,  p u e s ,  l a  p r e s e n c i a  de l a  c e l u 
l o s a  en e l  co r cho .

FZg . I I / .  9 .  UnZdade¿  d e  V - g Z u c o ¿ a  iLnZdaA pon. znZa.ce.-6 3  (. J —  4 )  . 

t J i uc t u f i a  d e  Za ce.Z uZo¿ a.
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V. ESTUDIO DE LA "HEMI CELULOSA11

V. 1. A i s l a m i e n t o  de l a  hemice  l u l o s  a

a) E x t r a c c i ó n  con s o l u c i o n e s  a l c a l i n a s .

D i v e r s a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de á l c a l i  se  u t i l i z a n  
p a r a  l a  e x t r a c c i ó n  de hemice l u l o s  a s , v a r i a n d o  e l  rango des 
de l a s  s o l u c i o n e s  de carbona to  de s o d i o  a l a s  s o l u c i o n e s  
f u e r t e s  de h i d r ó x i d o  de s o d i o  o p o t a s i o  ( W h i s t l e r  1965) .
En g e n e r a l  e l  r e n d i m i e n t o  de h e m i c e l u l o s a  depende de l a  
f u e r z a  a l c a l i n a  d e l  e x t r a y e n t e ;  con s o l u c i o n e s  a l c a l i n a s  
s u p e r i o r e s  a l  1 0 % se  o b t i e n e n  pequeños aumentos en e l  r e n 
d i m i e n t o  (Wise,  1946) .  La e l i m i n a c i ó n  de ox ígeno  d u r a n t e  
l a s  e x t r a c c i o n e s  a l c a l i n a s  m in imiza  l a  d e g r a d a c i ó n  o x i d a -  
t i v a  de l a s  h e m i c e l u l o s a s .

Se r e a l i z ó  l a  e x t r a c c i ó n  de h e m i c e l u l o s a  a p a r 
t i r  de l a  h o l o c e l u l o s a ,  con h i d r ó x i d o  s ó d i c o  a l  4% y a l  
10%. Con e l  á l c a l i  menos c o n c e n t r a d o  no se  f r a c c i o n a r o n  
los  p o l i s  a c á r i d o s  y se ob tuvo  una ú n i c a  f r a c c i ó n  , que se  
l e  l l amó " h e m i c e l u l o s  a" , a l  n e u t r a l i z a r  e l  e x t r a c t o  con 
á c i d o  a c é t i c o  d i l u i d o  y a ñ a d i r  un volumen e q u i v a l e n t e  de 
e t a n o l  d e l  95% (Doreé ,  1947,  p . 4 1 7 ) .

El  p r o d u c t o  s e  p u r i f i c ó  d i s o l v i é n d o l o  en NaOH 
a l  4%, f i l t r a n d o  y a d i c io n a n d o  a l  f i l t r a d o  ác i do  a c é t i c o  
y a l c o h o l  d e l  95%. P a r a  una u l t e r i o r  p u r i f i c a c i ó n ,  se  d i 
s o l v i ó  e l  p r o d u c t o  o b t e n i d o  en NaOH a l  2%, c a l e n t a n d o  un 
p o c o , y  s e  f i l t r ó  a t r a v é s  de l a n a  de v i d r i o .  Se a ñ ad ió  a l  
f i l t r a d o  s o l u c i ó n  de F e h l i n g  (A+B, volúmenes  i g u a l e s )  en 
e x c e s o  y e l  p r e c i p i t a d o  s e  l avó  con a l c o h o l  muy d i l u i d o .
El  complejo  de cobre  se  descompuso con á c i d o  a c é t i c o  muy 
d i l u i d o .  Se f i l t r ó  y e l  s ó l i d o  se l avó p r i m e r o  con ác ido  
a c é t i c o  muy d i l u i d o ,  l uego  con a l c o h o l  muy d i l u i d o  y f i 
na lmen te  con e t a n o l  d e l  95%. Se obtuvo  un s ó l i d o  b l an c o  
g r i s á c e o  que r e p r e s e n t ó  un 16,64% en peso  r e s p e c t o  a l a  
h o l o c e l u l o s a .
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La e x t r a c c i ó n  de l a  henji.ce l u l o s  a con NaOH d e l  10$ 
y p o s t e r i o r  f r a c c i o n a m i e n t o  d e l  e x t r a c t o  o b t e n i d o  se  e s t u 
d i a  con d e t a l l e  en e l  a p a r t a d o  VI.

a) E x t r a c c i ó n  con d i m e t i l s u l f ó x i d o

E n t r e  l o s  pocos d i s o l v e n t e s  n e u t r o s  que son  e f e c 
t i v o s  p a r a  l a  e x t r a c c i ó n  de h e m i c e l u l o s a s  de l a  h o l o c e l u l o 
s a ,  se  e n c u e n t r a  e l  d i m e t i l s u l f ó x i d o  ( S t j o s t r ó m ,  1981, p . 64 ) .  
Es p a r t i c u l a r m e n t e  ú t i l  p a r a  l a  o b t e n c i ó n  de x i l a n a s  y de 
a q u e l l o s  p o l i s  a c á r i d o s  que e s t é n  p a r c i a l m e n t e  e s t e r i f i c a d o s , 
ya  que no t i e n e n  l u g a r  n i ngún  cambio qu ímico  en l a  e x t r a c 
c ión  con e s t e  d i s o l v e n t e .

As i  p u e s ,  s e  e x t r a j o  l a  h o l o c e l u l o s a  con d i m e t i l 
s u l f ó x i d o  y p o r  c e n t r i f u g a c i ó n  s e  s e p a r ó  e l  s ó l i d o .  Al e x 
t r a c t o  se l e  a d i c i o n a r o n  c u a t r o  volúmenes  de e t a n o l  y se  a c i 
d i f i c ó  con á c i d o  a c é t i c o  h a s t a  que l a  p r e c i p i t a c i ó n  d e l  p o l i 
s a c á r i d o  fue  co m pl e t a  (Bouveng,  1 965) .  Se obtuvo  un s ó l i d o  
b l a n c o  que r e p r e s e n t ó  un 2 1 , 8  r e s p e c t o  a l a  h o l o c e l u l o s a .

V. 1 . 1. Datos e s p e c t r o s c ó p i c o s

I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

Se c a r a c t e r i z ó  l a  h e m i c e l u l o s a ,  t a n t o  l a  p r o c e d e n 
t e  de l a  e x t r a c c i ó n  con NaOH a l  4$ como l a  e x t r a í d a  con d i 
m e t i l s u l f ó x i d o ,  p r ime ram en t e  p o r  e s p e c t r o s c o p i a  de i n f r a r r o 
j o .  En ambos casos  se  obtuvo  un e s p e c t r o  c o n c o rd a n t e  ( F i g .
V.1) que p r e s e n t ó  l a s  s i g u i e n t e s  ba n da s :  banda  ancha  e n t r e
3500 y 3200 cm  ̂ de t e n s i ó n  de 0-H a s o c i a d o  i n t e r m o l e c u l a r -

- 1mente;  banda  a 2920 cm de t e n s i ó n  de C-H a l i f á t i c o ;  b a n 
da a 1730 cm  ̂ de t e n s i ó n  de C=0 y banda  e n t r e  1100 y 950 
cm  ̂ de t e n s i ó n  de C-0 de a l c o h o l .
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Fi g . V . 1 .  E s p e c t r o  de IR de l a  h e m i c e l u l o s a

V. 2 . H i d r ó l i s i s  a c i d a  t o t a l

La h e m i c e l u l o s a  se  h i d r o l i z ó  con á c i d o  H2 SO4 d e l  
72 % en a g i t a c i ó n  d u r a n t e  4 h o r a s  y l uego  s e  d i l u y ó  e l  á c i 
do y se c a l e n t ó  a r e f l u j o  o t r a s  4 h o r a s .

V. 2 . 1 . I d e n t i f i c a c i ó n  de l os  monosacá r idos  p o r  c r o m a t o g r a 
f í a  g a s e o s a

Los monos a c á r i d o s  l i b e r a d o s  en l a  h i d r ó l i s i s  s e  
c a r a c t e r i z a r o n  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o .  Pa r a  un a n á 
l i s i s  c u a l i t a t i v o  s e  s i l i l ó ,  de l a  forma aco s t um b rad a ,  una 
m ue s t r a  d e l  h i d r o l i z a d o  y se c r o m a t o g r a f i ó  comparat ivai j i ente  
con los  a z ú c a r e s  p a t r o n e s  x i l o s a  y a r a b i n o s a  i g u a l m e n t e  s i -  
l i l a d o s  y en l a s  mismas c o n d i c i o n e s .  Ten i endo en c u e n t a  e l  
cromatograma c o r r e s p o n d i e n t e  a l  h i d r o l i z a d o  á c i d o  s i l i l a d o  
de l a  h o l o c e l u l o s a  ( F i g . I I I . 5) y e l  c romatograma o b t e n i d o  
en n u o s t r o  a n á l i s i s  (F ig .V . 3 ) ,  se  deduce que los  a z ú c a r e s  con 
t iempos  de r e t e n c i ó n  mas s i m i l a r e s  son l a  x i l o s a  y l a  a r a b i 
n osa  p o r  l o  que s ó l o  se i n y e c t a r o n  e s t o s  a zú c a r e s  p a t r o n e s .

^^^^^:+.$^^8:+:^.:/.^//.7/.//+:.:.:/.:/^/.:+:2://^^^98703:/-B
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fZg .  1/.3. Csiomato g^afiZa gaódo¿a d<¿ Zo¿ TMS ddfiZvcidoA

d<¿ Zob aztlcasidA ptio c<id<¿vitdz> d<¿Z kZdh.0 ZZzado 
d<¿ Za kdmZcdZuZoú a . T dmp<¿ fiatu.fia d<¿ Za coZum- 
na 16 5°.
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Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se  i n d i c a n  a c o n t i n u a 
c ió n :

t R( seg) P i c o Azúcar i A r ea

2 35 1 A ra b in o s a  y 
X i los  a

7,42

331 2 Xi lo s  a 46,06

417 3 X i l o s  a 46,52

744 4 Glucos a t razids
1182 5 Glucos a t r a z a s

V .2 . 2. D e t e rm in a c i ón  c u a n t i t a t i v a  de l o s  monos a c á r i d o s

Se o b s e r v a  en e l  c romatograma ( F i g . V . 3 )  que e l  
p i c o  n°1 puede c o r r e s p o n d e r  a l a  a r a b i n o s a  y / o  a l a  x i l o 
s a ,  p u e s t o  que t i e n e n  e l  mismo t iempo de r e t e n c i ó n .  Apa re 
cen t amb ién  t r a z a s  de g l u c o s a .  Pa r a  d e t e r m i n a r  mas e x a c t a 
mente l a  c a n t i d a d  de e s t o s  monos a c á r i d o s  hacemos una d e t e r 
minación  c u a n t i t a t i v a  de l o s  mismos.

E l  método mas comunmente u t i l i z a d o  y e l  de más s e 
g u r i d a d  p a r a  e l  a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o  de l os  a z ú c a r e s  i n d i 
v i d u a l e s  en v ue lv e  l a  c o n v e r s i ó n  de e s t o s  a z ú c a r e s  en sus  
c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  v o l á t i l e s .  Los mono- 
s a c á r i d o s  se  c o n v i e r t e n  en l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l d i t o l e s  
por  r e d u c c i ó n  con b o r o h i d r u r o  de s o d i o  y l os  a l d i t o l e s  s e  
a c e t i l a n  con a n h i d r i d o  a c e t i c o - p i r i d i n a .  Los a c e t a t o s  de 
a l d i t o l e s  se  s e p a r a n  y s e  c u a n t i f i c a n  c o nv en i e n t e m e n t e  po r  
c r o m a t o g r a f í a  de i o n i z a c i ó n  a l a  l l ama  ( A l b e r s h e i m ,  1967) .

Es t e  p r o c e d i m i e n t o  e s  e l  que s e  u t i l i z a  con mas 
f r e c u e n c i a  p a r a  e s t u d i a r  l a  e s t r u c t u r a  de l o s  p o l i s a c á r i -  
d o s , es  d e c i r ,  p a r a  d e t e r m i n a r  l a  p u r e z a  de l o s  p o l i s a c á -  
r i d o s  y p a r a  d e t e r m i n a r  que p o l i s a c á r i d o s  e s t á n  p r e s e n t e s  
en una  f r a c c i ó n  c r o m a t o g r á f i c a  p a r t i c u l a r .
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Se r e a l i z o  un e s t u d i o  compa ra t i vo  de l o s  monosa- 
c á r i d o s  p r o c e d e n t e s  d e l  h i d r o l i z a d o  de l a  h e m i c e l u l o s a  e x 
t r a í d a  con á l c a l i  y de l a  e x t r a í d a  con d i m e t i l s u l f ó x i d o .
En l a  t a b l a  V . 1 se  dan l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  y en l a s  
F ig .  V . 4 y V . 5 se  mues t r a n  l o s  cromatogramas  o b t e n i d o s .

De l a  t a b l a  V . 1 se  deduce  que l a  x i l o s a  es  e l  com 
po ne n t e  m a y o r i t a r i o ,  pud i endo  c o n s i d e r a r s e  como p r o c e d e n t e  
de una x i l a n a  no p u r a .  Las impureza s  mas n o t a b l e s  son l a  
a r a b i n o s a  ( 3 , 5 90) ,  l a  g a l a c t o s a  (5 ,121 )  y l a  g l u c o s a  ( 8 , 9 1 ) .

P r u e ba  de que e s t o s  monos a c á r i d o s  son una  im p u r e 
za y no forman p a r t e  de l a  x i l a n a  s e  o b t i e n e  a l  a i s l a r  e s t a  
x i l a n a  p o r  e x t r a c c i ó n  con d i m e t i l s u l f ó x i d o  y p o s t e r i o r  a n á 
l i s i s  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  de l os  monos a c á r i d o s  d e l  h i 
d r o l i z a d o ,  p r e v i a  t r a n s f o r m a c i ó n  en l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e 
t a t o s  de a l d i t o l e s .  Ahora l a  x i l o s a  forma un 9 4,7% y t o d as  
l a s  impureza s  se  r educen  d r á s t i c a m e n t e  como puede v e r s e  en 
l a  misma t a b l a .  Se conc luye  p u e s ,  con e s t o s  a n á l i s i s ,  que 
los  p o l i s a c á r i d o s  de l a  h e m i c e l u l o s a  c o n s t a n  de l os  a z ú c a 
r e s  x i l o s a ,  como componente m a y o r i t a r i o  y p r o c e d e n t e  de 
x i l a n a s ,  y en pequeña  p r o p o r c i ó n  los  a z ú c a r e s  g lu co sa ,  a r a 
b i n o s a ,  g a l a c t o s a ,  mañosa y r amnosa,  como p o s i b l e s  im p u r e 
zas de e s o s  p o l i s a c á r i d o s ,  pe ro  p r o c e d e n t e s  a su  vez de o t r o  
u o t r o s  p o l i s a c á r i d o s .

V. 2 . 3. De t e r m in a c ió n  de á c i d o s  u r á n i c o s

La d e t e r m i n a c i ó n  de á c i d o s  u r á n i c o s  s e  r e a l i z ó  po r  
e l  método d e l c a r b a z o l  ( B i t t e r ,  1962) .  E l  p o l i s a c á r i d o  s e  h i -  
d r o l i z ó  con á c i d o  s u l f ú r i c o  d e l  72%. E l  h i d r o l i z a d o  s e  l l e 
vó a pH 8 ,5 - 9  con KOH 0,1  M y se  pa só  s u c e s i v a m e n t e  po r  c o 
lumnas que c o n t e n í a n  A m b e r l i t a  IR-120(H+) e IR-400(Ac0 ) .
Se e l u y e r o n  con agua y l a  a n i ó n i c a  con á c i d o  a c é t i c o  a l  10%. 
Los á c i d o s  se  c o n c e n t r a r o n  a un volumen e x a c t o  de 10 mL y 
med i an t e  d i l u c c i o n e s  se  p r e p a r a r o n  l a s  m u e s t r a s  D-1 y D-2.
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3

FZg.l /.4 .  C tío mato gnafaZa gcu><iot>a d<¿ Zo& aa<¿tato¿ d<¿ aZdt£oZ<¿6 
pn.0 co.dzn£<¿¿ do, ¿a k td fióZt&t6 d<¿ Za k <¿mtc<¿ZuZo6 a .
T <¿mp<¿/ia£u.sia d<¿ ¿a coZumna 190°.

TABLA (/. 1 .

Mono& acátiZdoA d<¿ Za k<¿mtc<LZtiZo¿ a d<¿£<¿fimtnado¿ a £tiav&¿> da 
Zot> ac.Q.tato¿ dz aZdttoZzA

Azúcares P i c o  n°
^  3

%Azúcares  c % A z ú c a r e s b

Ramn os a 1 0,62 0 , 6 5 ( 0 , 3 2 )
Arab inos a 2 3,5 0 , 8 6 ( 0 , 4 2 )
Xi l o s  a 3 81 , 0 1 9 4 , 7 ( 4 6 , 3 8 )
Mañosa 4 0 ,84 -
Ga lac to s  a 5 5 ,12 0 , 9 7 ( 0 , 4 7 )
Glucos a 6 8,90 2 , 8 1 ( 1 , 3 7 )

3
H e m ic e l u l o sa  e x t r a í d a  con NaOH a l  41.

b H e m ic e l u l o sa  e x t r a í d a  con PNSO. Los v a l o r e s  e n t r e  p a r é n t e 
s i s  se r e f i e r e n  a l  p o r c e n t a j e  de a z u c a r e s .
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P a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  se  c o n s t r u y ó  
una r e c t a  de c a l i b r a d o .  Se p r e p a r ó  una d i s o l u c i ó n  de a c i 
do g l u c u r ó n i c o  y medi an t e  d i l u c c i o n é s  se  p r e p a r a r o n  d i ez  
s o l u c i o n e s  de r e f e r e n c i a .  Las r e f e r e n c i a s  y l a s  m u e s t r a s  
p rob l emas  se  s o m e t i e r o n  s i m u l t á n ea m e n t e  a l a  r e a c c i ó n  c o lo -  
r i m é t r i c a ,  de manera  que l a s  c o n d i c i o n e s  fu e s e n  l a s  mismas.

Con l o s  d a to s  de a b s o r b a n c i a  y de c o n c e n t r a c i ó n  
de ác id o  g l u c o r ó n i c o  que s e  d e t a l l a n  en l a  t a b l a  V.2 se  
c o n s t r u y ó  una  r e c t a  de c a l i b r a d o ,  que se  m u e s t r a  en l a  
F i g . V . 6 .  La e c u a c i ó n  de l a  r e c t a  o b t e n i d a ,  a j u s t a d a  po r  mí 
nimos c u a d r a d o s ,  es :

A b s o r b a n c i a  = 0 , 008C-0 ,029  y e l  c o e f i c i e n t e  de 
r e g r e s i ó n  ( r )  e s :  0 , 9 9 4 .

T A B L A  l! . l

C onzzn£n .az¿onz¿  y cLb&osibanz¿<u d z  ¿cu d¿¿o ¿ u z ¿ o n z 6  d z  Kzfaz- 
fi<¿Yi(L¿cL dz  á c¿ d o  g ¿ u cu s ió n Z co .

D i s o l u c i ó n  de 
r e f e r e n c i a

C o n c e n t r a c i ó n  de á c i do  
g l u c u r ó n i c o  ( vg/mL)

Absorb a n c i a

1 6 0 ,040
2 12 0 ,048
3 18 0 ,113
4 24 0 , 1 8 0
5 30 0 ,2 1 0
6 36 0 ,245
7 42 0 ,2 9 0
8 48 0 ,3 80
9 54 0 ,402

10 60 0 ,465
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F l g . V . 6 .  R a d a  da ca.LCbA.ado p an a  l a  d a t a n m l n a c l ó n  c u a n t i t a t i v a  de 

á c i d o s  u n ó n lco ¿  pon e.1 m é todo  d a l  c a n b a z o l . o
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Some t idas  l a s  m u e s t r a s  a l a  r e a c c i ó n  c o l o r i m é t r i -

ca y medidas l a s  a b s o r b a n c i a s  s e  o b t u v i e r o n  l o s  s i g u i e n t e s  
r e s u l t a d o s :

Mu es t r a  A b s o r b a n c i a  C o n c e n t r a c i ó n  A c i d . u r ó n i c o ( % )
(yUg/mL)_______

D-1 0 , 047  9 ,46 2 ,6 3
D-2 0 ,135  20 ,35 2 ,28

Se ob tuvo un 2,45% de á c i d o  u r ó n i c o  en l a  hemice -  
l u l o s a  exp re sad o  en c o n c e n t r a c i ó n  de á c i d o  g l u c u r ó n i c o .

V. 3. H i d r ó l i s i s  a c i d a  p a r c i a l

Teni endo  en c u e n t a  l os  d a to s  p r o p o r c i o n a d o s  p o r  e l  
a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o  de l os  monos a c á r i d o s  y  s a b i e n d o  que l a s  
un io n es  f u r a n ó s i c a s  son mas l á b i l e s  que l a s  p i r a n ó s i c a s  a n á 
l o g a s ,  s e  p r o c e d i ó  a r e a l i z a r  una  h i d r ó l i s i s  a c i d a  p a r c i a l  
de l a  h e m i c e l u l o s a .  Se p r e t e n d í a ,  de e s t a  f o rma,  l i b e r a r  s e 
l e c t i v a m e n t e  l o s  r e s t o s  de a r a b i n o f u r a n o s a ,  en e l  caso de que 
é s t a  e s t u v i e s e  como r a m i f i c a c i ó n  en e l  p o l i s a c á r i d o  de x i l o s a

La h i d r ó l i s i s  á c i d a  s e  r e a l i z ó  con á c i do  s u l f ú r i c o  
0,05M c a l e n t a n d o  a r e f l u j o  d u r a n t e  h o r a  y media .

V. 3. 1. I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  monos a c á r i d o s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  
gas e os a

Una p r i m e r a  i d e n t i f i c a c i ó n  de é s t o s  se  r e a l i z ó  p o r  
c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  de l o s  t r i m e t i l s i l i l d e r i v a d o s  de 
l o s  monos a c á r i d o s  de l  h i d r o l i z a d o .  Se a n a l i z a r o n  c o m p a r a t i 
vamente con a z ú c a r e s  p a t r o n e s  i g u a l m e n t e  s i l i l a d o s  y en l a s  
mismas c o n d i c i o n e s .  En l a  t a b l a  V .3 .  s e  dan l o s  t i empos  de 
r e t e n c i ó n  de l o s  monos a c á r i d o s  d e l  h i d r o l i z a d o  y en l a  F i g .
V . 7 se  m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o .
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Fl g .  1/.7. CtiomcLtOQSiafcía g a 6 <L0¿>a d<¿ lo ¿  IMS d£Si¿vado¿ da 

lo& azúcasniA ptioc<¿d<¿nl<i6 cíe l a  k l d > i ó l l 6 l ¿  p a r 
c i a l  cíe l a  k<¿mlc<¿lulo¿ a .
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T A B L A  1/.3.

C A o m a to g A a ^ a  ga¿e.OÁCL de. Zoa de.JiZvado¿ ¿ZZZZadot,  de. Zo¿ 

mono¿ acásu.do¿ psioce.de.nte.6 de. Za hi.dh.6ZJLt>Zt> pasicZaZ de. Za 

he,mZce.ZuZo¿ a.

t R P ico Azúcares % Are a

257 1
A r a b in o s a  y / ó  
X i lo s  a 4 ,06

362 2 Xi lo s  a 45,51

453 3 X i l o s  a 50 ,43

P a r a  una c u a n t i f i c a c i ó n  y me jo r  i d e n t i f i c a c i ó n  de 
e s t o s  monos a c á r i d o s  s e  formaron sus  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a 
t o s  de a l d i t o l e s ,  de l a  forma aco s tumbrada .

Se a n a l i z a r o n  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  y s e  
ob tuvo e l  x i l i t o l  p r á c t i c a m e n t e  como e l  ú n i c o  componente  
(97,83%) ( F i g . V . 8) .

El  hecho  de o b t e n e r s e  l a  x i l o s a  como a z ú c a r  mayo- 
r i t a r i o  h i z o  p e n s a r  que e s t a  h i d r ó l i s i s  a c i d a  e r a  t o d a v í a  
f u e r t e ;  p r e v i a m e n t e  se  h a b í a  r e a l i z a d o  una  h i d r ó l i s i s  con 
á c i do  F^SO^ 0,5N o b t e n i é n d o s e  e l  mismo r e s u l t a d o .

Se pasó  a r e a l i z a r  una h i d r ó l i s i s  mas suave  con 
á c i do  s u l f ú r i c o  0,005M c a l e n t a n d o  l a  mez c l a  a r e f l u j o  una 
h o r a .  Con e l  h i d r o l i z a d o  se  formaron l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  
a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  y se a n a l i z a r o n  p o r  c r o m a t o g r a f í a  
g a s - l í q u i d o .  A p a r e c ió  o t r a  vez  l a  x i l o s a  como e l  componen
t e  m a y o r i t a r i o  (86 ,20$) .

E s t o s  r e s u l t a d o s  nos l l e v a n ,  a c o n f i r m a r  l a  p r i 
mera c o n c l u s i ó n  de que l a  a r a b i n o s a ,  y c o n c r e t a m e n t e  en 
forma de a r a b i n o f u r a n o s a ,  no forma p a r t e  como r a m i f i c a c i ó n  
de l a  c adena  de x i l o s a  s i n o  que acompaña a é s t a  como impu
r e z a .
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Fl g . V. 8 .  CAomatogAa^la gaAeoAa de Ioa a c e t a t o A  de a l d i t o l e s  
pAo cedenteA  de £ a kldAól lAÁA p a A c t a l  de l a  keml-  
c e l u l o A a .  Te.mpe.Aatu.Aa de. l a  columna 190° .

TABLA

Mono* acdAtdoA 
d l t o l e A  .

deteAmlnadoA a tAavéA de I oa a c e t a t o A  de a l -

Azúcar P i c o t R(min) °aAzúcares

Ramnos a 1 6 , 58 0 ,77
A ra b in os a 2 10, 79 1 ,27
X i l i s a 3 15,46 97 ,83
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V. 4. M e t i l a c i  ón de l a  h e m i c e l u l o s  a

P a r a  l a  m e t i l a c i ó n  de l a  h e m i c e l u l o s a  s e  u t i l i 
zaron  dos métodos :  e l  de Kuhn, d e s c r i t o  p a r a  l a  m e t i l a c i ó n  
de l a  ce l u l o s a ( a p a r t . I V . 5) y e l  de Hakomori  d e s c r i t o  p a 
r a  l a  m e t i l a c i ó n  de l a  h o l o c e l u l o s a  ( a p a r t . 111 . 3) .

Con e l  p r i m e r o  de e l l o s  se o b t u v i e r o n  r e n d i m i e n 
t o s  muy b a j o s ,  un 16% en peso  en e l  c aso  mas f a v o r a b l e .  En 
l a  m e t i l a c i ó n  según Hakomori ,  es  d e c i r ,  u t i l i z a n d o  como b a 
se  e l  m e t i l f u l f i n i l c a r b a n i ó n , - formado p o r  r e a c c i ó n  d e l  HNa 
con DMSO- y p a r a  m e t i l a r  e l  i o d u r o  de m e t i l o ,  se  o b t u v i e r o n  
m e jo re s  r e n d i m i e n t o s ,  un 50% en e l  c a so  mas des f  avorab l e  ,y 
e l  a i s l a m i e n t o  d e l  p o l i s a c á r i d o  no p r e s e n t ó  p r ob l ema .

Se t r a t ó  l a  h e m i c e l u l o s a  con l o s  r e a c t i v o s  de 
Hakomori  p a r a  d a r  e l  p r o d u c t o  m e t i l a d o .  Los r e s t o s  de dime 
t i l s u l f ó x i d o  se  e l i m i n a r o n  en e s t u f a  de v a c i o  a 40°C d u r a n 
t e  v a r i o s  d í a s ,  y e l  p r o d u c t o  a m a r i l l o  o b t e n i d o  se  p u r i f i c ó  
p o r  p r e c i p i t a c i ó n  en benceno  con é t e r  de p e t r ó l e o  y se  r e 
cupe ró  como un s ó l i d o  b l a n c o  f l o c u l e n t o  que r e p r e s e n t ó  un 
73,96% de r e n d i m i e n t o .  E s t a  forma de p u r i f i c a r  e l  p r o d u c 
t o  m e t i l a d o  fue  l a  mas comp le t a  y s e n c i l l a .  Ot ro  t i p o  de 
p u r i f i c a c i o n e s  que se  r e a l i z a r o n  f u e r o n :  p o r  c r o m a t o g r a f í a  
de capa  f i n a  p r e p a r a t i v a  u t i l i z a n d o  como e l u y e n t e  l a  mezcl a  
b e n c e n o - e t a n o l  ( 1 0 : 2 ) .  A p a re c ió  una  banda  que d i o  un s ó l i d o  
a m a r i l l o .  Se h i z o  una c r o m a t o g r a f í a  en capa  f i n a  de e s t e  p ro  
duc to  y se  r e v e l ó  p r i m e r o  con ve rde  de p - b r o m o c r e s o l . La p í a  
c a  tomó c o l o r a c i ó n  a z u l ,  y en l a s  manchas a p a r e c i ó  c o l o r a 
c ión  a m a r i l l a .  O t r a  p u r i f i c a c i ó n  de l a  h e m i c e l u l o s a  m e t i l a -  
da  s e  i n t e n t ó  po r  columna de s í l i c e  K i e s e l g u r ,  u t i l i z a n d o  
e l  e l u y e n t e  be nc e n o -e  t a n o l  (10:  2) .

En e l  e s p e c t r o  de i n f r a r r o j o  d e l  p r o d u c t o  m e t i l a -
_ i

do no s e  ob se rv ó  banda  de a b s o r c i ó n  de 0 -H(3600-3200  cm ) 
l o  que i n d i c ó  que l a  r e a c c i ó n  h a b í a  s i d o  co mple t a .

Por su  e s p e c t r o  de RMN se comprobó l a  p u r i f i c a c i ó n  
d e l  p r o d u c t o  m e t i l a d o .
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V. 4 . 1 .  Datos e s p e c t r o s  cóp i cos

a) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

Su e s p e c t r o  de IR ( F i g .V .9 )  p r e s e n t ó  l a s  s i g u i e n
- 1t e s  bandas  c a r a c t e r í s t i c a s :  a 2930 y 2 860 cm de t e n s i ó n

- 1
de C-H a l i f á t i c o ;  banda  a 1 740 cm de t e n s i ó n  de C=0 de 
e s t e r  m e t í l i c o ,  bandas  a 1460,  1380 y 1320 cm  ̂ de d e f o r 
mación de f l e x i ó n  de grupos  CH^-, - C í ^ - ,  y -CH; banda  e n 
t r e  1200 y 1000 cm  ̂ de t e n s i ó n  de C-0 de é t e r  y banda  a 
950 cm  ̂ c a r a c t e r í s t i c a  de é t e r e s  c í c l i c o s .

b) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de RMN-^H

El e s p e c t r o  de RMN ( F i g . V . 1 0 ) (DCCl^) p r e s e n t ó  
l a s  s e ñ a l e s  c a r a c t e r í s t i c a s  de un p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o  y 
con un io n es  g l i c o s í d i c a s  3: s e ñ a l e s  a 4 , 36  a s i g n a b l e s  a 
l o s  p r o t o n e s  anomér icos  de un p o l i s a c á r i d o  l i n e a l  formado 
p o r  un io nes  3; s e ñ a l e s  a 3,5 y a 3, 576 a s i g n a b l e s  a los  
grupos  m e t o x i l o  en C-2 y 0 3  r e s p e c t i v a m e n t e ;  l a s  s e ñ a l e s  
e n t r e  2 ,9  y 3 ,26  y l a s  comprendidas  e n t r e  3 , 7  y 3,96 a s i g 
n a b l e s  a l o s  CH^-OR y a CH-OR r e s p e c t i v a m e n t e .

13c) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de RMN- C.

13La e s p e c t r o s c o p i a  de RMN- C es  de g r an  v a l o r  
p a r a  l a  e l u c i d a c i ó n  de l a  compo s i c ión ,  s e c u e n c i a  y c o n f o r 
mación de l os  c a r b o h i d r a t o s  en d i s o l u c i ó n  (Ch izhov ,  1967;  
Gor in ,  1973; A l l e r h a n d ,  1971; Col son ,  1974 y 1976;  Walker ,  
1976; F r i e b o l i n ,  1976; G a g n a i r e ,  1976; Saymour ,  1 9 7 6 ; I n o ue ,  
1978) .

Una de l a s  mas s e n c i l l a s  y g e n e r a l m e n t e  ú t i l e s
a p l i c a c i o n e s  de l a  e s p e c t r o s c o p i a  de RMN de l os  p o l i s a c á -
r i d o s  es un e nsa yo  d e l  g r ado  de c o m p l e j i d a d  m o l e c u l a r .  O t ro
t i p o  de i n f o r m a c i ó n  que se  o b t i e n e  d i r e c t a m e n t e  se  r e f i e r e
a l a  p u r e z a  d e l  p o l i s a c á r i d o .  Por  e j .  l a  d e t e c c i ó n  a campo 

1 13a l t o  en H ó en C de s e ñ a l e s  a t r i b u i b l e s  a g rupos  a l q u i -
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M ICH O M H ERS 10 9-0 10
A jli j  a 1/!1- -v-i 1JMtl

ulallmiilWAyujuMnfR(CM-j] JOOO 7 500 7000 H O O WAV* N U M P IR jC M - *)

E lg . [ / .9 .  E¿pe.ctsio  de IR de l a  k z m l c z l u lo A  a m o t i l a d a .

E lg .V .1 0  Ea pzc ts io  de RMN de £a  h z m lc e lu lo A  a m o t i l a d a .

9272



TABLA V . 4

1 3Ve.4 p t a z a m t e . n t o ¿  quXmtcoA de. RMW- C d e  l a  kzmXe.zluLlo¿ a me.tX.ta.da [VCCt^]

Compuesto
.Des.plaz.amie.nt.os. qu ímicos . ,. a

PPm

c i C2 C3 C4 CS och3

3 - D - x i l o p i r a n o s  a 97 ,49 75 ,06 76, 83 70,2 1 6 6 ,08

He m ic e l u l o s  a^ 1 02 , 67 (d) 76 , 3 9(d) 8 3 , 3 0 (d) 8 4 , 2 2 (d) 63 ,2  8 ( t ) 6 0 , 6 9 (q)

el >*Los d e s p l a z a m i e n t o s  son r e l a t i v o s  a l  p a t r ó n  i n t e r n o .

b 1 ^ 1Datos  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l  e s p e c t r o  de RMN- C r e a l i z a d o  según H-de sa co -
p l a d o .
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ĉ)

- t í

o
*evocJ
Q .

<>UJ

en



H
O

O

Q .
Q .

OLD

118

U
s ;
tí
s ;
o
■<?cJ

O
s¿cj

W>
C Jo<p

títs
tí■N»
VV cJ
s

tí
x ?
o

tí
«N>Ci)

O

scJ

tí

c^)
~ t í

ejPO

c¿
Ci)

~ t í

o
VOOj
sa.
< ?

U J

en
"r>



119

lo ó de s e ñ a l e s  a campo b a j o  a t r i b u i b l e s  a componentes  a ro  
m á t i cos  m ues t r an  l a  p r e s e n c i a  de c o n t a m i n a n t e s  i n t r o d u c i 
dos en l a  e t a p a  de l  a i s l a m i e n t o .

Las r e s o n a n c i a s  a n o m é r i c a s ,  en ambos e s p e c t r o s  
i 1 3  ^
H y C, e s t á n  s e p a r a d a s  de l a s  s e ñ a l e s  p r o d u c i d a s  p o r  l a  

mayo r í a  de l o s  o t r o s  n ú c l e o s .  E s t o  ayuda a d e t e r m i n a r  e l  
número de d i f e r e n t e s  c l a s e s  de r e s t o s  en  un p o l i s a c á r i d o  
y en l a  e s t i m a c i ó n  de sus  p r o p o r c i o n e s  r e l a t i v a s .  Una u l 
t e r i o r  d i s t i n c i ó n  e n t r e  c arbonos  a n o m é r i c o s ,  es l a  d i f e 
r e n c i a  en e l  d e s p l a z a m i e n t o  qu ímico  e n t r e  e l  C-1 en un 
r e s t o  i n t e r n o  en un p o l i s a c á r i d o  y e l  d e l  r e s t o  de g l i c o -  
s a  r e d u c t o r a  (Voss ,  1979) .  E l  C-1 de e s t e  ú l t i m o  r e s u e n a  
a unas  5-10  ppm a campo mas a l t o  de l o s  c a rbonos  g l i c o s í -  
d i c o s ,  en l a  r e g i ó n  de 90-1006 c a r a c t e r í s t i c a  d e l  C-1 de 
l o s  monos a c á r i d o s .

1 3En e l  e s p e c t r o  de C l a s  s e ñ a l e s  de ambos c a r 
bonos un idos  p o r  l a  un ión  g l i c o s í d i c a  ( C - 1 —0 — C-X) son 
f u e r t e m e n t e  d e s p l a z a d o s  a campo mas b a j o ,  normalmente  de 
6-9 ppm, de l a s  s e ñ a l e s  de l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  c a rbo no s  
en monos a c á r i d o s  r e l a c i o n a d o s  ( A s p i n a l l ,  1982 , p p . 1 45- 149) .  
E s t o s  d e s p l a z a m i e n t o s  se  a t r i b u y e n  a l  e f e c t o  de d e s a c o p l a 
miento  i n d u c t i v o  de l o s  sus  t i t u y e n t e s  en 3.  Po r  t a n t o ,  l a s  
s e ñ a l e s  d e l  C-1 de l o s  p o l i s  a c á r i d o s  se  l o c a l i z a n  en l a  re  
gión de 100-1106,  b i e n  s e p a r a d a s  de l a s  o t r a s  s e ñ a l e s  d e 
b i d a s  a l o s  o t r o s  c a rbonos  ( t a b l a  V. 4) .

Si  C-X es un carbón  s e c u n d a r i o ,  como en n u e s t r o  
c a so  que es e l  C-4,  da a menudo l a  s e ñ a l  mas f u e r t e m e n t e  
d e s p l a z a d a  a campo mas b a j o  de t odos  l os  c a rbonos  s e c u n d a 
r i o s ,  y en p r i n c i p i o ,  se puede i d e n t i f i c a r  p o r  r e f e r e n c i a  
a l os  d e s p l a z a m i e n t o s  qu ímicos  de compues tos  adecuados  de 
peso  m o l e c u l a r  b a j o  ( t a b l a  V .4 ,  d a to s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a 
l a  3 - x i l o s a )  ( P f e f f e r , 1978) .

Se obse rv an  menos e f e c t o s  en l a s  p o s i c i o n e s  adya 
c e n t e s ,  f r e c u e n t e m e n t e  e q u i v a l e n t e s  a un d e s p l a z a m i e n t o  a 
campo mas a l t o  de 2 -3  ppm; e s t o  puede s e r  a t r i b u i d o  a l  e f e c
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t o  e s t é r i c o  y.  S in  embargo l o s  v a l o r e s  e x a c t o s  de l o s  e f e c  
t o s  3 y y pueden v a r i a r  en v a r i a s  ppm, de pend i endo  de l a  po 
s i c i ó n  de l a  unión  g l i c o s í d i c a ,  s u  c o n f i g u r a c i ó n ,  y p o s i 
b l em en t e  de l os  a z ú c a r e s  i n v o l u c r a d o s .

El  d e s p l a z a m i e n t o  qu ímico  de un C-1 de un r e s t o  
g l i c o s í d i c o  en un p o l i s a c á r i d o  e s t á  í n t imamen te  r e l a c i o n a 
do con l a  c o n f i g u r a c i ó n  y l a  con formac ión  ( M a t s u h i r o ,  1982) .  
El  d e s p l a z a m i e n t o  químico de un anómero a s u e l e  s e r  de ó = 100y 
unas  3-4 ppm a campo mas a l t o  p a r a  e l  anómero 3.

La c o n f i r m a c i ó n  de l a  compos i c ión  y c o n f i g u r a c i ó n
de l a  h e m i c e l u l o s a  m e t i l a d a  se  l l e v ó  a cabo p o r  e l  e s t u d i o

13 1d e l  e s p e c t r o  de RMN- C con H - d e s a c o p l a d o  y en o f f  r e s o n a n -  
c e .

i
En e l  e s p e c t r o  H - d e sa c o p l a d o  (F i g . V . 1 1 )  ap a r ec e n

s e i s  s e ñ a l e s  s i n g l e t e s  que e s t á n  de acue rdo  con e l  hecho de
que hay s e i s  c a rbonos  no e q u i v a l e n t e s  magné t i c amen te  en l a  
s e c u e n c i a  de monos a c á r i d o s  r e p e t i d a  en l a  h e m i c e l u l o s a  me
t i l a d a .  Las s e ñ a l e s  o b t e n i d a s ,  a s í  como l a  a s i g n a c i ó n  y mu l 
t i p l i c i d a d  de l a s  mismas ,  se i n d i c a n  en l a  t a b l a  V. 4.

La s e ñ a l  c o r r e s p o n d i e n t e  a l  c a rbono  anomér ico  
( 102 ,67  ppm),  i n d i c a  que é s t e  t i e n e  una c o n f i g u r a c i ó n  3 en 
e l  p o l i s a c á r i d o .

V . 4 . 2 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a

Se r e a l i z ó  l a  h i d r ó l i s i s  de l a  h e m i c e l u l o s a  m e t i 
l a d a  con á c i d o  s u l f ú r i c o  d e l  12%. Con l o s  a z ú c a r e s  p a r c i a l 
mente m e t i l a d o s  l i b e r a d o s ,  se  formaron l o s  a c e t a t o s  de a l 
d i t o l e s  de l a  forma acos tumbrada .  Se a i s l a r o n  p o r  e x t r a c 
c ión  con c lo r o f o rm o .

Se s e p a r a r o n  con b i c a r b o n a t o  de s o d i o  l os  p o s i 
b l e s  compuestos  á c i d o s .  E s t o s  se  l i b e r a n  a l  a c i d i f i c a r  con 
á c i do  c l o r h í d r i c o  y s e  a i s l a r o n  con c lo r o f o r m o .  Los compues 
t o s  n e u t r o s ,  e x t r a í d o s  con c l o r o f o r m o ,  se  p u r i f i c a r o n  po r
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f i l t r a c i ó n  s o b re  s í l i c a g e l  u t i l i z a n d o  como e l u y e n t e  l a  mez
c l a  h e x a n o - é t e r  ( 1 : 5 ) .

En su  e s p e c t r o  de IR a pa r ec e n  l a s  bandas  t í p i c a s
_ i

de a c e t a t o s  (1735,  1460,  1360 y 1040 cm ) y su  e s p e c t r o  
de RMN también  m u e s t r a  l a s  s e ñ a l e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l o s
grupos  a c e t a t o s  ( s i n g l e t e s  e n t r e  2 , 05  y 2 , 1 6 ) .

V. 4 . 2 . 1 .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  monos a c á r i d o s  p a r c i a l m e n t e  
me t i  l ad o s

Con l o s  monos a c á r i d o s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  o b t e 
n i d o s  en l a  h i d r ó l i s i s  a c i d a ,  s e  fo rmaron  l o s  c o r r e s p o n d í  en
t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s ,  de l a  forma h a b i t u a l .

a) A n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a

E s t o s  d e r i v a d o s  v o l á t i l e s ,  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  
p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s ,  s e  a n a l i z a r o n  y c u a n t i f i c a r o n  p o r  
c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  u t i l i z a n d o  e l  1 ,5  - d i - 0 - a c e t i 1-2 , 3 , 4 , 6 -  
t e t r a - 0 - m e t i l - D - g l u c i t o l  como a z ú c a r  p a t r ó n  de r e f e r e n c i a .
En l a  F i g . V .1 3  se  m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o  y en l a  
t a b l a  V . 5 se  dan l o s  t iempos  de r e t e n c i ó n  de e s t o s  d e r i v a 
dos r e l a t i v o s  a l  a z ú c a r  p a t r ó n  de r e f e r e n c i a  a s i  como e l  
p o r c e n t a j e  r e l a t i v o  de cada  uno de e l l o s  en l a  mezc l a .

b) A n á l i s i s  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a - e s p e c t r o m e t r i a  de ma
sas  .

La i d e n t i d a d  de l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l 
mente m e t i l a d o s  se c on f i r m a  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  - e s p e c 
t r o m e t r í a  de masas combinadas .  En l a  F i g . V . 1 4  se m u e s t r a  e l  
c romatograma o b t e n i d o .

I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de masas

De l o s  e s p e c t r o s  de masas de l o s  a c e t a t o s  de a l d i 
t o l e s  de l a  h e m i c e l u l o s a  m o t i l a d a  se  i d e n t i f i c a r o n  dos com-
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p u e s t o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l o s  p i c o s  d e l  c roma tograma  de 
l a  F ig .  V . 14.

El  p i c o  p r i n c i p a l  y m a y o r i t a r i o ,  p i c o  2 d e l  c r o 
matograma,  cuyo e s p e c t r o  de masas s e  m u e s t r a  en l a  F ig .  V. 15,  
d i o  como f r agm en tos  mas p r o m in e n t e s  l o s  i o n e s  con m/e 43,
87, 101,  117,  129 y 189 ( F i g . I I I . 2 7 ) ,  l o  que j u n t o  con e l  
a n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a ,  nos p e r m i t i ó  i d e n t i f i 
c a r l o  como e l  compuesto  1 , 4 , 5 - t r i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 - d i - 0 - m e t i l - 
D - x i l i t o l ,  como e r a  de e s p e r a r .

El  p i c o  3 de l  c roma tog rama ,  p i c o  m i n o r i t a r i o ,  c u 
yo e s p e c t r o  de masas se  m u e s t r a  en l a  F i g . V . 16, d i o  como 
f r agmen tos  mas p r o m in e n t e s  l o s  i o n e s  con m/e 43, 87,  129, 
y 189 (F i g .  V. 17) ,  l o  que j u n t o  con e l  a n á l i s i s  c romato-  
g r á f i c o  p e r m i t i ó  i d e n t i f i c a r l o  como e l  compuesto 1 ,2 ,  4 , 6 -  
t e t r a - 0 - a c e t i  1 - 3 - 0 - m e t i l - D - x i l i t o l .

V. 4 . 3 .  Reducción de l a  h e m i c e l u l o s a  m e t i l a d a

En e l  e s p e c t r o  de i n f r a r r o j o  de l a  h e m i c e l u l o s a  
m e t i l a d a  ( F i g . V . 9 )  a pa r e c e  l a  banda  c a r a c t e r í s t i c a  de un 
e s t e r ,  en e s t a  c aso  un p o s i b l e  e s t e r  m e t í l i c o  (1735 cm ^ ) . 
E s t o  puede  s e r  deb ido  a l a  e s t e r i f i c a c i ó n  de l os  á c idos  du 
r a n t e  e l  p r o c e so  de m e t i l a c i ó n .

La h e m i c e l u l o s a  m e t i l a d a  se  d i s o l v i ó  en THF, s e co  
y d e s t i l a d o ,  que c o n t e n í a  h i d r u r o  de a l u m i n i o  y l i t i o  y s e  
c a l e n t ó  a r e f l u j o  ( A s p i n a l l ,  1978A). E l  p o l i s a c á r i d o  m e t i l a 
do y r e d u c i d o  se  a i s l ó  p o r  e x t r a c c i ó n  con c lo r o f o r m o .

V . 4 . 3 . 1 .  D a to s  e s p e c t  r  os c ó p i c o s

a) I n t e r p r e t a c i ó n  de su  e s p e c t r o  de IR

Su e s p e c t r o  de IR ( F i g . V . 18) p r e s e n t ó  l a s  s i g u i e n 
t e s  bandas  c a r a c t e r í s t i c a s :  a 3500 cm  ̂ de t e n s i ó n  de 0-H;

- 1
bandas  a 2930 y 2840 cm de t e n s i ó n  de C-H a l i f á t i c o ;  bandas
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a 1460,  1380 y 1320 cm de de fo r m ac i ón  de f l e x i ó n  de g ru -
- 1

pos -CH^, -CH2 - ;  y -CH- ; banda  e n t r e  11 50 y 970 cm de 
t e n s i ó n  de C-0 de é t e r  y de a l c o h o l  p r i m a r i o .

_  i
Aparece  a 1 735 cm p a r t e  de l a  banda  de e s t e r .

Se pensó que l a  r e d u c c i ó n  no h a b í a  s i d o  co mple t a  y s e  r e p i 
t i ó  e l  t r a t a m i e n t o  en i g u a l e s  c o n d i c i o n e s .  En e l  e s p e c t r o
de IR de e s t e  p r o d u c t o  nuevamente  r e d u c i d o  s e g u í a  a p a r e c i e n

- 1
do una pequeña  banda  a 1 735 cm

b) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de RMN

Su e s p e c t r o  de r e s o n a n c i a  m agn é t i co  n u c l e a r  ( F i g .  
V. 19) (CDCl^) p r e s e n t ó  l a s  s i g u i e n t e s  s e ñ a l e s :  a 4 ,36  un du-  
p l e t e  a s i g n a b l e  a l os  p r o t o n e s  anomér icos  de un p o l i s a c á r i d o  
l i n e a l  formado po r  u n io nes  8; l o s  s i n g l e t e s  a 3 ,58  y 3,536 
a s i g n a b l e s  a l o s  g rupos  m e t o x i l o  en l o s  C-3 y C-2 r e s p e c t i 
vamente .

Por a g i t a c i ó n  de l a  m u e s t r a  con agua p e s a d a  des a 
p a r e c i ó  p a r c i a l m e n t e  l a  s e ñ a l  a 2 , 9 5 6 ,  p o r  l o  que s e  a t r i b u 
yó e s t a  s e ñ a l  a l  p r o t ó n  d e l  a l c o h o l  p r i m a r i o  formado p o r  r e 
ducc ión  d e l  e s t e r .

Comparando e s t e  e s p e c t r o  con e l  de l a  h e m i c e l u l o 
s a  m e t i l a d a  ( F i g . V . 10) se obse r vó  l a  d e s a p a r i c i ó n  de l a  s e 
ñ a l  a 3 , 8 6 ,  l o  que h i z o  que e s t a  s e ñ a l  s e  a t r i b u y e s e  a l  g ru  
po -OCH^ d e l  e s t e r  m e t í l i c o .

V . 4 . 3 . 2 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a

La h e m i c e l u l o s a  m e t i l a d a  y r e d u c i d a  s e  h i d r o l i z ó  
con á c i d o  s u l f ú r i c o  d e l  12%, P r imeramen te  s e  a g i t ó  l a  mezc l a  
a t e m p e r a t u r a  amb ien t e  y se  c o n t i n u ó  con una  h i d r ó l i s i s  mas 
suave  con 1N a r e f l u j o .



E lg .V .1 8 .  E¿po.c£sio do. IR do, la. ko.mlco.lulo& a m o t i l a d a  y sio.duc.lda.
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f l g . V . I V .  E&pe.c.£sio do. RMN do. l a  ko.mlco,lulo& a mo.£llada y sio.duclda
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V. 4 . 3 . 2 .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l os  monos a c á r i d o s  p a r c i a l m e n t e  

me t i  l a d o s .

Con l o s  monos a c á r i d o s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s ,  o b 
t e n i d o s  en l a  h i d r ó l i s i s  á c i d a ,  se fo rmaron  l o s  c o r r e s p o n 
d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s ,  de l a  forma a co s tu m br ada .

a) A n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a

E s t o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a 
dos se  a n a l i z a r o n  y c u a n t i f i c a r ó n  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  
u t i l i z a n d o  e l  1 , 5 - d i - O - a c e t i l - 2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - O - m e t i l - D - g l u c i - 
t o l  como a z ú c a r  p a t r ó n  de r e f e r e n c i a .  En l a  t a b l a  V.5 s e  dan 
l o s  t iempos  de r e t e n c i ó n  de e s t o s  d e r i v a d o s  r e l a t i v o s  a l  azu 
c a r  p a t r ó n  a s í  como e l  p o r c e n t a j e  r e l a t i v o  de cada  uno en l a  
mezcl a .  En l a  F i g . V . 20 se m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o .

b) A n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a - e s p e c t r o m e t r í a  de masas

La i d e n t i d a d  de l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l 
mente m e t i l a d o s  s e  c o n f i r m a  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a - e s p e c 
t r o m e t r í a  de masas combinada.

I n t e r p r e t a c i ó n  de l o s  e s p e c t r o s  de masas ( B j ó r n d a l ,  196 7A)

De l o s  e s p e c t r o s  de masas de l o s  a c e t a t o s  de l a  
h e m i c e l u l o s a  m e t i l a d a  y r e d u c i d a  se  i d e n t i f i c a r o n  c i n c o  com
p u e s t o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l o s  p i c o s  que s e  i n d i c a n  en e l  
c romatograma de l a  F ig .  V. 21.

El  p i c o  1, p i c o  m i n o r i t a r i o ,  cuyo e s p e c t r o  de ma
s a s  s e  m u e s t r a  en l a  F i g . V . 22, d i o  como f r a gm e n t o s  mas p r o m i 
n e n t e s  l o s  i ones  con m/e 43,  101,  117 y 161 ( F i g .  V . 2 3 ) .  E s 
t o  j u n t o  con e l  a n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  nos p e r 
m i t i ó  i d e n t i f i c a r l o  como e l  compuesto 1 , 5 - d i - O - a c e t i l - 2 , 3 , 4 -  
t r i - 0 - m e t i l - D - X i l i t o l .

E l  p i c o  2 d e l  c roma tograma ,  p i c o  m a y o r i t a r i o ,  cuyo 
e s p e c t r o  de masas s e  m u e s t r a  en l a  F ig .  V.24 , t i e n e  como
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2

f i g .  17.20. CsiomcUog aafi la  ga¿ao¿a da ¿ 0 6  a ca ta to b  de, a l d l t o -  
la¿> da Lo-6 azúcafta^ m a t l lado¿  ob ten ido *  d a l  k l -  
dKolazado da l a  k am lca lu lo*  a m a t l l a d a  y ^ a d u c id a  
an una columna ECÑSS-M a 175°.  Pico*  : 7) 2 , 3 , 4 -
Ma^-Xl ;  2) 2 >3-M£2 - X¿ ;  3) 2 , 3, 6 - Ma Glu y 2 , 3 , 4 -

Ma^-G lu  y 4) 3- Me - X I .
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T A B L A  V . S .

m c t l l t c o 6  d e l  k td J io l t z a d o  d<¿ l a  kQ.mlcdlu.lo6 a m c t t -  
l a d a  (A) y mo.tlla.da y Jio.du.ctda (B)

Az u ca r a t C t bR
A

U r e a
B

2 , 3 , 4 - M e 3Xi 0,76 0 ,6 6 - 0 , 4 3
2 , 3 - Me 2 X i 0 ,93 1 ,43 68 ,1 3 87, 16
2 , 3 , 6 -Me gGlu 1,17 2 , 35 - 2 ,34
2 , 3 , 4-Me^Glu 1 ,20 2 ,35 - 3,31
3-Me-Xi 1 ,08 2,71 4 ,13 6 ,74

a 2 ,3 ,4 - M e 3Xi= a 1 , 5 - d i - O - a c e t i 1 - 2 , 3 , 4 - t r i - O - m e t i l - D - x i l i t o l .

Tiempos de r e t e n c i ó n  de l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de 
a l d i t i o l e s ,  r e l a t i v o s  a l  d e l  1,5 - d i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 4 , 6  - t e t r a -  
0 - m e t i l - D - g l u c i t o l  ( t ^  4 ,04)  en una  columna ECNSS-M a 175°C.

Q

Idem en una columna c a p i l a r  OV-1
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 43_. 1__ P a s e  P<?ak

¡L 1 ! !

_ „    |  JJ!]1i_i W4_fjlI..!íl\ i [ J_^_ \__l_.-- * — — -- l “

;  i 1 0 0  150 2 0 0

IMG '  í i !;;• 1 g ¿2• ■ c e  C u . t o t  L e v e  l 5

dALL ABUNDANCE < 7 ) MAS'S

4 1 . ! 1 9 . 7 6 6 . 5
4 3 .  ¡ 1 0 0 . 0 6 8 . 8
4 4 . 0 • 0 . 5 7 1 . 0
4 5 . 2 * 4 . 5 7 2 . 9
4 8 . 9 ■ ü . 5 > ***. t”,

< o , b
4 9 . 9 ! 0 . 5 7 5 . 0
5 4  . 8 9 . 2 7 9 . 0
5 8 . 0 1 0 . 5 8 4  . 0
5 9 . 0 7 . 9 8 4 . 7r  o o b e  . o 7 . 3 8 7 .  1
6 3 . 3 b  . 6 8 9 .  i
6 5 . 1 7 . 9 921 . 9

76 T o t a l  Abundance = 470

250 300 350 400

ABUNDANCE <%> MASS ABUNDANCE

5 . 3 91 .1 9 . 2
1 0 . 5 3 9 . 5 9 . 2
1 0 . 5 1 0 1 . 0 8 2 . 9

7 . 9  • 1 0 2 . 3 1.0.5
7 . 9 103. 1 9 . 2

f 0 . 5 1 0 4 . 8 1 1 .8
7 . 9 1 0 8 . 8 1 1 . 8  •
7 . 9 1 1 2 . 6 1 0 . 5
9 . 2 117. 1 8 2 . 3

2 3 . 7 1 2 9 . 9 1 0 . 5
7 , 9 151 .1 5 . 2
7 . 9 161 .0 18 . 4

F¿g. I/ .22. EApe.ctA.ci de mcu cu> do.1 1 , 5 - d i -  0 - a c e , £ ¿ l - 2, 3, 4 - thJi-Q-m<Lt¿l-V- x l L i t o  l .
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—
n re t̂o O > n +

H-C'-OCH., CH9OAc 
3 j ^

H-C=0CH, 
1 6

QUO-C-H . H-C=OCH.
> + 3

CH7 O-C-H 
3 |

H-C-OCH, CH9 OAc
CH2 OAc m/e 1 1 7

L

m/e 161

La e l i m i n a c i ó n  de á c i d o  a c é t i c o  del f r agmen to  p r i -
mar io  m/e 161 e s t á  f a v o r e c i d a  p o r  l a  a c i d e z d e 1 átomo de
h i d r ó g e n o  e l i m i n a d o  ( B j ó r n d a l ,  1970).

4* +
H- C=0CH_ h - c=och.
^ I ó CĤ COOH 1 ^

CHt 0 - C 7H^ n 33 -------------------------- > C-OCH-, 
II ó

H ? C.'—v  C v ( -60)  
ch 3

CH2

m/e 161 m/e 101

V¿ q . V . 2 3 .  FAagn\e.n£ac¿ón d<¿l a c e t a t o  de 1 , 3 , 4 - £fi¿- O - m d t i t -  V-

x i .L i£ o £ .



Base Peale 4 3 . 0  Base  Peak Abundance = 3821 T o t a l  Abundance = 16443

,11 . j  . u  _ l  I L  ^  t . i ,  . .  i

50 100 150 200 250 300 350 400

oucr Ab u n d a n c e  C u t o f f  Le ve ]  ~ 5 , 0 7

'1A89 ABUNDANCE (7) tiASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE

4  3 . 0  1 0 0 , 0 99 .  1 9 . 5 129. 1 64. 1
-ib. i 5 , 3 1 0 ! . ! 2 3 . 3 130.  1 7. 4
7 ' . 0 5 .9 117. 1 8 b . 1 189. 1 1 6 , 8
v 7 . 0  3 8 . 2

F¿g. [ / . 24.  E¿p<¿ctfio d<¿ moó ola  d&l 1, 4, 5 - tn .¿ -0 - 2 , 3 - d¿- 0-mdtX.l- V -x¿L ¿ to¿ .



■j 8.S 0  :' 0 8 k Base  PeaK Abundance - S O 8 T ■■ t a I f j un d an c e

i oo ;

owe r Aounaance Cut o í   ̂

MASS UNDANCE OO

4 3 . 0
14 . !

64 ,8 
6,  1 

37 .7

250 300

5 . 0 >

ABUNDANCE (%>

117.1 
1 29 .  f

a . j  
! 00 .0

350 40

•1ASS

1 3 0  .1 
I 3 9  * 1

¿ Ü b s.

•3UNDANCE KÁ)

7 . 4  
2 9 . 4

F ¿ g . V . 25.  E¿pe.c£fio dama*  a* áol 1, 2 , 4 , 5 - £<¿£no,-0 - OLaitíl-  3 - 0 - m a £ i l - V - x l l l t o l .



El  f r agmen to  p r i m a r i o  m/e 189 lo  dan l o s  a l d i t o l e  
a c e t i l a d o s  en l a s  p o s i c i o n e s  1 y 2 y m e t i l a d o s  en l a  3. A 
p a r t i r  de e s t e  f r agmen to  se  o r i g i n a  e l  f r ag me n to  s e c u n d a r i o  
m/e 129 p o r  e l i m i n a c i ó n  de á c i d o  a c é t i c o  según l a  t r a n s p o 
s i c i ó n  de Mc L af f e r t y  ( G o l o vk in a ,  1968) ,  y é s t e  p o s t e r i o r 
mente puede e l i m i n a r  una  m o lé c u l a  de c e t e n a  p a r a  d a r  m/e 87

+ +
H-C=OCH, H-C=OCHt

1 | 0N
fiy ^ - oAc - ch3cooh c^ £ c= o

/ Cx - y CH2 ~ T ^ )  *  ' H2N™2
H3C 0 H

m/e 189 m/e 129

H-C=OCH,
■ch2=c=o

( -42)

C=0
I
CH3 

m/e 8 7

F t g . V . 2 6 .  ¥ H.agmo.n£ac£6vi do.t a c e t a t o  do. 3 , 0 -m o . t t t -V -  x t t t t o t .



d a s e  •'eak = 0 3 . 0  Base Peak Abundance = 108 T o t a l  Abundance  = 923

i!

9 0  f 0 0  19 0

Loü.ier Abunda.nce Cu.toH l.eve 1

0 290

5 . 0 ,

3 00 950 400
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U g . V . 2 7 .  Bi pe.ct/io de m ua*  d z l  1, 4, S - t U - 0 - a c i U l - i  , 3 , 6 - t / U - O -  m U l - V - g l u U t o l



3ase Peak = 4 3 . 0  Base Peak Abundance = 201 Total Abundance 1310

' i !¡ ’
l í l n  b i l í  «»!. i i  I  ! Jl i .

5 0  ' 0 0  : 5 0  2 0 0  2 5 0  3 0 0  3 5 0  4 0 0

_oue r  A b u n d a n c e  C u . t o í r e v e  1 ~ 5.07.

MASS ABUNDANCE ( 7 > '■'■-ibS ABUNDANCE < 7 .) MASS ABUNDANCE

41 . 0 7 . 3 8 7 , 1 31 . 8 1 1 7 . 1 6 4 . 7
4 3 .  U i O ü . O 8 8 .  1 3 . 0 12 9 .  1 6 0 . 7
4 5 . 0 q c. o q - 3 . fi 1 3 0 , 1 1 1 . 9
5 b . 1 5 5 ■:¡ r\ 4 9 . 8 131 . í 1 0 . 0
r-. -■ r> 7 . 5 i n ■. i 7 8 . 1 •161 .1 2 8 . 4
2 5  . 0 7 . 0 ' 0 2 .  ! 7 . 0 1 7 3 . 1 1 0 . 0
? ! . r. ■i n  . ¿i 1 0 - n » » • ̂  „ .. 6 . 5 1 8 9 . 1 1 8 . 4
3 5 .  n 6 . 0 1 1 3 - 4 1 0 . 0

F¿g . V. 2  S.  E¿pe,ct/L0 d e  mcacu d e £  1, 5 , 6 ac. 2. t ¿¿- 2, 3 , 4 - t n . ¿ - 0 - m & £ ¿ l - V - g l u c ¿ £ o ¿ .
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+ +
CH - OAc CH=OCH7 H-C=0CH7| 2 | 3 i 3

H-C-OCH, ru n . H-C-OAc H-C-OCH,| 3 CH y OA c | I 3
CH,0-C-H _ „ ' t ,ru CH,OAc H-C-OAc3 |  > H-C-OCH, ¿ |

H-C-OCH, u ' n ru  m/e 189 CH70Aci 3 H- C=ÜCH, ¿
H-C-OAc + 3 CH2OAc

¿H20Ac m/e 161 H-C=OCH3

m/e 11 7

m/e 2 33

El  f r agmen to  p r i m a r i o  m/e 189,  e l i m i n a  ác i do  a c é t i 
co,  según l a  t r a n s p o s i c i ó n  de Mc L af f e r t y  p a r a  d a r  e l  f ragmen 
t o  s e c u n d a r i o  m/e 129 que p o s t e r i o r m e n t e  puede e l i m i n a r  una 
m o l é c u l a  de c e t e n a  p a r a  d a r  m/e 87. Po r  m a r e a j e  i s o t ó p i c o  
( B j ó r n d a l ,  1970) se o bs e r vó  que l a  c e t e n a  nunca  se e l i m i n a  
d i r e c t a m e n t e  a p a r t i r  de un f r a gm e n t o  p r i m a r i o .  Su e l i m i n a 
c ió n  debe i r  p r e c e d i d a  por  una e l i m i n a c i ó n  de á c i d o  a c é t i c o  
ó de m e t a n o l .

+ + +
H-C-OCH, r u  /-nnu H-C-OCH, rn _ r  n H- C= OCH,I 3 CH,C00H | 3 CIU = C=0 I 3
H- C=0Ac    > C-OAc -----------   > C=0

CH20Ac ( ' 6 °) CH2 i " 42) ¿H^

m/e 189 m/e 129 m/e 87

La e l i m i n a c i ó n  de ác i d o  a c é t i c o  a p a r t i r  d e l  f r a g 
mento p r i m a r i o  m/e 161 e s t á  f a c i l i t a d a  p o r  l a  a c i d e z  d e l  
átomo de h i d r ó g e n o  e l i m in a d o  ( B j ó r n d a l ,  1970) .

H-C=0CH, H-C=0CH,I 3 I 3
CH,0-C,H 0 ■■ Ĉ C00H *  í f 0CH3

( - 6°)  CH2 
vo X CH3 m/e 101

m/e 161

Ff 3 . lZ. 2 9 . FAagme,n£ac¿6n de.Z a c e t a t o  2, 3, 4 - £ k£ - Q-m<Lt£ Z-V-  
g Z u c Z to l .
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f ragmen tos  mas p r o m in e n t e s  l o s  iones  con m/e 43,  87,  101,
117, 129 y 189 ( F i g .  I I I . 2 7 ) ,  lo que ,  j u n t o  con l a  croma
t o g r a f í a  g a s e o s a ,  nos p e r m i t i ó  i d e n t i f i c a r l o  como e l  com
p u e s t o  1 ,4 , 5  - t r i - 0 - a c e t  i l - 2 , 3 - d i - O - m e t i l - D - x i l i t o l .

El  p i c o  3 de l  c romatograma,  cuyo e s p e c t r o  de masas 
s e  m u e s t r a  en l a  F i g . V . 25,  d i o  como f r agmen tos  mas p r om i 
n e n t e s  l o s  i o n es  con m/e 43,  87, 129 y 189 ( F i g . V . 17 ) ,  l o  
que,  j u n t o  con e l  a n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a ,  nos 
p e r m i t i ó  i d e n t i f i c a r l o  como e l  compuesto 1,2 , 4 ,5 - t e t r a  - 0- acé t i l -  
3 - O - m e t i l - D - x i l i t o l .

E l  p i c o  4 de 1 cromatograma,  p i co  m i n o r i t a r i o ,  cuyo 
e s p e c t r o  de masas se  m u e s t r a  en l a  F i g . V . 26 d io  como f r a g 
mentos p r i m a r i o s  l os  i ones  con m/e 45,  117 y 2 33,  y como 
s e c u n d a r i o s  l o s  i o n e s  con m/e 43, 87, 101 y 117 ( F i g . I I I . 2 9 ) ,  
l o  que ,  j u n t o  con l a  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a ,  nos p e r m i t i ó  
i d e n t i f i c a r l o  como e l  compuesto 1 , 4 , 5 - t r i - 0 - ace t i  1 - 2 , 3 , 6 - t r i - 
O - m e t i l - D - g l u c i t o l .

E l  p i c o  5 d e l  c ro m a to g r a ,  cuyo e s p e c t r o  de masas se  
m u es t r a  en l a  F i g . V . 27,  d i o  como f r agmentos  mas i m p o r t a n t e s  
l os  i ones  con m/e 43, 87, 99,  101, 117, 129,  161 y 189 
( F i g . V . 2 8 ) ,  l o  que ,  nos  p e r m i t i ó  i d e n t i f i c a r l o  como e l  com
p u e s t o  1 , 5 , 6 - t r i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 4 - t r i - O - m e t i l - D - g l u c i t o l .

E s t o s  dos ú l t i m o s  compues tos ,  es  d e c i r ,  e l  1 , 4 , 5 -  
t r i - 0 - ace t i  1 - 2 , 3 , 6 - t r i - O - m e t i l - D - g l u c i t o l  y e l  1 , 5 , 6 - t r i -  
0 - ace t i  1 - 2 , 3 , 4 - t r i - 0 - m e t i l - D - g l u c i t o l  dan un ún i c o  p i c o  en 
l a  columna ECNSS-M p e ro  s e  s e p a r a n  con l a  columna c a p i l a r  
OV-1.

La p r e s e n c i a  d e l  compuesto 1 , 4 , 5 - t r i - 0 - a c e t i 1 - 2 , 3 - d i -  
0 - m e t i l - D - x i l i t o l  i n d i c a  que e l  p o l i s a c á r i d o  e s t á  formado por  
una  cadena  funda me n ta l  de x i l o s a  con e n l a c e s  ( 1—>4).  El  com 
p u e s t o  1 , 5 - d i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 4 - t r i - O - m e t i l - D - x i l i t o l  se e n c o n 
t r a r á  como r e s t o  t e r m i n a l  no r e d u c t o r  d e l  p o l i s a c á r i d o .  La 
p r e s e n c i a  d e l  compuesto  1 , 2 , 4 , 5 - t e t r a - 0 - a c e t i l - 3 - 0 - m e t i l - D -  
x i l i t o l  i n d i c a  que c i e r t a s  un id ad e s  de l a  c adena  de x i l o s a  
p o r t a n  s u s t i t u y e n t e s  en e l  h i d r o x i l o  d e l  c arbono  2.
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La p r e s e n c i a  d e l  1 , 5 , 6 - t r i - O - a c e  t i  1 - 2 , 3 , 4 - t r i -  
O - m e t i l - D - g l u c i t o l  en l a  h e m i c e l u l o s a  m e t i l a d a  y r e d u c i 
da y l a  a u s e n c i a  d e l  mismo en l a  so l amen te  m e t i l a d a ,  i n 
d i c a  que e s t e  compuesto p rocede  de l a  r e d u c c i ó n  de l  e s t e r  
m e t í l i c o  d e l  á c i d o  g l u c u r o n i c o ,  p r e s e n t e  en a q u e l l a  y pos 
t e r i o r  f ormac ión  d e l  a c e t a t o  de a l d i t o l .  Po r  t a n t o ,  e l  
á c i d o  g l u c u r ó n i c o  e s t a r á  un ido  a l a  c ade na  p r i n c i p a l  de 
x i l o s a  con e n l a c e s  ot (1->2) .

La p r e s e n c i a  d e l  compuesto 1 , 4 , 5 - t r i - 0 - a c e t i  1- 
2 , 3 , 6 - t r i - 0 - m e t i 1 - D - g l u c i t o l  i n d i c a  l a  p r e s e n c i a  de una 
cadena  de un i dades  de g l u c o s a  con un io n es  ( 1 —*4) , es d e 
c i r  hay una  pequeña  c a n t i d a d  de c e l u l o s a  que i m p u r i f i c a  
e l  p o l i s a c á r i d o .

C a r a c t e r i z a c i ó n  de l  á c i d o  4- O - m e t i l - D - g l u c u r ó n i c o .

El  á c id o  4 - 0 - m e t i l - D - g l u c u r ó n i c o  se  c a r a c t e r i z ó  
p o r  t r a n s f o r m a c i ó n  en e l  1, 2 , 3, 5 , 6 -pen t a - 0- ace t i  1 - 4-0-me^ 
t i 1 - D - g l u c i t o l  a t r a v é s  de l a  a l d o l a c t o n a  ( T e j e r o ,  1984) .

La h e m i c e l u l o s a  se h i d r o l i z ó  p a r c i a l m e n t e  con á c i 
do 0,25N;  d e l  h i d r o l i z a d o  se s e p a r a r o n  l os  componen
t e s  á c id o s  por  i n t e r c a m b i o  i ó n i c o  con l a s  r e s i n a s  Amber l i -  
t a  IR-120(H ) e IRA-400(Ac0 ) .  E s to s  componentes  á c id os  
- á c i d o  u r ó n i c o ,  a l d o b i u r ó n i c o  y s u p e r i o r e s - ,  se h i d r o l i z a -  
ron con á c i d o  L^SO^ d e l  72 l ,  se r e d u j e r o n  con b o r o h i d r u r o  
de s o d i o  a á c i do s  a l d ó n i c o s  y se  formó l a  a l d o l a c t o n a  con 
á c i d o  HC1 1,2 N. A c o n t i n u a c i ó n  se f ormaron  l o s  c o r r e s p o n 
d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r a  su  p o s t e r i o r  a n á l i s i s  
c r o m a t o g r á f i c o .

Por  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  de e s t o s  d e r i v a d o s ,  en 
una  columna ECNSS-M a 185°C, se  i d e n t i f i c a r o n  l a  x i l o s a  y 
e l  á c i d o  4 - 0 - m e t i l - D - g l u c u r ó n i c o . El  t iempo de r e t e n c i ó n  
d e l  p e n t a a c e t a t o  de x i l i t o l  fue de 31 ,28  minu to s  y e l  d e l  
1 , 2 , 3 , 5 , 6 - p e n t a - 0 - a c e  t i l - 4 - 0 - m e t i 1 - D - g l u c i t o 1 de 71,8 mi 
n u t o s .  El  t i empo de r e t e n c i ó n  de e s t o s  compuestos  r e l a t i v o
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a l  1 , 5 - d i - O - a c e t i l - 2 ,  3,  4 , 6 - te . t ra-Q-me t f l - D - g l u c i t o l  fue de 
4 ,93  y 11,8 r e s p e c t i v ^ m e n  t e , E l  d e s c r f t p  en l a  b i b l i o g r a f í a  
p a r a  e s t e  ú l t i m o  compuesto  es de 11,5 (Churms,  19.82) .

Luego,  en ba se  a l  a n á l i s i s  de m e t i l a c i ó n  de l a  he -  
m i c e l u l o s a  y con l a  c a r a c t e r i z a c i ó n  d e l  á c i d o  4 - 0 - m e t i l - D -  
g l u c u r ó n i c o  se concluye  que l a  h e m i c e l u l o s a  e s t á  formada por  
una  cadena  l i n e a l  de un id ad e s  de D-xi  l o p i r a n o s  a con u n i on es  
3 C 1—̂4) y e l  á c id o  4 - 0 - m e t i l - D - g l u c u r ó n i c o  se  une a e s t a  c a 
dena a t r a v é s  d e l  h i d r o x i l o  d e l  ca rbono 2 de l a  x i l o s a ,  es  
d e c i r ,  con un io nes  a ( 1 -*2 ) .

Se propone l a  s i g u i e n t e  e s t r u c t u r a  p a r a  l a  h e m i c e 
l u l o s a :

COOH



VI. HEMI CELULOSAS A Y B

VI. 1 . E x t r a c c i ó n  a l c a l i n a  de l a  h e m i c é l u T o s a . H e m i c e l u l o s a s

a) E x t r a c c i ó n  con NaOH a l  10%

Se s i g u i ó  e l  p r o c e d i m i e n t o  d e s c r i t o  p o r  W h i s t l e r  
y c o l a b o r a d o r e s  ( W h i s t l e r ,  1965) .  La h o l o c e l u l o s a  s e  e x t r a 
j o  con una s o l u c i ó n  de NaOH a l  10%, l i b r e  de c a r b o n a t o s  , p o r  
lo que se d e so x i g en ó  pa sando  n i t r ó g e n o .  La e x t r a c c i ó n  s e  r e a  
l i z ó  con a g i t a c i ó n  a t e m p e r a t u r a  amb ien te  y en a t m ó s f e r a  de 
n i t r ó g e n o .  La e l i m i n a c i ó n  d e l  ox ígeno  d u r a n t e  l a  e x t r a c c i ó n  
a l c a l i n a  min imiza  l a  d e g r a d a c i ó n  o x i d a t i v a  de l a  h e m i c e l u l o -  
s a .  El r e s i d u o  s e  s e p a r ó  po r  f i l t r a c i ó n  a t r a v é s  de t e l a  s o 
b r e  un embudo Büchner .  En e l  f i l t r a d o  t r a n s p a r e n t e  y c l a r o  
s e  e n c u e n t r a n  l a s  h e m i c e l u l o s a s  A y B. En l a  F i g . V I . 1 ,  se  
ha  r e sumido  e s t e  p r o c e s o  de s e p a r a c i ó n .

V I .2 .  A i s l a m i e n t o  de l a  h e m i c e l u l o s a  A

El  e x t r a c t o  a l c a l i n o  se  a c i d i f i c ó  con ac id o  a c é t i 
co acuoso  a l  50% y p r e c i p i t ó  l a  h e m i c e l u l o s a  A. E s t a  se  s e 
p a r ó  p o r  c e n t r i f u g a c i ó n  y s e  l avó  v a r i a s  vece s  con agua.  Una 
vez s e c a  se  obtuvo un s ó l i d o  b l a n c o  p u l v e r u l e n t o  que r e p r e 
s e n t ó  un 25,11% r e s p e c t o  a l a  h o l o c e l u l o s a .

V I . 2 . 1 . H i d r ó l i s i s  a c i d a

Pa r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  de l o s  monos a c á r i d o s  que cons 
t i t u y e n  l a  h e m i c e l u l o s a  A s e  r e a l i z ó  una  p r e h i d r ó l i s i s  a c i d a  
con á c i d o  s u l f ú r i c o  d e l  72% s e g u i d o  de una h i d r ó l i s i s  con á c i  
do s u l f ú r i c o  1N c a l e n t a n d o  a r e f l u j o .
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HOLOCELULOSA

CELULOSA (<*)

Extracción con álcali 
Na OH IO%

HEMICELULOSAS
s o lu b le s  en álcali

Solución a c id i f i c a d a

A cid if icac ión  con  
ácido a c é t i c o

HEMICELULOSA A

1) Diálisis
2 )  Precipitación  

con etanol

HEMICELULOSA B

Vil. Esquema del Aislamiento de la hemicelulosa A, hemicelulosa B y celulosa
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V I . 2 . 1 .1 . De t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  de l o s  monos a c á r i d o s ,

Los monosacá r idos  l i b e r a d o s  en l a  h i d r ó l i s i s  a c i 
da s e  t r a n s f o r m a r o n  en l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l -  
d i t o l e s  p a r a  su  a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o  p o r  c r o m a t o g r a f í a  gas - 
l í q u i d o .  Se u t i l i z ó  e l  método d e l  p a t r ó n  i n t e r n o .  En l a  F i g .  
V I .2 se m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o  y en l a  t a b l a  V I .1 .  
s e  dan l o s  r e s u l t a d o s  c u a n t i t a t i v o s  que s e  e x p r e s a n  en  t a n 
t o  po r  c i e n t o  d e l  t o t a l  de m u e s t r a  y d e l  t o t a l  de a z ú c a r e s .

V I . 2 .2 . P u r i f i c a c i ó n  de l a  h e m i c e l u l o s a  A. Ob tenc ión  de l a s  
f r a c c i o n e s  A-I y A - I I .

Por  e l  a n á l i s i s  de l os  da to s  o b t e n i d o s  en l a  d e t e r 
minac ión  c u a n t i t a t i v a  de l o s  m o n o sa cá r id o s ,  se  d e sp r en de  que 
l a  h e m i c e l u l o s a  A, no e s t á  t o t a l m e n t e  p u r i f i c a d a .  Además l a s  
h e m i c e l u l o s a s  e x t r a í d a s  de p l a n t a s  que c o n t i e n e n  ap rec i ab le s*  
c a n t i d a d e s  de l i g n i n a ,  como o c u r r e  en e l  c o r c h o ,  c o n t i e n e n  
f r e c u e n t e m e n t e  impureza s  de l i g n i n a  (R og e r s ,  1947) .  Po r  e s 
t a  r a zón  se  p r e f i e r e  h a c e r  l a  e x t r a c c i ó n  de l a s  h e m i c e l u l o -  
s a s  a p a r t i r  de l a  h o l o c e l u l o s a ,  m a t e r i a l  ya  d e s l i g n i f i c a d o ,  
que d e l  p r o d u c t o  de p a r t i d a  no t r a t a d o  (Norman,  1937) .

La p u r i f i c a c i ó n  de l a  h e m i c e l u l o s a  A se  h i z o  me
d i a n t e  l a  f o rmac ión  de comple jos  i n s o l u b l e s  de c o b r e ,  ya  que 
e s t o s  p r e c i p i t a n  de forma s e l e c t i v a  con l o s  p o l i s  a c á r i d o s  que 
c o n t i e n e n  x i l o s a  (McDonal,  1952; H i r s t ,  1955; A s p i n a l l ,  1953 
y 1954; E h r e n t h a l ,  1954;  S a l ko w sk i ,  1901) .  Se s i g u i ó  e l  m é t o 
do d e s c r i t o  p o r  Jo n e s  y S t o o d l e y  ( J o n e s ,  1965) .

La h e m i c e l u l o s a  A se  d i s o l v i ó  en h i d r ó x i d o  p o t á s i c o  
a l  51 y s e  a ñ ad i ó  s o l u c i ó n  de F e h l i n g  h a s t a  que l a  p r e c i p i t a 
c ión  d e l  complejo  a z u l  de cob re  fue c o m pl e t a .  Un e x c e s o  de 
s o l u c i ó n  de F e h l i n g  puede r e d i s o l v e r  e l  p r e c i p i t a d o .  El  p r e 
c i p i t a d o ,  a ho ra  de c o l o r  b l a n c o ,  se  s e p a r ó  p o r  c e n t r i f u g a 
c ión  y s e  l av ó  con e t a n o l ,  y l uego  con a c e t o n a  h a s t a  que d i o  
n e g a t i v o  e l  t e s t  de l o s  c l o r u r o s .  Los c l o r u r o s  de c o b r e ( I I )  
d i s u e l t o s  en a c e t o n a  dan una  i n t e n s a  s o l u c i ó n  a m a r i l l a .  A
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H EM IC ELU LO SA  A

D i s o l u c ió n  
a l c a l i n a

1 ) Diál i s i s

2  ) E t a n o l

R e s i d u o

1) So l ub i l i z ac ión  e n  K O H  5 %
2 )  Feh l ing

R e s i d u o

Solubil ización 

en a g u a

D i s o l u c i ó n  a c u o s a

E tan o l
I ) C I H / E t O H  (5%)
2 )  E t a n o l  R e s i d u o

FRACCION A - I I 1) Cl H / E t  OH (5%)
2 )  E t a n o l

FRACCION A - I

F i g .  V I .  3 .  F r a c c i o n a m i e n t o  d e  l a  h e m i c e l u l o s a  A
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e s t e  p o l i s a c á r i d o  p u r i f i c a d o  s e  l e  l lamó f r a c c i ó n  A - I .

La s o l u c i ó n  que quedó a l  c e n t r i f u g a r  e l  comple
jo  de cob re  se  d i a l i z ó  c o n t r a  agua d e s t i l a d a .  Por  a d i c i ó n  
a e s t a  s o l u c i ó n  d i a l i z a d a  de c u a t r o  volúmenes de e t a n o l  se 
obtuvo un p r e c i p i t a d o  que s e  s e p a r ó  por  c e n t r i f u g a c i ó n ;  se  
l avó  con e t a n o l  y s e  s ecó  en  d e s e c a d o r .  Se ob tuvo  un s ó l i 
do l i g e r a m e n t e  c o l o r e a d o  (ve rd e )  que s e  l l amó f r a c c i ó n  A - I I ,  
que r e p r e s e n t a  un 1,61% r e s p e c t o  a l a  h e m i c e l u l o s a  A. Es tos  
p r o c e s o s  s e  resumen en  l a  F i g . V I . 3.

y i . 6 .  3. ESTUDIO DE LA FRACCION A - I .

Se c a r a c t e r i z ó  l a  f r a c c i ó n  A-I p r i m e r am en t e  po r  
e s p e c t r o s c o p i a  i n f r a r r o j a  y a c o n t i n u a c i ó n  p o r  a n á l i s i s  q u í 
mico.

V I . 3 . 1 .  Datos e s p e c t r o s c ó p i c o s

Su e s p e c t r o  de IR ( F i g . V I . 4) p r e s e n t ó  l a s  s i g u i e n -
- 1

t e s  bandas  c a r a c t e r í s t i c a s :  banda  ancha e n t r e  3600 a 3200 cm
de t e n s i ó n  de 0-H a s o c i a d o  i n t e r m o l e c u l a r m e n t e  ; b anda  a 2920

_  1
cm de t e n s i ó n  de C-H a l i f á t i c o  y banda  ancha  a 1050 cm de 
t e n s i ó n  0 0  de a l c o h o l .

V I . 3 . 2 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a  t o t a l

La h i d r ó l i s i s  á c i d a  d e l  p o l i s a c á r i d o  s e  r e a l i z ó  con 
á c i d o  ^ S O ^  d e l  72% con a g i t a c i ó n  a 3 0 ° . d u r a n t e  una h o r a  y 
l u ego  se  d i l u y ó  e l  á c i d o  y se  c a l e n t ó  a r e f l u j o  c u a t r o  h o r a s .  
El h i d r o l i z a d o  s e  n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o  y s e  d e 
s i o n i z ó  a t r a v é s  de l a  r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120(H+) .

Con l o s  mo n o sa cá r id os  a s i  l i b e r a d o s  se  fo rmaron  l o s  
c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de sus  a l d i t o l e s ,  de l a  forma a c o s 
t umbrada ,  p a r a  p r o c e d e r  a su  a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o .
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Ffg.  1/1.4. E¿po.c£sio de IR de fa. fisiaccZón A-I .

V I . 3 . 2 . 1 .  D e t e r mi n a c i ó n  cuan t i t i v a  de l o s  monos a c á r i dos

Se r e a l i z ó  e l  a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o  p o r  c ro m a to g ra  
f í a  g a s - l í q u i d o  de l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o -  
l e s .  Se u t i l i z ó  e l  método de l  p a t r ó n  i n t e r n o .  En l a  F i g . V I . 5 a  
se  m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o  y en l a  t a b l a  V I .2 se  dan 
los  r e s u l t a d o s  c u a n t i t a t i v o s  de e s t o s  a n á l i s i s ,  que se e x p r e 
san en t a n t o  p o r  c i e n t o  de l  t o t a l  de m u e s t r a  y d e l  t o t a l  de 
a z u c a r e s .

E s to s  r e s u l t a d o s ,  j u n t o  con l o s  o b t e n i d o s  en l a  t a 
b l a  VI . 7 y que se e x p l i c a r á n  más a d e l a n t e ,  f ue ron  i n d i c a t i 
vos de que l os  a z ú c a r e s  que acompañan a l a  x i l o s a  en l a  f r a c 
c ión  A-I no forman p a r t e  de l  p o l i s a c á r i d o  de x i l o s a .  P a r a  su 
comprobación se  v o l v i ó  a o b t e n e r  l a  f r a c c i ó n  A - I ,  de i g u a l  
forma que l a  vez a n t e r i o r  p e r o  r e p i t i e n d o  e l  p r o c e s o  de pu 
r i f i c a c i ó n .  La compos i c ión  monomérica  de e s t a  f r a c c i ó n  A-I 
p u r i f i c a d a  s e  r e a l i z ó ,  i g u a l m e n t e ,  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o 
s a  de l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  y l os  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  
se  i n d i c a n  en l a  t a b l a  V I . 1 y en l a  F i g . V I . 5 b  se m u e s t r a  e l



TABLA 1/1.7.

V’atoA a.nalZtZco¿ d<L Za k<¿mZczZu.ZoA a A, ixcLcc.Zón A-I y A - I I .

- Hemice lu lo s  a A F r a c c i ó n ( A - I ) F r a c c i ó n ( A - I I )
p u r i f i c a d a

Rendimiento  (%)a 4,43 48,54 ' 1,61
T o t a l  de a z ú c a r e s (%) b 44 ,53 46,89 26

Poder  r o t a t o r i o 0 -61 ,46
Azúcares  (1) 
Ramnosa 1 ,4 5 ( 0 , 6 5 ) 1 ,0 2 ( 0 ,4 7 ) _  ‘

A ra b in os a 1 , 5 6 ( 0 ,6 9 ) 0 , 6 9 ( 0 , 3 2 ) 43,39(  1 1 ,8)

X i l o s a 6 7 , 9 2 ( 3 0 ,2 4 ) 9 5 ,2 2 ( 4 4 , 6 7 ) 25 ,4 6 ( 6  ,62)
Mañosa 1 , 1 2 ( 0 , 5 ) - -

G a l a c t o s a 1 ,8 1 ( 0 , 8 1 ) 2 , 0 9 ( 0 , 9 7 ) 6 , 5 ( 1 , 7 0 )
Glucosa 2 6 , 1 4 ( 1 1 , 6 4 ) 0 , 9 9 ( 0 , 4 6 ) 22 ,61 (5 , 88)

3. • ^  ^El  r e n d i m i e n t o  de l a  h e m i c e l u l o s a  A e s t a  r e f e r i d o  a l  co rcho  e x t r a í d o .  Los r e n d i 
mien to s  de l a s  f r a c c i o n e s  A-I y  A- I I  e s t á n  r e f e r i d o s  a l a  h e m i c e l u l o s a  A.
Los v a l o r e s  e n t r e  p a r é n t e s i s  s e  r e f i e r e n  a l  p o r c e n t a j e  de a z ú c a r e s  en l a  m u es t r a .  

CE1 poder  ' ^ r o t a t o r i o  se ha  r e a l i z a d o  en  NaOH a l .  11 ( c=0,0048)  .
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cromatograma o b t e n i d o .  Dada l a  compos i c ión  de l a  f r a c c i ó n  
A-I  C95% x i l o s a )  se  puede  c o n s i d e r a r  como un p o l i s a c á r i d o  
d e l  grupo de l a s  x i l a n a s ,  que forman p a r t e  de l a s  h e m i c e 
l u l o s a s  p r e s e n t e s  en l a s  p l a n t a s .

T A B L A  1 / 1 . 2

Monot> acáAtdo¿  de t a  ^ f iacc tón  A-I do.tQ.fimX.na.dot> a ttia\)$.¿> do. 
¿ot> ac.z tato¿ do. a td t to Z o J >.

p a r c i a l  a f i n  de o b t e n e r  i n f o r m a c i ó n  so b r e  l a  o r d e n a c i ó n  de 
l os  a z ú c a r e s .  Se r e a l i z ó  con dos c o n c e n t r a c i o n e s  d i f e r e n t e s  
d e l  á c id o  s u l f ú r i c o  0,25N y 0 ,025N,  u t i l i z a n d o  e l  mismo p r o 
c e d i m i e n t o ;  es  d e c i r  se  c a l e n t ó  a r e f l u j o  d u r a n t e  90 minutos  
(Gowda, 1980) .

m a t o g r a f í a  de p a p e l  y c r o m a t o g r a f í a  l i q u i d a  de a l t a  r e s o l u 
c ión  .

Azúcares %A z ú c a r e s a

X i l o s  a 
Manos a
G a la c to s  a 
Glucos a

Ramnos a 
Arab inos  a

0,71 ( 0 ,6 7 )  
0 , 73  (0 ,6 9 )  

84,67 (80 ,  14) 
0 , 5 7  (0 ,5 4 )  
3 , 63  (3 ,44) 
9 , 65  ( 9 ,1 4 )

a Los v a l o r e s  e n t r e  p a r é n t e s i s  se r e f i e r e n  a l  p o r c e n t a j e  de 
a z ú c a r e s  en l a  m u e s t r a .

V I . 3 . 3 .  H i d r ó l i s i s  á c i

E l  p o l i s a c á r i d o  s e  so m e t i ó  a una  h i d r ó l i s i s  á c i d a

Los o l i g o s a c á r i d o s  formados se  e s t u d i a r o n  p o r  e ro -
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VI . 3 . 3 . 1 .  A n á l i s i s  de l o s  o l i g o s a c á r i d o s  p o r  c r o m a t o g r a f í a
so b re  p a p e l

Se a p l i c o  l a  c r o m a t o g r a f í a  s o b r e  p a p e l  dada  su 
e f i c a c i a  p a r a  l a  s e p a r a c i ó n  e i d e n t i f i c a c i ó n  de mezc l as  de 
a z ú c a r e s  ( L e d e r e r ,  1957;  B lock ,  1964) .

Se u t i l i z ó  l a  t é c n i c a  d e s c e n d e n t e  s o b r e  p a p e l  
Watman n°1 y n°3 usando  t r e s  des a r r o l l a d o r e s  (A,B,C) y co 
mo r e v e l a d o r  se u t i l i z ó  l a  d i f e n i l a m i n a  a n i l i n a .

Los r e s u l t a d o s  de l a s  c r o m a t o g r a f í a s  de l o s  o l i -  
g o s a c á r i d o s  o b t e n i d o s  en l a s  h i d r ó l i s i s  p a r c i a l e s  son c o i n 
c i d e n t e s  y ,  en ambas,  se  demos t ró  l a  p r e s e n c i a  de una  s e r i e  
homologa de o l i g o s a c á r i d o s  de l a  x i l o s a .

E s t o  s e  comprobó a p l i c a n d o  l a  r e l a c i ó n  de m o v i l i 
dades  c r o m a t o g r á f i c a s  p r o p u e s t a s  p o r  French  y Wild .  La mo
v i l i d a d  en c r o m a t o g r a f í a  so b r e  p a p e l  de una s e r i e  homologa 
de o l i g o s a c á r i d o s  depende d e l  número de m o l é cu l a s  de a z ú c a r  
que c o n t e n g a ,  l o  que s e  m a n i f i e s t a  en una  r e l a c i ó n  l i n e a l  
e n t r e  e l  l o g a r i t m o  de una  f u nc i ón  de p a r t i c i ó n  a ’ ( a ’ = R p / 1-Rp) 
y e l  tamaño m o l e c u l a r , e s  d e c i r , e l  grado de p o l i m e r i z a c i ó n .

En l a  t a b l a  V I .3 s e  comparan l o s  v a l o r e s  de Rp, 
l g .  a ’ y g r ado  de p o l i m e r i z a c i ó n  (G .P . )  e n c o n t r a d o s  p a r a  
l o s  d i s t i n t o s  o l i g o s a c á r i d o s  o r i g i n a d o s  en l a s  h i d r ó l i s i s  
á c i d a s  p a r c i a l e s  con e l  des a r r o l l a d o r  A. En l a  t a b l a  V I .4 
se dan l o s  v a l o r e s  de Rp, l g  a ’ y G . P . ,  c o r r e s p o n d i e n t e s  a 
l a  h i d r ó l i s i s  p a r c i a l  con á c i d o  I^SO^ 0,25N y u t i l i z a n d o  l os  
d e s a r r o l l a d o r e s  B y C.

La r e p r e s e n t a c i ó n  g r á f i c a  de l o s  l o g a r i t m o s  de a ’ 
f r e n t e  a l  g rado  de p o l i m e r i z a c i ó n  p a r a  e l  des a r r o l l a d o r  A 
en ác ido  I^SO^ 0,025N d io  una  r e c t a  de e c u a c i ó n  l g  a ,=0 ,4 8 7  C 
+ 0 , 197  con un c o e f i c i e n t e  de r e g r e s i ó n  r = - 0 , 9 9 8  y con á c i 
do H2S0^ 0,25N d i o  una r e c t a  de e c u a c i ó n  l g  a ?= - 0 , 4 8 4 C +0,186 
con un c o e f i c i e n t e  de r e g r e s i ó n  r = - 0 , 9 9 8 . como se m ue s t r a n  en 
l a  F i g . V I . 6 y V I .  7 r e s p e c t i v a m e n t e .



T A B L A  i /1.3

CJLOmatogsiaúX.a ¿obué, papzZ  dz Za h¿d>ió.LÍ¿¿6 cLzZdci pcL/izZaZ dz Za. ¿AaccZón A-I

P ro d u c t o s  de 
h i d r ó l i s i s

De sa r ro l l a d o r  A

H i d r ó l i s i s  H2 SO4 0,2 5N H i d r ó l i s i s  ^ S O ^ 0 ,02  5N

Rf log  a ’ G.P. Rf log  a ’ G.P.

0 ,005 - 2 , 3 0 5 0,005 -2 ,30 5
0 , 0 2 - 1 , 6 9 4 0 , 0 2 -1 ,70 4
0 ,05 - 1  , 2 2 3 0 ,06 - 1  , 2 2 3
0 ,1 4 -0 ,  79 2 0,15 -0 ,77 2

0 ,23 -0 ,52 - 0,32 - 0 , 3 3 1

0,32 - 0 , 3 3 1

P a pe l  Watman n ° 1 .  Des a r r o l l a d o r  A: a c e t a t o  de e t i l o - á c i d o  a c é t i c o - á c i d o  fór-  
m ico -agua  ( 1 8 : 3 : 1 : 4 ) ,  r e v e l a d o r  d i f e n i l a m i n a  a n i l i n a ;  G .P .=g rado  de p o l i m e 
r i z a c i ó n  .

en
en



T A B L A  V I .  4

CAomatogsiafila ¿obAe p a p e l  d e l  h l d A o l l z a d o  ác ido  [H^SO^ O f 25N) de l a  ¿ f a c c i ó n  A-I

D e s a r r o l l a d o r  B Des a r r o l l a d o r  C

R? l og  a '  G.P.'  Rf l o g  a '  G.P

Produc tos  de 
h i d r ó l i s i s

0 ,02 -1 ,69 5 0 ,014 -1 ,85 5
0,06 -1 ,21 4 0 ,04 -1 ,39 4
0 , 1 3 -0 ,82 3 0,12 -0 ,85 3
0,22 -0 ,5 5 2 0 ,23 -0 ,52 2
0,26 -0 ,45 - 0 ,36 -0 ,25 -
0 , 4 3 - 0 ,12 1 0 ,515 0,025 1

a
Pa p e l  Watman n °1 .

■L
P a pe l  Watman n ° 3 .
D e s a r r o l l a d o r e s : B, n - b u t a n o l - e t a n o l - a g u a  ( 2 : 1 : 1 ) ;  C, n - b u t a n o l - p i r i d i n a - a g u a  
( 6 : 4 : 3 ) .  R e v e l ad o r :  d i f e n i l a m i n a  a n i l i n a ;  G.P.=Grado de p o l i m e r i z a c i ó n .



Iog a ’ 0,0

-0,5 -

- 2,0 -

-2,5

0 1 2 3 54 6
Gsiado d<¿ po l imdH.lzac.l6yi

F l g . VI. 6 .  Re.pH.dA e n t a c l ó n  gn. á ^ i c a  de l a  mut ac i ón  dYit?le e¿. -¿og a'  y e.1 guiado 
d<¿ p ollmdH.X.zacu.6n pana, l o  A o l i g o  A ac.cLAÁ.do¿ d<¿ l a  AdKld homologa  
de l a  x l l o b l o A  a.  VdA an.H.0  l i a d o  h. A. cnoo
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P a r a  e l  des a r r o l l a d o r  B se  ob tuvo  una  r e c t a  de 
e c u a c i ó n  l g  a ?= - 0 ,3 8 0  C + 0,262 con un c o e f i c i e n t e  de r e 
g r e s i ó n  r = - 0 ,9 9 6  como se  m u e s t r a  en l a  F i g . V I . 8  y p a r a  e l  
d e s a r r o l l a d o r  C, se obtuvo  o t r a  r e c t a  de e c u a c i ó n  l g  a ' =  
-0 ,462  C + 0 ,469 con un c o e f i c i e n t e  de r e g r e s i ó n  R=-0>998 
y que s e  dan en l a  F i g . V I . 9 .

Es to s  r e s u l t a d o s  p e r m i t i e r o n  a d m i t i r  que l o s  o l í  
g o s a c á r i d o s  p r o c e d e n t e s  de l a  h i d r ó l i s i s  p a r c i a l  de l a  f r a c  
c i ó n  A-I  p e r t e n e c e n  a l a  s e r i e  homologa de l a  x i l o s a  h a s t a  
un grado de p o l i m e r i z a c i ó n  de c i n c o .

V I . 3 . 3 . 2 .  A n á l i s i s  de l o s  o l i g o s a c á r i d o s  p o r  c r o m a t o g r a f í a
l í q u i d a  de a l t a  r e s o l u c i ó n

Los o l i g o s a c á r i d o s  p r o c e d e n t e s  de l a  h i d r ó l i s i s  
p a r c i a l  de l a  x i l a n a  se  a n a l i z a r o n  f i n a l m e n t e  p o r  c r o m a t o 
g r a f í a  l í q u i d a  de a l t a  r e s o l u c i ó n .

El  e s t u d i o  de e s t o s  p r o d u c t o s  s e  b a s ó  en e l  t r a b a 
j o  de Kennedy y c o l a b o r a d o r e s  (Whi te ,  1980) ,  que d e m o s t r a 
ron que l o s  l o g a r i t m o s  de l os  t i empos  de r e t e n c i ó n  de l o s  
o l i g o s a c á r i d o s  o b t e n i d o s  en l a  h i d r ó l i s i s  p a r c i a l  de un po 
l i s a c á r i d o  l i n e a l  se r e l a c i o n a n  con e l  grado  de p o l i m e r i z a 
c ión  (G.P) de l o s  o l i g o s a c á r i d o s  según una  l í n e a  r e c t a  cuan 
do p e r t e n e c e n  a una  misma s e r i e  homologa.  En l a  F i g . V I . 1 0  
s e  m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o  y l a  t a b l a  VI.  5 s e  dan 
l o s  v a l o r e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l o s  t iempos  de r e t e n c i ó n ,  
l o g a r i t m o  de l o s  t i empos  de re  t e n c i ó n  y e l  g r a d o  de p o l i m e r i 
z a c ió n .  En l a  F ig .  V I .11 se  m u e s t r a  l a  r e p r e s e n t a c i ó n  g r á 
f i c a  d e l  l o g a r i t m o  d e l  t i empo de r e t e n c i ó n  f r e n t e  a l  g r a 
do de p o l i m e r i z a c i ó n .  Se obtuvo  una r e c t a  de e c u a c i ó n  
l g  t R=0,22 + 0 ,1 3 4  G.P con un c o e f i c i e n t e  de r e g r e s i ó n  
r=0 ,9 98  lo  que co n f i rmó  l a  e x i s t e n c i a  de una s e r i e  homo
l o g a  de o l i g o s a c á r i d o s  de l a  x i l o s a .

Todos e s t o s  a n á l i s i s  c r o m a t o g r á f i e o s  co n f i rman  
que l a  f r a c c i ó n  A-I es  una  x i l a n a .  P a r a  c o no ce r  e l  t i p o  de
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0 . 5  CM/ MIN  
ZERO: 5%
0 2 5

M I N / T I C K
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5 . 7 3 2  ó. 2 3 9  
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7 .  3 2 8
8 . Í 1 ? 5 0
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9*54l610.514 
1 1 . 0 5 0
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T A B L A  1/1.5

CromatogtiafcX.a ZZquuCda de£ k¿dfioLLzado de Za útiacCsCón A-I

t R(min) lg  t R Grado de
p o l i m e r i z  a c ió n

2 ,30 0 ,36 1
3,06 * 0 ,4 8 2
4,15 0,62 3
5 ,73 0 ,76 4

unión y l a  c o n f i g u r a c i ó n  de l o s  monos a c á r i d o s  en e 1 p o l i s a -  
c á r i d o  se  p r o c e d i ó  a l a  m e t i l a c i ó n  d e l  mismo.

V I . 3 .4 .  M e t i l a c i ó n  de l a  f r a c c i ó n  A-I

La m e t i l a c i ó n  de l  p o l i s a c á r i d o  se  r e a l i z ó  p o r  e l  
método de Ifekomori. Se p r e p a r ó  l a  ba s e  con d i m e t i l s u l f ó x i d o  
e h i d r u r o  de s o d i o  y l uego  se  l e  h i z o  r e a c c i o n a r  con e l  p o 
l i s a c á r i d o .  F i n a lm e n t e  s e  l e  a d i c i o n ó  e l  i o d u r o  de m e t i l o .  
Todo e s t o  se  r e a l i z ó  con a g i t a c i ó n  y b a j o  a t m ó s f e r a  de n i 
t r ó g e n o .  El p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o  se r e c u p e r ó  p o r  e x t r a c 
c ión  con c l o r o f o r m o  y l o s  r e s t o s  de DMSO se  e l i m i n a r o n  en 
l a  e s t u f a  de v a c í o  c a l e n t a n d o  a 40°C v a r i o s  d í a s .  Se p u r i 
f i c ó  p o r  r e p r e c i p i t a c i ó n  en benceno  con é t e r  de p e t r ó l e o .

V I .3 .  4 . 1 . Datos e s p e c t r o s  cóp i eos

a) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

Su e s p e c t r o  de IR ( F i g . V I . 1 2 )  p r e s e n t ó  l a s  s i g u i e n  
t e s  bandas  c a r a c t e r í s t i c a s :  a 2 925 y 2 825 cm  ̂ de t e n s i ó n  de 
C-H a l i f á t i c o ;  banda  a 1 740 cm  ̂ de t e n s i ó n  C=0 de e s t e r  me
t í l i c o ;  b a n d a  a 1460 cm  ̂ de de fo rm ac ión  p o r  f l e x i ó n  s i m é t r i -

- 1
ca de g rupos  y > bandas  a 1380 y 1320 cm de d e 
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f or mac ión  por  f l e x i ó n  de g rupos  -CH - y -CH- r e s p e c t i v a m e n t e ;
-1y banda  a 1080 cm de t e n s i ó n  C-0 de é t e r .

b) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de RMN-^H

Su e s p e c t r o  de r e s o n a n c i a  m a g n é t i c a  n u c l e a r  ( F i g .
VI . 1 3 ) (CDClg )p re sen tó  l a s  s e ñ a l e s  c a r a c t e r í s t i c a s  de un p o 
l i s a c á r i d o  con un io nes  g l i c o s í d i c a s  3.  A 4 ,36  l a s  s e ñ a l e s ,  
muy poco r e s u e l t a s ,  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l o s  p r o t o n e s  anomé- 
r i c o s  de un p o l i s a c á r i d o  l i n e a l  con un i one s  g l i c o s í d i c a s  en 
3; s e ñ a l e s  a 3 ,58  y a 3 , 56  a s i g n a b l e s  a l o s  g rupos  m e t o x i l o  
en C-2 y C- 3 ;  y f i n a l m e n t e  l a s  s e ñ a l e s  comprendidas  e n t r e  
3,2 y 3 , 96  y e n t r e  3 , 7  y 3 , 9 6 ,  muy poco r e s u e l t a s ,  a s i g n a 
b l e s  a l o s  CH^-OR y a l o s  CH-OR r e s p e c t i v a m e n t e .

c) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  RMN-^C

1 3Su e s p e c t r o  de RMN- C (Fig.VI.14)  m u e s t r a  s e i s  s e 
ñ a l e s  s i n g l e t e s  que e s t á n  de acu e rd o  con e l  hecho de que hay 
s e i s  c arbonos  no e q u i v a l e n t e s  magné t i c ame n t e  en l a  s e c u e n c i a  
r e p e t i d a  de monos a c á r i d o s  de l a  f r a c c i ó n  A-I m e t i l a d a .  Las 
s e ñ a l e s  obtenidas ,  a s í  como l a  a s i g n a c i ó n  y m u l t i p l i c i d a d  de 
l a s  mismas ( F i g .  V I . 15) s e  i n d i c a n  en l a  t a b l a  V I . 6.

TABLA 1 / 1 . 6

Vz¿ p l a z a m l z n t o ó q u lm lc o ó  d z RMN-, 3 C d z  l a  {¡^acción A-I m z t l

lado .  [VCCl^]

V z é p l a z amlznto¿> q uXmlco¿ , ppm a.

COMPUESTO
c r C2 C3 c 4 c5 och3

FRACCION A- Ib 102 , 64 76 ,44 83,26 84 ,20  6 3 ,2 8 60,62
(d) (d) (d) (d) ( t ) (q)

cL Los d e s p l a z a m i e n t o s  son r e l a t i v o s  a l  p a t r ó n  i n t e r n o .
b 13Datos c o r r e s p o n d i e n t e s  a l  e s p e c t r o  de RMN- C r e a l i z a d o

según  ^H-desacop l ado .



Fig.  V I . 12. Ebpactno da IR d<¿ l a  j a c a l ó n  A-I m u t i l a d a .
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1 3F-cg. VI.  14. E s p e c t n o  de RMN - C de ¿a in a c c ió n  A-I

c noo



1 I *wiv

7 2

E ¿ p e c ¿ ; i o  d e  RMW- C 

de pu.^404 VEP T.
¿ s i a c c X ó n  A- I  m e . t ¿ ¿ a d a  [ V C CZ ? )  m u d X a n t e .  4 e e  u e .n c  X a

10. 00 I 

9 . 0 »  

2,9 00 

2X >0

SPECTRhL LI NE S EOS TH= 
RPL= 9 1 . J  RFP=

1 5 . aú
a

IN6EX Fi íEü PPM I N T E N S I T ?

1 1 6 . 0 4 4  
1 0 2 . 5 9 ?  

0 4 .  143 
8 4 . 0 6 6  
0 3 . 2 1 5  
7 ¿ . 346 
o  3 .2 5 1  
¿.J.cBl 
¿II . t*'0
r . 1 . 4 2 7  
3 6 . 5 5 4  

6 .  Ü6I.-C

- 2 7 . 6 8 2  
2 7 .  16c. 
3 3 . 6 3 7  
1 8 . 8 4 7  
3 0 . 3 8 7  
3 3 . 8 7 1  

- 3 1 . 8 9 3  
¡ 3 6 .  73. :  
1 5 . ' . 8 4 4  

l t . í 9 k ¡  
3 8 . 7 9 4

. t 5 ‘ .

*01 59 0,9. 6
¿7 51c. 1 . 5
83 42 ' . 3 . 2
04 47 ' 9 . 3
85 4 1 0 6 . 4
06 3 6 4 0 . 9

»07 3 1 6 2 .  I
0 6 3Ú - .2 .  c
09 3 0 4 9 . 7
18 3 0 4 0 . 0
11 19 - 9 . 6
12 3 . ¿ 5 E - 4

cn<x>
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La s e ñ a l  c o r r e s p o n d i e n t e  a l  c a rbono  anomér ico  
( 102 ,64  ppm), i n d i c a  que é s t e  t i e n e  una c o n f i g u r a c i ó n  8 
en e l  p o l i s a c á r i d o .

V I . 3 . 4 . 2 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a

La h i d r ó l i s i s  a c i d a  de l  p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o  se  
r e a l i z ó  con á c i d o  SO^H^ d e l  12% a 30°C d u r a n t e  una  h o r a  y 
l uego  s e  d i l u y ó  e l  á c i d o  y s e  c a l e n t ó  a r e f l u j o  4 h o r a s .
El h i d r o l i z a d o  se n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o  y s e  
d e s i o n i z ó  a t r a v é s  de l a  r e s i n a  de i n t e r c a m b i o  i ó n i c o  Am- 
b e r l i t a  IR-120(H+) .

Con l o s  monos a c á r i d o s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  a s i  
o b t e n i d o s  s e  f ormaron  l o s  d e r i v a d o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  
p a r a  una d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  de l o s  mismos..

V I . 3. 4. 2 .1 . I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  monos a c á r i d o s  p a r c i  a lmen t e  
m e t i l a d o s

a) A n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a .

Los a c e t a t o s  de l o s  a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a 
dos s e  a n a l i z a r o n  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o .  Se u t i l i z ó  
e l  1 , 5 - d i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - O - m e t i l g l u c i t o l  como p a t r ó n  
de r e f e r e n c i a .  En l a  F i g . V I . 16 se  m u e s t r a  e l  c romatograma ob 
t e n i d o  y en l a  t a b l a  V I .7  se  dan l o s  t i e mp os  de r e t e n c i ó n  de 
l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  r e l a t i v o s  a l  1 , 5 - d i - 0 - a c e t i l -
2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - O - m e t i l - D - g l u c i t o l  (Churms,  1982) ,  a s i  como e l  
p o r c e n t a j e  r e l a t i v o  de cada  uno en l a  mezc l a .

b) A n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a - e s p e c t r o m e t r í a  de masas

Pa r a  c o n f i r m a r  l a  i d e n t i d a d  de e s t o s  d e r i v a d o s  p a r 
c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  de l a  f r a c c i ó n  A-I s e  r e a l i z ó  un a n á l i 
s i s  combinado de c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a - e s p e c t r o m e t r i a  de ma
s a s .  En l a  F i g . V I . 1 7  s e  m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o .
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E l g . V J . l 6 ,  Ctio mato gsia fila ga¿co¿a de lo¿ a c e ta to *  de 
a l d t t o l e *  de lo* azucare* m o t i la d o*  o b t e 
nido* d e l  k ldtioLLzado  de l a  i n a c c ió n  A-I 
m o t i la d a  <¿n una columna ECÑSS-M a J 75°.  
Pico*:  1) 2,3-M<¿2~Xl; 2) 2 , 4 > 6 -Me^-Gl u  
y 3) 2 , 3 , 6 - Me ^ - Gl u .
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TABLA l/1. 7.

Etah<L¿> m<¿££¿¿co6 d z t  h¿d/ioZ¿zado d<¿ t a  ih.acc¿6n  A-I

Azdca/Le-6 a t bR R % A zú ca r 0,6

2 , 3-Me2 -Xi 1,42 0 ,93 79 ,83
2 ,3 , 6 - M e 3-Glu 2 ,35 1,14 14,97
2 , 4 , ó-Me^-Glu 1,78 1 ,03 5 ,1 8

a 2 , 3 , - M e 2 “Xi= 1 , 4 , 5 - t r i - O - a c e t i 1 - 2 , 3 - d i - O - m e t i l - D - x i l i t o l
■L

Tiempo de r e t e n c i ó n  r e l a t i v o  a l  1 , 5 - d i - O - a c e t i l - 2 , 3 , 4 , 6 -  
t e t r a - O - m e t i l - D - g l u c i t o l  en una columna ECNSS-M.

c Idem en una columna c a p i l a r  de OV-1.
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de. loó azucare.*» me.tXladoó obte.nXdoó de.1 k ld no  L i z a -  
do de. la. guacalón  A-I me.£-ilada. Columna capXlaa  
OV- 1 .Te.mpetia£usia de. l a  columna 1 20- 220° a S?mXn.  
Cromato guarna Xnfae.tiXoh. óe.gún Xón t o t a l .  Cromato g u a 
rna óupe.h.Xoti ócgún Xón m/ e  117. PXcoó: 1) XmpuA.e.zaój 
2) 2 , 3-Me2-X¿;  3) 2 , 4, 6 - Me. 3~G l u  ij 4) 2 , 3, 6 - Me. 3~Glu.
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I n t e r p r e t a c i ó n  de l o s  e s p e c t r o s  de masas ( B j ó r n d a l ,  1967)

De l o s  e s p e c t r o s  de masas de l o s  a c e t a t o s  de a l -  
d i t o n e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  de l a  f r a c c i ó n  A-I s e  i d e n 
t i f i c a r o n  t r e s  compuestos  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l o s  p i c o s  que 
s e  i n d i c a n  en e l  c romatograma de l a  F i g . V I . 17.

El  p i c o  m a y o r i t a r i o  y p r i n c i p a l ,  p i c o  n°2 de l  
c r oma tograma ,  cuyo e s p e c t r o  de masas se m u e s t r a  en l a  F i g .
VI.  18, d i o  como f r agm en tos  mas p r o m in e n t e s  l os  i ones  con 
m/e 43,  87 , 101 , 1 1 7, 129 y 189 ( F i g . 11 1 .28)  , l o  qu e ,  j u n 
t o  con e l  a n á l i s i s  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  nos  p e r m i t i ó  
i d e n t i f i c a r l o  como e l  compuesto  1 ,4 , 5 - t r i - 0 - ace t i l - 2 , 3 - di  - 
O - m e t i l - D - x i l i t o l .

E l  p i co  3 d e l  c roma tograma ,  cuyo e s p e c t r o  de ma
sa s  s e  m u e s t r a  en l a  F i g . V I . 1 9 a , d i o  como f r ag m en tos  mas 
p r o m in e n t e s  l o s  i o n e s  con m/e 43,  45,  87,  101,  117,  129 y 
161 ( F i g .  VI.  19b), lo  que ,  j u n t o  con e l  a n á l i s i s  p o r  c roma
t o g r a f í a  g a s e o s a  s e  i d e n t i f i c ó  como e l  compuesto  1 , 3 , 5 - t r i -
O - a c e t i l - 2 , 4 , 6 - t r i - O - m e t i l - D - g l u c i t o l .

i

E l  p i c o  4, cuyo e s p e c t r o  de masas s e  m u e s t r a  en 
l a  F i g . V I . 2 0, d io  como f r agme n tos  mas p ro m in e n t e s  l o s  i o 
nes  con m/e 43,  45,  87,  99,  101,  113,  117 y 233 ( F i g . I I I . 3 0 ) ,  
lo  que ,  j u n t o  con e l  a n á l i s i s  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  nos 
p e r m i t i ó  i d e n t i f i c a r l o  como e l  compuesto  1 , 4 , 5 - t r i - 0 - a c e t i 1-
2 , 3 , 6 - t r i - O - m e t i l - D - g l u c i t o l .

E s t o s  dos ú l t i m o s  compues tos  a p a r ec e n  deb ido  a l a  
g l u c o s a  que i m p u r i f i c a  e l  h i d r o l i z a d o  de l a  f r a c c i ó n  A~I 
( t a b l a  V I . 2) p a r a  que é s t a  no f o r m a r í a  p a r t e  de l a  c adena  
d e l  p o l i s a c á r i d o  de x i l o s a .  P a r a  c o n f i r m a r  e s t e  s u p u e s t o  
se  r e a l i z ó  una  nueva  e x t r a c c i ó n  de l a  f r a c c i ó n  A-I  como se  
i n d i c ó  en e l  a p a r t a d o  V I . 3 . 2 . 1 . ,  y l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  
de l a  compo s i c ión  monomér ica  de e s t e  p o l i s a c á r i d o  p u r i f i c a 
do s e  i n d i c a n  en l a  t a b l a  V I . 1. Se o b s e r v a  que l o s  monosacá-  
r i d o s  que acompañan a l a  x i l o s a  han d i s m i n u i d o  n o t a b l e m e n t e  
y en p a r t i c u l a r  l a  g l u c o s a .
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a s e  Peak = 43 .1  B ase  Peak Abundance 566 T o t a l  Abundance = 2261

50 100 150 200 250 300 350 400

ower  A b u n d a n c e  C u t o f f  L e v e l  = 1.0*/

MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE (*/.) MASS ABUNDANCE

41 . 2 ' 6 . 4 7 5 . 2 6 . 7 133 . 1 1 2 . 2
4 3 .  I 1 0 0 . 0 8 5 . 1 8 . 0 143 . 1 6 . 7
4 4 . 2 7 . 2 8 7 , 2 1 9 . 3 159 . 1 3 3 . 7
4 5 .  í 4 1 . 5 8 8 .  1 4 . 9 161 . 1 1 8 . 7
5 9 . 1 5 . 1 101 . 1 5 5 . 1 175 . 1 5 . 5
7 1 . 1 4 . 2 117. 1 4 3 . 3 189.  1 5 . 8
7 3 .  1 5 . 3 129. 1 2 6 . 7 2 1 9 . 1 6 . 7
7 4 .  1 6 . 4

Fig.  l/I . 19 a.E¿p&c£sio d<¿ ma¿ a¿ d z l  1 , 3, 5 - th¿-Q  - a z z t l l -  2 , 4, 6 - t u l  0 me. t i l  V - g l u c l t o l .
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+ +
CH2 OAc CH2 =OCH3 CH=OAc

H-C-OCH^ m/e 45 H-C-OCH3

AcO-C-H ,  Ac H-C-OAc

H-C-OCH3 > h - c = o c h .  ch 2 o c h 3

H-C-OAc + m/e 233

CH2 °CH3 m+/e  1 1 7  CH OAc
H-C=OCH3 h - c - o c h
H-C-OAc ' ul AcO-C-H

3

ch2och

m/e 16 1
2 3 H-C-OCH.

l 0
H-C= OAc 

+

m/e 305

La e l i m i n a c i ó n  de á c i d o  a c é t i c o  y de metanol  de l  
f r agm en to  p r i m a r i o  m/e 161 e s t á  f a c i l i t a d a  p o r  l a  a c i d e z  
d e l  átomo de h i d r ó g e n o  e l i m i n a d o .

+
H - C= OCH ,  H-C=0CH, H-C=0CH| 3 i 3 I
I ir c - OAc c't  r r = n  c=0

C U n ^ ru  CH, OH V M CH? = C= 0
3 2 -------— CH CH    >Z ( -32)  LH2 Y H2 ( -42)
m/ e m/e 87m/e 129

CH3

+
H- f  = OCH +I 3 ru rnnu H-C=0CH, H-C-OCH.
I  j  _  _  q  CH3 C00H | 3 || 3

VC^C-CH.    > CH
l-C'-H A  3 ( - 60)  II ^

-> CH
CH3 0 - C - H ^ . 0  ' ' H-C-OCH, H - C= OCH

H * b +

m/e 161 m/e 101

E-lg. VI.  19b.  E¿qu<¿ma d<¿ {sn.a.gm<¿ntaci¿6n cfef a c e t a t o  d<¿£ 2 , 4 , 6 -  

- 0 -m < L t¿ t -V -gZu.cd. to l .
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'Uer A b u n d a n c e  C u t o f f  L e v e l  = 1.07.

MASS

41-,-Q
43 . 1  
4 4 .  1
45 . 1
5 8 . 0
5 3 . 0  
71 .1 
73 .  I
7 4 . 2

ABUNDANCE (7.)

4 , 7
1 0 0 . 0

5 . 1  
17 . 9

4 . 2  
3 . 6
6 . 9
2 . 9

MASS

7 S -1 -2  
3 5 .  1 
87 .1 
8 8 . 2  
9 8 . 2  
9 9 .  I 

1 0 1 . 1

350 400

ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDAN(

4 4 -7 -^ £9-4-
6 .7 1 1 8 . 2 4 . 6

17. 1 1 2 9 . 2 8 . 5
4 . 2 131 . 2 10. 1
6 . 1 1 4 2 . 3 5 . 0

2 0 . 6 161 . 1 6 . 1
1 8 . 5 1 7 3 . 2 5 . 0
3 0 . 4 2 3 3 . 2 í 5 . 1

l / I  . 20.:..E^ p dc txo  d<¿ maAcu d<¿l 1 , 4 , 5 - t>U-0 - a c z t l l -  1 , 3  , 6 - t n í - Q - r w t í l - V - g l u c U t o l .
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Por  t a n t o ,  l a  p r e s e n c i a  d e l  compuesto 1 , 4 , 5 - t r i - 0 -  
a c e t i l - 2 , 3 , 6 - t r i - O - m e t i l - D - g l u c i t o l  i n d i c a  que hay una  c a d e 
na  de u n i d ad e s  de D - g l u c o p i r a n o s a  con e n l a c e s  ( 1 —*4) que im
p u r i f i c a  e l  p o l i s a c á r i d o  de x i l o s a .

La p r e s e n c i a  de l  compuesto  1 , 3 , 5 - t r i - O - a c e t i l -
2 , 4 , 6 - t r i - O - m e t i l - D - g l u c i t o l  es  d e b i d a  a que s e  ha  p r o d u c i 
do d e s m e t i l a c i ó n ,  d u r a n t e  l a  h i d r ó l i s i s  a c i d a ,  en l a  c adena  
de u n i d ad e s  de g l u c o p i r a n o s a .

La p r e s e n c i a  d e l  compuesto  1 , 4 , 5 - t r i - 0 - a c e t i l -  
2 , 3 - d i - O - m e t i l - D - x i l i t o l i n d i c a  que hay una  cadena  formada 
p o r  u n i d a d e s  de D - x i l o s a  con e n l a c e s  ( 1~*4 ) .

De t o d os  l o s  a n á l i s i s  se  conc luye  que l a  f r a c c i ó n  
A-I es  un p o l i s a c á r i d o  l i n e a l  c o n s t i t u i d o  po r  u n i d a d e s  de 
D - x i l o p i r a n o s a  con e n l a c e s  3 ( 1 —>4).  Es d e c i r ,  l a  f r a c c i ó n  
A-I  es  una  x i l a n a  cuya  e s t r u c t u r a  p r o p u e s t a  s e r í a :

ii o HO

HO CH
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Vi . 4 . ESTUDI O DE LA FRACCI ON A-'I I

E s t a  f r a c c i ó n  A- I I  como r e p r e s e n t a  una p r o p o r c i ó n  
muy b a j a  en e l  p r o d u c t o  de p a r t i d a  (0,07% r e s p e c t o  a l  c o r 
cho e x t r a í d o )  s ó l o  se ha  hecho una  d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a 
t i v a  de sus  monos a c á r i d o s .

V I . 4 . 1 .  Datos e s p e c t r o s  copí  eos

Su e s p e c t r o  de IR ( F i g . V I . 21) p r e s e n t ó  l a s  s i g u i e n  
t e s  bandas  c a r a c t e r í s t i c a s :  una  banda  ancha  e n t r e  3600 a 
3100 c m d e  t e n s i ó n  0-H a s o c i a d o  i n t e r m o l e c u l a r m e n t e ; b a n 
da a 2 920 c m 1 de t e n s i ó n  de C-H a l i f á t i c o ;  bandas  a 1580
y 1410 c m d e  t e n s i ó n  s i m é t r i c a  y a s i m é t r i c a  r e s p e c t i v a -

- 1
mente de C=0 de c a r b o x i l a t o ,  y banda  a 1050 cm de t e n s i ó n  
C-0 de a l c o h o l .

I W f »
:ii |l¡ljl i i i 
l¡¡¡ í¡I ! ! ! ! '

I M iI Í M iiJJdifjIiíiiJílljil
W A V niU ^H fR  (CM 1 3000 ;ooo WAVCNUMfltW ')

F¿g. 1/1.21.  E¿pzc£/L0 da IR da ¿a ^/iacc£6n A -11
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V I . 4 , 2 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a

La h i d r ó l i s i s  a c i d a  se  r e a l i z ó  con á c i d o  H2 SO4  

de l  12% en una  p r i m e r a  f a s e . p a r a  d i s o l v e r  e l  p o l i s a c á r i d o  
y l uego se  d i l u y ó  e l  á c i d o  h a s t a  1N y s e  c a l e n t ó  l a  s o l u 
c ión  a r e f l u j o  4 h o r a s .  El  h i d r o l i z a d o  se  n e u t r a l i z ó  con 
c a r b o n a t o  de b a r i o  y se d e s i o n i z ó  a t r a v é s  de l a  r e s i n a  
A m b e r l i t a  IR-120(H+) .

Con l os  monos a c á r i d o s  l i b e r a d o s  s e  formaron  sus  
a c e t a t o s  de a l d i t o l e s ;  se  r e d u j e r o n  con b o r o h i d r u r o  de s o 
d i o  y s e  a c e t i l a r o n  con l a  m e z c l a  a n h i d r i d o  a c é t i c o - p i r i -  
d i n a .  Se r e c u p e r a r o n  p o r  e x t r a c c i ó n  con c l o r o f o r m o .

V I . 4 . 2 .  1. De t e r m in a c i ó n  cuan t  i  t a t  i v a  de l o s  monos a c á r i d o s

Los a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  s e  a n a l i z a r o n  p o r  c r o 
m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o .  P a r a  su  a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o  se 
u t i l i z ó  e l  método d e l  p a t r ó n  i n t e r n o .  En l a  F i g . V I . 22 s e  
m u e s t r a  e l  c roma tograma  o b t e n i d o  y en l a  t a b l a  V I .1 s e  
dan l o s  r e s u l t a d o s  de e s t e  a n á l i s i s  c u a n t i t i v o .  Se e x p r e 
san en t a n t o  p o r  c i e n t o  d e l  t o t a l  de m u e s t r a  y de l  t o t a l  
de a z ú c a r e s .
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VI . 5. A i s l a m i e n t o  de h e m i c e l u l o s a  B

El  c e n t r i f u g a d o  a c i do  que quedó t r a s  l a  s e p a r a 
c ión  de l a  hemice l u l o s  a A (v.er a p a r t a d o  VI.  2) se  d i a l i z ó  
con agua d e s i o n i z a d a .  A e s t a  s o l u c i ó n  d i a l i z a d a  se l e  a d i 
c io na r on  c u a t r o  volúmenes de e t a n o l  d e l  95% y p r e c i p i t ó  l a  
h e m i c e l u l o s a  B que se a i s l ó  po r  c e n t r i f u g a c i ó n ,  s e  l avó  con 
e t a n o l  y se  s e có  en d e s e c a d o r  a v a c í o .  Se obtuvo un s ó l i d o  
p u l v e r u l e n t o  l i g e r a m e n t e  c o l o r e a d o  que supone un 1 2 , 6 % r e s 
p e c t o  a l a  h o l o c e l u l o s a .

VI . 5 . 1 . Datos e s p e c t r o s c ó p i c o s

I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

Su e s p e c t r o  de IR ( F i g . V I . 2 3 )  p r e s e n t ó  e l  a s 
p e c t o  g e n e r a l  de un p o l ím e ro :  banda  ancha e n t r e  3-500 a 3200 
cm de t e n s i ó n  de 0-H de a l c o h o l  a s o c i a d o  i n t e r m o l e c u l a r -  
mente ,  banda  a 2925 cm de t e n s i ó n  C-H a l i f á t i c o ;  banda  a 
1580 cm  ̂ y 1505 cm de t e n s i ó n  s i m é t r i c a  de C=0 de ca r bo -  
x i l a t o ,  banda  a 1420 cm  ̂ de de fo rmac ión  po r  f l e x i ó n  de g ru  
pos CH2 ",  y banda  de 1050 cm "* de t e n s i ó n  C-0 de a l c o h o l .

wa *) 1000hoo1900wAVfi

Tl g . VÍ  . 2 3 .  E¿pe,c£sio dz  IR dz  l a  k z m l c z l u l o ó  a B.

L
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VI . 5 . 2  . H id ro l  i  s i  s ac id  a

La h i d r ó l i s i s -  a c i d a  de l a  h e m i c e l u l o s a  B se  
r e a l i z ó  en dos e t a p a s ;  p r i m e r a m e n t e ,  se d i s o l v i ó  con ác ido  
s u l f ú r i c o  de l  12% y l uego  se  h i d r o l i z ó  con á c i d o  s u l f ú r i c o  
1N. A c o n t i n u a c i ó n  se  añad ió  i n o s i t o l  como p a t r ó n  i n t e r n o  y 
e l  h i d r o l i z a d o  se  n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o  y se 
d e s i o n i z ó  a t r a v é s  de r e s i n a  de i n t e r c a m b i o  i ó n i c o  Am ber l i -  
t a  I R- 120(H+) .

VI.  5 . 2 . 1 .  De t e rm ina c ió n  c u a n t i t a t i v a  de los  monos a c á r i d o s

Con l o s  monos a c á r i d o s  d e l  h i d r o l i z a d o  a n t e r i o r  
s e  formaron  l os  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de sus  a l d i t o l e s  
p a r a  una d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  de l o s  monos a c á r i d o s  po r  
c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o .  Se r e a l i z ó  e l  a n á l i s i s  p o r  e l  mé
todo  d e l  p a t r ó n  i n t e r n o ,  u t i l i z a n d o  como t a l  e l  i n o s i t o l .  En 
l a  F i g . V I . 2 4  se m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o  y en l a  t a 
b l a  V I . 8, se  dan l o s  r e s u l t a d o s  c u a n t i t a t i v o s  que se  e x p r e 
san en t a n t o  por  c i e n t o  d e l  t o t a l  de m u e s t r a  y d e l  t o t a l  de 
a z ú c a r e s .

V I . 5 . 3 .  P u r i f i c a c i ó n  de l a  h e m i c e l u l o s a  B. Ob tenc ión  de l a s  
f r a c c i o n e s  B-I  y B - I I

La p u r i f i c a c i ó n  de l a  h e m i c e l u l o s a  B se  r e a l i z ó  
med i an t e  l a  f o rmac ión  de comple jos  de cob re  i n s o l u b l e s . S e  
s i g u i ó  e l  método d e s c r i t o  p o r  Jo n e s  y S t o o d l e y  t a l  como 
se  h i z o  con l a  h e m i c e l u l o s a  A ( a p a r t a d o  V I . 2 . 2 . ) .

La h e m i c e l u l o s a  B se  d i s o l v i ó  en h i d r ó x i d o  p o 
t á s i c o  a l  5% y s e  a d i c i o n ó  s o l u c i ó n  de F e h l i n g .  P r e c i p i t ó  
un comple jo  a z u l  de cob re  que se'  r e c u p e r ó  po r  c e n t r i f u g a c i ó n .  
Es t e  comp le jo  s e  t r a t ó  con una s o l u c i ó n  de c l o r h í d r i c o  e t a n ó -  
l i c o  a l  5% pa ra  su  de sc o m p os i c ió n .  Se s e p a r ó  e l  p r e c i p i t a d o  
po r  c e n t r i f u g a c i ó n  y se  l avó  ampl iamente  con e t a n o l .  Se ob 
tuvo  un s ó l i d o  b l a n q u e c i n o  que se l e  l lamó f r a c c i ó n  B - I .
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T A B L A  V I . S

VatoA a n a l l t l c . 0 6  de l a  k e m l c e l u l o s  a B, (¡fracción B-I y (fracción  B - I I .

H e m ic e l u l o sa  B F r a c c i ó n ( B - I )  
p u r i f i  cada

F r a c c i ó n ( B - I I )

9.Rendimien t o (  °é) 2 ,16 47,64 9,  86
T o t a l  de a z u c a r e s (%) 56,85 57,47 59,42
Poder  r o t a t o r i o ^ -6 1 ,4  7 3,96
A z ú c a r e s (%)
Ramnos a 1 ,4 2 ( 0 , 8 1 ) - 1 , 7 5 ( 1 , 0 4 )
Ar ab ino sa 2 1 , 4 0 ( 1 2 , 1 7 ) 1 ,5 7 ( 0 ,8 2 ) 2 3 , 6 9 ( 1 4 , 0 8 )
Xi l o s a 4 0 , 4 5 (2 2 , 9 9 ) 9 0 , 9 6 ( 5 2 , 3 7 ) 34,  1 7 (20 ,  31)
Manos a 1 , 38 (0,  79) 0 , 8 3 ( 0 , 4 7 ) -
G a l a c t o s a 1 1 , 83 (6  ,72) 1 ,4 3 ( 0 ,8 2 ) 1 3 , 3 6 ( 7 , 9 4 )
Glucos a 23,51 ( 13, 37) 5 , 2 0 ( 2 , 9 9 ) 2 7 , 0 1 ( 1 6 , 0 5 )

T . ^El  r e n d i m i e n t o  de l a  h e m i c e l u l o s a  B e s t á  r e f e r i d o  a l  co rcho  e x t r a í d o .  Los r e n d i m i e n t o s
de l a s  f r a c c i o n e s  B-I  y B - I I  e s t á n  r e f e r i d o s  a l a  h e m i c e l u l o s a  B. 

k Los p od e re s  r o t a t o r i o s  se  han  r e a l i z a d o  en NaOH a l  H  ( c = 0 , 0 1 ) .

c Los v a l o r e s  e n t r e  p a r é n t e s i s  s e  r e f i e r e n  a l  p o r c e n t a j e  de a z u c a r e s  en l a  m u e s t r a .

co
en
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La s o l u c i ó n  a l c a l i n a  que quedó a l  c e n t r i f u g a r  e l  
comp le jo  de co b re  se  d i a l i z ó  con agua d e s t i l a d a  y p o s t e r i o r 
mente p o r  a d i c i ó n  d e e t a n o l  p r e c i p i t ó  l a  f r a c c i ó n  B - I I .  Se 
r e c u p e r ó  e l  s ó l i d o  p o r  c e n t r i f u g a c i ó n .  Se l av ó  con e t a n o l  
y se  s ecó  en d e s e c a d o r  a v a c í o .  Se ob tuvo  un s ó l i d o  l i g e 
ramente  c o l o r e a d o  que r e p r e s e n t a  un 9 ,861  r e s p e c t o  a l a  
h e m i c e l u l o s a  B.

En l a  F i g . V I . 2 5  se  ha  r e a l i z a d o  un esquema de e s 
t o s  f r a c c i o n a m i e n t o s .

VI'. 6.  ESTUDIO DE LA FRACCION B-I

El  p o l i s a c á r i d o  B-I  se  c a r a c t e r i z ó  p o r  d a t o s  e s 
p e c t r o s  c ó p i c o s  y se a n a l i z ó  p o r  métodos qu ímicos  y c roma to-  
g r á f i c o s  .

V I . 6 . 1 .  Datos e s p e c t r o s c ó p i c o s

I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

Su e s p e c t r o  de IR ( F i g . V I . 2 6 )  p r e s e n t ó  l a s  s i g u i e n 
t e s  bandas  c a r a c t e r í s t i c a s :  e n t r e  3600 y 3200 cm banda  an
cha de t e n s i ó n  de 0-H de a l c o h o l  a s o c i a d o  i n t e r m o l e c u l a r m e n -

- 1
t e ;  banda  a 2925 cm de t e n s i ó n  C-H a l i f á t i c o ;  banda  a 1735 
cm  ̂ de t e n s i ó n  de é s t e r  y band a  a 1050 cm  ̂ de t e n s i ó n  C-0 
de a l c o h o l  y de á c i d o .

V I . 6.  2 . E s t u d i o  de l a  homogene idad  de l a  f r a c c i ó n  B-I

Se u t i l i z ó  l a  c r o m a t o g r a f í a  de f i l t r a c i ó n  so b r e  ge-  
l e s  po rosos  p a r a  d e t e r m i n a r  l a  homogene idad  de l a  f r a c c i ó n  
B - I .

La m u e s t r a  se d i s o l v i ó  en CINa 0 ,5  M, que se u t i l i 
zó también  como e l u y e n t e ,  y s e  c r o m a t o g r a f i ó  so b r e  S e p h a c r y l  
S-400 .  Los v a l o r e s  de a b s o r b a n c i a  de l a s  f r a c c i o n e s  e l u í d a s  
se dan en l a  t a b l a  V I .9 y e l  d i ag r ama  o b t e n i d o  a l  r e p r e s e n t a r
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HEMICELULOSA B

1) So lub i t i z ac ión  en K O H  5 %

2 )  Feh l i ng

Di so luc ión

alcal ina

I ) Diá l i s i s  

2 )  E t a n o l

R e s i d u o

1) C I H / E t O H  ( 5 % )
2 )  E t a n o l

FRACCION B - I I

Re s id u o

Solubi l izac ión 

con a g u a

. /

Disolución a c u o s a

P r e c i p i t a c i ó n  

con  e t a no l

Residuo

I ) Cl H / E t O H  ( 5 % )
2 )  E t a n o l

FRACCION B - I

i

Fig.VI. 25Fracc¡onamier>to de la hemicelulosa B.
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Flg.  VI.  26.  E¿pzc¿Ao de. IR de. l a  ¿siacclón  B - I .

e s t o s  v a l o r e s  f r e n t e  a l os  volúmenes  de e l u c i ó n  se  mues t r a n  
en l a  F i g . V I . 2 7 .

V I . 6 . 3 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a

La h i d r ó l i s i s  a c i d a  d e l  p o l i s a c á r i d o  se  r e a l i z ó  con 
á c i d o  s u l f ú r i c o  d e l  72 % con a g i t a c i ó n  d u r a n t e  una h o r a  a 30° 
y l uego  se  d i l u y ó  e l  á c i d o  y se  c a l e n t ó  l a  s o l u c i ó n  a r e f l u 
j o  4 h o r a s .  Se n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o ,  se  f i l t r ó  
y e l  f i l t r a d o  se pasó  p o r  una  columna que c o n t e n í a  A m b e r l i t a -

+  ^  't *

IR-120(H ) y se e l u y o  con agua.

Con l o s  mo nosacá r idos  a s í  l i b e r a d o s  se  f ormaron  l o s  
a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r a  un a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o .

*

V I . 6 . 3 . 1*.* -De t e r mina c ión  c u a n t i t a t i v a  de l os  mo no sa cá r ido s

La i d e n t i f i c a c i ó n  y d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  de 
l o s  monosacá r idos  se r e a l i z ó  por  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  
de sus  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s .  En l a  Fig.
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T A B L A  l / I  . 9

E¿tudZo  de. Za komoge.ne.Zdad de. Za {n.ae.e.Z6n B - I .  VaZotie.¿ de. 
ab¿ otdo ancZa  de. Za¿ {¡n.accZone.6 e.ZuZda6 e n  Za c.nomatogh.a{iZ a  

¿obtie. S e.pkactiyZ S - 4 0 0 .

F r a c c i o n e s  a A b s o r b a n c i a

1 -31 0 ,0 00
32 0 , 0 4 0
34 0 , 0 9 0
35 0 , 15 0
36 0,215
37 0 , 3 4 0
38 0 ,410
39 0,435
40 0 , 380
41 0 ,2 3 0
42 0,  140
43 . 0 , 060
44 0 , 00 0

a
Cada f r a c c i ó n  e l u í d a  es  de 2 mL.
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A b¿. 0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

50 60 70 80 90 100 mL

Flg.  1/1.2 7. VI agrama de. ¿ l u c i ó n  de l a  i n a c c ió n  
B-7 ¿obste. Scpkacs ty l  S - 4 0 0 .
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V I . 2 8 a  se  m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o  y en l a  t a b l a  
VI.  10 se dan l o s  r e s u l t a d o s  c u a n t i t a t i v o s  que s e  e x p r e s a n  
en t a n t o  po r  c i e n t o  d e l  t o t a l  de a z ú c a r  y d e l  t o t a l  de mués 
t r a .

TABLA 1 / 1 . 7 0

Mono¿cLccLfi¿do6 de t a  ¿siacc¿ón B-I de.£e.sim¿nado¿ a do,
Zo¿> a c e t a to *  de ald¿£oJLo,i>

Az ú ca re s % A z ú c a r e s a

Ramnos a 0 , 5 0 ( 0 , 3 0 )
Arab i n o s a 3 , 7 8 ( 2 , 2 2 )
X i l o s a 7 2 ,0 3 ( 4 2 , 2 5 )
Manos a 1 , 0 7 ( 0 , 6 3 )
G a l a c t o s  a 6 , 2 2 ( 3 , 6 5 )
Glucosa 1 6 , 4 2 ( 9 , 3 6 )

Los v a l o r e s  e n t r e  p a r é n t e s i s  se r e f i e r e n  a l  p o r c e n t a j e  de 
a z ú c a r e s  en l a  m u e s t r a .

E s t o s  r e s u l t a d o s ,  j u n t o  con l o s  o b t e n i d o s  en l a  
t a b l a  V I . 14, -y que se  comenta r án  o p o r t u n a m e n t e - ,  f u e r o n  i n 
d i c a t i v o s  de que e s t a  f r a c c i ó n  B-I  e s t a b a  i m p u r i f i c a d a  en 
p a r t e  p o r  l a  f r a c c i ó n  B - I I .  Se r e p i t i ó ,  p u e s ,  e l  p r o c e s o  de 
p u r i f i c a c i ó n  de l a  f r a c c i ó n  B-I  med i an t e  l a  f o rm ac ión  de 
l o s  comp le jo s  i n s o l u b l e s  de cob re  t a l  como se  e x p l i c ó  en 
e l  a p a r t a d o  V I . 5 . 3 .  La compos i c ión  monomér ica  de e s t a  f r a c 
c i ó n  B-I  p u r i f i c a d a ,  r e a l i z a d a  i g u a l m e n t e  p o r  c r o m a t o g r a f í a  
g a s e o s a  de l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s ,  se i n d i c a  en l a  t a b l a  
V I .8 y e l  c romatograma o b t e n i d o  se m u e s t r a  en l a  F i g . V I . 2  8b. 
E s t o s  r e s u l t a d o s  nos con f i rm an  que l o s  a z ú c a r e s  que acompa
ñan a l a  x i l o s a  no forman p a r t e  d e l  p o l i s a c á r i d o  de l a  f r a c 
c ió n  B- I ,  c o n s t i t u i d o  po r  x i l o s a .
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VI6 .3 .2 .De t e r m i n a c i on c u a n t i  t a t  i v a  de á c i d o s  u r o n i c o s

La d e t e r m i n a c i ó n  de ác id o s  u r o n i c o s  en e l  p o l i s a -

c a r i d o  se l l e v ó  a cabo p o r  e l  método d e l  c a r b a z o l  ( B i t t e r ,
1962) .  Se h i d r o l i z ó  e l  p o l i s a c á r i d o  con á c i d o  d e l  72%.
El h i d r o l i z a d o  se l l e v ó  a pH 8,5 a 9 con KOH 0,1M y s e  pa só  
s u c e s i v a m e n t e  p o r  l a s  r e s i n a s  A m b e r l i t a  IR-120(H+) e IRA-400( AcCT) 
Se e l u y e r o n  con agua y l a  a n i ó n i c a  con á c i d o  a c é t i c o  a l  10%.
Los á c i d o s  se a f o r a r o n  a 10 mL y m ed ian t e  d i l u c i o n e s  se  p r e p a 
r a r o n  l a s  m ue s t r a s  D-1,  D-2 y D-3.

P a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  e s  n e c e s a r i o  c o n s 
t r u i r  una  r e c t a  de c a l i b r a d o .  P a r a  e l l o  se  p r e p a r ó  una d i s o l u 
c ión  de á c i d o  g l u c u r ó n i c o  en agua d e s t i l a d a .  De e s t a  d i s o l u c i ó n ,  
med i an t e  d i l u c i o n e s ,  se  p r e p a r a r o n  d i e z  s o l u c i o n e s  de r e f e r e n c i a

Las r e f e r e n c i a s  y l a s  m ue s t r a s  p rob l emas  se s o m e t i e r o n  s i m u l t á 
neamente  a l a  r e a c c i ó n  c o l o r i m é t r i c a  de manera  que l a s  c o n d i c i o 
n e s  f u e s e n  l a s  mismas.

Con l o s  d a t o s  de a b s o r b a n c i a  y de c o n c e n t r a c i ó n  de á c i  
do g l u c u r ó n i c o  que se d e t a l l a  en l a  t a b l a  V I . 11 se c o n s t r u y ó  
una r e a c t a  de c a l i b r a d o ,  que se m u e s t r a  en l a  F i g . V I . 2 9 .  La ecua 
c ión  de l a  r e a c t a  o b t e n i d a ,  a j u s t a d a  p o r  mínimos c u a d r a d o s ,  e s :  
Abs o rb an c i a =0 ,0 0 7  C - 0 ,029 y e l  c o e f i c i e n t e  de r e g r e s i ó n  ( r )  
e s :  0 , 9 7 9 .  Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  fu e r o n  l o s  s i g u i e n t e s .

Mues t r a  A b s o rb a n c i a  C o n c e n t r a c i ó n  Acido
(yUg/mL) urónico(%¡)

D-1 0 ,075 13 6 ,84
D-2 0 ,156 26,5 6 ,97
D-3 0 , 3 7 0  62 ,17  6 ,54
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Se ob t uvo ,  p u e s ,  un 6,78% de á c i d o  u r á n i c o  e x p r e s a 
do en c o n c e n t r a c i ó n  de ác i d o  g l u c u r ó n i c o .

TABLA VI .11

Co nce.n¿SLac¿ón y a.b¿ otib ancZa  de Za¿ d¿¿ oZucZon¿£ de 
d z t  ácZdo g t u c u s o n Z c o .

D i s o l u c i ó n  de 
r e f e r e n c i  a

C o n c e n t r a c i ó n  de 

ác .  glucurónico(f t -g/mL)

Abs orb a n c i a

1 6 0 , 00 0
2 12 0,075
3 18 0 ,0 9 0
4 24 0 ,155
5 30 0 , 1 8 0
6 36 0,205
7 42 0 ,325
8 48 0,285
9 54 0 ,325

10 60 0,425

V I . 6 . 4 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a  p a r c i a l

E l  p o l i s a c á r i d o  se  h i d r o l i z ó  p a r c i a l m e n t e  con á c i d o  
s u l f ú r i c o  0,25N y 0,025N c a l e n t a n d o  a e b u l l i c i ó n  d u r a n t e  90 
m i n u t o s ,  ambas h i d r ó l i s i s  po r  s e p a r a d o .  Se n e u t r a l i z a r o n  con 
c a r b o n a t o  de b a r i o  y e l  f i l t r a d o  se l l e v ó  a pH 8,5 a 9 con 
p o t a s a  0,1M. Los o l i g o s a c á r i d o s  formado en ambas h i d r ó l i s i s  
s e  e s t u d i a r o n  co mp ara t i vam en te  p o r  c r o m a t o g r a f í a  de p a p e l .

V I . 6. 4. 1 . A n á l i s i s  de l os  o l i g o s a c á r i d o s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  
so b r e  p a p e l .

Se u t i l i z ó  l a  t é c n i c a  d e s c e n d e n t e  s o b r e  p a p e l  Watman 
n°1 y n°3  usando  l o s  d e s a r r o l l a d o r e s  A,B y C y como r e v e l a d o r



Abó oAb an e l  a 0,5
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0,1 -
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Con co.ntfiac.i6n (yug/mL

b l g . V l . 2 9 .  Rec ta  de c a l i be ad o  pa^a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  

de dcldoó urónl coó por  e l  m&todo d e l  carb a z o l .
ir>
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se' u t i l i z ó  l a  d i f e n i l a m i n a  a n i l i n a .

Los r e s u l t a d o s  de l a s  c r o m a t o g r a f í a s  de l o s  o l i g o 
s a c á r i d o s  o b t e n i d o s  en l a s  h i d r ó l i s i s  p a r c i a l e s  f u e r o n  c o í n -  
c i d e n t e s  y en ambas se demos t ró  l a  p r e s e n c i a  de una  s e r i e  h o 
mologa de o l i g o s a c á r i d o s  de l a  x i l o s a .  E s t o  s e  pudo compro
b a r  a p l i c a n d o  l a  r e l a c i ó n  de m o v i l i d a d e s  c r o m á t o g r á f i c a s  p r o 
p u e s t a  p o r  F r ench  y Wild .

En l a  t a b l a  VI.  12 se comparan l o s  v a l o r e s  Rp, log a T 
y grado  de p o l i m e r i z a c i ó n  de l o s  o l i g o s a c á r i d o s  p r o c e d e n t e s  
de l a  h i d r ó l i s i s  p a r c i a l  con 0,25N y u t i l i z a n d o  l o s
d e s a r r o l l a d o r e s  B y C. La r e p r e s e n t a c i ó n  g r á f i c a  de l o s  l o 
ga r i t mo s  de a ’ f r e n t e  a l  g r ado  de p o l i m e r i z a c i ó n  p a r a  e l  de-  
s a r r o l l a d o r  A d i o  una  r e c t a  de e c u a c i ó n  log= - 0 , 465G .-P+ 0 , 1 5 3  
con un c o e f i c i e n t e  de r e g r e s i ó n  r = - 0 , 9 9 9  en e l  c a so  d e l  á c i 
do 0 ,025N;  y una  r e c t a  de e c u a c i ó n  l o g=- 0 ,4 94 G.  p* 0,1 80
y con un c o e f i c i e n t e  de r e g r e s i ó n  r = - 0 , 9 9 9 ,  en e l  c a so  d e l  
P^SO^ 0 ,25N,  como se  m u es t r a n  en l a  Fig.VIjSO y VI.  31.

Con e l  des a r r o l l a d o r  B s e  ob tuvo  una  r e c t a  de e c u a 
c ión  l og  a ’ =0,  305 -0 ,  366 G.P y un c o e f i c i e n t e  de r e g r e s i ó n  
r = - 0 ,9 92  como se  m u e s t r a  en l a  F i g . V I . 3 2 . P a r a  e l  d e s a r r o l l a -  
dor  C se ob tuvo  una  r e c t a  de e c u a c i ó n  l og a 1 = 0 ,4 4 5 - 0 ,3 7 2  G.P 
y un c o e f i c i e n t e  de r e g r e s i ó n  r = - 0 , 9 8 8  como se  m u e s t r a  en l a  

F ig .  V I . 33. Los v a l o r e s  o b t e n i d o s  se dan en l a  t a b l a  VI .  13.

Con e s t o s  r e s u l t a d o s  s e  a d m i t i ó  que l o s  o l i g o s a c á 
r i d o s  p r o c e d e n t e s  de l a  h i d r ó l i s i s  p a r c i a l  de l a  f r a c c i ó n  
B-I  p e r t e n e c e n  a l a  s e r i e  homologa de l a  x i l o s a  h a s t a  un 
g r ad o  de p o l i m e r i z a c i ó n  de c i n c o .

En l a  c r o m a t o g r a f í a  so b r e  p a p e l  t ambién  se  o b s e r v a  
l a  p r e s e n c i a  de a z ú c a r e s  á c i d o s  p e r o  no  guardan  una  r e l a c i ó n  
l i n e a l  con l a  s e r i e  homologa de l a  x i l o s a .

E l  o l i g o s a c á r i d o  ác i do  se d e t e c t a  con r e v e l a d o r  de 
t i p o  i n d i c a d o r  que p rueban  su  c a r á c t e r  á c i d o .  La m o v i l i d a d  
r e l a t i v a  d e l  o l i g o s a c á r i d o  ác ido  r e s p e c t o  a l o s  o l i g o s a c á r i 
dos n e u t r o s  (T ab l a  VI.  12 y V I . 13) v a r í a  según e l  c a r á c t e r



TABLA V I .  1' 2.

CAomatogAaf i la  ¿ o b A z  pape.1 d z l  h l d A o t i z a d o  á c i d o  do, l a  ¿ A a c c l ó n  B-I

D e s a r r o l l a d o r  A

H i d r ó l i s i s  H2 SO4 0 ,2  5N H i d r ó l i s i s  H^SO^ 0,02  5N

RaP r o d u c t o s  de £ log a ' G.P1? log  a ’ G.P1?

h i d r ó l i s i s

0,005 - 2 , 3 0 5 0 ,006 - 2 , 1 9 5
0,016 -1 ,79 4 0 , 0 2 - 1 , 7 0 4
0,05 -1 , 3 0 3 0 ,06 - 1 , 2 2 3
0 ,1 4 -0 ,79 . 2 0,15 - 0 , 7 7 2

0 , 18 - 0 , 6 6 - 0 , 3 - 0 , 3 6 -
0 ,24 -0 ,4 9 - 0,32 - 0 , 3 3 1

0 ,32 - 0 , 3 3 1

cL Pape 1  Watinan n° 1 . D e s a r r o l l a d o r  A: a c e t a t o  de e t i l o - á c i d o a c é t i c o
f ó r m i c o - a g u a  ( 1 8 : 3 : 1 : 4 ) ;  r e v e l a d o r :  d i f e n i l a m i n a  a n i l i n a .

G.P.=Grado de p o l i m e r i z a c i ó n .

UD



TABLA l/I . 1 3 .

CromatogAa^Xa ¿ob/ie.  p a p c Z  de. Za hZdAóZZóZé á.eÁ.da paAcZaZ (H^SO^ 0, Z5N)  de. Za  

f iAaccZón  B-I

P r o d u c t o  de 
h i d r ó l i s i s

D’es a r r o l l a d o r B Des a r r o l l a d o r C

rB£ log  a ’ G.P. »bf log a ’ G.P?

0 ,014 - 1 , 8 4 6 0 , 0 3 -1 ,51 5
0 ,028 - 1 , 5 4 5 0,09 - 1 , 0 0 4
0,05 - 1 , 2 8 4 0,21 - 0 , 5 7 3
0,  14 - 0 , 7 8 3 0 ,36 -0 ,25 2
0,  33 - 0 , 3 0 2 0 , 5 15 -0 ,02  5 1
0 ,43 -0 ,12 1

Pape 1 Watinan n°  1.

k Pa pe l  Watman n °3 .  D e s a r r o l l a d o r e s : B, n - b u t a n o l - e t a n o l - a g u a  ( 2 : 1 : 1 ) ;  
C, n - b u t a n o l - p i r i d i n a - a g u a  ( 6 : 4 : 3 ) .  R e ve l ad o r :  d i f e n i l a m i n a  a n i l i n a .

£

G.P.=Grado de p o l i m e r i z a c i ó n . OO
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F¿g.V1 .31 .  Rzph.z¿>zntazíón gnáf i lca dz l a  r i z l ac íón  zn t t i z  z l  l og  a '  
y z l  gnado dz poLimztiÁ.zacÁ,6n paria lo& o l l g  o¿ azá.tu.do¿> 
dz l a  &znlz  homóloga dz l a  x l l o b l o ó  a. Vz¿ aAno l ladon  A
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Gfiado dd p o l l m d f i l z a c i ó n

Fig.  VI.  32. Rdpfidó d n t a c l ó n  gAd¿lca  dd l a  f id laalón  dntUd d i  l og  a '  y d i  
gfiado dd p o l lm d A l z a c l ó n  pafia l o 6 ollgo¿> aad>ildot> dd l a  ¿df i ld  
k ornó l oga  dd l a  x l l o b l o ¿ a .  Vd¿ afifio l i a d o  fi 8.
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l og  a '  0,0

- 0 , 5 -

-1.5 ”

- 2,0 -

-2,5 -----------------\
O 1

F l g . U I . 3 3 .  Rep/ie.4a n t a c l ó n  gKd^laa  da l a  e l a c i ó n  antAa a l  l og  a '
(/ a l  gnado da po l lmaKl zaa lCn  pafia lo¿ o l lgob  acdnldob  
da l a  k ah.la homóloga da l a  x l l o b l o ¿ a .  Va¿ ah.h.0 l i ad o f i  C.

y = 0 ,4 4 S -0 t 372 G. P ( K=-0,9 SS)

H---------------- 1---------------- 1-----------------1----------------
2 3 A 5 6

Guiado da poHmahÁ.zacÁ.6 n
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á c i d o - b a s e  de l  d e s a r r o l l a d o r .  0 , 34  p a r a  e l  d e s a r r o l l a 
d o r  A y 0 ,27  p a r a  e l  B) .

V I . 6. 5 . Me t i l a c i ó n  de l a  f r a c c i ó n  B-I

E l  p o l i s a c á r i d o  se  m e t i l o  p o r  e l  método de Hakomori .  
P r ime ramen te  se formo e l  c a r b a n i ó n  p o r  r e a c c i ó n  d e l  h i d r u r o  
de s o d i o  con d i m e t i l s u l f ó x i d o  y a c o n t i n u a c i ó n  se l e  h i z o  
r e a c c i o n a r  con e l  p o l i s a c á r i d o .  Después de v a r i a s  h o r a s  s e  
l e  a d i c i o n ó  e l  i o d u r o  de m e t i l o .  Todas e s t a s  o p e r a c i o n e s  s e  
r e a l i z a r o n  b a j o  a t m ó s f e r a  de n i t r ó g e n o  y con a g i t a c i ó n .  E l  
p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o  se  r e c u p e r ó  p o r  e x t r a c c i ó n  con c l o r o 
formo.  Los r e s t o s  de d i m e t i l s u l f ó x i d o  se  e l i m i n a r o n  en una  
e s t u f a  de v a c í o  a 40°C.

V I . 6 . 5 . 1 .  Datos e s p e c t r o s c ó p i c o s

a) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

Su e s p e c t r o  de IR ( F i g .  VI.  34) p r e s e n t ó  l a s  bandas
c a r a c t e r í s t i c a s  de un compuesto  t o t a l m e n t e  m e t i l a d o :  a 2920
y 2 845 cm  ̂ de t e n s i ó n  de C-H a l i f á t i c o ;  banda  a 2 830 cm ^
de t e n s i ó n  de C-H d e l  grupo  -OCH?; banda  a 1740 cm  ̂ de t e n -

-1s i ó n  de C=0 de e s t e r  m e t í l i c o ;  banda  a 1460 cm de d e f o r 
mación p o r  f l e x i ó n  a s i m é t r i c a  de l o s  g rupos  y GH^-;
banda  a 1 380 cm  ̂ de de fo r m ac i ón  p o r  f l e x i ó n  s i m é t r i c a  de
lo s  g rupos  -CH?; y banda  e n t r e  1 . 120  y 1050 cm  ̂ de t e n s i ó n

- 1C-0 de é t e r  y de e s t e r ;  banda  a 950 cm c a r a c t e r í s t i c a  de
_ -j

é t e r e s  c í c l i c o s  y banda  a 890 cm d e b i d a  a l a s  u n i o n e s  3 
d e l  p o l i s a c á r i d o .

b) I n t e r p r e t a c i ó n  de l  e s p e c t r o  de RMN

Su e s p e c t r o  de RMN ( F i g . V I . 3 5 ) (DCCl^) m u e s t r a  l a s  
s e ñ a l e s  c a r a c t e r í s t i c a s  de un p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o  con u n i ó  
ne s  g l i c o s í d i c a s  3- Las s e ñ a l e s  a 4 , 36  c o r r e s p o n d e n  a l os



F Z g .  V I .  3 4 .  E ¿ p e . c . t h . o  de, IR de, Z a  { ¡ s i a c e Á . ó n  B - l  m e . t Z Z a . d a , .

OCH

OCH.

FZg. 1/1.35. E¿pe.ctsio de. RM&Í de. Za {¡siaccZón B-I metZZada.
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p r o t o n e s  anomér i cos  en p o s i c i ó n  3; a 3 ,586 y a 3 , 56  s i n g l e -  
t e s  a s i g n a b l e s  a l os  grupos  m e t o x i l o  en C-3,  y C-2 r e s p e c 
t i v a m e n t e ;  l a s  s e ñ a l e s  e n t r e  3 , 9  y 3 ,76  a s i g n a b l e s  a l o s  
-CH-OR y l a s  s e ñ a l e s  e n t r e  3,2 y 2 , 9 6  muy poco r e s u e l t a s  
a s i g n a b l e s  a l o s  - -0R.

V I . 6 . 5 . 2 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a

E l  p o l i s a c á r i c o  m e t i l a d o  s e  h i d r o l i z ó  con a c i d o  s u l 
f ú r i c o  de l  72% en dos e t a p a s .  P r im e ro  se  d i s o l v i ó  e l  p o l i s a 
c á r i d o  a 30°C y l uego se h i d r o l i z ó  con á c i d o  s u l f ú r i c o  1N 
c a l e n t a n d o  a 100°C d u r a n t e  4 h o r a s .

Los m on os acá r id os  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  que s e  ob
t u v i e r o n  s e  t r a n s f o r m a r o n  en l o s '  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  
de a l d i t o l e s  p o r  r e d u c c i ó n  con b o r o h i d r u r o  de s o d i o  y a c e t i -  
l a c i ó n  con a n h i d r i d o  a c é t i . c o - p i r i d i n a .

V I . 6 . 5 . 2 . 1. I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  m o n os a cá r id os  p a r c i a l m e n t e  
me t i l a d o 5

a) A n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a .

Los a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  s e  
i d e n t i f i c a r o n  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  u t i l i z a n d o  e l  
1 , 5 - d i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - 0 - m e t i l - D - g l u c i t o l  como p a t r ó n  
de r e f e r e n c i a .  En l a  F i g . V I . 36 se  m u e s t r a  e l  c roma tog rama  t í 
p i c o  de e s t o s  compuestos  y en l a  t a b l a  V I .14 s e  dan sus  t i e m 
pos de r e t e n c i ó n  r e l a t i v o s  a l  a z ú c a r  p a t r ó n  de r e f e r e n c i a  a s í  
como lo s  p o r c e n t a j e s  r e l a t i v o s  de cada  a z ú c a r  en l a  -mezcla.

b) A n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a - e s p e c t r o m e t r i a  de masas

Se con f i rmó  l a  i d e n t i d a d  de e s t o s  d e r i v a d o s  p a r c i a l 
mente m e t i l a d o s  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  - e s p e c t r o m e t r í a  de 
masas combinada.  En l a  F ig .  V I . 37 se m u e s t r a  e l  c romatograma 
ob t e n i d o .
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4

V l g . V J . 3 6 .  C K o m a t  o g f i a d l o .  g a ¿ e . o ¿ a  de. l o ¿  a c e . t a . t o ¿  
de. a l d l t o l e . 6  d e  l o ¿  a z ú c a n e . 6  m c t l l a d o A  
o b t c n l d o ó  de . 1  k l d n o l l z a d o  de.  ¿ a  f a c 
c i ó n  B - J  m e . t l l a d a  e.n u n a  c o l u m n a  E C N S S -M 
a 175°.  V I  c o a  : 7) 2 , 3,  5 - Me 3 - A A a ;  2 ) 2 , 3 , 4 -  
M e.3 - X l ;  3 ) 2 ,  3,  4 , 6 - Me 4 ~ G l u ;  4)  2 , 3 - Me 2 ~X¿;
5 ) 2 , 4 , 6  - Me 3 - G£u;  6 ) 2 ,  3,  6 - Me 3 - G£u ;  7) 3-Me-  
XX. í/ &) 2 , 3 - Me^ - G l u .
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TABLA 1/1.7 4

mí£sCZ¿co¿ daJL k¿dsioJt¿zcido de ta. ¿siaccXón 8-1

a - a Az uca res t b t cZR %Azúca res  1Molard

2 , 3 , 5 -Me^-Ara 0,51 0 ,69 0 ,9 5
2 , 3, 4 - Me ^ - Xi 0 ,63 0, 75 0 ,55  0 , 0 8
2 , 3 , 4 , 6 - Me,-Glu 1 , 00 1 , 00 1 ,98
2 ,3-Me2 -Xi 1 ,42 0,91 ■ 72 ,53  10
2 ,4 , 6 - M e ^ - G lu 1,78 1 ,02 9 7 ,28
2 , 3 ,6 - M e 3 -Glu 2,35 1,14 4,82
3-Me-Xi 2 , 70 1 ,034 7,36 1 ,10
2 , 3 -Me2  “Glu 4, 88 1 ,26 4,51

a 2 , 3 , 5 - M e A r a = 1 i
0

1
•HTi1
LO ace t i  1-2 , 3 , 5 - t r i - 0 - m e t i l - L - a r a b i -

n i t o l .

b Tiempos de r e t e n c i ó n  de l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l 
mente m e t i l a d o s  r e l a t i v o s  a l  1 ,5 - d i - O - a c e t i 1 - 2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a -  
O -m e t i 1 - D - g l u c i t o l  ( t ^  4 , 06  min) en una  columna ECNSS-M.

c
Idem en una columna c a p i l a r  OV-1

^ Razón mo la r  c a l c u l a d a  a p l i c a n d o  l os  f a c t o r e s  de r e s p u e s t a  
según l a  t e o r í a  de e . c . r .  (Swee t ,  1 974 ) .
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I n t e r p r e t a c i ó n  de l o s  e s p e c t r o s  de masas

De l o s  e s p e c t r o s  de masas de l os  a c e t a t o s  de a l d i t o  
l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  de l a  f r a c c i ó n  B- I  se  i d e n t i f i c a 
ron  ocho compu es to s ,  que s e  i n d i c a n  en l a  t a b l a  V I . 1 4 ,  c o r r e s  
p o n d i e n t e s  a l o s  p i c o s  d e l  c romatograma de l a  F i g . V I . 3 7 .

Los a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  que acompañan a l  p i c o  p r i n  
c i p a l  4 se o b s e r v a  que a p a r ec e n  i g u a l m e n t e ,  p e r o  en mayor p ro  
p o r c i ó n ,  en l o s  d e r i v a d o s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  de l a  f r a c 
c ió n  B - I I  ( t a b l a  V I . 16) .  Es t o  h i z o  su p o ne r  que l a  f r a c c i ó n  
B- I  e s t a b a  i m p u r i f i c a d a  en p a r t e  p o r  l a  f r a c c i ó n  B - I I .  P a r a  
comproba r lo  se v o l v i ó  a p u r i f i c a r  l a  f r a c c i ó n  B - I ,  t a l  como 
se  i n d i c ó  en e l  a p a r t a d o  V I . 5 .3  y l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  de 
l a  compos i c ión  monomér ica  de e s t a  f r a c c i ó n  B-I  p u r i f i c a d a  se  
i n d i c a n  en l a  t a b l a  V I . 6.

E l  p i c o  1 d e l  c roma tograma ,  cuyo e s p e c t r o  de masas 
s e  m u e s t r a  en l a  F i g . V I . 3 8  d i o  como f r ag m en tos  mas p r o m in e n 
t e s  l o s  i on es  con m/e 43,  45,  71, .  87,  101,  117,  129 y 161 
( F i g . V I . 5 5 ) ,  l o  que j u n t o  con e l  a n á l i s i s  c r o m a t o g r á f i c o , 
se  i d e n t i f i c ó  como e l  compuesto  1 , 4 - d i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 5 - t r i - O -  
me t  i l -  L- a r a b i n  i t o l .

El  p i c o  3 d e l  c roma tograma ,  cuyo e s p e c t r o  de masas 
s e  m u e s t r a  en l a  F i g . V I . 3 9 ,  d i o  como f r ag m en to s  mas prominen 
t e s  l o s  i o n e s  con m/e 43,  101,  117 y 161 ( F i g . V I . 2 3 ) ,  l o  que 
j u n t o  con e l  a n á l i s i s  c r o m a t o g r á f i c o  nos p e r m i t i ó  i d e n t i f i c a r  
l o  como e l  compuesto  1 , 5 - d i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 4 - t r i - O - m e t i l - D - x i -  
l i t o l .

El  p i c o  4, cuyo e s p e c t r o  de masas s e  m u e s t r a  en l a  
F i g . V . 4 0 ,  d i o  como f r agm en tos  mas p r o m in e n t e s  l o s  i o n e s  con 
m/e 43,  87,  101,  117,  129 y 189 ( F i g . I I I . 2 8 ) ,  l o  que ,  j u n t o  
con e l  a n á l i s i s  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  nos p e r m i t i ó  i d e n 
t i f i c a r l o  como e l  compuesto  1 , 4 , 5 - t r i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 - d i - 0-me- 
t i l - D - x i l i t o l .

El  p i co  5, cuyo e s p e c t r o  de masas s e  m u e s t r a  en l a  
F i g . V I . 41,  d io  como f r agm en tos  mas p r o m i n e n t e s  l os  i o n e s  con



Jase  Peak = 4 3 . 2  Base  Peak Abundance - 314 T o t a l  A bundance  - 1 176

/
50 i on  150 200 250 300 350 400

1 • .

>iiier A b u n d a n c e  Cu . t o f f  Lev/el 1 07

MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE <7.) MASS ABUNDANCE

4 1 . 1  1 0 . 5 5 8 . 1 7 . 0 102.1 11.1
4 3 . 2  1 0 0 . 0 71 . 1 12.4 117.1 73 . 2
4 4 , 1  1 0 . 2 8 7 . 1 2 2 . 3 129.1 5 0 . 3
4 5 . I 3 1 . 5 101. 1 26 . 4 161 .1 19.4

F¿ g . l/I . 38 .  Eópzctsio d<L n\a¿ a6 d a l  1, 4 - d l - 0 - a  ce. t i l -  2 , 3 , 5 - t f i l -  0 - m a t i l -  L - a s i a b l n i t o l .



Peak = 43 .1  Base  Peak Abundance  * 188 T o t a l  A bundance  = 521

50 I 00 I 50 200 250 300 350 400

>wer A b u n d a n c e  C u t o f f  L e v e l 1 .,07.

MASS ABUNDANCE ( 7 ) MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE

41 . 3 19. 1 4 5 . 2 18 . 1 1 1 7 . 1 6 4 . 9
4 3 .  1 I 0 0 . 0 5 8 . 1 1 1 . 7 161 .1 1 5 . 4
4 4 . 1 6 . 4 101 .1 41 . 5

F-íg . 1/1.39. E¿pe.c£sio cid moó cu» d<¿¿ 1 , 5 - d ¿ - 0- ac<¿£££-2 , 3, 4 - £si£-0-m<i££¿-V- x£ l - l £o t



l a s e  Peak = 43 .1  Base Peak Abundance  = 7536 T o t a l  A bundance  * 25298

50 100 150 200 250 300 350 400

)Uie r iAb u n d a n c e  C u t o f f  Le v e ] 1 , 07.

MASS ABUNDANCE <*/,) MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE

41 .2 3 . 6 71 .1 4 . 2 1 0 2 . 2 1 . 5
43 .  1 1 0 0 . 0 73.  I 2 . 0 1 0 3 . 2 1.1
44 . 1 2 . 9 74 . 1 3 . 1 1 1 3 . 1 1 . 7
4 5 .  1 5 . 0 75 .  1 1 . 8 1 1 7 . 2  ■ 61 . 6
5 5 . 2 1 .1 81 .1 1 . 2 1 1 8 . 2 3 . 5
57 . 1 1 .4 8 5 . 1 1 . 7 1 2 9 . 2 4 4 . 7
5 8 . 2 3 . 3 8 7 . 1 2 7 . 4 1 3 0 , 2 4 . 8
5 9 .  ! 2 . 4 8 8 .  I 3 .  1 131 . 2 1 .0
6 9 . 1 1 . 3 9 9 . 2 6 . 8 . 161 . 2 2 . 4
7 0 . 2 t . 3 101 . 2 1 6 . 9 1 8 9 . 2 1 0 . 3

Fi g.  Vi .  40. E¿pec tA 0 c/e maócu d e l  l ,  4, 5 - t n i - 0 - a c e t l l -  2 , 3- d i -  0 - m e t l l - V - x l l l t  o l .



Dase Peak = 43 .1  Base  Peak Abundance  & 305 T o t a l  Abundance  = 1211

50 100 150 200 250 300 350 400

Lower  A b u n d a n c e  C u t o f f  Le v/ e l  = 1.07.

MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE

41.-2 ' 7 . 9 71 .1 11 .8 1 2 9 . 2 4 2 . 0
43 .  1 1 0 0 . 0 75 .  1 8 . 2 1 4 5 . 2 3 4 . 4

' 4 4 . 2 3 . 3 B7. 1 1 8 . 4 161 . 2 2 5 . 2
4 5 .  1 3 0 . B I0Í  . 1 4 9 . 5 2 0 5 . 2 1 4 . 4
5 7 . 9 8 . 9 117 , 1 4 2 , 3

V l g . l/I . 4Z. Eópactsio da mcuaó dal  1 , 5 - d l - 0 - a c a t l l -  2, 3, 4 , 6 - t a t n a - 0 - r r \ a t i l - V L g l u c l t o l .



Base Peak = 43 .1  Base  Peak Abundance - 1584 T o t a l  A bundance  ** 6322

    J l _ i j. .U

50 100 150 200 250 300 350 400

>uer  iAb u n d a n c e  C u t o f f  Le v e ] 1.07.
• •

MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE

41 . 2 4 . 5 75 . 1 5 . 4 1 2 7 . 1 3 . 8
4 3 .  1 1 0 0 . 0 8 5 .  I 8 . 8 129. 1 8 . 1
4 4 . 2 4 . 4 87 . 1 1 2 , 6 131 , 2 3 . 0
45 .  1 9 . 8 8 8 . 0 4 . 2 133. 1 1 0 . 4
5 5 . 1 1 . 9 8 9 . 2 3 . 4 143 . 1 4 . 8
5 7 .  1 2 .  1 9 9 .  1 5 . 0 145.  1 3 . 7
5 8 . 1 3 . 5 101 . 2 51 . 5 157 . 1 2 . 6
5 9 .  1 3 . 9 102.  1 3 . 7 159 . 1 3 0 . 9
6 9 . 2 * 1 . 5 113 . 1 3*3 161 .1 1 5 , 3
71 . I 2 . 4 1 15.1 1 . 8  • 175 . 1 3 . 7
7 3 . 1 4 . 5 1 1 7 . 2 6 0 . 4 1 8 9 . 2 7 1 . 3
7 4 . 2 3 . 7 118.  1 2 . 9 2 1 9 . 2 5 . 7

t l g . V l . 4 2 .  E¿pectAo de ma¿ aó d e l  1, 3, 5 - t u l - 0 - ace. t i l -  2 , 4 , 6 - t U - 0 m e t . i l - V - g l u a l t o l .



l a s e  Peak = 43 .1  Base  Peak Abundance  = 548 T o t a l  A bundance  » 1679

50 100 150

oo(\! 250  300 350 400

>wer IO b u n d a n c e  C u t o f f  Le v e ) 1 . 0*7

MASS ABUNDANCE <V.) MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE

41 . 2 3 . 5 74 . 1 3 , 6 115 . 1 • 5 . 7
4 3 .  1 1 0 0 . 0 81 . 1 1 . 5 1 1 7 . 2 5 . 1
4 4 . 1 3 . 6 85 , 1 2 . 9  i 1 2 9 . 1  . 6 5 . 0
5 7 . 0 4 . 4 8 7 . 1 4 6 . 0 1 3 0 . 2 9 . 3
5 9 . 0 1 . 3 8 8 . 1 3 . 1 131 . 0 6 . 2
6 9 .  1 1 . 3 1 0 0 . 3 4 . 2 145 . 1 2 . 0
7 0 . 3 2 . 0 101 . 1 2 . 9 1 8 9 . 2 21 . 2
7 1 . 1 2 . 2 1 0 3 . 0 3 . 3 190 . 1 1 . 8
73 . 1 1 .1 113 . 1 2 . 6

Fl g . UJ . 43 ,  E i pec ts io  de maóa¿ d e l  1, 2 , 4, 5 - t e t ^ i a - 0 - a e e t l l -  3-0-  m e t l l - V -  x - l l l t o l .



Base Peak = 43 . 1 Base  Peak Abundance  ~ 798 T o t a l  A bundance  = 3151

50 100 150 200 250 300 350 400

L o u e r  A b u n d a n c e  C u t o f f  L e v e l  * 1.0*7

MASS ABUNDANCE <’/.) MASS ABUNDANCE <X> MASS' ABUNDANCE

41 .2 5 . 4 75 . 1 4 . 4 1 1 8 . 2 4 , 3
43 .  1 1 0 0 . 0 8 5 .  1 1 0 . 4 129 .  1 11 . 1
4 4 . 2 4 . 1 8 7 . 1 15. 1 131 . 2 1 0 . 3
45 .  1 1 9 . 8 8 8 . 0 3 . 3  • 142 . 1 4 . 3
5 7 . 2 3 . 8 9 9 . 1 1 9 . 8 1 4 3 . 2 4 . 3
5 8 . 4 2 . 8 101. 1 1 8 . 0 16 1 . 1 5 . 9
5 9 . 1 3 . 6 11 3 . 1 3 0 . 4 173 . 1 3 . 9
6 9 .  1 2 . 9 1 1 4 . 3 3 . 5 1 8 7 . 0 < 2 . 8
71 n 7 . 4 115 , 1 4 . 1 2 3 3 . 2 1 6 . 6
7 3 . 2 4 .  J 1 1 7 . 2 6 4 . 1 2 3 4 . 2 1 . 8
7 4 . 5 3 . 6

F¿g. VI. 44. I bpz c t Ko  de a¿> da l  1, 4, 5 - t K Í - 0 - ac.e. t l l -2  , 3 ,6 - t f i i - O - m a t i l - t - gZ.ao.ito l .



Base  Peak = 43 .1  Base  Peak Abundance  = 1104 T o t a l  Abundance  * 3648

11 t  I •# 11 i  I I» II 4 i .  I I f
-  ’ ' l ’ '  * ’ I . — ----- - — . — t -----1— . — — ■ - “ ! ----- 1— ■-*— • — I — • — *— »— »— i

50 100 150 200 250 300 350 400

>uer iA b u n d a n c e  C u t o f f  L e v e l 1 ,,07.

MASS ABUNDANCE <%> MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE

41 . 2 3 . 8 8 5 . 1 1 3 . 4 1 2 7 . 1 ■ 1 8 . 7
43 .  1 1 0 0 . 0 3 7 .  1 9 . 0 129 . 1 5 . 7
4 4 . 1 4 . 5 9 7 . 1 2 , 7 1 4 1 . 2 3 . 2
4 5 .  1 4 . 8 9 9 . 2 16 . 7 1 4 2 . 2 5 . 4
5 7 . 2 . 2 . 4 101 . 1 1 7 , 8 1 5 9 . 1 3 . 7
5 8 .  1 3 . 6 111. 1 5 . 9 161 .1 3 . 4
6 9 . 1 3 . 1 113 . 1 3 . 0 1 8 7 . 1 2 . 7
71 .0 3 . 3 1 1 7 . 2 7 5 . 0 201 .1 4 . 6
73 . 1 2 . 4 118 . 1 3 . 8 261 .1 5 . 1
74 .  1 2 . 6

F¿ g . V1 . 4 5 .  E¿pe.ctAo de. maóaA de.1 1, 4, 5 , 6 - t e - t n a -  0 - a c e . t ¿ t -  2 , 3 - d i - 0 - me.t¿ l -  V - g l u c l t o l .
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m/e 43, 45,  71, 87,  101,  117,  129, 145, 161 y 205 ( F i g . I I I . 2 6 ) ,
l o  que j u n t o  con e l  a n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  nos p e r  
m i t i ó  i d e n t i f i c a r l o  como e l  compuesto  1 , 5 , d i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 4 , 6 -  
t e  t r a - 0 - m e  t i l - D - g l u c i  t o l .

El p i c o  6,  cuyo e s p e c t r o  de masas se  m u e s t r a  en l a  
F i g . V I . 42,  d i o  como f r agme n tos  mas p r om in e n t e s  l o s  i o n e s  con 
m/e 43,  45,  87, 101,  117,  129 y 161.  ( F i g .  V I . 2 0 ) ,  l o  que nos
p e r m i t i ó  i d e n t i f i c a r l o  como e l  compuesto  1 , 3 , 5 - t r i - 0 - a c e t i l - 
2 , 4 , 6 - t r i - O - m e t i l - D - g l u c i t o l .

El  p i c o  7, cuyo e s p e c t r o  de masas s e  m u e s t r a  en l a
Fig .  V I *43, d io  l o s  i o n es  con m/e 43,  87,  129 y 189 ( F i g . V . 17) ,
l o  que ,  j u n t o  con e l  a n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a ,  nos 
p e r m i t i ó  i d e n t i f i c a r l o  como e l  compuesto 1 , 2 , 4 , 5 - t e t r a - 0 - a c e 
t i l -  3 - 0 - m e t i l - D - x i l i t o 1.

E l  p i c o  8, cuyo e s p e c t r o  de masas se  m u e s t r a  en l a  
F i g . V I . 44,  d io  como f r agm en tos  mas p r o m in e n t e s  l o s  i o n e s  con 
m/e 43,  45,  87,  99, 101,  113, 117 y 233 ( F i g . I I I , 3 0 ) ,  lo que,
j u n t o  con e l  a n á l i s i s  c r o m a t o g r á f i c o ,  se  i d e n t i f i c ó  como e l  
compuesto  1 , 4 , 5 - t r i - 0 - ace t i  1 - 2 , 3 , 6 - t r i - 0 -m e t i  1 - D - g l u c i t o l .

E l  p i co  9,  cuyo e s p e c t r o  de masas s e  m u e s t r a  en l a
F i g . V I . 45, d i o  l o s  i o n e s  43,  101,  117 y 261 ( F i g . 1 1 1 .32)  , lo
que , j u n t o  con e l  a n á l i s i s  c r o m a t o g r á f i c o  nos  p e r m i t i ó  iden  
t i f i c a r l o  como e l  compues to  1 , 4 , 5 , 6 - t e t r a - 0 - a c e t i l - 2 , 3 - d i - 0 -  
m e t i l - D - g l u c i t o l .
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V I . 6 . 6 .  Ca ra c t e  r i z a c i ó n  de 1, á c i do  4 - O - m e t i l - D - g l u c u r ó n i  co

El  á c i d o  4 - 0 - m e t i l - D - g l u c u r ó n i c o  se c a r a c t e r i z o  
p o r  t r a n s f o r m a c i ó n  en e l  1 , 2 , 3 , 5 , ó - p e n t a - 0 - a c e t i l - 4 - 0 - m e -  
t i 1 - D - g l u c i t o l  a t r a v é s  de l a  a l d o l a c t o n a  ( T e j e r o ,  1984) .

La f r a c c i ó n  B-I  s e  h i d r o l i z ó  p a r c i a l m e n t e  con 
á c i d o  s u l f ú r i c o  0 ,25  N ( a p a r t a d o  V I . 6 . 4 . ) ;  d e l  h i d r o l i z a d o  
se  s e p a r a r o n  l os  componentes  á c i d o s  po r  i n t e r c a m b i o  i ó n i c o  
con l a s  r e s i n a s  A m b e r l i t a  IR-120(H+) e IRA-400(Ac0~) .  E s t o s  
componentes  á c i do s  - á c i d o  u r ó n i c o ,  a l d o b i u r ó n i c o  y s u p e r i o 
r e s - ,  se  h i d r o l i z a r o n  con ác ido  s u l f ú r i c o  d e l  721,  se  r e d u 
j e r o n  con b o r o h i d r u r o  de s o d i o  y se  formó l a  a l d o l a c t o n a  con 
á c i do  HC1 1,2N. A c o n t i n u a c i ó n  se formaron l os  c o r r e s p o n d í  en 
t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r a  su  p o s t e r i o r  a n á l i s i s  c romato  
g r á f i c o .

Por  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  de e s t o s  d e r i v a d o s ,  a c e 
t a t o s  de a l d i t o l e s ,  en una  columna ECNSS-M a 185°C, se  i d e n 
t i f i c a r o n  l a  x i l o s a  y e l  á c i d o  4 - 0 - m e t i l - D - g l u c u r ó n i c o .  El  
t iempo de r e t e n c i ó n  d e l  p e n t a a c e t a t o  de x i l i t o l  fue  de 31 ,83  
minu to s  y e l  d e l  1 , 2 , 3 , 5 , 6 - p e n t a - 0 - a c e  t i  1 - 4 - 0 - m e t i 1 - D - g l u c i - 
t o l  de 75,72 m in u t o s .  El  t iempo de r e t e n c i ó n  de e s t o s  compues 
t o s  r e l a t i v o  a l  1 , 5 - d i - 0 - a c e  t i  1 - 2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - 0 - m e t i l - D - g l u -  
c i t o l ,  u t i l i z a d o  como p a t r ó n  de r e f e r e n c i a ,  fue  de 4 ,9 4  y 
11,75 r e s p e c t i v a m e n t e .  E l  d e s c r i t o  en l a  b i b l i o g r a f í a  p a r a  
e l  1 , 2 , 3 , 5 , 6 - p e n t a - 0 - a c e t i l - 4 - 0 - m e t i l - D - g l u c i t o l  es  de 11,5 
(Churms, 1 9 82) .

Luego,  en ba s e  a l  a n á l i s i s  de m e t i l a c i ó n  de l a  f r a c  
c i ó n  B-I  y con l a  c a r a c t e r i z a c i ó n  d e l  á c i d o  4 - 0 - m e t i l - D - g l u 
c u r ó n i c o  se  conc luye  que l a  f r a c c i ó n  B-I  e s t á  fo rmada  p o r  una  
cadena  l i n e a l  de u n i d ad e s  de D - x i l o p i r a n o s a  con un io ne s  3 ( 1 -*4) 
y e l  á c i d o  4 - 0 - m e t i l - D - g l u c u r ó n i c o  se une a e s t a  c ade na  a t r a 
vés d e l  h i d r o x i l o  d e l  c arbono  2 de l a  x i l o s a ,  es  d e c i r ,  con 
u n i o n e s  a (1 —*2) .
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Se propone l a  s i g u i e n t e  e s t r u c t u r a  p a r a  l a  f r a c -

no no

no OH
C 0 0  H

HO

H„CO
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VI. 7. ESTUDIO DE LA FRACCION B- I I -,

La f r a c c i ó n  (BII )  se c a r a c t e r i z ó  p r ime rame n te  po r  
sus d a t o s  e s p e c t r o s c ó p i e o s  y se  a n a l i z ó  po r  métodos químicos  
y c r o m a t o g r á f i  e o s .

VI. 7 . 1 .  Da tcis e s p e c t r o s  cópi  eos

I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

Su e s p e c t r o  de IR ( F i g . V I . 46) p r e s e n t ó  l a s  s i g u i e n -
_  -]

t e s  bandas  c a r a c t e r í s t i c a s :  e n t r e  3600 y 3200 cm banda  a n 
cha de t e n s i ó n  de 0-H de a l c o h o l  a s o c i a d o  i n t e r m o l e c u l a r m e n t e ;

_  1
banda a 2925 cm de t e n s i ó n  de C-H a l i f á t i c o ;  bandas  a 1740

-1 -1y 16 50 cm de t e n s i ó n  de C=0; y banda  ancha  a 1050 cm de
t e n s i ó n  de C-0 de a l c o h o l .

V/A7CI lUMB-ir» tO.1 ) 3 00 0 700 )̂ l¿00noo 1 4 0 0  WAVi.1 lU/ALil N (CM J ________JOOO

F X g . U J . 4 6 .  E¿p<¿ctAo d<¿ Xn^ACLAAojo d<¿ Xa. ( ¡AaccXcn  ( B - I I )
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V I . 7 .2 .  E s t u d i o  de l a  homogeneidad  de l a  f r a c c i ó n  B - I I

Se u t i l i z o  l a  c r o m a t o g r a f í a  de f i l t r a c i ó n  sob re  
g e l e s  p o ro sos  p a r a  d e t e r m i n a r  l a  homogeneidad de l a  f r a c 
c ión  B - I I .  La m u e s t r a  se d i s o l v i ó  en NaCl 0,5M, que se  u t i  
l i z ó  t ambién  como e l u y e n t e ,  y se  c r o m a t o g r a f i ó  s ob r e  Sepha-  
c r y l  S-400.  Los v a l o r e s  de a b s o r b a n c i a  de l a s  f r a c c i o n e s  
e l u í d a s  se dan en l a  t a b l a  V I . 15 y e l  d i agr ama  o b t e n i d o  a l  
r e p r e s e n t a r  e s t o s  v a l o r e s  f r e n t e  a l o s  volúmenes de e l u c i ó n  
se m ues t r an  en l a  F ig .  V I . 47.

V I . 7 .3 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a

E l  p o l i s a c á r i d o  se d i s o l v i ó  en ác i d o  s u l f ú r i c o  a l  
72% a 30°C y se  h i d r o l i z ó  con á c i d o  s u l f ú r i c o  1N c a l e n t a n d o  
a r e f l u j o .  El  h i d r o l i z a d o ,  t r a s  n e u t r a l i z a c i ó n  con c a r b o n a t o  
de b a r i o ,  s e  d e s i o n i z ó  a t r a v é s  de l a  r e s i n a  A m b e r l i t a  I R - 120 
(H+) , y se e l u y e r o n  l o s  p r o d u c t o s  con agua.

E s to s  monos a c á r i d o s  se  t r a n s f o r m a r o n  en l os  c o r r e s 
p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s ,  de l a  forma a c o s t u m b r ad a ,  
p a r a  su  p o s t e r i o r  a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o .

V I . 7 . 3 . 1 .  De t e r m in a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  de l o s  monos a c á r i d o s

Se u t i l i z ó  l a  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  p a r a  l a  
i d e n t i f i c a c i ó n  y c u a n t i f i c a c i ó n  de l o s  m on osa cá r ido s  a t r a 
vés de sus  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s .  El  c romatograma r e s u l t a n 
te  se m u e s t r a  en  l a  F i g . V I . 48 y en l a  t a b l a  V I .8  se  dan l o s  
r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  que se  ex p re san  en t a n t o  po r  c i e n t o  d e l  
t o t a l  de l a  m u e s t r a  y d e l  t o t a l  de a z ú c a r e s .

V I . 7 . 4 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a  p a r c i a l

a) Con H2S04 0,0Q5M.

Se r e a l i z ó  una h i d r ó l i s i s  p a r c i a l  de l a  f r a c c i ó n  
B - I I  con á c i d o  s u l f ú r i c o  0,005M. Los o l i g o s a c á r i d o s  d e l  h i -
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TABLA VT.15

E 6 t u d L o  dd L a  k o m o g d n d L d a d  dd La. ¿ s iacaL ón  B.-Í I . Va.LoA.d6 dd  

ab6 oAb anc.La dd La¿ j¡Aacc¿ond6  d L u Z d a 6  dn La  d K o m a t o g K a ^ t a  

6 o b X d  S d p h a c A y L  S - 4 0 0 .

•pi . a F r a c c i o n e s A b s o r b a n c i a ...............................

1-25 0 , 00 0
26 0,015
28 0,075
30 0,235
31 0 ,340
32 0,490
33 0 ,7 00
34 0,  740
35 0 ,860
36 0 , 8 9 0
37 0,  800
38 0 , 6 2 0
39 0 ,390
40 0 , 2 3 0
41 0,  145
44 0 ,075

a Cada f r a c c i ó n  e l u í d a  es de 2 mL.
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Ab¿ .
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4 0  50  60  70 80 90 100 jriL

F i g .  l /1. 4 7 .  V i  a g u a m a  d a  a l u c i e n  d a  l a  f a c c i ó n  
B - I I  ¿ o b s i a  S a p h a c s i y l  S - 4 0 0 .



-fe»Oo

— 4 P O
o o P A
u - l

f t
o

o 3
• A H P

P o < H
P A » Q

O P  • (JO
e » A

O s p
T 5
A

o > .
r S

c »
1

o
P

P

*—4 p L O
t—4 P _

P
P

e
p

- H H o
p P 6 »

3 i > P
T 5
p p - P ,
A p P
P
rM- A=>
P P O

A £>»
P P~

P
P _ P , P
P A

O s
P
(H

N> P
P H

o
P i*-* í>
O 6 *

c=> P -
p P . P
3 P

C H h RT SF ' EED 
ATTE N :  3 2

0 . 2  C M/ MI N  
Z E R O :  5% 5  M 1 N / T I C K

.  3 0* 7 
5  . 3 0 8R AMNOS A_IT

iP A E '- I i lO S A .— - s r

I L O S A

-I ANOS  A

GALAC T  OSA

G L UC O S A

T N O S I T O L 3 9 . 8 1 0

1 2 . 3 4 2

0 . ¿47

227



228

d r o l i z a d o  se  s e p a r a r o n  po r  a d i c i ó n  de e t a n o l  y p o s t e r i o r  c e n 
t r i f u g a c i ó n .  Con l o s  a z ú c a r e s  l i b r e s  d e l  c e n t r i f u g a d o  se  f o r 
maron los  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s ,  de l a  forma a c o s t um br ad a ,  y 
se a n a l i z a r o n  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a .  En l a  F i g . V I . 49 se 
m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o .  Los a z ú c a r e s  h a l l a d o s  ;son._ 
l a  a r a b i n o s a  y, en menor c a n t i d a d ,  l a  x i l o s a  como se i n d i c a  
en l a  t a b l a  V I .16 .

b) Con H2S04 0,025 N

El  p o l i s a c á r i d o  se  h i d r o l i z ó  p a r c i a l m e n t e  con á c i 
do s u l f ú r i c o  0 ,025 N. Se n e u t r a l i z ó  l a  s o l u c i ó n  con c a r b o n a 
to de b a r i o  y e l  f i l t r a d o  se l l e v ó  a pH 8 , 5 - 9  con p o t a s a  
0,  1M.

V I . 7 . 4 . 1  . A n á l i s i s  de l o s  o l i g o s a c á r i d o s  p o r  c r o m a t o g r a f í a
s o b r e  p a p e l .

Los o l i g o s a c á r i d o s  formados se  e s t u d i a r o n  p o r  c r o 
m a t o g r a f í a  s o b r e  p a p e l .  Se u t i l i z ó  l a  t é c n i c a  d e s c e n d e n t e  s o 
br e  p a p e l  Watman n°1 y n ° 3 , u t i l i z a n d o  l o s  d e s a r r o 1 l a d o r e s  A,
B y C y como r e v e l a d o r  se  u t i l i z ó  l a  d i f e n i l a m i n a - a n i l i n a .

Con e l  d e s a r r o l l a d o r  A, a c e t a t o  de e t i l o - á c i d o  acé -  
t i c o - á c i d o  f ó r m i c o - a g u a  ( 1 8 : 3 : 1 : 4 )  y en p a p e l  Watman n ° 1, se 
d e t e c t ó  a r a b i n o s a  (R^ 1,37)  a l  i g u a l  que con e l  des a r r o l l a d o r  
B, b u t a n o l - e t a n o l - a g u a  ( 2 : 1 : 1 )  y en p a p e l  Watman n°3  ( R^ 1 ,1 3 ) .  
En ambos ca s os  l a  m u e s t r a  e s t a b a  muy d i l u i d a .  Con e l  d e s a r r o  
l l a d o r  C, B u t a n o l - p i r i d i n a - a g u a  ( 6 : 4 : 3 )  y en p a p e l  Watman n°3j  
se d e t e c t ó  x i l o s a  (R^ 1 , 2 8 ) ;  a r a b i n o s a  ( R^ 1 , 1 4 ) ;  g a l a c t o s a  
(Rg 0 ,86)  y t r e s  o l i g o s a c á r i d o s  (R^ 0 , 1 5 ;  0 , 08  y 0 , 04 )  que 
no gu a rd a r on  r e l a c i ó n  l i n e a l  con l a  s e r i e  homologa de l a  x i 
l o s a  n i  con l a  de l a  g l u c o s a .  No se d e t e c t ó  g l u c o s a  n i  c e l o -  
b i o s a .
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Cl.o
to

Flg.[/I  . 49 .  C ro m a to gr a f í a  ga¿>eo¿a de lo¿ a c e t a t o s  de a l d l t o  
le¿ pro cedente¿  d<¿ l a  h l d r ó l l A l ¿  p a r c i a l  d<¿ l a  
f r a c c l o n  8- IZ . Tem pe r a tu r a  d<¿ l a  columna 190° .

TABLA VI .16

Mono¿ acár idos  de l a  f a c c i ó n  
lo¿ a c e t a t o ¿ de a l d l t o l e ¿  .

8 - I I  de t e rm inado6 a t r a v é s  de

Azúcar Pi  co %Azucares

Arab inos  a 
X i l o s  a

1
2

10,63
14,14

56,55
2 , 7 0



• o
pv

zy
jo

vp
yi

¡ 
7

0
p 

*
v

'p
*

7
'0

 

f
íl

l-
 

3)
 

n
o

yj
vv

v^
 

vj 
?p 

jv
jv

vv
d

 
??

?7
7p

vp
yp

C H A RT  S P E E D  0 . 5  C M / M I N
A T T E N : 3 2  2 E R 0 : 5% 5 MI N / T I C K

■0?4 % r
¡ ó ^ r u H h L
D I S C  FULL

J o

y .  ' í .  7 0 3

230



231

V I . 7 . 4 . 2 .  A n á l i s i s  de l o s  o l i g o s a c á r i d o s  po r  c r o m a t o g r a f í a
l í q u i d a  de a l t a  r e s o l u c i ó n

El  e s t u d i o  de l o s  o l i g o s a c á r i d o s  p o r  c r o m a t o g r a 
f í a  l í q u i d a  de a l t a  r e s o l u c i ó n  se ba só  en e l  t r a b a j o  de 
Kennedy y c o l a b o r a d o r e s .  No se o b t i e n e  una  l í n e a  r e c t a  a l  
r e p r e s e n t a r  l o s  l o g a r i t m o s  de l o s  t i empos  de r e t e n c i ó n  de 
l os  o l i g o s a c á r i d o s  f r e n t e  a l  grado  de p o l i m e r i z a c i ó n  l o  que 
de mu es t r a  que no p e r t e n e c e n  a una misma s e r i e  homologa.  El  
c romatograma o b t e n i d o  se  m u e s t r a  en l a  F i g . V I . 50.

V I . 7 . 5 .  M e t i l a c i ó n  de l a  f r a c c i ó n  B - I I

E l  p o l i s a c á r i d o  se m e t i l o  s i g u i e n d o  e l  p r o c e d i 
mien to  de Hakomori .  P r i m e ra me n t e  se  formó e l  c a r b a n i ó n  p o r  
r e a c c i ó n  d e l  h i d r u r o  de s o d i o  con d i m e t i l s u l f ó x i d o .  A co n 
t i n u a c i ó n  se  l e  h i z o  r e a c c i o n a r  con e l  p o l i s a c á r i d o ,  d i s u e l  
t o  en d i m e t i l s u l f ó x i d o ,  d u r a n t e  unas  h o r a s  y ,  f i n a l m e n t e ,  
se  l e  a d i c i o n ó  e l  i o d u ro  de m e t i l o .  Todas l a s  o p e r a c i o n e s  
se  r e a l i z a r o n  b a j o  a t m ó s f e r a  de a rgón y l os  r e s t o s  de d i 
m e t i l s u l f ó x i d o  que acompañan a l  p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o  s e  
e l i m i n a r o n  en e s t u f a  de v a c í o  a 40°C d u r a n t e  dos d í a s .  Se 
obtuvo  un s ó l i d o  a m a r i l l o  que se p u r i f i c ó  p o r  p r e c i p i t a 
c ión  en benceno  con é t e r  de p e t r ó l e o .
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V I . 7 . 5 . 1 . Da t o  s e sp e c t  r  o s c ó p i:cos

a) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

Su e s p e c t r o  de IR CFig.VI .  51a) p r e s e n t ó  l a s  s i g u i e n -
-1t e s  bandas  c a r a c t e r í s t i c a s :  a 2950,  2920 y 2850 cm de t e n -

- 1s i ó n  de C-H a l i f á t i c o ;  banda  a 1 740 cm de t e n s i ó n  de C=0
- 1

de e s t e r ; ybanda  a 1460 cm de de fo r ma c ió n  po r  f l e x i ó n  a s i -
_  1

m é t r i c a  de l o s  g rupos  -C l^ -  y CH3 - ;  banda  a 1 380 cm de
de fo rma c ió n  s i m é t r i c a  de l o s  g rupos  -CH,;  y bandas  a 1110 

-1y 1050 cm de t e n s i ó n  de C-0 de é t e r .

b) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de RMN

Su e s p e c t r o  de RMN-^H ( F i g .  VI .51b) (CDCl^) p r e s e n t ó  
l a s  s i g u i e n t e s  s e ñ a l e s :  a 5 , 16  s e ñ a l  poco r e s u e l t a  c o r r e s p o n 
d i e n t e  a l o s  p r o t o n e s  anomér icos  de un i o n es  g l i c o s í d i c a s  a ;  
s e ñ a l  a 4 ,26 c o r r e s p o n d i e n t e  a l os  p r o t o n e s  anomér i cos  de 
un io n es  g l i c o s í d i c a s  3 ; s e ñ a l e s  a 3,55 y 3 ,486  a s i g n a b l e s  a 
l o s  g rupos  m e t o x i l o  en C-3 y 0 2  r e s p e c t i v a m e n t e ;  s e ñ a l  a 
3 ,356 a s i g n a b l e  a l os  grupos  m e t o x i l o s  en ca rbonos  p r i m a r i o s .

1 3En su  e s p e c t r o  de RMN- C a p a r e c i ó  una s e ñ a l  a 
102,59 ppm c a r a c t e r í s t i c a  de l o s  c a rbonos  anomér i cos  con u n i o 
nes  g l i c o s í d i c a s  3 .

V I . 7 . 5 . 2 H i d r ó l i s i s  a c i d a

El  p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o  se  h i d r o l i z ó  con á c i d o  s u l 
f ú r i c o  d e l  12% en dos  e t a p a s .  El  h i d r o l i z a d o ,  t r a s  n e u t r a l i z a 
c ión  con c a r b o n a t o  de b a r i o ,  se  d e s i o n i z ó  a t r a v é s  de l a  r e s i 
na  A m b e r l i t a  IR-120(H+) .

E s t o s  m o no sa cá r ido s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  s e  t r a n s 
formaron en l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s ,  según 
se  i n d i c a  en l o s  métodos g e n e r a l e s .



F l g . V I . 50 .  E¿pec t*o de IR cíe £cl j a c a l ó n  (B - I I )  m o t i l a d a .
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F l g . V l . 5 1 .  Eópact/LO de XMH de l a  f a c c i ó n  [B-II) .  m e t l l a d a .
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V I . 7 . 5 . 2 . 1 .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l o 5  mono sa cá r i do s  p a r c i a l m e n t e  
me t i  l ad  os

a) A n á l i s i s  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a

Los a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  se 
i d e n t i f i c a r o n  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o .  Se u t i l i z ó  e l
1 , 5 - 0 1 - 0 - 3  0 6 1 1 1 - 2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - O - m e t i 1 - D - g l u c i t o l  como p a t r ó n  
de r e f e r e n c i a  (Churms,  1982) .  En l a  F i g . V I . 5 2  s e  m u e s t r a  e l  
c romatograma o b t e n i d o  y en l a  t a b l a  V I . 17 s e  dan l o s  t i empos  
de r e t e n c i ó n  de l o s  a c e t a t o s  r e l a t i v o s  a l  a zú c a r  p a t r ó n ,  a s í  
como l a s  p r o p o r c i o n e s  m o la r e s  de cada  componente en l a  mez c l a .

b) A n á l i s i s  por  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a - e s p e c t r o m e t r í a  de masas

Pa ra  c o n f i r m a r  l a  i d e n t i d a d  de l o s  a c e t a t o s  p a r c i a l 
mente m e t i l a d o s  se  r e a l i z ó  un a n á l i s i s  de  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o 
s a - e s p e c t r o m e t r í a  de masas combinada.  En l a  F i g . V I . 5 3  s e  mué 
t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o .

I n t e r p r e  t a c i ó n  de l o s  e s p e c t r o s  de masas ( B j ó r n d a l ,  196 7) .

De l o s  e s p e c t r o s  de masas de e s t o s  d e r i v a d o s  se 
i d e n t i f i c a r o n  s e i s  compuestos  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l o s  p i c o s  
que s e  i n d i c a n  en e l  c romatograma de l a  F i g . V I . 5 3 .

El  p i c o  1 d e l  c romatog rama ,  cuyo e s p e c t r o  de masas 
se  m u e s t r a  en l a  F i g . V I . 5 4 ,  d io  como f r agm en tos  mas prominen 
t e s  l o s  i o n e s  con m/e 43,  45,  71,  87,  101,  117,  129 y 161 
( F i g . V I . 5 5 ) ,  l o  que ,  j u n t o  con e l  a n á l i s i s  por  c r o m a t o g r a f í a  
ga se o s a  nos p e r m i t i ó  i d e n t i f i c a r l o  como e l  compuesto 1 , 4 - d i -  
0 - a c e t i l - 2 , 3 , 5  - t r i - 0 - m e t i l - L - a r a b i n i t o l .

El  p i c o  2,  cuyo e s p e c t r o  de masas s e  m u e s t r a  en l a  
F i g . V I . 5 6 ,  d io  como f r agm en tos  p r i n c i p a l e s  l o s  i o n e s  con m/e 
43,  101, 117 y 161 ( F i g . V I . 2 3 ) ,  l o  que,  j u n t o  con e l  a n á l i s i s  
p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  nos p e r m i t i ó  i d e n t i f i c a r l o  como e l  
compuesto 1 ,-5- d i - 0 - ace t i l - 2, 3 , 4 - t r i - O - m e t i l - D - x i l i t o l .



c o
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F i g . VJ . 5 2 .  C no mato g na ( î a ga*ao*a da lo* a c e t a to *  da a l d i t o t a *  da lo* azacana*  
m a t i l a d o * ob tañ ido*  da l  h idno  t i z a d o  da l a  i n a c c i ó n  B - l l  m a t i l a d a  
an una columna E C N S S - h  a / 7 5 o . Pico*:  1 )  2 , 3 ,  5 - M e  Ana; 2) 2 , 3 , 4 -  
Ma^-Xi j  3) impune za*; 4) 2 , 3 ,  4, 6 - Ma^-Gat;  5)  2 , 3-MCp-Xi ;  6) impu-  k>
naza* ; 7)  2 , 3, 6 - Me ¿-Glu ij S) 2, 3-Ma2~Glu.
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TABLA VI . 7.7

EteAe-ó mQ.ZZZZc.0 6  do.Z hZdKoZZzado do.Z poZZA acásiZdo B - I I  me- 
ZZZado

0,51 1,06
0 ,67 0 , 8 6

1 , 2 0 1 , 0 0

1,43 0,96
2 ,35 1 , 87
4,99 1, 78

Azúca res  t ^  %MolarC

2 , 3 , 5 -Me^-Araa
2 , 3 , 4 - M e 3-Xi
2 . 3 . 4 . 6 -Me4 -Gal
2 . 3-Me 2~Xi
2 . 3 . 6 -Me ^ - Glu
2 . 3 -Me2 -Glu

a 2 , 3 , 5 -Me3 - A r a = 1 , 4 - d i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 5 - t r i - 0 - m e t i l - L - a r a b i -  
n i t o l ,  e t c .

Tiempos de r e t e n c i ó n  de l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l 
mente m e t i l a d o s  r e l a t i v o s  a l  1 , 5 - d i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 4 , 6 - t e -  
t r a - O - m e t i l - D - g l u c i t o l  ( t ^  6 ,22  min) en una columna ECNSS-M 
a 175 °C.

c Razón m o la r  c a l c u l a d a  a p l i c a n d o  l os  f a c t o r e s  de r e s p u e s t a  
según l a  t e o r í a  e . c . r .  (Swee t ,  1974) .



Flg.  1/1.5 3. C h.o m ato g f iadla gase.osa de lo.ó a c e t a t o s  de a l d l t o l e s  de. l o s  a z ó c a o s  me, t i  l a 
dos o b t en i dos  d e l  h l d u o l l z a d o  de. l a  f a c c i ó n  8 - I I  m o t i l a d a  en ana  columna  
ECNSS-M a 175°.  P¿co¿ : /) 2, 3, 5-Me3~ A*.; 2) 2, 3, 4-Me3-X¿; 3) 2, 3, 4, 6 -Me4~Ga£;
4) 2 ,3 -Mez -X¿; 5) 2, 3, 6 -He. 3-G l u  ij 6) 2, 3-Me.2~Glu.

OJ•"4



B a se  Peak -  1 1 7 . 0 5  B a se  Peak Abundance - 127 T o t a l  A bundance -  773

50 100 150 200

Lower Abundance C u t o f f  L e v e l  * 1.07.
MASS ABUNDANCE ( X) MASS

2 7 . 0 5 1 .8 8 7 . 0 5
2 8 . 9 5 4 . 7 8 8 . 0 5
°-0 .95 1 . 6 0 9 . 0 5
41 . 05 3 . 1 9 9 . 0 5
4 2 . 0 5 1 . 6 1 00 . 05
4 3 . 0 5 3 7 . 8 101 . 05
4 3 . 9 5 1 . 6  • 1 02 . 0 5
4 5 . 0 5 1 1 . 8 103 . 05
5 5 . 0 5 3 . 1 1 1 3 . 0 5
5 5 . 9 5 1 . 6 1 17 . 05
5 8 . 0 5 2 . 4 1 18 . 0 5
5 9 . 0 5 3. 1 119 . 05
71 . 05 1 1 . 0 1 2 7 . 1 5
7 2 . 0 5 2 . 4 129 . 05
7 2 . 9 5 4 . 7 1 3 0 . 1 5
7 4 . 0 5 5 . 5 1 31 . 05
7 4 . 9 5 3 . 9 1 4 4 . 3 5
8 5 . 0 5 4 . 7 1 45 . 05

250 300 350 400

ABUNDANCE ( X) MASS ABUNDANCE (X
2 0 . 5 1 5 8 . 0 5 6 . 3

4 . 7 158.95, 7 . 9
3 . 1 1G1 . 15 5 0 . 7
3 . 1 1 6 2 . 0 5 6 . 3
3 . 9 1 8 8 . 0 5 4 . 7

3 3 . 9 1 89 . 05 7 . 9
1 0 . 2 2 0 1 . 9 5 1 3 . 4

3 . 9 2 0 2 . 9 5 9 . 4
4 . 7 2 0 4 . 0 5 1 0 . 2

100 . 0 2 1 5 . 9 5 1 5 . 0
7 . 9 2 1 8 . 0 5 7.1
4 . 7 2 2 9 . 0 5 9 . 4
4 . 7 2 3 0 . 0 5 3 . 9

8 6 . 6 2 5 7 . 0 5 1 . 6
8 . 7 2 7 3 . 0 5 1 .6
7.1 2 8 5 . 1 5 3 . 1
3 . 9 3 9 8 . 3 0 3 . 1

17 . 3

FZg . 1/1.54. Eápec-t' io d<¿ m<uaA d<¿¿ 1, 4 - d l - 0 - a c n t Z Í -  2 , 3, 5 - t f t í - O - m d t Z l -  
L- asiabZnZto Z.
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CH7 OAc
i ¿

CFUO-C-H 3 I
H-C-OCH,

I 3 “
H-C-OAcl

ch2och3

CH.9 OAc 
I 2

-*• H-C=OCHx 
+ 3

m/e 117

c h 2 = o c h 3

m/e 45

+
CH=OCH

CH,0-C-H3 i
CH2OAc 

m/e 161

El  f r agme n to  p r i m a r i o  m/e 117 se o b t i e n e  cuando 
e l  C-1 e s t á  a c e t i l a d o  y e l  C-2 m e t o x i l a d o .  El  f r agme n to  
p r i m a r i o  mas pequeño ,  m/e 45,  l o  dan l o s  compuestos  que 
t i e n e n  un grupo  m e t o x i l o  p r i m a r i o .

La e l i m i n a c i ó n  de ác id o  a c é t i c o  d e l  f r agmen to  p r i 
mar io  A, m/e 161, a s í  como l a  e l i m i n a c i ó n  de me tan o l  en B 
e s t á  f a c i l i t a d a  p o r  l a  a c i d e z  d e l  átomo de h i d r ó g e n o  e l i m i 
nado.

+ +
H - C - O C H ,  ti n _ n / - . n

pu n  i  u  CH- COOH I 3 H 7 C 0
L 3° iL_$¡    * C - O C H ,  -------   * m/ e 71

h2 V A  ( ' 60) CH7 ( - 3°)
0 CH3

A, m/e 161 m/e 101

H - C = 0 C H ,  I 3
H r C - O A c
A l

CH3Or CH2

B, m/e 161

ch3oh

( -32)

H- C=0CH

i r
CH

•o c=o
2 Tí5" ®  2
m/e 129

ch2=c=o

( -42)

H-C=0CH 
I
C=0
Ch 3

m/e 8 7

F'tg. VI. 55. Tsiagme.n£ac¿ón d a t  2* 3, 5 - L-a/ i ab. ¿n¿£oZ.



B a se  Peak = t 1 7 . 0 5  B a se  Peak Abundance 113 T o ta l  A bundance 6 6 3

,! $ L_J .--iL-Í!,-! L-Ji.—-I— —1«—.—
50 100 150 200 250 300 350

, - , - A

400

MASS ABUNDANCE <Z) MASS ABUNDANCE (Z> MASS ABUNDANCE
2 7 . 0 5 2 . 7 1 0 1 . 0 5 7 8 . 8 1 7 7 . 0 5 7.1
2 9 . 0 5 3 . 5 102 . 05 5 . 3 1 8 8 . 0 5 8 . 8
41 . 05 2 . 7 1 15 . 0 5 13 . 3 1 8 9 . 0 5 8 . 8
41 . 95 1 .8 1 17 . 05 100 . 0 2 0 2 . 0 5 17 . 7
4 3 . 0 5 4 0 . 7 1 18 . 0 5 8 . 0 2 0 3 . 0 5 12 . 4
4 3 . 9 5 1 .8 129 . 05 4 . 4 2 0 4 . 0 5 1 1 . 5
4 5 . 0 5 7.1 1 3 0 . 1 5 6 . 2 2 1 6 . 0 5 1 6 . 8
5 5 . 9 5 1 .8 131 . 1 5 15 . 9 2 1 8 . 0 5 8 . 0
5 8 . 0 5 3 . 5 1 44 . 35 6 . 2 2 2 9 . 0 5 1 0 . 6
5 9 . 0 5 2 . 7 145 . 05 8 . 0 2 3 0 . 0 5 2 . 7
71 . 05 5 . 3 1 4 6 . 9 5 6 . 2 2 3 1 . 0 5 2 . 7
7 3 . 0 5 6 . 2 15 8 . 1 5 11 . 5 2 5 7 . 0 5 1 .8
8 7 . 0 5 9 . 7 1 5 8 . 9 5 7.1 ' 2 7 3 . 0 5 1 .8
8 8 . 0 5 7.1 1 61 . 15 6 2 . 8 2 8 5 . 1 5 3 . 5
8 9 . 0 5 6 . 2 1 6 2 . 0 5 7.1 3 9 8 . 3 0 3 . 5
9 9 . 0 5 2 . 7 175 . 15 12 . 4 3 9 9 . 3 0 1 .8

. l / I .. 5 6 .  E&pactno cíe ma¿a¿ d<¿¿ 1, 5 - d ¿ - 0 - OLC.atli-2 , 3 , 4- t t vL-O-
vr\<it¿l-V - x - í ¿ ¿ t o l .
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B a se  Peak -  2 0 5 . 1 5  B a se  Peak Abundance * 108 T o t a l  A bundance = 1021

50 100 150 200 250 300 350 400
Lower Abundance C u t o f f  LeveJ ■ 1 .0X

MASS ABUNDANCE <Z) MASS ABUNDANCE CZ)  MASS ABUNDANCE
2 7 . 0 5 1 . 9 1 10 . 9 5 4 . 6 1 8 9 . 0 5 1 4 . 8
2 8 . 0 5 5 . 6 1 13 . 15 8 . 3 1 9 1 . 1 5 9 . 3
2 9 . 0 5 2 . 8 1 17 . 05 5 0 . 9 2 0 2 . 0 5 19 . 4
41 . 05 2 . 8 129 . 05 5 5 . 6 2 0 3 . 0 5 1 4 . 8
4 3 . 0 5 36 . 1 1 30 . 2 5 8 . 3 2 0 4 . 0 5 1 5 . 7
4 5 . 0 5 11.1 • 1 3 1 . 0 5 12 . 0 2 0 5 . 1 5 1 00 . 0
5 5 . 0 5 3 . 7 1 4 2 . 0 5 9 . 3 2 0 6 . 1 5 1 3 . 0
5 5 . 9 5 1 . 9 1 43 . 25 6 . 5 2 1 6 . 0 5 1 8 . 5
5 8 . 0 5 1 .9 1 45 . 1 5 9 0 . 7 2 1 8 . 0 5 11.1
5 8 . 9 5 2 . 8 1 46 . 15 8 . 3 2 2 9 . 0 5 2 8 . 7
71 . 05 10 . 2 1 46 . 95 8 . 3 2 3 0 . 0 5 8 . 3
7 3 . 0 5 5 . 6 1 53 . 15 8 . 3 2 3 1 . 0 5 3 . 7
7 3 . 9 5 3 . 7 1 58 . 0 5 2 0 . 4 2 4 8 . 0 5 1 . 9
7 5 . 0 5 4 . 6 1 58 . 95 10 . 2 2 5 7 . 0 5 4 . 6
8 5 . 0 5 5 . 6 161 . 05 6 7 . 6 2 6 0 . 0 5 2 . 8
8 7 . 0 5 13 . 0 1 62 . 05 8 . 3 2 6 1 . 0 5 1 . 9
88 <05 6 . 5 1 63 . 0 5 7 . 4 2 6 2 . 0 5 1 .9
8 9 . 0 5 3 . 7 164 . 05 6 . 5 2 7 3 . 0 5 2 . 8
9 9 . 0 5 1 3 . 9 1 72 . 0 5 8 . 3 2 8 5 . 1 5 7 . 4

1 00 . 0 5 6 . 5 173 . 05 8 . 3 2 8 6 . 1 5 1 .9
1 0 1 . 0 5 4 2 . 6 1 8 4 . 0 5 13 . 0 3 9 8 . 3 0 9 . 3
1 02 . 0 5 6 . 5 1 8 7 . 9 5 24 . 1 3 9 9 . 3 0 2 . 8
1 03 . 0 5 4 . 6

¿0.1/1. 5 7. E6pzc£sio dz d z l 1, 5 - d l - 0 - a z z t l l - 2, 3 , 4 , 6 -£z£>ia-
m z £ £ l - V - g a l a c £ £ £ o l .



B a se  Peak * 1 2 9 . 0 5  B a se  Peak Abundance 99  T o t a l  Abundance 512

.  i  i i i  i t l .1 -- r-— — -A

50 100 150 200 250 300 350 400

Lower Abundance C u t o f f  Leve l

NON

MASS ABUNDANCE <’/.> MASS ABUNDANCE (7.) MASS ABUNDANCE
2 7 . 0 5 1 . 0 1 02 . 95 6 . 1 2 3 2 . 0 5 3 . 0
2 9 . 0 5 3 . 0 1 13 . 05 5 . 1 2 5 7 . 0 5 1 . 0
4 0 . 9 5 4 . 0 1 17 . 05 9 3 . 9 2 5 8 . 0 5 1 .0
4 2 . 0 5 3 . 0 1 18 . 05 9 . 1 2 6 0 . 0 5 1 . 0
4 3 . 0 5 4 6 . 5 1 29 . 05 1 00 . 0 2 6 3 . 0 5 1 . 0
4 3 . 9 5 1 . 0 1 30 . 15 9 . 1 2 7 3 . 0 5 1 .0
4 5 . 0 5 3 . 0 15 8 . 9 5 1 . 0 2 7 5 . 0 5 1 .0
5 8 . 0 5 2 . 0 1 61 . 05 10.1 2 7 6 . 0 5 1 .0
5 9 . 0 5 3 . 0 1 87 . 95 1 .0 2 8 5 . 1 5 2 . 0
71 . 05 7.1 . 189 . 15 8 2 . 8 2 8 6 . 1 5 1 .0
7 2 . 9 5 6.1 1 9 0 . 0 5 1 5 . 2 2 8 8 . 0 5 1 . 0
7 4 . 0 5 6 . 1 2 0 3 . 9 5 4 . 0 3 1 4 . 0 5 1 .0
8 7 . 0 5 31 .3 2 1 6 . 0 5 1 .0 3 1 6 . 1 5 1 .0
8 8 . 0 5 6 . 1 2 1 8 . 0 5 1 .0 3 9 8 . 3 0 4 . 0
9 9 . 0 5 6 . 1 2 2 9 . 0 5 3 . 0 3 9 9 . 3 0 1 . 0

101 . 05 2 2 . 2 2 3 0 . 0 5 2 . 0

P l g . V l . 5 S .  E tp z c t n o  de mci6a& d i l  1, 4 , 5 - t u l - 0 - a c z t i l -  1> 3 - d l -0 -m e . t l l -  
V - x l l l t o l .
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B a se  Peak -  1 1 7 . 0 5  B a se  Peak Abundance - 34 T o t a l  Abundance 226

.i  IU I. I I, II i  I . . 1 1 ....................— , — »— — — • — . - T - » - • i — »— *— r - » — •— — < - 4 — »a -i — . — i — • —

50 100 150 200 250 300 350 400

Louer  Abundance C u t o f f  L e v e l  *  1.0*/
MASS ABUNDANCE (X ) MASS ABUNDANCE (X ) MASS ABUNDANCE <*/.)

2 7 . 0 5 2 . 9 8 5 . 0 5 2 . 9 1 4 5 . 0 5 14 . 7
2 8 . 0 5 5 . 9 8 7 . 0 5 2 3 . 5 1 7 3 . 1 5 17 . 6
2 9 . 0 5 2 . 9 8 8 . 0 5 2 . 9 2 0 3 . 0 5 2 . 9
31 .05 5 . 9 9 8 . 0 5 5 . 9 2 2 9 . 0 5 2 . 9
41 . 05 2 . 9 9 9 . 0 5 41 . 2 2 3 3 . 1 5 7 0 . 6
4 3 . 0 5 5 0 . 0 1 00 . 05 8 . 8 2 3 4 . 1 5 8 . 8
4 5 . 0 5 14 . 7 1 01 . 0 5 2 9 . 4 2 3 5 . 1 5 8 . 8
5 5 . 0 5 2 . 9 1 11 . 0 5 5 . 9 2 4 9 . 0 5 5 . 9
5 5 . 9 5 2 . 9 1 13 . 0 5 6 4 . 7 2 5 0 . 0 5 5 . 9
5 7 . 0 5 5 . 9 1 14 . 05 2 . 9 2 5 8 . 0 5 2 . 9
5 8 . 0 5 2 . 9 1 15 . 0 5 2 . 9 2 6 0 . 0 5 2 . 9
5 9 . 0 5 2 . 9 1 17 . 05 1 00 . 0 2 7 3 . 0 5 2 . 9
6 8 . 9 5 8 . 8 1 1 8 . 0 5 5 . 9 2 7 7 . 1 5 2 . 9
71 . 05 8 . 8 1 29 . 05 11 . 8 2 8 5 . 1 5 2 . 9
7 3 . 0 5 2 . 9 1 3 1 . 0 5 2 0 . 6 2 8 9 . 1 5 2 . 9
7 4 . 0 5 2 . 9 1 42 . 15 8 . 8 3 9 8 . 3 0 8 . 8
7 4 . 9 5 8 . 8 1 4 3 . 0 5 8 . 8 3 9 9 . 3 0 5 . 9
8 0 . 9 5 1 1 . 8

F ¿ g . 1/1.59. E¿pe.c£Ao¿ d<¿ ma¿a¿ d<¿£ 1, 4,  5 - 0  - ace.£¿¿- 1 , 3, b-tKJL-Q-  

me .£¿l -V -g luc¿£ol .
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El p i c o  3, cuyo e s p e c t r o  de masas s e  m u e s t r a  en l a  
F i g . V I . 5 7 ,  d io  como f r agmen tos  mas p ro m in e n t e s  l os  i o n e s  con 
m/e 43, 45, 71, 87, 101, 117, 129, 145, 161 y 205 ( F i g . I I I . 2 6 ) ,  
l o  que,  j u n t o  con e l  a n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  nos 
p e r m i t i ó  i d e n t i f i c a r l o  como e l  compuesto  1 , 5 - d i - 0 - a c e t i l -  ,
2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - O - m e t i l - D - g a l a c t i t o l .

El  p i c o  4, cuyo e s p e c t r o  de masas se  m u e s t r a  en l a  
F i g . V I . 58,  d i o  como f r agm en tos  mas i m p o r t a n t e s  l o s  i ones  con 
m/e 43, 87, 101 , 1 1 7 , 129 y 189 ( F i g . 111 .28) , lo  que ,  j u n t o  
con e l  a n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  nos  p e r m i t i ó  i d e n 
t i f i c a r l o  como e l  compuesto 1 , 4 , 5 - t r i - 0 - ace t i l - 2 , 3 - d i - 0 - m e t i l -  
D - x i l i  t o l .

El  p i c o  5,  cuyo e s p e c t r o  de masas s e  m u e s t r a  en l a  
F i g . V I . 59,  d i o  como f r agmen tos  mas i m p o r t a n t e s  l o s  i o n es  con 
m/e 43,  45,  87,  99,  101, 113, 117 y 233 ( F i g . I I I . 3 0 ) ,  l o  que,  
j u n t o  con e l  a n á l i s i s  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  se i d e n t i f i c ó  
como e l  compuesto  1 , 4 , 5 - t r i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 6 - t r i - O - m e t i l - D - g l u -  
c i t o l .

El  p i c o  6 d e l  c romatograma se  i d e n t i f i c ó  po r  c roma
t o g r a f í a  g a se o s a  como e l  compuesto  1 , 4 , 5 ,6  - t e t r a - 0 - a c e t i l -
2 , 3 - d i - O - m e t i l - D - g l u c i t o l .

La p r e s e n c i a  d e l  1 , 4 , 5 - t r i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 6 - t r i - 0 -  
m e t i l - D - g l u c i t o l  i n d i c a  que l a s  u n i d ad e s  de g l u c o s a  e s t á n  
un i d a s  po r  e n l a c e s  ( 1 - * 4 ) .  La p r e s e n c i a  d e l  compuesto 1 , 4 , 5 , 6 -  
t e t r a - O - a c e t i  1 - 2 , 3 - d i - O - m e t i l - D - g l u c i t o l  i n d i c a  que a lg unas  
u n id ad e s  de g l u c o s a  l l e v a n  r a m i f i c a c i o n e s  u n i d a s  a t r a v é s  de l  
C-6 .

La p r e s e n c i a  de l  1 , 4 , 5 - t r i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 - d i - 0 - m e t i 1- 
D - x i l i t o l  i n d i c a  que l a s  u n i d a d e s  de x i l o s a  e s t á n  u n i d a s  po r  
e n l a c e s  ( 1—*4) .  La p r e s e n c i a  d e l  compuesto 1 , 5 - d i - 0 - a c e t i l -
2 , 3 , 4 - t r i - 0 - m e t i 1 - D - x i l i t o l  i n d i c a  que l a  x i l o s a  s e  e n c u e n t r a  
formando r a m i f i c a c i o n e s  l a t e r a l e s  en forma de x i l o p i r a n o s a .

La p r e s e n c i a  d e l  compuesto 1 , 4 - d i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 5 -  
t r i - O - m e t i l - L - a r a b i n i t o l  i n d i c a  que l a  a r a b i n o s a  s e  e n c u e n t r a  
en forma de a r a b i n o f u r a n o s a  formando r a m i f i c a c i o n e s  l a t e r a l e s .
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La p r e s e n c i a  d e l  compuesto  1 , 5 - d i - 0 - a c e t i  1 -2 , 3 , 4 , 6 -  
t e t r a - 0 - m e t i  1 - D - g a l a c t i . t o l  i n d i c a  que l a  g a l a c t o s a  t ambién  
s e  e n c u e n t r a  formando r a m i f i c a c i o n e s  l a t e r a l e s .

A l a  c o n c l u s i ó n  que se  l l e g a  es que e l  p o l i s a c á r i -  
do e s t a  formado p o r  una  cadena  p r i n c i p a l  c o n s t i t u i d a  p o r  u n i 
dades  de g l u c o p i r a n o s a  y de x i l o p i r a n o s a ,  en una p r o p o r c i ó n  
m o la r  ( 2 : 1 ) ,  u n i d a s  e n t r e  s í  po r  e n l a c e s  (;1—*4) .  La a r a b i n o -  
s a ,  x i l o s a  y g a l a c t o s a  en forma de a r a b i n o f u r a n o s a , x i l o p i -  
r a n o s a  y g a l a c t o p i r a n o s a  r e s p e c t i v a m e n t e  forman r a m i f i c a c i o 
ne s  de a lgunas  un i d ad e s  de g l u c o p i r a n o s a  u n i d a s  p o r  e n l a c e s  
( 1- 6 ).
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l
V I I . E S T U D I O  DE UNA X I  LANA P ATRON

Se p r o c e d i ó  a l  e s t u d i o  de una x i l a n a  p a t r ó n  fo rm a
da po r  u n i d a d e s  de D - x i l o s a  con un i o n es  C o n t i en e  r a
m a f i c a c i o n e s  de a c id o  D-g lucu rómico  u n id o  a l  C-2 de l a  x i l o 
s a ,  es  d e c i r ,  con un i o n es  a ( 1 —>2).

Se r e a l i z ó  l a  m e t i l a c i ó n  de l a  x i l a n a ,  p o s t e r i o r  
h i d r ó l i s i s  a c i d a  y fo rmac ión  de l os  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a 
t o s  de a l d i t o l e s  de l os  monos a c á r i d o s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s .

De e s t a  forma,  se pudo r e a l i z a r ,  en l o s  c a sos  apro  
p i a d o s ,  un a n á l i s i s  co m p a r a t i v o  con l o s  p o l i s  a c á r i d o s  s i m i l a 
r e s  p o r  d a t o s  e s p e c t r o s c ó p i e o s  y de l  h i d r o l i z a d o  po r  d a to s  
c r o m a t o g r á f i c o s .

VI 1.1 . Da to s  e s p e c t r o s c ó p i e o s  

I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

Su e s p e c t r o  de IR (Fig.VIIJ.) p r e s e n t ó  l a s  s i g u i e n 
t e s  bandas  c a r a c t e r í s t i c a s :  e n t r e  3 . 600  y 3 .200  cm banda  
ancha de t e n s i ó n  de 0-H a s o c i a d o  i n t e  rmo l e c u l a r m e n t e ; banda

W AY? t IUMT t H (CM 1 1000V /AVL»H|f.\m 0 (í M ') 1400noc'o i i oo

E l g . V I I . 1 .  Eúpzc t s io  de IR de l a  x i l a n a .
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a 2900 cm  ̂ de t e n s i ó n  de C-H a l i f á t i c o ;  banda  a 1630 de t en  
s i ó n  de C=0; banda  1050 cm  ̂ de t e n s i ó n  C-0 de a l c o h o l .

VI 1 .2 .  M e t i l a c i ó n  de l a  x i l a n a

La m e t i l a c i ó n  se l l e v ó  a cabo u t i l i z a n d o  l o s  r e a c 
t i v o s  de Hakomori .  Se formó l a  base  me t i  l s u l f i n i  l c a r b a n i ó n  
con h i d r u r o  de s o d i o  y d i m e t i l s u l f ó x i d o  y se l e  h i z o  r e a c c i o  
n a r  con e l  p o l i s a c á r i d o , p r e v i a m e n t e  d i s u e l t o  en d i m e t i l s u l -  
f ó x i d o .  F in a lm e n t e  se le  a d i c i o n ó ,  t r a s  v a r i a s  h o r a s  de r e a c  
c i ó n ,  e l  i o d u r o  de m e t i l o .  Todo e l  p r o c e s o  se r e a l i z ó  b a j o  
a t m ó s f e r a  de argón y con a g i t a c i ó n .

El  p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o  se  r e c u p e r ó  p o r  e x t r a c c i ó n
con c lo r o f o r m o ,  se s e có  en e s t u f a  de v a c í o  y se  p u r i f i c ó  po r
p r e c i p i t a c i ó n  en benceno con é t e r  de p e t r ó l e o .  Se r e c u p e r ó
como un s ó l i d o  b l a n c o ,  c u y o  espectro de IR no p r e s e n t ó  banda  de
a b s o r c i ó n  de 0-H (3600-3200  cm lo que i n d i c ó  que l a  r e a c -

-  1c ion  fue  co mple t a .  S in  embargo a p a r e c i ó  una  banda  a 1 735 cm 
de c a r b o n i l o  de é s t e r  deb ido  a l a  p r e s e n c i a  de á c i d o s  u r ó n i -  
cos e s t e r i f i c a d o s . E s t o  se  c o n f i r m a  en e l  e s p e c t r o  de RMN que 
a p a r ec e n  s e ñ a l e s  a 5 , 356 de b id a s  a l o s  p r o t o n e s  anomér icos  de 
un i o n es  g l i c o s í d i c a s  a y l a  s e ñ a l  a 3, 356 a s i g n a b l e  a l  grupo 
m e t o x i l o  en C-6.

V I1 . 2 . 1 .  Datos e s p e c t r o s c ó p i c o s

a) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de IR

Su e s p e c t r o  de IR ( F i g . V I I . 2) p r e s e n t ó  l a s  s i g u i e n -
_ -j

t e s  bandas  c a r a c t e r í s t i c a s :  bandas  a 2930 y 2 830 cm de t e n 
s i ó n  de C-H a l i f á t i c o ;  banda  a 1 740 cm  ̂ de t e n s i ó n  de C=0

/  "1 de é s t e r  m e t í l i c o ;  banda  a 1460 cm de de fo rmac ión  po r  f l e -
_ -|

x i ó n  a s i m é t r i c a  de l o s  grupos  - C ^ -  y CH^- ; banda  a 1380 cm
de de fo rmac ión  por  f l e x i ó n  s i m é t r i c a  de l o s  g rupos  CHX- ; ban-

-1das a 1160, 1070 y 1000 cm de t e n s i ó n  de C-0 de é t e r  y de 
é s t e r ,  b anda  a 970 cm  ̂ d e b i d a  a é t e r e s  c í c l i c o s .
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b) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de RMN

Su e s p e c t r o  de RMN ( F i g . V I I . 3 ) (CDClj) p r e s e n t ó  l a s  
s e ñ a l e s  s i g u i e n t e s :  a 5 ,356  s e ñ a l  poco r e s u e l t a  c o r r e s p o n d i e n  
t e  a l o s  p r o t o n e s  anomér i cos  de u n i o n e s  g l i c o s í d i c a s  a ;  a 4 ,36  
d u p l e t e ,  poco r e s u e l t o ,  d e b id o  a l o s  p r o t o n e s  anomér i cos  de 
u n i o n es  g l i c o s í d i c a s  8; s e ñ a l e s  e n t r e  3,2 y 36 a s i g n a b l e s  a 
l os  -CHq- 0R;y l a s  s e ñ a l e s  e n t r e  3 ,9  y 3 ,76  muy poco  r e s u e l t a s ,  
c o r r e s p o n d i e n t e s  a l o s  -CI1 -0R; a 3 ,58  , 3 ,5  y 3, 356 s i n g l e t e s  
a s i g n a b l e s  a l o s  grupos  m e t o x i l o  en l o s  C-3,  C-2 y C-6 r e s p e c 
t i v a m en t e  .

1 3c) I n t e r p r e t a c i ó n  d e l  e s p e c t r o  de RMN- C

Su e s p e c t r o  de RMN-^C ( F i g . V I I .  4 y V I I . 5) p r e s e n t ó  
l a s  s e ñ a l e s  cuyos d e s p l a z a m i e n t o s  y m u l t i p l i c i d a d  se i n d i c a n  
en l a  t a b l a  V I I . 1 .

TABLA V I I .1

1 3Ve.¿ p í a zamle.nlo¿ químico* de RMN- C de l a  x i l a n a  patsión m o t i 
l a d a  {VCClj )

De sp l az am i en t o s  q u í m i c o s ,  ppma 
Compuesto _______________________________________________________ ____

C1 C2 C3 C4. C5 0CH3
Xi l an a^

102 , 64 (d )  7 6, 39 (d) 8 3 ,2 7 (d) 84 ,20 (d )  6 3 , 2 8 ( t )  6 0 , 6 3 ( q )

a
Los d e s p l a z a m i e n t o s  son r e l a t i v o s  a l  p a t r ó n  i n t e r n o .

b "| tDatos c o r r e s p o n d i e n t e s  a l  e s p e c t r o  de RMN- C r e a l i z a d o  según
^H-des a c o p l a d o .

La s e ñ a l  c o r r e s p o n d i e n t e  a l  c a rbono  anomér i co  (102 ,64  
ppm) , i n d i c a  que é s t e  t i e n e  una  c o n f i g u r a c i ó n  6 en e l  p o l i s a c á -  
r i d o  formado po r  u n i d a d e s  de D - x i l o s a .  No ap a rec e n  l a s  s e ñ a l e s  
c o r r e s p o n d i e n t e s  a l  á c i d o  g l u c u r ó n i c o  deb ido  a que é s t e  se  e n 
c u e n t r a  en una p r o p o r c i ó n  b a j a .



Fig.  1/7 7. 2. E¿pect^io de IR de l a  x i l a n a  m u t i l a d a .

Fig.  1/7 J.  3. E¿pectKo de RMN de l a  x i l a n a  m e t l l a d a .
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VI1. 2 . 2  . H i d r ó l i s i s  ac ida

La x i l a n a  m e t i l a d a  se h i d r o l i z ó  con ac id o  s u l f ú r i 
co d e l  12% en dos e t a p a s .  Pr imero  se  d i s o l v i ó  e l  p o l i s a c á r i -  
do a 30°C, y l uego  se  h i d r o l i z ó  con á c i d o  s u l f ú r i c o  más d i 
l u i d o ,  1N, c a l e n t a n d o  a 100°C d u r a n t e  4 h o r a s .

Los monos a c á r i d o s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  o b t e n i d o s  
se t r a n s f o r m a r o n  en l o s  d e r i v a d o s  v o l á t i l e s ,  a c e t a t o s  de a l -  
d i t o l e s ,  p o r  r e d u c c i ó n  con b o r o h i d r u r o  de s o d i o  y a c e t i l a -  
c i ó n  con a n h í d r i d o  a c é t i c o - p i r i d i n a .

V I1 . 2 . 2. 1 . I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  monos a c á r i d o s  p a r c i a l m e n t e  
me t i  l ados

Los a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  
p r o c e d e n t e s  de l a  x i l a n a  s e  i d e n t i f i c a r o n  p o r  c r o m a t o g r a f í a  
g a s e o s a  u t i l i z a n d o  e l  1 , 5 - d i -0 - ace t i l - 2 , 3 , 4 , 6  - t e t r a - O - m e t i  1- 
D - g l u c i t o l  como a z ú c a r  p a t r ó n  de r e f e r e n c i a  (Churms,  1982) .
En l a  F i g . V I I . 6 se  m u e s t r a  e l  c romatograma o b t e n i d o  y en l a  
t a b l a  V I I . 2 se  dan l o s  t iempos  de r e t e n c i ó n  r e l a t i v o s  a l  azu 
c a r  p a t r ó n  a s í  como lo s  p o r c e n t a j e s  r e l a t i v o s  de cada  a z ú c a r  
en l a  m ezc l a .  Se o b s e r v a  que l a  x i l o s a  v i e n e  acompañada p o r  
o t r o s  a z ú c a r e s  que l a  i m p u r i f i c a n .

La p r e s e n c i a  d e l  compuesto  1 , 4 , 5 - t r i - 0 - a c e t i l -
2 , 3 - d i - O - m e t i l - D - x i l i t o l  i n d i c a  que e l  p o l i s a c á r i d o  e s t á  
formado p o r  una  cadena  fund ame n ta l  de un i d ad e s  de x i l o s a  
con e n l a c e s  (1—>4).  El  compuesto 1 , 5 - d i - O - a c e t i l - 2 , 3 , 4 -  
t r i - O - m e t i l - D - x i l i t o l  se e n c o n t r a r á  como r e s t o  t e r m i n a l  no 
r e d u c t o r  d e l  p o l i s a c á r i d o .  La p r e s e n c i a  de l  compuesto  1.,2,4^5- 
t e t r a - 0 - a c e t i  1 - 3 - 0 - m e t i l - D - x i l i t o l  i n d i c a  que c i e r t a s  u n i d a 
des de l a  c adena  de x i l o s a  p o r t a n  r a m i f i c a c i o n e s  e l  h i d r o -  
x i l o  d e l  c a rbono  2.

Luego é s t o  co n f i r m a  que e l  p o l i s a c á r i d o  e s t á  c o n s 
t i t u i d o  por  una cadena  de u n i d ad e s  de D - x i l o p i r a n o s a  con u n i ó -
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F i g .  [/11 . 3 .  Cno mate  g u a c i a  ga.óeo¿a  de l o ¿  a c e t a t o *  de 
a l d l t o l e *  de a z ac a n e *  m e t l l a d o *  o b t e 
n ido*  d e l  k l d n o l l z a d o  de ana x i l a n a  p a t r ó n  

m e t l l a d a  en una co lumna ECSJSS-M a 175° .  

P i c o * :  1) 2 , 3 , 5 - M e 3-A n.a; 2 ) _ 2, 3 - M e^-Xxl; ") 
3) 2, 4, 6-Me3-G£u; 4) 2, 3, ó-Me 3-G£u t/
5) 3-Me-X¿.
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TABLA l/11, 1

£ £ < l > l < ¿ & .  mQ~£Ztt,coA. .dLoJL hZ d/ioZZ zado  d e  ¿ a  xZta.no. pa ts it in  m ^ tZ lada .

Azúcares — ?R ' % Are a % M o l a r 0

2 , 3 , 5 -Me^-Ara 8 0 ,5 0 1, 42
2,3-Me2 -Xi 1,43 65,65 1 0

2 , 4 , 6 -Me^-Glu 1,77 1,26
2 , 3 , 6 -Me^-Glu 2,42 1 , 40
3 - Me - X i 2 , 7 0 20,29 3 ,4

a 2 ,3 ,5 -Me^-Ara=1 ,4  - d i - O - a c e  t i  1 - 2 , 3 , 5 - t r i - O - m e t i l - L - a r a b i n i t o l .

Tiempos de r e t e n c i ó n  de l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n 
t e  m e t i l a d o s  r e l a t i v o s  a l  1 , 5 - d i - 0 - a c e t i  1 - 2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - O -  
m e t i l - D - g l u c i t o  1 ( t R 4 ,04 min) en una  columna ECNSS-M a 175°. '

C /.Razón mo la r  c a l c u l a d a  a p l i c a n d o  l o s  f a c t o r e s  de r e s p u e s t a  s e 
gún l a  t e o r í a  e . c . r .  (Swee t ,  1974).

nes  3 ( 1 —*4).  Algunas  de e s t a s  un id ade s  de x i l o s a  l l e v a n  como 
r a m i f i c a c i ó n  un ac i do  u r ó n i c o ,  en e s t e  caso  como ya sab í amos  
es e l  á c i d o  4 - 0 - m e t i l - D - g l u c u r ó n i c o ,  con e n l a c e s  a ( 1 —>2).
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1 * TECNICAS GENERALES

1 .1 .  Punto  de f u s i ó n

Los p u n t o s  de f u s i ó n  se  d e t e r m i n a r o n  en un m i c r o s 
cop io  de p l a t i n a  c a l e f a c t o r a  t i p o  K op l e r ,  de l a  c a sa  R e i c h e r t ,  
y un a p a r a t o  según e l  D r . T o t t o l i  de l a  c a s a  Büch i .

1 . 2 .  Pode r  r o t a t o r i o

Los p o d e r e s  r o t a t o r i o s  han s i d o  de t e r mi n ad o s  en un 
p o l a r í m e t r o  P e r k i n - E l m e r  modelo 141.

1 .3 .  Téen i c a s  c r o m a t o g r á f i c a s

a) C r o m a t o g r a f í a  so b re  p ap e l

Se han u t i l i z a d o  t i r a s  de p a p e l  Watman n°1 y 3 de 
58 cm de l o n g i t u d .  Las m u es t r a s  s e  c o l o c a r o n  de jando  i n t e r 
v a lo s  de 2 cm e n t r e  cada  mancha y a una  d i s t a n c i a  de 2 cm d e l  
borde  d e l  p a p e l .  Las d i s o l u c i o n e s  de r e f e r e n c i a  s e  p r e p a r a r o n  
con a z ú c a r e s  c o m e r c i a l e s  a una c o n c e n t r a c i ó n  de l  2% p a r a  l o s  
monos a c á r i d o s  y d e l  5% p a r a  l o s  o l i g o s a c á r i d o s .

Se u t i l i z a r o n  l os  s i g u i e n t e s  s o l v e n t e s  de d e s a r r o 
l l o :

A) A c e t a to  de e t i l o - á c i d o  a c é t i c o - á c i d o  f ó r m ic o - a g u a  
( 1 8 : 3 : 1 : 4 )  ( J o n e s ,  1953) .

B) n - B u t a n o l - e t a n o l - a g u a  ( 2 : 1 : 1 )  ( S c h a f f e r ,  1972) .

C) n - B u t a n o l - p i r i d i n a - a g u a  ( J e a n e s ,  1951) .

Como r e v e l a d o r  se u t i l i z ó  l a  d i f e n i l a m i n a  a n i l i n a  y 
á c i d o  f o s f ó r i c o  ( B a i l e y ,  1960; Buchan,  1952) .  Se d i s o l v i e r o n  
4 g de d i f e n i l a m i n a  en 4 mL de a n i l i n a  y 200 mL de a c e t o n a  y 
l uego  se  a ñ a d i e r o n  20 mL de á c i d o  f o s f ó r i c o  ( 8 0 - 8 5 $ ) .

Una vez sumerg ido  e l  c roma tograma ,  se d e jó  s e c a r  y
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s e  c a l e n t ó  a, 60°C d u r a n t e  c u a t r o  minu to s  p a r a  e l  r e v e l a d o  de 
p e n t o s a s  y a 80°C d u r a n t e  5. m inu to s  p a r a  e l  r e v e l a d o  de h e -  
x o s a s .

b) C r o m a t o g r a f í a  en capa  f i n a

P a r a  c r o m a t o g r a f í a  a n a l í t i c a  en capa  f i n a  se  u t i l i 
zaron p l a c a s  de s i l i c a  gelHF254 ( r e ^* 7739 Merck) con un e s 
p e s o r  de 0 , 3  mm. También se  han u t i l i z a d o  c ro m a to p l a c a s  de 
s i l i c a  g e l  S Í F 2 5 4  de 0 ,25 mm de e s p e s o r  de l a  c a s a  S c h a r l a u  
( r e f .  530) F . E .R .O .S .A .

Las p l a c a s  de a c e t a t o  só d i c o  s e  p r e p a r a r o n  de l a  
s i g u i e n t e  forma:  se  s u s p e n d i e r o n  30 g de K i e s e l g u h r  G en 60 
mL de a c e t a t o  só d i c o  0 ,02  M. Una vez  e x t e n d i d a s  l a s  p l a c a s ,  
con un e s p e s o r  aproximado de 0 , 2  mm se de j a n  s e c a r  a t em
p e r a t u r a  am b ie n t e .

También se  han u t i l i z a d o  c r o m a to p l a c a s  de c e l u l o 
s a  F(20x20 ' cm)  de 0,1 mm de e s p e s o r  ( r e f .  5718 Merck) .

P a r a  l a s  c r o m a t o g r a f í a s  p r e p a r a t i v a s  se  u t i l i z ó  
s i l i c a  g e l  ^ 2 5 4 - 3 6 6  ( r e f .  7748 Merck ) ,  con un e s p e s o r  de 
p l a c a  de aproximadamente  0 ,5  mm.

Las p l a c a s  una vez d e s a r r o l l a d a s  se  p u l v e r i z a r o n ,  
según l o s  c a s o s ,  con a lguno  de l o s  s i g u i e n t e s  r e a c t i v o s :

- A n i s a l d e h i d o - á c i d o  ' s u l f ú r i c o  : se  añad ió  1 mL de á c i d o  s u l  
f ú r i c o  c o n c e n t r a d o  a una s o l u c i ó n  de 0 ,5  mL de a n i s  a l d e h i d o  
en 50 mL de á c i d o  a c é t i c o .  Una vez p u l v e r i z a d a s ,  se c a l e n t a 
ron l a s  p l a c a s  a 100-105°C,  h a s t a  que e l  c o l o r  de l a s  manchas 
t e n g a  una i n t e n s i d a d  máxima sob re  un fondo de c o l o r  r o s a .

- Acido s u l f ú r i c o  50%: una vez p u l v e r i z a d a s  l a s  p l a c a s  s e  c a 
l e n t a r o n  a 110°C.

- Verde de b r o m o c r e s o l : se  d i s o l v i e r o n  0 ,04  g de ve rde  de b r o -  
m oc re so l  en 100 mL de e t a n o l  y se a ñ ad ió  h i d r ó x i d o  de s o d i o  
0 , 1M h a s t a  l a  a p a r i c i ó n  d e l  c o l o r  a z u l .
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- N i t r a t o  de p l a t a : se  d i s o l v i e r o n  3 mg de AgNÜ3  en 12
de agua y s e  a ñ a d i e r o n  500 mL de ace ton a»  La c ro m a to p l a c a  
s e c a  s e  sumerge en e s t a  s o l u c i ó n  d u r a n t e  un m in u to  y 75 s e 
gundos ,  y s e  d e j a  a s e c a r  a t e m p e r a t u r a  a m b i en t e .

'  H id ró x i d o  s ó d i c o : se  p r e p a r ó  una  s o l u c i ó n  de 50 mL de NaOH 
10N en 450 mL de e t a n o l .

Se p u l v e r i z a  l a  p l a c a  con e s t a  s o l u c i ó n  h a s t a  que 
s e  v i s u a l i z a n  l a s  manchas que a p a r ec e n  de c o l o r  marrón o s c u 
ro  sob re  fondo marrón c l a r o .

c) C r o m a t o g r a f í a  de columna

Se u t i l i z ó  s i l i c a  g e l  60 de 0 , 0 6 3 - 0 , 2 0 0  mm (ref.7734).

- C r o m a t o g r a f í a  de f i l t r a c i ó n  so b r e  g e l e s  po r o so s

P a r a  e l  e s t u d i o  de l a  homogene idad  de l a  f r a c c i ó n  
B-I  y B - I I  se  u t i l i z ó  una columna de l a  f i r m a  Pha rmac ia  Fine  
Chemica l s  modelo K 16 /70 ,  con un d i á m e t r o  de 1,6 cm y una  a l  
t u r a  de l e ch o  de 46 cm r e l l e n a  de S e p h a c r y l  S -400 .  El S e p h a c r y l  
S-400 (Pha rmac i a  Fine  Chemical )  t i e n e  un tamaño de p a r t í c u l a  
de 40-105 n  y un r ango  de f r a c c i o n a m i e n t o  de 1 0 . 0 0 0 - 2 . 1 0 ^ .

Se u t i l i z ó  una  bomba p e r i s t á l t i c a  modelo P-3  de l a  
c a s a  Pha rmac ia  Fine  Chemica l s .  El  e l u y e n t e  u t i l i z a d o  fue e l
NaCl 0 ,5  M con una  v e l o c i d a d  de f l u j o  de 0 ,5  mL/min.  Las mués
t r a s  se  p r e p a r a r o n  a l  0 ,51 en é l  mismo e l u y e n t e  y se  tomaron 
c a n t i d a d e s  de 0 ,5  mL p a r a  l a  c r o m a t o g r a f í a .  Se r ecogen  f r a c 
c io n e s  de 2 mL con un c o l e c t o r  de f r a c c i o n e s  a u to m á t i c o .

P a ra  l a  p u r i f i c a c i ó n  de p r o d u c t o s  m e t i l a d o s  s e  u t i 
l i z ó  una  columna s i m i l a r  a l a  a n t e r i o r  y r e l l e n a  de Sephadex 
LH-20 (Pha rmac i a  F ine  C h e m i c a l ) . Se u t i l i z ó  como e l u y e n t e  l a  
mezc l a  c l o r o f o r m o - a c e t o n a  2:1 ( A s p i n a l l  1978 B ) . E l  f l u j o  se  
c o n t r o l ó  con una bomba p e r i s t á l t i c a .  La v e l o c i d a d  de f l u j o  
fue de 1,75 mL/min,  l a  am p l i t u d  de bombeo de c e r o ,  y l a  f r e 
c u e n c i a  de bombeo 15. Se r e c o g i e r o n  l a s  f r a c c i o n e s  con un 
c o l e c t o r  de f r a c c i o n e s  au tom á t i co .
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d) C r o m a t o g r a f í a  l í q u i d a  de a l t a  r e s o l u c i ó n .

Se u t i l i z ó  un c r o m a tó g r a f o  i s o c r á t i c o  H e w l e t t -  
Pac ka r d  modelo 1081 B, eq u ip a d o  con un i n y e c t o r  de volumen f i j o  
de 2 0  y un d e t e c t o r  de í n d i c e  de r e f r a c c i ó n .

La m u e s t r a  se  p r e p a r ó  f i l t r á n d o l a  a t r a v é s  de un 
f i l t r o  de j e r i n g a  M i l l i p o r e  de 0 ,45 pm de tamaño de po ro .

Se u t i l i z ó  p a r a  e l  e s t u d i o  de l o s  p r o d u c t o s  de 
h i d r ó l i s i s  p a r c i a l  l a  columna Lich roso rb-NP^  (Merck) de 
250 mm de l o n g i t u d  y 4,6 mm de d i á m e t r o  i n t e r n o  con un t am a 
ño de p a r t í c u l a s  de 5 îm. Como e l u y e n t e  se  u t i l i z ó  a c e t o n i -  
t r i l o - a g u a  (75-25)  a 2 mL po r  m inu to .

e) C r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o

Los c romatogramas  de ga ses  s e  r e a l i z a r o n  en un 
c ro m a t ó g r a f o  P e r k i n  Elmer modelo 3920B y en un H e w l e t t - P a c k a r d  
modelo 5710A, ambos con d e t e c t o r e s  de i o n i z a c i ó n  de l l am a  y 
u t i l i z a n d o  h e l i o  como gas p o r t a d o r .

En a lgunos  casos  s e  u t i l i z ó  e s t e  ú l t i m o  c roma to -  
g r a f o  eq u ip a d o ,  e l  r e g i s t r a d o r , con una e s t a c i ó n  de t r a t a m i e n 
t o  de d a to s  V a r i an  modelo V i s t a  401 y u t i l i z a n d o  n i t r ó g e n o  c o 
mo gas p o r t a d o r .  Se u t i l i z a r o n  l a s  s i g u i e n t e s  columnas :

a) SE-30 a l  3% s o b r e  Chromosorb W-AW, DMCS (2m x 1 /8" )
b) 0 V - 1 a l  5% s o b r e  Chromosorb W-AW, DMCS (2m x 1 /8" )

Las c o n d i c i o n e s  de t e m p e r a t u r a  de co lumna,  i n y e c 
t o r ,  d e t e c t o r  y f l u j o  d e l  gas p o r t a d o r ,  s e  i n d i c a n  en cada  c a 
so  c o n c r e t o .

- P r e p a r a c i ó n  de t r i m e t i l s i l i l é t e r e s

Aproximadamente 5 mg de p r o d u c t o  d i s u e l t o  en 0 ,2  mL 
de p i r i d i n a  s e c a  se  t r a t a r o n  con 6  g o t a s  de h e x a m e t i l d i s i l a z a -  
no y 3 g o t a s  de t r i m e t i l c l o r o s i l a n o . Se a g i t ó  y s e  d e j ó  r e a c 
c i o n a r  d u r a n t e  unos minutos  en un d e s e c a d o r ;  se  c e n t r i f u g ó  e 
i n m e d i a t am en t e  se i n y e c t ó  en e l  c ro m a t ó g r a f o .
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1 . 3 .  1. P r e p a r a c i ó n  de l o s  a ce t a to s ,  de a l  d i  t o l e s

Los a z ú c a r e s  (20 mg) y e l  p a t r ó n  i n t e r n o  i n o s i t o l  
s e  r e d u j e r o n  en agua (5 mL) con b o r o h i d r u r o  s ó d i c o  en e x c e 
so (60 mg) d u r a n t e  3 h o r a s  a t e m p e r a t u r a  amb ien te  (B l ake ,  
1970;  B j ó r n d a l ,  1967;  Sa wardeke r ,  1965) .  El  ex ce so  de b o r o 
h i d r u r o  se  n e u t r a l i z ó  con á c i d o  a c é t i c o  y l a  d i s o l u c i ó n  s e  
d e s i o n i z ó  u t i l i z a n d o  A m b e r l i t a  IR-120(H+) (1 mL de r e s i n a  
p o r  m i ' l i e q u i v a l e n t e  de so d i o )  .

Se c o n c e n t r ó  e l  l í q u i d o  e l u í d o  y e l  á c i do  b ó r i c o  
s e  e l i m i n ó  por  c o d e s t i l a c i ó n  con m e t an o l .  El p r o d u c t o  se  t r a  
t ó  con a n h í d r i d o  a c é t i c o / p i r i d i n a  ( 1 : 1 ) ,  y se d e jó  t o d a  l a  
noche  a t e m p e r a t u r a  am b ien t e .  Se a d i c i o n a r o n  30 mL de d i s o 
l u c i ó n  de á c i d o  c l o r h í d r i d o  a l  5 % en baño de h i e l o ,  y se  
e x t r a j e r o n  l o s  a c e t a t o s  con c lo r o f o r m o .  Se s e c a r o n  so b r e  
s u l f a t o  só d i c o  a n h i d r o .  La s o l u c i ó n  se c o n c e n t r ó  a s equ edad  
en r o t a v a p o r ,  y l o s  a c e t a t o s  se  d i s o l v i e r o n  en c lo r o f o r m o  y 
se  i n y e c t a r o n  en e l  c r o m a t ó g r a f o .

Las c o n d i c i o n e s  c r o m a t o g r á f i c a s  p a r a  l o s  a c e t a t o s  
de a l d i t o l e s  f u e r o n  l a s  s i g u i e n t e s :

Columna: ECNSS-M (3%) sob re  Gas Chromosorb Q (100 -200  mesh,
(2 m x 1 /4" )  .

T em pe ra tu r a  I n y e c t o r :  250°C
M D e t e c t o r :  250°C
" Columna: 190°C

Los a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  de l o s  monos a c á r i d o s  p a r 
c i a l m e n t e  m e t i l a d o s ,  formados según e l  p r o c e d i m i e n t o  d e s c r i 
t o ,  t ambién  se  i d e n t i f i c a r o n  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  
u t i l i z a n d o  e l  1 , 5 - d i - 0 - a c e t i l - 2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - O - m e t i l - D - g l u c i -  
t o l  como p a t r ó n  de r e f e r e n c i a  (Churms,  1982) .  Las c o n d i c i o 
nes  c r o m a t o g r á f i c a s  f u e r o n :

Columna: ECNSS-M 3%
T em per a tu r a  I n y e c t o r :  250°C

,, D e t e c t o r : 250°C
Columna: 175°C

F l u j o  H e l i o :  60 mL/min.
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1 . 3. 1 . 1 . D e t e rm ina c ió n  cuan t  i  t  a t i  va de l  os monos a c á r  i dos

La d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  de l o s  a z ú c a r e s  que 
c o n s t i t u y e n  l os  p o l i s  a c á r i d o s  se  r e a l i z ó  p o r  c r o m a t o g r a f í a  
g a s - l í q u i d o  de l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  
( B l ak e ,  1970) .  Se u t i l i z ó  e l  método d e l  p a t r ó n  i n t e r n o  u t i 
l i z a n d o  como t a l  e l  i n o s i t o l  ya  que é s t e ,  po r  su  t iempo de 
r e t e n c i ó n ,  no c o i n c i d e  con n inguno  de l os  a z ú c a r e s  p r e s e n t e s  
en l o s  p o l i s a c á r i d o s .

f)  C r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a - e s p e c t r o m e t r í a  de masas

Se u t i l i z ó ,  p a r a  l os  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l 
mente m e t i l a d o s  de l a  h e m i c e l u l o s a  ( m e t i l a d a  y r e d u c i d a ) ; pa  
r a  l o s  de l a  f r a c c i ó n  (A-I)  y p a r a  l o s  de l a  f r a c c i ó n  ( B - I ) , 
un s i s t e m a  H e w l e t t - P a c k a r d  modelo 5995 B e qu ip a d o  con una c o 
lumna c a p i l a r  de s í l i c e  f u n d i d a  de 1 2  m de l o n g i t u d  y 0 , 2  mm 
de d i á m e t r o  i n t e r n o ,  de 0V-1 " c r o s s  l i n k e d "  con un e s p e s o r  de 
p e l í c u l a  de l a  f a s e  e s t a c i o n a r i a  de 0 , 3 3  un. T em pe r a tu r a  de 
l a  columna:  120-220°C a 8 o po r  m inu to .  En e l  c aso  de l a  h o l o -  
c e l u l o s a  m e t i l a d a  y de l a  f r a c c i ó n  B - I I ,  se  u t i l i z ó  un s i s t e 
ma H e w l e t t - P a c k a r d  modelo 5995 p r o v i s t o  de una compu tadora  
H e w l e t t - P a c k a r d  9825 B a c o p l a d a  a un módulo 2671 G. Se u t i l i 
zó l a  columna ECNSS-M a una t e m p e r a t u r a  de 175°C.

En e l  c a so  de l a  h o l o c e l u l o s a  s i n  m e t i l a r  y de l a  
h e m i c e l u l o s a  m e t i l a d a  se  r e a l i z a r o n  en un a p a r a t o  Va r i an  160 
d e l  O r g a n i s ch  Chemischen I n s t i t u t  d e r  U n i v e r s i t e n  Wien.

En t odos  l o s  c a sos  l a  e n e r g í a  de i o n i z a c i ó n  fue  de
70 eV.

1 . 4 .  T écn i ca s  e s p e c t r o s c ó p i c a s

a) E s p e c t r o s c o p i a  i n f r a r r o j a

Los e s p e c t r o s  de i n f r a r r o j o  s e  r e a l i z a r o n  en un e s -  
p e c t r o f o t ó m e t r o  P e r k i n - E l m e r  281 que a b a r c a  l a  r e g i ó n  4000- 
600 cm  ̂ . Los e s p e c t r o s  s e  r e a l i z a r o n  en p a s t i l l a  de bromuro



261

p o t á s i c o  p a r a  l a s  s u s t a n c i a s  s ó l i d a  y en p e l í c u l a  de l í q u i d o  
puro  e n t r e  c r i s t a l e s  de c l o r u r o  s ó d i c o  p a r a  l o s  l í q u i d o s .

En e l  caso  de l os  p r o d u c t o s  m e t i l a d o s  se  h i z o  e l  
e s p e c t r o  d i r e c t a m e n t e  de p e l í c u l a  de l í q u i d o ,  s e m e j a n t e  a l  
c e l o f á n ,  s i n  n ingún  t i p o  de s o p o r t e .

b) Resonanc i a  m a g n é t i c a  n u c l e a r

Se r e a l i z a r o n  l os  e s p e c t r o s  de RMN-^H en un e s p e c 
t r ó m e t r o  P e r k i n - E l m e r  R-12 B (60 MHz). Se u s a r o n  d i s o l v e n t e s  
d e u t e r a d o s  y t e t r a m e t i l s i l a n o  como r e f e r e n c i a  i n t e r n a .  Los 
v a l o r e s  de l o s  d e s p l a z a m i e n t o s  se i n d i c a n  en v a l o r e s  6 (ppm) .

1 3Los e s p e c t r o s  de RMN- C se  r e g i s t r a r o n  en un Va- 
r i a n  200. Los d e s p l a z a m i e n t o s  qu ímicos  fu e r o n  r e f e r i d o s  a l  
t e t r a m e t i l s i l a n o ,  y como d i s o l v e n t e  se u t i l i z ó  e l  d e u t e r o -  
c l o r o f o r m o .
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I I .  AISLAMIENTO DE LA HOLOCELIJLOSA

1 1 . 1 . E x t r a c c i o n e s  p r e v i a s

Se tomaron 216,69  g de co rcho  en p o l v o ,  f i n a l 
mente d i v i d i d o ,  y se e x t r a j o  su c e s i v a m e n t e  y h a s t a  agotamien  
t o  con benceno  ( n o v e n t a  h o r a s ) ; con agua,  h a s t a  que no a r r a s  
t r o  c o l o r ,  y f i n a l m e n t e  con metano l  ( v e i n t e  h o r a s ) .

E l  co rcho  e x t r a í d o  s e  seco  a t e m p e r a t u r a  ambien t e  
y pe so  45,69 g l o  que supone una d i s m in uc ió n  en pe so  d e l  22$ 
r e s p e c t o  a l  cor cho  de p a r t i d a .

1 1 . 2 . D e s p o l i m e r i z a c i ó n  d e l  corcho .  E l i m i n a c i ó n  de l a  s u b e r i n a

1 0 0  g de co r cho  e x t r a í d o  y s eco  s e  so m e t i e r o n  a 
t r a n s e s t e r i f i c a c i ó n  po r  m e t a n o l i ' s i s  con 1700 mL de metóx ido  
s ó d i c o  en me tano l  a n h i d r o  0,1M.

El  s ecado  p r e v i o  d e l  met anol  se r e a l i z ó  de l a  s i 
g u i e n t e  manera:  En un m a t r a z  de fondo redondo de c inc o  l i t r o s  
p r o v i s t o  de e n t r a d a  de n i t r ó g e n o  y r e f r i g e r a n t e  de s e r p e n t í n ,  
se  i n t r o d u j e r o n  1 0  g de magnes io  m e t á l i c o ,  2 g de iodo r e s u 
b l imado  y 150 mL de m e ta n o l .

Se c a l e n t ó  a r e f l u j o  l a  mezc l a  h a s t a  l a  d e s a p a r i 
c ión  d e l  c o l o r  a n a r a n j a d o  d e l  i od o ;  se  a ñ a d i e r o n  1800 mL de 
me tano l  y se c o n t i n u ó  e l  r e f l u j o  una h o r a  más. F ina lme n te  se 
d e s t i l ó  e l  me t ano l  ( p . e b .  6 5 ° C ) .

En un ma t raz  de 5 l i t r o s  s e  i n t r o d u j e r o n ,  b a j o  a t 
m ós f e r a  de n i t r ó g e n o ,  100 g de corcho  e x t r a í d o  y s e co  en 1,5 
l i t r o s  de me tan o l  s eco .  Al mismo t i empo se  p r e p a r ó  una d i s o 
l u c i ó n  de me tóx ido  s ó d i c o ,  d i s o l v i e n d o  2 ,47  g de s o d i o  m e t á 
l i c o  en 200 mL de m e tano l  s e c o .  Es t a  d i s o l u c i ó n  s e  a ñ ad i ó  a l  
ma t r az  de r e a c c i ó n  y l a  mezc l a  se  c a l e n t ó  a r e f l u j o  b a j o  a t 
mós fe r a  de n i t r ó g e n o  d u r a n t e  5 h o r a s .  F i n a l i z a d o  e s t e  t iempo 
se  f i l t r ó  e l  co r c h o ,  s e  l avó  v a r i a s  ve ce s  con m e t a n o l ,  h a s t a  
que no a r r a s t r ó  c o l o r ,  y l uego  con d i c l o r o m e t a n o .
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El r e s i d u o  o b t e n i d o  t r a s  m e t a n o l i s i s  d e l  cor cho  y 
e l i m i n a c i ó n  d e l  m e t an o l ,  se  e x t r a j o  con é t e r  ( s e c a d o  y d e s t i 
l ad o  sob re  so d i o )  una  semana en s o x h l e t  h a s t a  que é s t e  no 
a r r a s t r ó  c o l o r .  Se obtuvo  un r e s i d u o  que se  s o m e t i ó  a una 
e x t r a c c i ó n  con m e ta no l .  T ras  e s t a s  dos e x t r a c c i o n e s  s u c e s i 
vas  se  obtuvo  un r e s i d u o  que pe só  63 ,89  g.

I I * ^ • Des l i g n  i f  i c a c i ó n  de l  corcho

5 g de r e s i d u o  de corcho  s e  s u s p e n d i e r o n  en 160 mL 
de agua c a l i e n t e  en un f r a s c o  e r l e n m e y e r  de 500 mL que c o n t e 
n í a  0 , 6  mL de á c i d o  a c é t i c o  g l a c i a l  y a c o n t i n u a c i ó n  s e  a ñ a 
d i e r o n  1,5 g de c l o r i t o  de s o d i o .  E s t a s  o p e r a c i o n e s ,  i n c l u y e n  
do l o s  l a v a d o s ,  deben h a c e r s e  en v i t r i n a .  La s u s p e n s i ó n  a s í  
p r e p a r a d a  s e  c a l e n t ó  en un baño de agua a 70° con a g i t a c i ó n  
d u r a n t e  una  h o r a .  Luego s e  f i l t r ó  en un embudo Büchner.  y e l  
r e s i d u o  se l avó  con agua v a r i a s  ve c e s .

I d é n t i c o  t r a t a m i e n t o  se r e p i t i ó  t r e s  v e c e s .  El  r e 
s i d u o ,  s e  secó  con e t a n o l  y se l e  a ñ a d i e r o n  100 mL.de una s o 
l u c i ó n  de e t a n o l a m i n a  a l  3% en e t a n o l  (95%) y se  c a l e n t ó  a 
e b u l l i c i ó n  d u r a n t e  5 m in u t o s .  La mezcl a  se  f i l t r ó  s o b r e  un 
Büchner  y se l avó  p r ime r amen te  con e t a n o l  y l uego  con agua.
Se ob tuvo  un p r o d u c t o  con un c o l o r  l i g e r a m e n t e  a m a r i l l o .  Se 
r e p i t i e r o n  l a s  c l o r a c i o n e s  y e x t r a c c i o n e s  con e t a n o l a m i n a  
h a s t a  que se obtuvo un p r o d u c t o  b l a n c o .  F in a lm e n t e  , s e  l av ó  
con agua ,  l uego  con e t a n o l  y se secó  en un d e s e c a d o r .

El  r e s i d u o  a s í  o b t e n i d o  (1,51 g) po l vo  b l a n c o  amor 
fo de h o l o c e l u l o s a , r e p r e s e n t ó  un 2 8 , 0 0 % (promedio)  en peso 
r e s p e c t o  a l  r e s i d u o  de c o r c ho  e x t r a í d o ,  l o  que supone en e l  
co r ch o  n a t u r a l  d e l  Quercus  Súbe r  un 15% en pe so .
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I I I .  ESTUDIO DE LA HOLOCELULOSA

I I I .  1. Carac t e  rT z á c i  Ón: de l a  ho lo ce  l u l o s  a

La h o l o c e l u l o s a  r e s u l t o  s e r  un s ó l i d o  b l a n c o  amor
f o ,  i n s o l u b l e  en su  t o t a l i d a d  en t odos  l o s  d i s o l v e n t e s  e n s a 
ya d os ,  t a n t o  o r g á n i c o s  como i n o r g á n i c o s .  S in embargo,  se d i 
s o l v i ó  p a r c i a l m e n t e  en d i s o l u c i o n e s  acuosa s  a l c a l i n a s  (de KOH 
y NaOH) , a s í  como en d . i m e t i l s u l f ó x i d o .

P a r a  su  c a r a c t e r i z a c i ó n  se  empleó l a  e s p e c t r o s c o 
p i a  de i n f r a r r o j o  en p a s t i l l a s  de bromuro p o t á s i c o .

I I I . 2 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a

a) P r o c e d i m i e n t o  de G.W. Won ie r -Wi l l i ams

1 g de h o l o c e l u l o s a  s e  s u s p e n d i ó  en 5 mL de á c i d o  
s u l f ú r i c o  d e l  72% y e s t a  mezc l a  se  d e jó  en a g i t a c i ó n  a t empe
r a t u r a  ambien t e  d u r a n t e  c u a t r o  d í a s .  Se formó una d i s o l u c i ó n  
o s c u r a ,  s e  d i l u y ó  con 500 mL de agua y s e  c a l e n t ó  a r e f l u j o
d u r a n t e  15 h o r a s .  Terminado e l  r e f l u j o  se de jó  e n f r i a r  y s e
f i l t r ó  en un embudo Büchner .  El  l í q u i d o  se n e u t r a l i z ó  con 
c a r b o n a t o  de b a r i o  y e l  s u l f a t o  de b a r i o  se e l i m i n ó  p o r  f i l 
t r a c i ó n .  La d i s o l u c i ó n  s e  c o n c e n t r ó  a s equedad  p o r  e v a p o r a 
c ión  en un r o t a v a p o r ,  con lo que se  ob tuvo  un r e s i d u o  s ó l i 
do l i g e r a m e n t e  a m a r i l l e n t o  que pesó  0 ,516  g.

b) P r o d e c i m i e n t o  según A. Navas

A 0 , 5  g de h o l o c e l u l o s a  se  a ñ a d i e r o n  10 mL de una  
s o l u c i ó n  de á c i do  s u l f ú r i c o  d e l  12% y l a  m ezc l a  se  t uvo  en 
a g i t a c i ó n  a t e m p e r a t u r a  ambien t e  4 h o r a s .  A c o n t i n u a c i ó n  s e  
d i l u y ó  l a  mezcl a  con agua h a s t a  o b t e n e r  una  d i s o l u c i ó n  de 
á c i d o  s u l f ú r i c o  1N y se  c a l e n t ó  a 100°C d u r a n t e  4 h o r a s .  Se 
d e j ó  e n f r i a r  l a  d i s o l u c i ó n  y se  a d i c i o n a r o n  2 mg de i n o s i t o l .  
Se f i l t r ó  con s u c c i ó n  y e l  f i l t r a d o  se pa só  p o r  una  columna 
que c o n t e n í a  l a  r e s i n a  de i n t e r c a m b i o  i ó n i c o  A m b e r l i t a  IR-120 
(H+) y se  e l u y ó  con agua., La d i s o l u c i ó n  r e s u l t a n t e  s e  concen-
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t r o  a s equedad  con y a c i ó ,  o b t e n i é n d o s e  un s o l i d o  de c o l o r  
2 0a m a r i l l o  { oJ D + 8  ( c ~ 2  , en agua ) .

Su e s p e c t r o  de IR se  r e g i s t r ó  en p a s t i l l a s  de 
bromuro p o t á s i c o .  Su e s p e c t r o  de R'MN se r e g i s t r ó  d i s o l v i e n 
do l a  m u e s t r a  en agua p e sa d a .

1 1 1 . 2 . 1 . I d e n t i f i c a c i ó n  de l os  monos a c á r i d o s

Se r e a l i z ó  p o f  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  en f o r 
ma de d e r i v a d o s  t r i m e t i l s i l i l a d o s  comparando con p a t r o n e s  
a u t é n t i c o s  i g u a l m e n t e  s i l i l a d o s .  Las c o n d i c i o n e s  c rom a to g ra  
f i c a s  f ue ro n  l a s  s i g u i e n t e s :

Columna 0V -1 3%
T e m p e ra tu r a  I n y e c t o r :  350°C

" D e t e c t o r :  350°C
" Columna: ig5°C

F l u j o  H e l i o :  30 mL/min.

P a r a  e l  caso  b) l a  t e m p e r a t u r a  de l a  columna fue de 180°.

P a r a  l a  c r o m a t o g r a f í a  en capa  f i n a  se  u t i l i z ó  un 
s o p o r t e  de K i e s e l g u r  G y como e l u y e n t e  a c e t a t o  de e t i l o - i s o -  
p r o p a n o l  a l  65% ( 6 5 : 3 5 ) .

Con e l  s o p o r t e  de c e l u l o s a  se u t i l i z ó  como e l u y e n 
t e  n - b u t a n o l - e t a n o l - a g u a  ( 3 : 2 : 2 ) y se  e l u y e r o n  l a s  p l a c a s  
t r e s  v e c e s .

1 1 1 . 2 . 2 . D e t e rm ina c ió n  cu an t i  t a t i v a  de l os  monos a c á r i d o s

P a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  de e s t o s  a z ú c a 
r e s  en l a  mezc l a  se  f ormaron l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s .  Se p u 
r i f i c a r o n  p o r  f i l t r a c i ó n  s o b r e  columna de s i l i c a  g e l  e l u y e n -  
do con é t e r .  Se obtuvo  un s ó l i d o  a m a r i l l e n t o  que,  d i s u e l t o  en 
c l o r o f o r m o ,  se  a n a l i z ó  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  compa
r ando  con l o s  s i g u i e n t e s  p a t r o n e s .
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De forma s i m i l a r ,  se f ormaron l o s  a c e t a t o s  de a l 
d i t o l e s  de a z ú c a r e s  p a t r o n e s :  x i l i t o l - ,  a r a b i n i t o l ,  r a m n i t o l ,  
m a n i t o l ,  g a l a c t i t o l  y g luc i t oJL .Se  p u r i f i c a r o n  i g u a l m e n t e  p o r  
columna y en e l  c a so  de l  g l u c i t o l  y g a l a c t i t o l  se  c r i s t a l i z a 
ron en e t  an o 1 .

De l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  de l a  h o l o c e l u l o s a  
se r e g i s t r o  su e s p e c t r o  de IR en p a s t i l l a s  de c l o r u r o  s ó d i 
co.

Su e s p e c t r o  de RMN, se  r e a l i z ó  d i s o l v i e n d o  l a  mué 
t r a  en d e u t e r o c l o r o f o r m o  y usando e l  t e t r a m e t i l s i l a ñ o  como 
r e f e r e n c i a  i n t e r n a .

La c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a - e s p e c t r o m e t r í a  de masas 
combinadas de l os  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  se r e a l i z ó  en l a s  
s i g u i e n t e s  c o n d i c i o n e s :

Columna: SE*-30 (20 m)
Tempera tu r a  Columna: 1 40°/ 10 o -320° .

I I I . 3 .  H i d r ó l i s i s  e n z i m á t i c a  ( I ]

A 2 g de h o l o c e l u l o s a  se  a ñ a d i e r o n  100 mL de una 
d i s o l u c i ó n  tampón AcOH/NaOAc a pH 4,5 que c o n t e n í a  0 ,2  g de 
c e l u l a s a  y 1 mg de a c e t a t o  de f e n i l m e r c u r i o . E s t a  mezcl a  se  
t e r m o s t a t ó  a 45°C y s e  d e j ó  con a g i t a c i ó n  d u r a n t e  4 h o r a s .  
F i n a l i z a d o  e s t e  p e r i o d o  de r e a c c i ó n  s e  f i l t r ó  y s e  r e c u p e r ó  
l a  h o l o c e l u l o s a  que no se h a b í a  h i d r o l i z a d o .  El  f i l t r a d o  
t r a n s p a r e n t e  s e  c a l e n t ó  a e b u l l i c i ó n  d u r a n t e  c i n c o  min u t o s .
Se f i l t r ó ,  p a r a  que v o l v i e s e  a qu eda r  t r a n s p a r e n t e ,  y e l  
f i l t r a d o  se c o n c e n t r ó  a s equedad  y s e  ob tuvo  un s ó l i d o  ama
r i l l e n t o  cuyo pe so  fue de 0 ,862  g.

I I  1 . 3 . 1 . '  I d e n t i f i c a c i ó n  de' los'  monos a c á r i d o s

Se r e a l i z ó  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o .  Los mo- 
n o s a c á r i d o s  se s i l i l a r o n  de l a  forma h a b i t u a l  y s e  compararon

IC
O
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con p a t r o n e s  a u t é n t i c o s  i g u a l m e n t e  s i l i l a d o s  y en l a s  s i g u i e n 
t e s  c o n d i c i o n e s :

Columna OV-1 3%
T em pe ra tu r a  I n y e c t o r :  350°C

" D e t e c t o r :  350°C
Columna: 195°C

F l u j o  H e l i o :  30 mL/min.

P a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  de l o s  monosacá-  
r i d o s  se  formaron  l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  de l o s  componentes  
de l  h i d r o l i z a d o  e n z i m á t i c o  y se  a n a l i z a r o n  por  c r o m a t o g r a f í a  
g a s e o s a  en l a s  c o n d i c i o n e s  que se  i n d i c a n  en l o s  métodos gen e 
r a l e s  .

1 11 . 3. Z. H i d r ó l i s i s  a c i d a  de l o s  o l i g o s a c á r i d o s . De t e r mina c ión  
c u a n t i t a t i v a  de l o s  monos a c á r i d o s

1 0 0  mg d e l  p r o d u c t o  de l a  h i d r ó l i s i s  e n z i m á t i c a  de 
l a  h o l o c e l u l o s a  se d i s o l v i e r o n  en 2 mL de ^ S O ^  d e l  72%, con 
a g i t a c i ó n  d u r a n t e  4 h o r a s .  A c o n t i n u a c i ó n  se a ñ a d i e r o n  51 mL 
de agua  d e s t i l a d a  y se  c a l e n t ó  l a  mezc l a  a r e f l u j o  d u r a n t e  4 
h o r a s .  A e s t a  d i s o l u c i ó n  s e  a ñ a d i e r o n  2 mg de i n o s i t o l ;  se 
n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o ,  se f i l t r ó  y e l  f i l t r a d o  se  
d e s i o n i z ó  a t r a v é s  de l a  r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120(H+) .  Los mo- 
n o s a c á r i d o s  se  e l u y e r o n  con agua y se  c o n c e n t r a r o n  a un peque 
ño volumen p a r a  f o rmar  l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l d i 
t o l e s ,  de l a  forma aco s tumbrada .  Se o b t u v i e r o n  30 mg de e s 
t o s  d e r i v a d o s  y s e  a n a l i z a r o n  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  
en l a s  c o n d i c i o n e s  que s e  i n d i c a n  en l os  métodos g e n e r a l e s .

I I I . 3 . 3 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a  d e l  r e s i d u o  ño h i d r o l i z a d o  e n z i m á - 
1 1  carne n t e .  'Determinación '  c u a n t i t a t i v a  de l o s  mono- 
s a c á r i d o s

A 400 mg d e l  r e s i d u o  de l a  h o l o c e l u l o s a  no h i d r o -  
l i z a d a  e n z i m á t i c a m e n t e  se  a ñ a d i e r o n  8  mL de l^SO^ d e l  72% y 
se  t u v o  en a g i t a c i ó n  d u r a n t e  6  h o r a s ,  po rq ue  no se d i s o l v í a
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t o t a l m e n t e .  Se a ñ a d i e r o n  204 mL de agua y se  c a l e n t ó  l a  mez
c l a  a r e f l u j o  d u r a n t e  4 h o r a s .  Segu idamen te  s e  a d i c i o n a r o n  
2  mg de i n o s i t o l ,  se  n e u t r a l i z ó  l a  d i s o l u c i ó n  con c a r b o n a t o  
de b a r i o ,  s e  f i l t r ó  y e l  f i l t r a d o  s e  d e s i o n i z ó  a t r a v é s  de 
l a  r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120(H+) e lu y e n do  l o s  p r o d u c t o s  con 
agua.  Con e s t o s  monos a c á r i d o s  s e  f ormaron l o s  c o r r e s p o n d i e n  
t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  (264 mg) , y se a n a l i z a r o n  po r  e ro  
m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  en l a s  c o n d i c i o n e s  que se i n d i c a n  en 
l a s  t é c n i c a s  g e n e r a l e s .

1 1 1 . 4. H i d r ó l i s i s  e n z i m á t i c a  ( I I )

A 100 mg de h o l o c e l u l o s a  s e  a ñ a d i e r o n  5 mL de una 
d i s o l u c i ó n  tampón de AcH/AcONa a pH 4 , 5 ;  10 mg de c e l u l a s a  
y 0 , 1  mg de a c e t a t o  de f e n i l m e r c u r i o  y s e  r e a l i z ó  l a  h i d r ó 
l i s i s  t a l  como se  d e s c r i b i ó  en e l  a p a r t a d o  I I I . 3. s i e n d o  en 
e s t e  caso  e l  t i empo de r e a c c i ó n  de 2 0  h o r a s .

F i n a l i z a d o  e l  t r a t a m i e n t o ,  con e l  h i d r o l i z a d o  o b t e 
n i d o  (56 mg) s e  formaron  l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  (36 m g) , 
p a r a  su a n á l i s i s  por  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l i q u i d o ,  u t i l i z a n d o  
e l  i n o s i t o l  como p a t r ó n  i n t e r n o .

1 1 1 . 5.  M e t i l a c i ó n  de l a  h o l o c e l u l o s a

14,8  g de HNa ( d i s p e r s i ó n  en a c e i t e  m i n e r a l  a l  50%) 
s e  c o lo c a r o n  en un mat r az  r edondo de t r e s  bocas  y s e  l a v a r o n  
c i n c o  veces  con hexano  s e co  y d e s t i l a d o ,  m ov iéndo lo ,  de j ando  
que s e  d e p o s i t e  e l  h i d r u r o  y deca n t a nd o  e l  l í q u i d o  p a r a  e l i 
mina r  e l  a c e i t e  m i n e r a l .  I n med i a t amen te  se  a cop ló  e l  mat r az  
un a g i t a d o r  mecán i co ,  un embudo de p r e s i ó n  compensada a t r a 
vés de l  que s e  a d i c i o n a r o n  l o s  r e a c t i v o s ,  y l a  t e r c e r a  boca  
fue p a r a  l a  e n t r a d a  de a rgón .  Se h i z o  p a s a r  a rgón v a r i a s  v e 
c e s  h a s t a  e l i m i n a r  e l  hexano.  Luego se  i n t r o d u j e r o n  300 mL 
de d i m e t i l s u l f ó x i d o  ( d e s t i l a d o  so b re  h i d r u r o  c á l c i c o ,  b . p .  
64° a  4 mm, y s e cad o  so b r e  t amiz  m o l e c u l a r  de 4Á ) a t r a v é s  
d e l  embudo g o t a  a g o t a ,  con a g i t a c i ó n  m a g n é t i c a  y l a  mezc l a
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se  c a l e n t ó  a 70°C d u r a n t e  2 h o r a s .  La s o l u c i ó n  tomó una c o l o 
r a c i ó n  g r i s - a m a r i l i o  o sc u r o  de l a  s a l  de s o d i o .  Luego se  a ñ a 
d i e r o n  2 g de h o l o c e l u l o s a  en 40 mL de DMSO, que h a b í a  e s t a d o  
t r e s  d í a s  con a g i t a c i ó n  y se  d e j ó  r e a c c i o n a r  t r e s  h o r a s .  A 
c o n t i n u a c i ó n ,  y s i n  c a l e n t a r ,  s e  a d i c i o n a r o n  30 mL de ICH^ 
g o t a  a go t a  y se  d e jó  t o da  l a  noche con a g i t a c i ó n  a t e m p e r a 
t u r a  ambien t e .

El  p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o  se  r e c u p e r ó  po r  e x t r a c c i ó n  
con c lo ro fo rm o .  Las f a s e s  o r g á n i c a s  r e u n i d a s  s e  l a v a r o n  con 
agua y se  d e j a r o n  s e c a r  s o b r e  s u l f a t o  s ó d i c o  a n h i d r o .  Tras  f i l  
t r a c i ó n  y e l i m i n a c i ó n  d e l  d i s o l v e n t e  d i o  un l í q u i d o  a m a r i l l o  
v i s c o s o  que se  s ecó  en e s t u f a  de v a c i o  a 40° d u r a n t e  dos d i a s .

Se ob tuvo  un s ó l i d o  a m a r i l l o  ( 2 , 325  g) que se  p u r i 
f i c ó  por  c r o m a t o g r a f í a  de columna so b r e  Sephadex  LH-20 u t i l i 
zando como e l u y e n t e  l a  mezcl a  c l o r o f o r m o - a c e t o n a  ( 2 : 1 ) .

Su e s p e c t r o  de IR se r e g i s t r ó  como p e l í c u l a  c a p i l a r  
de l í q u i d o  puro .

Su e s p e c t r o  de RMN se  r e g i s t r ó  d i s o l v i e n d o  l a  mues
t r a  en d e u t e r o c l o r o f o r m o  y u t i l i z a n d o  e l  t e t r a m e t i l s i l a n o  c o 
mo r e f e r e n c i a  i n t e r n a .

I I I . 5 . 1 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  m o n o s a c á r i 
dos p a r c i a l m e n t e '  met í  l ados

60 mg de h o l o c e l u l o s a  m e t i l a d a  s e  d i s o l v i e r o n  en
1,1 mL de H2 SO4  d e l  12% con a g i t a c i ó n  d u r a n t e  4 h o r a s .  Se 
a ñ a d i e r o n  l uego  2 8  mL de agua d e s t i l a d a  y s e  c a l e n t ó  l a  mez
c l a  a r e f l u j o  o t r a s  4 h o r a s .  Se n e u t r a l i z ó  l a  s o l u c i ó n  con 
c a r b o n a t o  de b a r i o ,  s e  f i l t r ó  y e l  f i l t r a d o  se  pa só  a t r a v é s  
de l a  r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120(H+) y s e  e l u y ó  con agua.  Con 
l o s  p r o d u c t o s  e l u í d o s  s e  formaron l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e 
t a t o s  de a l d i t o l e s .

E s t o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  
(63 mg) s e  i d e n t i f i c a r o n  por  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  en l a s  
c o n d i c i o n e s  que se  i n d i c a n  en l a s  t é c n i c a s  g e n e r a l e s .
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1 1 1 . 5 . 2 . Reducc ión de l a  h o l o c e l u l o s  a m e t i l a d a

A 20 mL de t e t r a h i d r o f u r a n o ,  seco  y r e c i e n  d e s t i 
l a d o ,  en un m a t r az  de fondo redondo  que c o n t e n í a  70 mg de 
h i d r u r o  de a lu m i n io  y l i t i o  se a d i c i o n a r o n  2 0  mg de h o l o c e 
l u l o s a  m e t i l a d a  y se c a l e n t ó  l a  mezc l a  a r e f l u j o  d u r a n t e  
4 ho ras  b a j o  a t m ó s f e r a  de a rgón .  E l  e x c e s o  de r e a c t i v o  s e  
d e s t r u y ó  po r  a d i c i ó n  de una d i s o l u c i ó n  de HC1 a l  5 % f r í a ,  
y e l  p r o d u c t o  m e t i l a d o  y r e d u c i d o  s e  a i s l ó  po r  e x t r a c c i ó n  
con c lo r o f o r m o .  El e x t r a c t o  se  l a vó  con agua h a s t a  pH n e u 
t r o  y s e  s ecó  s o b r e  s u l f a t o  s ó d i c o  a n h i d r o .  Se c o n c e n t r ó  a 
sequedad  y s e  obtuvo un s ó l i d o  (15 mg) que se  c a r a c t e r i z ó  
por  sus  d a to s  e s p e c t r o s c ó p i c o s .

Su e s p e c t r o  de IR se r e a l i z ó  e n t r e  p a s t i l l a s  de 
c l o r u r o  s ó d i c o  p r e v i a  d i s o l u c i ó n  en c l o r o f o r m o .  Su e s p e c 
t r o  de RMN se  r e g i s t r ó  d i s o l v i e n d o  l a  m u e s t r a  en d e u t e r o -  
c l o r o f o r m o  y s e  u t i l i z ó  e l  t e t r a m e t i l s i l a ñ o  como r e f e r e n c i a  
i n t e r n a .

I I I . 5 . 2 . 1 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  monosa- 
c a r i d o s  p a r c i a l m e n t e  met i  l  ados

Los 15 mg de l a  h o l o c e l u l o s a  m e t i l a d a  y r e d u c i d a  
se  d i s o l v i e r o n  en 0 ,5  mL de H2 SO4  a l  12% con a g i t a c i ó n  d u 
r a n t e  4 h o r a s .  Luego se  a ñ ad i e r o n  13 mL de agua y s e  c a l e n 
t ó  a r e f l u j o  4 h.  Se n e u t r a l i z ó  l a  s o l u c i ó n  con c a r b o n a t o  
de b a r i o ,  s e  f i l t r ó  y e l  f i l t r a d o  se pa só  p o r  l a  r e s i n a  
A m b e r l i t a  IR-120(H+) y s e  e l u y ó  con agua.  Con l os  p r o d u c 
t o s  e l u í d o s  s e  formaron l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  de l a  f o r  
acostumb r ad a .

Los a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s ,  
s e  i d e n t i f i c a r o n  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  y po r  c r o 
m a t o g r a f í a  g a s e o s a  e s p e c t r o m e t r í a  de masas combinada ,  en l a s  
s i g u i e n t e s  c o n d i c i o n e s :

Columna: ECNSS-M 3°s
Tem pera tu r a  de Columna: 175°C; D e t e c t o r :  250°Ce  I n y e c t o r :  
250°C.
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I V .  ESTUDIO DE LA CELULOSA

I V . 1. A i s l a m i e n t o

Se ob tuvo  p o r  t r e s  métodos d i f e r e n t e s :

a) 1 g de h o l o c e l u l o s a  se  e x t r a j o  con NaOH a l  .4% con a g i t a 
c ió n  d u r a n t e  2 d í a s .  Se f i l t r ó  y e l  r e s i d u o  se l avó  con agua 
h a s t a  n e u t r a l i d a d ,  y f i n a l m e n t e ,  con e t a n o l .  Se s ecó  en d e s e 
c ad o r  y s e  o b t u v i e r o n  0 ,62 1 g,  un po lvo  b l a n c o  de c e l u l o s a ,  
que supone un 61,24% r e s p e c t o  a l a  h o l o c e l u l o s a .

b) 34 g de h o l o c e l u l o s a ,  se e x t r a j e r o n  con NaOH a l  10% b a j o  
a t m ó s f e r a  de a rgón y con a g i t a c i ó n  m a g n é t i c a  d u r a n t e  2 h.  Se 
f i l t r ó  l a  mezc l a  a t r a v é s  de f i l t r o s  de t e l a  so b r e  un embudo 
Büchner .  El  s ó l i d o  se l a vó  con agua y l uego  con e t a n o l .  Una 
vez s e co  pe só  2 , 56  g, l o  que supone un 42,16% f e s p e c t o  a l a  
h o l o c e l u l o s  a.

c) 1 g de h o l o c e l u l o s a  s e  e x t r a j o  con d i m e t i l s u l f ó x i d o ,  r e 
c i e n  d e s t i l a d o ,  con a g i t a c i ó n  a t e m p e r a t u r a  amb ien t e  4 d í a s .
La mezc l a  s e  f i l t r ó  s o b r e  embudo Büchner  s e  l avó  con agua
y l uego con e t a n o l .  Se s e có  en d e s e c a d o r  a v a c í o  y e l  s ó l i 
do una vez s e c o  pe só  69 ,70g que p r e s e n t a  un 69,7% r e s p e c t o  
a l a  h o l o c e l u l o s a .

El  e s p e c t r o  de IR de l a  c e l u l o s a  se  r e a l i z ó  en p a s 
t i l l a s  de bromuro p o t á s i c o .

I V . 2. H i d r ó l i s i s  a c i d a

14,4 mg de c e l u l o s a  se  d i s o l v i e r o n  en 0 ,28  mL de 
^ S O ^  d e l  72% con a g i t a c i ó n  (4 h o r a s ) .  Se a ñ a d i e r o n  8  mL de 
agua d e s t i l a d a  y se  c a l e n t ó  l a  mezc l a  a r e f l u j o  4 h o r a s .  Se 
a ñ a d i e r o n  2 mg de i n o s i t o l  (1 mL de una  d i s o l u c i ó n  a l  2%). Se 
n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o  y s e  d e s i o n i z ó  a t r a v é s  de 
l a  r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120(H+) .  Se e l u y e r o n  l o s  p r o d u c t o s  con 
agua y s e  c o n c e n t r a r o n  a s equedad .

Su e s p e c t r o  de IR se  r e a l i z ó  en p a s t i l l a s d e  bromu
ro p o t á s i c o .  Su e s p e c t r o  de RMN se r e a l i z ó  en agua pe s ada .
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I V . 2 . 1 . Tden t i f i c á c i ón de l o s  monos a c á r  idos

Una m u e s t r a  de l os  monos a c á r i d o s  o b t e n i d o s  se s i -  
l i l ó  de l a  forma h a b i t u a l ,  y s e  i d e n t i f i c a r o n  p o r  c ro m a to 
g r a f í a  g a s - l í q u i d o .  Se compararon con a z ú c a r e s  p a t r o n e s . L a s  
c o n d i c i o n e s  f u e r o n :

Columna: OV-1 5%
Tem pera tu r a  D e t e c t o r :  250°C

" I n y e c t o r :  250°C
" Columna: 185°C ; F l u j o :  30 mL/min.

P a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  s e  t r a n s f o r m a 
ron l os  monos a c á r i d o s  en a c e t a t o s  de a l d i t o l e s ,  de l a  forma 
a cos tumbrada .  Se a n a l i z a r o n  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  en 
l a s  c o n d i c i o n e s  que s e  i n d i c a n  en l a s  t é c n i c a s  g e n e r a l e s .

I V . 3. A c e t o l i s i s _  de l a  c e l u l os a

1 g de c e l u l o s a  s e  d i s o l v i ó  con a g i t a c i ó n  m a g n é t i 
ca  en 20 mL de l a  mezc l a  formada p o r  (17 mL de á c i d o  a c é t i 
co g l a c i a l ,  17 mL de a n h i d r i d o  a c é t i c o  y 18 mL de á c i d o  s u l 
f ú r i c o  c o n c e n t r a d o )  (Wolfrom, 1963) .  La mezcl a  s e  de jó  r e a c 
c i o n a r  80 h o r a s  p a r a  c o n s e g u i r  e l  máximo r e n d i m i e n t o  de o c t a -  
a c e t a t o  de a - c e l o b i o s a .  La s o l u c i ó n  tomó un c o l o r  marrón r o 
j i z o .  T r a n s c u r r i d o  e s e  t i e m po ,  se  c e n t r i f u g ó  y e l  f i l t r a d o  se  
v i r t i ó  l e n t a m e n te  y con a g i t a c i ó n  m a g n é t i c a  so b re  una  mezc l a  
de h i e l o  y agua y se  formó un s ó l i d o  b l a n c o .  E s t a  mezc l a  se  
n e u t r a l i z ó  con b i c a r b o n a t o  de s o d i o  y s e  d e j ó  en r ep o s o  19 
h o r a s  a 0 o. El  p r e c i p i t a d o  b l a n c o  se  r e c u p e r ó  p o r  f i l t r a c i ó n ,  
s e  l avó  v a r i a s  veces  con agua h a s t a  que e l  f i l t r a d o  fue n e u 
t r o  y se  s e có  en un d e s e c a d o r  a v a c í o  sob r e  h i d r ó x i d o  s ó d i 
co.  Se obtuvo  un po lvo  b l a n c o  amorfo que pesó  1,094 g. De e s 
t e  s ó l i d o  se  c r i s t a l i z a r o n  0 ,452  g en m e t an o l .  Se o b t u v i e 
ron unos c r i s t a l e s  b l a n c o s  (0 ,119  g) cuyo punto  de f u s i ó n  
(p.f = 22 7°C) y po d e r  r o t a t o r i o  ( o J ^ - 3 7 ,  46 , c=23,  8 6  en Cl^CH) 
f ue r on  c o i n c i d e n t e s  con e l  d e l  o c t a a c e t a t o  de a - c e l o b i o s a  
( p . f .  t e ó r i c o  229°C; +41,  c = 6  en Cl^CH).



273

Su e s p e c t r o  de IR s e  r e g i s t r ó  en p a s t i l l a  de bromu

ro  p o t á s i c o .  Su e s p e c t r o  de RMN se  r e g i s t r ó ,  d i s o l v i e n d o  l a
m u e s t r a  en C1 C H y  u t i l i z a n d o  e l  t e t r a m e t i l s i l a n o  como r e f e -  

3
r e n c i a  i n t e r n a .

P a r a  l a  des a c e t i l a c i ó n  s e  tomaron 0,  452 g y s e  d i 
s o l v i e r o n  en 6  mL de me t ano l  a b s o l u t o  y s e  e n f r i ó  a 0 o . Se 
añad ió  una d i s o l u c i ó n  de me tóxido  s ó d i c o  p a r a  n e u t r a l i z a r  y 
s e  d e j ó  l a  s o l u c i ó n  a 0 ° d u r a n t e  48 h o r a s .  Se a ñ ad ió  a con 
t i n u a c i ó n  s u f i c i e n t e  agua f r í a  p a r a  d i s o l v e r  e l  p r e c i p i t a d o  
pe ro  no se  d i s o l v i ó  t o t a l m e n t e  y se  s e p a r ó  po r  c e n t r i f u g a 
c ió n .  El  c e n t r i f u g a d o  s e  pa só  a t r a v é s  de l a  r e s i n a  de cam
b i o  i ó n i c o  A m b e r l i t a  IR-120 (H+) y  se c o n c e n t r ó  e l  e l u í d o  a 
un pequeño volumen p a r a  su  a n á l i s i s  po r  c r o m a t o g r a f í a  sob re  
pape 1 .

I V . 3 . 1 .  A n á l i s i s  de l os  o l i g o s a c á r i d o s  po r  c r o m a t o g r a f í a  s o - 
b re  p ape 1

Se u t i l i z ó  l a  t é c n i c a  d e s c e n d e n t e  s o b r e  p a p e l  Wat- 
man n °3 ,  usando  t r e s  des a r r o l l a d o r e s : d e s a r r o l l a d o r  A, a c e 
t a t o  de e t i l o - á c i d o  a c é t i c o - á c i d o  fó r m i c o - a g u a  () 8 : 3 : 1 : 4)
(19 h ) ; des a r r o l l a d o r  B, n - b u t a n o l - e t a n o l - a g u a  ( 2 : 1 : 1 )  (46 h) ; 
des a r r o l l a d o r  C, n - b u t a n o l - p i r i d i n a - a g u a  ( 6 : 4 : 3 )  (19 h ) . Como 
r e v e l a d o r  se  u t i l i z ó  l a  d i f e n i l a m i n a  a n i l i n a ,  que d io  una c o 
l o r a c i ó n  a z u l  con l a s  hexosa s  a l  c a l e n t a r  e l  c roma tograma  a 
80°C. Se d e t e c t ó  l a  p r e s e n c i a  de c e l o b i o s a  (R-  ̂ 0 , 25  d e s a r r o -  
l l a d o r  A; R^ 0 , 5 7  des a r r o l l a d o r  B y R^ 0 ,55  des a r r o l l a d o r  C ) .

I V . 4. Me t i l a c i ó n  de l a  c e l u l o s a

En un m a t r az  r edondo  de t r e s  bocas  se  i n t r o d u j e r o n  
2 g de c e l u l o s a  en 20 mL de agua y 67 mL de h i d r ó x i d o  de s o 
d i o  a l  38%. Se a co p l ó  a l  m a t r a z  un a g i t a d o r  mecán i co ,  un em
budo de p r e s i ó n  compensada a t r a v é s  d e l  c u a l  se  a d i c i o n a r o n  
los  r e a c t i v o s  y l a  o t r a  bo ca  fue p a r a  l a  e n t r a d a  d e l  a r g ón .
Se a d i c i o n a r o n  30 mL de s u l f a t o  de d i m e t i l o  g o t a  a g o t a  a
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20°C con a g i t a c i ó n  y b a j o  a t m ó s f e r a  de a rgón .  La a d i c i ó n  s e  
comp le tó  en 5 h o r a s .  Se c a l e n t ó  l a  mezc l a  a 40°C d u r a n t e  8  

h o r a s  y l uego  20 m in . a 100°C, y f i n a l m e n t e  s e  e n f r i ó  y s e  
d e j ó  un d í a  más r e a c c i o n a n d o .  Luego se añad ió  dos veces  su 
volumen de agua y se  e x t r a j o  con c lo r o f o rm o  (5 vece s  con p o r
c io n e s  de 60 mL). E l  e x t r a c t o  o r g á n i c o  se  l avó  con agua,  se
secó  so b r e  s u l f a t o  s ó d i c o  y e l  c l o r o f o r m o  se  e l i m in ó  en r o -  
t a v a p o r .  Se o b t u v i e r o n  54 mg.

E l  r e s i d u o  no m e t i l a d o  se  r e c u p e r ó  p o r  f i l t r a c i ó n ,  
se  l avó  con agua,  se  s ecó  y s e  v o l v i ó  a m e t i l a r  según Hako- 
mori  j u n t o  con e l  p r o d u c t o  o b t e n i d o .

5 ,42  g de HNa se  c o l o c a r o n  en un ma t r az  de fondo
r edondo de t r e s  b o c a s .  Se l avó  v a r i a s  vece s  con hexano y é s 
t e  se  e l i m i n ó  p o r  d e c a n t a c i ó n .  Los ú l t i m o s  r e s t o s  se  e l i m i 
na ron pasando  c o r r i e n t e  de a rgón .  Se a co p ló  a l  m a t r a z  un a g í  
t a d o r  mecáni co  y un embudo de p r e s i ó n  compensada po r  e l  que 
s e  a d i c i o n a r o n  113 mL de DMSO, s e co  y d e s t i l a d o ,  y s e  c a l e n 
t ó  l a  mezcl a  a 70°C d u r a n t e  2 h o r a s  con a g i t a c i ó n  mecán i ca  
y b a j o  a t m ó s f e r a  de a rgón .  Se a ñ ad i ó  l a  c e l u l o s a  no m e t i l a 
da (733 mg) , se  de jó  r e a c c i o n a r  2 h o ra s  y s e  q u i t ó  l a  c a 
l e f a c c i ó n .  A c o n t i n u a c i ó n  se  a ñ a d i e r o n  15 mL de ICH^, g o t a  
a g o t a  en 3 h o r a s .  Al a d i c i o n a r  e l  i o d u r o  de m e t i l o ,  l a  mez 
c í a  pasó  de t e n e r  un c o l o r  g r i s - v e r d o s o , a un a m a r i l l o  t r a n s  
p á r e n t e .  Se d e j ó  r e a c c i o n a r  d u r a n t e  24 h o r a s .  A l a  mezc l a  
de r e a c c i ó n  s e  a ña d ió  de dos a t r e s  vece s  su  volumen de agua 
y se  e x t r a j o  con c lo ro f o r m o  (5x70 mL) , s e  l avó  con agua e l  
e x t r a c t o  o r g á n i c o ,  se s e có  so b r e  s u l f a t o  s ó d i c o  y se  c o n ce n 
t r o  a s equedad .  Se obtuvo un p r o d u c t o  v i s c o s o  (1 ,072  g) que
se  d e j ó  en e s t u f a  de v a c í o  a 4 0 ° d u r a n t e  c u a t r o  d í a s .  Seco
pesó  0 ,73 3  g (67 ,66$  en p e s o ) .  Se d i s o l v i ó  e l  r e s i d u o  en una
pequeña  c a n t i d a d  de c lo r o f o rm o  y e s t a  s o l u c i ó n  r e s u l t a n t e  se  
añad ió  go t a  a g o t a  a é t e r  de p e t r ó l e o  en un baño de h i e l o .
Se obtuvo  un p r e c i p i t a d o  b l a n c o  f i b r o s o ,  que pesó 124 mg y 
se c a r a c t e r i z ó  p r ime ramen te  p o r  sus  d a to s  e s p e c t r o s c ó p i c o s .

Su e s p e c t r o  de IR se r e g i s t r ó  como p e l í c u l a  de 
l í q u i d o  pu r o .



275

Su e s p e c t r o  de RMN s e  r e g i s t r o  d i s o l v i e n d o  l a  mués 
t r a  en d e u t e r o c l o r o f o r m o  y u t i l i z a n d o  e l  t e t r a m e t i I s i l a n o  c o 
mo r e f e r e n c i a  i n t e r n a .

I V . 4 . 1 .  H i d r ó l i s  i s  a c i d a .  I den t  i f i c a c i ó n  de los  monos a c á r i 
dos p a r c i a l m e n t e  me t i  l ados

1 0 0  mg de l a  c e l u l o s a  m e t i l a d a  s e  d i s o l v i e r o n  en 
2 mi de ^ S O ^  d e l  12% y s e  t uv o  d u r a n t e  4 h o r a s  con a g i t a 
c ió n .  A c o n t i n u a c i ó n  a ñ a d i e r o n  51 mL de agua y se  c a l e n t ó  
a r e f l u j o  4 h o r a s .  Se n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o ,  
se  f i l t r ó ,  s e  e l u y ó  e l  f i l t r a d o  por  r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120 
(H+) y se c o n c e n t r ó  l a  s o l u c i ó n  a un pequeño volumen.

P a r a  un a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o  s e  f ormaron l o s  d e 
r i v a d o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  de los  monos a c á r i d o s  p a r c i a l 
mente m e t i l a d o s ,  de l a  forma h a b i t u a l  y se  a n a l i z a r o n  po r  
c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  en l a s  c o n d i c i o n e s  que se  i n d i c a n  
en l a s  t é c n i c a s  g e n e r a l e s .
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V . ESTUDIO DE LA HEMICELULOSA

V. 1 . A i  s' l  amien to

a) E x t r a c c i ó n  con NaOH a l  4%

A 1 g de h o l o c e l u l o s a  s e  l e  a ñ a d i e r o n  10 mL de una 
s o l u c i ó n  de NaOH a l  4% y se t u v o  en a g i t a c i ó n  a t e m p e r a t u r a  
ambiente  2 d í a s .  Se f i l t r ó  a t r a v é s  de un embudo Büchner  y 
e l  f i l t r a d o  s e  a c i d i f i c ó  con á c i d o  a c é t i c o .  A p a r ec ió  un p r e  
c i p i t a d o  f l o c u l e n t o  que se  s e p a r ó  po r  f i l t r a c i ó n .  Al f i l t r a 
do se l a  a ña d i ó  un volumen e q u i v a l e n t e  de e t a n o l  d e l  95% y 
e l  nuevo p r e c i p i t a d o  se f i l t r ó  s o b r e  e l  a n t e r i o r  y s e  l av ó  
con e t a n o l  a l  50%. El  s ó l i d o  a s í  o b t e n i d o  se d i s o l v i ó  en 10 
mL de NaOH a l  4%, se n e u t r a l i z ó  con á c i do  a c é t i c o  y s e  l e  
añad ió  un volumen e q u i v a l e n t e  de e t a n o l  a l  95%. E l  p r e c i p i 
t ado  formado s e  s e p a r ó  p o r  f i l t r a c i ó n ,  se  l avó  con e t a n o l ,  
y s e  secó  con é t e r .  Se v o l v i ó  a p u r i f i c a r  e s t e  s ó l i d o  d i s o l 
v i é n d o l o  en una d i s o l u c i ó n  de NaOH a l  2%. Se le  a ñ ad ió  s o l u 
c ión  de F e h l i n g  A y F e h l i n g  B (volúmenes  i g u a l e s )  h a s t a  que 
l a  p r e c i p i t a c i ó n  de l  comple jo  de cob re  fue c o m p l e t a .  Se s e 
pa ró  e l  p r e c i p i t a d o  p o r  f i l t r a c i ó n .  Pa r a  d e s t r u i r  e l  comple
j o  de cobre  se añad ió  ác i do  a c é t i c o  g l a c i a l  d i l u i d o  (3%) .El  
comp le jo  a z ü l  de cob re  pa só  a s e r  i n c o l o r o  y l a  d i s o l u c i ó n  
a z u l .  Se f i l t r ó ,  se  l avó  con á c i d o  a c é t i c o  d i l u i d o ,  l uego
con e t a n o l  d i l u i d o  y f i n a l m e n t e  con e t a n o l  d e l  95%. Se s ecó

2 0l a  h e m i c e l u l o s a  a t e m p e r a t u r a  amb ien t e  y peso  0 ,175  g 
- 1 00 , 57 4° ( c  = 2 , en s o l u c i ó n  de h i d r ó x i d o  s ó d i c o  1 %).

b) E x t r a c c i ó n  con d i m e t i l s u l f ó x i d o

1 g de h o l o c e l u l o s a  se a g i t ó  en 12 mL de d i m e t i l -  
s u l f ó x i d o ,  r e c i é n  d e s t i l a d o ,  d u r a n t e  4 d í a s  a t e m p e r a t u r a  
amb ien t e .  Se f i l t r ó  l a  mezc l a  so b r e  un embudo Büchne r  y a l  
f i l t r a d o  se  l e  a d i c i o n a r o n  4 volúmenes  de e t a n o l  y 4 mL de 
á c i do  a c é t i c o ,  p a r a  que l a  p r e c i p i t a c i ó n  d e l  p o l i s a c á r i d o  
e x t r a í d o  s e a  c om pl e t a .  El  p r e c i p i t a d o  se  r e c u p e r ó  p o r  c e n 
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t r i f u g a c i ó n .  Se l avó  a fondo con e t a n o l  y se  secó a v a c í o  en 
un d e s e c a d o r .  Se o b t u v i e r o n  0 , 21 8  g de un s ó l i d o  b l a n q u e c i n o .

E l  e s p e c t r o  de IR,  de l a  h e m i c e l u l o s a ,  se  r e g i s t r ó  
en p a s t i l l a  de bromuro p o t á s i c o .

V. 2.  H i d r ó l i s i s  a c i d a

A 18 mg de h e m i c e l u l o s a  ( e x t r a í d a  con NaOH 4%) s e  
a d i c i o n a r o n  0 ,35  mL de ^ S O ^  d e l  72% y se tuvo en a g i t a c i ó n  
4 h o r a s .  Se a ñ a d i e r o n  13 mL de agua y se  c a l e n t ó  a r e f l u j o  
o t r a s  4 h o r a s .  Se a d i c i o n a r o n  2 mg de i n o s i t o l .  La mezc l a  se  
n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o  y s e  d e s i o n i z ó  p o r  r e s i n a  
A m b e r l i t a  IR-120(H ) .  Se e l u y e r o n  con agua l o s  monos a c á r i d o s  
y se  c o n c e n t r a r o n  a s equedad .

En l a s  mismas c o n d i c i o n e s ,  se  h i d r o l i z a r o n  22 mg de 
h e m i c e l u l o s a  e x t r a í d a  con DMSO.

M. 2 . 1 . I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  monos a c á r i d o s

Se s i l i l ó ,  de l a  forma h a b i t u a l ,  una m u e s t r a  de l os  
monosa cá r id os  p a r a  su  a n á l i s i s  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o .  
Se compararon con p a t r o n e s  a u t é n t i c o s . Las c o n d i c i o n e s  f u e r o n  
l a s  s i g u i e n t e s :

Columna: OV-1
T em pe ra tu r a  Columna: 165°C

M D e t e c t o r :  250°C
" I n y e c t o r :  250°C

F l u j o :  30 mL/min.

P a ra  l a  d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  s e  formaron l o s  
a c e t a t o s  de l o s  a l d i t o l e s  de l o s  monosacá r idos  de l a  forma 
h a b i t u a l  y s e  r e a l i z ó  un a n á l i s i s  c o m p a r a t i v o ,  de l a  h em ice 
l u l o s a  e x t r a í d a  con NaOH 41 y de l a  e x t r a í d a  con DMSO, p o r  
c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  en l a s  c o n d i c i o n e s  d e t a l l a d a s  en 
l a s  t é c n i c a s  g e n e r a l e s .
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V . 2 . 2 . De t e r m i n a c i ó n  c u a n t i  t  a t i v a  de á c i d o s  uron i c o s

18 mg de h e m i c e l u l o s a  s e  d i s o l v i e r o n  en ac i d o  s u l 
f ú r i c o  d e l  72% a 30°C, con a g i t a c i ó n ,  d u r a n t e  1 ho ra  . A con 
t i n u a c i ó n  s e  a ñ a d i e r o n  13 mL de agua y se  c a l e n t ó  a 100°C du 
r a n t e  t r e s  h o r a s .  El  h i d r o l i z a d o  s e  n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  
de b a r i o ,  s e  f i l t r ó ,  se  a j u s t ó  a pH 8 , 5 - 9  con h i d r ó x i d o  po 
t á s i c o  0 ,1  M y se  pa só  s u c e s i v a m e n t e  a t r a v é s  de dos colum
nas  que c o n t e n í a n  A m b e r l i t a  IR-120(H+) e IRA-400(Ac0 ) .  Se 
e l u y e r o n  ambas con agua y l a  a n i ó n i c a  con á c i d o  a c é t i c o  a l  
10%. Los á c i do s  e l u í d o s  se c o n c e n t r a r o n  a un volumen e x a c t o  
de 10 mL. De e s t a  s o l u c i ó n  se  tomaron dos f r a c c i o n e s  de 1 y 
5 mL r e s p e c t i v a m e n t e  y se  a f o r a r o n  cada  una  de e l l a s  a 10 mL. 
De e s t a s  dos d i s o l u c i o n e s  se  tomó un m i l i l i t r o  de cada  una 
de e l l a s ,  y s e  l l a m aro n  D-1 y D-2 r e s p e c t i v a m e n t e ,  p a r a  h a c e r  
l a  r e a c c i ó n  c o l o r i m é t r i c a .

V. 3. H i d r ó l i s i s  a c i d a  p a r c i a l  de l a  h e m i c e l u l o s a .  I d e n t i f i c a 
c ión  de l o s  m o n o s a c á r i d o s .

a) H i d r ó l i s i s  con H2 S04  0 ,05 M

A 200 mg de h e m i c e l u l o s a  s e  l e  a d i c i o n a r o n  20 mL de 
H2 S0^ 0,05 M y s e  t u vo  a r e f l u j o  d u r a n t e  h o r a  y media.  Se c e n 
t r i f u g ó  l a  mezcl a  y s e  obtuvo 2 0  mg de r e s i d u o  no h i d r o l i z a d o .  
E l  h i d r o l i z a d o  s e  n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o ,  se  f i l t r ó ,  
s e  e l u yó  po r  r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120(H+) y se  c o n c e n t r ó  a s e 
quedad .  Se s i l i l ó  una m u e s t r a  de e s t e  h i d r o l i z a d o  y s e  i n y e c 
t ó  en e l  c ro m a tó g r a f o  de ga ses  j u n t o  con a z ú c a r e s  p a t r o n e s  
i g u a l m e n t e  s i l i l a d o s ,  en l a s  s i g u i e n t e s  c o n d i c i o n e s :

Columna: OV-1
Tem per a tu r a  Columna:  170°C

D e t e c t o r :  250°C 
" I n y e c t o r :  250°C

F l u j o :  30 mL/min.



279

Pa ra  una  d e t e r m i n a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  se  formaron  l o s  
a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  de l os  mono sa cá r ido s  d e l  h i d r o l i z a d o  y 
se a n a l i z a r o n  i g u a l m e n t e  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  en l a s  
c o n d i c i o n e s  h a b i t u a l e s .

b) H i d r ó l i s i s  con t^SO^ 0 ,005  M

100 mg de h e m i c e l u l o s a  se a g i t a r o n  en 10 mL de H2 SO4  

0,005 M d u r a n t e  1 h o r a .  El  h i d r o l i z a d o ,  s e p a r a d o  p o r  c e n t r i f u 
g a c i ó n ,  se n e u t r a l i z ó ,  s e  d e s i o n i z ó  po r  r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120 
(H+) y se  c o n c e n t r ó  a s equedad .  Con e l  r e s i d u o  o b t e n i d o  (29 mg,

2  Q

( o J p  -29 ,  83 (c  = 5 ,8  en a g u a ) ,  se  f ormaron l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  
a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  y se  i d e n t i f i c a r o n  p o r  c r o m a t o g r a f í a  ga s -  
l í q u i d o .  El  r e s i d u o  no h i d r o l i z a d o  p e só  56 mg.

V . 4. M e t i l a c i ó n  de l a  h e m i c e l u l o s a

7 ,4 0  g de HNa ( d i s p e r s i ó n  en a c e i t e  m i n e r a l  a l  501) 
se  c o l o c a r o n  en un m a t r az  r edondo de t r e s  bocas  y s e  l avó  v a 
r i a s  vece s  con hexano p a r a  e l i m i n a r  e l  a c e i t e  m i n e r a l .  Luego 
se  a cop ló  a l  m a t r a z  un a g i t a d o r  mecánico y un embudo de p r e 
s i ó n  compensada.  Se a d i c i o n a r o n  300 mL de d i m e t i l s u l f ó x i d o , 
s e co  y d e s t i l a d o ,  g o t a  a g o t a ,  b a j o  a t m ó s f e r a  de argón y con 
a g i t a c i ó n  a 70°C. Al cabo de 3 h o r a s ,  s e  a d i c i o n a r o n  2 ,42  g 
de h e m i c e l u l o s a  en 40 mL de d i m e t i l s u l f ó x i d o  y se de jó  r e a c 
c i o n a r  1 h o r a .  T r a n s c u r r i d o  e s e  t iempo s e  a d i c i o n a r o n  a t em
p e r a t u r a  ambien t e  35 mL de ICH^ g o t a  a g o t a ,  d u r a n t e  h o r a  y 
medi a .  Después de dos h o r a s ,  l a  d i s o l u c i ó n  h a b í a  pasado de' 
s e r  de c o l o r  g r i s - v e r d o s o  a a m a r i l l o  t r a n s p a r e n t e .  Se d e jó  
r e a c c i o n a r  t o d a  l a  noche .  Se l e  a d i c i o n a r o n  800 mL de agua y 
se e x t r a j o  con c lo r o f o r m o  c u a t r o  v e c e s .  Se l avó  con agua l a  
f a s e  o r g á n i c a  h a s t a  n e u t r a l i d a d ,  se  s e có  sobre  s u l f a t o  de s o 
d io  y se c o n c e n t r ó  a s equedad .  Se obtuvo  un l í q u i d o  v i s c o s o  
a m a r i l l o  que se  secó  en l a  e s t u f a  de v a c í o  d u r a n t e  t r e s  d í a s .
El s ó l i d o  a m a r i l l o  que se obtuvo s e  p u r i f i c ó  po r  p r e c i p i t a 
c ión  en benceno  con é t e r  de p e t r ó l e o .  Se r e c u p e r ó  como un 
s ó l i d o  b l a n c o  f l o c u l e n t o  que pesó  1,79 g (73,96% en p e s o ) ;
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{a } p 0 - 74(c  =2 en C1,CH).

Su e s p e c t r o  de IR s e  r e g i s t r o  como p e l í c u l a  c a p i 
l a r  de l i q u i d o  p u r o .

1 13Su e s p e c t r o  de RMN- H y RMN- C, s e  r e g i s t r a r o n  
d i s o l v i e n d o  l a  m u e s t r a  en d e u t e r o c l o r o f o r m o  y u t i l i z a n d o  e l  
t e t r a m e t i l s i l a n o  como r e f e r e n c i a  i n t e r n a .

V . 4. 1 . H i d r ó l i s i s  a c i d a .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  monosacá r idos  
p a r c i a l m e n t e  met iTados

0 , 2 1 2  g de p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o  s e  h i d r o l i z a r o n  en
4,2 mL de d e l  12% con a g i t a c i ó n  d u r a n t e  4 h o r a s .  Luego
se a ñ a d i e r o n  105 mL de agua y s e  c a l e n t ó  a r e f l u j o  4 h o r a s .
El h i d r o l i z a d o  s e  n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o  y se  d e 
s i o n i z ó  a t r a v é s  de l a  r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120(H+) .  Se e l u -  
yeron  con agua l o s  p r o d u c t o s  y s e  c o n c e n t r a r o n  a un pequeño 
volumen.  E s to s  monosacá r idos  s e  t r a n s f o r m a r o n  en l o s  a c e t a t o s  
de a l d i t o l e s  de l a  forma h a b i t u a l  y se  p u r i f i c a r o n  po r  f i l t r a  
c i ón  a t r a v é s  de s í l i c a  g e l  u t i l i z a n d o  como e l u y e n t e  l a  mez
c l a  h e x a n o - é t e r  ( 1 : 5 ) .

La i d e n t i f i c a c i ó n  de l os  mono sacá r idos  p a r c i a l m e n t e  
m e t i l a d o s  s e  r e a l i z ó  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  en l a s  con 
d i c i o n e s  i n d i c a d a s  en l a s  t é c n i c a s  g e n e r a l e s .

Las c o n d i c i o n e s  de l a  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a - e s p e c 
t r o m e t r í a  de masas combinadas  f ue ro n  l a s  s i g u i e n t e s :

Columna: S -3 0 (2 0  m)
Temp era tu r a  Columna: 11 0 ° / 8 ° -2 8 0°
F l u j o  H e l i o :  4 mL.

V .4 .2 .  Reducc ión  de l a  h e m i c e l u l o s a  m e t i l a d a

En un ma t r az  de fondo r edondo  de 50 mL, p r o v i s t o  de 
r e f r i g e r a n t e  y t ubo  de s í l i c a  g e l ,  que c o n t e n í a  1 0 0  mg de h i 
d r u r o  de l i t i o  y a l u m i n i o  en 30 mL de t e t r a h i d r o f u r a n o  s eco  y
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d e s t i l a d o ,  s e  r e d u j e r o n  93 mg de h e m i c e l u l o s a  m e t i l a d a  c a l e n 
t ando  l a  mezc l a  a r e f l u j o  d u r a n t e  4 ho ra s  y b a j o  a t m o s f e r a  
de n i t r ó g e n o .  Terminada  l a  r e a c c i ó n  s e  a d i c i o n ó  a l  m a t r a z  de 
r e a c c i ó n ,  con e n f r i a m i e n t o  e x t e r n o ,  agua c l o r h í d r i c a  h a s t a  
pH 4. El  p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o  y r e d u c i d o  se  r e c u p e r ó  po r  
e x t r a c c i ó n  con c l o r o f o r m o .  Se l avó  l a  f a s e  o r g á n i c a  con 
agua h a s t a  n e u t r a l i d a d  de l a s  aguas de l a v a d o ,  s e  s e có  s o 
b r e  s u l f a t o  s ó d i c o  y se c o n c e n t r ó  a s equedad .  Se o b t u v i e r o n  
80 mg de un s ó l i d o  a m a r i l l e n t o .  Su e s p e c t r o  de IR se r e g i s 
t r ó  e n t r e  p a s t i l l a s  de c l o r u r o  s ó d i c o ,  d i s u e l t o  en c l o r o f o r 
mo .

Su e s p e c t r o  RMN se r e g i s t r ó  d i s o l v i e n d o  l a  m u e s t r a  
en d e u t e r o c l o r o f o r m o  y se u t i l i z ó  e l  t e t r a m e t i l s i l a n o  como 
r e f e r e n c i a  i n t e r n a .

Y. 4 . 2 . 1 . H i d r ó l i s i s  a c i d a .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  m o n o s a c á r i 
dos p a r c i a l m e n t e  m o t i l a d o s .

27 mg de h e m i c e l u l o s a  m e t i l a d a  y r e d u c i d a  se  d i s o l 
v i e r o n  en 0 ,6  mL de ^ S O ^  d e l  72% con a g i t a c i ó n  a t e m p e r a t u r a  
ambien t e  d u r a n t e  4 h o r a s .  Luego se  a d i c i o n a r o n  15 mL de agua 
y se  c a l e n t ó  a r e f l u j o  o t r a s  4 h o r a s .  Se n e u t r a l i z ó  e l  h i d r o 
l i z a d o  con c a r b o n a t o  de b a r i o  y se f i l t r ó .  El  f i l t r a d o  s e  p a 
só  po r  una  columna que c o n t e n í a  r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120(H+) 
y se  e l u y ó  con agua.  Los p r o d u c t o s  e l u i d o s  se  c o n c e n t r a r o n  a 
un pequeño volumen y s e  formaron l o s  a c e t a t o s  de l o s  a l d i t o 
l e s  de e s t o s  m o n o s a c á r id o s ,  según s e  i n d i c a  en l a s  t é c n i c a s  
g e n e r a l e s .

Los a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  
se  i d e n t i f i c a r o n  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o ,  comparando l os  
r e s u l t a d o s  con l o s  o b t e n i d o s  d e l  p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o  s i n  
r e d u c i r ,  en l a s  c o n d i c i o n e s  c r o m a t o g r á f i c a s  h a b i t u a l e s .

Las c o n d i c i o n e s  c r o m a t o g r á f i c a s  de l a  c r o m a t o g r a 
f í a  g a s e o s a - e s p e c t r o m e t r í a  de masas f u e r o n  l a s  s i g u i e n t e s :

Columna: 0V-1(12 m)
T empera tu r a  Columna: 1 2 0 ° / 8 o - 220o .
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V.5 .  C a r a c t e r i z a c i ó n  de 1 á c i d o  4 - Q - m e t i l - D - g l u c u r ó n i c o

40 mg de hemice l u t o s a  se  h i d r o l i z a r o n  p a r c i a l m e n t e  
con á c i do  0,25N a 100°C d u r a n t e  90 m in u to s .  El  h i d r o l i -
zado se n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o ,  se f i l t r ó  y s e  l ie;  
vó a pH 8 , 5 - 9  con p o t a s a  0,1M. La s o l u c i ó n  a l c a l i n a  se  pasó  
a t r a v é s  de l a s  columnas que c o n t e n í a n  l a s  r e s i n a s  A m b e r l i t a  
IR-120(H+) e IRA-400(Ac0 ) .  Los a z ú c a r e s  n e u t r o s  se  e l u y e r o n  
con agua y l o s  a z ú c a r e s  á c i d o s  se e l u y e r o n  de l a  columna anic) 
n i c a  con ác i do  a c é t i c o  a l  1 0 % y se c o n c e n t r a r o n  a s equedad .

E s t o s  componentes  á c i do s  (7 mg) se  h i d r o l i z a r o n  con 
á c i d o  l^SO^ d e l  72%,de l a  forma acos tu mb rada .  El  h i d r o l i z a d o  
s e  n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o ,  se  f i l t r ó  y se  d e s i o n i 
zó a t r a v é s  de A m b e r l i t a  IR-120(H+) . Los p r o d u c t o s  e l u í d o s  
s e  c o n c e n t r a r o n  a un pequeño volumen y se  r e d u j e r o n  con NaBH^, 
4 h o ra s  a t e m p e r a t u r a  amb ien t e .  El  e x c e s o  de b o r o h i d r u r o  se 
d e s t r u y ó  con á c i d o  a c é t i c o ,  s e  d e s i o n i z ó  l a  s o l u c i ó n  con l a  
r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120(H+) y e l  á c i d o  b ó r i c o  se e l i m i n ó  po r  
c o d e s t i l a c i ó n  con m e t an o l .  El  r e s i d u o  o b t e n i d o  se d i s o l v i ó  en 
HC1 1,2N y se  ev ap o ró  a s equedad  o b t e n i é n d o s e  l a  a l d o l a c t o n a .
A c o n t i n u a c i ó n  se  l e  a ñ ad ió  ác id o  b ó r i c o  0,4M (1 ,5  mL) y b o 
r o h i d r u r o  s ó d i c o  0,3M (3 mL) g o t a  a g o t a  y e n f r i a n d o  con h i e 
l o .  Se de jó .  30 minutos  a 0°C, se a j u s t ó  a pH 9 y se  de jó  12 
h o r a s  a 5°C. T r a n s c u r r i d o  e se  t i empo ,  se  añad ió  un e x c e s o  de 
l a  d i s o l u c i ó n  de NaBH^ (2 mL) y se d e j ó  r e a c c i o n a r  d u r a n t e  4 
h o r a s .  F in a lm e n t e  se d e s t r u y ó  e l  e x c e s o  de b o r o h i d r u r o  de l a  
forma h a b i t u a l  y se p r e p a r a r o n  l os  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  
t a l  como se d e t a l l a  en l a s  t é c n i c a s  g e n e r a l e s .
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VI.  HEMICELULOSA A Y B-

V I . 1. A i s l a m i e n t o  de h e m i c e l u l o s a  A 

E x t r a c c i ó n  con NaOH a l  10%

En un mat raz  de 1 l i t r o  de fondo r edondo de t r e s  
b o c a s ,  que c o n t e n í a  800 mL de una  s o l u c i ó n  de NaOH a l  10% 
se  h i z o  p a s a r  n i t r ó g e n o  d u r a n t e  5 h o r a s  a t r a v é s  de l a  s o 
l u c i ó n  p a r a  d e s o x i g e n a r l a .  Luego se  i n t r o d u j e r o n  34 g de 
h o l o c e l u l o s a ,  s e c a d o s  en e s t u f a  de v a c í o ,  y s e  a g i t ó  l a  mez
c l a  mecáni camente  b a j o  a t m ó s f e r a  de n i t r ó g e n o  y a t e m p e r a t u 
r a  amb ien te  d u r a n t e  2 0  h o r a s .

La mezc l a  se  f i l t r ó  a t r a v é s  de f i l t r o s  de t e l a  s o 
b r e  un embudo Büchner .  El  f i l t r a d o ,  l i g e r a m e n t e  a m a r i l l o  y
t r a n s p a r e n t e ,  se a c i d i f i c ó  con á c i d o  a c é t i c o  d e l  50%. A p a re 
c i ó  un p r e c i p i t a d o  b l a n c o  f l o c u l e n t o  y s e  d e j ó  r e p o s a r  en l a  
n e v e r a  d u r a n t e  3 h o r a s .  Luego se  s e p a ró  e l  p r e c i p i t a d o  po r  
c e n t r i f u g a c i ó n  a 14 .000 r . p . m .  y a 5°C d u r a n t e  media  h o r a .
Se l avó  con agua y l uego  con e t a n o l  a b s o l u t o .  Se s ecó  en d e 
s e c a d o r  y se  obtuvo  un s ó l i d o  b l a n c o  de h e m i c e l u l o s a  A que 
pe só  11,78 g.

V I . 1 . 1 . H i d r ó l i s  a c i d a .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  monos a c á r i d o s

8 8  mg de h e m i c e l u l o s a  A se a g i t a r o n  en 1 , 6  mL de
á c i d o  s u l f ú r i c o  de l  72% d u r a n t e  1 h o r a  a 30°C. A c o n t i n u a 
c ión  se  a ñ a d i e r o n  41 mL de agua y se  c a l e n t ó  l a  mezc l a  a
r e f l u j o  d u r a n t e  4h o ra s .  Se d e j ó  e n f r i a r  a t e m p e r a t u r a  ambien
t e  y se  a ñ a d i e r o n  2 mg de i n o s i t o l  a l  h i d r o l i z a d o  a n t e s  de 
n e u t r a l i z a r l o  con c a r b o n a t o  de b a r i o .  Se s e p a r ó  e l  s ó l i d o  po r  
f i l t r a c i ó n  y e l  f i l t r a d o  s e  pa só  p o r  una columna que c o n t e n í a  
l a  r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120(H+) .  Los p r o d u c t o s  se e l u y e r o n  con 
agua y se c o n c e n t r a r o n  a un pequeño volumen.

Con l o s  m o n o s a c á r i d o s , se fo rmaron sus  d e r i v a d o s  ace 
t a t o s  de a l d i t o l e s ,  de l a  forma h a b i t u a l ,  p a r a  un a n á l i s i s  cuan 
t i t a t i v o  de l o s  mismos po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o .  Las con-
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( l i c i o ne s  c r o m a t o g r á f i c a s  se i n d i c a n  en l a s  t é c n i c a s  g e n e r a l e s .

V I . 1 . 2 .  P u r i f i c a c i ó n  de l a  h e m i c e l u l o s a  A. Obtenc ión  de l a s  
f r a c c i o n e s  A-I  y A- I I

7 ,83  g de h e m i c e l u l o s a  A se  d i s o l v i e r o n  en 7 ,83 mL 
de una  s o l u c i ó n  de h i d r ó x i d o  p o t á s i c o  a l  5% con a g i t a c i ó n  mag
n é t i c a .  Después de 3 h o r a s ,  se  a d i c i o n a r o n  l e n t a m e n te  y con 
a g i t a c i ó n  m a g n é t i c a  38 mL de una s o l u c i ó n  de F e h l i n g  (vo lúme
nes  i g u a l e s  de l a s  s o l u c i o n e s  A y B ) . Se formó un complejo  
g e l a t i n o s o  de c o l o r  a z ú l  que se  s e p a r ó  po r  c e n t r i f u g a c i ó n .  Se 
l avó  p r i me ro  e l  comp le jo  con l a  s o l u c i ó n  de KOH a l  5% y l a s  
aguas  de l avado  se  j u n t a r o n  con e l  c e n t r i f u g a d o  a n t e r i o r  y 
se  d i a l i z a r o n  c o n t r a  agua d e s t i l a d a .

El  comp le jo  de cob re  s e  l avó  a c o n t i n u a c i ó n  con 
agua h a s t a  su p r á c t i c a m e n t e  t o t a l  d i s o l u c i ó n .  A e s t a  s o l u c i ó n  
se  l a  a d i c i o n a r o n  c u a t r o  volúmenes de e t a n o l  a b s o l u t o  y a p a 
r e c i ó  un p r e c i p i t a d o  b l a n c o  f l o c u l e n t o .  Se t uvo  v a r i a s  h o r a s  
a 0°C y se  c e n t r i f u g ó .  El p r e c i p i t a d o  s e p a r a d o  se  t r a t ó  con 
una s o l u c i ó n  de c l o r h í d r i c o  e t a n ó l i c o  a l  5 % a 0 o d u r a n t e  un 
m inu to ,  y s e  l avó  con e t a n o l  h a s t a  que d i o  n e g a t i v o  e l  t e s t  
de l o s  c l o r u r o s .  E s t e  s ó l i d o  b l a n c o  s e  s ecó  en de se c a d o r  a 
v a c í o .  Se o b t u v i e r o n  3 ,48  g, de p o l i s a c á r i d o  p u r i f i c a d o  que 
se  l a  l lamó f r a c c i ó n  A- I .

La s o l u c i ó n  a l c a l i n a ,  una  vez d i a l i z a d a ,  se  concen 
t r o  a un pequeño volumen y s e  l e  a d i c i o n a r o n  4 volúmenes  de 
e t a n o l .  A p a r e c ió  un p r e c i p i t a d o  a z ú l  que se  de jó  r e p o s a r  unas 
h o r a s  a 0°C a n t e s  de c e n t r i f u g a r l o .  Una vez s e p a r a d o  se  t r a t ó  
con c l o r h í d r i c o  e t a n ó l i c o  a l  5°s (V/V) d u r a n t e  1 minu to  y se 
l avó  ampl iamente  con e t a n o l .  Se obtuvo  un s ó l i d o  b l an c o  que ,  
de spués  de s e c a r s e  en un d e s e c a d o r  a v a c í o ,  pe só  0 , 35  g y se  
l e  l lamó f r a c c i ó n  A - I I .  En l a  f i g u r a  V I . 3  ( P a g . 148) se  i n d i 
ca un esquema de e s t e  f r a c c i o n a m i e n t o .

E l  e s p e c t r o  de i n f r a r r o j o ,  t a n t o  de l a  f r a c c i ó n  A-I  
como de l a  A - I I  se  r e g i s t r ó  en p a s t i l l a  de bromuro p o t á s i c o .
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V1. 2 . E s t u d i o  de l a  f r a c c i ó n  A-I

V I . 2 . 1 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  monos a c á r i d o s

37 mg d e l  p o l i s a c á r i d o  s e  d i s o l v i e r o n  en 0 , 4  mL de 
d e l  12% con a g i t a c i ó n  a 30°C d u r a n t e  1 h o r a .  T r a n s c u 

r r i d o  e s e  t i empo se  a d i c i o n a r o n  20 mL de agua d e s t i l a d a  y s e  
c a l e n t ó  a r e f l u j o  d u r a n t e  3 h o r a s .  Se d e jó  e n f r i a r  l a  mezcl a  
a t e m p e r a t u r a  ambien t e  y se a ñ a d i e r o n  2 mg de i n o s i t o l  a n t e s  
de n e u t r a l i z a r  con c a r b o n a t o  de b a r i o .  La mezc l a  se f i l t r ó  
y e l  f i l t r a d o  se  d e s i o n i z ó  a t r a v é s  de l a  r e s i n a  A m b e r l i t a  
I R-120(H+) .  Los p r o d u c t o s  se  e l u y e r o n  con agua d e s t i l a d a  y 
s e  c o n c e n t r a r o n  a un pequeño volumen.

Con l o s  monosa cá r ido s  se  formaron l o s  a c e t a t o s  de 
a l d i t o l e s  de l a  forma h a b i t u a l  y se  i d e n t i f i c a r o n  c u a n t i t a t i 
vamente  por  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  en l a s  c o n d i c i o n e s  que 
se  i n d i c a n  en l a s  t é c n i c a s  g e n e r a l e s .

VI.  2, . 2 .  H i d r ó l i s i s  p a r c i a l

60 mg de p o l i s a c á r i d o  se  d i s o l v i e r o n  en 6  mL de 
á c i d o  0,25N a 100°C d u r a n t e  90 m in u t o s .  A c o n t i n u a c i ó n
se  n e u t r a l i z ó  l a  mezc l a  con c a r b o n a t o  de b a r i o  y se f i l t r ó .
El f i l t r a d o  s e  l l e v ó  a pH 8 , 5 -9  con una d i s o l u c i ó n  de KOH 
0,1M y se pa só  s u c e s i v a m e n t e  po r  columnas que c o n t e n í a n  l a s  
r e s i n a s  A m b e r l i t a  IR-120(H+) e IRA-400(Ac0~) . Se e l u y e r o n  
ambas con agua y l a  a n i ó n i c a  con á c i d o  a c é t i c o  a l  10$. L o s  

p o s i b l e  o l i g o s a c á r i d o s  s e  c o n c e n t r a r o n  a un pequeño volumen,  
De forma s i m i l a r ,  40 mg de p o l i s a c á r i d o  se  h i d r o l i z a r o n  en 
4 mL de á c i d o  ^ S O ^  0,025N a 100°C d u r a n t e  90 minu to s .

V I . 2 . 2  . 1  . A n á l i s i s  de l os  o l i g o s a c á r i d o s

a) C r o m a t o g r a f í a  so b re  p a p e l

Por c r o m a t o g r a f í a  s o b re  p a p e l  Watman n ° 1 y 3, los  
h i d r o l i z a d o s  de ambas h i d r ó l i s i s  p a r c i a l e s  d i e r o n  c i n c o  man
chas  por  cuyos Rp se demos t ró  que e r a n  o l i g o s a c á r i d o s  p e r t e -
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n e c i e n t e s  a una s e r i e  homóloga de l a  x i l o s a  ( F i g . V I . 6 a V I . 9 ) .

Los d e s a r r o l l a d o r e s  f u e r o n :  s i s t e ma (A )  a c e t a t o  de 
e t i l o - a c i d o  a c é t i c o - a c i d o  f ó r m ic o - a g u a  ( 1 8 : 3 : 1 : 4 )  (24 h o r a s ) ;  
s i s t e m a ( B )  n - b u t a n o l - e t a n o l - a g u a  ( 2 : 1 : 1 )  (46 h o r a s )  y s i s t e -  
ma(C) n - b u t a n o l - p i r i d i n a - a g u a  ( 6 : 4 : 3 )  (18 h o r a s ) .  Como r e v e 
l a d o r  se  u t i l i z o  l a  d i f e n i l a m i n a  a n i l i n a .

b) C r o m a t o g r a f í a  l í q u i d a  de a l t a  r e s o l u c i ó n .

Los o l i g o s a c á r i d o s  se  a n a l i z a r o n  en d i s o l u c i ó n  acuo 
s a ,  po r  c r o m a t o g r a f í a  l í q u i d a  de a l t a  r e s o l u c i ó n  en una colum 
na  L i c h roso rb -NH 2 u t i l i z a n d o  como e l u y e n t e  l a  mezcl a  a c e t o n i -  
t r i l o - a g u a  (75:25)  con un f l u j o  de 2 mL/min.

V I . 2 . 3 .  M e t i l a c i ó n  de l a  f r a c c i ó n  A-I

1 g de HNa (50% de d i s p e r s i ó n  en a c e i t e  m i n e r a l )  
se  i n t r o d u j o  en un m a t r az  redondo de dos bocas  y se  l avó  con 
hexano c in co  v e c e s ,  a g i t a n d o ,  de jando  r e p o s a r  e l  s ó l i d o  y 
e l i m in a n d o  e l  hexano po r  d e c a n t a c i ó n .  Los ú l t i m o s  r e s t o s  se 
e l i m i n a r o n  con c o r r i e n t e  de a rgón .  I nmed i a t a men te  s e  a cop ló  
un embudo de p r e s i ó n  compensada a t r a v é s  d e l  que se a d i c i o n a  > 
ron l o s  r e a c t i v o s ,  y s e  c e r r ó  e l  s i s t e m a  b a j o  a t m ó s f e r a  de 
a rgón .  Con a g i t a c i ó n  m a g n é t i c a  y a 70°C, se  a d i c i o n a r o n  23 mL 
de DMSO ( d e s t i l a d o  y s ecado  s o b r e  t amiz  de 4 Á) g o t a  a g o t a .

Al cabo de 1 h o r a  se  a ñ a d i e r o n  148 mg d e l  p o l i s a c á  
r i d o  d i s u e l t o  en 5 mL de DMSO. Después de 4 h o r a s ,  se  de jó  
e n f r i a r  l a  mezc l a  de r e a c c i ó n  a t e m p e r a t u r a  ambien t e  y se  
a d i c i o n a r o n  4 mL de ICH^ g o t a  a g o t a  con a g i t a c i ó n .  En e s t a s  
c o n d i c i o n e s  se  de jó  r e a c c i o n a r  t o d a  l a  noche .

Se añad ió  agua a l a  mezc l a  de r e a c c i ó n  y s e  r e c u 
p e ró  e l  p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o  por  e x t r a c c i ó n  con c lo r o f o r m o .  
Los e x t r a c t o s  o r g á n i c o s  s e  l a v a r o n  con agua y se  s e c a r o n  s o 
b r e  s u l f a t o  s ó d i c o .  Se d e j ó  s e c a r  en l a  e s t u f a  de v a c í o  un 
d í a  a 40°C, y s e  obtuvo un s ó l i d o  a m a r i l l o ,  132 mg (89,19% 
en p e s o ) ,  s i n  apenas  i m p u r e za s ,  como se  comprobó po r  su
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RMN. Se p u r i f i c ó  e l  s ó l i d o  p o r  p r e c i p i t a c i ó n  en benceno  con
é t e r  de p e t r ó l e o  y e l  s ó l i d o  b l a n c o  f l o c u l e n t o  de p o l i s a c á -

•■2 0r i d o  m e t i l a d o  pe só  129 mg (87,.161 en peso)  { a i  ^ - 39 ,446  (c= 
26,87  en C13 CH).

Su e s p e c t r o  de IR se r e a l i z ó  en forma de p e l í c u l a  
de l í q u i d o  pu r o ;  se d i s o l v i ó  en c l o r o f o r m o ,  s e  e x t e n d i ó  s o 
b r e  un p o r t a  y una  vez evapo rado  e l  c l o r o f o r m o  se  obtuvo  e l  
p r o d u c t o  en forma de p e l í c u l a  t r a n s p a r e n t e .  No p r e s e n t ó  b a n 
da de a b s o r c i ó n  de 0-H (3600-3200 cm ^) .

1 13Sus e s p e c t r o s  de RMN- H y RMN- C se  r e a l i z a r o n  d i 
s o l v i e n d o  l a  m u e s t r a  en d e u t e r o c l o r o f o r m o  y s e  u t i l i z ó  e l  t e -  
t r a m e t i l s i l a n o  como r e f e r e n c i a  i n t e r n a .

V I . 2 . 3 . 1 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l os  monos a c á r i 
dos p a r c i a l m e n t e  ine t i  l ados

23 mg de l a  h e m i c e l u l o s a  m e t i l a d a  se d i s o l v i e r o n  en 
0 ,5  mL de á c i d o  d e l  12% d u r a n t e  1 h o r a  a 30°C. Luego se
a ñ a d i e r o n  13 mL de agua d e s t i l a d a  y se  c a l e n t ó  l a  mez c l a  a r e 
f l u j o  4 h o r a s .  Al cabo de e se  t iempo,  e l  h i d r o l i z a d o  s e  n e u 
t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o  y se  f i l t r ó .  El  f i l t r a d o  s e  
d e s i o n i z ó  a t r a v é s  de l a  r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120(H+ ) y se  
c o n c e n t r ó  a un pequeño volumen.

Los monos a c á r i d o s  s e  r e d u j e r o n  con borohidruro de 
s o d i o  y s e  a c e t i l a r o n  con a n h í d r i d o  a c é t i c o - p i r i d i n a  ( 1 : 1 ) ,  
como se  d e t a l l a  en l a s  t é c n i c a s  g e n e r a l e s ,  p a r a  t r a n s f o r m a r 
l os  en sus c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s .  E s t o s  s e  
a n a l i z a r o n  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  en l a s  c o n d i c i o n e s  
c r o m a t o g r á f i c a s  h a b i t u a l e s .
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V I . 3. E s tu d io  de la  f r a c c ió n  A-II

V I . 3 . 1 .  H i d r ó l i s  i s  a c i d a .  Iden t i  f  i  c ac ió n  de l o s  monos a c á r i  dos

16 mg de l  p o l i s a c á r i d o  se d i s o l v i e r o n  en 0 ,32 mL de 
d e l  12% a 30°C. Al cabo de 1 h o r a  se  a ñ a d i e r o n  8  mL de 

agua d e s t i l a d a  y se  c a l e n t ó  l a  mezc l a  a r e f l u j o  d u r a n t e  4 h o 
r a s  .

Se d e jó  e n f r i a r  l a  mezcl a  a t e m p e r a t u r a  amb ien t e .
Se l e  a d i c i o n a r o n  2 mg de i n o s i t o l  y s e  n e u t r a l i z ó  con c a r b o 
na to  de b a r i o .  Se f i l t r ó  y e l  f i l t r a d o  se  pasó  por  r e s i n a  
A m b e r l i t a  IR-120(H+) .  Se e lu yó  con agua y se  c o n c e n t r ó  l a  s o 
l u c i ó n  a un pequeño volumen.

Se t r a n s f o r m a r o n  l o s  monos a c á r i d o s  en sus  c o r r e s 
p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s ,  de l a  forma acos tu mb rad a ,  
p a r a  su  a n á l i s i s  c u a n t i t a t i v o .  Se d i s o l v i e r o n  en c lo r o f o r m o  
y s e  i n y e c t a r o n  en e l  c ro m a tó g r a f o  en l a s  c o n d i c i o n e s  que 
se i n d i c a n  en l a s  t é c n i c a s  g e n e r a l e s .

VI.  4. A i s l a m i e n t o  de l a  h e m i c e l u l o s a  B

El  c e n t r i f u g a d o  a l c a l i n o  que quedó a l  p r e c i p i t a r  
l a  h e m i c e l u l o s a  A ( v e r  p a r t a d o  V I . 1.2)  se d i a l i z ó  c o n t r a  
agua d e s t i l a d a  d u r a n t e  24 h o r a s .

La s o l u c i ó n  r e s u l t a n t e  se c o n c e n t r ó  a un pequeño 
volumen y se l e  a d i c i o n a r o n  4 volúmenes de e t a n o l  de 95$.  De 
e s t a  forma p r e c i p i t ó  l a  h e m i c e l u l o s a  B. E s t e  p r e c i p i t a d o  se  
d e jó  r e p o s a r  a 0°C. Al cabo de una  h o r a  se  c e n t r i f u g ó  a 14000 
r . p . m .  y a 5°C. E l  s ó l i d o  l i g e r a m e n t e  c o l o r e a d o  (ve rdo so )  se  
l avó  con e t a n o l  y se secó  en d e s e c a d o r  a v a c í o  sob re  p e n t ó x i -  
do de f ó s f o r o .  Se o b t u v i e r o n  4,2 7 g de h e m i c e l u l o s a  B. Su e s 
p e c t r o  de IR se  r e g i s t r ó  en p a s t i l l a s  de bromuro p o t á s i c o .
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V I . 4 . 1 .  H i d r ó l i s  i s  ac id a .  I d e n t i f i c a c i ó n de l o s  monos a cár idos

9 ,5  mg de h e m i c e l u l o s a  A se a g i t a r o n  en 0 ,32  mL de á c i  
do s u l f ú r i c o  d e l  12% d u r a n t e  1 h o r a  a 30°C. A c o n t i n u a c i ó n  se  
a ñ a d i e r o n  8 mL de agua y se  c a l e n t ó  l a  mezc l a  a r e f l u j o  duran  
t e  4 h o r a s .  Se d e jó  e n f r i a r  a t e m p e r a t u r a  ambien t e  y se a ñ a 
d i e r o n  2 mg de i n o s i t o l  a l  h i d r o l i z a d o  a n t e s  de n e u t r a l i z a r l o  
con c a r b o n a t o  de b a r i o .  Se s e p a r ó  e l  s ó l i d o  po r  f i l t r a c i ó n  y 
e l  f i l t r a d o  se  pa só  po r  una  columna que c o n t e n í a  l a  r e s i n a  
A m b e r l i t a  IR-120(H+) .  Los p r o d u c t o s  se  e l u y e r o n  con agua y 
s e  c o n c e n t r a r o n  a un pequeño volumen.  Con l o s  monos a c á r i d o s , 
se formaron sus  d e r i v a d o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  ( 1 0  mg) y 
se  d e t e r m i n a r o n  c u a n t i t a t i v a m e n t e  por  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í 
quido  de sus  d e r i v a d o s  en c o n d i c io n e s  c r o m a t o g r á f i c a s  h a b i 
t u a l e s  .

V I . 4 . 2 .  P u r i f i c a c i ó n  de l a  h e m i c e l u l o s a  B. O b t en c ió n  de l a s  
f r a c c i o n e s  B- I  y B - I I

2 ,72 g de h e m i c e l u l o s a  B se  d i s o l v i e r o n ,  de forma 
i n s t a n t á n e a ,  en 2 72 mL de una s o l u c i ó n  de KOH a l  5%. A e s t a  
s o l u c i ó n  s e  a d i c i o n a r o n  40 mL de una s o l u c i ó n  de F e h l i n g  (A 
+ B, volúmenes  i g u a l e s )  y p r e c i p i t ó  un comple jo  de cob re  i n -  
s o l u b l e  de c o l o r  a z ú l  i n t e n s o  que se  s e p a r ó  p o r  c e n t r i f u g a 
c i ó n .  E s t e  s ó l i d o  se  l avó  p r im e r o  con d i s o l u c i ó n  de KOH a l  5% 
y e s t a s  aguas  de l avado  s e  u n i e r o n  a l  c e n t r i f u g a d o  a l c a l i n o  
a n t e r i o r  y se d i a l i z a r o n  con agua d e s t i l a d a  d u r a n t e  24 h o r a s .

El  comp le jo  de cobre  se l a v ó ,  a c o n t i n u a c i ó n ,  con 
agua h a s t a  su comple t a  d i s o l u c i ó n .  Po r  a d i c i ó n  de 4 volúmenes  
de e t a n o l  a p a r e c i ó  un p r e c i p i t a d o  que ,  t r a s  d e j a r l o  r e p o s a r  
a 0°C d u r a n t e  1 h o r a ,  se s e pa r ó  por  c e n t r i f u g a c i ó n .  Es t e  com
p l e j o  se  t uvo  en m ace ra c ió n  a 0°C con una s o l u c i ó n  de c l o r h í 
d r i c o  e t a n ó l i c o  a l  5% d u r a n t e  un minu to  y s e  c e n t r i f u g ó .  El  
s ó l i d o  se l avó  con e t a n o l  ex t ensa men te  y se  s e có  en un d e s e 
ca do r  a v a c í o .  Se o b t u v i e r o n  0 ,897  g de l a  f r a c c i ó n  B - I .
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La s o l u c i ó n  a l c a l i n a  d i a l i z a d a  se c o n c e n t r ó  a un 
pequeño volumen,  se  a d i c i o n a r o n  4 volúmenes  de e t a n o l  y e l  
p r e c i p i t a d o  que se  formó se d e j ó  r e p o s a r  a 0°C d u r a n t e  v a 
r i a s  h o r a s . Se s e p a r ó  e l  s ó l i d o  por  c e n t r i f u g a c i ó n .  Se d e s 
t r u y ó  e l  comp le jo  po r  a d i c i ó n  de c l o r h í d r i c o  m e t a n ó l i c o  a l  
5% a 0°C y se  l avó  e x t e n s a m e n t e  con e t a n o l .  Se s e có  en un 
d e s e c a d o r  a v a c í o  y se  o b t u v i e r o n  1,25 g de un s ó l i d o  l i g e 
ramente  c o l o r e a d o  (ve rde )  que se  l lamó f r a c c i ó n  B - I I .  En 
l a  F ig .  V I . 25 (pág .188 )  se  m u e s t r a  un esquema de e s t e  f r a c 
c io n a m i e n to .

E l  e s p e c t r o  de IR t a n t o  de l a  f r a c c i ó n  B-I  como 
de l a  B - I I ,  se r e a l i z ó  en p a s t i l l a  de bromuro p o t á s i c o .

V I .5.  E s t u d i o  de l a  f r a c c i ó n  B-I

V I . 5 . 1 .  H i d r ó l i s  i s  a c i d a .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  m o n o s a c á r i - 
d o s .

9 ,7  mg d e l  p o l i s a c á r i d o  (B- I )  se  d i s o l v i e r o n  en 
0 ,3  mL de á c i d o  s u l f ú r i c o  de l  72% a 30°C. Al cabo de 1 h o r a  
se  a ñ a d i e r o n  7 ,6  mL de agua d e s t i l a d a  y se  c a l e n t ó  a r e f l u 
j o  d u r a n t e  4 h o r a s .

Se d e jó  e n f r i a r  l a  mezc l a  de r e a c c i ó n ,  se a ñ a d i e 
ron 2 mg de i n o s i t o l  (1 mL de una d i s o l u c i ó n  a i  Q2%) y s e  
n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o .  Se f i l t r ó  sob re  p a pe l  
Watman n°1 y e l  f i l t r a d o  se  d e s i o n i z ó  a t r a v é s  de l a  r e s i 
na A m b e r l i t a  IR-120(H+) .  Se e luyó  con agua y l a  s o l u c i ó n  se 
c o n c e n t r ó  a un pequeño volumen.

Los monos a c á r i d o s , en d i s o l u c i ó n  acuo sa ,  se t r a n s 
formaron en l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s ,  s e 
gún s e  i n d i c a  en l a s  t é c n i c a s  g e n e r a l e s .  Se a n a l i z a r o n  p o r  
c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  po r  e l  método de l  p a t r ó n  i n t e r n o  
en l a s  c o n d i c i o n e s  h a b i t u a l e s .
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VI . 5 . 1 . 1  d e t e r m i n a c i ó n  cuan t  i t  a t i v a  de á c i d o s  u r á n i c o s

19 mg d e l  p o l i s a c á r i d o  se  d i s o l v i e r o n  en 0 , 4  mL 
de á c i d o  I^SO^ a l  72% a 3 0 ° C y a ! c a b o  de 1 h o r a  se  a ñ a d i e 
ron 12 mL de agua y se  c a l e n t ó  a 100°C d u r a n t e  3 h o r a s .

El  h i d r o l i z a d o ,  t r a s  e n f r i a m i e n t o  a t e m p e r a t u r a  
a mb ien t e ,  s e  n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o ,  se  f i l t r ó  
y e l  f i l t r a d o  se  l l e v ó  a pH 8 ,5 - 9  con una  d i s o l u c i ó n  de 
KOH 0 , 1M. A c o n t i n u a c i ó n  se  pasó  s u c e s i v a m e n t e  po r  columnas 
que c o n t e n i a n  l a s  r e s i n a s  A m b e r l i t a  IR-120(H+) e IRA-400 
(AcO') .

Se e l u y e r o n  ambas con agua y l a a n i ó n i c a  con á c i 
do a c é t i c o  a l  10%. La s o l u c i ó n  á c i d a  se c o n c e n t r ó  y s e  a f o 
ró  a 10 mL. De e s t a  d i s o l u c i ó n  s e  tomaron 1 , 2  y 5 mL p o r  
s e p a r a d o  y cada  f r a c c i ó n  se  a f o r ó  a 10 mL. F ina lme n te  se  
tomó 1 mL de cada  una de e s t a s  t r e s  d i s o l u c i o n e s ,  que 
s e  les l lamó D-I , D-2 y D-3 r e s p e c t i v a m e n t e ,  p a r a  h a c e r
l a  d e t e r m i n a c i ó n  c o l o r i m é t r i c a .  Se obtuvo  un 6,78% de á c i 
do u r ó n i c o  e x p re sa d o  en c o n c e n t r a c i ó n  de á c i d o  g l u c u r ó n i c o .

V I . 5 . 2  . H i d r ó l i s i s  p a r c i a l

60 mg de p o l i s a c á r i d o  s e  d i s o l v i e r o n  en 6  mL de 
á c i do  ^ S O ^  0,25N a 100°C d u r a n t e  90 m in u t o s .  Se de jó  e n f r i a r  
e l  h i d r o l i z a d o  a t e m p e r a t u r a  a m b ie n t e ,  y s e  n e u t r a l i z ó  con 
c a r b o n a t o  de b a r i o .  Se f i l t r ó  y e l  f i l t r a d o  se  l l e v ó  a pH 
8 ,5 - 9  po r  a d i c i ó n  de d i s o l u c i ó n  KOH 0,1M. Se pasó  e l  f i l t r a 
do s u c e s i v a m e n t e  po r  l a s  r e s i n a s  A m b e r l i t a  IR-120(H+) e 
IRA-400(Ac0 ) .  Se e l u y e r o n  ambas con agua y l a  a n i ó n i c a  a d e 
más con á c i do  a c é t i c o  a l  10%. Los p o s i b l e s  o l i g o s a c á r i d o s  
e l u í d o s  se  c o n c e n t r a r o n  a un pequeño volumen.

De forma s i m i l a r  y en l a s  mismas c o n d i c i o n e s ,  41 ,5  
mg d e l  p o l i s a c á r i d o  se h i d r o l i z a r o n  en 4 mL de á c i do  H2 SO4  

0,025N a 100°C d u r a n t e  90 minu to s  y l os  o l i g o s a c á r i d o s  o b t e 
n i d o s  se  c o n c e n t r a r o n  t ambién  a un pequeño volumen.
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VI . 5 . 2 . 1 .  An á l  i s  i s  de -los o l i g o s  a c á r i d o s

a) C r o m a t o g r a f í a  so b r e  p a p e l

Los h i d r o l i z a d o s , de ambas h i d r ó l i s i s  p a r c i a l e s ,  
d i e r o n  por  c r o m a t o g r a f í a  sob re  p a p e l  Watman n°1 y 3, c i n 
co manchas cada  uno ,  po r  cuyos Rp s e  demos t ró  que e r a n  o l i -  
g o s a c á r i d o s  p e r t e n e c i e n t e s  a l a  s e r i e  homologa de l a  x i l o s a  
( F i g . V I .30 a V I . 33) .

Los d e s a r r o l l a d o r e s  f u e r o n :  s i s t e m a  (A) a c e t a t o  de 
e t i l o - á c i d o  a c é t i c o - á c i d o  f ó r m ic o - a g u a  ( 1 8 : 3 : 1 : 4 )  (24 h o r a s ) ;
s i s t e m a  (B) n - b u t a n o l - e t a n o l - a g u a  ( 2 : 1 : 1 )  (46 h o r a s )  y s i s t e 
ma (C) n - b u t a n o l - p i r i d i n a - a g u a  ( 6 : 4 : 3 )  (18 h o r a s ) .  Como r e 
v e l a d o r  se  u t i l i z ó  l a  d i f e n i l a m i n a  a n i l i n a .

b) C r o m a t o g r a f í a  l í q u i d a  de a l t a  r e s o l u c i ó n

Los o l i g o s a c á r i d o s , en d i s o l u c i ó n  a cu o sa ,  se a n a l i 
zaron  po r  c r o m a t o g r a f í a  l í q u i d a  de a l t a  r e s o l u c i ó n  en l a  c o 
lumna L i ch roso rb -NH 2 u t i l i z a n d o  como e l u y e n t e  l a  mezcl a  a ce -  
t o n i t r i l o - a g u a  (75 :25 )  con un f l u j o  de 2 mL/min.

V I . 5t . 3. Me t i l a c i ó n  de l a  f r a c c i ó n  B-I

403 mg de HNa (una  d i s p e r s i ó n  a l  50$ en a c e i t e  m i 
n e r a l )  se i n t r o d u j e r o n  en un m a t r a z  r edondo  de 2 bocas  y se 
l a v a r o n  con hexano .  Se a g i t ó ,  se d e jó  r e p o s a r  y se  d e ca n tó  
e l  hexano.  Así  c i n c o  v e c e s ,  y l o s  ú l t i m o s  r e s t o s  se  e l i m i n a 
ron con c o r r i e n t e  de a rgón .  Se acop ló  un embudo de p r e s i ó n  
compensada,  a t r a v é s  d e l  que se  a d i c i o n a r o n  l o s  r e a c t i v o s  
y s e  pa só  c o r r i e n t e  de a rgón .  Con a g i t a c i ó n  m ag n é t i c a  y a 
70°C, se a d i c i o n a r o n  9 mL de DMSO g o t a  a g o t a  y b a j o  a tm ós 
f e r a  de a rgón . Al cabo de 1 h o r a  s e  a ñ a d i e r o n  50 mg 
d e l  p o l i s a c á r i d o  d i s u e l t o  en DMSO. Después de 3 h o ra s  s e  
a d i c i o n a r o n ,  p r e v i o  e n f r i a m i e n t o  a t e m p e r a t u r a  ambien t e  de 
l a  mezcl a  de r e a c c i ó n ,  1,3 mL de ICH^ g o t a  a g o t a  y se  de jó  
r e a c c i o n a r  4 h o r a s  más.
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El p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o  se  r e c u p e r ó  p o r  e x t r a c 

c ió n  con c lo r o f o r m o .  Las f a s e s  o r g á n i c a s  s e  j u n t a r o n ,  se  
l a v a r o n  con agua y s e  s e c a r o n  s o b r e  s u l f a t o  de s o d i o .  Se 
e l i m i n ó  e l  d i s o l v e n t e  en r o t a v a p o r  a v a c í o  y e l  p r o d u c t o  
s e  d e j ó  s e c a r  en l a  e s t u f a  de v a c í o  a 40°C d u r a n t e  3 d í a s .
Se obtuvo  un s ó l i d o  a m a r i l l o ,  25 mg (50% en peso)  cuyo i n 
f r a r r o j o  no mos t ró  banda  de a b s o r c i ó n  0-H (3600-3200'cm ^) .

Su e s p e c t r o  de IR se  r e g i s t r ó  en forma de p e l í 
c u l a  de l í q u i d o  p u r o  d i s o l v i e n d o  e l  p r o d u c t o  en HCCl^.

Su e s p e c t r o  de RMN se r e g i s t r o '  d i s o l v i e n d o  e l  
p r o d u c t o  en d e u t e r o c l o r o f o r m o  y s e  u t i l i z ó  e l  t e t r a m e t i l s i -  
l an o  como r e f e r e n c i a  i n t e r n a .

V I . 5 . 3 . 1 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a .  I d e n t i f i c a c i ó n  de l o s  monosacá-
r i d o s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s .

25 mg de p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o  se  d i s o l v i e r o n  en 
0 ,5  mL de á c i d o  s u l f ú r i c o  d e l  12% a 30°C. Al cabo de 1 h o r a  
se  a ñ a d i e r o n  13 mL de agua y se c a l e n t ó  l a  s o l u c i ó n  a 100°C 
d u r a n t e  4 h o r a s .  El  h i d r o l i z a d o  se  n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  
de b a r i o ,  se  f i l t r ó  y e l  f i l t r a d o  se  d e s i o n i z ó  por  r e s i n a  
A m b e r l i t a  IR-120(H+) y se  c o n c e n t r ó  a un pequeño volumen.

Los monos a c á r i d o s  o b t e n i d o s  s e  t r a n s f o r m a r o n  en 
l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  me
t i l a d o s ,  de l a  forma h a b i t u a l .  Se a n a l i z a r o n  por  c r o m a t o g r a 
f í a  g a s - l í q u i d o .  Se d i s o l v i e r o n  en c l o r o f o r m o  y se  i n y e c t a 
ron en e l  c r o m a t ó g r a f o ,  en l a s  c o n d i c i o n e s  dadas  en l a s  t é c 
n i c a s  g e n e r a l e s .
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V I . 5 . 4 .  Car ác t  e r i  za c i.ón de 1 ác id o  4 -Q-me.ti  1-D- g l u c u r ó n i c o

Los o l i g o s a c á r i d o s  ác id os  ('9. mg) p r o c e d e n t e s  de. l a  
h i d r ó l i s i s  p a r c i a l  de l a  f r a c c i ó n  B - I I  con á c i d o  0,25N
( v e r  a p a r t a d o  VI . 5 . 2 . ) ,  se  h i d r o l i z a r o n  con ác i d o  d e l  72.
(0 ,2  mL) de l a  forma h a b i t u a l .  Después se  n e u t r a l i z ó  l a  solu- .  
c i ón  con c a r b o n a t o  de b a r i o ,  se  f i l t r ó  y e l  f i l t r a d o  se  d e s i o 
n i z ó  a t r a v é s  de l a  r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120(H+) .  E s t o s  monosa- 
c á r i d o s  e l u í d o s  se  r e d u j e r o n  con b o r o h i d r u r o  de s o d i o  a tempes 
r a t u r a  ambien t e  d u r a n t e  c u a t r o  h o r a s .  E l  exce so  de b o r o h i d r u 
ro .  se d e s t r u y e  con á c i do  a c é t i c o  y l a  s o l u c i ó n  se  p a sa  a t r a -

+
ves de l a  r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120(H ) ; e l  á c i d o  b ó r i c o  se  e l i 
mina por  c o d e s t i l a c i ó n  con m e tano l .  E l  r e s i d u o  se  d i s u e l v e  en 
HC1 1,2 N y se e v ap o r a  a sequedad  o b t e n i é n d o s e  l a  a l d o l a c t o n a .  
A c o n t i n u a c i ó n  se  a ñ ad i ó  á c i d o  b ó r i c o  0 , 4  M (1 ,5  mL) y b o r o 
h i d r u r o  de s o d i o  0 , 4  M (3 mL) g o t a  a g o t a  y e n f r i a n d o  con h i e
l o .  Se d e j ó  30 minu tos  a 0°C, se  a j u s t ó  e l  pH a 9 y se  d e jó  
a 5°C d u r a n t e  12 h o r a s .  Pasado e s t e  t i em po ,  se añad ió  un ex^ 
c e so  de d i s o l u c i ó n  de b o r o h i d r u r o  s ó d i c o  (2 mL) y se  de jó  3 
h o r a s  a t e m p e r a t u r a  amb ien t e .  F i n a l m e n t e ,  se  d e s t r u y ó  e l  e x 
c e so  de b o r o h i d r u r o  de l a  forma h a b i t u a l  y se  p r e p a r a r o n  los  
a c e t a t o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  con a n h í d r i d o  a c é t i c o / p i r i d i n a ( 1 : 1 ) 
t a l  como se  d e t a l l a  en l a s  t é c n i c a s  g e n e r a l e s .

<3
VO
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V I . 6 .  E s t u d i o  d e  l a  f r a c c i ó n  B - I I

V I . 6  . 1 . H idró l  i s i  s a c i d a  . I d e n t i f i c a c i ó n  de l os  monos a c á r i  dos

7 mg de p o l i s a c á r i d o  se d i s o l v i e r o n  en 0 ,2  mL de 
d e l  12% a 30°C. Al cabo de 1 h o r a  se  a ñ a d i e r o n  a l  ma

t r a z  de r e a c c i ó n  5 mL de agua y se  c a l e n t ó  l a  mezcl a  a 100°C 
d u r a n t e  4 h o r a s .

Se d e jó  e n f r i a r  un poco l a  mezc l a  y se  a ñ a d i e r o n  
2 mg de i n o s i t Q l  ( 1  mL de una s o l u c i ó n  a l  0,2%). Se n e u t r a l i 
zó con c a r b o n a t o  de b a r i o ;  s e  f i l t r ó ,  se pa só  po r  r e s i n a  Am
b e r l i t a  IR-120(H+) y se  c o n c e n t r ó  a un pequeño volumen.

Los monos a c á r i d o s , en d i s o l u c i ó n  a cu o sa ,  se  r e d u j e 
ron con b o r o h i d r u r o  de s o d i o  y s e  a c e t i l a r o n  con a n h í d r i d o  
a c é t i c o - p i r i d i n a  ( 1 : 1 ) p a r a  f ormar  sus  c o r r e s p o n d i e n t e s  a c e 
t a t o s  de l os  a l d i t o l e s .  Es tos  d e r i v a d o s  v o l á t i l e s  s e  a n a l i z a 
ron po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s - l í q u i d o  en l a s  c o n d i c i o n e s  c roma to -  
g r á f i c a s  i n d i c a d a s  en l a s  t é c n i c a s  g e n e r a l e s .

V I . 6 . 2 .  H i d r ó l i s i s  á c i d a  p a r c i a l

a) Con S0 4 H2 0,005M

100 mg se  d i s o l v i e r o n  en 10 mL de á c i d o  s u l f ú r i c o  
0,005M a r e f l u j o  1 h o r a .  Al cabo de e se  t i empo se  d e j ó  e n 
f r i a r  l a  s o l u c i ó n  y s e  c e n t r i f u g ó .  El s ó l i d o  s e  l avó  v a r i a s  
vece s  con agua y f i n a l m e n t e  con e t a n o l .  Seco pesó 10 mg. Al 
f i l t r a d o  s e  a d i c i o n ó  e t a n o l  y a p a r e c i ó  un p r e c i p i t a d o  f l o c u -  
l e n t o  que se  s e p a r ó  po r  c e n t r i f u g a c i ó n .  En e l  f i l t r a d o  q u e d a 
ron los  monos a c á r i d o s  l i b r e s  que se  t r a n s f o r m a r o n  en a c e t a 
t o s  de a l d i t o l e s  p a r a  su  i d e n t i f i c a c i ó n  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s -  
l í q u i d o  en l a s  c o n d i c i o n e s  c r o m a t o g r á f i c a s  h a b i t u a l e s .

b) Con H¿,S04  0,025N

125,4  mg d e l  p o l i s a c á r i d o  d i s o l v i e r o n  en 12,5 mL de 
H2 S0 4  0,025N a 100°C d u r a n t e  60 m in u t o s .  El  h i d r o l i z a d o  se
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n e u t r a l i z o  con c a r b o n a t o  de b a r i o  y s e  f i l t r ó .  El  f i l t r a d o  
se  l l e v ó  a pH 8 , 5 - 9  con KOH 0 , 1M y se  pasó  su c e s i v a m e n t e  po r  
l a s  r e s i n a s  A m b e r l i t a  IR-T20(H+) e IRA-400(Ac0 ) .  Se e l u y e 
ron ambas con agua y l a  a n i ó n i c a  además con á c i d o  a c é t i c o  
&1 10%. Los p o s i b l e s  o l i g o s a c á r i d o s  e l u í d o s  se  c o n c e n t r a r o n  
a un pequeño volumen.

V I . 6 .2 . 1 . A n á l i s i s  de l os  o l i g o s a c á r i d o s  p o r  c r o m a t o g r a f í a
so b re  pape 1

La c r o m a t o g r a f í a  se  r e p r e s e n t ó  so b r e  p a p e l  Wtaman 
ñ ° 1 y 3. En p a p e l  Watman n°1 y u t i l i z a n d o  l o s  d e s a r r o l l a d o -  
r e s  A y C, se o b s e r v ó  s ó l o  una mancha,  en cada  c a so ,  c o r r e s  
p o n d i e n t e  a l a  x i l o s a  o a r a b i n o s a .  D e s a r r o l a d o r ( A )  a c e t a t o  
de e t i l o - á c i d o  a c é t i c o - á c i d o  f ó r m i c o - a g u a  ( 1 8 : 3 : 1 : 4 ) ( 1 9  h o 
r a s )  (Rq=1 , 3 7 ) ;  des a r r o l l a d o r  (B) n - b u t a n o l - e t a n o l - a g u a  
( 2 : 1 : 1 ) ( 4 6  h o r a s )  (RG= 1 ,1 3 ) .

Sobre  p a p e l  Watman n°3 y u t i l i z a n d o  como d e s a r r o  
l l a d o r  e l  s i s t e m a  (C) bu t ano  1 - p i r i d i n a - a g u a  ( 6  : 4 : 3)(19 horas)se 
o b s e r v a r o n  s e i s  manchas cuyos Rq son :  1 , 28  ( x i l o s a ) ;  1 , 14  
( a r a b i n o s a ) ;  0,  8 6  ( g a l a c t o s  a) ; 0 , 1 5 ;  0 ,082 y 0 ,0 38  (de p o 
s i b l e s  o l i g o s a c á r i d o s ) . Como r e v e l a d o r  se  u t i l i z ó  l a  d i f e -  
n i l a m i n a  a n i l i n a  ( B a i l e y ,  1960) .

V I . 6 . 3 .  M e t i l a c i ó n  de l a  f r a c c i ó n  B - I I

17 7,6 mg de HNa se  i n t r o d u j e r o n  en un mat r az  de 
f ondo r edondo de dos b o c a s ,  se  l a v a r o n  con hexano s e co  v a 
r i a s  veces  y se  e l i m i n a r o n  po r  d e c a n t a c i ó n  l o s  l a v a d o s .  Se 
c i e r r a  e l  s i s t e m a  y se  p a s a  a t m ó s f e r a  de a rgón .  Con a g i t a 
c ión  m ag n é t i c a  y a 70°C se a d i c i o n a r o n  3 ,7  mL de DMSO go t a  
a g o t a ,  a t r a v é s  de un septum.

A c o n t i n u a c i ó n  s e  a d i c i o n a r o n  22 mg de p o l i s a c á 
r i d o  d i s u e l t o  en DMSO y se  d e jó  r e a c c i o n a r  4 h o r a s .  Pasado 
e se  t i em po ,  se  d e jó  a l c a n z a r  l a  t e m p e r a t u r a  ambien t e  y se  
a d i c i o n a r o n  con una  j e r i n g a  0 , 6  mL de ICH^ g o t a  a g o t a  y 
se d e j ó  l a  r e a c c i ó n  t o d a  l a  noche .
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P o s t e r i o r m e n t e  se  a ñ a d i e r o n  100 mL de agua a l a  
mezcl a  de l a  r e a c c i ó n  y se  e x t r a j o  con c l o r o f o r m o .  La f a s e  
o r g á n i c a  se  l a v ó  con agua,  se s e có  s o b r e  s u l f a t o  s ó d i c o  a n 
h i d r o  y se  c o n c e n t r ó  a s equedad .  Se s ecó  en e s t u f a  de v a c í o

2 0dando 16 mg {12,1% en peso)  de p r o d u c t o  m e t i l a d o  + 9,61
(c = 8,32 en C1 3 CH).

Su e s p e c t r o  de IR s e  r e g i s t r o  en  forma de p e l í c u l a  
de l í q u i d o  puro  y no p r e s e n t ó  banda  de a b s o r c i ó n  0-H (3600-  
3200 cm"1) .

1 1 ^Su e s p e c t r o  de RMN- H y RMN- C s e  r e g i s t r ó  d i s o l 
v i en d o  e l  p r o d u c t o  en d e u t e r o c l o r o f o r m o  y u t i l i z a n d o  e l  t e -  
t r a m e t i l s i l a n o  como r e f e r e n c i a  i n t e r n a .

V I . 6 . 3 . 1 .  H i d r ó l i s i s  a c i d a .  I d e n t i f i c a c i ó n  de los  m o n o s a c á r i - 
dos p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s

14 mg de p r o d u c t o  m e t i l a d o  se  d i s o l v i e r o n  en 0 , 2 8  mL 
de ^ S O ^  d e l  12% a 30°C. Al cabo de 1 h o r a  se  a ñ a d i e r o n  7,1 mL 
de agua y se  c a l e n t ó  a 100°C d u r a n t e  4 h o r a s .

El h i d r o l i z a d o  se  n e u t r a l i z ó  con c a r b o n a t o  de b a r i o ,
s e  f i l t r ó  e l  BaSO, y e l  f i l t r a d o  se  d e s i o n i z ó  a t r a v é s  de l a

+
r e s i n a  A m b e r l i t a  IR-120(H ) y se  c o n c e n t r ó  a un pequeño v o l u 
men .

Se formaron l o s  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  de l o s  monosa-  
c á r i d o s  de l a  forma h a b i t u a l  y s e  a n a l i z a r o n  po r  c r o m a t o g r a 
f í a  g a s - l í q u i d o .  Se d i s o l v i e r o n  en c lo ro fo rm o  y se  i n y e c t a r o n  
en e l  c r o m a tó g r a f o  j u n t o  con e l  p a t r ó n .  Las c o n d i c i o n e s  c r o -  
m a t o g r á f i c a s  se i n d i c a n  en l a s  t é c n i c a s  g e n e r a l e s .
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1. Se e l i m i n a r o n  l os  t a n i n o s  , c e r a s ,  c o l o r a n t e s ,  p o l i f e n o l e s  
y s u s t a n c i a s  an á lo gas  que acompañan a l os  p o l i s a c á r i d o s .  
d e l  Quercus  Súber  po r  e x t r a c c i ó n  s ó l i d o - l í q u i d o  h a s t a  ago 
t a m i e n t o  con d i s o l v e n t e s  o r g á n i c o s .

2. La d e s p o l i m e r i z a c i ó n  d e l  cor cho  se  r e a l i z ó  p o r  t r a n s e s t e -  
r i f i c a c i ó n  con metóx ido  s ó d i c o  en m e t a n o h  De e s t a  forma 
se e l i m i n ó  l a  s u b e r i n a  y quedó un r e s i d u o  no d e s p o l i m e r i -  
z a b l e  formado p o r  l i g n i n a  y h o l o c e l u l o s a .

3. Se a i s l ó  l a  h o l o c e l u l o s a  (17,64% en peso)  p o r  d e s l i g n i f i 
c ac ió n  d e l  co r cho  con c l o r i t o  de s od io  y a n h í d r i d o  a c é t i 
co g l a c i a l .

4. La h o l o c e l u l o s a  se c a r a c t e r i z ó  po r  e s p e c t r o s c o p i a  IR y e l  
e s t u d i o  de l a  e s t r u c t u r a  de l os  p o l i s a c á r i d o s  se  r e a l i z ó  
p o r  h i d r ó l i s i s  t o t a l  y po r  l a  m e t i l a c i ó n  dé l o s  mismos.
Se e s t a b l e c i ó  p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  de l o s  monosacá-  
r i d o s ,  que l a  h o l o c e l u l o s a  e s t á  c o n s t i t u i d a  po r :  g l u c o s a  
( 6 8 , 45%), x i l o s a  (20 ,67%) ,  mañosa ( 3 , 52 %) , a r a b i n o s  a ( 5 , 52%) ,  
g a l a c t o s a  (1,83%) y ramnosa ( t r a z a s ) .

Por  a n á l i s i s  de m e t i l a c i ó n  se e s t a b l e c i ó  que l os  p o l i 
s a c á r i d o s  p r i n c i p a l e s  e s t á n  c o n s t i t u i d o s  po r  una cadena  l i 
n e a l  de un id ad e s  de D - g l u c o p i r a n o s a  con un io nes  (1—>4) y 
o t r a  c adena  l i n e a l  de un id ad e s  de D - x i l o p i r a n o s a  también  
con u n i on es  (1~->4). Por  h i d r ó l i s i s  e n z i m á t i c a ,  e s p e c t r o s - / ^

(  V A U N C 1A

c o p i a  de RMN y po r  e l  po d e r  r o t a t o r i o  de l a  h o lo ce l u l o s  a J,
m e t i l a d a  se  e s t a b l e c i ó  que e l  t i p o  de un ión  g l i c o s í d i c a  en 
l os  p o l i s a c á r i d o s  e r a  3 .

5.  Se ob tuvo  l a  c e l u l o s a  (60% promedio  en peso)  como r e s i d u o  
i n s o l u b l e  a l  e x t r a e r  l a  h o l o c e l u l o s a  con s o s a  a l  4%; con 
s o s a  a l  1 0 % y con d i m e t i l s u l f ó x i d o .

6 . El  e s t u d i o  de l a  e s t r u c t u r a  de l a  c e l u l o s a  se  r e a l i z ó  po r  
h i d r ó l i s i s  t o t a l ,  a c e t o l i s i s  y m e t i l a c i ó n  d e l  p o l i s a c á r i d o .

Se a i s l ó  y c r i s t a l i z ó  e l  o c t a a c e t a t o  de a - c e l o b i o s a ,  
cuyo p . f .  y p o de r  r o t a t o r i o  se  co r r e sp o nd e n  con l os  dados 

en l a  b i b l i o g r a f í a .
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Se e s t a b l e c i ó  que e l  p o l i s a c á r i d o  e s t á  c o n s t i t u i d o  
po r  una cadena  l i n e a l  de u n i d ad e s  de D - g l u c o p i r a n o s  a un í  
das por  e n l a c e s  3(1 -*4)

7. Se obtuvo l a  f r a c c i ó n  l lamada  h e m i c e l u l o s a  (19% en peso)
po r  e x t r a c c i ó n  de l a  h o l o c e l u l o s a  b i e n  con NaOH a l  4%
b i e n  con d i m e t i l s u l f ó x i d o , y p r e c i p i t a c i ó n  de l a  misma 
p o r  a c i d i f i c a c i ó n  d e l  e x t r a c t o  con á c i d o  a c é t i c o  y a d i 
c ión  de e t a n o l .  La h e m i c e l u l o s a  se p u r i f i c ó  m ed ian t e  l a  
f ormac ión  de comple jos  de cobre  ( I I ) .

8 . Se r e a l i z ó  e l  e s t u d i o  de l a  e s t r u c t u r a  de l a  h e m i c e l u l o 
s a  p o r  h i d r ó l i s i s  t o t a l ,  p a r c i a l  y p o r  m e t i l a c i ó n  de l a
misma.

Por  h i d r ó l i s i s  t o t a l  se ob tuvo  l a  x i l o s a  como a z ú 
c a r  p r ed o m i n an t e .

Una p a r t e  de l a  h e m i c e l u l o s a  m e t i l a d a  se  r e d u j o ,  con 
h i d r u r o  de l i t i o  y a l u m i n i o ,  a n t e s  de p r o c e d e r  a l a  h i d r ó 
l i s i s  y f o rmac ión  de los  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s .  Los a c e t a  
t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  p r o c e d e n t e s  de l a  
x i l a n a  m e t i l a d a  y de l a  x i l a n a  m e t i l a d a  y r e d u c i d a  se  i d e n  
t i f i c a r o n  y compararon po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  y p o r  e ro  
m a t o g r a f í a  g a s e o s a - e s p e c t r o m e t r í a  de masas combinada.

Se e s t a b l e c i ó  que l a  h e m i c e l u l o s a  es una  x i l a n a  c o n s 
t i t u i d a  p o r  una cadena  l i n e a l  de u n i d a d e s 1 de D - x i l o p i r a n o -  
s a  con e n l a c e s  3(1—>4) y r e s t o s  de ác i d o  4 - 0 - m e t i 1 - D - g l u -  
c u r ó n i c o  u n i dos  a l a  c adena  po r  e n l a c e s  a ( 1 —>2).  Po r  su
p o d e r  r o t a t o r i o  y po r  los  da to s  de e s p e c t r o s c o p i a  de RMN-^H 

1 3y RMN- C de l a  h e m i c e l u l o s a  m e t i l a d a  se e s t a b l a c e  que l a s  
un iones  g l i c o s í d i c a s  son d e l  t i p o  3  en l a  c adena  l i n e a l .

9. Se obtuvo l a  h e m i c e l u l o s a  A (25,11% en peso)  p o r  e x t r a c 
c ión  de l a  h o l o c e l u l o s a  con NaOH a l  10% y p r e c i p i t a c i ó n  de 
l a  misma p o r  a c i d i f i c a c i ó n  con á c i d o  a c é t i c o  d e l  e x t r a c t o .  
La h e m i c e l u l o s a  B. (12,6% en pe so)  se  obtuvo  de l a s  aguas 
madres p o r  p r e c i p i t a c i ó n  con e t a n o l  p r e v i a  d i á l i s i s  y c o n 
c e n t r a c i ó n  .
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10. Ambas h e m i c e l u l o s a s , A y B, se p u r i f i c a r o n  y f r a c c i o n a r o n  
med ian t e  l a  f o rmac ión  de comple jos  de cob re  i n s o l u b l e s .
Se a i s l a r o n  c u a t r o  f r a c c i o n e s ,  A-I  ( 4 8 , 5 4 $ ) ,  A- I I  (1*61%),  
B - I  ( 47 ,64$)  y B - I I  ( 9 , 8 6 $ ) ,  que se  c a r a c t e r i z a r o n  p o r  su  
compos ic ión  en a z ú c a r e s .  Es t e  f r a c c i o n a m i e n t o  ha  c o n d u c i 
do a dos x i l a n a s  ( f r a c c i ó n  A-I y f r a c c i ó n  B- I )  y a una  p o 
s i b l e  a r a b o g l u c o x i l a n a  ( f r a c c i ó n  B - I I ) .

11. El  e s t u d i o  de l a  e s t r u c t u r a  de l a  f r a c c i ó n  A-I se r e a l i z ó  
po r  h i d r ó l i s i s  t o t a l ,  p a r c i a l  y p o r  m e t i l a c i ó n  d e l  p o l i s a 
c á r i d o  .

Por  h i d r ó l i s i s  t o t a l  se obtuvo  l a  x i l o s a  como a z ú c a r  
p r ed om in an t e .  Po r  h i d r ó l i s i s  p a r c i a l  s e  obtuvo  l a  x i l o s a  
y l a  s e r i e  homologa de l a  x i l o b i o s a  que se i d e n t i f i c a r o n  
po r  c r o m a t o g r a f í a  de p a p e l  y p o r  c r o m a t o g r a f í a  l í q u i d a  de 
a l t a  r e s o l u c i ó n .

De l a  f r a c c i ó n  A-I m e t i l a d a ,  c a r a c t e r i z a d a  p o r  sus
1 13da to s  e s p e c t r o s c ó p i c o s , IR,  RMN- H; RMN- C y p o r  su  p o 

d e r  r o t a t o r i o  se o b t u v i e r o n  los  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r  
c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  que se i d e n t i f i c a r o n  p o r  c r o m a t o g r a f í a  
g a s e o s a  y p o r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a - e s p e c t r o m e t r í a  de ma
sa s  combinada .

Se e s t a b l e c i ó  que l a  f r a c c i ó n  A-I e s  una x i l a n a  cons 
t i t u í d a  p o r  una cadena  l i n e a l  de u n i d a d e s  de D - x i l o p i r a n o -  
s a  con e n l a c e s  3 (1—>4).

1 2 /  La f r a c c i ó n  A- I I  d io  l a  s i g u i e n t e  compos i c ión  en a z ú c a r e s :  
a r a b i n o s a  (45 , 39$ ) ,  x i l o s a  (25 , 46$) ,  g l u c o s a  (22 ,61 )  y ga-  
1a c t o s  a ( 6 , 5 $ ) .

13. El  e s t u d i o  de l a  e s t r u c t u r a  de l a  f r a c c i ó n  B-I  se r e a l i z ó  
med ian t e  h i d r ó l i s i s  p a r c i a l ,  t o t a l  y p o r  m e t i l a c i ó n  d e l  
p o l i s a c á r i d o .

De l a  h i d r ó l i s i s  t o t a l  s e  ob tuvo  l a  x i l o s a  como e l  
componente m a y o r i t a r i o .  De l a  h i d r ó l i s i s  p a r c i a l  se o b t u 
vo l a  x i l o s a  y l a  s e r i e  homologa de l a  x i l o b i o s a  que se  
i d e n t i f i c a r o n  po r  c r o m a t o g r a f í a  de p a p e l .
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Del p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o ,  c a r a c t e r i z a d o  p o r  e s p e c 
t r o s c o p i a  de IR y RMN-^H, se o b t u v i e r o n  l o s  a c e t a t o s  de 
a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  que se i d e n t i f i c a r o n  po r  
c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  y po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a - e s p e c 
t r o m e t r í a  de masas combinadas .

Como r e s u l t a d o  de e s t o s  a n á l i s i s ,  s e  e s t a b l e c i ó  que 
l a  f r a c c i ó n  B-I  es  una x i l a n a  c o n s t i t u i d a  p o r  una  cadena  
l i n e a l  de u n i d a d e s  de D - x i l o p i r a n o s a  con e n l a c e s  3 ( 1 —‘► 4) 
y r e s t o s  de á c i d o  4 - 0 - m e t i 1 - D - g l u c u r ó n i c o  un id o  a l a  c a 
dena  l i n e a l  po r  e n l a c e s  a ( 1-*2 ) .

14. El  e s t u d i o  de l a  e s t r u c t u r a  d e l  p o l i s a c á r i d o  denominado 
f r a c c i ó n  B - I I  se  r e a l i z ó  p o r  h i d r ó l i s i s  t o t a l ,  p a r c i a l  y 
p o r  m e t i l a c i ó n  d e l  mismo.

La h i d r ó l i s i s  t o t a l  d io  l a  s i g u i e n t e  co mpos i c ión  mo- 
n o m ér i c a :  x i l o s a  (34,  17%) , g l u c o s a  (27,01%) , a r a b i n o s a  
( 2 3 , 6 9 1 ) ,  g a l a c t o s a  (13 ,36  %) y ramnosa  ( 1 , 7 5 1 ) .

Del p o l i s a c á r i d o  m e t i l a d o ,  c a r a c t e r i z a d o  po r  e s p e c -
1 13t r o s c o p í a  de IR,  RMN- H y RMN- C, se o b t u v i e r o n  l o s  a c e 

t a t o s  de a l d i t o l e s  p a r c i a l m e n t e  m e t i l a d o s  y se i d e n t i f i 
c aron  po r  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a  y po r  c r o m a t o g r a f í a  g a 
s e o s a - e s p e c t r o m e t r í a  de masas combinada.

Se propone  p a r a  l a  f r a c c i ó n  B - I I  una  e s t r u c t u r a  f o r 
mada p o r  una  cadena  p r i n c i p a l  de u n i d ad e s  de D - x i l o p i r a -  
n o sa  y de D - g l u c o p i r a n o s a  con e n l a c e s  (1—>4) a l t e r n a d a s .
A l a s  un i d ad e s  de D - g l u c o p i r a n o s a  se unen r e s t o s  de g a l a c  
t o s a ,  x i l o s a  y a r a b i n o s a  en forma de g a l a c t o p i r a n o s a  x i -  
l o p i r a n o s a  y a r a b i n o f u r a n o s  a m ed i an t e s  e n l a c e s  ( 1—*6 ) .

15. Se r e a l i z ó  l a  comprobación  de l a  e s t r u c t u r a  de una  x i l a 
na  p a t r ó n  m ed ia n t e  l a  m e t i l a c i ó n  de l a  misma p a r a  un p o s 
t e r i o r  a n á l i s i s  c o m pa ra t i v o  con l a s  x i l a n a s  o b t e n i d a s  en 
e l  co r cho .  Se formaron l os  a c e t a t o s  de a l d i t o l e s  de l a  x i 
l a n a  m e t i l a d a  y se  a n a l i z a r o n  por  c r o m a t o g r a f í a  g a s e o s a .
La x i l a n a  m e t i l a d a  se c a r a c t e r i z ó  po r  sus  d a t o s  e s p e c t r o s -

^  .  1 1 3c o p í e o s ,  IR,  RMN- H, RMN- C y po r  su  p o d e r  r o t a t o r i o .
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Se comprueba que l a  x i l a n a  e s t á  c o n s t i t u i d a  po r  una 
cadena  l i n e a l  de u n i d ad e s  de D - x i l o p i r a n o s a  con e n l a c e s  
3(1-»  4) y r e s t o s  de ác i d o  4 - 0 - m e t i l - D - g l u c u r o n i c o  un idos  
a l a  c adena  po r  e n l a c e s  a ( 1  —»2 ) «
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