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RESUMZEZYN

Del germen de trigo se aislan tres gluocsidos fendlicos cuya estructurn se
determim,

Se describe en primer lugar la teanics de aislamiento utilisada, luego loe
mstalos empleados pare la detemmimacion d8 su estructum y finalmente la aplica-
cidn do estos a los glucosidos del germen.

Especial enfasis se da a los mwtodos de oxidacion por el bromo y por oxi-
daser vegetales, 106 qw permiten wR aproximecion my grends pare la determimm-
cidn de 1a estructura de estos glioosidos fenolicos.

Por acaicn del agus d brogo dilufda, 1oe glucosidos tales como 1l arbutima,
el p-hidroxiferil oslobicsido, o1 p-hidroxifenil genciocbicsido y ol derivado mo-
nomet{1ico d¢ 18 hidroquinoma liberen immdiata y cuaptitativamente el resto hi -
drato de oarbono o metancl.

kn los gluoosidos que tienen todas funciomss hidroxilo bloqueadas no se pro-
duce reaccion, o esta e8 incampleta,

Bl estudio ds los espectros ultravicletas comprusba la formmcion de la p-
bensoquinona cuando se trata con agus de bromo aroutim, hidroguinoma, p-stoxi o
p-metoxifencl y lugo la formacion de hidroquinona por reduceicn con agua saturm-
da con adhidrido sulfuroso.

Kl caso del resorcinol glucosido, la liberucidn de glucosa se produce en
formm gradual y requiere un mayor agregado de agm de bramo, lLos canbios produ -

cidos en 108 espectros as{ como los cbservados por oromatografia, evidencian la



formacion de derivados bromados y finklmnte un compussto oetonico con upa dodle
ligadura. Ss estudia ademss la accicn scbre otros fenoles y sus respectivos glu-
oosidos .,

En cuanto a 1a accion de 1a fenol oxidass, se cbserva 1a liberacion del res-
to de hidrmto de omrbono cuandc se inouban oon esta ongima gluocosidos tales como
el mesoreinol gluoosido, 1a arbutina, el hidroxifenil genciobicsido y oelobicsido.

Con glucdeidos como @1 fenil glucosido, o1 p-metoxifenil glucésido y gen -
olcbicsido o el metaxihidroquinoma glusosido mo hay libemcion de glucosa y mo
Se observa ommbio alguno. Llos espoctros de los productos de incubacion de los
diversos fenoles y glucdeidos oon 1a fenol oxidass mnettran cuando se incuba hi-
droquinoma o arbutima 1a formacicn del espectre caracterfstico de la hidroxi p-
dbensoquinoma: 1la metoxihidroquinoms da lugar al meximo d@ las p-quinonas, misn-
tres que su glucosido no oambia de mEximo: el Weorcinol glucosido no da un es -
pectro con meaximo caracterfstico y la resorcim no experimenta ningin cambio.

la reactividad de 1a fenol oxidasa con glucosidoe como 1A arbutins y el re-
sorcinol glucosido e explica ds acuerdo & 1a reactividad de esta enzimn frente
a los fenoles con sustituyentes - 1 -OGB on vosicion meta o para con ree-
pecto al grupo hidroxilo libre,

Tanto 1a accicn de la fenol oxidasa oamo 1a del ague de bromo dilmfda se
usan on la identificacion de 168 glucosidos aislados del germen de trigo. Bstos
se ajslaron a partir de un extrecto acuoso de germen previamsnts dessngrasado, sl
que luego se purifica por adsorcion en carbon y lo® glucoeidos se aislan por cro-

matograf{a en papel. Por elucion dsl papel se aislaron finslmente tres glucosi-




dos fenclicos,

Bl gluoosido I,que corm menos en cramtogref{a, se obtiene en form de
un precipitado y e identifiocedo oano un trisacarido glucosido. Kl resto trisa-
oarido es 1iberedo comntitativa ¢ inmediatamente por accicn del agua de broow,
hidrolisado por o1 doldo sulfurico a glucosa 1la qw es identifioada especifica-
monte por accién & la glucosa oxidass. En cuanto a la parte dsl compuesto fe-
nolico, este es identifiondo como 18 metoxihidroquinona en tres solventes dife-
remtes, Los sspectros ultreviclstas del glucoeido matural son adomss 1dsnticos
a los espectros del gluodsido preparado sintetiosmente,

Por accion de 1a glucosa axidasa, tanto sl glucosido matural como el sin-
tetico no reacciomsron y 16s espectros de los productos de reaccion no presen -
taron oambios en ¢l maximo,

in omnto & 108 otros dos gluoceides (I1 y III), se identificaron camo di-
sacarido glucosido (II) y monosacsiride glucoside (III).

1a parte de hidrato ds carbono e® identificada camo genciobicea (glucosi-
do II) y camo glucosa (glucoside III). Los espactros ds estos glucosidos son i-
denticos a los ds] trisacarido glucosido. Por hidrolisie y cromatograffa se
ocmprusba quo el ferol de eStos ghicosidos es tambien la metaoxihidroguinomm.

;"
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INTRODUCCION

Gope relidades

los glucosidos formman, desle un punto de vieta dio1dgico, un grupo importante
de compusetos dentro de 1os hidratos de carbono. 5Su distriducidn en el reino ve -
eotal es my grande. En 1926 Bourquelot (1) encontro gluocsidos en 205 ds las 281
espeaiss de Tanerogamas examinadas, y parece un hecho general qus la mayorfa de
1os fenoles de bajo Peso molecular esten en las plantas en forma de glucosidos (2).

Aunque mucho mas extendidos en las plantas, los glucdsidos tambidn se encuen-
tran on los insectos, en las paredes celulares de los microorganismos, etc,

El monosacarido que forma parte mas comirmente de la estructura de los glu -
odsidos, es la Deglucosa, pero casi todos los monosacaridos naturales han sido
encont rados como glucosidos en plantas. 80lo tres de los agicares mes Oosmunss
(D-galactosa, D-manceas y D-fructosa) estan ruramente formando parte de los glu-
00sidos. Algunos deoximgyicares han sido s memdo halladoe, espscialmsnte el 6-
dsoxi-l-manosa y o1 6-deoxi-l y D-galactosa.

Bn los glucosidos fendlicos maturales, el camporente hidrato de carbono, pue-
de estar constitufdo por un unico residuo o por uma cadena oorta de varios mono -
sacaridos. Bn o) oaso 4 un solo residuo la aglucona ests unida al atomo de care
bono glucos{dico del monosacarido y este tisme estructura pirandsica y, salvo al-
gunas excepciorss, la unién es /3. Ouando se encusntran varios restos de monosa-
caridos, €stos pusden formar una cadena no reductora. En los gluoosidos fendli-
cos simples con mas de un resto de monosacarido siempre el resto glucosa esta

unido directamente al fenol.
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Do los glucosidos fenclicos maturales, la arbutina (hidroquinomm S -D=glu -
cosido) y 1a metilarbutina (p-metoxifenil /5 <D-glucosido) son los mas simples y
conocidos. Se los encuentra gereralmente juntos en una gran variedad de plantas,
principalmente en las Zricaceas.

Otros glucosidos fendlicos simples son t la salicina, la populina, y la Co-
niferina., la salicina se encuentm en la cortesa del sance y del alsmo, hallane
dose acompafiada en esta ultima planta por la populina. la salicina os el O-hi-
droxtmeti1-fentl/} Dglucdetdo, y la populina es o1 6-bensotl derivade de la se-
licina (3).

Freudenberg y colaboradores (i) sefalaron recientemente la importancia de
la coniferina (glucosido del alochol U-hidroxi-3-metoxi-cinamico) y de otros glu-
oosidos relacionados con este alochol, que ya eran conooldos hace mucho tiempo.
Estos autores demostraron que los fenoles de estos gluoosidos, 1iversdos por hi-
drdlisis, son dehidrogenados my facilmente por engimas y durante el proceso se
polimerizan a materiales del tipo de las ligninas.

la vainillina (L-hidroxi Jametoxi bengaldehido) se encventra en las plantas
como glucosido y en particular en la chaucha do vainilla comeroial. E1 glucdsi-
do y otroe glucosidos relacionados han sido cbtenidos por sintesie qufmica. X1

~glucosido ds la vainillina es el gluoosido mas facilments hidrolisado por ls
emulsina de almsndras.

¥n el trigo han sido aislados glucosidos tales camo el de la vainillina (5)
y el de la metoxthidroquinona (6), este Witimo obtenido del germen.

Virtanen y colsboradores aislaron sn plantas de mafs y de trigo un grupo
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de glucdsidos cuyas agluconas son derivados de la 1.4 benzoxacima (7,8,9).

Bardinsiaya (10) ha encontrado on diversas variedades de trigo toda wna se-
rie de derivados fendlicos, libres y carbinados, estando estos ultimos en mayor
proporcion. ntre los compuestos alslados se encusntran i los acidos felurico,
cumrico, oafeico, vainillico y sus respectivos aldehidoe.

Cuando 1as cadepas glucosfdiocme estan formadas por dos restos de glucosa,
las uniones meis comines son la /3 1-2(soforosa) y h/,'3 1-6(gencicbiosa).

Se ha demostrado recientemente que los diglucésidos que tiemen como resto
de hidrato de carbono a la soforoea (2-’0-0-51uc0p1mnoail-Dqglmon) estan aso-
ciados cominmente en la naturalesa con pigmentos del tipo de las antocianinas y
las flavonas. Kl estudio de la estruotura de estos glucdsidos ha sido realisado
por Basborne (11). la soforosa, 1ejos de ser un agucar raro, es el mas comnn
de los disacaridos que contienen glucosa asoclada con los flavonoides.

la gencicbiosa es el otro disacarido de glucosa que ha sido encontrado como
componente de los flavonoides y antocianidinas gluoosidos. En hojas y flores de
plantas de Pri{mula sineneis han sido aislados, por Harborne, genciocbidsidos de
la pelargonidina, olanidina, peonidina, petunidina y malvidioa. En pitalos de
Tritonia tembién ha sido aisladoc un genoiobicsido : pelargonidina 3-genciobid -
sldo (12).

Glucosidoe con un resto de hidrato de carbono formado por un trisacarido
que cortisne tres restos de glucosa han sido aislados tambien en Prfmila sinen-
sis (11). Se hanm aislado triglucosidos que tiemen como aglucona a la pslargoni-
dina, peonidina, petunidina y malvidina. is de hacer notar el hecho de que en

esta planta (Primila sirzensis) esten presentes los mono, d4, y triglucdsidos de



una migma aglucona.

in una nota previa se comnico el aislamiento en el germen de trigo (13) de
un glucdsido con tres restos ds glucosa junto con gluodsidos com 8dlo dos y un
resto de glucosa y la misma aglucona.

Bn esta Tesis ee realiza un estudio completo de su estiuctura y de algunos

de 1os metodos que se han empleado para llsvar a cabo esta investigacion.

Blosf{ntesis de 1os glucdsidos

Macho ee conooe acerca de 1a bios{ntesis de 108 carbohidratos (14) y de los
compue stos fenolicos (15), pero desde hace muy poco tiempo se conoce el mecanie-
mo de 1a formacion de los derivados glucos{dicos del fenol, swngue parece exis -
tir bastante evidencia de que el resto monosacarido se unirfa al fenol de una
de las dltimas etapas de la sfintesis para formar el glucdsido.

la primera bios{ntesis in vivo de glucosidos fenmolicos, fus 1a que reall -
garon Clamician y Raverma (16), quienes trataron plantas joverss de mafs con
fenoles y cbtuvisron los glucésidos respectivos. Asf alslarcn la salicina (O-
hidmimtll-fenil-/b-gluccfsido) utilizando la saligenina (o-hidroxi-bencilal-
cohol). Posteriormente se demostro que o trataba de un iedmero de la salicina.

Miwa y colaboredores (17) mojando discos de hojas en soluciornes de gluco-
sa que contenfan varios campuestos fendlicos, obtuvieron los glucosidos de la
vainillim, el aldehido salicflico y la hidroquinona. la cantidad de glucdsido
formado #8 incrementaba cuando on lugar de la glucosa se usaba el glucosa l-
foefato. la trituracion de las hojas casaba perdida de la actividad, pero se

obtuvo una preparacicn activa 1ibre de odlulas a partir de semillas de poroto
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(Vacia faba) y del pino agul (Pimus eavita). Por dialisis se perdfa la aotivi -
dad, pero osta era restablscida por adicicn de la megola de 108 muclectidos de
la levadura y ds adenosina trifosfato.

Trabajos posteriores de Hutchinson y coladoradores (18) han confirmedo m -
chas de estas observaciores. Estos investigaiores estudiaron principalnente la
formacidn de la florina (floroglusinol /a -gluodsido) en discos de hojas de manza-
no, los cuales hadfan sido infiltrados oon soluciores de floroglucinol y de glu-
cosa rediocactiva. En forma similar se cbtuvieron diferentes glucosidos con hojas
de varias espscies de plantas, usando floroglucinol y otroe fencles.

Pridham (19) ha estudiadc la formacidn de glucdsidos por la absorcion de so-
luciones acuosas de fenoles de bajo peso molecular por los tallos de las plantas
de porotos. Bn estas condiciones los fenoles tales caro el catecol, la hidrcquie
nona, ®1 resoroinol y el floroglucinol eran todos comvertidos por la planta en
los /5 -glucosidos respectivos. X1 pirogalol y la hidroxihidroquinona eran también
glucosilados pero con estos dos fenoles no ha sido bien estadblecido el mimero y
la posicion de los restos de glucosa introducidos. Aunque se ha camprobado que
el fenol ee altamente tdxico parm el poroto, no se ha demostrado en esta planta,
1a formacion de su glucdsido. Recientemente Nystrom y colaboradores (20) han de-
mostrado la formacidn del fenil-/)-glucosido cuando las hojas de cebada o0 trigo
son alimentaedas con tragas de fenol. Cuando los tallos de las plantas de porotos
fueron alimentados con saligenina, se formd el O-hidroxi-bencil /3-g1uco'udo ¥ no
salicina. Resultados gimilares se obtuvieron cnando se hacen germinar semillas

de porotos entre trozos de algoddn empapados en soluciones de los distintos feno-
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les (21) obtenieéndose por este camino mayor cantidad de glucosidos.

81 dador de glucosa en 1a bioefntesis de gluodsidos es probablemsnte la uri.
dina difosfato glucosa (UDP-glucosa), rucledtido que se sabe esta miy distribuf-
do en las plantas (22). Cardini y colaboradores (23) han encontrado s{ntesis de
glucosidos incubando distintos fenoles con UDP-glucosa en presencia de una engima
de germen ds trigo. El uso de otros dadores potenciales de gluoosa, tales como ;
glucosa 1-fosfato, sacarosa, celobiosa, 0 maltosa fueron también investigados ,
pero en ningun caso hubo formacidn de glucdsidos. la engima de germen de trigo
no actda cvando el sustrato es un fenol que tiers un solo hidroxilo libre.

Recientemente (24) han sido probados otroe mcledtidos agpicares como dado -
res de glucosa y se encontro que el adenosina difosfato gluoosa es me jor dador
que el UDP-glucosa, por el contrario cuando se uso deoxi-adenosina-difosfato-glu-
cosa, DP-raltosa o un iscmerc de NMDP-glucosa en 61 cual la glucosa esta unida
a traves de la poeicion 6, 1os resultados fuoron negativos. la guanosina difos-
fato glucosa y la citidina difosfato glucosa actuan como dadores de glucosa en
my pequefia proporcicn.

la preparacion enzimatica de poroto tambien cataliza la glucosidacidn de
los fenoles por 81 UIP-glucosa (21).

Se han encontrado 108 uridina difoefato derivados de galactosa, xilosa, ara-
binosa y el acido glucuronico en plantas y es probable que estoe compuestos in -
tervengan en la fomacion de los glnoosidos qe voseen 108 anicares correspon -
dientes.

la primera bios{ntesis in vivo de disacaridos-zlncosidos del fenol fue
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realizada por Miller (25), quien tratc plantas de gladiolo y de tomate con O-
clorofencl y aisld O-slorofenil- %-gonciocbidsido. Miller tambien obtuvo 2;2;2
trlclomtil-’,.’) ~gonciobiosido tratando diversas especies de plantas con hidra -
to de clormal.

Pridham y colsboradores (26) cbtuvieron la sfntesis de p-hidroxifenil-/J-
gencicbidsido por incubacidén de la arbutina con una prepamacidn Adialigada de
protefnas de cortera de Popnlus tremloides, de almendras duloes o de semillas
de porotos. Las inoubaciones de la engima con hidrogquinona y glucosa o con hi-
droquinona y genolobicosa no producen la formacidn ni de arbutina ni de genciocbid-
sido. Bsta evidencia suglers que un mecanismo imvolusrado en la bioeintesis de
disaciridos glucosidos, es una transglucosidacién cataligada por la /)-gluoosid.g.
sa, actuando como dador y aceptor de moleculas de glucoea la arbutina. En este
mecanismo no intervienen las ccenzimas de la uridina. Cardint y Yamaha (23) en-
contraron cuamo incubaban un extracto de germen de trigo oon hidroquinona y
UDP-glucosa que habfa formacidn de p.)-.idroﬁfenil-ﬂ-gamiobidudo Junto con ar-
butina, © sea que parecerfa que hublera dos mecanismos para la biosfntesis de di-
gluoosidos fendlicoe. los resultados conocidos parecen imdicar que in vivo el ca-
mino en @1 que intervienen los mclectidos aricares es e1 mas importante,

Recierntemerte Nagshama y eolaboradores han descripto la formacion del
/A -laminariblostloxiagoximetans, neocmein A, por transglucosidacin del /O ~glu-
coelloxiaziximetano en presencia de la emlsina de cicadacea (27), y tambien la
formacion de un oligoemcarido mayor, meocasin C, identificado como un tetrasa -

oarido glncosido, el ﬁ-lanimritetmosa oxiazoximetano (28).
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PARTZE EXPERIMINTAL

MATERIALKS

Rl gerwen de trige utiligado fus el producto comervial. kste germen con -
siste principalmente del embrion, wuy pooo escutelo, algo de harinm y apreciable
cantiisd de salvado. k1 hidroxifenil /B-oolobuioldo fue donedo por el Dr.Kocourek
de la Universidad de Charles, Praga, a quien agredecemos su smabilidad. la ar -
butim, el orto, meta y pare-metoxifencl y el orto, meta y pars-etoxifenol son

campusstos comerciales.

MeTQDO3

Determinacicn cuantitgtive dg¢ fenocles
8¢ usC el mstodo de Folin y Clocalteu (29). Lste es un ensayo mmy sensible

para la valoracicn de 108 fenoles 1ibres y se basa on la reaccion entre el acido
fosfotungstomolfbdico y los fenoles, en medio alcalino, origindndose campuestos
de color agul intenso. En condiciones experimentales bien precisas ¢l color
desarrollado es proporciomal a la cantidad de fenol. Usando como testigo la ar -
butina, pusds determinarse cualquier mono o difenol, pues no hay variacidén en
la coloracion.

Nedicicn de agicares por eu poder reductor

Se efectud por ol método de Somogyl y Nelson (30). &l metodo ee basa en el
poder reductor do 1los asicares scbre las sales cipricas dando compuestos cupro -
808 queé reducen el a&cido arsenomolfbdico del reactivo de Nelson dando un color

azul,
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Determinacion de amicares totales
Metodo de Dwbols y colaboradores (31). ksta reaccidn sirve pars la valora-

eidén de apicares simples, oligosacaridos y polisacaridos libres o carbinados, y
e basa en la medicidn del color producido cuendo estas sustancias se tratan en
comliciones determiradas cor acido sulfdrico concentrado y femol. Se usa oomo

testigo una solucién de glucosa.

Yaloracion de glucosa por aceidn de )a glucosa axidasa (32)

Il metodo se basa en la oxidacidn especffica de la glucosa por la glucosa
oxidasa dando #cido gluodnico y agua oxigenada y luego la determinacidn de esta
dltima con la peroxidaes on presencia de un aceptor cramogeno de ox{geno. Kl re-
astivo utilizado es el siguiente ;

125 mgr glucosa oxidasa (Sigma), 5 mgr peroxidasa (Mann Research Laboratories) -
¥ 0.5 ml de orto-dianisidina al 1 % en etanol 95°, e llevan a 100 ml con buffer
foafato g 7.0, 0.25 molar.

Se toman 0,2 ml do la muestra s analigar y se leo agregan 2.5 ml del meacti-
vo. los tubos se inouban en un baflo a 37° C durante 1 hora y se leen en un colorf-
metro a 4O m 4 utilizando un testigo de glucosa.

Reve)ado de fenoles y glucosidos fend)icos on papel

Se usG el reactivo de Pridhem (33). Zste es una solucidén de p-nitroanilina
diazotada, la que pulverisada sobre el oromatogrema reacciona con los fenoles con
hidroxilos 1ibres dando compuestos agoicos de diferentes coloraciones.

Bevelado de fenoleg con el reactivo de Burke y colaboredores (34)

Congiste en una solucidn saturada de nitrato de plata on agua y 1uwego dilufda
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con acetora. Oon este reactivo es posible diferenciar loe distintos fenoles por
la diferencia qus presentan en la coloracion y en el tiempo de aparicion de las
manchas.

Bevelado de aydcares y gluodsidos
Se usa ol mvactivo de nitrato ds plata en medio aloalino (35).

Solventes de oramstogreffa

Como solvente de cromatografia general para asuoares y gluoosidos se uso

la megola de n-butancl, piridina, agua (6;U4:3 volurenss respectivamente) (36).
Cuando se cromatograf{a en papsl Whatman ¥® 1 y N® 4, los cromatogramas se desa-
rrollan en forma dsscendente durante 16 hores y durante 30 hores cuando s9 ore-
matograf{a en papel Whatman N® 17.

Para la identificacion de los fenolee se nsaron los siguientes solventes :

1°) Benceno, acido mostico, agua (B;2:1 volumenes respectivamente) (37).
Se forman dos capas; 86 agita bien para saturar oon agua la cape no acuosa y lue-
€0 %0 olimina la capas acuosa por decantacion. S5e desarrollan los cromatogramas
on forma ascerndente durante 3O horas.

2°) n-butancl, écido acetico, agua (4;1;5 volumrmes respectivaments) (38).
Se procede en igual forma que con @l solvente anterior. Los cromatogrames se
desarrollaron en forma descendents durante 2 hores

3°) nbutanol saturado con agua. Se agita el butancl con agua, se deja de -
cantar y o0 usa la capa no acuosa.

Con este ultimo solvente se usaron papeles impregnados en solucion de bo -
rato de sodio preparados segin el metodo de Jurd (39). Para esto 8e colocan

1as hojas de papel Whatman N® 1 en solucion saturada de acetato de sodio en etanol
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absoluto 10 min. Se smca, 8¢ seca entre hojas de papel de filtro y luego al
aire. Se sumergen en solucidn de acido bdrico saturada 10 mimutos y se secan
de igual marera.

Elect roforesis de agpicares

Se utiligsa el metodo de Aso y Hamada (4O) con buffer borato de potasio
pH 8.9 durante 3 horas a 2 V/em.

Hidrdlisis con > glucpeidasa

Se uso /’r glucosidasa pura (Worthington Biochemical Corp.). la mescla de
incubacicn usada es la sigulente : 0.4 4 moles del glucdsido, buffer acetato
P 5.1 0.1 ml, y/b glucosidasa: 0.1 mgr en un volumen final de 0.3 ml.
la hidrdlisis de los gluoceidos s alisza incibando durente toda una noche en
atmésfera de tolueno. la mescla de incubacicn se desproteinisa por calentamien-
to a 100° durante 2 mimtos.

Preparacicn ds los_sustratos

_ugﬁtuxihidroq.\ing_#_-g lucdsido
Se prepard segin o1 método de Eobertson y Waters (41). Lste metodo se basa

en 1a interaccidn del ferol can el O-tetra acetil & ~glucosil bracmro en pre -
sencia de 6xido de plata y quinolina. kn el ceso de qus se utilice un difemol,
para obterer el monogluodsido hay qus proteger un grupo hidroxilo por una acila-
cidn parcial. Lkn este caso s preparc el derivedio monobenzoilado de la metoxi -
hidroquinoma.

Q-monovengcl) metoxihidroquivons

A una solucidn de metoxihidroquinona (15 gr) en hidroxido de potasioc al 2 %

enfriada a -15° C en atmoefera de N> , se le agrega 1l gr cloruro de bengzoflo
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en varias porcioms, misntras 5 haoe ure agitacién vigorosa hasta que el olor
a cloruro de benzoflc Laya desaparecido. La mescla se vuelca en uma solucidn
satureda ds bicarbonato de sodio en agua (300 ml) y despuss de media horm el pre-
cipitado se filtra y lava con agua. Se recristaliza de alcchol al 0 %.
O-tetra acetil X _glucosi] bramry
Se prepara por la técnica de acetilacitn y bromuracicn utiligardo el méto-

4o de Barogal y Martos (42) en el qw s rcalisan ambas operaciones simultanea-
mente.

Metoxihidroquinona monoglucdsido

Se agregan 3 gr de dxido de plata seco, activo, agitando a una pasta de
O-monobengoil metoxihidroquinona (2,5 gr), O-tetra acetil &-glucosil broamro
(5 gr) y quinolina (10 ml)., lLa mezcla se agite durante 15 mimtos y la pasta
que resulta se deja en un dessecador durante 1 horm. La solucidn del producte
on 10 ml de dcido mcetico se filtra para eliminar 1as sales de plata no diswel.
tas, el filtmmdo se vuelca en 20 ml de agua helada. Kl tetraamcetil glucdsido
precipita en esta forma y luego se recristaliga de alcoohol.

Desacet 1laciép

La hidrolisis de los grupos acetilo y bengofloc se realizd usando alechol
metfl1co saturedo con amoniado, Una solucidn de tetrascetato (2 gr) en alco -
hol metflico (U0 ml) se enfria a O® C y oo satura con amonfaco seco, @0 deja
en 1a heladera durunte 16 horas. Se elimina por evaporacion a presidn reduci-
da el amonfaco y o1 alcchol metflico y el meeiduo se disuslve en agua calisrte.

Por exfriamiento precipita el mtoxihiquuinom—/} -glucdsido. Hl producte
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obtenido es bastamte impuro. Paru purificarlo se lo solubilign on agua y % pa -
sa por una columma de carbdn-celita, ésta se lava con agua para eliminar todo el
fenol y la glucosa que no han reacciomado y luegzo se eluye el glucosido con eta -
nol al 50 £. los elufdos se concentran, se cromatograf{an en papel usando n-bu-
tanol, piridina, agua como solvente y la sona del glucosido s eluys.

&l producto obtenido da una sola mancha con un Ry putyne @ 0«94 ouando
8 revela con p=-nitroanilina diazotada 0 con nitrato de plata alcalino. Por
accion del agua de bramo d11ufda 1dbera imediata y cuantitativemente glrcosa,
1pual res:ltadc ee odtiere por hidrdlisis con acido sulfurico 1.5 N durante
3 horas a 100° C. Por incubacidn con/& glucosidasa da glucosa y metoxihidro -
quinona .

Preparscicn del metoxihidroguinons gluodpido por sfmtesis engimatics
Se prepar¢ segin la siguiente reaccidn catalipada por la uridina difosfa -

to glucosa (UIP-glucosa) difenol traneglucosidasa (U3).

UlP-glucosa 4+ metoxihidroquinona — UDP+ metoxihidroquinona f &lucosido

ia mescla de incubacidn es la siguiente en 4 molee: buffer tris maleato
pH 6.4 400, versere 2, UP-glucosa 8, oistefna 2, metoxthidroquinona 8, 0.8 ml
de la fraccion 1 de engima, volumen finmal 2 ml, Se incuba dursnte wna hom, se
detisne la reaccidn por el sgregado de 2 ml de SOu2n al 5 %, 2 ml de (HO), Ba
0.} normal y 4 ml de agua. Se centrifugm, se lava el precipitado y el sobrena-
dante junto con los lavados se concentran y se cromatograffan en papel Whatman

¥® 1 lavado. X1 gluccsido formado 8¢ eluye con agua v Se concentra.
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Método general de preparaciop de otros gluoosidos
Se usc ¢l metodo de Wath y Rydon (Ul4). kn este mstodo se haoe reaccionar el

ferol con la penta OC-acetil ﬁ ~D-glucosa én presencia del acido p-toluwen sulfdnico.
Utiligando esta sfntesis se ocbtuvieron los glucosidos del fenol, el p-metoxifenocl,
el n-metoxifencl y o1 p-metoxi fenil genciobideido.
sorei -glucgs

Se preparc segin la tecnica de Fister (45) a partir de acetobromo glucosa
y resoroina en quinolina anhidra.

Preparacion de fenoles

Metoxihidroquinonat se prepara segun el método de Daldn (U6) a partir de
vainillina.

" Eddroxihidroquinona; por el metodo de Thisle (Y7) haclendo reeccionar la

hidroquinoma oon acido sulfuirico y acido aoetico. Se desacetila por tratemien -
to del triacetato con acido clorhfdrico.

letoxd, 2-1 hidroxifenql: segin la patente de FHoffman La Roche D.R.P.

109789 a partir de la sal de potasto del dcido 2 oxi, 1 metoxibenzol sulfonico
por fusion alomlina.

1=2 dihidroxi, Y.metoxibenceno: fus preparado por hidroxilacion del o-meto-

xifenol (U8). 1.3 milimoles de 30,Fe, 6,5 milimoles de versens, 1l milimoles
de acido asoomdbico, y 6 milimoles del fenol en 250 ml de buffer foefato pH 6.7
se agitan durante 2 horas en atmosfera de oxfgeno a 37° C. Inego se acidifica
con acido mostico y se adsorbe en carbdn y luego o8 eluye con fenol asuoso, de

acuerdo a la tdonica origiml.
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Preparacion de 1a ferno) oxidasa

1a oxidasa de papa ®e aislé segun el método de Kubowits (43). las papas
lavadas se cortan y ee utiliza la soma periférica incluyendo la cortesa. 3e
haos un homogene isado en uwna licusdora y se filtra por un buchrer. E1 1fquido
obtenido, color marrdn rojisc, se precipita con acetona hasta wn 37 §. k1 pre -
cipitado se descarta y el sobrenadants se precipita oon acetona hasta un 55 %.
Bl precipitado obtenido se suspenie en una treinta ava parte ds agua del volumen
original, s centrifuga y el sobremalants s6 lleva a una saturacicn del L2 % ea
sulfate de amonio. Bl precipitado obtenido se separa por centrifugacidn y se
descarta. Al scbrenadants se le agrega sulfato de amonio sdlido hasta un 68 %
de saturacicn. A1 precipitado cbtenido se suspends en agua y se dialiga Guran-
te 48 horas contra agus. Durante la dislisis se forma un precipitado que s se-
para por centrifugacién y so descarta. El sobremadante se usa camo engima.

Ensayo engimatico

la megcla ds incubacicn oontiers on 4 moles £1uoosido 0.5, Buffer tris-
hidroxi-meti]l arino metano pH 7.2 2, ensima 0.01 ml. Para cada glucoeido se
haoe un blanco en el que la ensima #® agreza al final de la incubacion. Una uni-
dad ds ensima se define cano la cantidad de ensima que cataliea la formacidn
de 0.2 molee de glucosa en 30 mimtos a 30° C usando como sustrato la arbu -
tina,

nsayo oromgtografico

la reacoion so detiens por enfriamiento en una mesela d¢ hislo y sal y to-

da 1a mescla de incubacidn se 00loca en una 8ola mancha en papel Whatman N* 1 é 4
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segin el agioar qus se espera cbteper. El cromatograma se desarrolla durante to-
da la noche usando n-butancl, piridina, agua como solvente y se revela con nitra-
to de plata aloalino.
1c16n del ibe

La reaccion se detiene por calentamiento en bafic marfa durante 2 mimtos a
100°. Be agrega a 1os tubos 0.5 ml de agua y ®e mide ¢l poder redustor libemado
por el metodo de Samogyl y Nelsom.

Bnsayo espegtrofotomstrico

La moscla de reaccion contiens en 4 meles : glucdsido o fenol 0.2 buffer fos-
fato p 5.1 2, ensima 0.01 ml. Los tubes se incuban con agitacicn. A los tiem-
pos indicados #s agrega un ml ds agua y 88 lee ol espectro contra ux blanco de la
engima y buffer. kn todos los ensayos espectrofotamstricos las incubaciones se
hicieran a JO* C.

mtoim
Se midio por el metodo ds Lowry y colaborwdores (50),
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PRIMERA PARTS

ACCION IEl BROMC SCBRE 108 S Y GL S

Xl descubrimiento de la remceidn con el bromo fud realisado al estuliar un
mecanismo oxidativo de transglucosidacicn a la lus ds 1os trabajos de Wieland y
Fatterman (51). Lstos autores, a partir de una solucicn de naftchidroquinonm-
monofosfato en metanol y oxidanio con hipoiodoto obtieren la correspondiente qui-
noma y fosfato monomet{lico.

Barrison (52) realisd iguwal experiencia con hidroquinona monofosfato y ADP

¥ logro la sintesis de ATP y sugirisd el siguiente esquema pare la reasccidn ;

ATP

. E ~ ) +
ADENOS)NA-O—T——O—l—D'—P-O -0 — @:0_
- A= d 0

0- 0 -

N1 mecanismmo de adtivacicn serfa formalmente andlogo al de la "aotivecidn®

por protonisacion de los fosforoamidatos :

- — P—NH
P—NH2 > N 3
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que haoen al fosforo apto para s r atecado por ¢l AP y dar AIP. Biologicamente
el proceso serfa de gran importancia en la explicacion de la fosforilacidn axi-
dativa. Un estudio detellado de la reaccion ha sido realisado por Todd y oola-
bormdores (53).

La peculiar estrcture de la arbutine (hidroquinona H-gluodeido), 1levd
a ensayar un posible mecanismo ya no de foeforilacidn cxidativa, sino de gluco-
s1lacidn oxidativa, y en la busqueda de diversos cxidantes se ensayd la aocidn
de 1a fenol oxidass y la de oxidanmtes quimicos suaves.

lLas experiencias con la fernol oxidasa ee dgscriben en la segurda parte.

Bntm los oxidantes quimicos, o1 mejor fus el agua de brawo dilufda pues
no modifica el pl del medio y @1 exceso se elimina repidamente por alreacidn
evitardo reacciomes secundarias.

la 1meaccion del bromo scbre el fernol es clasica en quimica analftica : asf
el fenol orizina instantansamente tribromo fenol insoluble. Si en cambio s® par-
te ds soluciones dilufdas de arbutina a las que ®e agrega agua de bromo dilufda
hasta una coloracidn amarilla casi imperceptible, y se airea de imediato, ee
observa por cromatograffa la desaparicion total de la mancha de glucdside y la
aparicidn de une mancha de glucosa. Ia liverecion de glucosa es cuantitativa y
estudiando el espectro ultravioleta, oe tisnen los resultados de la Fig. 1 : por
el agregado del agua de bramo, desaparece el maximo del espectrov de la arbutina
a 200 m/r y %o forma el espectro d¢ la p-bensoquinona (con maximo a 250 m/'(). ol
que por rednocicn con 80, dssaparece dardo lugar al espectro de la hidroquinona,

ligeramente distinto al do la arbutina (mdximo a 230 mu4 ). Con la hidroquinora
A
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los resultados son igualss, sdlo que se regenera el edpectro original por acoion
del 507 (Fie. 2).
La reaccicn es instantanea y no hay indiclos de la formaocion de derivados

bramalos, ni de acido gluoonico, y la misma se puede formular de la siguiente ma-

nera 1

v
\ v
. Y8, — GLUCOSA + D-=-©=0+ BH

Ht

Ut4ligando en lugur do arbutina ol p-imetoxi, o el p-etoxiferol se obtiensn
iguales resultados (F4g.3), 1o que irdica la separmcion del grupo metil o del
gruno metoxilo. Esto se confirm por la oromatograffa de lo8 productos obtenidoe
despues del trutamsnto con agua 3 bromo y redncclor con §0- usardo ccro solven-
te benceno, acido acstico, agua : se observa la formacion de hidroquinona.

la reaccion trauscurre igualmente er metanol, etanol, propancl o butanel,
pero contrariarente a los resultedos con fermil fosfato no hay indiclos de forma-

eidn ol metil, otil o propil glucosido a jusgar nor el ensayo aromatog.dfico.
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&n cuanto a 1a posibilidad de que en el proceso se produgca una transgluco -
sidacidn oxidativa, se comprugba haclendo la reaccidn con la arbutins en presen -
cia de glucosa Clh y cromatografianio en butanol, piridina, agna. Se observa la
aparicion de radicactividad en la gona correspondiente a la maltosa y sobre todo en
la sona correspordiente a la genciobicsa (Fig. ).

Bl mecanismo de la reaccidn serfa :

~ & 0 S
GLUCOSA —0—©0‘ —>
L
HOH

Bs evidente la importancia de esta reaccidn como ensayo analftico de la ave
butina y de 108 derivalos andlogos, pues se logra una sSeparsacion immediata y cuan-
titativa del resto glucosa y la fommacidn del espectio caracterfstico de la p-
bengoquinona. Si en lugar de la arbutine se emplea el genciobiceido, el cslo -
bidsido o0 el derivalc met{lico de la hidroquinona, se separa por accion del agva
de bromo, gencicbiosa, celobiosa o metanol respectivapente.

Con el fin ds estuliar la utilidad de esta reaccicn se han emsayado diver -
sos glucosidos. 8l fendl o glucdsido no reaccionan; el bloqueo ds la funcidn
hidroxilo del fenol 1o vuelve no reactivo, lo que esta de acvwerdo con la ferma
de reaccionar de estas sustancias. K1 naftoleglucosido mo reacciona, el p=meto-
xiferd1glvedsido, es decir la arbutina con el hidroxilo metilads, reacciona muy

lentamente y libera glucosa en forma incampleta. Los otros fencles ensaysdos
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»

Resoroinol gﬂmtﬂg

Bs muy interesante la reaccidn de este glucosido frente al bromo. En lugar
ds producirse una liberacion imediata y cuantitativa de glusosa, dsta ee produ-
0o on formma gradual y requiere un agregadio ds agua de bromo eén mucha mayor canti-
ded. Ademss, a medida que e aumenta el agregado ds agua de bromo, se producen
cambios paulatinos en el espectro y en el cromatograma, indicando la formacidn
de mwvos productos.

in la Tmbla I figuran les resultados obtenidos cuanlo a una solucion diluf-
da do resoroinol gluodsido en agua (1n mol/ml) se 1 aliciopa paulatinmmsrte
agua de bromo satureda dilufda al déoimo, hasta llegar finalmente a una colora-
010n amarilla persistente. Se mide en cada etapa la liberacicn de glucoss por
ol metodo de Samogyl, se cromatogmf{a en n-butanol, piridim, agua y se siguen

los cambiocs en el espsctro de absorcion. (Fig. 5)

Tabla I
R Re (butanol, piridim, agua)
Original 0% 0.7 (rojo) - -
b 5% 0.NN(roj0) ©0.78(roJo) 0.88(pardo)

I 3% - 0.T7(rojo) + 0.88(pardo)++
111 (% - C.TI(rojo) 0.88(pario)+
w 100 % - - 0.88 (pardo)

v 100 % - - 0.98 (pardo)
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S obesrva un paulatino desprendimiento de glucosa y la formacidn de un
compuesto que tisre una relacidn de frente (R,) mayor quo la del compuesto origi-
nal (daxro.Tl es pasa a 0.78 ) lo que esta d8 acuerdo con la formacidn de un
derivado bromado: as{ el fenil-glnedsido por accion ds) agua de bromo paea de un
Ry 0.73 a 0.79, carbio myy parecido al sefialado en la Tabla I.

k1 mavo compuesto de R, 0.78 da tarbien reaccidn de glucdsido con el reac-
tivo ds nitrato de plata alcalinc,pero el qus corre con un Re 0.38 no y solemen-
te reacciona oon el reactivo diagoico, indicando la presencia ds un grupo fenol
1ibre on la moldcula, pero que ya no tiere ol resto de glucosa. A rsdids quo en-
menta la cantidad de agua 38 bromo adicionada e hace cadm veg menoe intensa
esta mancha, Kl resorcincl da color amarillo con este reactivo, en cambio este
dltimo compuesto da color pardo debido probablemeste a la formacion de un dsriva-
do bromado.

la secusncia de reacciones puede explicarss en base a la conocida reastivi-
dad de los meta difencles, en los que las posiciores orto y para son sumaments
sugospt Ibles de un atague elsctroffliico por terer una densidad electronica relati-
vaente mas elevada,

Pugde suporerse que las formas rescrantes se establecen ocon cualquiera de los
hidroxilos fendlicos. Cuando interviere cl hidroxilo unido a la glucosa éstu se

ldbera (I y IV ).
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(0" H
R
" . : 1/2Bag B
O OH H
(I) I
R R R
i § T
e 1 2
Bl 0 - »/OH
(Im)

B, IV

Se forma finslmente un derivado cetdnico que no reaccioma con el diazo reactivo.
Tratanio en este Wltimo caso antes de cromatografiar con 80, reaparece algo de re-
accidn, debido a la formacicn de una pequefia camtidad de fenol.

En el esquema de reacciones se observa qus a medida que la reaccion avanga
se va formando un fenol bromado (II) y un glucdsido bromado (IV), el cual carbia
el maximo dg su espectro de 270m a H0Om - 20 nm  y finalmente un compuesto
cetdnico con vna doble ligaduma, ignal que lo que ocurre cuando se trata el fenol
simple con un excesc de bromo.

Bstudlando las curvas de absorcion de compmestos similares en la litemtuma,
se observa que muchas cetonas cfelicas no saturedas tieren curvas muy Semejantes.

(54, 55, 56, 57)
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Vemos qu© la posicion del hidroxilo en meta cambia furdamentalmente el tipo
ds reaccicn con 61 agua ds dromo : la liberwcidn de glucosa es lenta y mo instan-
tdmea y 9e originan derivados bromalos, que en el caso de 1a arbutina no pueden
formaree por dar immediatamente p-bengoquinona, la cval ya no reacciona con el
bromo. &n el caso del resorcinol gluodsido, la alta roactividad de las posicio-
nes orto y pars hacen que la fijacion de bromo sea el proceso dominante.

Besultados similares se odbtisnen con la resoroina libre, con el meta metoxi-
fenol y con el derivado moncmetilado de la floroglusina o con el glucosido corres-
pondiente, la florina., &n los casos de dertvados trifendlicos las curvae de ab-
sorcicn son natumalmente diferentes.

Metoxihidroquinona y metoxihidroquinona glucdside

Como se observa en la Fig. 6, la 2-metoxihidroquinona por accion del agua de
bramo dilufda produce un espectro con el maximo caracterfstico de las p-quinonas
a 0 m ) pero éste es de mucha menor intensidad s! se 1o Compara con @1 meximo
que en iguales condicionss dan la arbutina, la hidroquinona o el p-metoxifemnol.
Por accidn del 80, mo se reestablece el espectro original.

¥n o1 caso dol glucosido de la metoxihidroquinoma (Fir. 7), por accidn del
agua de bromo dilufda, se produce ur aumento de extincion er casi todo el espec -
tro, mantenienlose el maximo origiml a 285 Ill(. la libemoidn de glucosa es cuan-
titativa e immediata. Por ascicn del §0, no se reestablece ¢l espectro original.

Hidroxthidroquinong @ hidroxihid roquinons glucoeido

La hidroxthidroquinona no da un maximo en su espectro por tratemiento ocom

agua ds bromo, desapareciendo el méximn original a 290 m/1 o 1 que no reapayece
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4 con agua de Br, , loanmannrzy 05 .




-9 -
por tratamisato ocon SOp (Mg. 8). Dada la gran reactividad de este trifencl se
debe formar, ajemes de la p-bensoquinona, derivados bromsios y otros productos
ssounigrios.

in el caso del glusdsido de la hidroxihidroquinona ee observa qus por accidn
del agua de bromo (Fig. 9) desaparece el maximo origiral a 280 m 4 Junto con un
awento en la extincidn con maximo a 260 BH. Lste maximo podrfa ser dedido a la
formacion de la hidroxi p-quinoma, ya qw esta sustancia tiems uno de sus meximos
a esta longitud de onla (59).

Por accidn del 502 no se regenerw el espectro origimml, manteniéndose el
maximo a 260 m Y.L

TABLA IX

GLUCCSA LIBxRADA PAR DISTINTOS GLUCOSIDQS FUR ACCION IEL BROMO

Glucoside Glucosa liberada
/u moles

Axbuting 1

Salicim 0

Fonil gluodsido °

pcstoxi fenil glucdsido 0.22

wawtoxi fenll gluodeido o.11

Besorcinol gluodside 0.4

A un A mol normal de gluodsido en 0.5 ml de agua e 1s agrega 1 gota de agua
de bromo saturada y lusgo se airea hasta total desaparicicn del color amarilleo .

Luego se mide la glucosa liberada con el metodo de Semogyl.
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BEGUNDA PARTE

Accion de 1a fenol oxidasa de papa Sobre los fenoles y los glucosidos fendlicos

Cuando ®e incuba la cxidasa de papa con distintos glucosidos fenclicos, se
produce en algupos casos la liberacion del asdcar corresponiiente, como ss ve en
las Tablas III y IV. is{ ocurre con la arbutina, el glucosido del resorcinol, el
hidroxifentl f3 -celobideido y e1 hidroxifenid 5 —genoicbideido. Se cbeerva tarbidn
con el transcurso d8 la rvaccidn la formacion de un color rosado que se intensifi-
ca mucho con el tiempo.

$i los productos de la reaccion a distintos tismpoe de incubacién se croma -
tografian en papel usando como solvente n-butanol, piridina, agua, e cbserva la
dismimecidn de la mencha correspordiente al glucosido junto con la aparicidn de
las manchas del moro o disacarido liberado; no se observa, sin embargo, la pre -
sencia del fervl, lo que imlica quo la oxidasa reacciona con el ferol dando pro-
ductos que no aparecen en la oramatografia.

Con glucdeidos como 61 ferdl gluedsido, el p-metoxifenil glucdeido, el p-
metoxiferdl genciobidsido o la metoxihidroquinona glucosido no se observa ningin
cambioc visiole, no se produce liberacidn del resto amicar; la cromatograffa de la
meacla d@ reaccidn no mestra ninguma mancha correspondiente a loe anicares 1ibe-
rados, ni se cbserva dismimucicn de las manchas de los glucosidos.

Agregando a la mescla d8 inoubacion, que tiere arbutina como sustratc, agd -
cares tales camo gencicbiosa, maltosa, xilosa, maltotriosa ¢ celobiocsa y luwego
se oromatografiar 1los productos de la reaccion, nc 86 observa qus se prodngca rin-

gun proceso de transglucosidacion.
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Cuando las ingubaciorss so realisan a pE 7.2, o1 miximo de 1{beracicn de glu -
Gosa es obtisne despuss de uma hora de incubacidn. la reaccidn es psis lexta a

pi 54, cbtenidmioss el mixim a las dos horas de incubacién.

TABLA III

ACCION Ni LA FRNOL GXIDASA SOBRE DIVERSOS MOKOGLITCOSIDOS

ia mesola de incubacicn e# la descripta en "Bnsayo engimatice. las
incubaclones se realisaron a 30° C durente 3 horas y lueszo se mide
el poder reductor libersdo por el método de Samogyi.

Sust rato Sustituyentes en 4 moles ds agicar % de poder re-
el anillo benodnico 1fberade ductor 1iberado
arbuting 106, 4H CJ5 100
fenil pgluoéudo 100 0 0
p-swtoxifentl ﬁ -
gluccesid 108 U OGEH, o 0
salicina 100, 2 LH 0 °
resorcinol -
glnodel 10, I ®E 0.5 n
manoglucosido ais-
lado de germen de 0s06 17
trigo
metoxihidroquinoma
fp = glnodeido 106, 3oOmy, YOH 0.6 17




TA8LA IV

ACCION D& LA FNQOL OXIDASA SORRe DIVERSOS DISACARIDOS GLUCOSIDOS

Sustrato Sust ituyentes en Disacaride M moles de amicar
ol anillo bencenioo 1berado 1iverndo

bidroxifentl S-

oelobicsido 100, U celobiosa 0.2
hidroxifenil P =

anoiobidel 100 LOH e noiobiosa 0.2
disacdrido gluodsi-
do aisludo del gor- @noichiosa 0.5

men de trigo.

C = refto oslobiosa
G - resto genolicbiosa

Cuando se sigus espectrofotomstricamente la accidn de la oxidasa scbre los
d1stintos y sus vespectivos glucosidos, se obeexva en el case 3¢ la hidroquino-
na (Fig. 10 A) y de su gluoosido, la arbutina (Mg. 10 3) qu cuando se inouba
a pi 5.4, o1 meximo original a 260 m 4 desaparece lentamente y aparecen a las dos
horas ds incubacidn mwves neximos a 340 o M y 320 m M respectivanente. Estos
maximos corresporien oon el qus tiene a ese pE la hidrox!i p-bensoquinona (59).

Bn 1as mismas condicionss la metoxihidroquinona reacciona mas rapidamente
(Fig. 10 C) dando un maximo a 250 m 4 caracterfstico de las p-quinomss (60).
¥1 monogluodsido de la metoxihidroquinona no presenta cambic en ol maximo de su

espectro (Fig. 10 D), pero se debe hacer notar el awmento de la extinoicn, debido
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2 horas de incubacicn.
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posfblemente a impuresas, ya que el glucosido ha sido alslado ds papel.

Como 8e ve en la Fig. 10 &, el resorcinol glucdsido, despuss de incubado Gon
la oxidasa de papa, cambia su espsctro Gon maximo a 280 m 4 para dar otro con un
gran amentc de extincidn en toda la zona del espectro pero sin ningin maximo ca-
racterfstico.

Bl resorcinol, en iguales condiciones, mo experimenta ningin cambio en su
espsctro avin a las tres horas de incubacion y tampoco 26 observa carbio en la co-
loracidn de la megcla de incubacion.

Do acuexio a los resultalos seflalados por Oushing (61), inselwe y Vignesu (62)
y Pugh y Raper (63), las estmcturas siguientes no fon atacadas por 1a fenol exi -

daga:

3
N | N
5% CH3 7 CH3 UUB
H OH H
EH3 ' ;? CH3

OH OH




Por ¢l contrario, este engima veaccionn con estructuras de este tipo :

¢
Hy |u3(0cn3)
= OCH NY-CH N
mtﬂ:;( 3) ] J’ 3 |
Y // /
OH Ot OH

isto explicarfa sl atague de la fenoloxidasa sobre la arbutina y el resorcinol
glnedsido, ya que la estructura de estos glucdsidos ez del tino del p-metoxifencl
y del m-metoxifencl respectivamente.

4n 81 caso de la arbutina, los resultados obtenidos de libveracidn de glucosa
v de carbios en el espectro ultravicleta, pasanio del maximo a 280 m /f a otro a

30 mY, se paeden explicar de acnerdo a la siguiente serie de reacciones

6LU. 0—GLU,
R
| i @ 5 GLUCOSA +|| |
/ = OH
f ; 3
O 0 0

Igual tipo de reaceidn ocurrfa en el caso de la hidroquinona.
&n la reaccion con metoxihidroquinona, como sustrato, el hecho de tener susti -

tufda la posicidn orto sespecto del hidrexilo 1ibre da por resultado la formacién

de p-bengoquinona, como lo evidencia el espectro.




Alslamiento e 1lsutificacidn de los glncosidos del germen de trigo

la materia prima es el germen de trigo camercial el que Se desengrusa pre -
viamente con eter de petroleo durante 24 horms en un extractor de Soxhlet.

200 grs de germen desengrasado se extreen con 1 litro de agua calentando en
bado de marfa hirviente durante 15 mimutos, ee exfrfa y se centrifuga a 0° C a
16.000Xg. 3e separa @1 scbremadante qua es un 1{quido amarillo transparente. sl
sobrenadante que contiene 108 glucosidos, se adsorbe en carvdn. Pame tal fin ge
emplea carbon "Darco" (Atlas Power Compary) y Celita (Hyflo-eupercel). Esta dl -
tima se prepare de la siguiente manera: la Celita comercial se suspende er agna
y se deja sedimentar durante 15 mimutos, @ descarta 6l eobrenadante y lo que ha
sedimentadc se seca a 80° C. 60 grs de carddn y 60 gre da Colita, o8 agregan al
sobrenadante de 16.00C x g y ®e agita durante media hora a 4° C.

Kl carbon se separa centrifugando & 16,000 x g durante 0 minutos. &l car-
bdn-celita con los glucdsidos adsorbidos se lava con agua destilala pare eliminar
1ce agicares reductores. Una técnica apropiada es la esiguiente ; en un ezbulo
buchnsr se pons un papel de filtro y lusgo ura capa de Oslita preparala como se
indico. Se cubre con un mevo papel de filtro y luego se pomns el carbon-celita,
que tarbieén ee cubre con un disco de papel. Se lava con agna destilada hasta eli-
minar 1o agucares reductores, 1o que se comprueba por ¢l mstodo de Somogyl. Los
di y trisacaridos se eluyen por lavado oon etanol al 10 % y firalmente se sluyen
1os glaoosidos oon etanol al 50 %. los extractos asf cbtenidos, @ concentraron

en un svaporador rotatorio al vacfo y a baja temperaturs para eliminar el alcchol,
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¥y ol residuo se diswslve en agua.

Se cbtlers un extracto que cortiems 500 M moles de glucceidos calculalos
como arbutina (ver metodos).

Bl extracto = coloca en la 1{mea de origen en papol Whatman N® 17 y 8 cro-
matograf{a en la mesgola de n-butanol, piridimm, agua. Se cortan dos tiras margi-
nales del papel y se revelan con p-nitroanilimm diarzotada apareciendo tres sooas
que dieron reaccion positiva con este reactivo. ista® = oortan y se eluyen con
agua y los elufdos correspondientes a cada mancha son luego concentrados al vacfo
¥ a ba)a temperatura.

Tanto el elufdo total de carbon con alsohol 50 % como los elufdos corresnon-
dientes a cala umo de los glucosidos tiemen un color araranjado cuardo estan en

soluciones concentrudas

TABLA V

Gluodeido  Bymutipe M moles tetales i moles/ por &r de gemmen

1 0.3 15 0.07
1I Q.57 u9 0.5
99 0.3 30 1.1

En la Tabla V se musstran las cantidades de los glucosidos obtenidos a partir
de 2C grs de germen de trigo desengrasado. Lo# glucosidos previamente valoralos
por el método de Folin-Clocalteu y caloulalos como arbutina, de acuerdo a 1o inil-
cado en “Metodos®,

Como 86 Ve en la Tabla, o1 glucdsids con Bomutipg O3 08 6l que se encuentra
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on mucha mayor proporclen en el extracto, nnas quince veoss mas qus el gluodsido

con B, 0.93 y cuantro veces mas que ol q tiem Ryten, 0e57.

ut ina

51 glucdsido I tiens una movilidad similar a 1a de la arbutima, lo qw su -
girid que podiera eer un monoglucdsido. La mancha II tiens uma movilidad eimdlar
a la d¢l gencioblceido de la hidroquinona. La tercera mancha tiems una movild -
dad bastante menor, lo que evidencia la presencia de un trisacarido gincoside.

Como el extracto dsl germen contlene muzhas protefnas y otras sustancias
extraiias, el lavado del carbon ee haco, al comlenso, my dificultoso y, debido a
@80, en otras preparacionss del extracto, antos de tratarlo con carbdn, 8¢ aia =
de alcohol & une corcentracion del 70 #. &1 precipitado formado se separa por
ocentrifugacion y se lava oon etanocl al 70 %.

81 sobrenadarte junto con los 1{quidos de lavalo se coroertro al vacfo y a
baja tezperatura para eliminar el alcohol, y el residuo, lueso de disualte en
agua, 8e adsorbe en carbon. Luego el proceso se sigue en igual forma que con el
metodo anterior.

De una solucidn que contiens 350 M mcles/ml del glucoeido d8 Bypyutipe O3
#e ovtiens, dajandola en la corgelalore a «15° C durante varias semmnas, un pre-
cipitado blanco que ss separa por centrifugacion en frfo y se saca en un desecs~
dor. Se cotuvieron as{ 64 mgr de precipitado.

Jdentificacicn del precipitale

a) Identificacidn dsl amicar,
El precipitalo obtenido vor el metodo anterior se disuelve en agua y se cro-

matograffa en butanol, piridina, agua. Por revelado con p-nitroanilina diazotada
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da upa sola mancha de color anaranjade que luego peea a agul-violeta, lo mismo
ocurre 8! 1uego de revelado se trata con una solucion alecalina, Por revelalo con
nitrato de plata alcalino da también una sola mancha que aparece lentamente, lo
qu indica la presencia de un agicar no reductor. La mancha tiere un Ry utipa O3

51 glucosido tratalo con agua de bromo dilufda, eramatografismdo en n-butancl,
piridipa, agua y revelado oon nitrato de plata da una sola mancha 8 Rzlusoga Oe2.
Ouardo se revela con p=nitroanilinm diagotada no aparece ninguma mancha.

la liberacion ds agicar, por accion del agua de bromo, e rapida y cuantita -
tiva, 1o qus se comprueba por medicidn del poder reduator.

51 amicar reductor obtenido por accidn del agua de bromo se aisla por aroms -
tograffa. &1 asticar elufdo de papel e hidrolipsdo con acido sulfirico 1.5 &u -
rante 3 horas a 100° C y luego cromatografiaio da 80lo uma mancha que Gorre como
glucosa (solvente: n-butanol, piridina, agma). Por hidrdlisis con acido sulfiri-
co 0.1 ¥ dumante 1 hora a 100° C da dos manchas identificadas como gencicbiosa y
glnucosa por cromatograffa en n-butanol, piridima, agua y por electroforesis en
buffer borato pH 8.7. Ademds este agticar redustor sometido a la accion de 15/5
glucosidosa es hidrolizado totalmente a glucosa.

1a glucosa 1iberada por hidrdlisis con acido sulfdrico 1.5 N durante 3 horas
a 100° C es ademas identificada espec{ficamente por accidn des la glncosa oxidasa
dando un 1007 de glucosa.

la relacicn ds flucosa a ferol se datermina midierdo el amicar total con el
reactivo ds fenol sulfyirico o por la glucosa oxidasa despues de hidrdliels oon
acido sulfdrico 1.5 § durante 3 horas a 100° C. k1 fenol se dstermina directa -

mente con testigo de arbmtina.s]l valor obtenido es ds un resto de fenol para cala



tres de Aucosa.

Todas e8t.s expsrisunoias llevan » la conclveidn de que el amicar reductor
libersdo por accion del agus de bromo 41l1ufds dede ser ur trisacarido cor mnio-
ms /5 1f, dado que por hidrclisis parcial e0)l~ ee obtlens gerclovlosa. La di-
ferencla de velocidad de hidrdliels entre unicnes 3 1€ y p 1t e3 poqueta por lo
que eote W1timo tipo de unidn, ®1 estd presente, dsberfa aparccer una mandia
corresvordiente a la celobicas. Otroe tipos de union ﬁ 1-2 y A 1=3 son improda-
bles y darfan manctas dien diferertes.

b) Ideutificacion ds la aglucora

k1 glucdsido da ocoloracidn con el reaativo de p-nitroaniline dlagotada y tam-
bien es 208itive la reaccion con el reactivo ds Folin y Ciocalteu, 1o que esta in-
dlcardo la presencia de un Lidroxilo 1ibre aleras del que forma parte de la unidn
glucos{dica,

Cuando el trisacarido se scmete a la accicn de ’_aﬁ glucosidasa, la mescla
de incubacion que al comienzo es inoolors, Se va colorsando de rosn, color que se
va intensificardo con el transcurso del tiemo. La cromatogmaf{a de los productos
ds reaccion en los solventes usades para identificar fenolee no da ninguna mancha
o éstas son myy pequefies. En carbio hacierdo las ircdaclones er atmdsfarn de hi-
trogeno en un ttho con tape esmerilada se evita la formacidn de productes colerea-
dos, que proviemen seguramsrte ds la oxifacidn del ferol lidverado por accion de la

glvecosidasa,

Le cromatograf{a de los productos de hicrolieis vor accicn ds la ﬁ Zlncosida
g5 on ntutancl, aclido acetico, agia y revelands corn el reactivo de Buris da glw -

cosa y otru mancha que corre en la gona de loe Iencles crlor zris verdoso , que
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aparece despngs ds unos mirutos de revelado ol papel.

Como 8e ve en la Tabla VI, el producte de 'i¢rolieis tiems wa R, lgual al
de la metoxihidroquinona y la mancha aparece er el mismo tiempo y tiens ignal
color,

Cuando se usa como solvsnte benceno, acido ucdtico, agua, pam Llontificar
los productos 3 hidrdlisis y 8 revela oor ¢l mismo reactivo, aparscc 1na mencha
0 on este solverte tambien tiems la misma relacidon de frente que la metexihidroe
quinona (Tabla VI).

La posibiiida’ de que el fennl eea un derivado de 1a resorcima ( ya que tiens
un Ry ouy parecido en el solvente I) quada dsacartada por los resultados de la oro-
matograffa en el sclvente II y por el revelado oon el reactivo de Burle, la re -
soroina reacciora mucho més lentamente en estas dondiclonss.

Otra posibvilidad que surge de los resultados d8 la cromatorraffa es que la
mancha incognita sea la pirocatequine. Lsta posidilided queda descartada por loe
resultados ds la cromatograffa usanio como solvente n-butanol saturedo con agua.
an estas ocondiclenss y usando papeles impregnadoe con acido borico y acetato ds
s0dio y 8in impregnar se ve (Tabla ViI) que la mancha correspondiente al hiiroli-
gado del glucosido desconocido, mo presenta ningumm diszinucion de la relacion
de frente cuanlo s orcatograffa en papeles impregmados y sin impregnar.

sgpectros ultravioletas

Como # ve en la Fig. 11, el espectro de la solucidn del precipitaldo tieve
upa extincisn maximo a 295 mJ o Cuanio se trata con agua de bromo d11ufda, este
maxime aumsnta y tambicn hay un incremento de extincion entre 2iC Y y 60 LY

51 luego ®e hece actuar el arhidrido sulfurceo el meximo a 20 m4 dienirmye pero
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no se restitigye el espsctro origimml.
Carbios similares so observar en el espectro del glucdsido de la metoxihidroe

quinoma obtsnido por sfutesis qufmice, como Se vid en la primsra parte,

IABLA VII

Bp Qo DIFSRANTLS FuliCluS USANDC COMC SCLV.NZL n-BUTANCL SAIURADO OOH AUCA

Suatitvymites Ry en el 7~ R, enel pa. !
Sustancias en 61 micleo ool in im -  pél inpregna- A
bencenico precrar do

pirognlol 108, 2Cd, 3CH c.Nl 0.1 - 0.6
pirocstequing 1 CE, 2 GH c.B1 .4 - Qi
metoxthidro -

quinona 108, 4ag, 2 Ol o.Q 0.33 +0.02
hidroquinona 1 CH, 4 GH 0.81 0.56 +0.55
metaxipiroce-

tequina 1 G, 206, LoE; 0.81 0.3 - 057
producto de
hidrdlisis del 0.8 0.33 +0.02
triglucosido

A = Bf papel l:precnado - nf papel sin impregnar.

Accion de 1a feuwol oxicnsa

Cuando se incuba el triglucceldo son la femol oxidasa y luego se cromtogre~
f{ar. 108 productos en rapel, por revelado con nitmate de plata alcalino no se ob-
serva 1iberacion del trisacarido. Los espectros de las incrbaciones a distintoe
tisrpos no musstran carblos er los meximos (Fig. 12), Ycaed que en el cusc del

glucdeido de 1a metoxilidroquinona sintético.
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Fig. 11. Espectros del trisacdrido gluoosido aislado de germen de
trigo: e solo, loonagmdoBra, ® con agua de Br, y SO0p
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Pig. 12. Aceion de la fenol oxidasa sobre el trisacarido glucési-
do: 1. irmediatamente de agregada la engima; 2. a las 2
horas de incubacion.
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kspectro infrarroje
Presenta 108 maximos caracterfsticos de la sustitucidn 1,% 1,2,4 dal
micleo bencenico.
Ds los datos cbtenidos por cromatograffa er los distintos solventes se de-
duce que la aglucona e5 la 2 - metaxihidroquinona, lo que esta tambien confirmado
por los resultados obtenidoe on los espectros ultravioletas e infrarrojo dsl glw-

cosido.

Identificacion de las manchas de B cbutine 05T ¥ 0.5

Debido a la maoho menor proporcidn en qus @8 encusntren estas mtu;ciu on
el germen, po pulisron ser aislaios en forma pura.

Los elufdos ds papel, lusgo de concentralos se sometieron a un analieis igual
que el descripte para el trigluodside.

Cromatografiaios en n=butancl, piridina, agua y revelanlo con p=nitrcenilina
diagoteda o0 con nitrato de plata aloalino, da cala elufdo una sola mancha, Com
ol primero ds los reactives ss cbtierms uma colormcicn anaranjeda que oon el trans-
curso del tiempo o por aocicn de solucionss alcalinas (solucidn de carbonato de
sodio o de hidrexido de sodio) pnsa a asul 3 ocon el segundo de los yeactivos la
aparicion de las manchas es lenta.

For accicn del agum 48 bromo dilufda, la mancha de By 4vtipe Oe57 (I) da un
agicar reductor que se comporta como genciobiosa eén cromatograffa y electroforesis,
7 1a mancha de Ry 44,0 0.93 (II) da un agicar reductor que se emporta como glu-
cosa en iguales coxdiciones.

&l amicar libersdo por aocidn del agua de bromo scbre la manche 1, por hi -
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drdlisis oon acido sulfirico 1.5 ¥ da sole zl'cosa identifioads por cramatogra -
£4a y por accicn de la glucosa oxldasa. Igunles resultaios se obtienen por hi -
drdlisie con /> glncosidasa.

Bl agicar 1iberado por aceion del agua de bromo sobre la mancha II, es iden-
tificado espec{ficamente oomo glucoss por ascidn de la glucosa oxidasa. Las
manches 1y II eon totalmente hidrolizadas a glucosa por accidn de la f glucosi-
dasa.

Los espectros ultravioletas ds ambas manchas tienen los mismos maximos que
el qus presenta el espectro dsl triglucdsido e igual variscion por accicn del
agua ds bromo dilufda y del arhidrido sulfurcso, lo que evidencia que estas sus-
tancias deben terer igual aglucone que el triglucdsido. Hfectivaments, hidroli-
sando 1a8 manchas Iy II con b glucosidasa en atugsfera de ritrdgsno y oromato -
grafiando 1os productos de hidrdlisis en bencenc, acido acétice, egva y revelan-
do con el reactivo de Burke dan ambos hidrolizados manchas que oorren como meto-

xihidrequirona.



TABLA VIII

nammmmmsmmmmxammmnm SOBRE
10S QGLUCOSIDOS AISLADOS DML GERMEN .

Solvente; n.butanol, piridima, agus (6:443) papsl Whatman N® 4

Agioar o gluodeido Tipo de union Rglucosa
maltosa -1l 0.68
e nmoiobiosa /5 -1-5‘ 0.54
oslcbiosa ot 0.64
lamiraribicsa po =13 0.79
€lucésido de B, 0.3 0.2
glucdeido de B, 0.57 0.54

gluoosido de R, 0.93 1
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COXCLUSIONRS

Por emsayos oromatograficos de un sxtrecto de germen de trigo comercial se
demostrd la oxistencia de glucosidos con 1, 2 y 3 restos glucos{dicos unidos a
una aglucora que tierp ademas un hidroxilo fenclico 1ibre. En este trabajo se
desaribe el aislamiento ds los mismoS.

S» estudiaron tdonicas amalftices como ser la aceidn del agna de bromo y
1a accicon de 1a fenol oxidasa y su utilisacion especial en el caso ds 108 gluoo-
8idos fenclicos, Con estas tecnicas, ademss ds los mstodos clisicos de cromato-
graffa, so 1llogo a dstermirar que el resto ocarbchidrato consiste en una, dos y
tres unidades de gluoosa unidas en posicidn /3 16,

Bl resto aglucom estd corsiitufdo por 1a metoxihidroquinoma, 1la que esta
unida por un hidrarilo fendlico al resto de hidrato d® ocarbomo.

Do 1as dos estrusturas posibles t

—CARBOHIDRATO —CARBOHIORATO
ocH,
OCH
3
OH OH

T Ir

se descarta la setructurs I por los resultados cbtenidos por tretamiento del glu-
cosido oon la femol oxidasa, Como se vid, la incubacion de 1o glucdsidos con es-

ta ongima no producs lfberacicn del resto de ardcar, lo que ests de scuerdo oon
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una estructure &1 tipo de 1a estrusctum II.

Ya en 1953, Bungenkert de Jong y colaborsdores (64), en una nota manifesta-
ron haber aislado ¢1 monoglucosido ds 1a metoxihidroquinona y de haber efectwado
sa ointesis. Kl aislamiento por ¢l mstodo de Bungsnkert de Jorng no pudo Ser re-
pstido como tampoco la 3{ntesis quimica en las condiciores indicadas, de allf qu
su caracterisacicn sea dudosa,

Otros autorcs ban comprobz2do 1a pretencia &0 quinones derivades de la meto-
xihidroquinoms : la motoxl p-quinoma y la dimetoxi p-quinoma (65, 66).

Lstas ltimas se origimarfan a partir del gluodsido por accicn de la /5 gluco-
#idasa y los fenoles 1iberadot on presencia del oxfgeno del aire serfan oxidados
a 1as quinomas corresvomliantes., la importancis de estos derivados parece ser de
gran interes en los procesos ds panifiocacicon en donde par ¢l agregudo de la leva-
dura a la masa con la > glucosidasa que ocontiens, serfa la causante ds la forma -
oion de estas quiromas con las secwlas de coloracion qu se origiman.

1A presencia de glucosidasas y de oxidasae en el salvado de trigo ha ¢ido ya
bien demostrada (67) por lo que uma accion tal poirfa origimarse en las barinas

msgcladas con el mismo, como ser las harinas integrales.
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