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En el presente trabajo se continla una 17nea de
investigacidon iniciada anteriormente en el Departamento : el estudio
de sistemas de polisacaridos.

Los extractos obtenidos de fuentes naturales
contienen, por lo general, mezclas complejas de polisacaridos que
deben ser fraccionadas. Cada fraccidn es analizada y sometida a
determinaciones de homogeneidad. Cuando una o mds de estas
determinaciones demuestran la homogeneidad del producto, se emprende
el andlisis estructural del mismo. Por 1o comiin se recurre a varios
métodos en forma paralela, buscando una coincidencia en las estructuras
deducidas a partir de los resultados que permita asegurar la validez
de l1a"formula"propuesta para la larga cadena del polimero.

Resulta de crucial importancia para un correcto
andlisis de las interacciones moleculares de cada producto, responsa-
bles de su utilidad y rol bioldgico, la metodologia empleada para su
extraccién y purificacion. E1 afdn de purificar un polisacarido puede
redundar en la descomposicidon de su estructura nativa y en el andlisis
estructural de un artefacto cuyos resultados no explicardn el rol
bioldgico del producto original , ni servirdn de base para su posible
utilidad industrial.

Por otra parte, aunque las técnicas disponibles hoy en
dfa para el andlisis estructural son diversas y la utilizacidn de las

13C) en el caso de moléculas pequefias resulta

mismas (por ejemplo, RMN de
simple y de enorme utilidad en la elucidacidon de su estructura, su
aplicacion al campo de los polisacdridos es siempre mds engorrosa y las

deducciones resultan mas 1imitadas.



E1 tema de este trabajo de Tesis se plantedé como una
profundizacién de los conocimientos existentes sobre los polisacdridos
componentes del endosperma de la semilla de la leguminosa Gleditsia
triacanthos .

Como se resefiara mds adelante, existen numerosos
antecedentes sobre el estudio de semillas de Teguminosas dada la vasta
utilidad de los polisacdridos que de ellas se extraen con agua : los
galactomananos. Algunas de las plantas productoras de mucilagos que
contienen galactomananos se cultivan desde los tiempos bfblicos : Juan
el Bautista se alimentd con vainas de Ceratonia siliqua (algarrobo)
durante su peregrinaje por el desierto (Mateo 3, 4).

Si bien la Gleditsia triacanthos no es una especie
autdctona, su cultivo estd muy difundido en nuestro territorio y los
galactomananos extraidos de sus semillas encuentran varias aplicaciones
industriales.

Los estudios previos sobre galactomananos de Gleaitsia
triacanthos, asi como la mayoria de los realizados sobre galactomananos
de leguminosas, se llevaron a cabo sobre la semilla entera molida. La
presencia de otros productos, provenientes del germen y de la testa, en
el medio de extraccidén puede dar lugar a interacciones que influyen en el
extracto obtenido y también a un mayor grado de impurificacién del producto

En este mismo Laboratorio se habja encarado el estudio de
la semilla de Gleditsia triacanthos en cuanto a : a) los galactomananos
extraidos con agua a 50° y b) el sistema de polisacdridos resultante de
la extraccién en medio alcalino del producto remanente de la extraccién

acuosa. También se habia realizado una extraccién secuencial con agua a



temperatura ambiente, a 50°y a 1003 del endosperma separado del resto de
la semilla, pero estos productos no fueron analizados en detalle y sélo

se determinaron los rendimientos y algunas de las caracteristicas generales.

Sobre esta base se decidid estudiar los galactomananos
obtenidos del endosperma aislado del resto de la semilla de Gleaitsia
triacanthos. Para ello se disefié un procedimiento ae extraccidn secuen-
cial con agua a distintas temperaturas y cada uno de los extractos se
someti6 al agregado paulatino de etanol, obteniéndose, de esta manera,
un sistema de galactomananos, wuna serie de productos solubles en etanol
85% y un residuo que fue nuevamente sometido a una serie de extracciones
cada vez mads drasticas. Los primeros analisis indicaron que el sistema
era mas complejo de 1o que se habia supuesto ya que se verificd una
importante variacion en las relaciones entre los componentes mayoritarios:
manosa y galactosa, asi como también cambios en la composicidon de los
productos solubles de cada extraccidn.

Estos datos plantearon un interesante campo de investiga-
cion : el estudio de las variaciones estructurales que determinaban el
comportamiento durante la precipitacidon, y de las relaciones existentes
entre la estructura de cada fraccidn de galactomanano y las propiedadaes
caracteristicas de las mismas.

Ya se sabia que la estructura de los galactomananos de
Cleditsia triacanthos respondia a la estructura gruesa de todos los
galactomananos de leguminosas, es decir, una cadena central de D-mano-
piranosas con enlaces B-(1-+4), algunas de las cuales presentan, unida

al 0-6, una unidad de a-D-galactopiranosa. Sin embargo, existe una



gran diversidad entre las propiedades de los distintos galactomananos

en algunos casos se demostré la existencia de pequefias desviaciones a la
estructura clasica; en otros, 1la diferencia de comportamiento se
atribuyé a la variacion en la distribucidn de las cadenas laterales de
galactosa.

Este aspecto, que representa la "estructura fina" de
los galactomananos, resulta de sumo interés dado que las pequefas varia-
ciones de la estructura tipica y las diferentes distribuciones de las
cadenas laterales modifican el comportamiento de estos productos y las
interacciones entre sus moléculas, y entre éstas y otras moléculas
presentes en el medio. Este tipo de interacciones cosntituye la base de
su utilidad industrial y, por este motivo, hasta el presente sélo se na
estudiado la estructura fina de los galactomananos mas utilizaaos en la
industria, es decir, los provenientes de especies con mayor rendimientu
en mucilago soluble.

Por otra parte, los métodos disponibles para el andlisis
de la estructura fina (ver resefia en el Capitulo IV) resultaban, hasta
hace poco tiempo muy engorrosos. Recién en los ultimos anos, con el
advenimiento de las modernas técnicas de andlisis a la quimica de los
polisacdridos (como la cromatografia gaseosa acoplada a la espectroscopia
de masas y a un sistema de computacion de datos, y la resonancia magnética
nuclear de 13C ), se logré un conocimiento rdpido de la estructura , se
pudieron determinar anomalias presentes en muy baja proporcidn, y conocer
también la distribucion de las cadenas laterales de estos productos.

Con este tipo de metodologia, que se describe en detalle

a lo largo del trabajo, fue posible abordar el andlisis estructural de las



catorce fracciones del sistema de galactomananos del endosperma de
Gleditsia triacanthos . Los métodos empleados permitieron detectar
pequefias anomalias en la estructura de estos galactomananos como, por
ejemplo, la presencia de enlaces distintos a los (1—4) dentro de la
cadena central, o de pequefias cantidades de unidades terminales distintas
de la manosa y de la galactosa, asi como las diferentes distribuciones
de las cadenas laterales en productos que, a la luz de los resultados
tradicionales de metilacién, parecian tener la misma estructura primaria.

Los resultados obtenidos permitieron hacer un analisis de las inter-
acciones galactomanano-galactomanano en solucidn que, hasta el momento,
habia recibido poca atencién.

Ademds se emprendid el estudio de los productos solubles
remanentes luego de la precipitacion de los galactomananos con etanol.
Estos proveyeron un amplio campo de investigacidn que nunca habia sido
explorado y a través del cual se intentd un acercamiento al conocimiento
de 1a biosintesis de los galactomananos.

E1 aislamiento de oligosacdridos de tipo galactomanano
corrobord la hipdtesis que habia originado su blisqueda. De estas
fracciones se aislaron, ademds, productos constituidos también por
otros azlcares distintos de manosa y galactosa.

Se intento asimismo, mediante la realizacidn de
extracciones mas rigurosas que permitieron obtener los polisacdridos
constituyentes de la pared celular, acceder al conocimiento de las
variaciones de la estructura que acompanan al cambio de la funcidn de un
polisacarido desde el rol de reserva que cumplen los galactomananos del

endosperma hasta el rol de sostén que caracteriza a los componentes de la



pared celular.

Como balance, puede afirmarse que los resultados fueron
altamente positivos y constituyen el estudio mas detallado y completo
existente sobre la totalidad de los hidratos de carbono que forman el
endosperma de una semilla de leguminosa. E1 presente trabajo es,
ademds, pionero en la aplicacion de la espectroscopia de resonancia

13C de alta resolucidon al analisis de la estructura de

magnética nudear de
un galactomanano Los resultados asi obtenidos, junto con los

correspondientes al ané]isis espectroscopico de los oligosacaridos ae tipo
galactomanano, permitieron incrementar la utilidad de este método para la

determinacion de las frecuencias de insercion de las cadenas lateraies.
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CAPITULO I

FAMILIA Lo GUMINOSAE




La real antiguedad geolédgica de la familia Leguminosae
no se conoce, aunque algunos fésiles de madera y polen indicarian su

la‘ Los grupos modernos de

presencia desde hace 70 millones de afios
lequminosas se originaron aproximadamente en los comienzos .del periodo
Cretdceo (hace 65 millones de afios) en el cual comienza la era Cenofitica
0 actua]la.

De acuerdo con los datos mas recientes la familia
Leguminosae ( 0 Fabaceae ) comprende 650 géneros y 18.000 especies y es la
familia mas numerosa de plantas con flores después de la Compositac y la
Jrehidaceae

Comparada con otras familias, resulta notablemente
diversa ya que cuenta entre sus representantes desde especies forestales
gigantes hasta pequefias plantas efimeras; existen también enormes diferen-
cias entre los métodos de adquisicion de nutrientes esenciales para el
crecimiento y lTas formas de reproduccion y defensa de las numerosas especies

que comprendelb.

A pesar de l1a amplia variacién morfoldgica mencionada,
existe un auerdo de opiniones bastante generalizado entre los distintos
sistemas de clasificacion de las Angiopermas de situar a la familia
Leguminosae dentro del orden de las Aosaics. Existen, sin embargo,
algunos botanicos como Hutchinson que elevan a las Leguminosas a jerarquia
ordinal, considerandolas las Unicas representantes del orden de las
L@gumincindlc. En este trabajo tomaremos como vdlida la opini6n mds
difundida, es decir, consideraremos que la familia Z.jwmincsa. pertenece
al orden 2ocsuies.

Existen diferentes criterios en cuanto a la unidad o



subdivision de la familia Legwminosae, las diferentes tendencias dependen
del énfasis dado a los relativamente pocos géneros de transicién entre los
tres grupos mayoritarios en contra de 10s numerosos géneros sobre cuya
posicion no hay dudas. La tendencia actual es la de sustentar la
existencia de una sola familia, de acuerdo con el tratado mds moderno
sobre sistematica de Leguminosaslb. Este criterio confirma la opinidn
del especialista argentino A. Burkart quien ya en 1951 la consideraba como
" una sola familia, natural, vasta y polimorfa, pero que no puede
subdividirse ya que, en ese caso, se caeria en el problema de no poder

definir ni delimitar satisfactoriamente las entidades resultantes“z.

La familia se extiende en todos los habitats terrestres
excepcion hecha de las regiones articas y antarticas y de algunas islas
como Nueva Ze]andialb’2’3.

Los miembros de la familia se consideran divididos en las
siguientes subfamilias :

a) Los que poseen flores regulares, pétalos valvados
en capullo (excepto Dinigia), a menudo unidos por la base; sépalos
usualmente unidos por la base; semillas que, si son duras, tienen un
pleurograma de cada lado o cara; hojas bipinadas o, menos usualmente
pinadas o filddicas : subfamilia Mimosciceae.

b) Los que tienen flores generalmente zigomérficas ;
pétalos imbricados en el capullo, 1libres o algunos de ellos unidos;
semillas usualmente sin pleurograma :

bl) Pétalos adaxiales superpuestos por 10s

pétalos laterales adyacentes cuando estan presentes; sépalos



generalmente 1ibres excepto Cercideae; semillas sin canal y generalmente
con una radicula recta; hojas pinadas o bipinadas, raramente simples o
1-foliadas : subfamilia Caesalpinioideae.

b2) Pétalos adaxiales por fuera de los pétalos
laterales adyacentes (excepto Swartzieae y Sophoreae en una parte);
sépalos en la base; semillas, si duras, con un canal y la radicula

usualmente curvada : subfamilia Papilionoideaqe.

- 2 Ly e -
Segln Burkart™, la subfamilia Cucsaipinicidea- es la mas

antigua y de ella derivan, en direccidn opuesta, 1las otras dos

Caesalpinioiceae

_— ~ .

Mimosoideae

En términos generales se puede decir que las Mimosoideas
y las Cesalpinioideas son megatérmicas y en consecuencia predominan en las
selvas y sabanas ecuatoriales y subtropicales. Las Papilionoideas mega,
meso y microtérmicas, constituyen 13 mayor representacion de la familia en

las zonas templadas y temp]ado-cé]idasz.

La division de la subfamilia Cirsuiypini ides. en tribus
todavia estda en proceso ya que todos l1os intentos han sido insatisfactorios
por una u otra razon. Adoptaremos aui la clasificacidon basada, en parte,
en el andlisis por computacién de cientos de caracteres de todas las partes

ld’4. Este

de 1a planta para todas las especies conocidas de leguminosas
analisis que tuvo en cuenta datos palinoldgicos, de anatomia de la madera,

quimica y morfologia, origind un arreglo que implica una considerable



reacomodacion de 1os géneros respecto de las clasificaciones anteriores,
pero resulta mucho mds cohesivo y con una base evolutiva aparentemente

mayorld. Las cinco tribus de Cesalpinioideas surgidas de este estudio

le
se presentan en la Tabla 1. Dado que esta subfamilia es tan diversa su
conocimiento cabal es patrimonio de unos pocos especialistas. Por inter-
medio del género Dimorphandra y sus afines, las Cesalpinioideas se unen a
las Mimosoideas; en su extremo opuesto, se unen sensiblemente a las
Papilionoideas a través de géneros de posicidn intermedia como Cadia y otros.

En 1875 Bentham® clasificé la subfamilia iimosoideae en
seis tribus y muchos autores las mantuvieron hasta que en 1964 tanto

6a

Hutchinson™" como Schu]ze-Menz6b combinaron dos de esas tribus (2i: zad.niece

y Adenanthereae ) que difieren solamente en la presencia o ausencia de
endosperma en una solalf. Este es el criterio aceptado actualiente. En
1939 el botanico argentino A. Burkart establecié una nueva tribu, Jla
Mimczyganthe;c7. En 1a Tabla 1 se citan las seis tribus en las que, en
definitiva, se considera dividida a la subfamilia que en total comgrende
54 géneros.

La subfamilia z:.77"2  <acac comprende 440 géneros y
12.000 especies, razon por la cual su clasificacidon resultd mucho mds
comp]ejalg. A pesar de los numerosos autores que se dedicaron a este
problema y de las reestructuraciones parciales y descripciones ae nuevos
géneros, todavia se reconoce claramente en el esquema de clasificacidn
empleado actualmente (Tabla 1) la clasificacidon original de Bentham8

(1865) que resultd asi de un alto valor predictivolg.



TABLA 1.1.
Posicidn de la familia Leguminosae dentro de la clasificacidn

sistemdtica; su division en subfamilias y la de éstas en tribus.

Angiospermeae
Clase : Dicotiledoneae
Subclase : Archiclamydeae
Grupo de orden : Coroliano
Orden : Rosales
Familia : Leguminosae

Subfamilias :

Caesalptnioideae

Tribus : Caesalpinieae, Cassieae, Cerciacae, Detarieae,
Amherstieae.

Mimosoideae

Tribus : Parkieae, Mimozygantrneae, Mimvscue, Acacieac,

Adenantherece (incluyendo Piptaden”

Papilionoideae

Tribus : Swartzieae, Sophoreac, Dipteryxcae, Jaibergicae, Ab:eae,
Tephrosteae, Robiileac, Indigofe.:eae, Desmodiece, Lovveac,
Phaseolaeae, Psoraieeae, Amorpnece, oesbanieae, sadicG-ae,
Aeschynomeneac, Adesmieae, Carmicnaelieae, nedysarea. ,
Coronilleae, Vicieae, Cicereae, Tri
Brongniarteeae, Mirbelicae, Liparieae, <{roiaiaricie,

Euchresteae, Thermcypsideae, Genisteae, LoOReNO2ariae.




Leguminosas de la flora argentina

La flora argentina cuenta con 571 especies de leguminosas
indigenas y entre 33 y 36 introducidas asilvestradas. La proporcion
relativa de las tres subfamilias en namero de especies es : Mimosoideae 23%;
Caesalpinioideae 11% y Papilionoideae 66%. Estas cifras comparadas con
las correspondientes a nivel mundial (15%, 12% y 73%, respectivamente),

indican una notable disminucidon de las Papilionoideas en beneficio de las

Mimosoideasz.

La riqueza en leguminosas es mdxima en el norte y nordeste
de la Argentina. En Jujuy, por ejemplo, existen unos 40 géneros y mas
de 80 especies espontaneas. En Tucumdn estan representados 54 géneros.

Su abundancia disminuye paulatinamente hacia el sur, siendo escasas en
la region de los bosques patagdnicos. En la meseta patagonica resulta
notable la latitud que alcanzan ciertas especies xer6filas de géneros
tropicales y subtropicales como Cassia y Zrosoris. También se encuentran
alli algunos géneros caracteristicos como Ararvarcphy.ium.

En las altas cordilleras se encuentran varios géneros
xerdfilos o criofilos, hierbas, matas en cojin o subarbustos espinosos de
los géneros Adesmia, Astragaius, 7 -pinus y Irioliwn.

Uno de los géneros mds difundidos y caracteristicos de la
Argentina es, sin duda el Prncupis,que comprende los algarrobos indigenas y
cuyas especies so6lo faltan en las selvas subtropicales, en los bosques
patagonicos y en casi toda la estepa pampeana. Otro género muy abundante,

preferentemente en las regiones andinas, es el Aduesmia.

En las selvas subtropicales abundan los arboles de los
géneros : Acccia, Entcrolotiuwm, Pirtadenia,

Del tophorwm, .irucru, _onenioarrus,  auroxylon,  Myrcearius,  Ambariv.a,



Cascaronia, Geoffroea, Bergeronia, Erythrina, etc., encontrandose
muchas enredaderas (Canavalia, Bauninia, Phaseolus, ~Nissolia, etc.) y
especies herbaceas o arbustivas ( Desmodium, Zcrmia, Stylosantnes,
Aeschynomene, Crotalaria, Cassia, Indigcfera, Tephrosia, Galactia,
Phaseolus, Rhynchosia, Centrosema, Clitoria, etc.).

En las sabanas y bosques del Chaco, Bosque Pampeano y
Monte, dominan los géneros : Acacia, Prosopis, Cercidium, iimozygantnus,
Caesalpinia, etc. La estepa Pampeana, en cambio, s6lo presenta géneros
herbiceos : Vieia, Lathyrus, Adesmia, Trijoliwm, RAayncnosia, etc., entre
los indigenas, y Medicago, Trifolium, Melilotus, Gaiega, Lotus, entre

los introducidos naturalizadosz.

Tribu Caesalpinieae

Estd constituida por drboles armados o no, arbustos y
algunas hierbas. Presentan caliz dialisépalo, con sépalos libres hasta
el receptaculo, que puede ser dilatado y campanulado o turbinado. Las
hojas pueden ser todas bipinadas o pinadas y bipinadas en una misma planta.

Poseen anteras dorsificadas y diez estambres fértiles. Los frutos son
extraordinariamente diversos. Las semillas son desde comprimidas a
globosas, con testa dura o delgada. La radicula es muy pequena y rectalh.

Comprende 47 géneros ampliamente difundidos y en su
mayoria tropicales : Gymoecladus, Gieditsiz, Aerocary: Selerciobiur,
Diptuchanara, Tacrigacia, 7Jouacarcua, 3atestic, Meianoxuilrw,

Arapatiella, Campsiandrae, su3sex, Poltornorwn, Senin .ccl.m,

Jacueshuberiz, Mol lemhaverz, Delovix, ST



Zuccagnia, Stuhlmannia, Lemuropisum, Cordeauria, Caesalpinia, Wagatea,
Conzattia, Pterolobium, Balsamocarpon, Hofjmannseggia, Stenodrepanum,
Lophocarpinia, Haematoxylwn, Parkinsonia, Poeppigia, Pterogyne,
Erythrophleum, Pachyelasma, Sympetalendra, Stachyothyrsus, Mora,
Dimorphandra, Arcoa, Burkea, Tetrapterocarpon, Chidlowialh.

Estos géneros se dividen en una serie de grupos informales:
Grupo Gleditsia, Grupo Acrocarpus, Grupo Dimorphandra, Grupo Poerpigia,

Grupo Esclerolobium, Grupo Pterogyne, Grupo Peltophorwn y Grupo

Caesalpinialh

Grupo Zleditsia

Estd constituido por plantas de hojas bipinadas o pinadas
y bipinadas en un mismo individuo. El cdliz presenta cinco 106bulos libres
y diez estambres fértiles también libres. Las flores son unisexuales o
unisexuales y hermafroditas , pequeias, verdosas o blanquecinas y
1h

constituyen la organizacion floral mas simple y atipica de la tribu

E1 Grupo s6lo comprende dos géneros :

a) Gummozizius : tiene foliolos enteros y
semillas subglobosas. Las hojas son muy grandes y presenta panojas
terminales. Los cotiledones son hipigeos durante la germinacidn. No

tiene espinas.

b) Gledirsiz : presenta espinas axilares
ramificadas. Los foliolos son denticulados y los racimos axilares.
Tiene cotiledones epigeos durante la germinacidn. Las semillas son

achatadas.



Las especies de cada género son muy similares entre si
y estdn ampliamente distribuidas en Eurasia y América del Norte, existiendo
una especie de Gleditsia en el noreste de la Argentina, Uruguay, Paraguay
y sudeste de Brasil; esto sugiere considerable antigiiedad y una baja
velocidad de divergencia evo]utivag.

Gumvoclaaus posee semillas globulares con endosperma
delgado y cotiledones de almacenamiento mientras Gleditsia tiene semillas
comprimidas con cotiledones foliares representando asi los dos modos basicos
de estrategia germinativa encontrados en la familia, y notablemente

inestables en la tribulh.

Género Gileditsic

Comprende unas 15 especies distribuidas en Asia (Gieuitsiu
caspica Desf., Zlaodicsia sineusis Llam., Gledizsia horrica Mak., Gi.cictas-
netero”yila Bunge, etc.) Malasia y Filipinas, Africa (Gisufisia arfricarna

Welew), América del Norte ( Ziecuizsia  <Zacanthos L., Gilecizsia asudtica

e e . < . .. YA
Marsh, Gleditsia texarc Sarg.) y América del Sur ( Gicii:tsia amcriaciges)”.

S~

Zlediteia triacarincs

Mientras la slecissia amorpnoides antes mencionada, es
indigena del territorio argentino (bosques de Salta, Jujuy, Chaco, Formosa,
Corrientes, Misiones, norte de Santa Fé y Entre Rios), existe otra

especie muy parecida a ésta, la G edicsia :rizeanthos , conocida como

"acacia negra" o "honey locust" o “Fevier d'Amerique", originaria de
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Estados Unidos, que ha sido introducida por cultivo. Este abarca las
provincias de Buenos Aires, C(drdoba y Santa Fe extendiéndose algo mds hacia
el nortez.

Es caducifolia, de rdapido crecimiento, muy resistente
al frio y rdstica en cuanto al suelo y a la sequia. En Tugares favora-
bles se reproduce en abundancia por semillas.

Las vainas maduras tienen de 20 a 40 cm de longitud(Fig. 1.1.)
negras y algo retorcidas, se usan como forraje auxiliar. E1 tronco excreta
una goma parecida a la arabiga que forma lagrimas doradas al so]idificarz.

Las semillas contienen albumen, cotiledones rectos al
corte y son comprimidas lateralmente. Las caras laterales no presentan
manchas ni depresiones elipticas. Las semillas tienen una longitud de 7
a 15 mm y un grosor de 3,0 a 4,5 mm, son de color canela, de forma regular,
con el punto mds grueso en el medio de la semilla, afinandose simétricamente
hacia ambos extremos (Fig. 1.2)2.

La Giedits7: sriacantncs es utilizada para dar sombra o
como follaje decorativo ; para arbolar calles, formar montes de abrigo )
cercos. Da madera de grano grueso, resistente, muy durable en contacto
con el suelo, y por lo tanto utilizada para postes de alambrado, ruedas,
rieles y en construcciones. Produce, ademds, suculentos frutos
forrajeros, razon por la cual se la usa para la alimentacién del ganado y
para enriquecer el suelo. En nuestro pais, las grandes extensiones
cultivadas con Gleditsiz iriacanznos, por ejemplo en la Provincia de

Cordoba, estan destinadas a la produccidon de goma arabiga.
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CAPITULO II

GALACTOMANANOS DE LEGUMINOSAS

FUENTES BOTANICAS Y APLICACIONES
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Los polisacdridos de origen vegetal presentan una amplia
variedad de estructuras complejas cuya clasificacion es dificil. Teniendo
en cuenta su origen pueden ser divididos en tres grandes grupos : sustancias
pécticas, gomas vegetales y mucilagos de semillas y cortezas.

Los mucilagos presentan varios tipos estructurales y
pueden subdividirse convenientemente en polisacdridos neutros y acfdicoslo.

Entre los polisacaridos neutros se encuentran los
D-galacto-D-mananos de las semillas de leguminosas que pertenecen a un uUnico
tipo estructural y que presentan un esqueleto de B8-D-manopiranosas unidas

por uniones (1—4), con ramificaciones laterales unitarias de a-D-galacto-

piranosas unidas al 0-6 de algunas de las unidades de D-manosa (Fig. 2.1).

HO
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“1g.2.1.Estructura tipica de un D-galactce-D-mananc semliias de

reguminosas.
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Los polisacaridos que presentan D-manosa como Unico
constituyente de la molécula, probablemente representen un extremo del
espectro de los D-galacto-D-mananos en los cuales la proporcidn de residuos
de a-D-galactosa es muy pequefa. Estos se caracterizan por su insolubili-
dad, en contraste con la solubilidad de los D-galacto-D-mananos.

Los D-gluco-D-mananos presentes en las semillas de muchas
plantas son esencialmente lineales y poseen una cadena de B-D-glucopiranosas
y B-D-manopiranosas con enlaces (1—4) en variadas proporciones, sin que
exista regularidad en la secuencia de los dos tipos de azlcares. Algunos
de estos mucilagos serian definidos mas correctamente como D-galacto-D-gluco-
D-mananos ya que poseen proporciones de D-gdactopiranosa como ramificaciones
laterales unitarias.

Los galactomananos han atraido mnsiderablemente el interés
académico e industrial debido a su diversa utilidad y al rol central que
Jjuegan en el estudio de las interacciones entre polisacéridosll. Si pien
las soluciones de gqlactomananos no forman geles por enfriamiento, cuanao
se mezclan con ciertos polisacaridos gelificantes son capaces de interactuar
sinergisticamente aumentando la fuerza del gel y modificando su estructura.

E1 agregado de pequenas cantidades de galactomanano de
Ceratonia stiiqua (algarrobo) a carragenano o agar mejora las propiedades
mecdnicas del ge]lz; al mezclar el mismo galactomanano con polisacdridos
no gelificantes como el de Xanthaomora.: ~zmcszri. también interactia
sinergisticamente dando geles gomosos y firmes mientras otros galactomananos
como el de Cuamorsis sozragovoicbus (guar) sélo incrementa la viscosidad13

Los galactomananos mds activos en este tipo de

interacciones son aquellos que presentan menor proporcion ae D-gaiactosa,
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razon por la cual inicialmente se supuso que eran las regiones lisas las
directamente involucradas.

La ventaja del uso de galactomananos es aumentada por el
hecho de que son muy poco afectados por el pH, por el agregado de iones

divalentes y por los ciclos de calentamiento y enfriamiento.

FUENTES BOTANICAS

Las plantas productoras de mucilagos que contienen

galactomananos han sido conocidas y cultivadas durante cientos de aﬁosll.

14

E1 mejor ejemplo es la ya nombrada Ceratoniu siitgua L. originaria del

sur de Europa y del Cercano Oriente y que ha sido difundida a otras partes

del mundols, como Australia y E E.U U. y que es de extrema importancia

economica en Chipre donde se la cultiva en suelos muy pooresls.
Inicialmente sus vainas fueron usadas como alimento humano y como forraje
pero las propiedades de las soluciones de sus mucilagos y la alta reactividad
de éstas con el polisacdrido de Xirntrnomorae e;m;ec:.isl7’18 la convirtieron
en un elemento requerido por diversos tipos de industrias.

Durante la segunda Guerra Mundial, 1la reduccidn del envio
de semillas de algarrobo procedentes del Mediterrdneo hacia los Estados
Unidos, promovié la bdsqueda de un galactomanano que reemplazara al

obtenido de las mismasll. Se emprendieron, entonces, varios

estudioslg'zz. E1 primero de eHos19 analizé 163 especies de leguminosas,
familia a la que pertenecian los galactomananos usados hasta entonces, 119

contenian endosperma mucilaginoso, identificandose 1os galactomananos en
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en 13 de las mismas y siendo posible que las restantes también estuvieran
compuestas por éstos. Posteriormente23 fue investigada la presencia de
mucilagos en 300 especies de Angiospermas representantes de 139 géneros
distintos, distribuidos en 31 familias® , y se encontré un contenido de
galactomananos superior al 18% en cuatro familias : Leguminosae,
Plantaginoceae, Cruciferaceae y Convolvulaceae . Entre ellas, 1la familia
Leguminosae aparecié como la mayor productora de mucilagos. El interés

se centralizd entonces en esta familia; y se realizo el andlisis de 5382
especies repartidas en las tres subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinicicear
y Papilionoideae23. Los resultados indicaron que en la subfamilia
Caesalpinioideae Se suman un alto contenido en mucilagos (10% o mds) y un
bajo contenido en aceites y proteinas. Por otro lado, si bien las
especies de Papilionoideas no igualan este contenido en mucilagos y
presentan mayor cantidad de aceites y proteinas, son en su mayoria especies
herbaceas anuales o perennes que representan mejores fuentes ae semillas que
los arboles y los arbustos.

La especie que emergio como rival del algarrobo fue

Cuamopsis tetragonolobus (subfamilia ?;;S'iunoidn;c)24 cuya semilla contiene
un 42% de galactomanano contra un 48% presente en Ceracorni: silic o L., con
un rendimiento en galactomanano soluble del 80% en ambos casos. Esta

planta, nativa de India y Paquistan donde tiene considerable importancia
econdmica, fue introducida en E E.U U. a comienzos de este siglo, pasando

a ser comercialmente accesible alrededor de 194011.

? La clasificacién sigue el sistema de Engler y Prantl que reconoce mas de

300 familias de Angiospermas.
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Si se hace un balance de los resultados obtenidos en
todos los planes de investigacion 1levados a cabo con el objeto de hallar
fuentes adecuadas de mucilagos puede verse que los galactomananos han sido

identificados en unas 70 especies de ]eguminoSasll.

Excepto en Gymmocladus dioicazs, en la cual el mucilago
se extrae de la parte interna de la testa de la semilla, y en Glycine maz.,
en la cual se encuentra en la vaina, la dnica fuente de galactomananos es
el endosperma, es decir, la porcidn blanca de la semilla que se encuentra
entre la testa y el germen y cumple la funcion de reserva alimenticia
durante la germinacion del embridn.

Teniendo en cuenta la definicion de galactomanano
verdadero dada por Aspina]]lo como la deaquellos mananos que contienen mas
del 5% de galactosa, encontramos que polisacdridos de este tipo han sido
extraidos también de miembros de las familias Annonoceae, Convolvulaceac
y Palmaell, y polimeros conteniendo D-manosa y D-galactosa, cuyas
proporciones relativas de azlGcares no fueron analizadas, se identificaron

en las familias Erenocaee y Loganiaceaell. La familia Palmae también

produce gomas de tipo manano con bajo contenido en galactosa.

APLICACIONES

El incentivo inicial para hallar un sustituto de la goma
de algarrobo provino de la industria del papel, pero las excepcionales
propiedades espesantes de la misma asi como del sustituo hallado, 1la

goma de guar, determinaron la extensidn de su aplicacidn industria]ll.
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Actualmente estos dos galactomananos que son simplemente
el endosperma aislado de las respectivas semillas, convertido en harina
por molienda, son productos comerciales muy difundidos que se utilizan
combinados o por separado, o mezclados con otros polisacaridos cuyas
propiedades mejoran por interaccidon sinergistica. Sus usos incluyen :
industria alimentaria y farmacéutica, fabricaccion de explosivos y
tecnologia del petrdleo.

Uno de los productos mds difundidos es el KELGUM producido
por la Compafiia Kelco : es una combinacion de un galactomanano y un
polisacarido de Xanthomonas campestris.

Entre las numerosas aplicaciones de la mezcla goma de
Xanthomonas campestris-goma de algarrobo se encuentran:

a) Sprays para la agricultura: actla como agente suspensor
de herbicidas y fungicidas, produciendo concentrados con propiedades
adecuadas de flujo, controla el tamafo de la gota, previene la expulsion
violenta del spray, produce emulsiones estables de ingredientes solubles
en aceite y promueve la adherencia a las superficies pulverizadas.

b) Espumas de uso agricola: ayuda a la produccidn de una
burbuja de estructura fina y agrega estabilidad a la fase continua,
aumentando la viscosidad.

c) Geles desodorantes: origina geles térmicamente
reversibles (cuando se 1lenan calientes gelifican por enfriamiento).
Produce geles gomosos y firmes que liberan lentamente el desodorante.

d) Lucha contra el fuego: debido a su alta viscosidad a
bajas concentraciones mejora el tipo de gota y la adhesion del fluido

usado para combatir el fuego sobre arboles y arbustos.
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e) Pegado de papel: aumenta la eficiencia del pegado y
mejora la resistencia al agua.

f) Suspensiones: sus suspensiones tienen la viscosidad
adecuada para producir suspensiones estables de muchos materiales.

g) Explosivos para voladuras: unido a su alta
compatibilidad con una alta concentracion de nitratos inorgdnicos, esta
combinacion gelifica facilmente produciendo suspensiones resistentes al
agua.

h) Procesado fotografico viscoso: es altamente compatible
con las soluciones usadas para el fotoprocesado; térmicamente reversible
en el rango de temperatura al cual se trabaja. Resultan asi superficies
Tisas.

i) Geles para la alimentacion: produce la facil formaciodn
de geles para la fabricacion de rellenos de pasteleria, jaleas de panaderia,
cremas acidas de imitacion, aspic de tomate, pate de foie.

Jj) Lecheria: provee el control de viscosidad durante el
curado del queso cottage, minimizando el drenaje, dando un producto de
mayor uniformidad. También se usa como estabilizante para helados.

k) Procesos en los cuales resulta critico el control
reolégico: preparacion de salsas (aumenta la adherencia y provee viscosidad
uniforme en un amplio rango de temperaturas); revestimiento del papel
(provee tixotropia durante la aplicacidon, control de eliminacidn de agua
durante el secado y control de migracion); impresion de telas(permite
la adecuada suspension del pigmento y control de reologia durante la
impresion); compuestos de limpieza(otorga baja viscosidad durante el

bombeo y spray, y alta viscosidad posterior para la extension sobre
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Fig.2.2.Relacidn entre la viscosidad y la concentracidn para soluciones
de : (---) goma de Xanthomonas car :Stris/goma de algarrobo ;
(—) goma de Xanthomonas campeitris; (+++++) goma de algarrobo.
Las soluciones fueron preparadas por dilucidn a 60°de una solucidn
madre al 1%.

superficies verticales).
E1 aumento sinergistico de la viscosidad de los geles
formados por la combinacion de goma de Xur:iorionzs :wrye.-ri.--goma de

algarrobo se muestra en la Fig. 2.2?8.

En la industria de la alimentacion también se usa la
mezcla de goma de guar con carragenano y O-(carboximetil)-celulosa para
proveer un sistema de tixotropia estable por su efecto estabilizante y
emulsificante, y la mezcla goma de algarrobo-alginato-gelatina para

tratamientos de alta temperatura en la fabricacién de helados.
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En la industria farmacéutica es ampliamente utilizada la
goma de guar para los siguientes fines:

a) Preparacion de Vitamina 312: otorga estabilidad a 1la
preparacion y la hace soluble en agua.

b) Preparacion de medicamentos para el tratamiento de
dlceras gastrointestinales y diarrea: cumple una actividad sinergistica con
sales de bismuto.

c) Elaboracidn de drogas de liberacidn paulatina: la goma
de guar de PM 280.000 libera acido ascorbico al cabo de 2,75 h; la de
PM 50.000 luego de 2,00 h. En ausencia de goma, 1la droga se libera en
30 min.

d) Microencapsulacion de drogas (sulfonamidas): cumple
la funcidn de favorecer la resortividad de la droga.

e) Preparacion de tabletas: actla como aglutinante seco.

En la industria del papel son utilizadas las gomas de
algarrobo o guar oxidadas para aumentar la fuerza del papel himedo de las
toallas de mano o pafuelos, y las sales de calcio de galactomananos
carboximetilados para aumentar la viscosidad y mejorar las propiedades

reoldgicas.

En la industria de la pintura se usan los hidroxialquil-
éteres de galactomananos para producir la estabilizacidén de la viscosidad de

las pinturas de polivinilacetato al ldtex.
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En 1a industria de los explosivos se emplea 1a goma de
guar para aumentar la resistencia al agua y al envejecimiento de los geles

explosivos.

Las propiedades viscosas y espesantes de los otros
galactomananos son muy similares a las de los mucilagos de algarrobo y
guar, aunque la mayoria de ellos se obtienen con mucho menor rendimiento.
En estos momentos, estos dos galactomananos son los mds usados, pero
resultan de sumo interés las nuevas propiedades fisicas de otros productos
similares que podrian resultar muy apreciadas si su explotacion industrial

1lega a ser practica y econémicamente rentab]ell.

En nuestro pais, como ha sido sedalado anteszg, y con
el objeto de encontrar una sustancia natural indigena capaz de reemplazar
las aplicaciones de los aglutinantes importados necesarios para la industria,
se iniciaron los estudios de los mucilagos de semillas de
amorrhcides (espina corona). Esta especie era, desde el punto de vista
botdnico, la leguminosa mds cercana al algarrobo europeo, su composicidn

quimica era similar a la de Cerzc ailf;ua30’31

y el comportamiento de la
goma contenida en sus semillas adecuado como para justificar un campo
promisorio para sus aplicaciones industriales. De hecho, 1los
galactomananos de Gleditsia amorphoices Se utilizan actualmente en forma

habitual en la industria alimenticia y cosmética en nuestro pais.

La Glecirsia la especie objeto del presente
estudio, es empleada en la industria cosmética para la fabricacidn de

productos para el planchado del cabello.



23

QUEMOTAXONOMIA DE LEGUMINOSAS

Algunos autores han intentado realizar una clasificacion
sistematica de la leguminosas en base al rendimiento en galactomananos del
endosperma o0 teniendo en cuenta la relacién Man:Galll. En cuanto a los
rendimientos en galactomananos a partir del endosperma, los datos
disponibles son insuficientes y muy variables, y dependen en gran medida de
los métodos de extraccion y purificaci6n33. Las relaciones Man:Gal,si
bien pueden 1legar a depender de las técnicas de extraccidn usadas, son
datos mucho mas reproducibles que los rendimientos aunque existen autores33
que consideran que las diferentes relaciones Man:Gal informadas para
galactomananos de la misma especie se deben al origen y forma de crecimiento
de la planta. Existen tribus enteras en las cuales la relacidon Man:Gal
presenta un rango de variacion muy estrecho, por ejemplo la Tr-:cil<ex
en la que la relacion varia entre 1,0:1,0 y 1,2:1,0.

Hay autores que consideran que una desviacidn en la
relacion Man:Gal de una especie respecto del rango aceptado para su
subfamilia constituye una razon para reexaminar la clasificacion de la misma.

Este es el caso de Trigonella cretica que Se considera como miembro de

la tribu 7ri‘clieac y presenta una relacién Man:Gal de 1,6:1,0.



CAPITULO III

ESTUDIOS QUIMICOS REALIZADOS SOBRE

GALACTOMANANQOS DE LEGUMINGSAS
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E1l primer analisis quimico de un galactomanano se llevd
a cabo en 1897 cuando Effront35 investigd el hidrato de carbono mucilaginoso
obtenido de la semilla de algarrobo. Dos afios mas tarde, Bourquelot y

36 reportaron que esta goma estaba compuesta por 83,5% de D-manosa

Hérissey
y 16,5% de D-galactosa.

En 1900 Goret estudié por primera vez el albumen de las
semillas de Glecitsia triacanthos e identificd manosa y ga]actosa37.
En el mismo afo Bourquelot y Hérissey38 establecieron que el polisacarido
de reserva presente en las semillas de Trigoneila joenum-graecwr: L. era un
manogalactano. En 1903 Hérissey demostrdé la presencia de manosa y
galactosa en el polisacdrido obtenido de iorus corniculazus39, y Daoud en

193240

probd que las cantidades de manosa y galactosa del mismo eran
aproximadamente iguales.

En 1936, May y Schu]z41 reportaron el analisis de un
D-galacto-D-manano de alfalfa (Medicage sutiva ) obtenido por precipitacion
con solucidn alcalina de cobre y descomposicion del complejo de cobre
formado con acido clorhidrico diluido.

A partir de estos trabajos en los que sdlo se informaban
los métodos de extraccion y algunas de las propiedades de ciertos
galactomananos, han aparecido un sinnimero de nuevos trabajos que con el
avance y aumento de sofisticacion de la metodologia disponible, nan

permitido conocer mds a fondo la estructura y las propiedades de los

galactomananos.
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METODOS DE EXTRACCION Y PURIFICACION

La forma habitual de obtener galactomananos de leguminosas

consiste en moler 1a semilla entera y extraer el polvo obtenido por

8,42,43a y b,44 o ca11ente45-49 . o con

50-54

agitacion prolongada con agua fria
soluciones acuosas diluidas de hidrdxido de sodio o potasio 0, en
algunos casos con acido acético al 1%. Después de separar la porcidn
insoluble, el galactomanano se precipita con etanol, metanol o isopropanol.

En algunos casos, la extraccion se realiza directamente sobre la
porcion de la semilla mas rica en galactomananos, como en el caso de
Sesbania grandiflora que se extrajo directamente del tegmenss.

La forma de separar en partes la semilla puede ser manual,
previo ablandamiento en agua caliente, o por triturado con equipos
especiales y posterior tamizad056. Este tipo de triturado produce
diferentes tamafios de particula para cada parte de la semilla debido a las
diferencias de dureza entre las mismas.

La purificacion del galactomanano crudo se realiza por
repetidas precipitaciones con etanol, o por precipitacidon de los complejos
de cobre o bario, regeneracion del producto y reprecipitacién con etanoul

La etapa de purificacion se repite varias veces. Los reactivos
utilizados para precipitar los galactomananos en forma de complejos son:

solucion de Fehling46’48'57’58'59, acetato ciprico2®+47,60

61,62

0 hidrOoxido de

bario E1 andlisis de los materiales obtenidos mediante este tipou

de purificacion que involucra cationes metalicos, y su comparaci6n con l0s

obtenidos por precipitacion repetida con etanol, indicaron en todos los

47,63,64

casos que no existia degradacion y que se conservaban inalteradas
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las relaciones entre los aziicares.

Otra forma de purificacion implica la acetilacidn del
polisacarido crudo, la purificacion del acetato, y la regeneracidn del
galactomanano, 1o cual tampoco produce descomposicion quimica, tal como
fuera demostrado por comparacion de los poderes rotatorios en el caso del

galactomanano de Gleditsia amorphoides46

53

y por comparacion de las relaciones
Man:Gal para el de Gymmociaaus dioica
Sin embargo, podria ocurrir que la purificacidn mediante
la formacion de complejos de cobre y la acetilacién produjera una ruptura
de la cadena que no originara variaciones en el poder rotatorio o en la
11

relacion Man:Ga Este hecho podria ser el responsable del bajo peso

molecular del galactomanano obtenido, por purificacion mediante la

formacion del complejo de cobre, de Sophora Japénica44.

DETERMINACIONES DE HOMOGENEIDAD

Una etapa posterior consiste en la determinacién de la
homogeneidad de cada galactomanano purificado. Sobre este aspecto
existen criterios dispares y falta de uniformidad.

Dea y Morrison en su excelente revision sobre "Quimica

11 toman los criterios de

e interacciones de galactomananos de semillas"
Tanford y Greenwood. Tanford atribuye un alto grado de homogeneidad
a aquellos polimeros que tengan valores semejantes de "peso molecular
promedio pesado" (ﬁ;) y "“peso molecular promedio numérico" (M;)65a_

Greenwood65b considera que, hasta el momento no ha sido posible demostrar
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que ningin polisacdrido sea homogéneo en peso molecular, y sefiala que a
medida que aumenta la relacidn ﬁ;'/ ﬁ; , aumenta la polidispersion.

En los galactomananos no s6lo existe la posibilidad de
polidispersién de pesos moleculares sino también la presencia de moléculas
con distintas relaciones Man:Gal. Entonces, segin Dea y Morrison, 1los
polisacaridos cuya relacion Man:Gal varia alrededor de un valor medio deben
ser considerados homogéneos, mientras que se debe considerar como
heterogéneos aquellos que presenten una distribucidon de relaciones Man:Gal
con dos o mas maximos.

Aquellos galactomananos con una relacion Man:Gal cercana
a la unidad, deben poseer un rango estrecho de relaciones Man:Gal si tienen
la estructura usual. Para los que tienen relaciones mayores, existe la
posibilidad de un amplio rango de relaciones.

Cuando el galactomanano se extrae de semillas cuyo mucilago
exhibe un amplio rango de componentes que difieren en las cantidades de
D-manosa y D-galactosa, la relacion Man:Gal del producto obtenido depende
muchisimo del método de extraccidn. Al usar agua fria, los (nicos
componentes recuperados con alto rendimiento son los de alto contenido en
galactosa, mientras que con agua caliente se obtienen también los
componentes con bajo contenido de la misma.

Los métodos empleados usualmente para verificar la
homogeneidad de un producto de este tipo son la u]tracentrifugac16n46’47,
la electroforesis sobre papel de fibra de vidrio en buffer borato e

N39,43

hidroxido de sodio 2 , 0 bien la determinacion cuantitativa de los

azucares en fracciones obtenidas por precipitacién con etanol de una

disolucion acuosa del ga]actomananoes.
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ANALISIS ESTRUCTURAL

Los primeros analisis estructurales se llevaron a cabo
sobre galactomananos de algarrobo y guar, que eran los de mayor importancia

comercial.

51 en base a los resultados del

En 1948, Hirst y Jones
analisis por metilacion del galactomanano de algarrobo, que daba 2,3,4,6-
tetra-0-metil-D-galactosa , 2,3,6-tri-O-metil-D-manosa y Z2,3-di-O-metil-D-
manosa en relacion 1:4:1, consideraron dos posibilidades:

F -

--4)-B-D-Manp-(1—4)-B-D-Manp-(1—4)-3-D-Manp-(1—4)-B-D-Manp-(1--

6
T
1
a-D-Galp
— J n
i B
--4)-B-D-Manp-(1—4)-B-D-Manp-(1—6)-B-D-Manp-{1—4)-B-D-Manp-{1--
4
! |
a-D-Galp |

Toda la galactosa se encuentra en forma pirandsica y como
grupo terminal, y estd unida a la D-manosa por C4 0 C6‘ cstos autores
estimaron que el hecho de que el polisacarido fuera muy resistente a la
hidr6lisis acida, sugeria que la manosa también se encontraba en forma

piranésica.



29

Smith67 encontré, para el mismo producto, una relacidn
1:2-3:1 entre los tres derivados metilados antes mencionados y propuso

estructuras tales como:

-}6)-p-D-Manp-(1—4)-B-D-Manp-(14- a-D-Galp
; 1
1 ¥
a-D-Galp n 4
| ) B-D-Manp
1
)
6
W-4)-B-D-Manp-(1-b
L . n

En 1950, Ahmed y Whistler68 encontraron para el
galactomanano de guar, que la relacién 2,3,4,6-tetra-0-metil-D-galactosa,

2,3,6-tri-0-metil-D-manosa, 2,3-di-0-metil-D-manosa era 1:1:1, mientras

que Rafique y Smith69, en base a los resultados de la oxidacidn con

periodato, propusieron cuatro estructuras posibles:

[ i
a-D-Galp
1

d
6

-4)-B-D-Manp-(1--4)-B-D-Manp-(1--

e -

r

L

a-D-Galp
1 H
l 1
4
1-6)-B-D-Manp-(1--4)-B-D-Manp-(1--

L J
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- - -
a-D-Galp ( a-D-Galp
1 1
! l
4 4
B-D~Manp B-D-Manp
1 1
l l
6 4
-+4)-p-D-Manp-(1-1 -L6)-p—D—Manp-(1-~
! J n J n
Esto concuerda con los resultados anteriores de Whistler y col.70 que

indicaban que una de cada dos unidades era un extremo piranosidico no
reductor. Los resultados obtenidos por Moe y co].71 en 1947 mediante
oxidacion con periodato, corroboran para ambos galactomananos la presencia
de uniones (1—4) ya que cada uno consume un mol de perioaato por mol de
hexosa dando glioxal por hidrdlisis.

En 1950 Palmer y BaHantine72 reaiizaron las primeras
medidas de difraccidon de Rayos X de un galactomananc, el de guar para ei
cual encontraron un periodo de repeticion de 10,3 A. tste valor resuita
idéntico al de la celulosa y por 1o tanto, en base de los datos guimicos,
debe consistir de dos unidades de manosa con unidn giicosidica (1—4).

Este periodo concuerda exactamente con el de manosas piranosidicas en las
que los 0 de los enlaces glicosidicos presentan relacidn trans, es decir,
con uniones de tipc @.

La celda unitaria calculada por este método resulta
ortorrémbica, y en base a su volumen y a la densidad de la solucién, estos
autores calcularon que en la celda existen seis unidades de hexosa
pirandsica. Asimismo plantearon que si la relacidon Man:Gal es 2:1 y las
unidades de galactosa sO0lo se encuentran como ramificaciones laterales,

era posible plantear dos estructuras probables:
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!
G—M-—M G—-M
L -M-G L
G—-M- L G — L
L -M-G L

-

La primera no correspondia con el espaciamiento entre cadenas para el film
seco (13,5 R) por ellos medido (Fig.3,1) a menos que las cadenas laterales
fueran perpendiculares al plano de los anillos de la cadena central, hecho
que no correspondia con el resto de los datos de difraccion. Palmer y

Bal]antyne72

propusieron entonces que las cadenas de galactomanano se colocan
en laminas con las cadenas laterales y planos de los anillos en el plano de
las laminas, y que las cadenas laterales de una ldmina se encuentran todas
en 1a misma direccion y las de la lamina siguiente todas en la direccidn

opuesta a la primera (Fig.3.1).

¢’M a’M r'M —’M

MG i MG | MG | M6 |

| G6—=M | G—M | G—w ' G—M

M | M i M | M !

l M | M l M ! M

¥ M-G ! M—G | M—G | M- G
oz | G—M | G—M | G—M i G—M
- M | M | M I ¥ !
(=3 | M | M | M ! M
I mog ! M—G | M—G ! MG |
| G—M | G—M | G—M | G—M

M ! M | M | M .|

I _m M I M
MG M<7G M= G MG

— 13,5 A

Fig.3.1.Dibujo esquemitico Gue ilustra el probable empaquetamientc de i1as
cadenas del galactomananc de ..v ot o NECYRE
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73 realizaron una hidrolisis

En 1951 Whistler y Stein
enzimatica del mismo producto aislando 4-0-3-D-manopiranosil- B-D-manopiranosa
con 7% de rendimiento, lo que indicaba la presencia de uniones B-(1-4)-
entre las unidades de manosa. Posteriormente, por hidrélisis acida

parcial, Whistler y Durso74 aislaron, ademds de .la manobiosa mencionada

antes, 6-0-a-D-galactopiranosil- @-D-manopiranosa.

Como resultado de todos estos trabajos quedaron definidas
las unidades repetitivas de los galactomananos de algarrobo y guar (Fig.3.2).
Esta misma estructura, con variaciones en el grado de
ramificacion y tamafio de la unidad repetitiva, fue hallada para una gran
variedad de galactomananos de leguminosas. Entre éstos figuran los de :

48,50 43b
Trigonella foemum—graecun ~'°~, Anthyllis vulneraria , Sesbania
55

75 48
garmdiflora , Medicago lupulina , Medicago sativa , Gleaitsia
46 43a 59
amorphotdes , Lotus corniculatus > Lotus pedunculatus , Indigofera
76 77 63
spicata , Desmodium pulchellum , Gleditsia triacanthos , Cassia
78,79,80 44
fistula Sophora japdntea

DESVIACIONES RESPECTO DE LA ESTRUCTURA CLASICA

E1 anadlisis estructural de los galactomananos de Crotalaria
mueronata 64 Y Caesalpinia pulcherina47 indico la presencia de uniones
(1-3) y (1—-2) en la cadena central de D-manosa.

En el caso de Caesalpinia pulcherina 47 la hidrdlisis del

polisacarido metilado dio : 2,3,4,6-tetra-0O-metil-D-galactosa,
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2,3,4,6-tetra-0-metil-D-manosa, 2,4,6-tri-0-metil-D-manosa, 2,3,6-tri-u-
metil-D-manosa, 3,4,6-tri-0-metil-D-manosa y 2,3-di-0-metil-D-manosa en
relacion molar 27:1:4:60:2:32. Estos resultados indican que toda la
galactosa ocupa una posicion terminal no reductora ya que sdlo aparece el
derivado tetrametilado, ocupando las posiciones 2,3,4 y 6, y la relacién
entre éste y la 2,3-di-0-metil-D-manosa es practicamente 1:1. La ausencia
de 2,4-di-0-metil-D-manosa indica que no existen unidades de manosa con
union (1—=3) que al mismo tiempo estén ramificadas en el 0-6.

E1 tratamiento del polisacarido con periodato indicO un
consumo de 1,2 moles por unidad de hexosa. La posterior degradacidn de
Smith dio glicerol, eritritol y dos compuestos no reductores con
movilidades menores que la D-galactosa en la cromatografia en papel.

Ademds el andlisis del hidrolizado indicé que un 4 a 6% de las nexosas
habian sobrevivido al ataque del periodato. La hidrdlisis de los
oligosacdridos, presentes en cantidades equimoleculares, dio en el primer
caso D-manosa y eritritol en relacion 1:1, lo que indica que una pequena
proporcidn de unidades de D-manosa presentan enlace (1—3) y estdn

flanqueadas por enlaces (1—4)
---B-D-Manp-(1—4)-8-D-Manp-(1—3)-B-D-Manp-(1—4)-B-D-Manp---

En el segundo caso se obtuvieron D-manosa y eritritol en
relacidn 2:1 indicando que existe una pequefia proporcion de unidades de

D-manosa consecutivas con enlaces (1—3)

---B-D-Manp-(1-»4)-B-D-Manp-(1-3)-B-D-Manp-(1—3)-B-D-Manp-(1—4)-B-D-Manp---



35

La misma serie de experiencias realizadas con el polisa-
carido de Crotalaria mucronata64 1levaron al mismo tipo de resultado,
pero en este caso la diferencia respecto de la estructura tipica es mayor :
uno de cada seis residuos de manosa es resistente al ataque del periodato y
la incidencia de enlaces (1—+2) es aproximadamente del 6%.

Kapoor y Mukherjeesa, al analizar el galactomanano soluble
en dcido acético de Cassta absus encontraron desviaciones a la estructura
cldsica no sdlo en la cadena central sino también en el modo de unidn de los
residuos de D-galactosa. Por hidr6lisis acida parcial de este polisacarido
con relacion Man:Gal 1,0:3,0 obtuvieron : 2-0-0-D-galactopiranosil-D-manosa
(informada por primera vez para un galactomanano de semilla), 6-0-a-D-
galactopiranosil-D-manosa, 4-0-B-D-manopiranosil-D-manosa y los trisacdridos
4-0-(6-0-a-D-galactopiranosil-B-D-manopiranosil)-g-D-manosa y 4-0-(4-0-p-D-

manopiranosil-p-D-manopiranosi])-@-D-manosadl.

82 440 2,3,8,6-tetra-u-metil-D-

E1 analisis por metilacion
galactosa, 2,3,6-tri-O-metil-D-manosa, 2,3-di-0O-metil-D-manosa y 4,6-di-
O0-metil-D-manosa en relacion molar 2:4,2:1:1.

Empleando un método especial de hidrélisis con acido
su]fﬁric083 obtuvieron un galactomanano degradado (GP = 16) con relacion
Man:Gal de 3,0:1,0. Su analisis por metilacién dio, ademds de los
productos antes mencionados, 2,3,4,6-tetra-0O-metil-D-manosa (cuya proporcidn
se hace mayor en una molécula mas pequefia) y su nidrélisis parcial dio los
mismos oligosacaridos antes nombrados.

Estos resultados indicaron que aproximadamente el 85% de

los residuos de D-manosa presentan uniones (1-»4) y el resto son (1—3).

Todas las unidades de manosa unidas (1-3) estan sustituidas en el 0-2 por
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a-D-galactosa, 10 que representa el 50% de las cadenas laterales de

galactosa, y el resto de éstas se encuentran unidas al 0-6 de las unidades

de manosa unidas (1-4). Los datos de oxidacidon con periodato corroboran
estas conclusiones. La estructura repetitiva propuesta fue :
o-D-Galp
1
|
6
--+B-D-Manp-(1-4) B-D-Manp-(1-+4)-B-D-Manp-(1—»4)-p-D-Manp-(1-»3)-
2

-B-D-Manp-(1—4)---
2
!
1
o-D-Galp

84 realizados posteriormente sobre el

Estudios similares
galactomanano insoluble en acido acético, proveniente de la misma semilla
(1a relacion de galactomanano soluble a galactomanano insoluble en acido
acético es 3:1) que contiene D-manosa, D-galactosa y D-xilosa en relacidn
3,0:1,0:0,13, indicaron el mismo tipo de estructura popuesta para la

fraccion soluble.

Desviaciones similares de la estructura clasica hallaron
Kususone y Sawamura49 al analizar el galactomanano extraido de las semillas
de Asiraga. . siri:ms L. con una relacion Man:Gal 2,3:1,0. La degradacion
de Smith dio glicerol, eritritol y D-manosa en relacién molar 2,5:4,5:1,0.

La hidrolisis del polisacarido metilado produjo : 2,3,4,6-tetra-O-metil-



37

D-manosa, 2,3,4,6-tetra-0O-metil-D-galactosa, 2,4,6-tri-0-metil-D-manosa,
2,3,6-tri-0-metil-D-manosa y 2,3-di-0-metil-D-manosa en relacion molar
1:30:12:24:30. Surgi6 entonces que la galactosa so6lo se encontraba en
cadenas laterales, unidas al 0-6 de las unidades de manosa de la cadena
central las cuales presentaban uniones (1-4) y (1=3).

Tal como indican Dea y Morrisonll, otra posible variacion
de la estructura clasica de los galactomananos la constituye la presencia
esporadica de cadenas laterales cortas de a-D-galactosa con uniones (1—6)
entre si, ademds de las ramificaciones unitarias. Como ejemplo de este
tipo de desviacion pueden citarse los galactomananos de Gleditsia féroxl7’42,
Gleditsta amorphoides46 Y Trifolium repen317

En los tres casos fueron halladas pequenas cantidades de
2,3,4-tri-0-metil-D-galactosa y, se descartd la posibilidad de que se

tratara de un artefacto. La estructura propuesta fue :

---B-D—Manp-(1—94)-p-D-ganp-(1—44)-ﬁ-D—Manp-(1-»4)-p-D-Manp-(1-+4)---
6

T T
1 1
a-D-Galp a-D-Galp
6
T
1
a-D-Galp

También existe la posibilidad de que la cadena principal
de D-manosa no sea lineal sino ramificada, aunque la frecuencia de este
hecho parece ser muy baja. De este modo podria explicarse la aparicion

de una cantidad algo mayor de 2,3-di-0-metil-D-manosa que de
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2,3,4,6-tetra-0-metil-D-galactosa en los productos de hidrélisis de algunos

galactomananos permeti1adosl7’57’85.

En 1a Tabla3.l.se resumen la mayor parte de las especies de
leguminosas cuyos galactomananos han sido analizados y las caracteristicas

principales de 1os mismos.
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CAPITULO IV

METODOS PARA EL ANALISIS DE LA

DISTRIBUCION DE LAS CADENAS LATERALES

EN GALACTOMANANOS
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Las formulas repetitivas propuestas en base a los
resultados de los analisis estructurales descriptos en el Capitulo III
proporcionan una idea global de la estructura de los galactomananos pero no
permiten conocer la distribucion exacta de las cadenas laterales . Estas
podrian encontrarse: alternadas (Fig.4.1,a) en bloques (Fig.4.1,b)o al azar
(Fig.4.1,c) pudiendo darse cualquier situacion intermedia entre estas

distribuciones.

a) —-T -M- T - M- T -M-M-M-M-M-M-M-
I I l
] ] G G G G

b) —~M—M—M—M—M—M—M—M—M—-M—-M—M—M—M-—
U N N [
G G G G G G G G G G

c) —M —-T - M —-T —-T -M- T - M —-? -M-—M-M-
|
G G G G G G G

Fig. 4.1.

ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DE LAS CADENAS LATERALES POR TRATAMIENTO

ENZIMATICO

El primer método para acceder al conocimiento de la
distribucion de las cadenas laterales en los galactomananos,empleado desde
comienzos de este siglo, fue el tratamiento enzimdtico.

Se han informado experiencias de hidrdlisis enzimatica

86-93

de estos polisacdridos utilizando: preparacion comercial de
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hemicelulasas Hé]iso]as, granos germinados de guar73, taka diastasa87,

88 y de Trifoliwm repens 89. En este tipo de

granos germinados de alfalfa
preparaciones no rigurosamente purificadas coexisten varias enzimas
originandose una intervencion sucesiva de una a-galactosidasa (a-D-galactésido
galactohidrolasa 3.2.1.22) y de una B-mananasa (B-D-(1—4)-manano manohidro-
lasa 3.2.1.78) que hidrolizan el manano en oligomandsidos y posteriormente

una B-manosidasa (B-D-manésido manohidrolasa 3.2.1.25) que hidroliza los

oligomandsidos dando manosa88’93.

La a-galactosidasa se encuentra en gran variedad de
microorganismos y en semillas, incluyendo aquellas ricas en galactomananos,

94,95,9 La especificidad de la

y puede existir en miltiples formas
enzima varia con la fuente y el método de purificacion. Los trabajos de
Courtois y sus colaboradores demostraron la gran utilidad de esta enzima
para el caso de los galactomananos ya que produce la ruptura selectiva de
las cadenas laterales de galactosa. Estos autores encontraron que la
facilidad de liberacion de la galactosa depende del contenido de la misma
en el galactomananosg, insolubilizdndose en algunos casos un manano lo que
indicaria, segdn ellos, que no existen unidades de galactosa intercaladas
en la cadena central de manosa.

Si bien la velocidad inicial de liberacién de D-galactosa
no permite diferenciar galactomananos con relacién Man:Gal cercana a 1,0,
como los de Trifolium repens Yy Genista scoparia , de aquellos con una
relacion elevada, como los de Gleditsia ferox (3,9:1,0) y Gleditsia

triacanthos (3,82:1,00), los resultados de una accidén prolongada de la

enzima difieren significativamente para galactomananos de distintas especies.
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Courtois y Le Dizet comprobaron ademds, 1la diferencia

en los cambios de viscosidad producidos por distintas enzimasl7’97’98.
Al realizar experiencias de hidrolisis por agregado sucesivo de enzima a los
galactomananos de Gleditsia feroxz (relacion Man:Gal 3,90:1,00) y Ceratonia
stliqua (relacion Man:Gal 3,88:1,00), se observd en el primero la aparicion
de un precipitado de relacion Man:Gal 13,8:1,0, mientras que el segundo dio
solamente una pequefia proporcién de precipitado con relacidn Man:Gal 4,57:1,00.
Se observd que la relacidon aumentaba regularmente en tratamientos
sucesivos con la enzima, aunque no era posible liberar la totalidad de la
galactosa.

Sobre esta base,los autores propusieron que el producto
insolubilizado estaba constituido por las cadenas mds largas de manosa, que
habian perdido la mayor parte de sus ramificaciones de galactosa y postularon
también la posibilidad de la existencia de cadenas cortas de galactosa unidas
a la cadena central, ya que la a-galactosidasa de café empleada puede
hidrolizar uniones a-galactosidicas terminales pero no las de una unidad de
galactosa sustituida por otro monosacérido®2»100,

La enorme diferencia de comportamiento de galactomananos
con relaciones Man:Gal similares en el tratamiento con a-D-galactosidasa fue

la primera comprobacion de que la distribucion de las cadenas laterales puede

ser marcadamente diferente entre ellos.

Cuando Courtois y Le Dizet emplearon p-D-mananasas para
el andlisis de los galactomananos de Ceratonia siliqua Y Giezttsia ‘erox
de relacidon Man:Gal superior a 3,00:1,00, observaron que se producia una

dramatica caida de la viscosidad y luego comenzaban a aparecer oligosacdridos
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reductores entre 1os que no se halld manosa o manosa sustituida por
galactosa, 1o que indicaria que la enzima exige como minimo dos unidades
B-D-manopiranosidicas contiguas para producir la ruptura. La brusca caida
de la viscosidad indica que los puntos iniciales de ataque se encuentran en
el centro de la cadena. Esto ya habia sido notado para la B-D-mananasa de
granos germinados de Trigonella foenum-graecum 101.

E1 ataque de la misma enzima a galactomananos altamente
sustituidos resulté insignificante, 1lo que concuerda con el hecho de que
los galactomananos residuales obtenidos presentan una alta sustitucidn por
galactosa y sugiere que los puntos de ataque de la enzima se sitGan en las

unidades de manosa no sustituidas por galactosa.

Otras B-D-mananasas mostraron comportamientos diferen-
te5102’103.

Un tercer tipo de tratamiento involucrd la accion de
f-mananasas sobre galactomananos previamente tratados con a-ga]actosidasa§04.
Al analizarse de esta forma los galactomananos de Ceratonia 3ilijua ,

Gleditsia ferox , Medicago sativa y Trifoliwn repens se observé un gran
incremento en el contenido de galactosa en el producto no dializable mientras
que el andlisis de la fraccion dializable mostrd la presencia de
4-0-p-D-manopiranosil-p-D-manosa y sus oligosacaridos superiores, pero no de
galactosa.

A partir de todos los datos obtenidos del analisis

18,98

enzimatico Courtois y Le Dizet propusieron que la estructura de los

galactomananos puede ser representada por el esquema de la Fig. 4.2.
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r -

--[p-D-Manp}(1-44)-ﬁ-D-Manpn(l-ad){B-D-Mane}(1-»4)-§-D-Manp-(1-»4)-
6 6

a T T
1 ¢ 1
La-D-Gal% a-D-Galp
b . |
{ﬁ-D-Man?}(1-+4)-B—D-Manp
6
T
d 1
a-D-Ga]q
e
Fig. 4.2,

Las zonas b y e representan porciones en las cuales todos los residuos
de D-manosa se hallan sustituidos por D-galactosa. A 1o largo de la cadena
de D-manosas no sustituidas apareceria esporadicamente alglin residuo
sustituido por D-galactosa, como puede verse en el esquema entre ¢ y ..

Courtois y Le Dizet propusieron que la a-galactosidasa

de café no elimina las ramificaciones de a-D-galactosa al azar, sino que
hidroliza aquellas vecinas a residuos de D-manosa no sustituidos por
galactosa (los que aparecen en el esquema entre c y q ). Este tipo de

81 quienes

comportamiento ya habia sido advertido por Reese y Shibata
supusieron que después de la hidrolisis de estos grupos aislados, la
ao-galactosidasa actda sobre los extremos de las zonas b y « del esquema,

pero no puede remover todos los grupos de D-galactosa existentes.

Como resultado del andlisis enzimdtico realizado por
este grupo de investigadores, pudo avanzarse un paso mds en el conocimiento

de la estructura fina de los galactomananos, determindandose la existencia
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de una enorme diferencia en la distribucion de las cadenas laterales entre
galactomananos que presentan relaciones Man:Gal similares, como los de
Ceratonia siliqua (3,88:1,00) y Gleditsia ferox (3,90:1,00). El tratamiento
del primero con a-galactosidasa libera muy poca cantidad de galactosa
comparado con el sequndo, y teniendo en cuenta el modo de accidon de la
enzima propuesto por Courtois y Le Dizet se deduce que en el polisacdrido de
Ceratonia stliqua existen muy pocas unidades de galactosa aisladas dentro

de las "regiones lisas". Sin embargo, el tratamiento con a-galactosidasas
del galactomanano de Gleditsia ferox da una mayor proporcién de producto
insoluble 1o que indica que las regiones pobres en galactosa son mas largas
en este caso. Por otro lado, al comparar los galactomananos de

Medicago sativa Y Trifolium repens , de relaciones Man:Gal muy diferentes
(3,04:1,00 y 1,72:1,00, respectivamente), no fue posible determinar si
diferian en la longitud de sus"bloques", a pesar de que el primero presenta

una mayor cantidad de residuos de galactosa en las regiones pobres.

En contraste con las propuestas del grupo de Courtois

1105 sugirieron que la distribucidn

y Le Dizet, Mc Cleary, Matheson y Smal
de los grupos de D-galactopiranosa en el galactomanano de Ceratoria siliqua
es al azar. Esta propuesta se basa en el andlisis de los oligosacaridos
obtenidos por hidrélisis del galactomanano con B-mananasa extraida de semillas
de Gleditsia triacanthos .

La hidr6élisis con B-D-mananasas del galactomanano de
Medicago sativa tratado previamente con tres a-D-galactosidasas distintas

sugirid que las tres remueven grupos galactosilo al azar. Ademas, en

este caso fue posible un andalisis mucho mds exacto de 1os requerimientos
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para la hidrélisis de galactomananos con B-D-mananasas, ya que se disponia
de los métodos adecuados para detectar y purificar la enzima y obtenerla
libre de la interferencia de a-D-galactosidasa y B-D-manosidasa. Estos
autores encontraron que los requerimientos para la hidr6lisis de galactomana-
nos por Driselasa no eran los mismos que los propuestos para otras f3-D-mana-

91’98’105. En el caso de la B-D-mananasa de Medicago sativa , Mc

nasas
Cleary, Matheson y Small 106 habian 1legado a la conclusidon de que se

necesitaban por 1o menos dos residuos contiguos de manosa no sustituida para
que se produjera la hidrélisis. De acuerdo con el mecanismo de hidrdlisis

de las endopolisacaridasas, esto involucraria el reconocimiento de 5 o 6

unidades vecinas de anhidromanosa de la cadena.

107 108

Mc Cleary y Matheson , asi como Sundararajan y Rao s

sugieren que los galactomananos adoptan en solucidn acuosa una conformacion

extendida, en la misma, los grupos galactosilo adyacentes o separados por

un nuamero par de residuos de manosa, se encuentran en lados opuestos de la

cadena y lo inverso ocurre si estdn separados por un nimero impar de residuos.
Asi, 1la Driselasa puede hidrolizar en los puntos de residuos de manosa

no sustituidos si y s6lo si todos los grupos galactosilo de las vecindades

de 1a unidn a hidrolizar se encuentran de un solo lado de la cadenaloga.

1090 pudieron

Mas recientemente, Mc Cleary y Neukom
comprobar que las endo B-D-mananasas son capaces de hidrolizar rdpidamente
las cadenas de galactomananos aunque esté presente en la solucidn un

polisacarido con el cual interactlen fuertemente, como el de Xantiomonas

campestris.

109¢

Por otra parte Mc Cleary y Matheson determinaron

la forma de unidn de la B-D-mananasa I de dspergillus niger Yy una cadena
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de manano a partir de los heterosacaridos obtenidos por hidrélisis de la
porcion soluble en agua caliente del galactomanano de Ceratonia stiliqua.
Comprobaron, ademds, que la diferencia de accidn de la enzima frente a
diferentes sustratos se debe a diferencias menores en la unidén con los

mismos.

ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DE LAS CADENAS LATERALES POR METODOS QUIMICOS

Mids recientemente se inicid el andlisis de la distri-
bucion de las cadenas laterales de los galactomananos por métodos quimicos
a saber, degradaciones especificas y oxidacién con periodato.

En 1975, Baker y Whistler!l0

aplicaron a los
galactomananos de Ceratonia siliqua Yy Cyamopsis tetragonolobus , la
observacidn anterior sobre la rapida hidrolisis basica de las uniones
glicosidicas de los 6-desoxi-6-p-toluilsulfonil derivados de hexosas
pirandsicas. La labilidad al alcali de estos enlaces habia sido usada
para eliminar los grupos de D-galactopiranosas y D-glucopiranosas no
reductores de las ramificaciones de cadenas con enlaces (1-»6)111'112.
E1 reemplazo de los hidroxilos primarios por grupos
C-p-toluilsulfonilo se realizd por desplazamiento bimolecular de los
correspondientes grupos iodometilo. Para introducir las funciones

113 y la correspondiente

desoxi-iodo se empled la reaccion de Trippett
extensidn a hidratos de carbono realizada por Hanessianl14>115 (Fig.4.3).
En base a la secuencia de B-eliminacion, metilacion,

hidrélisis acida, reduccion y acetilacion, se obtuvieron los O-acetil-0-
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Fig4.3. Productos obtenidos a partir de un galactomanano hipotético
aplicando la secuencia de reacciones de Baker y Whgfflertz) Las

reacciones se llevana cabo empleando:
luego Ph_P calentando hasta 95°;
de sodio”a 110° durante 24 h; .
durante 8 h y luego ICH

iodacidén:
sulfonacidn:

B-eliminacidn:

a 22°durante 2 h.

DMSO,
Este @iltimo procedi-

HMPA™a 0°y
pP- toluensulfonato
MSC a. 22°

miento se repite dos veces, se vuelca sobre MeOH y se extrae con

Cl3CH. {1k

N-iodo succinimida; (2 hexametilfosforamida.
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metil-D-manitol derivados. Las unidades de D-manopiranosa sustituidas en
el 0-6 por a-D-galactopiranosa y en 0-4 por una D-manopiranosa no sustituida
en el 0-6 dieron 1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-manitol, mientras
que cuando la D-manopiranosa unida en 4 era portadora de a-D-galactopiranosa,
se producia 1,4,5-tri-0-acetil-2,3,6-tri-0-metil-D-manitol, tal como se
indica en la Fig.4.3. Las unidades de a-D-galactopiranosa y p-D- manopira-
nosa no sustituida dieron con este procedimiento p-toluil sulfonas que pueden
sufrir reordenamientos en medio alca]inolls.

E1 procedimiento se basa entonces en la produccidn de
una despolimerizacion tal de los galactomananos que se obtienen unidades de
D-manopiranosa unidas glicosidicamente a una unidad sulfonilada o a un residuo
de D-manopiranosa no derivatizado. Una posterior metilacion e hidrdlisis
permite distinguir entre aquellos residuos de D-manosa sustituidos por
galactosa que se encuentran aislados en la cadena y aquellos residuos
sustituidos adyacentes.

E1 andalisis de los resultados 11evé a Baker y Whistler
a la conclusion de que la estructura primaria del galactomanano de Cyamopsis
tetragonolobus consiste en repeticiones regulares del trisacdrido 4-0-(6-
0-0-D-ga1actopiranosi1-p-D-manopiranosi])-B-D-manopiranosa, mientras que la
del galactomanano de Ceratonia siliqua , aunque 10S grupos se encuentran
distribuidos en bloque, no contiene una disposicion fija de las cadenas
laterales. Si se considera que el tetrametiléter 1 surge del primer grupo
de B-D-manopiranosa no reductor del bloque de residuos sustituidos, su
relacion relativa, para el caso del galactomanano de Ceratonia stliqua.
indic6 que cada bloque estd compuesto por 25 unidades de manosa. Teniendo

en cuenta un peso molecular de 210.000 y considerando que estos bloques estan
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separados por bloques de manosas no sustituidas de igual longitud, 1la longi-
tud promedio de los mismos resultd de 85 residuos de B-D-manopiranosas.

Estos resultados confirmarian, en el caso del galacto-
manano de Cyamopsis tetragonolobus , una distribucion en bloques de las
cadenas laterales tal como habia sido propuesta para los galactomananos por

17,104

Courtois y Le Dizet » pero difiere marcadamente de este esquema en el

caso del galactomanano de Ceratonia siliqua.

117 idearon un nuevo procedi-

En 1978 Hoffman y Svensson
miento especifico de degradacion destinado a analizar la distribucidn de las
cadenas laterales.

E1 tratamiento se aplica al polisacarido parcialmente
metilado obtenido por un procedimiento de tritilacion, metilacion y destriti-
lacion que asegura que los grupos hidroxilo primarios estdn libres y
comprende una secuencia de reacciones de oxidacidn, p-eliminacidn e hidroli-

112. La oxidacion se 1leva a cabo mediante un complejo de

118

sis acida suave
cobre con dimetilsulféxido mientras que la B-eliminacion se efectda con
metéxido de sodio (Fig.4.4). E1 producto, sin necesidad de ser aislado,
se trata con adcido acético a 100°produciéndose la degradacion de las cetosas
o aldosas a,B- no saturadas y luego es reducido con borodeuteriuro de sodio
e hidrolizado, realizandose la identificacion de los productos finales
mediante cromatografia gaseosa-espectrometria de masas (Fig.4.4.).

Las unidades de D-galactopiranosa y D-manopiranosa no

sustituida dan furfural; las unidades de D-manopiranosa que, como

consecuencia de la B-eliminacion pasan a formar el extremo reductor de una
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Fig.4.4. Secuencia de reacciones aplicada por Hoffman y Svensson para
analizar la forma de insercidon de las cadenas laterales en

galactomananos. Los reactivos empleados son: tritilacidn: C1C(Ph).

metilacidn: DMSO, MSC, ICH3,destr1t11ac1on MeOH/C1lH 4M y luego
NaHCO,; Oxidacidén: DMSO/Cl]/Cl_CH, a -45°durante 6 h y luego
trietilamina; tratamiento g351co MeONa/MeOH; tratamiento acido

suave: AcOH 50% a 100°durante 16 h; reduccidn: NaBDA/EtOH; trideu-

teriometilacidn: Base/CD3I.

,Pir,:
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secuencia de D-manosas sustituidas, resultan susceptibles de ser
B-eliminadas, dando hidroximetilfurfural por hidrélisis dcida suave(Fig.10).
Si el bloque de manosas sustituidas esta constituido por dos unidades,
la restante da, después de reduccidn y trideuteriometilacién, 1-D-2,3-di-
0-metil-1,4,5,6-tetra-0-deuteriometil-D-manitol. Si el bloque es de tres
unidades, después de la hidrélisis dcida suave se obtiene un disacdrido que
al ser reducido con borodeuteriuro de sodio, trideuteriometilado e
hidrolizado, produce 1-D-2,3-di-0-metil 1,4,5,6--tetra-0-trideuteriometil-
D-manitol y 2,3-di-0-metil-4,6-di-0-deuteriometil-D-manosa.

De esta investigacion no pudo ser deducido el arregio
preciso de porciones sustituidas y no sustituidas en la cadena, sino
solamente 1a abundancia relativa de bloques de dos, tres o mds unidades
consecutivas de manosas sustituidas.

La aplicacion de este método al galactomanano de
Cyamopsis tetragonolobus mostr0 que, del 35,8% de puntos de ramificacidn
existentes en el producto original, 20,4% sobrevivieron al procedimiento
de degradacion y 13,3% contenian un dtomo de deuterio en el C-1 constituyendo
por 1o tanto, un extremo reductor. La mayoria de las cadenas laterales
de galactosa se encuentran en pares o tripletes en relacion aproximada
1:2. La presencia de bloques de mds de tres unidades sustituidas puede
ser, segin los autores,excluida porque tal arreglo daria 2,3-di-0-metil-6-
trideuteriometil-D-manosa, derivado que no fue detectad0104.

La exactitud del procedimiento es limitada y no permite
detectar pequefas proporciones de cadenas laterales aisladas.

117

Los resultados de Hoffman y Svensson confirmarian lo

311105

propuesto por Mc Cleary, Matheson y Sm en cuanto a la distribucion



56

al azar de las cadenas laterales en galactomananos. Esta teoria es

17,88,98 110

opuesta a la de Courtois-Le Dizet -Baker-Whistler™"", que proponen

estructuras en bloque.

113 1legaron a

104

En 1979, Painter, Gonzdalez y Hemmer
resultados similares a los propuestos por Courtois y Le Dizet para el
galactomanano de Cyamopsis tetragonolobus » Pero indicaron la ausencia
virtual de secuencias alternadas. E1 nuevo método empleado para obtener
las conclusiones citadas, se basa en el hecho de que la cinética de la
oxidacidn con periodato de polisacaridos con uniones (1—4) estda fuertemente
influenciada por la formacion de hemiacetales entre el grupo aldehido de los
residuos oxidados y los grupos hidroxilo de residuos no oxidados adyacentes.

Estas reacciones cooperativas son habituales entre polimeros, en el
sentido de que la reactividad de una unidad de mondmero depende del estado
reactivo o no reactivo de las otras unidades de la cadena. En este caso
el vecino mas cercano produce un fuerte efecto autoinhibitorio.

Los galactomananos de semillas de leguminosas constituyen
un caso particularmente adecuado para realizar un estudio que tenga en cuenta
este tipo de efectos, ya que su alto peso molecular hace despreciables los
efectos de grupos terminales y la sobreoxidacion esta bloqueada por la
sustitucion en el 0-6 de muchos de los residuos de D-manosalzo. La cadena
central de estos galactomananos puede considerarse como un copolimero binario
que presenta efectos de "vecino cercano", entre unidades adyacentes en una

121

oxidacion con periodato™“". Formalmente puede considerarse como una

secuencia lineal de residuos de B-D-manopiranosa con enlaces (1-4)
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sustituidos en el 0-6 y no sustituidos (monémeros de tipo I y Tipo II,Fig.4.5).
Tanto la oxidacion de los residuos ramificados como de los no ramificados
consiste en la ruptura del enlace entre los dioles vecinales para dar
aldehidos; @éstos forman inmediatamente hemiacetales ciclicos de seis
miembros con grupos hidroxilo de unidades vecinas, originando un efecto de
proteccidon sobre estas unidades. Pero existe una diferencia importante:
mientras las unidades de manosa ramificadas (mondmero de Tipo I, Fig.4.5.)
tienen una Gnica posibilidad para la formacion de hemiacetales, es decir,
la formacion de estos enlaces entre los aldehidos de posiciones 2 y 3 y
grupos hidroxilo de los residuos vecinos de manosa (unién interresiduo), con
proteccidn completa de sus vecinos, 1los residuos no ramificados (monémero
de Tipo II, Fig.4.5.) que poseen un hidroxilo libre en el C-6 de la misma
unidad pueden formar, ademas, un hemiacetal interno. Es decir, en el
Gltimo caso compiten la formacion de hemiacetales intrarresiduo e inter-
residuo. Los autores consideran que la primera es dominante, o0 sea, una
vez que el aldehido en posicion 2 o 3 forme un enlace hemiacetdlico intra-
residuo, el otro formard un enlace interresiduo.

Ademds es necesario tener en cuenta el consumo de perio-
dato de las unidades de galactosa (Fig.4.6.) 1las que contienen grupos
hidroxilo consecutivos en carbonos 2, 3 y 4 y consumirdn dos moles de
periodato. Pero en este caso existen dos complicaciones: 1) las reactivi-
dades de los sitios oxidables no son iguales, y asi la ruptura entre posicio-
nes 3 y 4 es mucho mas rapida que entre 2 y 3; 2) la formaci6n del
hemiacetal protector no es una reaccion mds rapida que la oxidacidon, es
decir, la oxidacion del segundo sitio tiene lugar antes que se alcance el

estado de equilibrio entre la forma aldehidica oxidable y la hemiacetdlica



58

no oxidab]elzz.

En base a esta teoria indicaron que seria posible
determinar la secuencia de las unidades de la cadena haciendo un andlisis
tedrico detallado de la forma de la curva obtenida graficando el consumo de
periodato en funcidn del tiempo. E1 consumo de periodato, cuidadosamente
medido, debe ser corregido por el consumo de 1os grupos a-D-galactosilo que
no intervienen en la formacion de hemiacetales interresiduo. Para esto
es necesario medir también el acido formico y el formaldehido 1iberados.

En principio, todo tipo de secuencia puede ser estudiada, pero normalmente
el error experimental hace que el andlisis deba restringirse a las medidas
de frecuencias de diadas y triadas. Una secuencia que es completamente
definida por sus frecuencias de diadas se describe como una "cadena de
Markov de primer orden", una que es completamente descripta por las frecuen-
cias de sus diadas y triadas solamente es una"cadena de Markov de segundo

orden", y asi sucesivamentelzo.

CHZOH
HO O H
OH H
CH,0H H
2 o 0
H /Y o— H HO
H H OH HO
— 0 H
H H
MONOMERO DE TIPO II MONOMERO DE TIPO I

Fig. 4.5.
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Fig.4.6. Procesos de oxidacidn propuestos para los grupos D-galactosilo
en los galactomananos.

Se originan asi limites de oxidacién bien definidos y ficilmente medibles

que dependen de la composicidon y de la secuencia. Los autores los 1laman
Yo ° la fraccion de residuos de D-manosa oxidables en la cadena. También
es posible medir facilmente la relacidn dcn ,» entre unidades no oxidadas
de Tipo I y Il en los productos 1imite de oxidacion mediante andlisis por

metilacion después de reduccion con borohidruro, esto proporciona dg como
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Fig.4.7. Curvas tedricas que muestran la dependencia de la probabilidad
condicional con la oxidacidn.

la relacion entre 2,3-di-0-metil- y 2,3,6-tri-0-metil-D-manosa en el hidroli-
zado fina1124.

En la Fig.4.7.se muestra una curva tedrica que ilustra
la dependencia de Yoo Y d00 con la secuencia para el galactomananos de primer
orden de Markov (representado para el galactomanano de Cyamopsis

)125. En los calculos se tiene en cuenta la diferencia en

)119,124,

tetragonolobus
velocidades de oxidacion de las unidades de Tipo I y II (k2/k1 =1,4
126 La cantidad py es la probabilidad absoluta de encontrar una uniaad
de Tipo I en cualquier lugar de la cadena y resulta numéricamente idéntica
a la relacion Gal:Man del galactomanano. La cantidad pyp s la probabi-

1idad condicional de que una unidad de Tipo I sea seguida por otra del mismo

tipo cuando se sigue la cadena en un dado sentido. La frecuencia de diada
Fi1 € py X Pqq- Para el caso particular de una distribucién al azar,
P11 < Py- Las cuatro frecuencias de diadas para una cadena de primer

orden estan completamente definidas por py ¥ pyy» POrque p, = 1- v15

Pl =1 - P13 Flp T Fp1 TPy XPyp S Pp X Py Y Fpp =1 - Fyy - Frp~Fpye
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Si la secuencia de un dado galactomanano conforma una
cadena de Markov de primer orden, los valores medidos de Yo Y da) se
intersectaran en un punto correspondiente a 1a composicion del polimero,
Py (Fig.4.7) y a partir del valor correspondiente de P11 sera posible
calcular las cuatro frecuencias de diadas a través de las relaciones antes

mencionadaslzs.

Se comprobéllg’121

que esta condicion no se cumple para
los galactomananos de Ceratonia siliqua y Cyamopsis tetragonolobus(Tabla 41.)
que, por lo tanto, necesitan un modelo de segundo orden. En cambio los

de Medicago sativa Yy Trifolium pratense dan resultados que se encuadran en

la estadistica Markoviana de primer orden dentro de los limites del error

experimental (Tabla 4.1).

TABLA 4.1.
Relaciones Gal:Man ( pl)’ 1imites de oxidacion ( yoo) y relaciones de

metilacion ( daa) para galactomananos de leguminosas

Galactomanano Yoo dp Relacion vaior
Gal:Man ( p,) indicado
Esperadaa Encontrada® de plla
Ceratonia siliqua 0,86° 0,35+0,02 0,18 0,24 No corta
Cyamopsis tetragonolobus 0,59 1,75+0,20 0,63 0,56 No corta
Trifolium pratense 0,55 4,20+0,60 0,72 0,72 0,79
Medicago sativa 0,52 5,00+0,70 0,78 0,79 0,83

aPara una cadena de Markov de primer 8rT§§ f ge ig F%g.4.7.).bPor oxidacidn
R PO p 438, , 12471 .

con periodato y analisis de azicares . Valor obtenido por

extrapolacidn.
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En la Tabla 4.2 se observan las frecuencias calculadas para las diadas.
Se encuentra, en ambos casos, que Py €S ligeramente superior a Py
10 que indica que los grupos de residuos sustituidos adyacentes son mayores
que lo esperado estadisticamente y que 1o mismo es cierto para los grupos de
residuos de D-manosa no sustituidos contiguos. La consistencia de los
datos con el modelo no prueba, sin embargo, que no posean estructuras de

tipo mas complejolzs.

TABLA 4.2.
Frecuencias de diadas para galactomananos de Trifoliwum pratense y

Medicago sativa determinadas por oxidacidn con periodato.

Galactomanano Fiq Fio = Fpyq Fon
Trifolium pratense 0,65 0,14 0,07
Medicago sativa 0,57 0,15 0,13

En el caso de los galactomananos de Ceratonia siliqua
Yy Cyamopsis tetragonolobus se aplico el modelo de las cadenas estacionarias

de segundo orden121.

Se considera que: p. es la probabilidad de que una

unidad arbitraria sea de tipo j; P;j la probabilidad condicional de

que una unidad sea de tipo ;7 y esté precedida por una unidad de tipo 7 y

Pijl es la probabilidad condicional de que una dada unidad sea de tipo I y

que las dos unidades precedentes sean de tipo 7 y j . Se desprecian ademas

Tos efectos de extremos ya que se consideran polimeros infinitamente largos.
P; y s quedan completamente determinadas en términos de Pij1 de

acuerdo con este modelo:
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P11 = P11 / (P12 * Papy

( )
P12 = Pr12 / (Prip * Po1p )
Pa1 = Paa1 / ( Prop * Ppp1 )
Pap = Proa / ( P1ap * Pop1 )
Py =Py / (Pyp* Py )
Py =pP1p/ (Pyptpy)

Para armar el modelo tedrico se considera que la probabilidad de que una
unidad arbitrariamente ubicada reaccione varia de acuerdo a: si ha reacciona-
do antes, si se encuentra entre dos vecinos que han reaccionado, dos
vecinos que no lo han hecho, un vecino que ha reaccionado a la derecha y
uno que no ha reaccionado a la jzquierda, o a la inversa. Se calcula asi
la*extension de la reaccion a un dado tiempo y se compara con el valor
experimental obtenido.

En el caso de 1os heteropolisacdridos con estructura
primaria irregular, como los galactomananos, s6lo es factible determinar
las frecuencias del vecinoinmediato y del siguiente a un dado monosacarido

como se planted antes, variando las frecuencias doblete ( Fij =p.

7 XP'L'J' )y

triplete ( Fijz =Py XP;i XPuig ) hasta que las curvas te6ricas coincidan
con las experimentales, y a partir de ellas generar secuencias representati-
vas con ayuda de una computadora. El significado de estas frecuencias es
que son la forma mas simple de explicar los datos cinéticos; 1la estructura
real podria ser mds compleja pero no demasiado.

Como los cuatro dobletes y ocho tripletes no son
cantidades totalmente independientes, es necesario realizar ciertas

aproximaciones y calculos adicionales, pero sin embargo la teoria resulta



64

consistente con los datos experimentales, especialmente en el caso del

galactomanano de Ceratonia siliqua.

121 calculd las frecuen-

Aplicando este método, Gonzdlez
cias de diadas y triadas (Tabla 4.3)y consiguid esquemas representativos de
porciones tipicas de los galactomananos de Ceratonia siliqua (Fig.4.8.)y
Cyamopsis tetragonolobus (Fig.4.9.) utilizando los datos de oxidacidn con

124 125

periodato y metilacion mas cuidadosamente obtenidos de que se disponia.

En el primer caso, el esquema obtenido resultd concordante con la

secuencia cualitativa propuesta por Courtois y Le Dizet98'104.

TABLA 4.3,
Estructura secuencial de los galactomananos de Ceratonia siliqua Yy

Cyamopsis tetragonolobus en términos de las frecuencias doblete y triplete.

Frecuencias doblete Cyamopsis tetragonoiobus Ceratonis siliqua
F1q 0,35 0,07
Fio = Foq 0,215 0,165
Fap 0,22 0,60
Frecuencias triplete
Fi11 0,17 0,04
F . F 0,19 0,03
2z 22l 0,03 0,57
ezz 0,02 0,13
P21
0,04 0,14

Fa12




65

‘6'h 314

J-J-E-dld-z-z-zuz-z-z-J-z-z-z-z-z-z-z-z-qud-znz|4|4;2;:-zuz-duz-z-z-z-z-z-z-x-J-z-z-zlduz-
i | | | | 1 g | |
99999 9 959 9 9 99 99 99 999 9 99
R=R- 1=K H-H-H-R-H-R-H-R-H-R-H-Y zlz-u-zlz-a-z-z-zsmlwnanxuzuz-¢.xsz-z-:-zuznz-z.z‘x-mnz-¢,
3 3 g9 4399 449 39909 9 9 999 99949
az-z-m-alz-z-anuz-z-¢1z|z-¢-z-¢-z-zlzaz-z-z-z-a-a-z-zuz-uuz-z-z-;-z-z-m-z-z-zxz-zia-auz-zL
9 9 99 9 999 943443 99 3 4 9 3544 99
-z-zua-z-z-¢-¢-z-z-z-z-z-z-z-z-z-;-x-;nz-uuz-z-z-;-u-z-z-w;z-z-u.z-z-zu ~H-H-H-K-R-H-H-H-H-
99 959 49 d 4999994 49 9 s4 3 S444
1z-z-z-z-z-z-z-z-m-m-zaz-z-z-z-z-z-z-z|z-£|u-¢-z-zlz-¢-z-z-z-u|z-z-z-x R-H-H-H-H-H-H-R-H- ]
4 44 49944 44 4949439 9 9 3 g 4 9 9 9
rz-z-z-znu-z-z-zuz-z-z-z-z-z-z-z-z-z-z-z-u-z|z-z-z-z-z-z-z|z-w-z-z-z-z-z-z-z-z-w-z-z-z-z-z-
) ] [] [ [} | 1 | |
3 9949 d 599 99 9 344 94495 99 g 3
‘g% *314 z-z-z-zuz-z-zlzuz-z.z-z-z-z-z-z-z-J-z-J-z-z-zlduz-z-z-z-z-z-z|¢-z-a-zuz-zuz-4|z-z-z-z-z-dn
| ] ||
5 5 5 5 & 4 4 5 5 44 5 5 4 39
z-z-z-x-z-z-z-zuz-zuzuz-zud-zld-z-z-z-zuzuz-zuz-z-z-z-J-zud-z-J-z-z-z-J-z-J-z-z-z-z-zuz-zj
|
d 4 3 9 9 9 9 9 9
z-z-z-dlz-z-z-duz-znz-z-z-z-a-zlz-z-J-zuduz-diz-Juz-J-z-z-z-z-z-z'z-zuz-z-z-r-z-z-z-iuz-z-
| | _
dod 4 g 44 5 44 5 44 9
z-z-z-z-z-z-z-z-s-z-z-z-z|z-z-z-z-z-d;z-J-z-J-z-d-z.J-z-J-z-zuz-an-J-:-J-zlz-z-zui-zud-z-
}
d 9 9 3 3 5 3 3 5 3 895 95 9
z-z-z|z|z-z|z-z-z-zlz-z,z-z-zlz-z-z-z|z-zgzzz-z-z-z-z-z-Juz-z-z-duz-znzlz-J-zlan-z-z-z-4-
| || | RN
d 344 4 44 Jdddd4d
Wi~ H- ==K~ N~ R~ ~{~ =K~ H~H~H~ K~ H~ K=K K= R~ K~ K~ N~ R~ H~H~ R~ R~ R R=R- W~ K- R K~ R—R=- W~ H- R~ R~ K- H-K -



66

ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DE LAS CADENAS LATERALES POR ESPECTROSCOPIA DE
RESONANCIA-MAGNETICA NUCLEAR

De 1o expuesto en el presente capitulo surge claramente
la falta de acuerdo entre los diferentes grupos de investigadores, que
emplearon métodos distintos para determinar la distribucion de las cadenas
laterales de varios galactomananos.

Parte de las dificultades se deben a la variacion de la
estructura de las diferentes muestras de galactomananos aislados de la misma
especie de leguminosa. Como algunos de estos polisacaridos son
divididos en fracciones de diferente composicidon sobre la base de su solubi-
lidad en agua, las condiciones de extraccion también deben ser tenidas en
cuenta. Ademds existen diferencias, a veces muy importantes, entre
distintas variedades de la misma especie.

En vista de todos estos inconvenientes, y con el objeto
de desarrollar un método de analisis estructural simple, rapido y adecuado

para un uso rutinario, en 1980 Grasdalen y Painter127

comenzaron a aplicar
los estudios de resonancia magnética nuclear.

La base para poder lograr buenos espectros de resonancia
magnética de galactomananos es una despolimerizacidn previa, limitada, que
disminuya la viscosidad de sus soluciones y mejore su solubilidad. Para
lograrla, este grupo de investigadores eligid un tratamiento con dcido
ortofosforico concentrado frio, que presenta un excelente poder para solubi-
lizar a los galactomananos y es facilmente removido por extraccién con éter.

Ademds, este dcido aumenta la velocidad de hidrdlisis de los enlaces
p-D-manopiranosidicos respecto de los o-D-galacopiranosidicos por aumento

de la magnitud del efecto anoméricolzs. En estas condiciones es posible



67

H-1(Gal) H-1(Man)

ppm

Fig.4.10.Espectros de RMN lH de 99,6 MHz de soluciones (10 mg/ml) en DZO
a pD 7 y 90° de: A) galactomanano de Ceratonia siliqua Y
B) galactomanano de Cyamopstis tetragonolobus.

disminuir el grado de polimerizacidn de las muestras a un valor de 20-40,
sin que se produzca un cambio detectable en la composicion monomérica.

Después de despolimerizar muestras purificadas de
galactomananos de Cyamopsis tetragonolobus (L.) Taub., Ceratonia siiiqua L.,
Medicago sativa L. var. "Alfa 11" y Trijoliwn pratemse L. var. "Venla"
(trébol rojo), los autores realizaron los espectros de resonancia magnética
proténica de 99,6 MHz (Fig.410.) y obtuvieron una buena separacidn entre las
sefiales de 1os protones anoméricos, facilmente identificables en base a las
composiciones monoméricas de las muestras.

Se obtuvo un J1,2 de 3 Hz para H-1 (Gal) que corresponde
al doblete a 5 p.p.m. y es compatible con 1a conformacidn 461 esperada para
los anillos de a-D-galactopiranosa. La senal del H-1 (Man) a 4,8 p.p.m.
dio un Jl’2 de 0,9 Hz acorde con el correspondiente a la B-D-manopiranosa

4

en conformacion 'C

1
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A
100 90 80 70 60
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Fig.4.11.Espectro de 13C de 25 MHz de soluciones (80 mg/ml) en D 0 a
pD 7 y 90° de: A) galactomanano de Ceratoniu stiiqua y

B)Cyamopstis tetragonolobus.

A WVEY

A
90 80 70
ppm

|

100

Fig.4.12.Espectro de RMN 13C de 50 MHz de una solucidén (80 mg/ml) en D,0
a pD 7 y 90° del galactomanano de Trijoliwn pratense.
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13,

Los espectros de resonancia magnética nuclear de
de 25 MHz de los galactomananos de Ceratonia siliqua Y Cyamopsis
tetragonolobus (Fig.41Ll)y de 50 MHz para el de Trifoliwn pratense (Fig4.12.)
resultaron altamente promisorios ya que las lineas de todos los carbonos
aparecieron resueltas. Los valores de corrimientos quimicos figuran en
la Tabla 4.4. Las sefales de manosa y galactosa fueron distinguidas
teniendo en cuenta la composicion de las muestras, las cuales fueron deter-
minadas por métodos quimicos y por resonancia magnética protdnica.

E1 C-5 (76,4 p.p.m.) y el C-6 (69,6 p.p.m.) de los
residuos de D-manosa sustituidos en el 0-6 presentan un desplazamiento de
1,6 p.p.m. a campos mas altos y 6 p.p.m. a campos mas bajos, respectivamente,
comparados con los mismos carbonos de residuos no sustituidos, siendo asi
fadcilmente identificables. E1 C-4 resuena a un campo algo menor debido a
que estd involucrado en la union glicosidica. La asignacion de los
carbonos 2 y 3 de la manosa se hizo por comparacion con los carbonos
correspondientes del manano de Rhodotorula glutinislzg, y la de todos los
carbonos de la D-galactopiranosa por comparacion con el espectro del
mongmerol30.

Se observo que las sefales de los carbonos de D-manosa
aparecian mas ensanchadas que los de D-galactosa, hecho que era de
esperarse dado que los primeros poseen menor movilidad y heterogeneidad
relacionada con la secuencia (o entorno) del residuo en la cadena. Sin
embargo, la sefial del C-4 muestra una particion clara. En espectros
tomados a 50 MHz (Fig4.12.) se observan tres lineas completamente resueltas.

Como todos los residuos de D-manopiranosa presentan uniones f-(1—4) y

.. 4 . . - .
se encuentran en conformacion Cl, esta particion s6lo puede ser explicada



70

considerando que el C-4 (Man) es sensible a la presencia o no de un
sustituyente en el residuo de manosa unido al 0-4, es decir, el residuo
precedente en la cadena. Esto proveyd una base para determinar las

probabilidades de los vecinos mds cercanos en los galactomananos.

TABLA 4.4.

13 127

Asignaciones de las sefiales del espectro de RMN "“C de galactomananos .

Corrimientos quimicos®

Tipo de unidad C-1 C-2 c-3 C-4 C-5 C-6
d-D-galactopiranosilo 101,8 72,3b 71,4 72,5b 74,1 64,1
@-D-manopiranosilo, 103,0 72,9 74,4 79,3 78,0 63,6
no sustituido en el 0-6 79,6d
p-D-manopiranosilo, 103,0 72,9 74,4 79,6° 76,4 69,6
sustituido en el 0-6 79,94

aLos corrimientos estdn expresados en,p.p.m. respecto de 3-(trimetilsilil)-
propionato—d4 gomo patron interno. Las asignaciones puden ser inter-
ambiadas. Cuando el residuo precedente de manosa no estd sustituido.
Cuando el residuo precedente de manosa estd sustituildo.

13C de tres

Comparando la zona del espectro de RMN
galactomananos distintos ( Ceraronia siliqua, Cyamopsis tetragonolobus Y
Trifolium pratense ) correspondiente a la resonancia del C-4 de manosa
(Fig.413.) y conociendo en cada uno de ellos Ta relacién Man:Gal, se pudo
determinar que el pico a campos mayores se debia a residuos de D-manosa no
sustituidos adyacentes a otro residuo del mismo tipo, es decir:

— Man — Man —

(aparece subrayado el residuo de cuya resonancia se habla).
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]
Relacion
| Man Gal
A
3,76
2]
1,70
(o}
1,38
1 ppm

Fig.4.13.Regidn del espectro de RMN 13C, a 25 MHz, del C-4 de los

residuos de manosa en: A) Cer%tonia siliqua * B) Cyamcpsis
tetragonolobus : y C) Trifolium pratense . Los nimeros
corresponden a:

(1) Fal Gal (11) Gal
— Man — Man — — Man — Man — y

(II1) — Man — Man — Gal
— Man — Man —

La unidad involucrada es la subrayada.

Esto se explica en razon de la mayor intensidad en el espectro del
galactomanano de Ceratonia siiiqua el cual tiene poca proporcidn de
galactosa. E1 pico a campos mds bajos se origina en el C-4 de una manosa
sustituida adyacente a otra manosa sustituida, ya que es el mds importante

en el espectro del galactomanano de Trifoiiwm pratense , el cual esta
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altamente sustituido por galactosa:
Gal fa]
- Lan — Man —

El pico intermedio, finalmente, representa super-
posicion de sefales originadas en diadas en las cuales s6lo uno de los
residuos estd sustituido. Esto implica que el entorno experimentado por
el C-4 (Man) estd afectado en igual magnitud por un grupo D-galactosa unido
al residuo precedente de la cadena que por uno unido al propio anillo,
segin los autores:

Gal Gal
—Lm-—mﬂ— —Mm-—&l—

Entonces es razonable que 1los efectos combinados de dos
grupos de ese tipo originen una resonancia a campos muy bajos (pico I,Fig4l3.).

Se calcularon las frecuencias de las dfadas para los
cuatro galactomananos (Tabla4.5.) obteniéndose resultados comparables a 10s
que surgieron de métodos quimicos (comparar con Tabla4.3.). Los resultados
indicaron un arreglo al azar de los grupos de D-galactosa en todos los
galactomananos analizados, descartandose arreglos en largos bloques
alternados totalmente sustituidos y no sustituidos o estructuras estricta-
mente alternadas de residuos sustituidos y no sustituidos. Sin embargo,
midiendo s6lo las frecuencias de las diadas no pueden descartarse arregtos

121

mas complejos, no al azar, como los propuestos por Gonzdlez para los

galactomananos de Ceratonia siliqua Yy Cyamopsis tetragonoiobus
Considerando que en las condiciones experimentales
usadas las adreas relativas de resonancia en los espectros de resonancia

13

magnética de “~C no estaban influenciadas por el efecto nuclear de
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Overhauser (se observé un valor maximo de T1 = 0,5 s para el C-6 (Gal)),
los autores calcularon a partir de ellas la abundancia relativa de los dos
mondmeros, y obtuvieron muy buena correspondencia con otros métodos al
promediar varias medidas.

También calcularon la relacidon Man:Gal a partir de las
seflales de C-4 (Man) ya que esta relacidon esta dada por la suma de las
frecuencias de las diadas ( F11 * Fip ). Los valores asi obtenidos
resultaron consistentes con los otros datos disponibles, 1o que ratificod

que la interpretacidn hecha de las sefiales del C-4 (Man) era la correcta.

TABLA 4.5.
Frecuencias de diadas para galactomananos de diferentes especies calculadas

en base a lTas areas de las senales del C-4 de manosa en los espectros de

RM C.
Especies Frecuencias de diadas®

1 fl2 = F22
Ceratonia siliqua 0,08 0,17 0,58
Cyamopstis tetragonolobus 0,30 0,24 0,22
Trifoliwm pratense 0,56 0,16 0,12
Medicago sativa 0,59 0,18 0,05

aEl significado de los subindices y de las frecuencias es el mismo que
se indicd en el andlisis del método de oxidacidn con periodato, ver
Fig4.5.(pag. 58) y pdg. 60, respectivamente.
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Realizando un balance de todos los métodos disponibles
para el andlisis de la distribucion de las cadenas laterales de galactosa en
los galactomananos, surge claramente que la espectroscopia de resonancia

13(: resulta el menos engorroso y el mds rdpido,

magnética nuclear de
debiendo tenerse en cuenta ademas el hecho de que no es destructivo.

Si se tiene en cuenta el tiempo requerido para la
despolimerizacion previa mediante la hidrdlisis con acido ortofosforico
antes mencionada, el procedimiento se alarga considerablemente ya que esta
etapa demanda cuatro semanas. Sin embargo, el método de hidrélisis
parcial es perfectible y de hecho Morrison y co]aboradores131 han presentado
uno mucho mas corto: el galactomanano disuelto en agua se lleva a pH 2-2,5
con acido clorhidrico diluido y se calienta 1 h a 98¢ se enfria, se
neutraliza con hidrdxido de sodio 2M y se recupera el galactomanano despoli-
merizado al cabo de tres dias de dialisis. Los autores no indican la
disminucion obtenida en los grados de polimerizacion pero si las variaciones
encontradas en las relaciones Man:Gal para galactomananos de distintas
especies. Puede verse en la Tabla 4.6. que las mismas aumentan entre
0 y 19% como consecuencia del procedimiento de hidrdlisis empleado, el cual
rompe preferentemente las cadenas laterales de galactosa. Se comprobd
también una mejora en la calidad de los espectros de las muestras sin
hidrolizar sin que se modificaran las caracteristicas basicas de las mismas
ni del equipo empleado.

Estos autores corroboraron las asignaciones anteriores
a excepcion de las correspondientes a los carbonos 2 y 3 de galactosa que

invierten (Tabla 4.7.).



TABLA 4.6.
Relaciones Man:Gal de galactomananos antes y después de hidrdlisis con

acido clorhidrico diluido.

Galactomanano Estado Relacidn

Man:Gal
Trigonella foenum-graecum Antes 51/49
Trigonella joenwm-graecwum Después 53/47
Cyamopsis tetragonolobus Antes 60/40
Cyamopsis tetragonolobus Después 64/36
Ceratonia stiiqua(soluble en agua fria) Antes 78/22
Ceratonia siliqua(soluble en agua fria) Después 78/22
Ceratonia siliqua(soluble en agua caliente) Antes 81/19
Ceratonia siliqua(soluble en agua caliente) Después 84/16
TABLA 4.7.

13 131

Asignaciones de las sefales de los espectros de RMN "“C de galactomananos™~".

' idad . .
Tipo de unida Corrimientos quimicos®

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
a-D-galactopiranosilo 101,5 71,2 72,0 72,2 73,8 63,9
B-D-manopiranosilo, 102,8 72,8 74,2 79,1b 77,7 63,3
no sustituido en el 0-6 79,35¢
p-D-manopiranosi]o, 102,7 72,6 74,1 79,35b 76,0 69,2
sustituido en el 0-6 79,6¢
qos corrimisntos estidn exprecados en p.p.m. respecto de DSéltomo patrdn
interno. Cuando el residuo precedente de manosa no estd sustituido.
Cuando el residuo precedente de manosa est3d sustituido. (1 4,4-dimetil-

4-silapentano-l-sulfonato de sodio.
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Por otro lado los mismos autores indican que, a

13C de soluciones

pesar de que no es posible obtener buenos espectros de
concentradas de galactomananos no hidrolizados debido a su alta viscosidad,
aun trabajando a alta temperatura, éstos sirven para distinguir muestras

de distintas especies. Esta distincion no puede realizarse, por ejemplo,
por espectroscopia infrarroja debido a la gran similitud estructural de
distintas muestras de galactomananos. La espectroscopia de

13C proveee un método rdpido para la identificacion

resonancia magnética de
de distintos galactomananos. Esto resulta de enorme interés industrial
debido al amplio empleo de los mismos, en especial como aditivos alimentarios,
como se ha citado antes (ver Capitulo II). En este Gltimo caso, es
imprescindible una correcta identificacion del galactomanano empleado, 1o
que implica habitualmente la determinacidn de la relacion Man:Gal mediante
cromatografia gas-liquido de los acetatos de alditoles derivados del
hidrolizado de cada muestra. Este procedimiento puede ser asi reemplazado
por un rapido analisis espectroscopico no destructivo.

Ademas en algunos casos, como ya se ha mencionado
(ver Capitulo II), el galactomanano se emplea como sinergista de otros
polisacaridos como agar, carragenanos o goma de Xanthomonas , 10 cual hace
necesaria su identificacion en presencia de los mismos. La espectroscopia

13C también resulta adecuada en estos casos.

de resonancia magnética de
Por ejemplo, mezclas de galactomananos con carragenanos han sido analizadas
satisfactoriamente por este método usando la zona de los picos anoméricos
(alrededor de 100 p.p.m.), cuando la separacion selectiva utilizando bdrax
o haluros de amonio cuaternario resultd ineficiente. Ademas, tanto en el
caso de las mezclas con agar como con carragenanos, el método resulta

irreemplazable ya que estos polisacaridos también producen galactosa por

hidrélisis acida.



CAPITULO V

ESTRUCTURA SECUNDARIA, TERCIARIA

Y CUATERNARIA DE POLISACARIDOS
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La diferencia de comportamiento de los distintos
galactomananos conocidos , provenientes de distintas especies o extraidos
de una de ellas por métodos mas drasticos o menos drasticos, habia sido
advertida desde un primer momento en lo referido,por ejemplio, a su diferen-

17,39,43-54  o.0 embargo, su

cia de solubilidad en distintos medios
utilidad comercial como sinergista en soluciones que contenian polisacaridos
gelificantes, 1imité el estudio de las caracteristicas y las propiedades de
sus soluciones a aquellas que contenian otro tipo de polisacarido y se

hicieron fundamentalmente sobre las interacciones mixtasl32—135.

PRIMEROS DATQS

136 en 1964 estudiaron las propiedades de

Hui y Neukom
hinchamiento de los dos galactomananos de mayor importancia comercial, 1los
de Cyamopsis tetragonolobus Y Ceratonia siliqua , asi como los efectos del
dlcali sobre las propiedades de sus soluciones. Estos autores informaron
que, si bien ambos se hinchan con agua fria, el galactomanano de
Cyamopsis tetragonolobus es totalmente soluble, mientras el de Cerator’
siliqua 10 es sélo en parte, y se solubiliza completamente sélo por
calentamiento. Las fracciones solubles en agua fria presentan en ambos
casos la misma relacion Man:Gal (Tabla5.1) mucho menor que la de la muestra
de partida; 1las fracciones totalmente insolubles en agua presentan poca

cantidad de galactosa (Tabla5.l)y la fraccion del galactomanano de Ceratonia

stliqua soluble en agua caliente muestra una relacidén intermedia (Tabla5.l.).
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TABLA 5.1.
Composicion y pesos moleculares de las fracciones de galactomananos de

Ceratonia siliqua y Cyamopstis tetragonolobus.

Cyamopsis Ceratonia

tetragonolobus stiiqua

Muestra original: Rel. Man:Gal 1:2 1:4,5
Proteina,% 4,7 4,7
Peso molecular promedio 250.000 300.000
numérico

Fraccidn soluble en agua fria:

Rendimiento,% 69 35

Rel. Man:Gal 1:1.3 1:1,2
Proteina,% tr. tr.
Peso molecular promedio - 150.000
numérico

Fraccidn soluble en agua caliente:

Rendimiento,% 10 52

Rel. Man:Gal 1:1,7 1:3,3

Proteina,% tr. tr.

Peso molecular promedio - 650.000

numérico

Residuo insoluble: Rendimiento,% 17 10

Rel. Man:Gal 1:7 1:5,2

Composicion: proteina,% 13 28
galactomanano,% 33 35
fibra,% 54 37

De esta manera concluyeron que la solubilidad estaba
enormemente influenciada por la relacidon Man:Gal y que un alto porcentaje de
las cadenas laterales de galactosa impedia la asociacidn entre las cadenas

de manano.
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Fig.5.1. Disminucifn en la viscosidad de las soluciones de galactomananos
por adicidn de 3lcali: -o- Ccratonia siliqua, después de 15 h;
-0- Cyamopsis tetragonolobus , después de 15 n; -e~- Cyamopsis
tetragonolobus , geSPues de 72 h;  =-e~ Ceratonia sSiliquu ,
13
después de 72 h

136 encontraron que la viscosidad de la

Hui y Neukom
fraccion soluble en agua fria del galactomanano de Ceratoniu siligua €S
menor que la del galactomanano de Cyamopsis tetragonolobu: oOriginal, hecho
que era de esperar de acuerdo con los valores calculados para el peso
molecular promedio numérico (Tabla 6.1). Sin embargo, 1la viscosidad de la
fraccion soluble en agua caliente de Ceratonia siliqua resulta menor que la
de la fraccion soluble en agua fria de Cuamopstis tetragonolcbus , a pesar
de su mayor peso molecular. Los autores atribuyeron este hecho al reducido
nimero de cadenas laterales de galactosa que presentaba esta fraccion.

E1 hecho de que los galactomananos fueran polisacaridos
neutros les hizo pensar que no se obtendrian mayores variaciones en su
viscosidad por efecto del agregado de electrolitos a sus soluciones. Sin

embargo, observaron una fuerte disminucidén de la viscosidad al alcalinizar
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soluciones diluidas de galactomananos, mientras que el agregado de altas
concentraciones de alcali a soluciones concentradas producia la coagulacidn
(Fig.5.1). Se observaba que los iones mayores y menos hidratados producian
mayor efecto que los menores.

E1 hecho de que a mayor concentracion de alcali
resultara menor la velocidad de sedimentacion de estos galactomananos, les
hizo pensar que en solucidn acuosa se formaban agregados que eran disociados
por el dlcali con formacién de unidades de sedimentacidén menores o aun de un
sistema monodisperso. La lenta gelificacion de sistemas mds concentrados
estaria causada por cierta clase de reasociacion que no pudieron explicar en
ese momento.

Al investigar el efecto del dlcali en la rotacidn Optica
de las soluciones de galactomananos, estos mismos autores observaron que
era fuertemente disminuida a altas concentraciones de dlcali produciéndose,
en algunos casos, cambios de un valor positivo a uno negativo. La
magnitud del cambio dependia de la relacion Man:Gal (Tabla 5.2.).

Teniendo en cuenta los datos anteriores de Reeves y
B]ouin137, quienes habian investigado la influencia del hidréxido de sodio
en la rotacidon Optica de varios glicésidos y demostrado que las hexosas con
grupos hidroxilos axiales (como la manosa) tienen una tendencia a pasar a la
forma bote con la adicion de dlcali, dado que esta conformacidn ofrece
posiciones estéricamente mas favorables para los grupos hidroxilo parcial-

136 atribuyeron los cambios de rotacion por

mente disociados, Hui y Neukom
ellos observados a los cambios de conformacién que involucrarian probable-

mente tanto a la manosa como a la galactosa.
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B-D-manopiranosa a-D-galactopiranosa
HO
CH,0H CH,OH
\0 o o
0
HO N HO
OH
(o)
Il I
(o]
N HO
CH,0 tension
~ 20H CH,OH
(o] 0
o] o
HO OH HO I
OH

Fig.5.2. Cambios conformacionales silla-bote para D-manopiranosa y
D-galactopiranosa.

Para ello supusieron que la conformacion 4C1 de las unidades de manosa
podia cambiar a B1 con el correspondiente cambio rotacional, cambio que
estaria algo impedido por la presencia de los enlaces (1—4). También
resultaria factible que los residuos de galactosa sufrieran cambios, si bien
la galactosa no presenta una forma Bl tan estable como la manosa (Fig.5.2.).

Seglin estos autores, los cambios conformacionales de
las unidades de manosa conducirian a un acortamiento de las cadenas de

4

manano ya que la conformacion Bl es 25% mds corta que la 'C E1 cambio

1°
de viscosidad fue atribuido, entonces, a ambos motivos: la ruptura de los

agregados existentes en solucidn acuosa y los cambios conformacionales.

Si bien estas primeras explicaciones del comportamiento
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de los galactomananos en solucion han sido superadas con el avance de los
conocimientos sobre el tema (el pasaje a la forma bote se halla restringido),
los datos obtenidos incentivaron la investigacién en estos aspectos del

comportamiento de los galactomananos.

CONFORMACION ALREDEDOR DE CADA ENLACE

De los primeros datos surgié la necesidad del
conocimiento de la forma tridimensional-conformacion- de estos polimeros
para un total entendimiento de sus propiedades. Esta conformacidn no es
estatica o (nica sino que puede fluctuar en forma continua con las condicio-
nes impuestas en cada momento. Es esta conformacidon 1a que determina como
los atomos o grupos dentro de 1a estructura se presentan al exterior: a
otras moléculas del mismo polimero, a las moléculas distintas presentes en
el medio, al solvente, a las superficies bioldgicas, etc. Es decir,
determina las propiedades fisicas tales como la solubilidad y las inter-
acciones bio]égicasl32’133.

Si bien las unidades estructurales de un polisacarido
son monosacaridos de conformacion rigida y bien definida (4C1), esto no
determina la conformacion global ya que son posibles las rotaciones
alrededor de los enlaces del 0 puente (Fig. 5.3.).

Las colisiones térmicas perpetlan las oscilaciones y
rotaciones de 1os enlaces y hacen que la forma global sea "movil" mads que
fija. Esta debe ser entonces definida en términos de un equilibrio entré
estados alternativos de rotacidon que corresponda a diferentes energias

internaslaz.
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HO

HO

r
|

Fig.5.3. Galactomanano tipico idealizado donde se muestran las rotaciores
de los enlaces de los oxigenos puente.

Para cada oxigeno puente podria plantearse el cambio en

la energia potencial con la rotacidon alrededor de los enlaces C-1-0 y 0-C-4.

La energia de conformacion podria calcularse a partir de un modelo en el
cual se fijaran valores iniciales arbitrarios para los dngulos de rotacidn
¢ y Y sumando las energias de atraccidn y repulsidn entre todos los pares de
atomos. Esa energia fue calculada en el caso de disacdridos como la
celobiosa y la maltosa mediante la utilizacidon de funciones adecuadas para
cada término que contribuye a la suma: fuerzas de Van der Waals, interaccio-
nes polares, uniones hidrdgeno y contribuciones de torsidn. Luego se
fijo uno de los enlaces del 0 y se varid el otro angulo de torsidn poco a
poco hasta realizar una revolucion completa alrededor del enlace fijo.
Las nuevas posiciones atdémicas se calcularon después de cada incremento y
se usaron para hallar una nueva energia conformacional. Se repitio luego

el procedimiento manteniendo fijo el anlace antes rotad0158’139.
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Fig.5.4. Mapa de energia conformacional calculada para la celobiosal38.

"C" indica los valores de § y § que corresponden a conformaciones
encontradas experimentalmente por difraccidn de rayos X en
cristales de: P-celobiosa (arriba), a-lactosa(centro)y metil-B-
celobidsido(abajo). "B" indica la conformacifn que corresponde
a la menor energia predicha por cdlculo. Estidn marcados los
contornos correspondientes a 5 y 10 Kcal mol .

Si bien la matemdtica empleada es simple, 1les calculos son tan extensos
que so6lo se pueden realizar con la ayuda de una computadora. De este modo
se conocieron todas las posibles conformaciones de estos disacaridos y con
las mismas se pudo realizar un mapa de nergias cuya zona de mas baja energia
indicd la conformacion preferida. En el caso de obtener mds de un minimo,
1la conformacidn preferida estaria indicada por el de mayor éreal32 (Fig. 5.4.)

por razones de probabilidad.

Las conformaciones caracterizadas por difraccion de
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rayos X de derivados cristalinos resultaron concordantes con las calculadas
para el caso de la celobiosa y de la ma]tosa132. Sin embargo, en el caso
de compuestos en solucidon, la energia relativa de las diferentes formas
puede ser alterada por interacciones con el solvente. La interpretacidn
del comportamiento de la rotacion Optica es uno de los métodos disponibles
para caracterizar la forma que adopta la molécula en solucidn. Este
método permitid determinar que la maltosa en solucidon acuosa presenta la
conformacidn correspondiente a la menor zona de minima energia de su mapa

de energia conformacional, posiblemente porque las moléculas de agua
compiten con los grupos hidroxilo por los sitios de uniones hidrdgeno ya que
en soluciones no acuosas la conformacion adoptada es la correspondiente a la

mayor zona de energia mimimal32,

CONFORMACION DE LA CADENA

En el caso de cadenas largas de monosacdridos, la
movilidad "extra" existente en solucidn tiene particular importancia132, ya
que la forma global puede fluctuar por oscilaciones independientes entre
cada par de unidades vecinas y ademds, cada anillo puede pasar a formas
silla de mayor energia, formas bote o bote retorcido, por lo cual no
existen las mismas relaciones conformacionales entre los distintos pares de
unidades a 1o largo de la cadena en un dado instante, y ademds en el
instante siguiente, estas relaciones pueden cambiar. Esta forma de
cadena que fluctla continuamente entre conformaciones locales y globales

diferentes, se conoce como "random coil" ("enrollamiento al azar”)132.
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Este tipo de conformacion se halla estabilizada por la
entropia conformacional: cuanto mayor sea el nimero de conformaciones locales
entre las cuales puede fluctuar la cadena, mas dificil le serd a esta sobre-
ponerse al movimiento térmico y permanecer en una forma particular. La
entropia compensa, entonces, la energia potencia]laz.

También es necesario tener en cuenta que, a veces,
las energias de interaccidon entre las unidades de monosacdridos no son lo
suficientemente fuertes y numerosas como para fijar una forma determinada de

la cadena estabilizada por interacciones cooperativasl32.

ESTRUCTURA COVALENTE DE TIPQ PERIODICO

Considerando la estereoquimica y las interacciones en

133

las cadenas de polisacaridos, Rees agrupd las estructuras covalentes en

tres clases:

1) Tipo periddico: en cada"unidad repetitiva" existen

secuencias regulares de residuos con las mismas configuraciones glicosidicas
y unidos a través de las mismas posiciones, por ejemplo, amilosa, celulosa,
acido hialurdnico. Las cadenas pueden existir en conformacion ordenada o
desordenada dependiendo del balance entre la entropia conformacional y la
posibilidad de que existan interacciones cooperativas. Si la conformacidn
es ordenada, la secuencia periddica regular generard una conformacidn

periddica y regular de tipo hélice o cinta (ver mas adelante).

2) Tipo periddico con interrupciones:estas cadenas de
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polisacdridos también tienen secuencias de unidades repetitivas pero estan
separadas o interrumpidas por alteraciones de la regularidad. Ejemplo:

alginatos, carragenanos. Cada porcion regular se comporta como una

cadena de tipo perifédico, originandose una conformacion en parte ordenada

y en parte desordenada.

3) Tipo aperidodico: este tipo de cadenas se observa

comunmente unida a polipéptidos o 1ipidos en componentes de membrana celular
y de secreciones animales. Se caracterizan por poseer corta longitud de
cadena y secuencias irregulares de unidades, de posiciones de enlace y de
configuraciones. Como consecuencia no pueden formar hélices o cintas

extendidas. Se ha especulado que, la presencia en ellas de una densa
ramificacion indicaria que pueden originar estructuras globulares estables,
hecho que tendria enormes implicaciones para los mecanismos bioldgicos

(Tabla 5.3.).

TABLA 5.3.

Ejemplos de secuencias tipicas de monosacidridos en cadenas de hidratos de

carbono.
Nombre del Ubicacion y Unidades presentes Secuencia
polimero funcion y simbolos

Tipo periddico
Amilosa

Celulosa

Plantas superiores,
como material de
reserva energética.

Plantas superiores,
como material de

sostén en las paredes

celulares.

a-D-glucopiranosas
con enlaces (l—4)

(o).

f-D-glucopiranosas
con enlaces (1—4)

(o).
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Nombre del Ubicacion y Unidades presentes Secuencia
polimero funcidn y simbolos
Hialuronato Mayoria de los ani- B-D-glucopiranosil- --O-@-CHE-O-8-0-8--

O-antigeno

males,como gel ex-
tracelular;contri-
buye a la hidrata-
cidén fisica y tal
vez al control de
la diferenciacidn.

Cadena unida a 1i-
pidos embebida en
la membrana externa

de especies de Sal-

monella.Estructuras
similares en otras
bacterias Gram -.
Propiedades anti-
génicas.

Tipo interrumpido

Alginato

1—-carragenano

Pectina

Geles extracelula-
res e intercelula-
res en clertas al-
gas;contribuyen a
la hidratacidn,re-
laciones idnicas,
forma fisica y
proteccidn.

Componentes de pare-
des celulares de
tejidos de plantas
en crecimiento;pro-
vee hidratacidn y

y una matriz defor-
mable que permite
cambios de forma;
sustancia de cemen-
tado entre paredes
de plantas maduras.

uronato con enlaces
(1—4) (@A) ;2-acetami~
do-2-desoxi-f3-D-glu-
copiranosa unida por
o-3(m .

d—abecuodeo);ﬁ—D-
manopiranosas unidas --
por 0-2 llevando una
cadena lateral en 0-3
(e) ;p-L-ramnopirano-
sas unidas por 0-4(0);
a-D-galactopiranosas
unidas por O-3(W).

a-L-gulopiranosiluro- -
nato unido por 0-4(0);
f-D-manopiranosiluro-
nato unido por 0-4(e).
p-D-galactopiranosa -
unida por 0-3 y sulfa-
tada en 0-4(0);3,6-an-
hidro-a-D~galactopira-
nosa unida por 0-4 y
sulfatada en 0-2(M);
a-D-galactopiranosa
unida por 0-4,2,6-di-
sulfatada(q).

a-D-galactopiranosil- -
uronato unido por 0-4
(0);su metil éster(e);
L-ramnopiranosa unida
por 0-2(A).

| cal
l-Ckl-o-EFIPO-D--

~0~0-0-0-0-0-0-0—9—~

2-0-8-0-A-0-A0-8--

-0-0-0-0-A-0-0-0--

*

3,6-disesoxi-a-D-galactosa.
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TABLA 5.3.(Cont.)

Nombre del Ubicacidn y Unidades presentes Secuencia
polimero funcion y simbolos
Dermatansul - Tejido conectivo B-D-glucopiranosilu- -—8-0-8-0-0-0-0--
fato de animales como ronato unido por 0O-4

piel y vialvulas @); a-L-idopiranosil-

cardiacas;contribu~ uronato unido por 0-4
ye a dar fuerza y (W) ;2-acetamido-2-
elasticidad a tra- desoxi-p-D-galactopi-
vés de su relacién ranosa unida por 0-3
con el agua y los y sulfatada en 0-4(0).
iones y su unién a

proteinas.
Tipo aperiddico
Cadena de hi- Miembro de una fa- Acido N-acetilneura- O-e-0-A~-A
dratos de car- milia que se en- minico terminal y !
bono del cuentra en membra- wunido por 0-9(0);B-D- E
ganglidsido na de c&lulas ani- galactopiranosa unida
GIv males unida a 1li- por 0-3(e);2-acetamido-
pidos;parece actuar 2-desoxi-a-D-galactopi-
como receptor de ranosa unida por 0-3(0);
virus y toxinas. B-D-glucopiranosa unida
por 0-4(A);B-D-galacto-
piranosa unida por 0-4,
llevando una cadena
lateral en 0-3(4a).
Cadena de hi- Cadenas presentes 2-acetamido-2-desoxi-f3- B-o-A-A-e-e
dratos de car- en la mayoria de D-glucopiranosa unida l
bono de una las inmunoglobuli- por 0-4(e);2-acetamido- |
inmunoglobuli~ nas;parecen modifi- 2-desoxi-B~D-glucopira- o
na: I G car las interaccio- nosa con enlace no ca-

nes entre dominios racterizado(e),o-D-ma-
y/o los cambios de nopiranosa unida por

conformacidn que 0-3 llevando una cadena
siguen a la unidn lateral en 0-6(A) ;a-D-
del antigeno. manopiranosa unida por

0-2(A);2-acetamido-2-
desoxi-fB-D~glucopirano-
sa unida por 0-6 o ter-
minal (o) ja-L-fucopirano-
sa terminal (O);B-D-ga-~
lactopiranosa terminal (B).

Si se considera el caso de una cadena formada por un Unico
tipo de monosacarido con un sélo tipo de unién glicosidica que adopta una

forma regular y periddica, de los principios de la geometria surge que este



91

Fig.5.5. Cadena de dtomos ordenados en hélice para la cual n = -3
y h corresponde a la distancia mostrada.

tipo de conformacion puede ser descripta siempre como una hélice (no siempre
como una hélice convencional) y que su forma puede ser especificada por dos
pardmetros: n , el numero de unidades de mondmero por vueita de hélice, vy
n, la longitud de cada mondmero proyectada sobre el eje de la hélice
(Fig.5.5.). Por convencidn se asigna a n un valor positivo si la hélice
tiene sentido de giro hacia la derecha y negativo cuando tiene el sentido
contrario.

Si se aplican los calculos antes mencionados para encontrar
los rangos de valores de § y Y entre los cuales existe un tipo particular
de union glicosidica, pueaen conocerse 10s rangos correspondientes de » y
h, 1los que indican la forma global que adoptara la cadena si tiene una

conformacidén ordenada y periédica132.

132

Para los homopol imeros Rees establece una clasificacion en

cuatro familias de acuerdo con su estructura covalente:

1) Cinta: » varia entre 2 y + 4 y 2« es muy cercano a la
longitud de un monosacdrido. Esto significa que la unidad no puede formar

un dngulo de inclinacidn grande con el eje de la hélice, sino que debe
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Fig.5.6.Conformaciones representativas para: a) polimero de B-D-glucgpira-
nosa con enlaces (1—2)(rango predicho: n=4 a -2, n =2 a 3 A.
Ejemplo dibujado: n = -2,62, h =2,79 3.); b) polimero de f-D-
glucopiranosa con enlaces (1—3) (Rango predicho: n=15 a 2,
7 =0 a 5 A.Ejemplo dibujado: % =5,64, % =3,16 A); c) poliiero
de B-D-glucopiranosa con enlaces (l1—4).(Rango predicho: . 140
n ==4 a+3, % =4 a 6 A. Ejemplo dibujado: n =-2,55, 2 =5,13 A)

estar prdcticamente paralela a él. Ejemplo: wuna cadena de B-D-glucopira-

nosas con uniones (1—4)(Fig.5.6,c).

2) Hélice hueca: n, varia entre 2 y + 10; # puede
aproximarse a cero. Esto determina una forma de resorte flexible que
puede existir en varios estados de extension. Ejemplo: una cadena de

B-D-glucopiranosas con uniones (1-3) (Fig.5.6,b).
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CH,0H

HO
OH

OH OH

Fig.5.7. Anillos de B-D-glucopiranosa con enlace (1—6) que muestran los
tres enlaces que separan los anillos y alrededor de los cuales
es posible la rotacidn.

3) Hélice contraida: las cadenas de este tipo dificilmente

posean conformaciones ordenadas ya que muchas conformaciones de enlaces que
corresponden a un minimo de energia para una unidad de disacarido aislada,
al repetirse periddicamente, podrian causar choques entre unidades no
consecutivas. Si bien estos casos son raros en sistemas bioldgicos, un

ejemplo seria una cadena de B-D-glucopiranosas con enlaces (1—2) (Fig.5.6,a).

4) Hélice unida flojamente: en esta familia los anillos de

monosacaridos se hallan separados por tres enlaces, como en una cadena de
B-D-glucopiranosas con enlaces (1—6) (Fig.5.7.). Esto otorga una libertad
extra de rotacién, no sO0lo porgque existe un enlace mds sino porque lo0s

anillos se encuentran mds apartados y resulta mas dificil que choquen.

E1 tipo de conformacifén no estd determinado fundamental-
mente por las energias de interaccidén entre unidades vecinas (como se ve en
la Fig.5.8. Tos contactos entre los residuos de B-D-glucopiranosa con enlaces
(1-4), (1-3) y (1-2) son muy similares) sino por las relaciones

geométricas dentro de cada unidad de monosacarido.
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Fig.5.8. Unidades de B~D-glucopiranosas unidas (1—4), (1—-3) y (1-2),
que muestran la similitud estereoquimica.

(a) {c)
\ O, (o]
he)
0\ 0\ 0\
\\ \\ 0 \
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(d) “ () . (f)
o) 0, \0 0
,,/0
o O~ 0‘\‘ 0\\
0 ~
- L —~
o S~

]

Fig.5.9. Relaciones geométricas a través de las unidades de monosacaridos
que determinan la familia conformacional: (a) relacidn zig-zag a
través de B-D-glucopiranosas con enlaces (1—=4); (b) forma de
U a través de B-D-glucopiranosas con enlaces (1—3); (c) forma
toretca a través de B-D-glucopiranosas con enlaces (1—2), (d)
forma zig-zag a través de a-D-glucopiranosas con enlaces (1—3),
(e) forma =tg-zag a través de a-D-galactopiranosas con enlaces
(1—4) y (f) forma de U a través de a-D-glucopiranosas con
enlaces (1—4).

o=t
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Para los tres ejemplos de enlaces citados, (1—=4), (1-3) y (1-2),
las diferencias son:

1) Enlace B-(1—4): los enlaces hacia los dos O puente
definen una forma de zig-zag (Fig.5.9 ,a), originando una forma de cadena de
tipo cinta. Esta forma también surge de los enlaces a(l=3) y a(l-4)
entre galactopiranosas (Fig.59,d y e, respectivamente).

2) Enlace B-(1-3): definen una vuelta en forma de ¢
(Fig.5.9,b) cosa que también puede ocurrir en el caso de los enlaces a-(1—4)
entre glucopiranosas (Fig.5.9,f). La forma global de la cadena en este
caso es de hélice hueca.

3) Erlace B-(1-2): define una forma :zcreiuc (Fig.5.9,c).

UBICACION, PROPIEDADES, FUNCIONES Y MODOS DE INTERACCION DE LOS

POLISACARIDOS DE TIPQ CINTA

Paredes celulares de vegetales superiores

Las propiedades mecanicas de las paredes celulares de
los vegetales son esenciales para la funcion que cumple el tejido:
i) proveer la fuerza necesaria al tronco que soporta un drbol o controlar
la plasticidad necesaria para el crecimiento de un tejido joven, ii) otorgar
al tejido la flexibilidad sufuciente que le permita soportar grandes cambios
de consistencia durante la maduracion de un fruto y la permeabilidad adecuada
si forma parte del sistema vascular de la planta y iii) dar a la semilla la
dureza que le permita sobrevivir durante el estado latente y la capacidad

para una rapida hidratacion durante la germinacion.
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En todos estos casos, y en muchos mds, el empaquetamiento de cadenas
de polisacaridos de la familia "cinta" resulta crucia1132.

La estructura de 1a pared celular va cambiando en el
transcurso de la vida de la planta. Las fibras de 1a madera (Fig.5.10.)
tienen una funcion de soporte, y por lo tanto sus paredes celulares son
muy finas, con un arreglo muy denso de microfibrillas de celulosa formando
capas. Algunas de estas capas se hacen mas rigidas por agregado de
lignina (polimero de fenil-propano). También contienen polimeros de
xilosa, manosa y acido galacturdnico, otros polisacaridos de la familia
"cinta". La molécula de celulosa estd severamente restringida en 1o que
respecta a los cambios conformacionales, y los cdlculos indican que el 96%
de todas las conformaciones posibles involucran una severa compresion de
Van der Waals mientras que el 4% restante es muy similar entre si132.

En cambio, la estructura de la pared celular de un
tejido joven, como una raiz o un vastago de un retofio, presenta un alto
contenido acuoso y un arreglo desordenado de las microfibrillas que permite
la expansion de la célula.

A medida que la célula crece se van agregando mds
microfibrillas de celulosa que se depositan sobre la superficie de la pared
vecina a la membrana citoplasmiatica, en angulo recto a la direccion de
crecimiento y de modo tal que cada capa sepulta a las anteriores y las
microfibrillas son asi continuamente reorientadas. En los instersticios
que éstas dejan se van agregando otros po]isacéridosl31.

Las unidades presentes en las cadenas de polisacaridos

que intervienen en la pared celular de vegetales superiores son: B-D-gluco-

piranosa, p-D-manopiranosa, p—D-xi]opiranosa y oa-D-galactopiranosiluronico.
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Fig.5.10.Representacidn de la estructura de pared celular en una fibra de
madera: A) Fibra. Tiene una estructura en capas. B) En un
fragmento de la capa central de esta pared (C), los dep8sitos
de celulosa (en blanco) estin embebidos en la matriz. Los
depdsitos de celulosa consisten en muchas microfibrillas (zonas
blancas en D) embebidas en la matriz. Las microfibrillas
consisten en segmentos de mol&culas de celulosa en empaqueta-
miento cristalino (E). Algunos polisaciridos componenteslgf
las diferentes regiones de la pared se indican 8 la derecha .
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Las uniones entre unidades son de tipo (1-+4) lo que genera un arreglo
en zig-zag Los polimeros originados por B-D-glucopiranosas (celulosa)
y B-D-manopiranosas (mananos) son chatos y extendidos, el de B-D-xilopirano-
sas es torcido y el de a-D-galactopiranosilurdnico es torcido y combado.

Las cintas chatas son caracteristicas de los componentes
de pared mads firmemente unidos, ya que resultan dificiles de remover con
dlcali y su diagrama de difraccion de rayos X muestra un empaquetamiento
muy ordenado. Este hecho sugiere que se alinean y unen muy facilmente y
justifica la insolubilidad, 1la inercia, 1la resistencia y el caracter
fibroso de la celulosa. La difraccion de rayos X muestra que, de acuerdo
con lo reportado por Gardner y Blackwell en 1975141, l1as cadenas de celulosa
se hallan ordenadas en forma paralela (dado que ambos extremos son distintos,
existen dos posibilidades, paralela y antiparalela), originando laminas

unidas por uniones hidrdgeno dispuestas una sobre otra en forma alternada

como los ladrillos de una pared132(Fig. 5.11.).

S
ro-

Fig.5.11.Dibujo obtenido por computadora del empaquetamiento natural de la
celulosa. Este muestra que las cintas se disponen en laminas,
que se presentan corridas unas respecto de otras tal como se ve en
el esquema, y en disposicidn paralela, es decir con todos los
extremos iguales hacia el mismo lado.
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Un hecho que contribuye a la fuerza de unidn de la
celulosa es la rigidez de las cadenas. En el caso de los polisacaridos
la fuerza de unidon se halla particularmente restringida por la presencia de
grupos ecuatoriales grandes adyacentes a la unidn glicosidica y por el

aumento del ndmero de enlaces axiales al oxigeno glicosidico.

Las cintas torcidas, como las del xilano, estan menos
firmemente unidas a la pared celular, a juzgar por la facilidad con la cual
pueden ser extraidas, menos empaquetadas que la celulosa y son mas flexibles.

Un manano también es mas flexible que la celulosa y estda menos
firmemente unido a la pared. Ambos forman enlaces mas faciles de

reacomodar que los de la celulosa.

Por otro lado, 1las cintas combadas como el
poligalacturonato, dejan instersticios que al empaquetarse pueden llenarse
con cationes 10 que les otorga una fuerte cohesion, siendo estos cationes
importantes para la regulacion de los enlaces y de las relaciones ifnicas

(Fig. 5.12.).

OXO0X0O

Fig.5.12.Estructura propuesta para el empaquetamiento del
poligalaﬁs_uronato con los instersticios llenos por los
iones Ca
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INTERACCIONES MIXTAS. FORMACION DE GELES

Varios de los polisacaridos existentes en los vegetales
superiores, incluyendo los galactomananos, glucomananos, arabinoxilanos y
celulosas derivatizadas, no forman geles en solucidon acuosa pero si pueden
hacerlo al mezclarse con polisacaridos de doble hélice como agarosa o
carragenanos, tal como se habia mencionado para los galactomananos(ver
Capitulo I1).

Tradicionalmente se considera que las cadenas de
polisacdaridos de distinto tipo se combinan formando un reticulo por unidn
de las secuencias no sustituidas de manosa, glucosa o xilosa con enlaces * *.":

B{1-4) que presentan forma de cinta con dobles hélices o agregados de las v

mismas. Estas redes mixtas también pueden fromarse por la unién de las = .
secuencias (1—4) a los polisacaridos de las capas externas de ciertas o
135

.
-
.

especies de Xanthomonas

Estos geles deben su estructura al entrecruzamiento de.
cadenas por asociaciones no covalentes siendo posible caracterizar estas
asociaciones por las propiedades de la interconversion sol-gel que involucra
su formacion y destruccion. Esta interconversion provoca cambios de
conformacion que influyen en la rotacion Optica y midiendo 1a misma puede
sequirse el procesol33.

En el caso de los galactomananos, se ha comprobado que
ninguno de ellos presenta cambios en la rotacion Optica que sugieran una
transicion de conformacidon cuando sus soluciones acuosas son calentadas y

enfriadasl34. Sin embargo, estos cambios si se producen cuando se les

adicionan polisacadridos ge]ificantesl34’l3s, sobre los cuales cumplen una
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sinergistica tal como se mencionara previamente.

Los reticulos originados en estos casos son capaces de
embeber gran cantidad de agua porque las cadenas son "solubles" aungue no
pueden pasar a solucion verdadera por estar unidas unas a otras en la red133.

Estas dos tendencias 1legan a un compromiso en un gel hinchado cuando la
induccion a la separacion de cadenas (por ejemplo, la presidn osmitica) es
baknceada por la resistencia elastica para continuar el hinchamient0133.

Se ha sugerido que esta interaccion puede ser dinémica142 ya que, a pesar
de formar parte de un gel mixto , no se observan cambios en la facilidad

de hidrglisis de los galactomananos con B-D—mananasaslogb, caracteristica

143

que ya habia sido sugerida por Deuel y Neukom para los sistemas galacto-

manano-borato.

Este comportamiento seria diferente al aceptado
comunmente para geles de polisacadridos cuyas "zonas de unidn" se considera
que presentan alta energia de activacidon para la disociac16n142.

Los efectos de envejecimiento que incluyen la sinéresis
podrian reflejar cierta formacion y ruptura de la trama del gel y seria,
tal vez incorrecto considerar cada "zona de uni6n" como permanente. Sin
embargo, el mismo fendmeno de sinéresis que exhiben muchos geles, especial-
mente cuando la concentracion del polisacarido es baja, es decir, 1la
pérdida espontanea de agua con contraccion del volumen del gel, es un
proceso espontaneo y constituye un pasaje a un estado mas estable, que no
ocurre hasta después de varias horas o dias. Esto indica que el equilibrio

144 significa que la

no se establece cuando el gel se forma y segun Rees
trama del gel no es una estructura dinamica continuamente rota y reformada,

sino que por el contrario habria una rdpida alteracidn hacia donde se
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encuentre el equilibrio real. Esto no restringe, sin embargo, el
movimiento rotacional y cierta traslacion restringiaa de segmentos del
polimero que no implique ruptura de "uniones".

En el caso de polisacdaridos como la agarosa, carrage-
nano o xanthan, que tienen conformaciones nativas rigidas, se ha conside-
rado que el hecho de que interactien sinergisticamente con cadenas no
sustituidas estiradas no debe resultar sorprendente dado que la pérdida de
entropia en la asociacion de moléculas rigidas es pequefa y puede ser
facilmente superada por interacciones entre cadenas energéticamente favorables.

Esto se halla en contraste con 1o que ocurre en el caso de polimeros
flexibles para los cuales la libertad conformacional en solucidn resulta una

barrera poderosa para la asociacion entre cadenasl45.

CONFORMACION DE GALACTOMANANOS EN SOLUCION

E1 enorme avance en los conocimientos sobre la
conformacion de hidratos de carbono que se acaba de resefiar, ha ocurrido en
los diez afos siguientes a los primeros andlisis de las propiedades de las

136 Yy han permitido,

soluciones de galactomananos realizados por Hui y Neukom
a mediados de la década del 70, comenzar a explicar el comportamiento de
este tipo de polisacdaridos.

En 1975 Mc Cleary y Matheson trabajando con galacto-
mananos de distintas fuentes ( Medicage sativa, Cyamopsis :ctragono..

Cerarzonis siliqua, Gleditsia trizcanthcs y Glyeire max. var. Lee)

encontraron que todos ellos se excluian de 1a Sepharosa 2B y de particulas
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de vidrio de poro controlado de hasta 2000 3146. Usando Merckogel SI

5000 R observaron que todas las muestras entraban en la malla del gel y los
volimenes de elucidon eran iguales en todos los casos.

En el caso del galactomanano de Cyamopsis

5 0° 136 y

tetragonolobus , que tiene un peso molecular de 2 x 10 a 2,5 x 1
en el cual 2/3 de 1a molécula tienen estructura de manano, wuna cadena
contendria aproximadamente 1000 unidades de anhidromanosa. Dado que para
ser retenido deberia tener un tamafo de 5000 A y que una unidad de anhidro-
manosa con enlaces B-(1—4) tiene una longitud aproximada de 5,2 R, los
autores consideraron que este polimero presenta, en solucidn acuosa, la
cadena central de manano en una conformacién totalmente extendida de tipo
"varilla". Esta conformacion ya habia sido predicha por Sundararajan y
Rao en 1970 en base a calculos te6ricole8.

Al analizar la actividad enzimdtica durante la
germinacion, Mc Cleary y Matheson, pudieron comprobar que en el caso de
los galactomananos de Cyamopsis tetragonolobus y Ceratonia siiiqua , €l
porcentaje de galactosa se va reduciendo en el transcurso de la misma146.

Esto les permitié, al medir la variacion de las propiedades en las
distintas etapas de la germinacion, comparar el comportamiento de muestras
con distinto contenido de galactosa y observaron que algunos de estos
galactomananos eran adsorbidos irreversiblemente sobre Sepharosa 2B y que la
cantidad adsorbida era inversamente proporcional al contenido de galactosa.

En el caso del galactomanano de Medicago sativa , se eluia el 60% del
material sembrado en la columna. Sin embargo, cuando era incubado

previamente con a-galactosidasa libre de mananasa, el porcentaje de material

unido aumentaba al 85%. Por otro lado, las fracciones eluidas mostraban
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Jna relacion Man:Gal similar a la de la muestra de partida indicando gque la
adsorcidn diferencial de una muestra no se debia a la separacidn de

moléculas mds o menos sustituidas por galactosa. Los autores plantearon

la posibilidad de que las moléculas unidas presenten secciones no sustituidas
debido a una distribucidn despareja de las cadenas laterales. Estas
suposiciones fueron corroboradas por medidas de viscosidad que indicaron

solo cambios menores para los galactomananos residuales a medida que
transcurria la germinaciodn. En todos los casos los valores de viscosidad
resultaron altos (aproximadamente 1000 mi/g) lo que indicaria que, en

solucion acuosa, las muestras presentan una conformacion extendida146.

Como se menciond en el Capitulo III, Mc Cleary y

142 estudiaron también el efecto del contenido de galactosa en

colaboradores
la solubilidad y comportamiento de interaccion con otros polisacdridos de

los galactomananos de Cyamopsis tetragonolobus Yy Ceratonia siliqua . Al
someter las muestras a hidr6lisis durante 2 h con a-D-galactosidasa,Mc Cleary
y colaboradores, pudieron eliminar prdacticamente la totalidad de los
residuos de galactosa obteniendo una muy leve disminucidn de la viscosidad

de las so]ucionesl42‘ Los autores atribuyeron este decrecimiento a la
alineacion de las cadenas de manano que pueden llegar a formar en 4 a 5 h
particulas lo suficientemente grandes como para ser visibles, con 1o que la
solucion se vuelve turbia y en una hora mas se separa un precipitado.

142 observaron que la precipitacidn

Estos mismos autores
no sélo depende del tiempo sino también de la concentracidon de galactomanano
y ademds, independientemente de la concentracidon de la enzima usada, no se

producen cambios detectables en la viscosidad hasta que se remueve una gran
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parte de la galactosa original ( en el caso del galactomanano de Cyamopsis
tetragonolobus » €l contenido de galactosa debe variar de 38% a menos del
11%). En todos los casos el contenido de galactosa del material precipi-
tado resultd de aproximadamente un 1%. Los galactomananos obtenidos por
remocion de la galactosa del galactomanano de Cyamopsis tetragonolobus
presentaban valores mayores de viscosidad l1imite y curvas de viscosidad mas
empinadas. Sin embargo, cuando graficaron las curvas de viscosidad contra
la concentracion de la cadena central de manano en estos polimeros,
obtuvieron una sola curva, que resultd independiente del contenido de
galactosa. Esto indico que la viscosidad de las soluciones de galactoma-
nanos depende totalmente de la naturaleza de la cadena central. Los
autores consideraron que si bien las cadenas laterales de galactosa juegan

un rol importante en la determinacion de la facilidad con la cual se disuelven
los galactomananos, no afectan el grado de interaccidn entre las moléculas
de los mismos en solucidén diluida ni presentan efectos sobre la conformacidn
de las moléculas de galactomanano en so]uci6n142.

Al analizar las propiedades de las soluciones de
galactomananos modificados con a-D-galactosidasa, encontraron que a concen-
traciones de 0,4% ( peso/volumen), los galactomananos con 25 a 38% de
D-galactosa no mostraban tendencia hacia la formacién o retrogradacion de
geles al permanecer a 4°. Sin embargo, aquellos que contienen entre 15
y 20% de D-galactosa forman geles al permanecer a 4° durante 15 dias, y en
los 45 dias siguientes estos geles retrogradan originandose una solucidn
opaca. Por otro lado, las soluciones de galactomananos que contienen
menos de 10% de D-galactosa son inestables tanto a 30° como a 4°, separan-

dose rapidamente un precipitado de tipo mananol42.
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Mc Cleary y sus colaboradores consideraron en ese

momentol42

que la formacidn y retrogradacion de geles se debia a las asocia-
ciones no covalentes entre secciones de los galactomananos no sustituidas

por galactosa, y que la extensidn de esta interaccidon depende del contenido
de D-galactosa de la muestra, es decir: aquellas que contienen entre 25% y
38% no presentan regiones apreciables gque puedan entrar en este tipo de
asociacion, mientras que las que contienen entre 15 y 20% interactdan para
formar una red tridimensional, que es mantenida en solucidn por las regiones
ricas en galactosa, que son no interactuantes. Finalmente los galacto-
mananos con un contenido de galactosa menor del 10% forman precipitados
insolubles ya que no poseen la cantidad suficiente de galactosa para mantener
el agregado en soluciodn.

En 1976, cuando Dea, Morris, Rees y co]aboradores145
estudiaron la formacion de geles mixtos entre galactomananos y polisacdrido
de Xanthomonas , propusieron que €stos presentaban dos caracteristicas:

a) las uniones entre cadenas formadas por la asociacion de segmentos largos,
estructural y conformacionalmente regulares, como en el estado s6lido, y

b) regiones no asociadas, conformacionalmente irregulares y muy hidratadas
que sirven para solubilizar el reticulo. Esto sugiere, como requerimiento
critico para un material gelificante, el tener suficiente flexibilidad e
irregularidad estructural para evitar una asociacion completa que de lugar

a la precipitacion, asi como la suficiente rigidez y regularidad para

formar una unién entre cadenas lo suficientemente estable. Fuera de estos

l1imites, las interacciones entre polimeros se detectarian como simple

aumento de la viscosidad de las soluciones.
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Como es sabido, 1la asociacidén entre cadenas de
polisacaridos puede ser promovida de diversos modos: i) bajando la actividad
de agua por adicion de una molécula hidrofilica de bajo peso molecular que
se una al agua compitiendo con el polimero, ii) disminuyendo las repulsiones
entre cadenas, como por ejemplo en el caso de polisacdridos acidicos
mediante la disminucidn del pH para suprimir la ionizacidn, o bien
iii) usando ciclos de congelamiento-descongelamiento. Al congelar una
solucidn de un polisacdrido, 1a formacion de hielo aumenta progresivamente
la concentracion de polimero efectiva en la solucion residual no congelada,
con la consecuente promocidn de asociacionesl47. Las uniones entre cadenas
asi promovidas se disocian normalmente al descongelar la solucidn. Sin
embargo, donde la barrera para la asociacidn espontdnea es cinética y no
termodinamica, 1las asociaciones originadas pueden persistir.

Este Gltimo método fue el elegido por Dea, Morris, Rees

145 para analizar la forma de asociacion de las cadenas de

y colaboradores
galactomananos entre si. Eligieron galactomananos con diferentes
relaciones Man:Gal: el de Ceratonia siliqua ( relacion Man:Gal 3,5:1,0) que
hasta ese momento se consideraba formado por grandes bloques de residuos de
manosa sustituidos ( "regiones pilosas") alternados por grandes blogues de
residuos no sustituidos ( "regiones lisas") (Fig.5.13,a); el de Caesalpinia
spinosa ( relacion Man:Gal 3,0:1,0) del que no se disponian datos
estructurales pero que se comportaba en forma similar a las fracciones del
galactomanano de Cerctonia siliqua, de mayor contenido en galactosa, 10 que
indicaria una estructura en bloques y el de Cyamcpsis tetragorciobus

( relacidn Man:Gal~2,0:1,0) que de acuerdo con los datos de oxidacidn con

periodato presentaba una estructura regular y alternada, 1o que sugeriria
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Fig.5.13.a) Galactomanano con estructura en bloques. La cadena central
se muestra en la conformacidn bidimensional regular del estado
sdlido. b) Estructura alternativa para galactomananos con
relacidén Man:Gal cercana a 1,0:1,0. Al adoptar la cadena
central la conformacidn bidimensional tipica del estado sdlido,
deja las cadenas laterales de galactosa de un lado de la cadena

central.

segun los autores que, en estado s6lido, adopta una conformacidn
bidimensional regular en la cual todas las cadenas laterales de galactosa se
encuentran del mismo lado de la cadena central originandose "lados lisos" y
"lados pilosos" (Fig.5.13,b).

Al realizar un tratamiento de congelado y descongelado
sucesivo durante 24 h de soluciones del galactomanano de Cyamopstis
tetragonolobus ( relacion Man:Gal 2,0:1,0), no observaron evidencias de
asociacion, mientras que el de Caesalpinia spincsa ( relacidon Man:Gal
3,0:1,0), en concentraciones del 75% o mas, formaba geles débiles que
retrogradaban al calentarlos a 30°, y en el caso del galactomanano de
Ceratonia siliqua ( relacidn Man:Gal 3,5:1,0) se originaba un gel débil

pero cohesivo a concentraciones de s6lo 0,5%.
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El congelado y descongelado de geles de galactomananos
no presentd un punto real de fusion, pero al calentarlos observaron que se
perdia la integridad estructural del mismo en un rango muy estrecho de
temperatura dando una suspension de trozos de gel. En el caso de geles de
Ceratonia siliqua al 1%, 1la ruptura se produce entre los 64 y 67°, para
geles al 0,75% entre 60 y 65°, y para geles al 0,5% entre 50 y 55°. En
concentraciones de 0,25%, al realizarse ciclos de congelado y descongelado,
la asociacion se limita a 1a formacion de particulas de gel.

Un tratamiento de este tipo de una preparacion de
galactomanano de Ceratonia siliqua soluble en agua caliente pero muy poco
soluble en agua fria, cuya relacion Man:Gal es de aproximadamente 4,5:1,0,
rindid geles gomosos, extremadamente firmes, que a mayores concentraciones
s6lo pudieron ser rotos por tratamiento con autoc]ave145. Ademas, una
solucion al 2% guardada a temperatura ambiente desarrolla la estructura
reticular gradualmente hasta que, después de 3 dias se forma un gel cohesivo.

Este proceso es acompaihado de un cambio gradual en la rotacidn dptica,
1o que indica que ocurren cambios en la cadena central del polimero.

Los mismos autores demostraron, ademds, que estos
geles de galactomananos son inestables y un segundo ciclo de congelamiento
y descongelamiento puede llevar a la pérdida de 50% de su contenido acuoso
por sinéresisl46.

También intentaron hallar 1a correlacidn entre la
composicion de los galactomananos y sus propiedades, induciendo la asocia-
cion intermolecular por disminucidn de 1a actividad de agua. Encontraron
que en solucidon acuosa de etilenglicol al 50%, el galactomanano de

Ceratonia siliqua forma geles muy débiles pero cohesivos a concentraciones
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Fig.5.l4.Estructura propuesta para un gel de galactomanano. Las regiones
de la cadena central no sustituidas estin asociadas como en el
estado s6lido para formar uniones entre cadenas, mientras que las
zonas sustituidas se encuentran altamente hidratadas, como en
solucidén, y previenen la precipitacidn.

inferiores a 0,2%, mientras el de Caesalpinia spinosa requiere una
concentracion de 0,5% para gelificar, y el de Cyamopsis tetragonolobus
precipita. A mayores concentraciones tanto los galactomananos de
Ceratonia siliqua como de Caesalpinia spinosa dan geles firmes, siendo
el primero el de mayor fuerza.

En base a estas evidencias Morris, Rees y colaborado-
res145 propusieron un modelo para la estructura de los geles de galacto-
mananos, en el cual la asociacidn entre las cadenas se da por la agregacion
de regiones " lisas" de manano de conformacidn regular de tipo "cinta" con

regiones "pilosas" que sirven para solubilizar el reticulo (Fig. 5.14.).
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Como también se menciond en el Capitulo III, Mc Cleary

106 un profundo estudio sobre el modo de accion de tres a-D-galacto-

realizé
sidasas y una B-D-mananasa sobre D-galacto-D-mananos con el objeto de obtener
informacion sobre su estructura fina y relacionar los resultados con su
interaccion gelificante con el polisacdrido de Xanthomonas. Probl que los
oligosacdridos producidos por hidrélisis con Driselasa ( una B-D-mananasa)
del galactomanano de Ceratonia siliqua y otros, de similares relaciones
Man:Gal, incluian cantidades altas de mao-oOligosacaridos, 1lo cual indica
que los residuos de galactosa estdan distribuidos al azar en estas muestras

a diferencia de los trabajos anteriores que habian informado que se disponian
en bloques a 1o largo de la cadena centra]98’101.

En el caso del galactomanano de Leucaena leucocephalz

el producto mayoritario de la hidrdlisis con B-D-mananasa resultd ser

Gal — Man Por 1o tanto como es muy poco probable que se produzca

5
rotacidn alrededor de la union glicosidica Man — Man debido al impedimento
estérico, todos los grupos D-galactosilo en estas secciones deben estar
localizados de un lado de la cadena central.

En el caso del galactomanano de Cyamopsis

tetragonolobus , para el cual se habia propuesto una distribucion uniforme

de los residuos de galactosa72’110, probd que la distribucidn es entre

irregular y al azar ya que se hidroliza s6lo un 6% del material, y al ser

106

tratado con B-D-mananasa se obtienen niveles bajos pero detectables de

manobiosa, manotriosa y de estos oligosacdridos sustituidos por galactosa.

Al probar las interacciones de estos galactomananos con

106 obtuvo resultados que concor-

145,148

el polisacarido de Xanthomonas, Mc Cleary

daban con los reportados previamente por Morris, Rees y colaboradores



112

a excepcion del grado de interaccidn hallado para el producto de Leucaena
leucocephala que resultd superior al que podria esperarse en base a su
contenido de galactosa. E1 galactomanano de Leucaena leucocephala €n una
concentracion del 0,1% ( peso/volumen ), interacciona con el polisacdrido
de Yanthomonas €n una extensidon equivalente a 1a del galactomanano de
Ceratonia siliqua €n una concentracidn 0,04% ( peso/volumen ), teniendo
un contenido de galactosa del 38% y 23%, respectivamente. Los productos
de hidrolisis de este galactomanano con p-D-mananasa, y los bajos niveles
de manobiosa y manotriosa unidos a 10s altos niveles de Gal —-Man2 antes
mencionados, indican que no presenta largas secciones de residuos de manosa
no sustitufdos adyacentes. Esto indica que estas regiones lisas no
resultan imprescindibles para la interaccion con el polisacdarido de
Xanthomonas Yy que la interaccion puede efectuarse a través de las regiones
sustituidas en las cuales los residuos laterales de D-galactosa se encuentran
hacia el mismo lado de la cadena central.

Esto también explica la interaccion baja pero signifi-
cativa del galactomanano de Cyamopsis tetragonolobus con el polisacarido de
Xanthomonas » €l cual, por los datos antes mencionados, no puede

presentar largas zonas sin sustituir (Fig. 5.15.).

Mc Cleary comprobé, ademds, que el tratamiento de las
soluciones de goma de Xanthomonas —galactomanano con B-D-mananasa causa un
rapido decrecimiento en la viscosidad, 1o que indica que la longitud de la
cadena del galactomanano es critica en la formacidn de 1a red

tridimensional del gellos.
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Fig.5.15.Requerimientos estructurales propuestos para la interaccidn entre
D-galacto-D-mananos y otf polisacaridos: a) modelo propuesto

por Morris, Rees y col. para la interaccidn entre cadenas de
polisacdrido de Xanthomonas ( X ) galactomanano ( G ).
b) Modelo propuesto por Mc Cleary para la interaccidn entre

cadenas del polisacdrido de Xanthomonas ( X ) y galactomananos
(L) con alto contenido de galactosa.



CAPITULO VI

DESCRIPCION DE LOS

RESULTADOS OBTENIDOS
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MATERIAL EMPLEADO

Las semillas de Gleditsia triacanthos (ver Fig. 1.2.)
se separaron en sus tres partes: embrion, endosperma y testa, en la forma
descripta en la Parte Experimental. E1 trabajo posterior se desarrolld

sobre el endosperma.

EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO DE LOS GALACTOMANANOS

E1 endosperma fue extraido en forma secuencial y
exhaustiva con agua a temperatura ambiente, a 50° y a 95° (Fig. 6.1.).

Se obtuvieron altos rendimientos en las dos primeras extracciones: 33,8%
y 31,0%, respectivamente y sO6lo una pequefia cantidad de material (3,5%) se
solubilizd a 95°. E1 material insoluble remanente se sometié a extraccio-
nes mas drasticas que se detallan luego.

Cuando los extractos fueron concentrados hasta una
concentracion final similar de galactomananos y luego fraccionados por una
adicion paulatina de etanol en etapas, se obtuvo un comportamiento de
precipitacidon diferente para cada extraccion (Fig. 6.2. a 6.6.). 85,5% del
galactomanano extraido a temperatura ambiente precipitd en el intervalo de
concentraciones de etanol entre 38% y 50%, con precipitaciones menores a
ambos lados de este rango (}imites maximos 35-55%); 1las fracciones Gm laGm 5
(Tabla 6.1., Fig. 6.2.) fueron separadas arbitrariamente (Grupo A de

galactomananos).



ENDOSPERMA MOLIDO
(10 a 50 g)

agua (1 a 5 1) a temperatura ambiente

(3 veces)
N R
Extracto temperatura Residuo temperatura
ambiente ambiente

agua (1 a51)a50°

v N2
Extracto 50°(1) Residuo 50°(1)

agua (1 ab51)as0°

¥ ¥
Extracto 50°(2) Residuo 50°(2)

agua (1 a51)a50°

N NE
Extracto 50°(3) Residuo 50°(3)
agua (1 a51)auys°
(2 veces)
Extracto 95° Residuo 95°

Residuo agotado por
extracciones acuosas

Fig. 6.1. Esquema de las extracciones acuosas del endosperma de la semilla
de Gleditsia triacanthos.

La extraccion del residuo remanente fue llevada a cabo
a 50°, en tres etapas, y los extractos fueron trabajados separadamente
(Figs.6.3.a 6.5). 79% del galactomanano obtenido en la primera extraccidn

precipité entre 35 y 40% de concentracidn de etanol(fraccidon Gm 7, Tabla 6.1.),
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mientras que s0lo se obtuvieron pequefios precipitados aislados para concen-

traciones de etanol entre 25-30% y 45-50%,fracciones Gm 6.y Gm 8,respectivamente.

Las fracciones Gm 6, 7 y 8 constituyen el Grupo B de galactomananos (Tabla
6.1.) Los galactomananos obtenidos en la segunda extraccidon precipitaron
en un rango de concentraciones de etanol mucho mas amplio (20-40%) y fueron
fraccionados arbitrariamente (fracciones Gm9 a 12, Grupo C de galactomananos,
Tabla 6.1.). E1 tercer extracto de 50°no rindid producto precipitable
(Fig. 6.5.). Finalmente, el extracto obtenido a 95° dio dos pequerios
precipitados aislados a intervalos de concentraciones de etanol del 30-40%

y 45-50%, respectivamente (fracciones Gm 13 y Gm 14, Fig. 6.6.,Grupo D de

galactomananos, Tabla 6.1.).

Extracto temperatura
ambiente

Etanol hasta conc.35%

comienza la precipitacidn

Etanol hasta conc.38%

| — 1
Precipitado Sobrenadante
* lEtanol hasta conc.45%

Preci{)itado Sobrenadante
IEtanol hasta conc.50%

r 1
Precipitado Sobrenadante
lEtanol hasta conc.557%

Precill)itado Sobrejnadante
m Etanol hasta conc.69%

no hay precipitacidn

Etanol hasta conc.70%

comienza la precipitacifn

Etanol hasta conc.75%

Preciéitado Sobre;xadante
lEtanol hasta conc.85%

no hay precipitacidn

Fig. 6.2. Fraccidn soluble en etanol 85"/.
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Extracto 50°(1)

Etanol hasta conc.25%

comienza la precipitacidn

Etanol hasta conc.30%

Precigitado Sobrenadante
Etanol hasta conc.347

no hay precipitacidn
Etanol hasta conc.357%

comienza la precipitacidn

Etanol hasta conc.407%

Precifitado Sobreﬁadante
h Etanol hasta conc.44%

no hay precipitacidén

Etanol hasta conc.45%
comienza la precipitacidn

Etanol hasta conc.50%

Precifitado Sobrehadante
h lEtanol hasta conc.85%

no hay pfecipitacién

Fraccidn soluble en etanol 85%— S50 1

Fig. 6.3.

Extracto 50°(2)

Etanol hasta conc.207%

comienza la precipitacidn

Etanol hasta conc.25%

PreciBitado Sobrenbdante
Etanol hasta conc.30%

Precifitado Sobrenadante
h lEtanol hasta conc.35%

Precibitado Sobrenadante
lr:tanol hasta conc.407%
L !
Precipitado Sobrenadante

Etanol hasta conc.85%

no hay precipitacién

Fraccidn soluble en etanol 85Y% — S50

Fig. 6.4.
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Extracto 50°(3)
[Etanol hasta conc.30%:"

opalescencia
Etanol hasta conc.857

no hay precipitacidn

Fraccidn soluble en etanol 85% S50 3

Fig. 6.5.

Extracto 95°

Etanol hasta conc.30%
comienza la precipitacidn

Etanol hasta conc.407%

Precigitado Sobrehadante
- Etanol hasta conc.44%
no hay precipitacién
Etanol hasta conc.45%

comienza la precipitacidn

Etanol hasta conc.50%

N )
Precipitado Sobrenadante

Etanol hasta conc.85%

no hay precipitacidn

Fraccidn soluble en etanol 85%— S

95

Fig. 6.6.

Parte del endosperma soluble en agua resultd soluble
en etanol 85% (13,2% del endosperma: 4,8%, 7,6% y 0,8%, respectivamente
para cada extraccion). Estos productos no son galactomananos clasicos y

su andlisis sera comentado mas adelante.

En 1a Tabla 8.1. se indica la nomenclatura de los
productos resultantes del fraccionamiento de cada uno de los extractos

obtenidos,



TABLA 6.1.

Rendimientos y propiedades de los galactomananos obtenidos por fraccionamiento
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de los galactomananos solubles en agua del endosperma de la semilla de

Gleditsia triacanthosa.

Mzs b
Fraccion Etanol Rend. Rel. D G.P.
%(v/v) % Man:Gal agua NaCl 0,1M urea 7M
(°)
Grupo A
1 35-38 2,2 2,5 +49,6(40) +30,0(15) +25,4(49) 80
2 38-45 10,6 2,0 +41,6(28) +30,0(7) +27,9(63) 59
3 45-50 18,3 2,0 +33,8(9) +30,8(11) +34,4(-) 60
4 50-55 2,4 2,0 +30,6(-) +35,6(3) +34,6(-) 100
5 70-75 0,3 2,4 +45,1(10) +40,6(10) +36,4(19) 62
Grupo B
6 25-30 3,0 3,3 +28,2(16) +23,6(29) +16,8(40) -
7 35-40 15,6 3,1 +38,6(25) +29,1(54) +13,5(65) 79
8 45-50 1,2 2,9 +41,2(30) +28,9(62) +11,1(73) 68
Grupo C
9 20-25 3,1 4,1 +28,8(24) +21,9C(92) +1,8(94) 139
10 25-30 1,9 4,2 +23,1(1) +22,8%(31) +4,4(81) 127
11 30-35 2,8 4,2 +21,8(6) +20,4c(92) +1,6(93) 159
12 35-40 3,4 4,2 +14,4(9) +13,1(52) +6,3(56) 144
Grupo D
13 30-40 1,9 3,4 +28,4(22) +22,3(-) +22,5(21) 71
14 45-50 1,6 3,2 +29,3(8) +26,9(14) +23,7(19) 87

aLa forma de obtencidn de las distintas fracciones se detalla en el texto.
Las rotaciones Jpticas se determinaron en soluciones diluidas(0,05-0,35%)
como se detalla en la Parte Experimental. Los porcentajes de disminucidn
de la rotacidn Sptica al pasar de un solvente a otro se indican entre
paréntesis; el {ltimo paréntesis corresponde al cambio al pasar de agua a
urea 7M. Entre el 30 y 45% de la fraccidn resultd insoluble en NaCl 0,1M
las rotaciones se calcularon considerando el galactomanano soluble.
Determinado en base al contenido en manosa terminal no reductora (ver el

texto) .



dificil de reproducir como puede observarse en la Tabla 6.2.

TABLA 6.2.
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E1 comportamiento de extraccidn y precipitacién resultd

Rendimientos obtenidos en cuatro procedimientos distintos de extraccidn y

precipitacion realizados sobre el endosperma de la semilla de Gleditsia

triacanthosa.
Extracciones
1 2 3 4
Endosperma de partida (g) 9,50 14,25 9,50 19,50
Etanol Rendimientos
FRACCION (%) (%)
Grupo A Grupo A total
1 35-38 2,2 1,3 1,5 37,8
2 38-45 10,6 4,0 8,7
3 45-50 18,3 6,1 14,3
4 50-55 2,4 3,2 1,0
5 70-75 0,3 0,2 0,3
S sol. 85% 4,8 15,8 14,0 4,4
Grupo B Grupos B + C Grupos B + C total
6 25-30 3,0 0,5 6,4 6,5
7 35-40 15,6 5,8 8,0
8 45-50 1,2 0,1 10,2
S sol. 857 S total
50.1 4,0 8,6 20 6,0 1,0
Grupo C
9 20-25 3,1
10 25-30 1,9
11 30-35 2,8
12 35-40 3,4
S sol. 85% 2,9
50.2 ,,
550‘3 sol. 85% 0,7
Grupo D Grupo D total
13 30-40 1,9 2,9 1,5 15,0
14 45-50 1,6 4,4 0,2
895 sol. 85% 0,8 0,2 1,1 1,0

a . .. ..
Como puede verse no se realizd el esquema completo de precipitacidn en

todas las extracciones.

En las extracciones 2,

con los extractos de 50° combinados.

3 y 4 se trabaj6é ademis
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CARACTERIZACION DE LOS GALACTOMANANOS

Propiedades generales

Se realizaron los espectros infrarrojos de galacto-
mananos correspondientes a las distintas etapas de extraccidon (Gmn 3, Grupo A;
Gm 7, Grupo B; Gm 12, Grupo C y Gm 13, Grupo D) resultando similares

entre si y similares a 1os obtenidos anteriormente para el galactomanano

0°63

extraido de 1a misma semilla con agua a 5 » Yy para el galactomanano de

Gleditsia amorphoides46. En la Fig. 6.7. se presenta el espectro infrarrojo

de la fraccion Gm 3 como ejemplo.

Los espectros obtenidos presentan bandas de absorcion

1

a 810-815 y 870-875 cm = (Fig. 6.7) que si bien hasta hace poco eran

asignadas a la presencia de residuos de galactopiranosa con unidn a y de

manopiranosa con unién B, respectivamente149’150, se ha encontrado mas

151

recientemente que estas bandas aparecen en los espectros de mano-oligosa-

caridos. Es razonable entonces considerar que ambas se originan en las

1 corresponde a la vibracidon de

unidades de D-manosa: la banda a 810-815 cm”
estiramiento simétrico del anillo de B-D-manopiranosa mientras que la ae
870-875 cm'1 ha sido asignada a la deformacidon del enlace ecuatorial C-2—H

de las mismas unidades.

E1 grado de polimerizacion de la muestra mayoritaria
(Gm 3, Grupo A) fue determinado quimicamente midiendo el formaldehido
producido al oxidar 1a muestra, previamente reducida con borohidruro ae

sodio, con periodato. Se obtuvo un valor de 112 (PMn= 18.100) si se

considera que se producen 2 moles de formaldehido por mol de polisacarido
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(ya que el grupo terminal debe estar unido por 0-4 si el producto responde
a la estructura general aceptada para este tipo de polisacaridos, ver
Capitulo III) y que la unidad terminal no estd sustituida en el 0-6. Se
considerd, ademds, el peso molecular de la unidad anhidro promedio, 162,
valor que se calculd conociendo la composicidon del polisacdrido y tomando
los pesos moleculares de cada monosacarido anhidro como se detalla en la
Parte Experimental.

E1 valor de G.P. obtenido concuerda con los encontrados
aplicando el mismo método para el galactomanano extraido directamente a 50°
de la semilla entera de Gieditsia triacanthos(llo-lzo)63 , y con el corres-
pondiente al galactomanano obtenido por extraccién a 60° de la semilla de

Gleditsia amorphoides (116)%°.

T 2 T | 100
-
|-
| l | 1 l I 0
4000 3000 2500 2000 1500 1000 900 800

Fig. 6.7 Espectro infrarrojo del galactomanano Gm 3 en film.
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Composicidn en monosacdridos

La determinacion del contenido en azicares totales (ver
Parte Experimental) dio valores entre 99 y 100% para todas las fracciones de
galactomananos.

Al analizar la composicion en monosacdridos de las 14
fracciones de galactomananos por cromatografia gas-liquido de los acetatos
de alditoles obtenidos de sus productos de hidr6lisis completa (ver Parte
Experimental), se obtuvieron resultados concordantes con 1o esperado:
manosa y galactosa son los monosacaridos mayoritarios (Tabla 6.3.).

Los resultados dados en la Tabla 6.1. muestran que la
relacion Man:Gal es la misma para las fracciones del mismo grupo: 2,0-2,5
para el Grupo A, 2,9-3,3 para el Grupo B, 4,1-4,2 para el Grupo C, y
3,2-3,4 para el Grupo D. E1 aumento de la relacion Man:Gal en los tres
primeros casos esta de acuerdo con las condiciones cada vez mas rigurosas de
extraccion, pero l1lama la atencidn que las pequefias cantidades de galacto-
mananos solubilizadas a 95° tengan 1a misma relacidon Man:Gal que los galacto-
mananos obtenidos en la primera extraccion a 50°.

E1 analisis de los monosacaridos componentes de las
fracciones de galactomananos obtenidas por cromatografia sobre geles
(Sephadex G-100 en urea 7M) de la fraccion Gm 1 (ver pag.132 y Fig.6.9)mostré
una relacion Man:Gal de 1,7, 2,3 y 1,8 para las subfracciones la, 1b y lc,
respectivamente (Tabla 6.3).Este resultado jndica que la relacién Man:Gal en
la fraccion Gm 1 (2,5, Tabla 6.1.) no es un valor promedio y muestra que
este polisacarido exhibe un estrecno rango de distribucidn de su composicidn

en monosacdaridos.
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TABLA 6.3.

Composicion de las fracciones de ga]actomananosa.

b Monosacaridos L
FRACCION Proteina
Ara Xil Man Gal .
(%)

Grupo A

1 5,4 1,0 66,5 26,1 2,9

2 1,3 6,5 59,8 32,4 1,1

3 1,7 4,5 62,8 30,9 1,3

4 1,8 0,7 65,2 31,9 0,9

5 2,3 0,6 68,0 28,8 1,5
Grupo B

6 3,0 0,6 73,3 22,3 1,9

7 2,2 2,4 71,8 23,5 1,3

8 3,1 - 65,3 22,6 1,2
Grupo C

9 3,1 - 78,0 18,9 1,3

10 2,6 0,2 17,2 18,1 N.d.

11 3,6 0,7 77,0 18,2 0,7

12 1,5 0,4 68,9 16,5 N.d.
Grupo D

13 4,0 0,3 73,7 21,9 N.d.

14 4,5 6,0 68,3 21,2 1,5

la 1,6 1,5 60,0 36,0(1,7)¢ N.d.

1b 2,9 0,3 66,7 29,4(2,3) N.d.

1c 1,6 2,8 62,4  33,3(1,8)¢ N.d.
3La composicidn en monosacidridos estd expresada en moles%. bLas fracciones

Gm 1,8, 11 y 13 contienen vestigios de fucosa y las fracciones Gm 4,11 y 12
muestran pequenias cantidades de N-acetil-glucosamina (0,4%,0,2% y 0,87% res-
pectivamente), Se detectd glucosa en las fracciones Gm8,10 y 12 (7,6%,

1,5% y 11,7%, respectivamente). Las fracciones la, 1lb y lc fueron
obtenidas a partir de la fraccidn Gm 1 por cromatografia sobre Sephadex G-100,
usando urea 7M como eluyente. N.d.=no determinado. Rel. Man:Gal.
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Como se observa en la Tabla 6.3. , se detectaron canti-
dades pequefias pero significativas de arabinosa, xilosa y fucosa en la
mayoria de las fracciones. En el caso de las muestras Gm 8, Gm 10 y
Gm 12 se pudo verificar la existencia de un pequefio porcentaje de glucosa.

Estos componentes minoritarios también aparecen en las subfracciones
aisladas a partir de la fraccién Gm 1 por cromatografia sobre Sephadex G-100
usando urea 7M como solvente de elucién (ver Tabla 6.6.). Por otro lado,
xilosa, arabinosa y fucosa se recuperaron totalmente cuando la fraccidn
Gm 3 fue sometida a cromatografia de intercambio anidonico sobre DEAE-Sephadex

A-50 (Tabla 6.4.).

TABLA 6.4.
Composicién en monosacdridos de la fraccion Gm 3 antes y después de su
pasaje a través de DEAE-Sephadex A-50(moles %)a.
Monosacdaridos
FRACCION Fuc Ara Xil Man Gal
Gm 3 0,5 3,5 0,8 64,8 30,4
Gm 3-DEAE 0,6 3,6 0,6 66,0 29,2

aLas composiciones fueron determinadas por cromatografia gas-liquido de los
acetatos de alditoles obtenidos después de realizar la hidrdlisis completa
de las muestras(ver Parte Experimental).

Cuando la fraccion mayoritaria,Gm 3 (Grupo A) fue
analizada antes y después de su pasaje por la resina anidnica previa separa-
cién de las aldosas y los dcidos urénicos del hidrolizado, se verificd que

estos Gltimos no estdn presentes en la muestra.
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Mediante cromatografia gas-liquido de los metilglicdsidos

sililados (ver Parte Experimental) se pudo detectar la presencia de pequefas

cantidades de hexosaminas en las fracciones Gm 4, Gm 11 y Gm 12 (Tabla 6.3.).

Proteina asociada a los galactomananos

Todas las fracciones contienen pequefas cantidades de
proteina (0,7-2,9%, Tabla 6.3.), que no pudo ser removida por cromatografia
sobre Sephadex G-100 con eluyentes caotrdpicos y que, de acuerdo con datos

152 tampoco es eliminada por cromatografia de intercambio anidnico

anteriores
sobre DEAE Sephadex A-50.

La composicion en aminoacidos de la proteina asociada se
muestra en la Tabla 6.5. Asparagina/acido aspartico, serina y glutamina/
dcido glutamico son los constituyentes mayoritarios y representan, junto
con cantidades variables de algunos otros aminoacidos, alrededor del 50% de
la proteina.

E1 dosaje de hidroxiprolina realizado sobre una muestra
de galactomanano total, Gm T (precipitado por adicion de etanol hasta con-
centracion del 85% v/v de un extracto acuoso obtenido directamente a 95°)
dio resultado negativo.

E1 galactomanano total fue sometido a tratamiento
alcalino con el objeto de verificar si presentaba enlaces 0-glicosidicos
entre el hidroxilo hemiacetdlico de un monosacarido y el grupo alcohdlico
de la serina o treonina presentes en su porcidn proteica. E1l tratamiento
alcalino provoca una reaccion de B-eliminacion conduciendo a la formacién de

unidades 2-aminoacrilicas y 2-aminocrotdénicas, respectivamente.
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para una solucidn patzgn de L-tirosina . C) Curvas de }gﬁ
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Los péptidos que contienen estos grupos absorben en la region ultravio-
leta, el primero presenta un maximo de absorcion a 240 nm y el dltimo tiene
una absorcidén generalizada (Fig. 6.8,C). Al medir el aumento de absorcidn
a 240 nm es posible entonces, visualizar la destruccion del enlace polisaca-
rido-proteina.

La absorbancia a esta longitud de onda de una solucion
de Gn T en hidroxido de sodio 0,1N, se mantuvo constante durante 240 h
(Fig. 6.8,A). Dado que la muestra contiene aminodcidos que absorben en la
zona de medicidon (tirosina, fenilalanina), paralelamente se sometid al
mismo procedimiento a una solucidn de L-tirosina en hidrdéxido de sodio 0,1N,
no observandose variaciones en su espectro (Fig. 6.8,B).

Estos resultados indican que es muy poco probable la

existencia de este tipo de unidon entre la parte proteica y el polisacdrido.

Propiedades fisicoquimicas

Rotacion optica

Todas las fracciones resultaron solubles en agua, en
cloruro de sodio 0,1M (excepto las fracciones Gm 9, Gmn 10 y Gm 11) y en
urea 7M. La facilidad de disolucion aumenta con el aumento del poder
caotrdpico del solvente.

Se determinaron 1os poderes rotatorios de soluciones
diluidas (0,05-0,35%) de cada uno de los galactomananos obtenidos en los tres
solventes mencionados (Tabla 6.1.), y se encontré que es posible trazar

varias relaciones entre las rotaciones 6pticas y algunos pardmetros como:
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(a) las rotaciones en agua disminuyen a 1o largo de la secuencia de
extracciones, con excepcion de los galactomananos extraidos a 95° (Grupo D)
cuyas rotaciones estdan en el rango de aquellas obtenidas en la primera
extraccion a 50° (Grupo B); (b) galactomananos con valores similares de
relacion Man:Gal presentan diferentes valores de rotacidon Gptica; (c) se
observa una relacién directa para los productos de cada extraccion (nueva-
mente los galactomananos extraidos a 95° constituyen una excepcion) entre las
rotaciones Opticas en agua y el rango de precipitacidon en etanol-agua.

Para las fracciones de los Grupos A y C las rotaciones Opticas disminuyen en
los productos mas solubles (no en la fraccion Gm 5), mientras para las del
Grupo B aumenta en esa direccion; (d) en todos los casos la rotacidn
optica muestra una disminucion con el aumento del poder caotrdpico del
solvente (no en las fracciones Gmn 3 y Gm 4, que no exhiben ningin cambio).

Para las fracciones del Grupo A, las rotaciones de Gn 1 y Gm 2 son
significativamente menores (30-40%) en cloruro de sodio 0,1M que en agua,
pero se observa muy poca diferencia al pasar de cloruro de sodio 0,1M a urea
7M. Para las fracciones del Grupo B 1a disminucidn resulta significativa
en ambos medios pero mayor en el segundo (16-30% y 29-62%, respectivamente).

Para las fracciones del Grupo C no se observa disminucién en la rotacidn
en cloruro de sodio 0,1M (a excepcion de la fraccién Gm 9), pero existe un
cambio significativo cuando se usa urea 7M como solvente (52-92%). Las
fracciones del Grupo D no muestran una tendencia definida en el cambio de
las rotaciones Opticas.

Como se menciond antes, las fracciones Gm 9, Gm 10 y

Gm 11, inesperadamente no resultaron totalmente solubles en cloruro de sodio
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0,1M; el insoluble (30-45%) fue separado por centrifugacidn y se calcularon
las rotaciones Opticas que figuran en la Tabla 6.1. en base al galactomanano
soluble. Los insolubles de las fracciones Gmn 10 y Gm 11 se secaron y se
tomaron sus rotaciones en urea 7M; éstas resultaron de +12,8° y +3,1°,
respectivamente, y en ambos casos superiores a aquellas halladas para los

respectivos productos solubles.

Pesos moleculares

Los pesos moleculares y la dispersion de los mismos
fueron analizados por cromatografia sobre geles utilizando columnas calibra-

das de Sephadex G-100 y como eluyentes cloruro de sodio 0,1M y urea 7M.

Los resultados obtenidos al calibrar las columnas de
Sephadex G-100 y G-200 en las que se empled urea 7M como solvente de elucidn,
merecen un comentario detallado. En ambos casos aparece un rango dentro
del cual los pesos moleculares resultan inversamente proporcionales a su
volumen de elucién, y mas alld de un dado valor (aproximadamente 40.000
daltons) el volumen de elucion resulta constante. Este valor es mucho
menor al valor limite de peso molecular que resulta excluido del Sephadex
G-100 en solucion de cloruro de sodio 0,1M (ver curvas de calibracion, Parte
Experimental), y no corresponde al 1imite midximo del rango de fraccionamien-
to indicado por los fabricantes para ninguno de los dos casoslS4.

E1 empleo de soluciones altamente caotrdpicas, como la

urea 7M, tiene por objeto desenrollar las estructuras compactas, eliminar

las uniones hidrdogeno entre distintas porciones de una molécula grande o
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entre moléculas adyacentes, y convertirlas en cadenas con conformacion
"random coil" que resultan mucho mds uniformes en forma y densidad, 1o que
proporciona una clara ventaja para la determinacion de sus pesos moleculares
por cromatografia sobre geles. Este método ha sido ampliamente utilizado
para el analisis de proteinas, y causa su completa desnaturalizacibn, 1o
que permite determinar los pesos moleculares de la cadena o cadenas que

constituyen la proteinalss"lso. Oleson y Pedersen156

detectaron una
reduccion del tamafio de poro del Sephadex G-200 al emplear soluciones de urea
8M y clorhidrato de guanidina en la determinacion de los pesos moleculares

de proteinas. Andrewslsl, analizd los diagramas existentes en literatura
y concluyd que el limite de exclusidn para el Sephadex G-200, que normal-

mente es de 800.000 daltons para proteinas globulares (en el caso de

162,163 | aii

dextranos es de 200.000 daltons), cae a 200.000 daltons n

menores va]ore5164.

Nuestros datos confirman la enorme disminucidn del
rango de fraccionamiento del gel al emplear urea 7M, y podemos afirmar que
en el caso de Sephadex G-100 el valor mdximo de peso molecular que se puede

analizar en estas condiciones es de 40.000 daltons para dextranos. El

valor correspondiente para el Sephadex G-200 es un poco mayor que €ste.

Las fracciones Gmn 1 (Fig. 6.9.) y Gm 14 (Fig. 6.10,A)
dieron un anico pico cuando se eluyeron con cloruro de sodio 0,1M y los pesos
moleculares resultaron de 18.000 y 70.000 daltons, respectivamente. En
el caso de la fraccion Gn 1, sin embargo, se separaron cinco subfracciones

cuando la cromatogafia se 11evé a cabo en urea 7M (fracciones la-le, Fig.6.9).
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urea M. Se recogieron fracciones de 2 ml. En éste v los subsi-

guientes diagramas de elucidn la posicidn de las proteinas se
determind por la absorbancia a 280 nm (que en este caso no se
grafica ya que resultd despreciable), y la de los hidratos de
carbono por la absorbancia a 490 nm con el reactivo de fenol-
dcido sulfiirico. V_ = volumen de exclusidn. Las escalas. utilizadas

o : .
para las absorbancias no representan valores cuantitativos.
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Fig. 6.10. Cromatografia sobre Sephadex G-100: (-o-) eluido con NaCl 0, 1M;
(—e—) eluido con urea 7M; A) Fraccidn Gm 14 (Grupo D) y
B) Fraccién Gm 7 (Grupo B). Ambas corresponden a escala anali-
tica. Las condiciones de operacidn fueron las indicadas en la

Fig. 6.9.
Los pesos moleculares calculados en base a la calibracidon de la columna
con dextranos patrones de peso molecular conocido (ver Parte Experimental)
fueron: 35.000, 23.000, 14.000, 5.700 y 3.500 daltons y los rendimientos
de cada subfraccion fueron: 29,0%,56,0%,12,2%, 2,5% y 0,7%, respectivamente.
E1 analisis de la composicion en monosacdridos de las tres subfracciones
mayoritarias (Tabla 6.6.) muestra una relacion Man:Gal similar entre ellas

y también similar a la del producto original (fraccidon Gm 1).
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Resulta notorio que, a pesar de la dialisis pro]éngada para eliminar
la urea, los galactomananos de bajo peso molecular (5.700 y 3.500 daltons)
no dializaron.

La fraccion Gm 14 dio dos picos por cromatografia
sobre Sephadex G-100 en presencia de urea 7M (Fig. 6.10,A) de pesos molecu-
lares 35.000 (92%) y 7.000 daltons (8%), respectivamente.

En la fraccion Gm 7 también se observé heterodispersion
de pesos moleculares al usar cloruro de sodio 0,1M como eluyente, distin-
guiéndose dos picos de pesos moleculares 53.000 (82%) y 34.000 daltons(18%),
respectivamente (Fig. 6.10,B). Un perfil de elucidn similar, aungue con
mayor resolucion de los picos, se obtuvo en urea 7M, pero en este caso,
los pesos moleculares calculados resultaron menores: 30.000 (82%) y 14.000

daltons (18%), respectivamente (Fig. 6.10,B).

TABLA 6.6.

Composicidon en monosacdaridos, rendimientos y pesos moleculares de las
subfracciones obtenidas por cromatografia sobre Sephadex G-100 en urea 7M
a partir de la fraccion Gmn 1 (Grupo A), y su comparacidon con los datos
correspondientes a la fraccion original.

Rend. PM Monosaciridos? Rel.

FRACCION (%) daltons Fuc  Xil Man Gal Man:Gal

1 2,2b 18.100C 5,4 1,0 66,5 26,1 2,5

12.900¢

la 29,06 35.000f 1,6 1,5 60,0 36,0 1,7

b 56,0 23.0000 2,9 0,3 66,7 29,4 2,3

lc 12,2e 14.000f 1,6 2,8 62,4 33,3 1,8
aExpresados en moles %. bCalculado respecto del endosperma totalSDetermi—-
nado por cromatografia sobre Sephadex G-100 en NaCl O,1M. Determinado en
base al contenido d% manosa terminal no reductora. Calculado respecto de
la fraccidén Gm 1. Determinado por cromatografia sobre Sephadex G-100 en

urea 7M.



136

En el caso de las fracciones Gm 9, Gm 10 y Gm 11, el
hecho de que se produzca un subfraccionamiento por insolubilizacion en solu-
cion de cloruro de sodio 0,1M sugiere la existencia de algin tipo de
heterodispersion, por ejemplo, en la relacién Man:Gal o en la distribucidn
de las cadenas laterales. En este caso las subfracciones no pudieron ser

analizadas dado la poca cantidad de material de que se disponia.

Propiedades de coprecipitacidn con lectinas

Los galactomananos de semillas de leguminosas son
co-precipitantes para laaglutinina de Ricinus communislss. E1 compor-
tamiento frente a esta lectina especifica fue probado para las 14 fracciones
de galactomananos mediante experiencias de doble difusidn en placas de
agarosa (ver Parte Experimental).

La reaccion mostré un comportamiento general para todas
las muestras con una zona de precipitacion difusa, sin lineas de precipita-
cion, alrededor de los "reservorios" conteniendo los galactomananos (Fig.
6.1L,A y C); sélo las fracciones Gm 3, Gm 4 y Gm 8 (Figs. 6.11,B y D;

6.13. y 6.14.) originaron una linea de precipitacién, levemente separada
del 1imite superior de difusion de la zona difusa.

Estas 1ineas, que no son observadas en las corridas
de 12 hs, y son incipientes en las de 24 hs(fraccion Gm 8), son netas en

los desarrollos mas largos (48-60 hs) pero desaparecen a mayores tiempos de

difusion (72 hs).
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Fig. 6.11. Inmunodifusidn de galactomananos contra Ricinus communis en
placas de agarosa. A: fraccidn Gm 5, 48 hs de difusidn;
C: fraccidn Gm 5, 60 hs de difusidén; B: fraccidn Gm 4, 48 hs
de difusidén y D: fraccidén Gm 4, 60 hs de difusidn. En todos
los casos se emplearon soluciones 0,5% de los galactomananos en
buffer PBS y se sembrd el galactomanano en la periferia y la
lectina en el centro.

Fig. 6.12. Inmunodifusidn de galactomananos contra RZieinus communis en
placas de agarosa. A: mezcla de galactomananos Gm 6 y Gm 14
(ninguno produce bandas por separado); B: mezcla de las
fracciones Gm 8 y Gm 14 ( Gm 8 si produce bandas)

C: mezcla de las fracciones Gm 3 y Gm 8 (ambas producen
bandas por separado). En todos los casos el tiempo de
difusidén que se muestra fue de 60 hs. También en estos
casos se emplearon soluciones 0,57 en cada galactomanano en
buffer PBS y se sembrd en A, B y C(derecha) el galactomanano
en la periferia y la lectina en el centro y en C (izquierda)
a la inversa.
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Inmunodifusidén dcl gzalactomonano Gm 3 contra Ricinus
communis en placas de agarosa. Se emplearon soluciones
0,5% del galactomanano en buffer PBS y se sembrd el galacto-
manano en el centro y la lectina en la periferia (izquierda)
e inversamente (derecha). A: 12 hs, B: 24 hs, C: 48 hs
D: 60 hs y E: 72 hs de difusidn.

Fig. 6.13.

Las 1ineas de precipitacion son prdacticamente rectas,
con una leve concavidad hacia el orificio que contiene la lectina y estéan
situadas mds cerca de los orificios donde se sembraron los galactomananos

siendo las distancias respecto de estos diferentes en los tres casos
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Fig. 6.14. Inmunodifusidn dcl galactomanano Gm 8 contra Ricinus communis
en placas de agarosa. Ver indicaciones en Fig. 6.13.

Diferentes mezclas de:a) muestras que s6lo producen
zonas difusas, b) muestras que también originan lineas de precipitacidn,
y c¢) ambos tipos de muestras, mostraron sélo zonas difusas alrededor de
los orificios conteniendo los galactomananos, pero en ningdn caso

aparecieron lineas de precipitacion (Fig. 6.12).
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ANALISIS ESTRUCTURAL

A) Estudios de metilacidn

Las fracciones de galactomananos ( trece ) fueron
sometidas a andlisis por metilacion. Los derivados permetilados se
obtuvieron, a través de una secuencia de dos etapas de metilacion, por los
métodos de Haworth y Hakomori en pequeiia escala (ver Parte Experimental).

Las proporciones molares relativas de los monosacaridos metilados
obtenidas para cada una de las 13 fracciones aparecen en las Tablas 6.7. y
6.8.; en las Figs 6.15.y 6.16. pueden verse los cromatogramas de los aceta-
tos de alditoles de los derivados metilados de galactomananos tipicos de
cada extraccion.

Todas las muestras estan compuestas, como es lo usual,
por: 2,3,4,6-tetra-O-metil-D- galactosa, 2,3,6-tri-O-metil-D-manosa y
2,3-di-0-metil-D-manosa de acuerdo con lo aceptado para la estructura gruesa
de los galactomananos (ver Capitulo III). En todas ellas se hallaron
pequefias cantidades de 2,3,4,6-tetra-O-metil-D-manosa, que si aceptamos que
es producida por el extremo no reductor de cada cadena permite realizar un
cdlculo del grado de polimerizacidn ( G.P.) de los galactomananos (Tabla 6.1.).

El promedio numérico de los valores de grado de polimerizacidn asi ob-
tenidas -para las muestras de los Grupos A, B y C resulta 97-100. El
grado de polimerizacion promedio de los productos extraidos a temperatura
ambiente y de aquellos obtenidos en la primera y segunda estraccidn a 50°,
es consistente con la secuencia de extraccion. Pero, en el caso de los
galactomananos extraidos a 95°, no resulta acorde con el hecho de que la
extraccion es mas drdstica que las anteriores y entra en el rango de graaos

de polimerizacion de los productos obtenidos en la primera extraccidon a 50°.
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TABLA 6.8.

Derivados metilados de los monosacaridos no usuales componentes de las
fracciones de ga'lactomananosa fanalizados como acetatos de alditoles).

3 b 2,3,5-tri-0- 3,5-di-0- 2,3,4-tri-0-
Monosacaridos metilarabinosa metilarabinosa metilxilosa
y/o fucosa
Uniones
glicosidicas Term 2- Term
deducidas
Grupo A
1 Tr 0,2 0,3
2 4,1 0,9 3,0
3 1,9 0,2 0,7
4 0,9 0,5 1,1
5 0,5 0,4 1,2
Grupo B
7 0,5 - 0,9
- 0,2 1,0
Grupo C
9 1,2 0,4 0,6
10 0,4 0,4 0,3
11 - 0,4 0,2
12 1,0 - 1,7
Grupo D
13 0,5 0,3
14 ] - 0,2 -

qLa composicidn en monosaciridos estd expresada en moles % del total de
derivados metilados (ver Tabla 6.7.). Los porcentajes menores del 0,1%
no se consideraron. Se analizaron los espectros de masasde todos los
picos sin que se.detectara la presencia de derivados monometilados de
arabinosa; se detectaron vestigios de 2-O-metilfucosa (0,2% y 0,3% en

las muestras Gm 4 y Gm 5, respectivamente). Los espectros de masa también
indicaron la ausencia de derivados monometilados de la xilosa en cantida-
des detectables.
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Respuesta del detector

TR T i 0-neci fucoss
2.3,4,6-tetra-O-metil-D-manosa

2,3,4,6-tetra-O-metil-D-galactosa
?—Z-O-metilfucosa

2,3,6-tri-O-metil-D-galactosa
2,6- + 4,6-di-0O-metil-D-manosa

’
»
-

2,3,6-tri-O-metil-
D-manosa

2,6- + 4,6-di-0O-metil-D-galactosa

2,3-di-0-metil-D-manosa

2,4-di-O-metil~D-galactosa

L

B ~—2,3,5-tri-O-metilarabinosa . )
— 2,3,4-tri~-O-metilxilosa + 2,3,4-tri~-O-metilfucosa
«2,3,4,6-tetra-O-metil-D-manosa
2,3,4,6-tetra-

é’:Z—O-metilfucosa O-metil-D-galactosa

2,3,6-tri-O-metil-D-galactosa
2,6- + 4,6-di-0O-metil-D-manosa

2,3,6~-tri-0-
metil-D-manos

2,6 + 4,6-di~0O-metil-D-galactosa

2,3-di~0O-metil-D-manosa

2,4-di~0-metil-D-manosa

2,4-di-0-metil~-D-galactosa

Fig. 6.15. Cromatografia gas-liquido de los acetatos de alditoles de los

derivados metilados de: A)fraccidn Gm 2 y B) fraccidn Gm 8.
Se empled una columna de ECNSS-M a 170°. *Indica: 3,5-di-0-
metilarabinosa. Los polisacidridos permetilados se hidro-
lizaron siguiendo el Procedimiento I (ver Parte Experimental),
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—2,3,5-tri-O-metilarabinosa

3,4-tri-Q-metilxilosa + 2,3,4~tri-O-metilfucosa
dl—g-ge garablnoa
ra-0O-metil-D-manosa
2,3,4,6-tetra=-O~metil-D-

jf::k galactosa

—
2,3,6-tri-0-
metil-D-manosa

2,3,6-tri~-O-metil-D-galactosa
«—2,6- + 4,6-di-O-metil-D-manosa

2,6 + 4,6-di-0O-metil-D-galactosa

2,3-di-0-metil-D-manosa

2,4-di-0-metil-D-galactosa

=

«—2,3,5-tri-O-metilarabinosa
—2,3,4-tri-0-met1lxi1losa + 2,3,4~tri-O-metilfucosa

+~2,3,4,6-tetra-0-metil-D-manosa
2,3,4,6-tetra-0-

metil-D-galactosa

«——2~-0-metilfucosa

2,3,6-tri-O-met1l-

2,3,6-tri-O-metil-D-galactosa
D-manosa

2,6- + 4,6-di-O-metil-D-manosa

2,6- + 4,6-di-O-metil-D-galactosa

2,3-di-O-metil-D-manosa

2,4~di-0O-metil-D-galactosa

Fig. 6.16. Cromatografia gas-liquido de los acetatos de alditoles de los

derivados metilados de: A) fraccidn Gm 10 o7 B) fraccidn Gm 13.
Se empled una columna de ECNSS-M a 170°. *Indica: 3,5-di-0-
metilarabinosa. Los polisacdridos permetilados se hidro-
lizaron siguiendo el Procedimiento I (ver Parte Experimental).
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Se detectaron también pequefas cantidades de 2,6-di-0-
metil-D-manosa mezclada con cantidades variables pero mds pequefias de 4,6-
di-0-metil-D-manosa. Estas aparecen en los croﬁatogramas como un Gnico
pico cuyo espectro de masa presenta claramente la superposicion de las
fragmentaciones tipicas de cada una de ellas, con predominio neto del
derivado 2,6-di-0-metilado. Proporciones pequefias y variables de 2,3,6-
tri-0-metil-D-galactosa y 2,4-di-0-metil-D-galactosa fueron también
detectadas en todas las muestras analizadas (Tabla 6.7.). En todas las
fracciones se identificaron, ademas, trazas de 2,6- y 4,6-di-O-metil-D-
galactosa, observandose en el c.g.l.-a.m. de este par de derivados metila-
dos de la galactosa una situacion similar a la referida de los mismos
derivados de la manosa. En algunas de las muestras estudiadas se encontra-
ron pequenas cantidades de otros derivados metilados: trazas de 2,4,6-tri-
O0-metil-D-galactosa en las fracciones Gm 7, Gm 9, Gm 10, Gm 11, Gm 13 y
Gm 14 y cantidades variables (0,1-2,4%) de 2,4-di-0-metil-D-manosa en las
fracciones Gm 4, Gm 7, Gmn 8, Gm 9 y Gmn 12.

En cuanto a los derivados metilados de los componentes
minoritarios, no usuales, de los galactomananos, se detect0 la presencia
de pequefas cantidades de 2,3,5-tri-0-metil- (0,4-4,1%) y 3,5-di-0-metil-
arabinosa (0,2-0,9%) y 2,3,4-tri-O-metil- derivados de xilosa y fucosa.
Estos Gltimos aparecen en los cromatogramas como un Gnico pico y pudo ser
asignado a la superposicidon de ambos mediante el andlisis de su espectro de
masa. La suma de ambos representa entre 0,2 y 3,0% en moles del total de
derivados metilados. Es de notar que no aparezcan derivados monometilados
de arabinosa y xilosa y sélo se encuentren vestigios de 2-0-metilfucosa

(Tabla 6.8.).
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1

B) Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de “H 1_13C

Como se mencioné anteriormente (Capitulo IV) no es
posible realizar espectros de resonancia magnética nuclear de soluciones de
galactomananos dado que su elevada viscosidad hace imposible trabajar con
las concentraciones requeridas para tal analisis. Por este motivo, con

13

el objeto de obtener por primera vez un espectro de ““C de un galactomanano

de Gleditsia triacanthos, y tratando de que esta muestra fuera comparable
con la sometida al andlisis de la estructura fina por Courtoissg, que
constituia el Unico antecedente citado en literatura, se sometidé a Gm T
(galactomanano total obtenido por extraccidn directa a 95° y precipitacidn
con etanol hasta una concentracidon final de 85%) al tratamiento de despoli-
merizacion utilizado por Grasdalen y Painter127. Paralelamente fue some-
tida a idéntico tratamiento la fraccion mayoritaria de los galactomananos
obtenidos por precipitacion fraccionada ( Gm 3, Grupo A). Este tratamien-
to,que involucra la accibén del acido ortofosforico concentrado durante cuatro
semanas a 4° (ver Parte Experimental), redujo el grado de polimerizacidn de
las muestras de 80 a 38 en el caso de Gn T y de 60 a 28 en el caso de la
fraccién Gm 3 (valores determinados por andlisis del poder reductor, ver
Parte Experimental). Esto produjo, como es obvio, un gran aumento de la
solubilidad en agua de estos productos.

Los polisacaridos despolimerizados crudos obtenidos por
precipitacion con éter etilico de las soluciones acidas, se purificaron por
disolucidn en agua y reprecipitacion con etanol, procedimiento que se

repitidé hasta neutralidad de la solucidn acuosa (ver Parte Experimental).

Con el objeto de eliminar posibles fragmentos de bajo peso molecular
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Fig. 6.17. Cromatografia preparativa sobre Sephadex G-15 de la
fraccidn Gm 3-HP. La columna (4,5 x 80 cm) se eluyd
con agua;se recogieron fracciones de 10 ml. La posicidn
de los hidratos de carbono se determind midiendo 1la
absorbancia a 490 nm con el reactivo de fenol-iacido sulfdrico.

producidos durante el tratamiento con acido ortofosfOrico que pudieran haber
coprecipitado durante el procedimiento anterior, las muestras se sometieron a
cromatografia preparativa sobre Sephadex G-15 usando agua como solvente de
elucion. En la Fig. 6.17. se muestra el diagrama de elucidn correspondiente
a la fraccién Gm 3-HP (fraccidon Gm 3 despolimerizada); como puede observar-
se, se obtuvo un Unico pico que salid con el volumen muerto, practicamente
gaussiano, con un pequefio ensanchamiento en la zona posterior, razdn por

la cual las Gltimas fracciones fueron descartadas. Un comportamiento
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similar mostrd Gm T-HP (fraccion Gm T despolimerizada).
Las muestras despolimerizadas asi como sus fracciones
madres se sometieron al andlisis de los monosacaridos componentes obtenién-

dose resultados coincidentes (Tabla 6.9.).

TABLA 6.9.
Composicifn en monosacaridos de las fracciones Gm 3 y Gn T y sus productos

de despolimerizacion (moles %).

a Monosacdridos Rel.

FRACCION G.P.
Ara Xil Man Gal Man:Gal
Gn TP 80 3,2 0,5 71,7 27,9 2,57
an T-HpP 38 2,7 0,7 71,3 25,3 2,82
Gm T-HPC - - 71,2 28,7 2,50
am 3° 60 1,7 4,5 62,8 30,9 2,03
Gm 3-HP® 28 Tr 2,7 67,2 30,1 2,23
Gm 3-HP® Tr - 67,0 33,0 2,03

8peterminado por anidlisis del poder reductor (ver Parte Experimental).
Valores obtenidos por cromatografia gas-liquido de los acetatos de
alditoles derivados de los productos de hidrdlisis completa. cYalores
obtenidos por integracidén de las sefiales de los espectros de RMN-'H.

El galactomanano total despolimerizado (Gm T-HP) se
sometid al analisis por metilacion obteniéndose: 2,3,4,6-tetra-O-metil-D-
galactosa, 2,3,4,6-tetra-O-metil-D-manosa, 2,3,6-tri-O-metil-D-manosa,
2,3-di-0-metil-D-manosa, 2,4,6-tri-O-metil-D-galactosa, 2,3,6-tri-0-metil-
D-galactosa y 2,4-di-O-metil-D-galactosa en relaciones molares 12,9:4,8:

54,3: 16,7: 2,1: 0,8: 6,3.
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Se detectaron ademas trazas de 2,6- y 4,6-di-0-metil-D-manosa y 2,6- y
4,6-di-0-metil-D-galactosa. Entre los derivados metilados de los compo-
nentes no usuales se identificaron 2,3,5-tri-O-metilarabinosa (1,2%) y 2,3,4-
tri-O-metil- derivados de xilosa y fucosa (en total 0,1%).

La fraccion Gm 3 también se despolimerizé empleando el

131 al que se hizo referencia en el

método de Morrison y colaboradores
Capitulo III (ver Parte Experimental) y se obtuvo un producto de peso mole-
cular similar al obtenido por el primer método de despolimerizacidn (Gm 3-HC,

G.P. = 23).

Los espectros de resonancia magnética proténica de los
galactomananos despolimerizados (Figs. 6.18. y 6.19.) fueron realizados con
aproximadamente 45mg de muestra disueltos en 0,4 ml de DZO’ a temperatura
ambiente, con un equipo de 100 MHz. Comparando con los datos de litera-

tura127 se puede asignar el doblete a 5,06 p.p.m. (e{;:3,0 Hz) al H-1 de la

galactosa y la sehal a 4,76 p.p.m. al H-1 de las unidades de manosa, que en
el espectro aparece dividido por la sefal correspondiente del agua que no
pudo ser completamente eliminada. En el espectro de la fraccidn Gm 3-HP
(Fig. 6.19.) aparece una pequefia sefial a & = 5,20 que fue asignada al protdn
anomérico de la a-L-arabinofuranosalGG, pudiendo asi determinarse la
configuracién y la serie a la que pertenece este componente minoritario de
la fraccidén Gm 3 (ver Tabla 6.3.). Las relaciones Man:Gal calculadas a
través de la integracidon de las sefiales de los protones anoméricos resultan

oincidentes con las calculadas por métodos quimicos (Tabla 6.9.).
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Espectro de RMN—IH de la muestra Gm T-HP (galactomanano total
despolimerizado, G.P. = 38). Se obtuvo a temperatura
ambiente, en un equipo de 100 MHz, empleando una solucidn ae
la muestra (50 mg) en D20 (0,4 ml). Nimero de pulsos=300;
secuencia= 180°-%- 90°=FID, con %= 1,34 seg. Los corrimientos
quimicos estdn expresados en p.p.m. respecto de TMS externo.



151

/'/'—‘__—_——
(I
//ﬂ
S
lLLlllllL'l|lIJLLLIllllLll_lllllllllAAAA
7,0 6,0 5,0 a,0 3,0

PPM

Fig. 6.19. Espectro de RMN—IH de la muestra Gm 3-dP (galactomanano 3
despolimerizado, G.P. = 28). Se obtuvo a temperatura
ambiente empleando una solucibén de la muestra (40 mg) en DO
(0,4 ml). Nimero de pulsos= 10; secuencia=180°—Z—90°-%ID,
con %= 1,60 seg. En la parte superior izquierda aparece la
regidén del espectro entre 4,95 y 5,50 p.p.m. expandida x 3.
Los corrimientos quimicos estan expresados en p.p.m. respecto
de TMS externo.
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Al realizar el espectro de resonancia magnética nuclear
de 13C de la muestra Gm T-HP (G.P. = 38) con una solucion de concentracidn
25 mg/ml en un equipo de 25 MHz, a 90° y con 10.000 pulsos se obtuvo un

espectro muy pobre (Fig. 6.20.). En el caso de la fraccién Gm 3-HP (G.P.=28)

13

se obtuvo un espectro de RMN-""C de mejor calidad a pesar de haberse realiza-

do a temperatura ambiente (Fig. 6.21.) dado que se acumularon 200.000 pulsos.

RE

Al efectuarse el espectro de RM C de Gm T-HP con la misma concentra-

cion de muestra y a la misma temperatura que antes, pero en un equipo de

130) y realizando 57.000 pulsos, 1o que implica mas de 15 hs

75 MHz (para
de acumulacion (ver Parte Experimental), se obtuvieron excelentes resultados.
En la Fig. 6.22. puede verse el espectro de resonancia

13C con el ancho de 1ineas natural debido a la relajacion.

magnética de

La Fig. 6.23. corresponde al resultado de la utilizacién de una
ponderacion con aumento exponencial del decaimiento de induccion libre para
lograr un aumento de resolucidn. En la Fig. 6.24. se observa el espectro
realizado con una secuencia de pulsos 1lamada APT (attached proton test).

En éste las sefales debidas a los carbonos de grupos -— éH - 0 - CH3
resultan invertidas mientras que las de los carbonos de grupos —-CH2 - 0
cuaternarios permanecen positivas. De este modo pueden identificarse
fidcilmente los carbonos de metilenos en los galactomananos.

En el espectro APT se observan tres sefiales que permanecen
positivas: 63,30, 63,88 y 69,48 p.p.m. De acuerdo con lo informado

127 y con la comparacidon de los corrimientos

observados con los correpondientes al meti]-a-D-ga]actopiran651d0167,

168 y la 4-0-met111ﬁ-D-manopiranosa168, las tres

previamente para galactomananos

metil-B-D-manopirandsido
sefiales mencionadas pueden ser asignadas a: C-6 (Man), C-6 (Gal) y C-6

(Man sustituida), respectivamente (Tabla 6.10.).
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Fig. 6.20. Espectro de RMN—13C de 25,2 MHz de Gm T-HP (galactomanano total
despolimerizado, G.P. = 38). Se obtuvo a 90°, empleando una

solucidén de la muestra en D.O de concentracidén 25 mg/ml; se
acumularon 10,000 pulsos Yy se empled dioxano como referencia
externa. M = manosa; G = galactosa. Se indican las sena-
les que pudieron ser asignadas. En este espectro y en los
subsiguientes aparece subrayada la unidad a la que correspon-
de laasignacidn en el caso de los residuos sustituidos. Los
corrimientos quimicos estdn expresados en p.p.m. respecto de TMS.
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Fig. 6.21.
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Espectro de RMN—lBC de 25,2 MHz de Gm 3-HP (fraccidn Gm 3

despolimerizada, G.P. = 28). Se obtuvo a temperatura
ambiente empleando una solucidn de la muestra en D20/H20
1:3 de concentracidn 40 mg/ml; se acumularon 2007000
pulsos ; se empled TMS como referencia externa.

M = manosa; G = galactosa En las unidades susti-
tuidas aparece

subrayado el residuo al que corresponde
la asignacidn.
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La integracion de las sefiales del espectro que se muestra
en la Fig. 6.22. permitié calcular la relacion Man:Gal, ya que en las condi-
ciones experimentales empleadas (ver Parte Experimental), las dreas relati-
vas de resonancia no resultan influenciadas por el efecto nuclear Overhauser.

Este cdlculo realizado en base a la integracidn de las sefiales del
C-1 de ambos tipos de residuos da un valor de 2,85:1,00, del orden del
calculado en base a la integracion de las sefiales de los protones anoméricos
del espectro de resonancia magnética protonica y en base a los datos quimicos

antes mencionados (Tabla 6.9.).

Comparando el espectro de la Fig. 6.22. con los reportados

127 (ver Capitulo IV) se pueden asignar los "grupos

por Grasdalen y Painter
de sefiales", quedando abierta la posibilidad del intercambio de las asigna-
ciones de los carbonos 2 y 4 de la galactosa. Sin embargo, las sefales
asignadas a los carbonos 2, 3 y 4 en el espectro del metil-a-D-galactopira-
nésido168 aparecen, en ese orden, a campos cada vez mas bajos. A pesar
de que en ese caso estdn referidas a tetrametilsilano, el orden de aparicidn
de las sefiales de los carbonos 2, 3 y 4 debe ser el mismo en el caso de los
grupos a-D-galactopiranosilo de los galactomananos y de hecho Morrison y
colaboradores131 las han asignado en ese orden (ver Tabla 4.7,pag. 75).

Los valores de corrimiento quimico asignados a cada carbono aparecen en la
Tabla 6.10.

En la Fig. 6.22. se observa claramente el ensanchamiento

de las sefiales de las unidades de manosa respecto de las correspondientes a

las unidades de galactosa.
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TABLA 6.10.
Asignacion de las sefiales del espectro de RMN-13C (75 MHz) de Gm T-HP
(galactomanano total despolimerizado, G.P. = 38) obtenido del endosperma

de la semilla de Gleditsia triacanthos .

Corrimientos quimicos?®

Tipo de unidad
C-1 c-2 C-3 C-4 C-5 C-6

a-D-galactopiranosilo 101,70 71,30 72,14 72,30 73,95 63,90

. . b b c d e
B-D-manopiranosilo 102,90 72,82° 74,25 79,20 77,95 63,38
no sustitufdo en el 72,78° 74,20° 79,50F 77,889
0-6 77,804
B-D-manopiranosilo 102,80 72,78° 74,20° 79,50° 76,32 69,8097}
sustituido en el 72,720 79,70° 76,24F 69,7092
0-6 69,5093

a .. o -
Los valores de corrimientos qu1m1cog estan expresados en p.p.m. respecto de

3-(trimetilsilil)-propionato-d, . Corresponde a alguno de los arreglos:
Gal Gal pal gal c
—Man—Man— ; —Man—Man— o —Man—Man— y -Man n— . Cuando el residuo

. . d
anterior de manosa no est3 sustituido. Corresponde a alguno de los arreglos:

Gal al Gal ﬁal
—Man—Ma m ; —MamMan—Man— y -Man—Ma n— o —Man—Man—Man— .

eCorresponde a la suma de los arreglos mencionados en d). fCuando el
residuo anterior de manosa estd sustituido. Corresponde a alguno de los
al fal Gal fal Gal

arreglos: —Man—Man—Man— ; —Man—Man—Man— y -—Man—Man—Man— o
Gal Gal Gal
—Man—Man—Man— . Las asignaciones de las senales marcadas con g) fueron
individualizadas posteriormente en base a la comparacidn con el espectro
correspondiente a los oligosaciridos de tipo galactomanano (ver p3g.203 ).
Gal pal Gal _ﬁzl Gal
g-1 corresponde a: —Man—ﬁégfhan— 3 8=2 corresponde a: n—Man—Man— vy

al fal al
—Man—ﬁan—Man— que aparecen superpuestas y g-3 corresponde a: —Man—Man—Man— .
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En nuestro caso, el hecho de utilizar un equipo de

13C) mejora enormemente la resolucidn respecto

mayor potencia (75 MHz para
de los espectros que aparecen en literatura, realizados a 25 y 50 MHz.

Esto no s6lo provoca que la sefial del carbono 4 de manosa aparezca multipli-
cada debido a la diferencia de entornos entre los distintos C-4 (Man)
existentes en la "molécula" (ver Capitulo IV, pag. 69), sino que algo
similar ocurra con otros carbonos de las unidades de manosa.

Es bien conocido el hecho de que el cambio del hidré-
geno de un hidroxilo en una unidad de monosacarido por otro grupo provoca
un corrimiento considerable de las sefiales no s6lo del carbono adyacente
sino también del carbono p169. Este hecho se pone de manifiesto en el
espectro de los galactomananos por la diferencia de 6,32 p.p.m. existente
entre las sefiales de C-6 de unidades de manosa no sustituidas por galactosa
en el 0-6 y de unidades que si estdn sustituidas.

La diferencia de entornos que se menciond anteriormente
no es consecuencia de cambios tan significativos como los de grupos unidos
covalentemente sino de otros cambios mucho mds sutiles.

Como se observa en la Fig. 6.23., el C-1 (Man) muestra
dos sefiales a 102,90 y 102,80 p.p.m., que se asignaron (Tabla 6.10.) a los
correspondientes a una unidad de manosa no sustituida en el 0-6 por galacto-
sa (1) y a una unidad sustitufda(2),respectivamente, de acuerdo con la
abundancia relativa de los mismos y la composicion monomérica del producto
que es conocida. Pudo comprobarse, ademds, que las sefiales de los C-1

de unidades de manosa sustituidas y de galactosa presentan una relacidn de

areas 1,0:1,0, 1lo que corrobora la asignacidon realizada.
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E1 C-2 (Man) presenta dos sefiales a 72,82 y 72,78 p.p.m.
la G1tima de las cuales muestra un hombro a 72,72 p.p.m. En los espectros de
25 y 50 MHz (ver Figs.4.11. y 4.12., pag. 68) en esta zona aparece un dnico
pic0127’131. La relacion de areas entre ambos no corresponde a la rela-
cion Man:Gal como debiera ocurrir si el primero correspondiera a una unidad
de manosa no sustituida y el segundo a una sustituida. Esto indicaria que
el hombro observado también debe ser tenido en cuenta y que en el caso del
C-2 se estaria manifestando, tal como ha sido reportado para el C-4127,
una influencia de los residuos adyacentes en la cadena. Los picos M-2(1),

M-2(2) y M-2(3) (Fig. 6.23.) corresponderian cada uno a uno de los

arreglos A, B y C (aparece subrayada la unidad cuya sefial se considera):

A) — Man — Man —
Fal ?al

B) — Man —Man — y — Man — Man —
Pa1 Gal

C) — Man — Man —

En el caso del C-3 (Man), que muestra dos sefiales a
74,25 y 74,20 p.p.m., ocurre algo similar a lo referido para el C-2, pero
en este caso el tercer pico no es detectado.

127 indicaban que el C-6 de los

Los datos de literatura
residuos de manosa produce dos senales, wuna en 63,6 y otra en 69,6 p.p.m.,
que fueron asignadas a los residuos no sustituido y sustituido, respectiva-
mente, sobre la base del corrimiento de 6 p.p.m. hacia campos mds altos de

éste Gl1timo por la influencia del grupo glicosilo en a.
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En nuestro caso, ambas sefiales aparecen multiplicadas, 1la primera
como una sefial a & = 63,38 muy ancha con dos hombros (Fig. 6.23.), 1la
segunda como tres sefiales claramente resueltas a 69,50, 69,70 y 69,80 p.p.m.
siendo la primera de éstas muy ancha (Figs. 6.22. y 6.23.). La separacion
de la sefial del C-6 de los residuos de manosa sustituidos en tres partes,
que no era observada empleando un equipo de menor potencia (parece incipien-
te en los espectros de la Fig. 4.11, pag. 68), esta indicando que el C-6,
127

al igual que el C-4"°", es sensible a su entorno, y esas tres posibilida-

des diferentes de entorno estan dadas por:

?a] Fal Fa]

I — Man — Man — Man —
Pa] Fa] Fa] ?a]
II — Man — Man —Man — y — Man — Man — Man -
Fa]
ITI — Man — Man — Man —

La clara resolucidn en tres picos de la senal de C-6 de
una unidad de manosa sustituida frente a la dnica sefial (s6lo con hombros,
Fig. 6.23.) mostrada por el C-6 de una unidad no sustituida, indica que
el C-6 sustituido es mas sensible a su entorno.

Las sefiales correspondientes a C-5 (Man) sustituida y

no sustituida también aparecen en los espectros de 25 y 50 MHz127

, netamente
separadas debido al efecto del grupo glicosilo en B, presentindose la
primera 1,6 p.p.m. a campos mas bajos que la segunda. Sin embargo, en
nuestro espectro estas sefiales aparecen nuevamente multiplicadas. El

C-5 de las unidades de manosa no sustituidas presenta sefiales a 77,95,
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77,88 y 77,80 p.p.m. que corresponderian cada una a uno de los arreglos IV,

VyVI: Fa] lGa]
Iv — Man — Man — Man —
Fa] Fa]
v — Man — Man —Man — y — Man — Man — Man —
VI — Man — Man — Man —

En el caso del C-5 de las unidades sustituidas se
observan sGlo dos sefiales a 76,32 y 76,24 p.p.m. que son anchas y podrian
incluir alguna otra pequefia que no se resuelve, y que corresponderian a dos

de los arreglos I, II y III, antes mencionados.

E1 C-4 (Man) presenta, al igual que en los espectros

127,131 (\or Figs.4.11. y 4.12.), tres sefales a 79,20, 79,50 y

reportados
79,70 p.p.m. Estos corresponden a los arreglos A, B y C, respectivamente,
de acuerdo con la asignacidén realizada por Grasdalen y Painter por compara-
cion de las zonas de las sefiales de C-4 (Man) en los espectros de galactoma-
nanos despolimerizados con diferentes grados de sustitucion. Estos auto-
res indican (tal como se mencionara en el Capitulo IV) que el C-4 de un
residuo de manosa es tan sensible a la presencia de una unidad de galactosa
en el propio anillo como en el anillo adyacente, razdon por la cual aparecen
superpuestos los dos arreglos B. Sin embargo, en nuestro caso se obser-
van varios hombros en este grupo de senales, no pudiendo entonces descartar-

se que los C-4 de las unidades de manosa sustituidas y no sustituidas

presente comportamientos diferentes.
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En resumen, trabajando con un equipo de las caracteristicas del VARIAN

XL-300 (75 MHz para 13

Painter127, y el grupo de sefiales alrededor de 79,50 p.p.m. corresponderia

a los arreglos I a VI antes detalladosl70.

C) dejaria de ser cierto lo afirmado por Grasdalen y

En el caso de la fraccidon Gm 3-HP (Gm 3 despolimerizada
con acido ortofosférico), a pesar de que el espectro de 25,2 MHz obtenido
presenta una relacién sefial/ruido baja, es posible asignar también todas
las sefales. En la Tabla 6.11. aparecen los valores de desplazamiento
quimico de cada una de las sehales respecto de tetrametilsilano.

E1 C-6 de las unidades de manosa sustituidas origina
tres sefiales a 67,51, 67,37 y 67,22 p.p.m., que presentan una relacidén de
intensidades diferente a las de las mismas sefiales en el espectro de Gm T-HP.

Este hecho es coherente con la diferencia en las relaciones Man:Gal
entre las dos muestras (2,03 y 2,82, respectivamente), y unido

13

a los datos aportados por el espectro de RMN-"“C de los oligosacaridos de

tipo galactomanano que se analizara mas adelante ( ver pag. 203) permitid
asignar exactamente las tres sefiales del C-6 ( —-g;; ~ ) a cada uno de los
arreglos I a III, antes mencionados.

Las sefales del C-1 de ambos tipos de unidades, asi
como la del C-6 de las unidades de manosa no sustituidas, son anchas.
Dado que el grado de polimerizacion de la muestra es aun apreciable, y por
lo tanto la solucidn presenta una viscosidad alta para las condiciones de
trabajo (equipo de 25 MHz a temperatura ambiente), este tipo de ensancha-

miento de sefales se debe a la elevada viscosidad de 1a solucidn. Este

Gltimo hecho también se pone de manifiesto en las sefiales del C-4 (Man)
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cada una de las cuales aparece ensanchada.

TABLA 6.11.
Asignaciones de las sefales del espectro de RMN-13¢ (25 MHz) de 1a
fraccién Gm 3-HP (galactomanano 3 despolimerizado, G.P. = 28) obtenido

de la semilla de Gleditsia triacanthos.

Corrimientos quimicosa

Tipo de unidad
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

a-D-galactopiranosilo 99,58 69,38 70,28° 70,28° 72,27 62,19
B-D-manopiranosilo 101,05 70,89 72,45 77,48 75,92 61,50

no sustituido en el 77,79d

0-6

B-D-manopiranosilo 101,05 70,89 72,45 77,79 74,10 67,517}
sustituido en el 77,93d 67,3782
0-6 67,2273

a .. P -
Los corrlmlgntos qulmicos estan expresgdos en p.p.m. respecto de TMS

externo. Aparecen Superpueatos. Cuando el residuo precedente de
manosa no estiesustituido. Cuando el residuo precedente de manosa estd
sustituido. Corresponden a las triadas en las cuales la unidad interme-

dia de manosa estid sustituida, que como se indicd en la Tabla 6.10.
fueron asignadas por comparacidn con el espectro de los oligosaciridos de
tipo galactomanano (ver pdg.203)de la siguiente forma: e-1 corresponde a:
Fal Fal pal Gal Gal Fal Fal
—Man—Man—Man— ; e-2 corresponde a: —ﬁan—ﬁgngan— y —ManMamMan— vy
Gal
e-3 corresponde a: —Man—ﬁéngan— .
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COMPONENTES EXTRAIBLES CON AGUA Y SOLUBLES EN ETANOL 85 %

Como se menciond antes (pag. 118), de todos los
extractos acuosos se obtuvieron, Tluego de precipitar los galactomananos,
fracciones solubles en etanol 85% (Tabla 6.12.). Todas éstas fueron
caracterizadas: se determind la composicidn en monosacaridos y en aminodcidos,
y los poderes rotatorios en distintos medios, datos que aparecen en las

Tablas 6.12., 6.13. y 6.14.

TABLA 6.12.
Rendimientos, poderes rotatorios y relaciones Man:Gal de las fracciones

extraibles con agua a distintas temperaturas y solubles en etanol 85%.

b 25
. Rend. Rel. [d]D en (°)
FRACCION (%) Man:Gal agua NaCl 0,1M urea 7M
S 4,8 1,55 +51,0 +32,3 +46,4
S50.1 4,0 0,97 +11,6 +9,2 +10,0
Sg0.2 2,9 2,85 +30,2 +12,4 +5,2
350.3 0,7 0,73 N.d. N.d. +10,9
Sgs 0,8 1’68 -4,5 -5g0 -25,8

aS: fraccidén extraible con agua a temperatura ambiente y soluble en etanol
85%; S50 1’ SSO 2 S : fracciones obtenidas en la primera, segunda

y tercera extractidfies acudsas a 50°y solubles en etanpl 85%, y g,.:fraccidn
extraible con agua a 95° y soluble en etanol 85%. Calculado respecto del
endosperma de partida.
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TABLA 6.14,
Composicion en proteinas totales y monosacdridos de las fracciones extraidas
con agua a distintas temperaturas y solubles en etanol 85%

Monosacéridosb Proteina’
FRACCTON?
Fuc Ara Xi1 Man Gal Glc  Glc-NAc (%)
5'd 1,5 5,6 2,3 38,1 24,7 24,4 3,4 7,5
S¢p 1 0,4 18,9 5,3 26,6 27 ,4 8,8 12,7 25,8
550:2 1,4 2,9 - 659 23,1 6,8 - 3,8
S0 3 3,4 31,8 3,8 22,0 30,4 8,5 - 13,0
395' 2,0 46,7 3,7 26,0 15,4 3,5 2,5 8,7
8para la nomenclatura de las fracciones ver Tabla 6.12. bAnalizados por

cromatografia gas-l1iquido de los acetatos de alditoles y de los metilgli-
c6sidos sililados de los productos de hidrdlisis completa de las muestras
(ver Parte Experimental) y expresados en moleg’. Determinada por el
método de Lowry (ver Parte Experimental). No contiene fésforo de
acuerdo con el método de Mazadro y col. (ver Parte Experimental).

Pruebas de homogeneidad

Con el objeto de verificar si estas fracciones eran o
no heterodispersas se realizaron cromatografias analiticas sobre geles,
Dado que las muestras son solubles en agua y en etanol 85%, 1o que indica
un bajo peso molecular, se decidié cromatografiar todas las fracciones
solubles sobre Sephadex G-15 usando agua como solvente de elucion.

En todos los casos se obtuvo un Unico pico que es
eluido con el volumen muerto (S ) 0 que entra levemente en la malla (s ,

©50.3

S ) (Fig. 6.25) y en el cual aparecen superpuestos los hidratos

50.1Y Ss0.2
de carbono y las proteinas. Se decidio, entonces, repetir la cromato-

grafia utilizando un solvente caotrdpico que asegura la desagregacion de las

muestras.
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Fig. 6.26. Cromatografia analitica sobre Sephadex G-100 de la fraccién S.

La columna (1,2 x 70 cm) se eluy6 con urea 7M y se recogieron
fracciones de 2 ml. (-—--) A490 nm; (—) A280 om’

Al realizarse la cromatografia de las fracciones solu-
bles en etanol 85% sobre Sephadex G-100, usando urea 7M como solvente de
elucién, se puso de manifiesto el estado de agregacion que presentaban en el
medio acuoso y se comprobd la heterodispersion de todas ellas (Figs. 6.26.,
6.27,A. y B.). Sin embargo, las caracteristicas de cada una resultaron
diferentes entre si.

En la cromatografia de la fraccion S sobre Sephadex

G-100 en urea 7M (Fig. 6.26.) se obtuvieron varios picos que, de acuerdo
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con el comportamiento manifestado en las diferentes cromatografias, se
agruparon en: (i) un pico ancho y asimétrico, con un maximo en 40.000 dal-
tons (Fig. 6.26., pico A), o varios picos, bien definidos, correspondien-
do al volumen de elucion del mayor un peso molecular de 25.000 daltons;
s6lo se detectaron trazas de proteina en esta zona; (ii) un pico bien
definido cuyo volumen de elucién indica un peso molecular de aproximadamente
1.600 daltons, con una considerable cantidad de proteina (Fig. 6.26, pico B).
En idénticas condiciones, la cromatografia de la
fraccion S50 1 origind dos picos: (i) un pico bien definido que es eluido
con el volumen muerto (aproximadamente 40.000 daltons) y no posee proteina,
y (ii) un pico predominantemente proteico bien definido, que entra en la
malla y que presenta un contenido muy bajo en hidratos de carbono(Fig.6.27,A).
Por su parte la fraccion Sgs dio lugar a: (i) varios
picos no resueltos, el primero de los cuales, el mds intenso y mejor
definido, es eluido con el volumen muerto y no contiene protefna, y (ii)
un pico definido de proteina, con bajo contenido en hidratos de carbono

(Fig. 6.27,B).

ESTUDIO DE LA FRACCION S

E1 hecho de que adn usando un solvente altamente
caotropico, las partes proteica y de hidratos de carbono de la fraccidon S
aparecieran superpuestas en la cromatografia sobre Sephadex G-100, 1llevd a
un estudio mas profundo de 1a misma, dado que este hecho podria indicar la

presencia de una unidn covalente entre ambas.
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Subfraccionamiento de S

A) Cromatografia sobre geles

Se repiti6 la cromatografia en Sephadex G-100 en urea
7M,en escala preparativa (se sembraron 265 mg de fraccidn s, en dos tandas
de 150 y 115 mg, respectivamente), siendo el patron de elucidn similar al
obtenido en escala analitica (Fig. 6.28).

Después de la dialisis y la liofilizacion se obtuvieron
137 mg de subfraccion 4, que corresponden al 52% de la fraccion soluble
total (s). Se determind la presencia de hidratos de carbono (reactivo
fenol-acido sulflirico) en las aguas de dialisis y se verificé que se habian
perdido 65 mg, que sumados a los 137 mg obtenidos corresponden a un 76% de
Ta fraccion soluble total.

En el caso de la subfraccidn B fue imposible eliminar
la urea por dialisis dado que la muestra difunde a través de la membrana.

En un primer intento de eliminar parte de la urea, se disolvié la subfrac-
cién B liofilizada que contenia la urea en la minima cantidad posible de
agua y se sembrd en una columna preparativa de Sephadex G-15 que se eluy(
con agua. E1 diagrama de elucién mostrd que, a diferencia de la fraccidn
soluble total, que es eluida con el volumen muerto, este producto entra en
la malla (Fig. 6.29,A). Este procedimiento permitio separar s6lo una
pequefia parte de la urea, y ademas aparecian varios picos que no podian
separarse debido a la baja resolucion obtenida al eluir con agua. Se
decidié entonces, tratar de aumentar la resolucion para poder separar 10s
picos, para lo cual se procedio a repetir la cromatografia sobre Sephadex
G-15 pero utilizando urea 7M como solvente de elucion. Como se ve en el
diagrama correspondiente (Fig. 6.29,B), si bien aumenta la resolucidn no

se logra separar completamente los picos.
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Dada la gran tendencia a la agregacion mostrada por
estos productos se decidid controlar si cada pico era monodisperso respecto
del peso molecular. Se ais10 el pico principal ("3") y se recromatogra-
fio en idénticas condiciones obteniéndose el diagrama de elucidn que se
observa en la Fig. 6.29,C. Debe notarse que los picos de este diagrama
coinciden con los del primero, 1o que indica que cada pico es un agregado.

Las alicuotas recogidas se juntaron nuevamente y se sometieron a ultra-
filtracion a través de membranas de poro definido ("Amicon") para eliminar
la urea. Después de tres filtraciones se logr6 concentrar la muestra
s6lo cinco veces en hidratos de carbono. La dificultad encontrada para
eliminar completamente 1a urea hizo que se decidiera emprender otro esquema

de fraccionamiento.

Por su parte el producto 4 fue cromatografiado sobre
Sephadex G-200, usando urea 7M como solvente de elucidn, para probar si
era 0 no heterodisperso. Como se observa en el diagrama de elucidn
correspondiente (Fig. 6.30) el maximo del pico obtenido coincide con el
volumen muerto (que, como se menciond antes, corresponde a un peso molecu-
lar mayor de 40.000 daltons para el Sephadex G-200 en urea 7M), pero existe
una amplia dispersion de pesos moleculares. Este pico fue separado arbi-
trariamente en dos partes: A-1 y A-2, cada una de las cuales fue dializada
y liofilizada y los productos obtenidos fueron sometidos al andlisis de su
composicion en monosacaridos al igual que su fraccion madre. Los resulta-
dos obtenidos, comparados con los de la fraccidn soluble total indicaron

que el método cromatografico no produjo un fraccionamientvo adecuado.
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Fig. 6.30. Cromatografia analitica sobre Sephadex G-200 de la fraccidn 4
La columna ( 1,2 x 60 ¢cm ) se eluyd con urea /M v se recogieron

fracciones de 2 ml.

TABLA 6.15.

Composicion en monosacaridos de las fracciones de alto peso molecular

obtenidas a partir de la fraccion s por cromatografia sobre Sephadex G-100

en urea 7M y recromatografia sobre Sephadex G-200 en el mismo medio.

Monosacaridos? Rel.
FRACCION
Fuc Ara  Xil Man Gal Glc Glc-NAc Man:Gal
S 1,5 5,6 2,3 38,1 24,7 24,4 3,4 1,55
A 1,1 9,5 2,4 50,4 32,5 4,1 N.d. 1,55
A-1 Tr 6,6 Tr 64,6 19,8 9,0 N.d. 3,30
A-2 Tr 5,9 Tr 48,1 31,6 14,0 N.d. 1,50
a

Analizados por cromatografia gas-liquido de los acetatds de alditoles v de
los metilglicdsidos sililados obtenidos de los productos de hidrdlisis
completa (ver Parte Experimental) y expresados en molesj.
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B) Dialisis

Ante la imposibilidad de elii.inar completamente la
urea de los productos B y dada la heterodispersidoi comprobada en los
productos 4, se decidio emplear otro método de separacion de la fraccidn
soluble total. La aparente diferencia de pesos moleculares entre ambos
productos, mostrada por las cromatografias sobre geles antes realizadas,
sugirieron la posibilidad de su separacion mediante didlisis.

Se dializaron durante 4 dias 290 mg de fraccidon 5 ,
disueltos en 10 ml de agua d:stilada, a temperatira ambiente y contra 2 1
de agua destilada. E1 contenido de 1a bolsa de dialisis se liofilizd
(subfraccidon #D) y las aguas externas se concentr.ron a presidn reducida
hasta 50 ml y luego se 1iofilizaron (subfraccidn »). E1 producto no
dializable se disolvido en 5 ml de agua destilada y se dializ6 contra 1 1 de
agua destilada durante 24 hs con agitacidén continua, recuperandose ambas
partes del modo antes indicado. Sobre el nuevo producto no dializable se
repitio este dltimo p-ocedimiento. En la Tabla 6.16. se ven los rendi-
mientos obtenidos para los productos dializable y no dializable en cada
etapa y en la Tabla 6.17. se indican las propiedades y composicion de ambas

subfracciones.

TABLA 6.16.
Rendimientos obtenidos en las tres etapas de dialisis consecutivas de la
fraccién S°.

FRACCION 12 Didlisis 22 Didlisis 32 Didlisis Rend.total
D 122 mg (42%) 14 mg (8,5%) 12 mg (8%) 52%
D 165 mg (57%) 150 mg (91%) 136 mg (91%) 48%

a

Se indica entre paréntesis el rendimiento de cada etapa.
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C) Cromatografia de intercambio idnico

E1 analisis de los productos dializable y no dializable
mostrd que este método no resultaba adecuado para la separacidn de la frac-
cion s, y sobre la base de la presencia de dcidos glutdmico y aspdrtico en
la porcion proteica se decidid someter la muestra a una cromatografia de
intercambio idnico.

Con el objeto de encontrar el método de elucidn mds
adecuado, se realizaron primeramente cromatografias analiticas sobre DEAE-
Sephadex A-50. Se comenzé eluyendo con agua y luego con solucidn de
carbonato de amonio 0,5M (una mezcla de bicarbonato y carbamato de amonio)

y finalmente con una solucion de carbonato de amonio IM. Este solvente
fue elegido por su facilidad de eliminacién.

Al eluir con agua (Fig. 6.31.) se obtuvo un (nico pico
("1") de muy bajo contenido proteico, que representa el 55% del material
sembrado, mientras que la porcidn eluida con carbonato de amonio 0,5M
resulté mucho mds rica en proteina y fue separada en dos subfracciones (Fig.
6.31., picos "2" y "3"), 1la subfraccion "2" representa el 7% del material
sembrado y la "3" el 4,3% del mismo. La subfraccion "4", sefialada en el
grafico, corresponde al producto eluido con carbonato de amonio 1M y
representa el 4,2% del material sembrado. Completado el balance de masa
se verifico una pérdida de material del 29,5%.

La subfraccion "2" se sometid a cromatografia sobre
Octyl-Sepharosa para verificar si la muestra daba lugar a interacciones
hidrofdbicas. Se eluy0 primero con agua y luego con soluciones etanol/agua
de concentracion de etanol creciente; el diagrama de elucidn (Fig. 6.32,A)

indicd claramente que no se producia este tipo de interaccion.
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Fig. 6.31. Cromatografia analitica sobre DEAE-Sephadex A-50 de la fraccidn
S. La columna ( 0,8 x 10 cm ) se eluyd primero con agua y
luego con soluciones de (CO_HNH, + NH,COONH,) O0,5M y 1M, como

> X 3 4 .2 :
se indica en el diagrama; se recogiéron fracciones de 2 ml.

(===) 4490 nan’ (T 4280 nn
Posteriormente se probd su comportamiento sobre
Sephadex G-15 en urea 7M, obteniéndose un dnico pico que entra levemente en
la malla (menos de 1o que lo hace la subfraccidn B obtenida por cromatografia
sobre Sephadex G-100 en urea 7M de la fraccidn S)y que estd formado por los
maximos coincidentes en las determinaciones de hidratos de carbono y protei-

nas (Fig. 6.32,B).



182

1,0
r)
0,8 g - 7
" 'l
i ¢
1 ||
[ ] 1
1oy v !
[} '|
0,6 | Pt r 1 :
[} LA} :n
el 'I [}
'
: ;3 P
o v HE
0,4 - Voo - b
2 o P
t ! '
L0 ' 1 T
< ' \ '
' ' ! \
' ' '
0,2 |- H % = ' &
i v
' ;o
4 '
! [
0 Lﬂ:.:é"/}kn.n_

10 20 30 40

Volumen de elucidn ( ml )

Fig. 6.32. A) Cromatografias analiticas de la subfraccidn ''2" (ver Fig.
6.31.): A) sobre Octyl Sepharosa. La columna ( 0,9 x 6 cm)
se eluyd primero con agua, obteniéndose el pico que se observa
en el grafico, y luego con soluciones etanol/agua de concentra-

cidn de etanol creciente que no eluyeron material. B) sobre
Sephadex G-15. La columna ( 1,2 x 60 cm ) se eluyd con urea
™. En ambos casos se recogieron fracciones de 2 ml.

=) A90 amd (T A280 na

Dado que la cromatografia de intercambio anidnico
origina dos tipos de productos (uno que no interacciona con la resina, de bajo
contenido proteico, y otro que interacciona y es de alto contenido proteico)

y que la cromatograffa sobre geles realizada anteriormente habia dado lugar a
dos subfracciones (una de mayor peso molecular y baja proporcion de proteinas
y otra de menor peso molecular que mostraba un apreciable contenido proteico),

se decidid verificar si las fracciones ricas en proteina eran similares.



183

0,2
CO3HNH4 + NHZCOONH4
0o,3M 0,5M E,BM 1,0M

a3 ;.
) h
: h r
0 s
o Ol ¢
0 [ l
0 '
< ' Iy

I

L1 ALy
10 20 30 40 50 60 70

Volumen de elucién ( ml )

Fig. 6.33. Cromatografia analftica sobre DEAE-Sephadex A-50 de la fraccién
B (ver Fig. 6.28.). La columna ( 0,8 x 10 cm ) se eluyd
primero con agua y luego con soluciones de CO HNH + NH COONH

de concentracidn creciente. Se recogieron gracc1ones de 24

(=== A490 nm? (—) A280 am’

Se realizd entonces, una cromatografia analitica sobre DEAE Sephadex
A-50 de la subfraccion B de la que se habTa eliminado gran parte de la urea
por ultrafiltracion, eluyéndose primero con agua y luego con concentracio-
nes crecientes de carbonato de amonio (Fig. 6.33.). Al eluir con agua no
se obtuvo material mientras que la suma de los productos obtenidos al eluir
con soluciones de carbonato de amonio de distintas concentraciones represen-
t6 una pequefia cantidad de muestra (15 mg), en su mayor parte de naturaleza

proteica, por lo tanto una parte del mismo quedd unida a la resina.
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En ninguna de estas fracciones ni en la fraccion madre se detectaron

acidos urdnicos por cromatografia gas-liquido (ver Parte Experimental).

Si bien el método C) resultd el mas adecuado para
emprender la separacion de la fraccidon S en escala preparativa que proveyera
material para el andlisis estructural, los datos aportados por los procedi-
mientos A) y B) resultaron de fundamental importancia para el conocimiento
de la composicion y comprension del comportamiento de estos productos.

Por otro lado, el estudio de algunas de las fracciones asi obtenidas, como
la B, resulta de sumo interés pero su realizacion no fue posible por no
disponerse de los elementos necesarios (celda y membranas de Amicon para

escala preparativa, endo-B-D-mananasa, etc.).

Se repitido la cromatografia de intercambio anidnico,
pero variando la fuerza idnica del solvente de elucion en forma mds gradual
y realizando este procedimiento en escala preparativa con 1,34 g de frac-
cion s. Después de eluir con agua, se eluyl con carbonato de amonio 0,1,
0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1y 1,66M, y finalmente con acido acético IN.

La distribucion de rendimientos de las subfracciones obtenidas puede verse
en la Tabla 6.18. y el diagrama de elucidn en la Fig. 6.34. E1 balance de
masa indica que se perdid un 8,5% mas de material que en la cromatografia
analitica. En la Tabla 6.19. se presenta la composicion en monosacaridos
de las subfracciones obtenidas por cromatografia de intercambio anidnico que

han sido analizadas.
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TABLA 6.18.
Rendimientos de las subfracciones obtenidas por cromatografia de intercambio

aniénico de la fraccion S.

Solvente de Cantidad recuperada Rendimiento

FRACCION elucidn (mg) (%)

N agua 695 52

c-1-1 carbonato de amonio 0,1M 72,1 5,3
C-1-2 " 15,7 1,2
c-1-3 " 6,6 0,5
c-2-1 carbonato de amonio 0,2M 21,5 1,6
c-2-2 " 3,0 0,2
C=-3-1 carbonato de amonio 0,3M 2,1 0,1
C-3-2 " 3,3 0,2
C-3=-3 " 1,3 0,1
(-3-4 " 0,6 <0,1
c-4 carbonato de amonio 0,4M desp. -
c-5 carbonato de amonio 0,5M 2,0 0,1
C-A acido acético 1IN 6,0 0,5
Total recuperado 828,2 62,0
Total perdido 511,8 38,0

TABLA 6.19.
Composicidn de las subfracciones obtenidas por cromatografia de intercambio
aniénico de la fraccionS.

Monosacaridos®

FRACCION Fuc  Ara Xil __ Man _ Gal _ Glc  Glc-NAc
I Tr 2,3 - 67,7 29,9 Tr -
c-1-1° 2,4 6,5 15,9 23,6 42,4 7,9 1,2 (0,8)¢
C-1-2 50 12,4 9,4 16,6 46,1 10,5 Tr
C-1-3 8,8 16,7 6,6 12,8 45,2 9,9 0,2
C-2-1 6,1 20,4 4,7 9,1 51,2 8,5 Tr
C-2-2 13,8 17,6 4,7 10,3 44,2 9,0 0,5
C-3-1 23,5 10,6 4,1 5,7 23,5 32,6 0,2

c-5 r 22,9 3,0 152 36,9 22,0 N.d.

8aAnalizados por cromatografia gas-liquido de los acetatos de alditoles y los
metilglicdsidos sililados obtenidos de los productos,de hidrdlisis completa
(ver Parte Experimental) y expresados en moles¥%. Contiene ademis 3,3% de
proteinas calculado como N x 6,25. “Contiene ademis 10% de proteina deter-
minado por el método de Lowry (ver Parte Experimental); su composicidn en
aminodcidos resultd: Asp=11,3%, Tre=6,9%, Ser=6,8%, Glu=25,2%, Pro=5,3%, Gli=
S,t, Ala=14,27%, Val=5,47%, Met=1,4§, Ile=3,6%, Leu=4,7%, Tir=1,5%, Fen=1,6%,
His=1,9%, Lis=3,1%, Arg=1,6%. Determinada por el método de Johnson (ver
Parte Experimental).
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ESTUDIO DE LA FRACCION ¥

Determinaciones de homogeneidad

Al probarse el comportamiento electroforético de la
muestra N sobre papel usando buffer acético-acetato de sodio de pH 5,0 (ver
Parte Experimental), se comprobd que la muestra permanece en el lugar de
siembra. Al emplearse buffer borato de pH 9,2 se observd la migracidn de
la muestra produciéndose una sola mancha redonda (Fig. 6.35.) que reveld
jgual al analizarse en papel con periodato-cuprato y en papel de fibra de

vidrio con permanganato alcalino.

Origen

A T

]
- (.J} ;_:-:‘ +

H

B i
- ¢Z2=""==1. +

L

— 25 cm —>

Fig. 6.35. Corridas obtenidas por electroforesis sobre papel de la
fraccidén N en buffer borato (pH 9,2): A) 900 volts durante
3 hs; B) 600 volts durante 4 hs. Revelador: periodato-
cuprato.
La cromatografia sobre Sephadex G-15 en acido acético
1%, dio un solo pico que es eluido con el volumen muerto (PM)5.000 daltons)
(Fig. 6.36). Al realizarse una cromatografia analitica sobre Sephadex

G-200 en urea 7M se obtuvo un s6lo pico, simétrico, que corresponde a un
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Fig. 6.36. Cromatografia analitica sobre Sephadex G-25 de la fraccidn N
La columna ( 1,2 x 120 cm ) se eluyd con dcido acé&tico 1%

y se recogieron fracciones de 2 ml.

peso molecular de 2.500 daltons (G.P. = 15) (Fig. 6.37.A). Esta cromato-

grafia se repitié en una columna preparativa, separandose tres fracciones

de acuerdo con lo que indica el diagrama (Fig. 6.37.B). Resulté notorio

que después de la eliminacion de la urea por didlisis, el rendimiento total
fue del 34,2% representando cada fraccion el 5,2% (v-1), 26,0% (wv-2) y
3,02 (v-3) del material de partida.

E1 andlisis de las subfracciones mostré que las rela-
ciones Man:Gal asi como sus rotaciones se mantienen a través de las etapas

de cromatografia y didlisis (Tabla 6.20.). También resultd notorio el
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Fig. 6.37. Cromatografias sobre Sephadex G-200 de la fraccidon : A) escala
analitica ( columna: 1,2 x 60 cm );

( columna: 3,5 x 80 cm ).

B) escala preparativa

Ambas columnas se eluyeron con urea

7M y se recogieron fracciones de 2 y 10 ml, respectivamente.

alto ( w¥-3) y significativo ( w-1 y w-2 ) porcentaje de glucosa que también

se encontrd,

en diferentes cantidades, en muestras obtenidas por otros

procedimientos (ver Tablas 6.15. y 6.17.).

La subfraccion mayoritaria #-2

resultd idéntica a su fraccion madre N al ser analizada por electroforesis

sobre papel en buffer de borato (Fig. 6.38.).



TABLA 6.20.

190

Rendimientos y poderes rotatorios de las subfracciones obtenidas por
cromatografia sobre Sephadex G-200 de la fraccidn

Rendimiento [d]gs en agua
FRACCION
(%) (°)
i 52,0° +33,8
-1 5,2° +29,9
V-2 26,0° +39,2
V-3 3,0° +41,9
81a rotacidn Gptica de la fraccidn N en NaCl 0,1M es +28,5 y gn urea ™
es +18,1. Calculado respecto de su fraccidn madre S . Calculado
respecto de ¥ .
Origen
. - ¥
A i
_ q:=._<¢> .
i
V=2 \Tr==-=ﬂ=)
L
B

K_—ZS cm ——d

Fig. 6.38. Corridas obtenidas por electroforesis sobre papel de las
fracciones # y -2 en buffer borato (pH 9,2): A) 900 volts

durante 3 hs y B) 600 volts durante 4 hs.

periodato-cuprato.

Revelador:
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Precipitacion con etanol

Teniendo en cuenta que posiblemente la fraccidn
hubiera resultado soluble en etanol 85% debido a su interaccion con las
productos de alto contenido proteico y que la separacion de éstos podria
provocar su precipitacion, la solucidn acuosa de la fraccion ¥ se 1levd a
a una concentracion de etanol del 85%. Sin embargo, no se produjo la
precipitacion. La solucion se guardd a 4° y al cabo de cuatro semanas
aparecié s6lo una pequefia cantidad de precipitado: I (1,2% de rendimiento)

cuya composicion resulté similar a la del material de partida (Tabla 6.21.).

En la Tabla 6.21. se muestra la composici6n en mono-
sacaridos de las subfracciones obtenidas por cromatografia sobre Sephadex
G-200 de v, 1la del producto insoluble obtenido por agregado de etanol a

la solucion acuosa de N(I) y, como comparacion la de la fraccidn de origen _.

TABLA 6.21.

Composicidn del producto neutro obtenido por cromatografia de

intercambio anidnico de S y de las subfracciones obtenidas por cromatogra-
fia sobre Sephadex G-200 de w.

Monosacdridos® Rel.
FRACCION

Fuc Ara Xil Man Gal Glc Man:Gal

Sb 1,5 5,6 2,3 38,1 24,7 24,4 1,5

J Tr 2,3 - 67,7 29,9 Tr 2,3

I Tr 2,6 68,2 26,6 2,5 2,6

=1 Tr 6,4 55,6 30,2 7,9 1,8

=2 Tr 1,6 62,3 31,7 4,2 2,0

V=3 Tr 1,3 - 30,0 20,8 47,9 1,4
aExpresados en moles 7. b‘I‘ambién contiene 3,47% de N-acetil-glucosamina;

trazas de este monosacarido también se encontraron en J.
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Grado de polimerizacidn

E1 grado de polimerizacion de la fraccidn #-2, determi-
nado por el método del periodato (ver Parte Experimental), resulté de 14,8
si se considera que se producen dos moles de formaldehido por mol de mues-
tra o bien de 7,4 si se produjera un dnico mol; ambos fueron calculados
descontando el contenido proteico (3,3%) y considerando que el peso de la
"unidad anhidro promedio" es, de acuerdo con la composicidn del oligosaca-
rido, de 161.

Al determinar el grado de polimerizacidon mediante el
analisis de los extremos reductores segin el método de Somogyi (ver Parte
Experimental) se obtuvo un valor de 14,7, mientras que el calculado usando
el porcentaje de tetrametilmanosa fue de 14-18 (ver analisis por metilacidn),
y el obtenido mediante cromatografia sobre geles, en urea 7M, resultd de

15.

Andlisis estructural

Habiéndose determinado la homogeneidad de la fraccidn
neutra ., que ademds presenta una relacion Man:Gal y una variacién de la
rotacion optica con el cambio de solvente similar a la de los galactomana-
nos del Grupo A pero con un peso molecular mucho menor, se decidid empren-

der el analisis estructural de la misma.

Analisis por metilacidn:

Dado que la muestra ./-f resultd totalmente soluble en
DMSO, 1la metilacion se realizé por el método de Hakomori (ver Parte Expe-

rimental). E1 producto de esta reaccidon se someti6 a una segunda etapa
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de metilacién empleando el método de Kuhn. E1 andlisis de los productos
de ambas etapas mostrd que en la segunda no se producian cambios en la
composicion. La muestra fue también metilada siguiendo la secuencia
(procedimientos de Haworth y Hakomori) usada para los galactomananos rela-
cionados. La hidrolisis de los productos permetilados produjo las
mezclas de monosacdridos parcialmente metilados que se muestran en la Tabla
6.22.. Esta Tabla también muestra los monosacdridos parcialmente metila-
dos resultantes de la metilacion de una muestra menos purificada de oligo-
sacaridos (4). Las composiciones resultaron similares en los tres casos.

Las relaciones Man:Gal (1,9-2,1) y los grados de polimerizacién (14-18)
calculados a partir de los datos de 1a Tabla 6.22., resultan concordantes con
los de la muestra original (2,0 y 15,0, respectivamente). E1 grado de
polimerizacion de los oligosacaridos A4 (34) es mayor que el de otras
muestras (¥ 15) pero resulta todavia considerablemente menor que el obtenido
para la misma muestra por cromatografia sobre geles (= 150).

S6lo se detectaron derivados trimetilados de arabino-

furanosa o fucopiranosa, y no se detectaron,por cromatografia gas-1iquido

combinada con espectrometria de masas, derivados de xilosa o glucosa.

Oxidacion con periodato:

La oxidacion con periodato de la muestra i-2 mostré
un consumo de 1 mol de periodato cada 139 g de oligosacarido (habiéndose
descontado en el cdlculo el porcentaje de proteinas). Si de acuerdo con
la composicion del mismo (Tabla 6.21.) se calcula que el peso de la "unidad
anhidro promedio" es de 161, se obtiene un consumo de 0,86 moles de unidad
por mol de periodato, es decir, 1,16 moles de periodato por mol de unidad

anhidro (Fig. 6.39.).
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Fig. 6.39. Determinacidn del consumo de periodato de la fraccidn /i~2
(Una solucidn de la muestra en el buffer utilizado no mostrd
absorcidn a la longitud de onda utilizada. Ver Parte
Experimental).

E1 andlisis de los polialcoholes obtenidos por
reduccién con borohidruro de sodio del polialdehido, mostré la presencia
de eritritol y glicerol en relacion molar 2,1:1,0. Se detectaron 3% y
0,6%, respectivamente, de manosa y galactosa intactas pero no se detectd

glucosa.

Espectroscopia infrarroja y de resonancia magnética nuclear

E1 espectro infrarrojo de la muestra ¥ (Fig. 6.40.)

muestra dos bandas de absorcidn a 810 cm'1 y 870 cm'l. caracteristicas del

estiramiento simétrico de los anillos de D-manopiranosa en mano-oligosacdri-
dos , y de la deformacion de la unidn C-2 — H ecuatorial de 1a misma unidad,

respectivamente151.
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Resulta notorio que el espectro infrarrojo de la

1

muestra ¥ en el rango 900-1200 cm = es mds parecido al espectro de la

151 que al de los galactomananos (Fig. 6.41.).

A
wf\{\/\’\
m
c
L1 '
1300 1100 900 700

B-(1-4)-manotetraosa

Fig. 6.41. Comparacidn de las regiones entre 800 y 1200 cm-l ? los
espectros infrarrojos de: A) B-(l—4)-manotetraosa , B) el
sligosacdrido N y C) el galactomanano Gm 3.

E1 espectro de resonancia magnética protdnica de la
muestra ¥ (Fig. 6.42) muestra en la region anomérica tres absorciones: un
doblete a 8 = 5,06 Qq’2=3,0 Hz ) correspondiente al protdon anomérico del
d-D-galactopirandsido, una sefnal a § = 4,78 correspondiente al protdn
anomérico del p-D-manopiranésido, y un singlete a § = 5,20 asignado al

166

proton anomérico del a-L-arabinofurandsido™ . La relacion de los picos

es de 22,5:10,2:1,0, respectivamente.
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6,0

Fig. 6. 42.

5,0 3,0

P.P.M.

Espectro de RMN-lH (100,1 MHz) de los oligosacdridos N. Se
utilizé una solucidén (87 mg/ml) de la muestra en D.O a pD 7 ¥y
temperatura ambiente. Nimero de pulsos =10 secuencia=
180°-2-90°-FID, conT=7,10 seg. En la parte superior
izquierda aparece la regidn del espectro entre 4,90 y 5,30 p.p.m.
expandida x 2. Los corrimientos quimicos estin expresados en
p.-p.m. respecto de TMS externo.
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E1 espectro de resonancia magnética de 13

C de los oligo-
sacdridos (Fig. 6.43.) se realiz a temperatura ambiente en un equipo de
25,2 MHz; la elevada solubilidad de la muestra y la baja viscosidad de

sus soluciones permitio, en este caso, obtener un buen espectro en las
condiciones mencionadas con una acumulacion de 210. 20 pulsos. Las
sefiales de todos los carbonos (obtenidas con completo desacople de protones)
se hallan resueltas (a excepcidn de los carbonos 3 y 4 de la galactosa) y

los corrimientos quimicos, relativos a tetrametilsilano de presentan en la
Tabla 6.23.

Las 1ineas de resonancia son mds angostas que en los
espectros de los galactomananos de leguminosa5127’131’l7o, posiblemente
debido al hecho de que el tamafio mucho menor de la molécula permite mayor
movilidad para la reorientacion.

Se pueden identificar cinco tipos distintos de unida-
des:(i) los residuos terminales, no reductores de d-D-galactopiranosilos
cuyas resonancias se corresponden con las del metil-a-D-galactopiranésido
monoméric0167; (ii) Ta unidad de B-D-manopiranosa unida por el 0-4 que
forma el extremo reductor del esqueleto de manosas cuyas resonancias estan
de acuerdo con las de la 4-0-metilfﬂymanopiranosalzg’lsg; (iii) las
unidades interiores del esqueleto de manosas, B-D-manopiranosilos enlaza-
dos (1-»4), cuyas sefiales corresponden a las calculadas teniendo en cuenta
la suma de los efectos a, B y U producidos par la presencia de uniones
glicosidicas en los carbonos 1 y 4 sobre las absorciones de la B-D-manopira-
nosa; (iv) el residuo de B-D-manopiranosilo que forma el extremo no
reductor del esqueleto de manosas cuyas resonancias resultan similares a

las del meti]7ﬁ-D-manopiranésidolzg’lsa; y(v) los residuos de tipo
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p-D-manopiranosilo con enlaces (1-»4) entre si, sustituidos en el 0-6, de
la cadena central, en este caso las posiciones de las lineas de resonancia
de C-6 y C-5 se hallan desplazadas 6 p.p.m. hacia campos mas bajos y 1,6
p.p.m. hacia campos mds altos, respectivamente, respecto de las sefales
correspondientes de los residuos de D-manosa no ramificados.

Las sefiales de los oligosacaridos concuerdan con las
correspondientes sefiales de los espectros de los galactomananos relacionados

y con las de los de Cyamopsis tetragonolobu3127 , Ceratonia siliqua127'l31,

131

Trifolium pratense127 y Trigonella foenwn-graecwn

El C-4 de las unidades de manosa con enlaces B-(1—»4)
muestra tres sefales, que como ha sido explicado antes (ver Capitulo IV,
pdg. 69 y Capitulo VI, pag. 163) resultan de la influencia de los residuos
adyacentes de la cadena. En base a las intensidades, que son practica-
mente iguales, se determinaron las frecuencias de las diadas A, B y C (ver

Capitulo IV, pag.73):

?al ?al ?a] ?al
[
— Man — Man — — Man — Man - 0 — Man — Man -
(R) (8)
— Man — Man —
(C)

Estas frecuencias aparecen comparadas en la Tabla
6.24. con las calculadas estadisticamente en base a la relacidon Gal:Man

que surge de la integracidon de las dreas correspondientes a los carbonos
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G-5
M-3 / G-3+G-4
\/! /
M- 2
Vv
M-1 G-6
M-4 G-2
\ ms
G-1 i—\l'G M-6
[ i
G
}
M-6
A
3
1 WU

1 y L A 1 I

110 100 90 80 70 60

P.P.M.
. 13 . - .

Fig. 6.43. Espectro de RMN- "C de los oligosaciridos .7, E1 espectro se
realizd con un equipo de 25,2 MHz, empleando una solucidn
(87 mg/ml) de la muestra en D,0/H,0 1:3, a pH 7 y temperatura
ambiente, acumulando 210. 200 pulsoOs. M: manosa; G: ga-
lactosa. 1: M-1, 2: M-5, 3: M-3 y 4: M-2 de las unidades
del extremo reductor de las cadenas; 5: M-4 de los residuos
del extremo no reductor de las cadenas y 6: M-6 de las unidades
del extremo reductor o no reductor de las cadenas.

13

anoméricos de galactosa y de manosa en el espectro de RMN-""C (ver Capitulo

IV, pag. 60).
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TABLA 6.23

13

Asignaciones de las sefiales del espectro de RMN-""C de los oligosacaridos

de tipo galactomanano.

.. s . __d
Corrimientos quimicos

Tipo de unidad C-1 C-2 c-3 Cc-4 C-5 C-6
a-D-galactopiranosilo 99,54 69,33 706,22 70,22 72,17 62,15
B-D-manopiranosilo 100,96 70,81 72,35 77,37b 75,83 61,45
interno, no sustituido 77,60

en el 0-6

p-D-manopiranosi]o 100,96 70,81 72,35 77,60b 74,10 67,57d
interno, sustituido 77,77°¢ 67,47¢
en el 0-6 67.26"
p-D-manopiranosi1o 100,96 70,81 72,35 67,83 75,83 61,929

del extremo no reductor
de la cadena

p-D-manopiranosi]o 94,76 71,73 73,71 77,37 76,18 61,45g
del extremo reductor
de la cadena

8l0s corrimientos quimicos estdn expresados en p.p.m. respecto de TMS
externo; § = 1,96-2,16 p.p.m. hacia campos pds bajos que respecto de
3-(trimetilsilil)-propionato de sodio-d, . Cuando el residuo precedente
de manosa no estd ranificado. “Cuando el residuo precedente de manosa
esta ramificado. “Unidad intermedia de grupos de tres unidades contiguas
de residuos de D-manosa sustituidos. Superposicifn de las senales de
las triadas donde dos unidades contiguas estdn sustituidas. Bloques de
tres unidades contiguas de D-manosa donde sélo la unidad intermedia estd
sustituida. Estas asignaciones podrian estar intercambiadas.
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13C de

Al igual que en el caso de los espectros de RMN-
alta resolucion de los galactomananos despolimerizados, la absorcidon del
C-6 de las unidades de manosa sustituidas por galactosa aparece partida en
tres sefiales, que en este caso, tienen igual intensidad. Esto confirma
la sensibilidad del C-6 de los residuos ramificados de manosa, a la presen-
cia o no de sustituyente en los residuos adyacentes. Los picos fueron
asignados comparando la relacidn Gal:Man y la zona del espectro correspor-
diente al C-6 de las unidades de manosa sustituidas del oligosacdarido ¥ con
la relacion Gal:Man y 1a misma zona del espectro de los galactomananos Gm 3
y Gm T despolimerizados (Figs.6.21., 6.22., respectivamente). Estas
zonas se comparan en la Fig. 6.44.

E1 comportamiento del C-6 de las unidades de manosa
ramificadas puede explicarse considerando que su resonancia es sensible al
hecho de que las unidades de manosa unidas a mismo residuo estén o no
sustituidas. E1 pico a campos mas bajos (67,57 p.p.m. en el espectro de
los oligosacdridos) se origina en la resonancia del C-6 de la unidad inter-
media de grupos de tres residuos de manosa contiguos sustituidos (triada I)
la absorcidn a campos mas altos (67,26 p.p.m. en el espectro de los oligo-
sacdridos) se debe a bloques de tres unidades contiguas de manosa en los
cuales s6lo la unidad intermedia esta sustituida (triada III), y el pico
intermedio (triadas II) representa la superposicion de sefales de las

triadas donde dos unidades contiguas de manosa estan sustituidas:

Fa] fa] Gal Fa] ?a] Fa] ?al
- Man — Man — Man - — Man — Man —Man — o0 — Man — Man — Man —
(1) a1 (11)

— Man — Man - Man —

(IIT)
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m Rel.
Man:Gal
A 1
71:25
——
1ppm,
I IO
\F/
B 61:.27
—_—
1 ppm.
(I m
N4
C
67:.30
frem—
1 p.p.m.

Fig. 6.44. Regidn del espectro de RMN-13C correspondiente a las absorciones
del C-6 de las unidades de manosa sustituidas por galactosa en:
A) galactomanano total despolimerizado (Gm T-HP) a 75 MHz;
B) oligosacdridos de tipo galactomanano (V) a 25,2 Miz y C) ga-
lactomanano Gm 3 despolimerizado (Gm 3-HP) a 25,2 MHz. I, II vy
I11 corresponden a las triadas indicadas en el texto. La re-
lacidén Man:Gal que se indica es la determinada mediante cromato-
grafia gas-liquido de los acetatos de alditoles derivados de lo:
productos de hidrdlisis completa de las muestras.
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En base a las intensidades de los picos se calcularon las frecuencias
de las triadas I, II y III para los galactomananos Gm T-HP y Gm 3-HP y para
el oligosacarido de tipo galactomanano, que se indican en la Tabla 6.24.
En esta Tabla también aparecen las frecuencias de las diadas para los
galactomananos despolimerizados y los valores calculados estadisticamente,
para las frecuencias de las triadas de las tres muestras usando la relacibn
Gal:Man determinada en base a las intensidades de los carbonos anoméricos

de las dos unidades.

ESTUDIO DE LAS FRACCIONES €

Cuando se probd el comportamiento electroforético de
las muestras C-1-1 yC-4 usando buffer acético-acetato ae sodio pH 5,0, se
comprobd que ninguna de las dos se desplazaba del origen. Cuando la
electroforesis se 1levé a cabo en buffer de borato pH 9,2, las subfraccio-
nes 7-1-1, (-1-Z, C-£-iy ~-3-4 originaron, cada una de ellas una mancha

(Fig. 6.45.)

Origen
v
+
ar C=1-1
& 0-1-2 @’
G Lmi=e +
§ e ©
g‘lr‘, ’./—J_4 -
he— 40 cm N

—>)

Fig. 6.45. Corridas obtenidas por electroforesis sobre papel en buffer
de borato (pH 9,2) de las subfracciones (-1-I, (-1-£, (=!-]

y 0=3-¢, Se apiicaron 600 voits durante 3 hs. Revelador:
NO,Ag/NaOH.
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Grado de polimerizacidn

Al determinar el grado de polimerizacién de la parte
principal de los componentes que interactdan con la resina anidnica (C-1-.)
se obtuvo, en base al formaldehido producido por el extremo reductor, un
valor de 20 si se considera la produccién de un mol de formaldehido por
molécula y de 40 si se consideran dos moles. En el cdlculo se descontd
el porcentaje de proteina y se considerd el peso molecular de la "unidad

anhidro promedio" (152), calculado en base a la composicidn de la muestra.

Andlisis estructural

Las subfracciones ¢-1-1, (-1-2,

r-3-4 y C-5 se sometieron a metilacion empleando directamente el procedi-
miento de Hakomori (ver Parte Experimental) ya que resultan completamente
solubles en DMSO. Los productos metilados se analizaron como acetatos de
alditoles, después de hidrdlisis completa por el Procedimiento II (ver
Parte Experimental) (Tabla 6.25), Los resultados indicaron que
existia submetilacidon, a pesar de la solubilidad total de las muestras en
DMSO y de haberse realizado varios agregados de reactivos (ver Parte Expe-
rimental).

Dado que las muestras estdn constituidas por seis
monosacaridos distintos que se encuentran en proporciones similares en la
mayoria de los casos, las mezclas de derivados metilados resultaron
sumamente complejas. Para verificar las asignaciones se procedid a la
reduccién de los productos de hidrdlisis con borodeuteriuro de sodio antes
del paso de acetilacion. Se pudo asi determinar que aparecian superpues-

tos derivados trimetilados en posiciones 2,4,6- y 3,4,6- que, de acuerdo
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con los tiempos de retencidon relativos pudieron ser identificados como 2,4,6-

tri-0-metil-D-glucosa y 3,4,6-tri-0-metil-D-glucosa o manosa.

TABLA 6.25.

Proporciones relativas de los monosacdridos parcialmente metilados obtenidos
a partir de los productos integrantes de la fraccién 5 que interactdan con
DEAE-Sephadex A-50 ( moles%).(Analizados como acetatos de alditoles).

FRACCION c-1-1 c-1-2 C-2-1 Cc-3-1 C=3-¢ C-6

Monosacaridos parcial-
mente metilados

Arabinosa
2,3,5-Trimetil 5,5 6,5 9,0 12,1 Tr 4,3
3,5-Dimetil - - - - - 2,3
Xilosa
2,3,4-Trimetil Tr 5,0 Tr 4,3 Tr 2,2
Fucosa
2,3,4-Trimetil 1,1 5,0 0,6 17,7 23,9 1,1
3,4-Dimetil Tr - - 1,8 22,1 -
2-Monometil - - - - - 1,9
Manosa
2,3,4,6-Tetrametil 1,02 10,9;l 4,42 15,3§ 2,02 6,22
3,4,6-Trimetil - 9,3 1,5 1,8 9,9 3,1
4 ,6-Dimetil - - - - 8,4
2,3~-Dimetil 1,0 - Tr 0,6 - -
6-Monometil 1,8 - - - - 2,0
2-Monometil 1,9 - 4,8 - - -
Manosa 8,3 - - - - -
Galactosa
2,3,4,6-Tetrametil 28,2 20,3 21,5 10,8 17,6 18,1
2,4,6-Trimetil 9,2 13,3 20,0 5,2 1,8 -
2,3,6-Trimetil 1,6 - Tr - - 4,2
4 ,6~-Dimetil 35,4 6,5 20,7 12,2 7,3 19,4
2,3-Dimetil - - 1,0 4,3 - -
2,4-Dimetil Tr 9,4 0,9 - - 1,6
2-Monometil - - 4,6 - - 2,8
Galactosa 2,6 - - - - -
Glucosa
2,4,6-Trimetil - 9,3° 1,5  1,8° 9,9° 3,1°
2,3,6-Trimetil - - 9,5 12,2 - 6,4
2,4-Dimetil - - - - - 12,9

4pado que ambos derivados aparecen superpuesgos, podria existir también
algo de 2,3,4,6-tetra-O-metil-D-glucosa. En este pico aparecen super-
puestos 2,4,6-tri-O-metil-D-glucosa y 3,4,6-tri-O-metil-D-glucosa o manosa
razén por la cual se considerd la mitad del irea del pico para cada derivado
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ESTUDIO DE LA FRACCION S,

Tal como se mencionara previamente, se realizaron
varias extracciones del endosperma, con el objeto de analizar la reproduci-
bilidad de los resultados y de obtener material suficiente para laos analisis
efectuados. A partir de la segunda extraccidn los tres extractos obteni-
dos por tratamiento con agua a 50° se trabajaron en conjunto, obteniéndose
un s6lo grupo de fracciones precipitables con etanol y una sola fraccidn
soluble en etanol 85%: Sep- Dado que S¢o obtenida de la quinta extraccion
resultd la mids abundante, fue la utilizada en los analisis posteriores.

Su composicién, que se indica en la Tabla 6.27., resultd ser un promedio
pesado practicamente exacto de las composiciones de las tres fracciones
solubles en etanol 85% obtenidas por extraccion con agua a 50° en el primer
tratamiento del endosperma (ver Tabla 6.14.).

En vista de su analogia con la fraccion soluble en
etanol 85% obtenida de la extraccifn acuosa a temperatura ambiente (&) en
cuanto al aumento del contenido proteico respecto de 1os galactomananos
relacionados y a la presencia de mayores porcentajes de monosacdridos dis-
tintos de manosa y galactosa, y por otro lado, 1la diferencia respecto de
ésta en su comportamiento de elucidn en Sephadex G-100 usando urea 7M como
solvente, a saber, la elucién por separado de los hidratos de carbono y
las proteinas, se decidid someterla a una cromatografia de intercambio
aniénico.

Se realizd una cromatografia preparativa sobre DEAE-
Sephadex A-50 , eluyéndose primero con agua y luego con soluciones de

carbonato de amonio de concentracion creciente (Fig. 6.46.).
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1,0
( CO3HN'H4 + NHZCOON'H4 )
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Fig. 6.46. Cromatografia preparativa sobre DEAE-Sephadex A-50 de la
fraccidn Ssa. La columna ( 1,9 x 10 cm ) se eluyd primero

con agua y Yuego con soluciones de carbonato de amonio de
concentracidn creciente, como se indica en el diagrama.

=== A90 am’ ) A280 o

En la Tabla 6.26. se indican los rendimientos obtenidos para las distin-
tas subfracciones y en la Tabla 6.27. las composiciones de las mismas.
El balance de masa indica que, en este caso no se produce pérdida de mate-
rial al pasar por la resina.
Al comparar las composiciones de las subfracciones
obtenidas con la fraccion madre se observa que, mientras que en la fraccidn
neutra :/_. se produce un aumento en la relacion Man:Gal y una disminucion en

oJ
Tos porcentajes de otros monosacdridos, en las fracciones Copm€ ¥ € -=iv
(2%
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€1 monosacarido mayoritario es la galactosa y existen portentajes importantes

no s6lo de manosa sino también de arabinosa y xilosa.

TABLA 6.26.

Rendimientos de las subfracciones obtenidas por cromatografia sobre DEAE

Sephadex A-50 de la fraccién 5506.
FRACCION Solvente de Cantidad recuperada Rendimiento
elucién (mg) (%)

H50 agua 62,0 35

050-8 carbonato de amonio 88,0 49
0,8M

650-10 carbonato de amonio 27,4 15,3
1,0M

Total recuperado 177,4 99,3

33e sembraron 178 mg de 550.

TABLA 6.27.

Composicidn de las subfracciones obtenidas por cromatografia sobre DEAE -
Sephadex A-50 de la fraccién Sso y su comparacion con la correspondiente
a la fraccion madre,

Monosacaridos® Protefnab
FRACCION (%)
Fuc Ara Xil Man Gal Glc ”
Sso 4,7 10,5 4,6 42,1 31,9 6,1 14,8
NSOC 3,1 5,3 0,2 57,4 32,5 1,5 7,0
P 4,8 15,2 10,9 22,0 43,8 3,4 1,6
050-10 5,0 16,0 10,5 22,0 44,0 3,5 6,9

@Analizados por cromatografia gas-liquido de los acetatos de alditoles
derivados de los productos de hidr6lisis completa de las muestras y
expresados en mol%fz. Determinada por el método de Lowry (ver Parte
experimental. La relacidn Man:Gal resulta 1,8:1,0.
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Cuando el producto neutro N50 se sometié a cromato-

grafia sobre Sephadex G-200 empleando como eluyente urea 7M, se obtuvo un

dnico pico que resultdé eluido con el volumen muerto (Fig. 6.47.).

VO
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ol 'l '
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' ny o
2 1 | 1 1
0 102030140 %

Volumen de elucidn (ml)

Fig. 6.47. Cromatografia analitica sobre Sephadex G-200 de la fraccidn
NSO' La columna ( 1,2 x 60 cm ) se eluyd con urea 7M y

se recogieron fracciones de 2 ml.
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ESTUDIO DE LA FRACCION 5

Al igual que lo efectuado en el caso de la fraccidn
550 se eligi6 para el estudio la fraccidn 595 que corresponde al quinto
procedimiento de extraccidon del endosperma. Su composicion resultd
también similar a la de la fraccion correspondiente del primer procedimiento
de extraccidén (comparar Tablas 6.14. y 6.29.).

En este caso también se habia comprobado que, si bien
al ser sometida a cromatografia sobre Sephadex G-15 en agua se obtenia un
s6lo pico correspondiente a los maximos coincidentes de las determinaciones
de hidratos de carbono y proteinas, cuando la misma se realizaba en
Sephadex G-100 y con un solvente caotrdpico como la urea /M, ambos tipos
de material se eluian por separado (ver Fig. 6.27.B).

Cuando la fraccion Sy5 S€ sometid a cromatografia de
intercambio anidénico se obtuvo el diagrama de elucidn que se observa en la
Fig. 6.48. En la Tabla 6.28. se presenta el balance de masa para las
distintas fracciones obtenidas en este tratamiento cromatografico y en la
Tabla 6.29. se muestran las composiciones en monosacdridos de las subfrac-
ciones y la de su fraccion madre S5 La subfraccidn Wgs S€ recromato-

grafié en idénticas condiciones obteniéndose d,.=bis, cuya composicion

resultd similar a la de ./ . (Tabla 6.29.).
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Fig. 6.48. Cromatografla preparativa sobre DEAE-Sephadex A-50 de la fraccién
594' La columna ( 1,9 x 10 cm ) se eluyd primero con agua v
luégo con soluciones de carbonato de amonio de concentracidn
creciente, como se indica en el diagrama. (——-) A s
(—) A ) 490 nm
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TABLA 6.28.

Rendimientos de las subfracciones obtenidas por cromatografia sobre DEAE

Sephadex A-50 de la fraccidn Jgga

v

FRACCION Solvente de Cantidad recuperada Rendimiento
elucion (mg) (%)

S agua 75,0 42

:gé—i carbonato de amonio 0,8M 89,2 50

Ca;'zc carbonato de amonio 1,0M 6,5 3,6

Total recuperado 170,7 95,6

3Se sembraron 180 mg de 55



215

TABLA 6.29.
Composicion de las subfracciones obtenidas por cromatografia sobre DEAE-
Sephadex A-50 de la fraccidn Sgs ¥ SU comparacion con la correspondiente

a la fraccion madre,

Monosaciridos?® Proteinab

FRACCION

Fuc Ara Xil Man Gal Glc ()
395 7.8 50,7 5,5 17,0 17,0 2,0 8,7
N95C 2,5 37,5 2,0 36,7 16,4 4,9 5,0
.795‘bi8 2,6 36’4 1,0 38’4 16’3 5)5 5’0
095—8 11,6 65,0 9,2 2,9 11,3 - 4,4
095-10 11,6 65,8 9,2 2,7 11,5 - 6,3

3Analizados por cromatograffa gas-liquido de los acetatos de alditoles
derivados de los productog de hidrdlisis completa de las muestras y
expresados en moles%. Determinada nor el método de Lowry (ver Parte
Experimental), “La relacidn Man:Gal resulta de 2,2,

A modo de resumen se presenta un esquema (Fig. 6.49.)
donde se indica la forma de obtencidn de las fracciones extraibles con agua
a temperatura ambiente, 50° y 95° y solubles en etanol 85% y la del

subfraccionamiento de las mismas por distintos métodos.
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EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO DE LOS COMPONENTES DEL RESIDUO REMANENTE DE

LAS EXTRACCIONES ACUQSAS . ANALISIS DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS.

La porcién del endosperma remanente después de la
extraccion exhaustiva con agua (18,5%), sin ser secado, para evitar las
consecuencias de este tratamiento, fue nuevamente extraida secuencialmente
y en forma exhaustiva con:

1) urea 7M, a temperatura ambiente

2) oxalato de amonio 1%, a ebullicidn

3) hidroxido de potasio 10%, a temperatura ambiente

4) hidrdxido de sodio 25% con 5% de borato de sodio y

1% de borohidruro de sodio, a temperatura ambiente
La metodologia de trabajo para cada caso se detalla en la Parte Experi-
mental.

Cada uno de los extractos fue dializado extensivamente
con el objeto de eliminar las sales, y se procedid al agregado de etanol
en forma paulatina, tal como se habia efectuado para la precipitacion de
los galactomananos solubles en agua. Mientras el extracto obtenido con
urea 7M produjo una fnfima cantidad de producto insoluble en etanol (0,06%,
respecto del material de partida), el extracto de oxalato de amonio 1% no
dio precipitado en el tratamiento y el extracto de hidréxido de potasio
originé un producto insoluble que representa el 0,9% del material de partida.

Dado que a esta altura del proceso de extraccidon se estaba trabajando
con muy poca cantidad de material (ver Parte Experimental), el extracto
obtenido con hidrdxido de sodio, luego de dializado, fue directamente

liofilizado (3,4% del material de partida). E1 material agotado después
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de esta secuencia de extracciones representa el 0,28% del endosperma.
Ademds, cada uno de los extractos (menos el obtenido
con hidroxido de sodio 25%) origind productos solubles en etanol 85% que
representaron el 0,45%, 0,24% y 0,12% para las extracciones con urea,
oxalato de amonio e hidroxido de potasio, respectivamente. En la Fig.6.
50. puede verse el esquema de extraccion y precipitacién, y la Tabla 6.30.
muestra los rendimientos y propiedades de todas las fracciones obtenidas.
En 1a Tabla 8.1. se indica la nomenclatura de todos los productos
obtenidos en esta secuencia de extracciones.
TABLA 6.30.

Rendimientos y propiedades de los productos -.aislados por fraccionamiento
de los extractos obtenidos con urea 7M, oxalato de amonio 1% y dlcali a
partir del endosperma remanente de las extracciones acuosas.

FRACCION®  Rend.®  Rel. [a]25

(%) Man:Gal agua NaCl 0,1M urea 7M

(°)

SU 0,45 2,0 +9,6 +8,7 -18,0
S50 0,24 2,0 +60,7 +17,5 -0,6
PK 0,90 4,4 +7,5 +0,1 -29,0
SK 0,12 16,9 -19,0 -7,4 -15,5
ES 3,40 17,4 -5,2 -4,2 -18,0
EA 0.28 8,2 N.d. N.d. N.d.
3SyU : fraccidn extraida con urea 7M y soluble en etanol 85%; S0: frac-
cidn extrafda con oxalato de amonio 1% a ebullicidn y soluble en etanol
857%; PK: producto extraido con hidrdxido de potasio 10% y precipitado

con etanol (rango de precipitacidn:40-50% de concentracidn de etanol);

5K : fraccidn extraida con hidrdxido de potasio 10% y soluble en etanol
85%; ES: producto extraido con hidrdxido de sodio 25%; zA: endosperma
agotado. Los rendimientos estdn expresados respecto del endosperma total
de partida.
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Dado que las extracciones con urea, oxalato de amonio y
dlcali requieren una dialisis extensiva posterior, las aguas de dialisis
fueron analizadas (reactivo fenol-acido sulfidrico) con el objeto de verifi-
car si se producia pérdida de material. Se verificd que se perdia entre
el 35% y 46% del material extraido, que en total representa el 2,3% del
endosperma de partida.

En la Tabla 6.31. se muestra la composicion de los
productos obtenidos en esta secuencia de extracciones y en la Tabla 6.32.

la composicidon en aminoadcidos de su porcion proteica.

TABLA 6.31.

Composicion de los productos surgidos del fraccionamiento de los extractos
obtenidos a partir del endosperma remanente de las extracciones acuosas.

b Monosacaridos? Proteina
FRACCION
Fuc Ara Xil Man Gal Glc Glc-NAc (%)

5U 7,0 12,0 4,2 43,6 21,3 12,0 N.d. 2,9°
S0 2,0 4,0 0,6 43,0 21,2 29,3 N.d. 4,5¢
PX - 2,8 Tr 79,0 18,0 - - 0,2¢
5K 2,3 3,6 Tr 59,1 3,5 8,9 22,8 16,0°
5 - - - 92,5 5,3 2,2 - 0,3°¢
z4 0,8 - 11,6 25,6 3,1 58,2 0,5 5,6 ¢

3Analizados como acetatos de alditoles y metilglicSsidos sililados deriva-
dos de los productos de hidrdlisis completg de las muestras (ver Parte
Experimental) y expresados en moles %. Para la nomenclatura de las
fracciones ver la Tabla §.30. “Determinada por el método de Lowry (ver
Parte Experimental). Calculada como N x 6,25,
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Al realizarse un primer intento de metilacion sobre el
residuo remanente de toda la secuencia de extracciones al que se ha denomi-
nado "endosperma agotado" ( Z4) aplicando el método de Hakomori (el pro-
ducto resultd parcialmente soluble en DMSO) se obtuvieron los resultados que
figuran en la Tabla 6.33, Los productos PK y ES se sometieron al mismo

tratamiento, ambos resultaron parcialmente solubles en DMSO (Tabla 6.33.).

TABLA 6.33.

Proporciones relativas de monosaciridos parcialmente metilados provenientes
de algunos productos obtenidos del endosperma de Gleditsia triacanthos
agotado por extracciones acuosas.

FRACCIONES
Monosacaridos Uniones
parcialmente glicosidicas PK oS TA
metilados deducidas (moles %)
Manosa
2,3,4,6-Tetrametil Term 0,7 0,6 0,2
2,3,6=-Trimetil 4- 52,9 60,1 64,7
2,3-Dimetil 4,6- 8,4 8,8 9,8
2,6- + 4,6-Dimetil 3,4- + 2,3- 1,2 1,9 2,8
2-Monometi12 5,0 2,3 -
3- y/o 4-Monometil? 27,2 13,0 3,2
Galactosa
2,3,4,6-Tetrametil Term 8,9 4.9 4.8
2,3,6-Trimetil 4- - 3,7 8,8
2,4-Dimetil 3,6- - 1,6 3,2
3- y/o 4-Monometil? 11,5 3,2 2,6

a . . ..
Indican submetilacidn.



CAPITULO VII

DISCUSION DE LOS

RESULTADOS OBTENIDOS
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GALACTOMANANOS

Los polisacaridos extraibles con agua de la semilla
entera de Gleditsia triacanthos, obtenidos previamente por Mazzini y
Cerezol71, presentaron un amplio rango de precipitacion. Sin embargo,
el andlisis de los productos precipitados con etanol a partir de los extrac-
tos obtenidos en forma secuencial, primero a temperatura ambiente y luego
a 50°, dio valores muy similares de relaciones Man:Gal (1,8 y 2,4, respec-
tivamente). Por otro lado, el galactomanano obtenido por Leschziner y
Cerezo mediante extraccion acuosa de la misma semilla directamente a 50°,
presenté una relacion Man:Gal de 3,2-3,563. Los rendimientos totales
fueron aproximadamente coincidentes, pero no asi las relaciones Man:Gal,
resultando la relacion global del producto extraido directamente a 50° muy
superior al promedio pesado de las relaciones obtenidas en las dos extrac-
ciones secuenciales.

Con el objeto de realizar un andlisis detallado de las
variaciones estructurales responsables del comportamiento de los galactoma-
nanos de leguminosas, se proyecté un esquema de extracciones secuenciales
cada vez mas drasticas. Estas se l1levaron a cabo sobre el endosperma
separado del resto de la semilla, ya que, salvo pocas excepciones (ver
Fuentes botanicas, pag. 17 y Métodos de extraccidon y purificacidon, pdg. 25),
esta es la parte de la semilla donde se encuentran los galactomananos en las
leguminosas.

La secuencia de extracciones, cada una de ellas

efectuada en forma exhaustiva, comprendié inicialmente:

1) Extraccidn con agua a temperatura ambiente.
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2) Extraccion con agua a 50°.

3) Extraccion con agua a 95°.
(ver Fig. 6.1.).

Los resultados de las extracciones posteriores serdn
analizados mis adelante (pig. 273).

Cada uno de los extractos fue sometido a un aumento
paulatino de la concentracion de etanol (ver Parte Experimental), obtenién-
dose en total 14 fracciones de galactomananos (ver Figs. 6.2. a 6.6.).

E1 balance de masa de estos productos indicé que el endosperma de Gleditsia
triacanthos contiene 68,3% de galactomananos solubles en agua junto con
13,2% de productos extraibles con agua y solubles en etanol 85%. La
cantidad total de producto extraido con agua (81,6% del total del endosper-

ma) concuerda con la reportada previamente por Andersonlg.

E1 andlisis de los catorce polisacdridos (aeterminacion
de la composicion en monosacaridos y aminoacidos, cantidad total de hidra-
tos de carbono y proteinas, grado de polimerizacion, poderes rotatorios
en distintos medios; Tablas 6.1., 6.3. y 6.5.) marcd la existencia de,
por lo menos, cuatro galactomananos diferentes con relaciones Man:Gal de
2,0-2,5, 2,9-3,3, 4,1-4,2 y 3,2-3,4, respectivamente. Si bien el
sequndo y el Gl1timo presentan relaciones Man:Gal similares, cabe recordar
que estos galactomananos difieren en la temperatura y secuencia de extrac-
cion y en las rotaciones 6pticas en urea 7M (Tabla 6.1.).

E1 promedio numérico de las relaciones Man:Gal ae los
productos extraidos a temperatura ambiente y a 50° (3,1) concuerda con el

63

determinado en un trabajo previo - para el galactomanano extraido
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directamente a 50°. Por otro lado, el mismo promedio realizado para los
productos extraidos s6lo a temperatura ambiente (2,2) resulta comparable
con el obtenido por Anderson19 (2,7) con la diferencia 16gica atribuible a
muestras de distinta procedencia.

Si comparamos los resultados obtenidos en nuestro caso
con los de productos similares aislados de otras especies de Gleditsia,
encontramos que de las semillas de Gleditsia ferox Desf.40 se extrajo con
agua a 50°un galactomanano con relacion Man:Gal de 3,9, concordante con la
encontrada para nuestros galactomananos del Grupo C (4,2), aungue para el
primer caso, el galactomanano extraido a temperatura ambiente también
presenta una relacion Man:Gal alta (3,9). Otra especie de este género,
Gleditsia amorphoides , dio por extraccidon acuosa a 60° un galactomanano
con una relacidon Man:Gal (2,7)46 que se acerca a promedio de las relaciones
correspondientes a los productos obtenidos en la primera extraccidn a 50°

(Grupo B, relacion Man:Gal = 3,1).

Los resultados disponibles para las distintas especies
del género Gleditsia indican una considerable dispersidn de relaciones
Man:Gal para los polisacaridos solubles en agua. Este hecho se repite a
To largo de todas las tribus que constituyen la subfamilia Caesalpinioiaeae
(ver Tabla 3.1.). La notable variacidon de relaciones Man:Gal obtenida
en nuestro caso dentro de una misma semilla, muestra que esta variacion no
tiene por que indicar un error taxondmico si la tendencia es general en la

subfamilia (ver Quemotaxonomia de leguminosas, pag. 23).
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E1 fraccionamiento por precipitacion con etanol en
etapas, es decir, por un aumento paulatino de la concentracidn, resultd
dificil de reproducir (Tabla 6.2.) y esta variacidon parece estar relacionada
a las asociaciones moleculares que dependen de la temperatura, del tiempo
y de la composicion. El mismo tipo de variabilidad fue hallado en la
separacion convencional de hemicelulosas (A, B y C) por acidificacion ae
extractos alcalinos de vegetalesl72, pudiendo comprobarse que la variacidn
se eliminaba al incluirse un calentamiento de la solucidén durante el trata-

172. También se habia comprobado que la precipitacién de polimeros

miento
de tipo B-D-mananos, a partir de soluciones acuosas de galactomananos ue
Ceratonta siliqua, Cuamopsis tetragonolobus Y Leucaena lLeucocephala por
tratamiento con a-D-galactosidasa, depende del tiempo y de la concentracidn

de galactomanano en so]uc16n142.

E1 esquema de fraccionamiento mostrd que, sSi se tiene
en cuenta la relacion Man:Gal, cada galactomanano puede ser considerado
como homogéneo y monodisperso (Tabla 6.1.).

Dada la diversidad de criterios en cuanto a la defini-
cion de un producto como homogéneo-heterogéneo y/o monodisperso-polidisperso,
resultara conveniente aclarar estos conceptos.

173 qgue conside-

Adoptaremos aqui el criterio de Gibbons
ra que una preparacion de macromoléculas monodispersa respecto de todas sus
propiedades, es decir, homogénea sensu strictori, esta formada por
moléculas idénticas que presentan la misma movilidad electroforética,
coeficiente de friccion, composicion quimica y estructura, reactividad

inmunoldgica, etc.173.
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La variacion de todos los parametros medibles a través
de la muestra es cero. Si esto no es asi, y uno o mas parametros muestran
variacidn dentro de la muestra, se pueden distinguir dos tipos de variacion.

Si n. es el ndmero de moléculas en la muestra que poseen una cantidad
o, de una propiedad medible, P puede ser una funcidn "unimodal" o "bi- o
polimodal" de Ao Una preparacion en la cual vy varia en forma unimodal
para todas las propiedades medibles (es decir, la curva de distribucidn
posee un valor maximo y s6lo dos puntos de inflexidon)puede ser considerada
pura u homogénea siempre que la variacidn no sea grande. Las moléculas
en una muestra de ese tipo constituyen estadisticamente una sola poblacién.
Cuando esto no ocurre, 1la poblacion puede calificarse comv polidispersa,
y cuando la variacidn de cualquier parametro resulta bi- o polimodal, 1la
preparacion puede caracterizarse como heterogénea173.

De esta forma, una preparacion que contiene moléculas
que son todas del mismo tipo, pero que varian s6lo en la longitud de la
cadena o en algin detalle estructural, puede distinguirse de una mezcla de
dos especies moleculares diferentes.

Ademds, resulta claro asi que una preparacion puede
ser monodispersa respecto de un parametro, polidispersa respecto a un
segundo y heterogénea respecto a un tercero.

En el caso de macromoléculas como las proteinas, que
provienen de una sintesis primaria dirigida por genes, no existe prictica-
mente variacion en su estructura primaria y s6lo puede considerarse poli-
dispersion de algunas propiedades debido a cierta variacion al azar de sus
estructuras terciarias y cuaternarias. Por el contrario, cuando la

sintesis no esta directamente controlada por genes, sino que éstos son los
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responsables de la sintesis de enzimas que a Su vez, y muchas veces en
nimero mayor de una, realizan la sintesis de la macromolécula, éstas no
resultan individuos quimicos Gnicos sino que la preparacidon contiene molécu-
las que varian en peso molecular y en detalles de la estructura quimica.

En moléculas muy grandes, 1a extension de la variacidn debida a un
pequefio grado de imprecision en la biosintesis puede ser muy grande. Por
ejemplo, el nimero de moléculas de glucdgeno tedGricamente aistinguibles,

2000

de peso molecular 107, es mayor de 10 Si bien una muestra de este

polisacdarido no puede ser sino polidispersa, es correcto hablar de una
preparacion pura u homogénea de g]ucégenol73.

Por 10 tanto, mientras en el andlisis de una proteina
es justificable considerar las evidencias de polidispersion como indicativas
de la presencia de impurezas o productos de degradacidon, esto no es cierto
en el caso de los polisacaridos o de las glicoproteinas, ya que la sintesis

de poli- y oligosacaridos no se nalla dirigida directamente por genes y

presenta mayor imprecision biosintética.

En base a estos criterios se analizara, entonces, la
homogeneidad-heterogeneidad o mono-polidispersion para cada parametro cono-
cido de los galactomananos de nuestro sistema.

Volviendo al comportamiento de precipitacion, el andli-
sis del galactomanano A indica un comportamiento "unimodal" de precipitacion.

Es decir, el galactomanano A también puede ser considerado como
homogéneo y monodisperso en cuanto al comportamiento de precipitacion.

En cambio, 1la precipitacidon "particulada" de B, C y

D es indicativa de polidispersion, posiblemente heterodispersidon de pesos
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moleculares o distribucion de cadenas laterales, aidn cuando las rotaciones
Opticas de las fracciones para un dado galactomanano en un mismo solvente
son similares.

La cromatografia sobre geles de fracciones representa-
tivas de cada grupo de galactomananos (fracciones Gm 1, Gm 7 y Gm 14, ver
Descripcion de los Resultados Obtenidos, pag. 132, Figs. 6.9. y 6.10.,

Tabla 6.6.) mostrd que todas ellas presentan heterodispersidn de pesos mole-
culares. Considerando este hecho, resulta notorio que la mayoria de las
fracciones de cada grupo presenten grados de polimerizacidon promedio simila-

res (Tabla 6.1.).

Los porcentajes de galactosa en los galactomananos
extraidos con agua fria son de alrededor del 30% (Tabla 6.3.), 1lo que

concuerda con los resultados de Mc Cleary y sus colaboradores105

quienes,
trabajando con extractos acuosos neutros y alcalinos de distintos endosper-
mas de semillas de leguminosas, 1legaron a la conclusion de que los galacto-
mananos extraidos con agua fria tienen un contenido de galactosa superior

al 20%, mientras que los que no pueden ser extraidos de este modo presentan
porcentajes menores de la misma. Asi, por ejemplo, el endosperma de
Cassia corymbosa da cantidades iguales de extracto acuoso neutro y alcalino
con valores de 26% y 15% de galactosa, respectivamente. En nuestro caso,
los productos con menor contenido de galactosa (alrededor del 20%) permane-
cen insolubles en agua fria y son sélo solubilizados con agua a 50° 6 a 95°
(Tabla 6.3.). Esto junto con el hecho de que los galactomananos con

relaciones Man:Gal similares requieren diferentes condiciones de extraccion

(Tabla 6.1.) concuerda con los datos previos y muestra que la extraccidn
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depende de las asociaciones no covalentes de las moléculas en el endosperma,
que no s6lo dependen del grado de sustitucion por galactosa, como sefala

Mc C]earylos, sino de la distribucidon y longitud de las cadenas laterales
de galactosa (ver mas adelante, pags. 243 y 264) y de la composicidn del

galactomanano total del endosperma.

La disminucion de las rotaciones Opticas encontradas
cuando se cambia el solvente de agua a cloruro de sodio 0,IM y urea 7M, es
concomitante con el cambio de formas mas ordenadas a otras mds desordenadas11
que se esperaria con el aumento del poder caotrdpico del solvente. Esto
concuerda con la sugerencia de que los galactomananos existen en solucion

»146 (ver pag. 103).

acuosa en una conformacion de tipo "cinta extendida
Estas conformaciones extendidas, entrdpicamente desfavorables, serfian
promovidas por la unidn espontdnea, no covalente y ordenada de moléculas,
lo que produce agregados de menor energia libre11’134; por ulteriores
interacciones entre esos agregados se forman los reticulos que son manteni-
dos en solucion por las cadenas laterales de galactosa.

Las interacciones entre las moléculas de galactomananos
estan relacionadas con el contenido en cadenas laterales de galactosa y su
distribucion a 1o largo de la cadena central de manosa.

A través del calculo de energias de interaccidn
Sundararajan y Raoloa, al igual que Rees y Scott140, propusieron una
conformacién de "cinta extendida" para los galactomananos (ver Conformacién
de galactomananos en solucién, pag. 103 y Figs. 5.6. y 5.8.), y la

onstruccion de modelos realizada por computacion indicd que las cadenas
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laterales de galactosa no deben afectar necesariamente 1a conformacidn de

la cadena central.
Se sabe ademds, por los esquemas de difraccidn de
72

rayos-X de 1os galactomananos de Cyamopsis tetragonolobus'®™ y Gleditsia

amorphoidesl74, que en las zonas cristalinas la cadena central de manosa

y las unidades laterales de galactosa estdn arregladas en forma de laminas,
con las cadenas laterales y los planos de los anillos pirandsicos en el
plano de las laminas (ver Andlisis estructural, pag. 31 y Fig. 3.1.) y que
las moléculas de agua se ubican en el espacio entre las 1éminasl75. Las
cadenas laterales de todas las moléculas en una 1amina apuntan en una
direccidon mientras que las cadenas laterales en la 1amina adyacente estan
apuntando en la direccion opuesta (Fig. 3.1.), y se ha encontrado una
relacidon directa entre el porcentaje de sustitucidon por galactosa y la
separacion entre las 1éminasl74. Por otro lado, las fibras del galacto-
manano de Gleditsia amorphoides obtenidas por precipitacion de su solucidn
acuosa con etanol, no producen diagramas de difraccion de rayos-X175,
mostrando que las asociaciones entre cadenas pueden ser producidas irregu-
larmente.

E1 andlisis de estos antecedentes indica que las
cadenas laterales pueden actuar como espaciadoras entre las distintas cade-
nas de galactomanano para mantenerlas 1o suficientemente alejadas como para
disminuir la efectividad de las interacciones no covalentes, promover la

penetracion de moléculas de agua y determinar la facilidad con la cual los

galactomananos pueden ser disueltos o dispersos.

En nuestro caso, el andlisis de las rotaciones Gpticas
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en distintos solventes nos permiti0 aumentar el conocimiento de las diferen-
cias estructurales de los galactomananos de los distintos grupos del sistema
en estudio.

E1 galactomanano A, extraido a temperatura ambiente
(relacion Man:Gal 2,0-2,5), no mostrd una variacion significativa en sus
rotaciones Opticas al pasar de cloruro de sodio 0,1M a urea 7M como solvente,

10 que sugiere conformaciones extendidasl46, y por lo tanto, wuna incipien-

te agregac16n11’134, que se mantienen aun en un solvente que es capaz de
producir la destruccion de los enlaces no covalentes entre cadenas adyacen-
tesll. Dentro de este Grupo, 1los galactomananos Gm 3 y Gm 4 no muestran
tampoco variaciones en su rotacion Optica en agua, hecho que concuerda con
las sugerencias previas sobre la imposibilidad que poseen las moléculas que
contienen entre 25% y 38% de D-galactosa de formar un reticulo tridimensio-
na]l42 (ver Conformacion de galactomananos en solucidon, pdg. 106). Las
fracciones Gmn 1 y Gm 2 mostraron un cambio significativo en la rotacidn
optica al pasar de una solucidn acuosa a una solucién de cloruro de sodio.
En estas moléculas la disposicion de las cadenas laterales permitirfia
no s6lo una agregacidon incipiente capaz de convertir la conformacidn de tipo
"random coil" a una forma ordenada11’134, sino también la formacidn de
"zonas de unidon" para producir un gel reticular (Fig. 5.14.), siendo estas
"zonas de union" lo suficientemente 13biles como para ser destruidas en un
medio de alta fuerza idnica. La formacion de un gel reticular explica la

menor solubilidad de las fracciones Gm 1 y Gm 2 del galactomanano A en agua-

etanol (Tabla 6.1.).

El galactomanano B, extraido a 50° (relacidn Man:Gal
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2,9-3,3), muestra cambios de formas ordenadas a otras mas desordenadas con
el aumento del poder caotrépico del solvente, y estos cambios son mds
significativos en el segundo cambio de solventes (cloruro de sodio 0,IM a
urea 7M, Tabla 6.1.) y en las muestras mds solubles. Estas variaciones
en la rotacion 6ptica indicaron que los galactomananos que contienen entre
23% y 26% de D-galactosa pueden formar geles reticulares con "zonas de
union" lo suficientemente fuertes para ser parcialmente mantenidas en un
medio de alta fuerza id6nica (cloruro de sodio 0,IM). Estas asociaciones
podrian formarse entre secciones de la cadena central del galactomanano
esencialmente no sustituidas con ga]actosa142, pero es probable que en
estas moléculas, con un porcentaje relativamente alto de cadenas laterales,

las secciones con un arreglo regular de las cadenas laterales estén
cumpliendo un papel importante. Como se mencionara en el Capitulo V,
pag. 107, las asociaciones entre cadenas pueden darse a través de los
"lados lisos" de cadenas sustituidas por galactosa en diferente grado, no
. uld5 (ver

siendo estrictamente necesaria la presencia de "regiones lisas

Fig. 5.13.).

E1 galactomanano C (relacion Man:Gal 4,1-4,2),
proveniente de la segunda extraccién a 50°, mostrd pequefios cambios de
asociacién en el primer cambio de solventes (agua a cloruro de sodio 0,IM,
Tabla 6.1.) pero, por el contrario, cambios muy importantes en el segundo
(cloruro de sodio 0,1M a urea 7M, Tabla 6.1.). Esto estd de acuerdo con
las fuertes interacciones esperadas para moléculas con mayores posibilidades

142 (

de presentar largas regiones de la cadena central no sustituidas ver

Conformacion de galactomananos en solucidn, pdg. 106).
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La mayor parte del galactomanano C (fracciones Gm 9, Gm 10 y Gm 11) es
heterodispersa respecto de la distribucion de las cadenas laterales. Estas
moléculas se solubilizan en agua a través de la formacion de reticulos solu-
bles pero, cuando la fuerza idnica destruye las "zonas de unién", se

reordenan produciendo agregados insolubles (Tabla 6.1.).

E1 galactomanano D (relacion Man:Gal 3,2-3,4), extra-
ido a 95°, tiene una relacidon Man:Gal y rotaciones Opticas en agua y clo-
ruro de sodio 0,1M similares a las del galactomanano B, pero difiere en
las rotaciones Opticas en urea 7M (Tabla 6.1.), 1o que sugiere diferencias

en la agregacion primaria que -influyen en la extraccion.

Todos los galactomananos contienen cantidades pequefas
pero significativas de proteina (Tabla 6.3.), distribuida en forma pareja
entre las fracciones producidas por precipitacién con etanol, y que no
pudieron ser removidas por cromatografia sobre geles en un medio disociante
de uniones hidrdgeno ni por tratamiento alcalino suave. Resultados
anteriores152 habtan indicado que los galactomananos obtenidos por extrac-
cion de la semilla entera molida con agua a temperatura ambiente, conte-
nian cantidades altas de proteina (6,8%), unidas al galactomanano por
enlaces no covalentes, y que provendrian de la coprecipitacion de proteinas
de reserva del embridn durante la precipitacion con etanol, ya que el
endosperma contiene poca proteina. Sin embargo, después de pasar estos
complejos galactomanano-proteina por una resina ani6nica, y por lo tanto

eliminarse la porcidn proteica asociada en forma no covalente, las muestras
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)152. E1 porcentaje

retenfan ain pequefias cantidades de protefna (0,85%
de proteina hallado en estas muestras purificadas concuerdan asi con el
encontrado para los galactomananos extraidos por nosotros del endosperma

176 al

aislado (0,7-2,9%). Ademds, los resultados obtenidos por Mazzini
realizar una cromatografia de intercambio anidnico sobre DEAE-Sephadex A-50
de muestras de galactomananos extraidos del endosperma aislado, indicaron
que las pequenas cantidades de proteina que contenian eran recuperadas
totalmente.

Nuestros resultados coinciden con los de Mc Cleary y
colaboradoreslos, que informaron que los galactomananos crudos obtenidos
de semillas de Medicago sativa, Ceratonia siliqua Y Cyamopsis tetragoncic-
bus presentan entre un 2% y 3% de proteina y después de su purificacidn a
través de la formacion de complejos con cobre, estos porcentajes disminu-
yen a 0,7-1,2%. Estos mismos autores intentaron eliminar la parte
proteica y encontraron que esto no era posible mediante cromatografia sobre
DEAE-Celulosa ni por filtracion sobre geleslos.

Esta resistencia a los distintos métodos realizados
para intentar separar las porciones proteica y de hidratos de carbono,
sugiere que el material asociado podria ser un glicopéptido con una unidn
N-acetilglucosamina-asparagina, ya que se han encontrado pequefias cantida-
des de N-acetilglucosamina en algunas fracciones (Tabla 6.3.) y la misma no
es un componente usual de este tipo de polisacaridos. Sin embargo, hasta
el momento no ha sido posible determinar la existencia de este tipo de
enlace.

171

Como ha sido resenado anteriormente , Se sabe muy

poco sobre la composicion en aminodcidos de las proteinas de semillas de
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Teguminosas. La composicion de las protefnas asociadas a los galactomana-
nos resultd similar en todas las fracciones y los aminodcidos mayoritarios
son dcido glutamico/glutamina, dacido aspartico/asparagina, serina y
lisina, que en conjunto constituyen entre el 35% y 50% de la porcion
proteica. Esta proteina difiere de la del embridon en el menor porcentaje
de dcido glutamico/glutamina y los mayores porcentajes de lisina y serina

(ver Tabla 7.1.).

Todas las fracciones contienen pequenas cantidades de
xilosa, arabinosa y/o trazas de fucosa que también aparecen en las sub-
fracciones producidas por cromatografia sobre Sephadex G-100 en urea 7M de
la fraccion Gm 1 (Tabla 6.6.) y no pudieron ser eliminadas por cromatografia
de intercambio anidnico (Tabla 6.4.).

En el caso de muestras de galactomananos obtenidas
por extraccidon con hidroxido de sodio-borato de sodio de semillas de
Medicago sativa, Ceratonia siliqua, Cyamopsis tetragonoliobus, Glyecine
max var. Lee , C(Cassia brewsteri, Cassia corymbosa, Cassia odorata, Cerci:
stliquastrum y Kemnedia rubicunda, se habfa observado contaminacidn con un
xilano que coprecipitaba al obtenerse los complejos con cobre105. En la
mayoria de las semillas nombradas, estas fracciones solubles en alcali
resultaron, después de aisladas, solubles en agua caliente, y se comprobd
que permanecian en solucion al ser enfriadas a temperatura ambiente, 1lo
que permitié su cromatografia sobre DEAE-Celulosa. E1 galactomanano

neutro no se unid a la resina mientras que el xilano, que contenia acidos

urdnicos, si quedd retenido.
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E1 hecho de que en nuestro caso las pequefias cantidades
de xilosa, arabinosa y fucosa halladas no pudieran ser separadas de los
galactomananos, la presencia de tri- y dimetil derivados de arabinofuranosa
y trimetilderivados de xilopiranosa y fucopiranosa (Tabla 6.8.), y la
ausencia de derivados monometilados de estos monosacaridos en los hidroli-
zados de los galactomananos permetilados, sugiere la posibilidad de que
existan pequenas cantidades de cadenas laterales terminadas por residuos ae

arabinofuranosa o xilopiranosa.

Con el objeto de reunir mayor informacidén sobre la

estructura de los galactomananos de este sistema, se ensay0 la coprecipita-

. . . . cps 7 . .
cion de los mismos con una lectina espec1f1ca17 y  Rreinus  communis. Su

178 que los extractos

empleo se conoce desde que Stillmark (1888) descubrid
de semillas de castor aglutinaban eritrocitos animales y, al igual que
otras lectinas, ha jugado un papel importante en el desarrollo de la
inmunologia,

La aglutinina de Ricinus ‘:ommunis, Qque tiene un peso
molecular de 120.000 daltons, estd compuesta por dos subunidades enlazadas
por puentes disulfuro que pueden ser separadas por tratamiento con 2-mer-

179’180. Se ha encontrado que la menor de estas

subunidades inhibe la sintesis proteicalel. Ademds, contiene un 12% en

captoetanol o detergentes

peso de hidratos de carbono (manosa, glucosa, 2-amino-2-desoxiglucosa) no
requeridos para su union a los hidratos de carbonolgl’lsz.
Esta lectina es capaz de aglutinar eritrocitos humanos

de cualquier tipo. Su especificidad de unidn a nidratos de carbono ha
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sido estudiada, probandose la inhibicidn de la hemoaglutinacién por hidra-

179,183,184 y la inhibicidn de su precipitacidn con galactoma-

tos de carbono
nano de Medicago sativalss. Aunque existen algunas discrepancias entre
los resultados de los distintos tipos de estudios (justificadas debido a la
complejidad del andlisis de los resultados de hemoaglutinacifn) se puede
concluir que los monosacaridos con configuracidon de D-galactopiranosa son
los que se unen en forma mds efectiva a la lectina. Aunque ésta muestra

cierta preferencia por el andmero B, el « también se unel77.

Si se considera la clasificacion hecha por Méke]élgs
de los monosacaridos que reaccionan con las lectinas en cuatro grupos, en
base a las configuraciones de los carbonos 3 y 4 de sus formas pirandsicas,
se puede decir que los monosacaridos del grupo II de Miakela son inhibidores

efectivos de la aglutinina de Ricinus commnis (Fig. 7.1.)

I r

1 m
HO o HO 0
OO O
HO H
OH H

Fig. 7.1. Clasificacidn de las piran?ggs en cuatro grupos, basada en la
configuracidén de C-3 y C-4 .

Sobre esta base ya se habfia ensayado165 la habilidad
de la lectina para coprecipitar con varios polisacdridos que contenian
galactosa, comprobdandose que los galactomananos de Teguminosas son
excelentes coprecipitantes para la lectina. Por el contrario, ni los

carragenanos formados por residuos de galactosa con enlaces O-(1=—3)y
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B-(1—4)- alternados y parcialmente sulfatados, ni los galactanos con

enlaces alternados p—(l-o3)- y p-(l-»G)- mostraron reacc16n165. Los resul-

165,186 ., 4icaron que esta reaccion

tados de Van Wauwe, Loontiens y De Bruyne
es del tipo antigeno-anticuerpo entre la aglutinina multivalente y el pol1-
sacdrido ramificado que cumpla con los requerimientos estereoquimicos
necesarios; es decir, so6lo los polisacaridos ramificados pueden ser
considerados como antigenos multivalentes. Los galactomananos se unen a
la lectina a través de sus unidades de galactosa terminales no reductoras,
dependiendo entonces su habilidad de precipitacion con la proteina de la
relacion Man:Gal. Ademds, como deben cumplirse requerimientos estereo-
quimicos especificos, esta habilidad debe también depender de la distribu-
cion de las cadenas laterales.

Como la interaccion entre polisacdridos y lectinas
habia sido analizada con éxito para Concanavalina A — O-fosfonomananos
empleando el método de doble difusidon en geles de agar187, se decidid
emplear la misma técnica para analizar la interaccién entre los galactomana-
nos Yy Ricinus communis.

Los galactomananos que tuvieran una relacion Man:Gal
y una distribucidon de las cadenas laterales similares serian capaces de
producir, en una experiencia de doble difusidn en gel con la lectina,
1ineas de precipitacion cuya posicion dependiera de la difusi6n188, y por
lo tanto, del tamafio de las "moléculas" de galactomanano.

Esta reaccion fue probada con todos los galactomananos
de nuestro sistema resultando, en todos los casos, zonas difusas de

precipitacion alrededor de los orificios que contenian los galactomananos,

hecho consistente con una agregacidon no especifica, reversible de las
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"moléculas" de polisacdridos, que produce agregados con cantidades varia-
bles de sitios de reaccion y tamafios de agregado (ver Figs. 6.11. a 6.14.).
En algunos casos la composicidn de la muestra y/o su

189 promueve la formacion de un

interaccion con la matriz del gel de agarosa
dado agregado, obteniéndose una linea definida de precipitacion en su
reaccion con la lectina. En estos casos, la posicidon y la forma de las
lineas de precipitacion sugirieron que los agregados menores tienen un
“peso molecular” similar a aquel de la lectina (120.000 daltons)185 que
resultd 7 veces mayor al determinado mediante el dosaje de formaldehido
producido por oxidacion del extremo reductor, en el caso de la fraccidn
Gm 3; 9 veces mayor al calculado en base a los datos de metilacion, y
9 y 4 veces mayor a los valores obtenidos para los dos picos en gue se abre
la muestra al cromatografiarla sobre Sephadex G-100 en urea 7M, en el caso
de la fraccion Gm 7; y 7 veces mayor al calculado por metilacion para la
muestra Gm 4. Dado que la relacion Man:Gal de las muestras Gmn 3 y Gm 4,
es la misma (2,0) y la de la muestra Gm 7 es mayor (2,9) resulta coherente
que se requiera el mismo nimero de "moléculas" de Gm 3 y Gm 4, que tienen
igual contenido en galactosa, para formar un dado agregado y que sea
necesario un numero mayor de "moleCulas” de Gmn 7 ya que ésta tiene menor
. cantidad de unidades de galactosa disponibles para cubrir los sitios de
unidn con la lectina.
La posicion de las 1ineas de precipitacion indica
ademds, que la fraccion Gm 3 tiene un peso molecular menor, o una
estructura mas ramificada que la fraccidon Gm 7, ya que difunde mas.

Esto concuerda con la diferencia obtenida en las determinaciones de peso

molecular de la muestra Gm 3 mediante dosaje del formaldehido producido por
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la oxidacidn del extremo reductor (G.P. = 112, PM,= 18.144) y a través de
los resultados de metilacién (G.P. = 60, PM= 9.720) lo que estaria

indicando la existencia de una ramificacion por "molécula".

Cada galactomanano demostré ser homogéneo y monodis-
perso en cuanto a su relacidon Man:Gal y en algidn caso en cuanto a su
comportamiento de precipitacion (galactomanano A), factor en el cual
otros (galactomananos B, C y D) se mostraron polidispersos, posiblemente
por heterodispersion de pesos moleculares o de distribucion de cadenas
laterales, a pesar de mostrar propiedades fisicoquimicas analogas (poderes
rotatorios en distintos solventes). E1 andlisis de la heterodispersidn
de pesos moleculares indicd que, en los casos en que se producia un sub-
fraccionamiento, no variaba la relacion Man:Gal entre las subfracciones ni
respecto de la muestra original (ej.: fraccidn Gm 1). En ningdn caso se
comprobd heterogeneidad de las muestras. Es asi que, sobre cada una de
las catorce muestras de galactomananos se abordd el andlisis estructural
(aunque luego, por razones fortuitas, no se pudo completar el andlisis
de la fraccion Gm 6).

En un primer intento de verificar la estructura gruesa
ya conocida para los galactomananos de leguminosas, se realizaron los
espectros infrarrojos de fracciones correspondientes a las distintas etapas
de extraccion. Si bien permitieron corroborar la presencia de unidades
de B-D-manopiranosa, no aportaron datos significativos sobre las diferen-
cias estructurales de las distintas fracciones ya que resultaron muy simi-

lares unos a otros.
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E1 andlisis por metilacidon mostré que los galactoma-

nanos obtenidos del endosperma de la semilla de Giecitsiz =riceantrce
tienen la estructura gruesa aceptada para este tipo de polisacaridos, es
decir, una cadena central de D-manopiranosas unidas por enlaces B-(1—4) con
ramificaciones laterales unitarias de D-galactopiranosa unidas por enlaces
a-(1—-6). Se detectaron desviaciones menores a esta estructura tal como
indicara la caracterizacion de pequefas cantidades de 2,6~ y 4,6-di-0-metil-
manosa (2,2% de la cadena de manosas) entre los productos de hidrdélisis de
los galactomananos permetilados. E1 4,6-di-0-metilderivado de la manosa
habia sido hallado en el galactomanano permetilado de Cassia absusgz; y
como se mencionara en el Capitulo II (pdg. 35), se demostrd que se trataba
de unidades de manosa que presentaban un enlace B-(1-3) en la cadena cen-
tral y poseian una unidad de a-D-galactopiranosa unida en el 0-282. Si
bien la proporcion del 2,6-di-0-metilderivado es mucho menor Gue la del 4,6-
(salen superpuestos en la cromatografia gaseosa y fueron reconocidos rieaian-
te el analisis de las fragmentaciones de sus espectros de masas), su
presencia es indudable e indicaria la existencia, dentro de la cadena
centrat-del galactomanano, de unidades sustituidas en 0-3 y 0-4, corres-
pondiendo uno de estos puntos de union al enlace glicosidico con el residuo
adyacente de la cadena central y el otro a la unidn de la cadena lateral.

Este tipo de arreglos de enlaces nunca se habia detectado en galactoma-
nanos de leguminosas.

En las fracciones Gm 4, Gm 7 y Gm 8 se detectaron

cantidades variables (0,1-2,4%) de 2,4-di-0-metil- manosa, 1o que indica-
ria la presencia de enlaces (1-3) en unidades de manosa sustituidas en el

0-6 por galactosa (ver Desviaciones a la estructura cldsica, pdg. 34).
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E1 analisis de los productos de hidrélisis de los
galactomananos permetilados mostré también que algunas de las cadenas
laterales presentan mas de una unidad (Tabla 6.7.).

La presencia de cadenas laterales cortas de a-D-galac-
tosa con uniones (1—6) entre si en algunas"moléculas", fue detectada
anteriormente en los galactomananos de Gleditsia féroxl7 , Gleditsia
amorphoides46 y Trifolium repensl7. En nuestro caso, la existencia
de cadenas laterales mas largas estd indicada por la presencia en todas las
fracciones de 2,3,6-tri-0O-metilgalactosa, 1o que indicaria un anlace a-
(1—4) entre unidades de galactosa. Si se considera sélo una unidad
"extra" en cada cadena lateral, 1los porcentajes de cadenas laterales mas
largas oscilan entre 15% para las fracciones Gm 3, Gm 8 y Gm 13 y 1% para
la fraccién Gm 5. En las fracciones Gm 7, Gm 9, Gm 10, Gm 11, Gm 13
y Gm 14 se detectaron vestigios de 2,4,6-tri-O-metilgalactosa, lo que
indicaria la presencia ocasional de cadenas laterales con un enlace a-(1—3)

17 demostraron que

entre las unidades de galactosa. Courtois y Le Dizet
los derivados trimetilados de galactosa no son artefactos producidos por la
desmetilacion parcial de la tetra-O-metilgalactosa.

La deteccidon de 2,4-di-0-metilgalactosa sugiere la
presencia de puntos de ramificacion formados por unidades de galactosa en
las cadenas laterales o en la cadena central.

Las distintas desviaciones a la estructura cldsica
encontradas para el presente sistema de galactomananos se resumen en las
Figuras 7.2. a 7.6. Estas desviaciones tienen poca importancia en lo que
concierne a la estructura primaria del galactomanano, pero podrian ser de
134

importancia en la determinacion de las estructuras secundaria y terciaria

y en la formacion de agregados y geles reticulares de galactomananos.
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Fig. 7.3. Estructura de una porcifn de galactomanano del endosperma de
Gleditsia tricecanthos que contiene una cadena lateral de dos
unidades de D-galactopiranosa con enlace da-(1—4)- entre si.
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Fig. 7.4. Estructura de una porcidén de galactomanano del endosperma de
Gleditsia triacarnthoe que presenta una cadena lateral de dos
unidades, una de a-D-galactopiranosa y otra de p-D-xilopiranosa,
unida al 0-4 de la primera.



247

<
Yo
%
g2,
o
0
% CH,OH
0
HO
Ok
H 0 HO
10 0 H 0 O/
yd % HO "
0
CH20H H,0H

Fig. 7.5. Estructura de una porcidn de galactomanano del enaosperma de
Gleditstia triacanthos que presenta una cadena lateral de dos
unidades, una de a-D-galactopiranosa y otra de a-L-fucopiranosa
unida al 0-4 de la primera (podria ser una p-D-fucopiranosa).
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Fig. 7.6. Estructura de una porcidn de galactomanano del endosperma de
Glecditsia triacanthos que presenta una cadena lateral de dos
unidades, una de a-D-galactopiranosa y otra de a-L-arabino-
furanosa unida al. 0-4 de la primera.
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" La presencia de cadenas laterales mas largas asi como
de residuos de arabinosa, xilosa o fucosa como extremos no reductores ae
de cadena, modifican el empaquetamiento entre las cadenas, aumentandao la
distancia entre las laminas. Esto determinaria la facilidad con la cual
los galactomananos pueden disolverse y podria ser un mecanismo para contro-
lar la organizacidon fisica y la hidratacion del endosperma.

Las unidades de manosa con enlaces B-(1—3)} 0 B-(1-2)-
determinan la presencia de residuos "kinks" en la cadena central (ver
Estructura covalente de tipo periddico, pdag. 95 y Fig. 5.9.), es decir,
residuos en los que la cadena central dobla y continGa en otra direccidn,
ya que, como se ve en la Fig. 7.2., mientras los enlaces glicosidicos
B-(1—4)- comunes y cada uno de los residuos en ellos involucrados determi-
nan una 2, los enlaces p-(l-»3)- 0 p-(l-»Z)- determinan junto con lo0s
residuos implicados en el enlace una y. Esto modifica la forma de las
"moléculas" (ver Estructura covalente de tipo peridédico, pag. 93) que,
en este caso pueden llegar a combinarse con mas de un "partner" como es
necesario para originar un reticulo. Nuestros datos justifican de este
modo la formacion de gaes de galactomananos hallada por Dea, Morris,

Rees y colaboradores al aplicar ciclos de ca]entamiento-enfriamientol45,
y por Mc Cleary y colaboradores al enfriar soluciones de galactomananos

142 (ver Conformacion de galactomananos

modificados con a-D-galactosidasa
en solucion, pags. 105 y 107).

En la Fig. 7.7. se presenta la posible apariencia ue
un reticulo de galactomanano donde se han tenido en cuenta todas las

posibilidades indicadas por los resultados: a) asociacidn entre regiones

lisas de dos cadenas con baja sustitucion por galactosa; b) asociacion
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!

Fig. 7.7. Posible apariencia de un reticulo de galactomanano de
leguminosas. Ver indicaciones en el texto.

entre "lados 1isos" de cadenas sustituidas; c¢) presencia de "kinks" que
determinan la asociacion de una cadena con otras dos cadenas aistintas y

d) existencia de suficiente cantidad de unidedes laterales de galactosa
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para mantener el reticulo en solucidn.

Los estudios espectroscopicos de galactomananos despo-
limerizados indicaron que, mediando esta etapa previa, es$ posible obtener
excelentes espectros de resonancia magnética protdnica y de 13C y que, en
especial este dltimo tipo de espectroscopia brinda una enorme informacién
sobre la estructura fina de este tipo de polisacdridos.

De la evaluacidon de todos los métodos existentes para
el andlisis de la distribucion de las cadenas laterales en estos neteropo-
1imeros, que se resumen en el Capitulo IV, surgen claramente las ventajas

13C. A pesar

del empleo de la espectroscopia de resonancia magnética ae
de que el método requiere la despolimerizacion previa de los polisacaridos,
y esta etapa puede ser larga, el procedimiento es no destructivo, los
espectros son faciles de analizar y permiten la rdpida comparacidn de
distintas muestras y ademas, sus resultados son mads seqguros que los obte-
nidos por métodos quimicos y enzimaticos.

Si bien es posible obtener espectros utilizables a
temperatura ambiente y con un equipo de 25 MHz, acumulando la cantidad de
pulsos suficiente (1o que puede requerir mas de dos dias), el empleo de un
equipo de mayor potencia (75 MHz) y de altas temperaturas (90°), permitio
mejorar la calidad de los mismos y obtener mayor informacidn.

En todos los casos hemos corroborado las asignaciones

127

realizadas por Grasdalen y Painter a excepcion de las correspondientes a

los carbonos 2 y 3 de las unidades de galactosa, en cuyo caso compartinos

131

el criterio de Morrison y colaboradores basado en las asignaciones
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realizadas por Gorin para el meti]-d-D-gakmtopiranésidolbz.

Los detalles de 1a distribucion de las cadenas laterale:
de galactosa que se dedujeron de estos resultados serdn discutidos mis
adelante ya que el andlisis total de los datos obtenidos para los galacto-
mananos despolimerizados y para los oligosacdridos de tipo galactomanano
(pags. 152 y 199, Tablas 6.10., 6.11. y 6.23.), permitié asignar las
sefiales correspondientes al C-6 de las unidades de manosa sustituidas por
galactosa; en funcion de éstos fue posible calcular la frecuencia de
insercidn de las cadenas laterales de galactosa en términos de las frecuen-
cias de triadas (Tabla 6.24.) ademds de hacerlo en términos de las frecuen-

cias de diadas como ya se habia realizado ante5127.

FRACCIONES EXTRAIBLES CON AGUA Y SOLUBLES EN ETANOL 85%

A excepcidn del analisis realizado por Mazzini y

190 sobre la fraccién soluble en etanol 75%, obtenida a partir del

Cerezo
endosperma de Gleditsia triacantnos por tratamiento con agua a reflujo,
no existe ningun antecedente sobre el estudio de los hidratos de carbono
remanentes después de la precipitacion de los galactomananos de semillas
de leguminosas.

Dicho trabajo indicé que el 7,2% del total del endos-
perma permanecia en solucidn luego de la precipitacidon de los galactomananos

con etanol hasta una concentracion del 75%. Este material, que contenia

29,4% de proteina, mostrd la presencia de manosa (35,0%)y galactosa (28,5%)
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en relacion molar 1,2:1,0, Jjunto con cantidades menores de arabinosa
(22,8%), glucosa (10,5%), xilosa (3,0%) y trazas de fucosa. Como los
galactomananos con relaciones Man:Gal cercanas a uno resultan insolubles
en etanol 75%, 1los autores propusieron que este polisacarido debia tener
un peso molecular bajo y/o contener otros monosacaridos en la molécula.
Comprobaron también que esta fraccion contenia péptidos de bajo peso mole-

cular y/o aminoacidos libres.

En nuestro caso, los productos solubles en etanol 85%
fueron recuperados, después de la precipitacion con etanol de los galacto-
mananos, de cada uno de los extractos acuosos (Figs. 6.2. a 6.6.) y repre-
sentan en total el 13,2% del endosperma (4,8%, 7,6% y 0,8% para cada
extraccion; Tabla 6.12.). Este valor resulta algo mayor al obtenido
por Mazzini y Cerezolgo. Sin embargo, esta diferencia no resulita signi-
ficativa si se considera el diferente tratamiento del endosperma y de los
productos en los dos casos, tanto en la etapa de extraccidon como en la
precipitacion.

E1 andlisis de la composicién en monosacaridos mostrd
que, si bien estas muestras presentan una relacién Man:Gal similar a la de
algunos galactomananos (comparar las Tablas 6.1. y 6.12., por ejemplo, la
relacion Man:Gal de la fraccidon Gm 5 es de 2,4 y 1a de 1a fraccidn 545 €s de
2,4 también), 1la composicion total es muy diferente ya que presentan canti-
dades importantes de glucosa y arabinosa y proporciones menores de xilosa,
fucosa y glucosamina (Tabla 6.14.). El promedio pesado de las relaciones
Man:Gal de las cuatro fracciones solubles (1,6:1,0) es similar al obtenido

anteriormente para la fraccion soluble total ue la extraccidn del endosperma



)190. Mientras que los porcentajes de manos:,

con agua a reflujo (1,2:1,0
galactosa, fucosa y xilosa oscilan dentro de un margen bastante estrechc
para las distintas muestras (Tabla 6.14) hay un cambio neto en los conte-
nidos de glucosa y arabinosa al aumentar la temperatura de extraccidn.
Asi, se observa un 24,4% de glucosa en la fraccion soluble de la extraccidn
acuosa a temperatura ambiente, que varia a alrededor del 8% en las fraccio-
nes correspondientes a la extraccion a 50°, y a s6lo 3,5% en la extraida
a 95°, E1 contenido de arabinosa, por el contrario, va aumentando
gradualmente (desde 5,6% hasta 46,7%). Para ambos monosacdridos (glucosa
y arabinosa) el promedio numérico de los porcentajes presentes en las
cuatro muestras (10,4% y 21,1%, respectivamente) se acerca al obtenido por
Mazzini y Cerezo para la fraccion total (10,5% y 22,8%, respectivamente)lgo.
Todas las fracciones solubles presentaron un elevado
contenido proteico (Tabla 6.14) si se las compara con los galactomananos,
pero muy diferente entre ellas variando entre un 3,8% y 25,8%. Estos
valores resultaron menores al determinado por Mazzini y Cerezo (29,4%)190.
En cuanto a la composicidon de la proteina, la fraccidon soluble de la
extraccion con agua a temperatura ambiente difiere de los galactomananos
en la presencia de mayores cantidades (Tabla 6.13) de dcido aspdrtico/
asparagina e histidina y menores cantidades de serina y lisina, mientras
que la fraccion soluble de la extraccidn con agua a 50° muestra menores
proporciones de lisina, alanina y serina y un contenido mucho mayor de
dcido glutamico/glutamina y arginina. En el caso de la fraccion soluble
de la extraccidon con agua a 95°, se observa una brusca caida en el conte-
nido de acido aspartico/asparagina y disminucion en los porcentajes de

prolina, arginina, lisina e histidina mientras que aumentan en
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forma notoria los porcentajes de treonina, glutdmico/glutaminay wetionina
respecto de los galactomananos del mismo grupo (Tabia 7.2.). Si se compa-
ran las composiciones en aminodcidos de las tres fracciones solubles con las
de las proteinas de pared conocidas (Tabla 7.2.) es notorio que al pasar de
temperatura ambiente a 50° y a 95°, estas composiciones se van haciendo

mads parecidas.

Los poderes rotatorios de las fracciones solubles
también mostraron una variacidon considerable al pasar de un solvente a otro
(Tabla 6.12.), a pesar de que el bajo peso molecular de estos productos

indicaria que su tendencia a la asociacidn no deberia ser importante.

E1 comportamiento de las fracciones solubles resultoé
similar al ser sometidas a cromatografia sobre geles en medio acuoso, ori-
ginando picos donde coinciden hidratos de carbono y proteinas (Fig. 6.25.).

Sin embargo, cuando sobre la base de las variaciones obtenidas en los
poderes rotatorios con el cambio de solvente, 1las fracciones se cromato-
grafiaron en presencia de solventes que producen desagregacion (urea 7M),
no sélo se observé su heterodispersion sino que también resultaron separa-
dos hidratos de carbono y proteinas, a excepcidn del caso de la fraccion
soluble de la extraccion a temperatura ambiente(Fig. 6.25.A). De este
modo las fracciones mas ricas en proteina (550_1 Y Sys ) demostraron que
la proteina no estd unida covalentemente, al menos en su mayor parte, a
los hidratos de carbono.

Al igual que en algunos galactomananos, se detectaron

en estas fracciones pequefios porcentajes de glucosamina (Tabla 6.14.).
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Este aminoaziucar podria ser el punto de union entre el polisacarido y
la proteina, a través de un enlace de tipo glicosilamina con la asparayina

190 y s1 bien no se

Este hecho habia 1lamado la atencidn anteriormente
hallé ninguna prueba concluyente de la existencia de un enlace covalente
entre el polisacarido y la proteina, se concluyd que estos componentes
deben estar unidos entre si por un enlace algo mas firme que una simple
asociacién, ya que ninguna de las técnicas no hidroliticas empleadas
permitieron separarlos.

Estos antecedentes condujeron al estudio de la frac-
cion soluble de la extraccidn con agua a temperatura ambiente: . La
cromatografia analitica sobre Sephadex G-100 en urea 7M (Fig. 6.26.) indico
la presencia en la muestra de dos componentes: 4, sin proteina con un peso
molecular entre 25.000 y 40.000 daltons que representa el 52% del total y
B, con una considerable cantidad de proteina y de peso molecular cercano
a 1.600 daltons. Si bien la cromatografia preparativa (Fig. 6.28.)
arroj6é idénticos resultados, la subfraccidn A se recuperd por didlisis y
liofilizacion pero la B se perdid totalmente en la didlisis. Los inten-
tos de eliminar la urea por cromatografia sobre Sephadex G-15 (Fig. 6.29,A)
tampoco dieron resultado debido a la escasa diferencia entre los pesos
moleculares de la sal y el producto. Sin embargo, el tratamiento resul-
t6 util ya que se pudo comprobar la enorme tendencia a la agregacidn de
estos productos manifestada por la apertura de varios picos que se resolvie-
ron mejor al usar urea 7M como solvente de elucion (Fig. 6.29,B), pudiendo
comprobarse, al recromatografiar cada uno por separado (Fig. 6.29,C), que

cada pico es un agregado.
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Por su parte el producto A demostré una gran heterodis-
persion de pesos moleculares (Fig. 6.30.) y al separarlo arbitrariamente en
dos partes (4-1 yA-2)se comprobd que también habfa dispersién de relaciones
Man:Gal (3,30 y 1,50, respectivamente). Por otro lado, el producto A
mostré 1a misma relacion Man:Gal (1,55) que su fraccion madre, S(1,55)
siendo la dnica diferencia notable en su composicion la disminucién del
17,1% en el contenido de glucosa (Tabla 6.15.).

Como el método anterior no habia producido un fraccio-
namiento neto y teniendo en cuenta la aparente diferencia de pesos molecula-
res de los dos picos producidos en la cromatografia sobre Sephadex G-100,
se sometié la muestra a tres etapas sucesivas de dialisis. E1 analisis
de las fracciones dializable (D) y no dializable (¥p) (Tabla 6.17.)
mostrd que, en este caso, tampoco se producta un fraccionamiento neto:
las relaciones Man:Gal de las dos fracciones resultaron similares (1,68 y
1,57, para dializable y no dializable, respectivamente) e iguales a la
de la fraccion madre S(1,55). Se produjo un enriquecimiento en el conte-
nido proteico de la porcidn dializable (12,3 %) y una reduccidn ael mismo
en la no dializable (3,1%) comparadas con el producto original (7,5%).

E1 rendimiento total indicé que la muestra se separaba por mitades en Dy

ND, indicando esto que no se corresponden con las subfracciones 4 y By

,
que ademas de dializar B, de menor peso molecular, también 1o hace parte
de A en razén de la gran dispersion de pesos moleculares que muestra esta
fraccion.

Como se mencionara antes (ver Descripcion de los Resul-

tados Obtenidos, pag. 180), tomando como base la presencia de dcidos

glutamico y aspartico en la fraccion proteica se sometid la muestra £ a una
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cromatografia de intercambio anidnico. Se obtuvo de este modo una
fraccion neutra, N (52-55% del material de partida; ver cromatografia de
intercambio i6nico, pag. 180, Figs. 6.31. y 6.34. y Tabla 6.18.) y una
serie de fracciones que interactian con la resina y que mostraron rendimien-
tos variables al aumentar la fuerza idnica del eluyente: ¢c-1-1, (-1-2,
¢-1-3, (¢-2-1, C-2-2, (-3-1, (-3-2, C(C-3-3, (C-3-4, (-4, (-5 y C-A
(9,9 a 11,3%), quedando irreversiblemente unido a la resina entre el 34%
y el 38% del material sembrado.

E1 balance de las cantidades de proteina e hidratos
de carbono recuperados indican que el material no recuperado debe poseer
aproximadamente un 90% de hidratos de carbono y un 10% de proteina , es
decir, tendria una relacidn hidratos de carbono a proteina menor que la de
los productos eluidos. E1 hecho de que ambos tipos de materiales (hidra-
tos de carbono y proteina ) queden retenidos pudo comprobarse al someter a
cromatografia de intercambio aniénico la subfracccion B(porcidn rica en
proteina obtenida por cromatografia sobre Sephadex G-100 en urea 7M de la
fraccién S) previa eliminacién del grueso de la urea por ultrafiltracidn.

E1 diagrama de elucion (Fig. 6.33.) muestra que 1a poca cantidad de
material eluido es de naturaleza proteica mientras que la cromatografia
sobre Sephadex G-100 en urea 7M original habia indicado que la fraccion B
estaba constituida fundamentalmente por hidratos de carbono (Fig. 6.28.).

E1 hecho de que la resina produzca un tipo distinto
de fraccionamiento que los métodos antes mencionados quedd puesto de
manifiesto cuando la fraccidon mayoritaria, retenida por la resina y eluida
con carbonato de amonio 0,5M en la cromatografia de intercambio anidnico

analitica (Fig. 6.31., pico "2"), se sometid a cromatografia sobre
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Sephadex G-15 en urea 7M y se obtuvo un (nico pico que es eluido con el
volumen muerto y donde coinciden hidratos de carbono y proteinas. Esto,
ademas de indicar la homogeneidad de la muestra, marca la diferencia entre
esta fraccion y la B, que en las mismas condiciones origina una familia de
picos no resueltos que entran en 1a malla (Fig. 6.28.). En otras palabras,
corresponde a un tipo distinto de fraccionamiento.

E1 analisis de la composicidon en monosacaridos de las
subfracciones obtenidas por cromatografia de intercambio anidnico de la
fraccion S (Tabla 6.19.) indicé una diferencia neta entre el producto
neutro y aquellos retenidos por la resina, asi como una variacion gradual
en la composicion de estos dltimos. Por este motivo los andlisis poste-
riores se 1levaron a cabo sobre la subfraccion » (neutra) y el grupo de
subfracciones C. Los resultados obtenidos en base a los restantes inten-
tos de fraccionamiento resultaron, sin embargo, de suma utilidad para el

conocimiento del comportamiento de este tipo de productos.

La fraccion N estd contituiaa por fragmentos de galacto-
manano estrechamente relacionados con los aislados del endosperma por preci-
pitacion con etanol. Estos oligosacdridos tipo galactomanano presentan
relaciones Man:Gal 1,4-2,6 (Tabla 6.21.) y un grado de polimerizacion
promedio de 15 (ver Grado de polimerizacidon, pdg. 192).

Los fraccionamientos mostraron que, si se tiene en
cuenta la relacion Man:Gal, los oligosacdridos pueden ser considerados
monodispersos. En este sentido, al igual que en las relaciones Man:Gal,
los oligosacaridos son similares a los galactomananos extraidos al mismo

tiempo (en la misma etapa de la secuencia de extracciones; ver Fig. 6.2.)
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a temperatura ambiente (Tablas 6.1. y 6.21.).

Los diagramas de elucion de las cromatografias sobre
geles en urea 7M (Figs. 6.36. y 6.37.) y el hecho de gue los pesos molecu-
lares promedio pesado determinados por este procedimiento coincidan con los
pesos moleculares promedio numérico obtenidos por elandlisis de las unidades
terminales de cadenas, sugiere que la mayor parte de estos oligosacdridos

son también monodispersos en cuanto a su peso molecular.

La disminucion de las rotaciones Opticas con el
aumento del poder caotrdpico del solvente (Tabla 6.20.) indica que 1o0s oli-
gosacaridos, asi como los galactomananos de alto peso molecular relaciona-
dos con éstos, se encuentran en solucidn acuosa en formas ordenadas, pro-
duciendo agregados de menor energia libre. En Ta Tabla 7.3. se comparan
los poderes rotatorios en distintos solventes de la fraccién extraida con
agua a temperatura ambiente y soluble en etanol 85% y los de los productos
obtenidos por su fraccionamiento por distintos métodos, todos los cuales
pueden encuadrarse dentro de 1lamados oligosacdridos de tipo galactomanano.

Los oligosacaridos se diferencian de los galactomananos
extraidos en las mismas condiciones en el hecho de que las moléculas de
oligosacaridos se disocian completamente en urea 7M y esta mayor facilidad
de disociacion puede atribuirse al esqueleto de manosa de menor longitud y
la concomitante disminucion de las interacciones cooperativas. La leve
disminucidn de la rotacion en solucidon de cloruro de sodio refleja una
disociacion incipiente de los agregados. La cadena central mds corta
impide también la posibilidad de combinacion con mds de un "partner" y,

por 1o tanto, 1la formacion de reticulos solubles, 1o cual determina el
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TABLA 7.3.

Propiedades de algunos de los oligosacdridos de tipo galactomanano y de la
fraccion extraida con agua a temperatura ambiente y soluble en etanol 85
del endosperma de la semilla de Gleditsia triacanthos.

FRACCION Rendimiento [G]ZS o Proteinab
D en (°)

(%) ()
agua NaCl 0,1M urea /M

s 4,82 +51,0 +32,3 +46,4 7.5

A 52¢ +59,6 +18,3 +17,6 2,4

D 52¢ +34,0 +33,0 +19,6 3,8

D ag¢ +58,3 +29,0 +36,2 2,5

i 52¢ +33,8 +28,5 +18,1 3,3
3calculado respecto del endosperma total. bCalculada por el método de
Lowry (ver Parte Experimental). €calculado respecto de la fraccidn o.
aumento de la solubilidad y la formacion de soluciones no viscosas. Esta

cadena central corta, Jjunto con la presencia de cadenas laterales abundan-
tes y a veces mas largas, algunos de cuyos extremos son ademds residuos
diferentes de D-galactosa, explica la falta de gelificacidn en soluciones

de borato.

Las cromatografias sobre geles de la fraccidn S
sugieren que, adn en urea 7M, existen interacciones entre los oligosaca-
ridos y los componentes de la muestra que no son galactomananos.

Las muestras de oligosacaridos contienen, al igual
que los galactomananos relacionados, pequefias cantidades de proteina

"asociada", pero las determinaciones de grupos terminales, asi como la
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presencia de tan s6lo trazas de N-acetil-glucosamina indicaron que la
mayoria de las moléculas son verdaderos hidratos de carbono. Hasta el
momento no se pudo determinar si una pequefia proporcién de moléculas son
oligopéptidos o la proteina se une en forma no covalente a las cadenas ae

hidratos de carbono.

E1 andlisis por metilacion mostrd que los oligosacari-
dos tienen la estructura gruesa aceptada para los galactomananos (Tabla
6.22.). En algunas moléculas se hallaron desviaciones menores a esta
estructura: i) cadenas laterales con mds de una unidad de galactosa, donde
el residuo "extra" presenta un enlace (1—4); tal como se mencionara
previamente esto fue hallado en los galactomananos relacionados y en los
galactomananos de Gleditsta jerox, Gleditsia amorpncides y Irifoliwn
repens; 11) cadenas laterales terminadas por residuos de arabinofuranosa
o fucopiranosa, al igual que 1o hallado en los galactomananos del mismo
endosperma; y iii) puntos de ramificacidn no usuales formados por unidades
de D-manosa unidas por 3,4 y/o unidades de D-galactosa unidas por 3,6.

Ni la metilacion, ni los otros métodos de andlisis
estructural empleados, pusieron en evidencia la presencia de residuos de
xilosa o glucosa en las moléculas de los oligosacdridos de tipo galactoma-
nano. La presencia de estos monosacdridos es consistente con la aparicidn
de pequefias cantidades de glucano con enlaces (1—4), alguna de cuyas
unidades se halle sustituida con xilosa, o de segmentos de microfibrillas
de celulosa solubilizadas, a raiz de que ambos tipos de polisacaridos
pueden unirse no-covalentemente con la cadena central de los oligosacaridos.

Este tipo de comportamiento fue comprobado por Rees y colaboradoreslgz’luﬂ
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al analizar varios mucilagos de origen vegetal. E1 mucilago extraido con
agua fria de las semillas de Brassica sinapis alba contiene celulosa en
forma cristalina, tal como lo indica el andlisis de difraccion de rayos-X.
En é1 se pudieron detectar, previa hidrélisis, grandes cantidades de
glucosa (de la celulosa) y una mezcla compleja de los monosacdaridos tipicos
de las paredes celulares de vegetales. La digestion acida o alcalina,
que degrada los polisacaridos no celulésicos, origindé celulosa insoluhle
con un alto rendimiento. Estos hechos Tlevaron a los autores a concluir
que las cadenas de celulosa en estado cristalino se solubilizan por asocia-
cién con, y tal vez también encapsulacion por, otros polisacéridoslgz.
Esto explicod la resistencia mostrada por las particulas a la accion de
1a celulasa y la movilidad que presentaron al ser sometidas a la electrofo-

9 .
192 propusieron que estas cadenas de

resis, Rees y sus colaboradores
celulosa representaban unidades de la pared celular que, por especiales
razones bioldgicas, habian sido ensambladas sin la cohesidn que existe
normalmente. También se halld glucosa en algunas fracciones de galactoma-
nanos del sistema en estudio sin poderle atribuir ningin significado
estructural,

Los datos de la oxidacidn con periodato (ver Descrip-
cion de los Resultados Obtenidos, pag. 193) corroboran la estructura
propuesta en base al andlisis por metilacion ya que l1a relacién eritritol:
glicerol (2,1:1,0) es practicamente coincidente con 1a relacion Man:Gal
(2,3:1,0). La deteccion de pequefias cantidades de manosa y galactosa sin
oxidar corrobora, por su parte, la existencia de algunos enlaces distintos

al (1—4) en la cadena central y la presencia de unidades de galactosa

sustituidas en el 0-3,
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Las bandas de absorcidon del espectro infrarrojo de los
oligosacaridos (Fig. 6.40), asi como las sefiales de los hidrdgenos anomé-
ricos de su espectro de RMN-lH (Fig. 6.42.), son también las correspondien-
tes a la estructura gruesa de los galactomananos. En base al espectro de
RHN-IH fue posible, ademds, determinar que la arabinosa presente en la
muestra (2,9%) se encuentra en forma furanésica y en configuracidon «, ya
que a 100 MHz no se observa la particidon de su protdn anomérico (Jl’2 = 1,8 H2)

mientras que si se tratara del andmero B deberia observarse (J. . =4.,4 Hz)166.

3

1,2
En el espectro de RMN-1 C de los oligosacdaridos (Fig.
6.43.) se diferencian claramente cinco unidades estructurales: los extremos
reductores y no reductores de la cadena central de manosa, 1las unidades de
p-D-manopiranosa internas, sustituidas y no sustituidas, de la cadena
central, y las unidades de galactosa terminales no reductoras de las
cadenas laterales.

E1 C-4 de las unidades de manosa con enlaces (1—4)
muestra tres sefiales, en forma analoga a lo encontrado en los espectros de
los galactomananos relacionados del endosperma de Gleditsia :riacant~ y
de los galactomananos de las semillas de Ceratonia siliqua127’13l,
Cyamopsis tetragonolobus 127, Trifolium pratense 127 Y Trigonella Ffoernwr-
graecum131.

De acuerdo con lo discutido previamente sobre las
asignaciones de las sefiales en los espectros de los galactomananos relacio-
nados (ver Descripcidon de los Resultados Obtenidos, pdg. 160, Tabla 6.10.),
la absorcidn a campos mds bajos (77,75 p.p.m.) se origina en grupos de dos

residuos de manosa sustituidos, contiguos; el pico intermedio (77,60

p.p.m.) representa la superposicion de sefiales originadas en diadas en las
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cuales s6lo uno de los dos residuos de manosa estd sustituido, y el picc a
campos mas altos (77,37 p.p.m.) se debe a residuos de manosa no sustit.i:iis
adyacentes a otro del mismo tipo.

Como las sefiales tienen la misma intensidad, 1la
distribucion de las frecuencias de las diadas es 0,33, 0,17 y 0,33, res-
pectivamente (Tabla 6,24.), Los valores tedGricos, calculados para una
distribucion al azar a partir de 1a relacion Gal:Man medida en el espectro
(empleando las sefiales de los carbonos anoméricos) son: 0,26, 0,25y 0,24
(Tabla 6.24.),

La absorcidn del carbono 6 de los residuos de manosa
con enlaces B-(1—4)-, sustituidos por una cadena lateral, también
muestran una particion en tres lineas de intensidades similares (Fig. 6.43.);
esta apertura, que es incipiente en el espectro de 25 MHz del galactomananc
de Ceratonia siZiqua127 (Fig. 4.11.A,), se observa claramente, como ya se
ha discutido, en el espectro de 75 MHz de los galactomananos despolimeriza-
dos del endosperma de Gleditsia triacanthos (Fig, 6.22. y 6.23.) y puede
explicarse considerando que el C-6 es sensible al hecho de que las unidades
de manosa adyacentes estén o no ramificadas.

Al comparar el espectro de 25 MHz de los oligosacaridos
n con el de 75 MHz de los galactomananos despolimerizados de Gleditsia
triacanthoe (Fig, 6,44,) y teniendo en cuenta el valor de la relacidn Gal:
Man de las muestras, es posible afirmar que el pico a campos mids bajos
(67,57 p.p.m,) se origina en el C-6 de la unidad intermedia de grupos de
tres unidades contiquas, sutituidas de D-manosa (I), que la absorcion a
campos mas altos (67,26 p.p.m.) se debe a bloques de tres unidades de

D-manosa contiguas donde s6lo el residuo intermedio estd sustituido por
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galactosa(Il), mientras que el pico intermedio (II) representa la superpo-

sicidn de sefiales de las triadas donde dos unidades contiguas estdn sustitui-
das (ver pdg. 203). En base a las intensidades de las tres sefiales se cal-
cularon las frecuencias de las triadas I, II y III, y considerando la rela-
cion Gal:Man obtenida del espectro (para el C-6) se obtuvieron 1os correspon-
dientes valores tedricos para una distribuci6n al azar de las cadenas latera-
les (Tabla 6.24.), Para realizar estos cdlculos se consideraron todas las

triadas, incluyendo aqueilas que presentan unidades de D-manosa no sustitufi-
das en la posicion intermedia y que estdn representadas en el espectro por la
sefal a & = 61,45 (Fig. 6.43.) a partir de cuya intensidad se calculé F +

121

F + F Tabla 6.24.).

227 * F1a2 ¥ Fppp |

Al asignarse, en base a la comparacion mencionada,
las tres senales del C-6 de las unidades de manosa sustituidas, se calcula-
ron también las frecuencias triplete de los galactomananos despolimerizados
(Tabla 6.24.). Al comparar los valores obtenidos para las frecuencias
doblete y triplete de las tres muestras (Gm T-HP, Gm 3-HP y ) se observa
que la variacién de la distribucion de las cadenas laterales concuerda con
el orden esperado en base al porcentaje de sustitucidn por galactosa de las
muestras. Por ejemplo, 1la frecuencia con que aparecen dos unidades de
manosa no sustituidas adyacentes (F22 ) es mayor para Gm T-HP (0,49, rela-
cion Man:Gal 0,35) que para Gm 3-HP (0,39, relacién Man:Gal 0,46) y en esta
G1tima es a su vez mayor que para (0,33, relacidn Man:Gal 0,51). En
contraposicién, en Gm T-HP es muy pequefia l1a frecuencia de aparicidon de
tres unidades sustituidas contiguas (F111= 0,05), esta aumenta en Gm 3-HP
(0,17) y es aln mayor para (0,18).

Por otro lado, 1las discrepancias entre las frecuencias

doblete y triplete experimentales y las calculadas estadisticamente, que se
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observa en los tres casos, eliminan la posibilidad de un arreglo al azar
de las cadenas laterales. Del mismo modo, los dos grupos de valores
experimentales permiten descartar estructuras limite con una distribucién
estrictamente alternada de los residuos de D-manosa ramificados y no rami-
ficados o un arreglo en el cual se alternen grandes bloques de unidades de
D-manosa ramificadas con otros bloques de unidades de D-manosa no ramifica-
das. Los valores experimentales son consistentes con un arreglo no al
azar, mds complejo, tal como se encontrara para los galactomananos de

Ceratonia siliqua Yy Cyamopsis tetragonolobusllg.

E1 hallazgo de estos oligosacdridos de tipo galactoma-
nano, es decir, con una estructura similar a éstos y de menor grado de
polimerizacidn, representa un acercamiento al conocimiento de la biosinte-
sis de los galactomananos en las leguminosas, tema que, hasta el momento,
ha recibido poca atencidn.

Se ha propuesto que l1a unién al azar de los residuos de
galactosa a una cadena de residuos de manosa, podria ser una forma de alma-

48,51

cenarlos Cuando se hallé sacarosa y rafinosa en semillas de

Medicago sativa194, se sugiridé que una forma posible para la sintesis y
degradacién de los galactomananos seria por trans-D-glicosidacidon (Fig. 7.8.)
de unidades de D-galactopiranosa, en el nrimer caso de rafinosa a un poli-

mero de manosa y en el seqgundo caso del galactomanano a sacarosa.

?a]
Rafinosa + ------ Man — Man — Man------ —_— ------ Man — Man — Man------ +
D-manano galactomanano

sacarosa

Fig. 7.8.
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Al estudiar la biosintesis de galactomananos en las
semillas de Trigonella foenum-graecwn en diferentes estados de maduracion,

195 comprobaron que no ocurria ningin cambio en la composicidn

Reid y Meier
quimica de los galactomananos durante o después de su formacion, Los
resultados indicaron que los galactomananos comienzan a formarse en una
etapa muy temprana del desarrollo y contindan formandose hasta que las
semillas desarrollan su mdximo tamafo, Dado que no observaron variacion
en la relacion Man:Gal durante la formacion del polisacdrido, ni hallaron
manosa 0 D-mano-0ligosacaridos que pudieran actuar de iniciadores ("primers")
en la biosintesis, concluyeron que no es probable que los residuos de
galactosa se vayan uniendo a una cadena de manosas preformada y es probable
que ambos tipos de residuos se unan al mismo tiempo y por un mecanismo
especifico.

Courtois y Le Dizet también habian hallado relaciones
Man:Gal inalteradas para los galactomananos de semillas maduras de Gleditsza
ferox 42.

Por otro lado, en las semillas jovenes de Trigorella
foenum-graecum , en las que el nolisacdrido comienza a formarse, se

detectaron195

pequenas cantidades de hidratos de carbono de bajo peso mole-
cular: sacarosa, mesoinositol, galactinol (1-0-a-D-galactopiranosil-D-
mesoinositol), glucosa y algo de rafinosa. Al aumentar la madurez se
observo un incremento en la cantidad de hidratos de carbono de bajo peso
molecular y un cambio en la composicién de 1a mezcla: aparece estaquiosa
{que luego va aumentando) y disminuyen las oroporciones de sacarosa, galac-

tinol y hexosas. En las semillas maduras, cuando se ha completado la

formacion del polisacarido, existe estaquiosa en cantidades adn importantes.
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La estaquiosa, cumple también, probablemente, una funcidn de reserva
en las semillas ya que se sintetiza al mismo tiempo que los galactomananos.

196

Se ha demostrado que este oligosacdrido se biosintetiza en las semi-

1las de phaseoius vulgaris, una leguminosa que no contiene galactomananos
de reserva, por transferencia de a-D-galactopiranosa de galactinol a
rafinosa.

197

Courtois y sus colaboradores propusieron la siguien-

te secuencia para la formacidn de estaquiosa:

UDP-D-galactosa + mesoinositol —— galactinol + UDP
UDP-D-galactosa + sacarosa —— rafinosa + UDP
galactinol + rafinosa —— estaquiosa + mesoinositol

y dado que la union galactosidica en el galactinol y en los galactomananos
es del mismo tipo, a-(1—6), y que se detectaron UDP-D-galactosa y GDP-D-
manosa en semillas de Trigonella fbenum—graecum197, se sugiridé que un
mecanismo similar de transferencia de grupos D-galactosilo podria estar
involucrado en la biosintesis de ga]actomananoslgs’lge.

Por 1o tanto, el aislamiento de oligosacdridos de
manosa y galactosa, con una relacion molar entre estos dos monosacaridos
del orden de la hallada para los galactomananos relacionados, confirma las

conclusiones de Reid y Meier195

y permite descartar la posibilidad de que
los galactomananos se biosintetizen por unidon de los residuos de D-galacto-

piranosa a un manano preformado.
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Los componentes de la fraccion extraida con agua a
temperatura ambiente y soluble en etanol 85% (S ) que son retenidos por la
resina anidnica, presentan una composicion mucho mas compleja, ya que
poseen, ademds de manosa y galactosa, cantidades importantes de glucosa,
arabinosa, xilosa y fucosa. Se observa en ellos, a medida que aumenta
su interaccidon con la resina: a) un aumento gradual general en los conteni-
dos de fucosa, arabinosa y glucosa, b) disminucidén de los porcentajes de
xilosa y manosa, c) poca variacion en el contenido de galactosa y glucosa-
mina, y d) un importante contenido proteico (Tabla 6.19.).

La electroforesis sobre papel indic6 1a homogeneidad
de las fracciones mayoritarias eluidas con cada una de las concentraciones
de carbonato de amonio empleadas; se comprobé ademds una disminucién de
la movilidad electroforética de las mismas a medida que aumenta su interac-
cion con la resina anidnica,

Si bien este grupo de muestras fue reservado para
estudios posteriores, una primera tentativa de metilacidon originé una
mezcla de derivados metilados sumamente compleja, que, sorprendentemente
(dada 1a solubilidad total del producto en el medio de reaccidn) presenta
aun productos submetilados. E1 mayor porcentaje de los mismos se
encuentra en la fraccidén c-1-1, donde aparecen manosa y galactosa sin
metilar, y, ademds, en ésta y en las restantes se observan diferentes
porcentajes de derivados mono y dimetilados (Tabla 6.25.). Si bien puede
suceder que en algunos de estos casos 1os productos observados sean los de
maximo contenido en metoxilos posibles de obtener, es necesario realizar

nuevas metilaciones para poder proponer estructuras para estos productos.
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La dnica conclusion que se puede sacar de estas pruebas
de metilacion es que todas estas fracciones presentan cadenas sumamente
ramificadas, en razon del elevado porcentaje de unidades terminales obteni-
do. Este hecho justifica la elevada solubilidad de estos productos a
pesar de que pueden tener un peso molecular considerable (c-7-1 tiene un
grado de polimerizacidén de 20 ¢ 40, ver pag. 207).

Son ademds estas fracciones las que 1levan asociado
un alto contenido proteico, que en su mayor parte permanece asociado ain al
ser sometidas a cromatografia en medios disociantes, segin indicd la
cromatografia sobre Sephadex G-15 en urea 7M del pico "2" obtenido por

cromatografia analitica de intercambio anidnico de s (Fig. 6.32,B.).

También se realizd un andlisis preliminar de los

productos extraidos con agua a 50° y 95° y solubles en etanol 85%: S

s con el objeto de verificar si su comportamiento resultaba similar al

95’
de la fraccion s,

La primera diferencia observable fue la separacidn de
los picos correspondientes a hidratos de carbono y proteinas al ser
sometidas a cromatografia sobre celes en medio caotrdpico (Fig. 6.27.).

Por otro lado, su composicion global presentaba, como en el caso de la
fraccion S, un aumento en el contenido proteico respecto de los galacto-
mananos relacionados y la aparicion de cantidades importantes de monosaca-
ridos distintos de manosa y galactosa(Tabla 6.14.).

F50‘ que presenta 10,5% de arabinosa, 42,1% de
manosa y 31,9% de galactosa, junto con cantidades menores de otros
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monosacdaridos (ver Tabla 6.27,), al ser sometida a cromatografia de inter-
cambio anidnico origind: a) un producto no interactuante, N, Que se eluye
con agua, de tipo galactomanano con relacidn Man:Gal menor que la de los
oligosacdridos de tipo galactomanano obtenidos a partir de 5 (1,8 y 2,3,

respectivamente). presenta, ademds, un contenido superior a ¥ en

V50
arabinosa y fucosa y también en proteinas y b) un producto que interacciona
con la resina 050-8 Y Cgp-10 (presentan composiciones iguales), constituido
fundamentalemnte por galactosa (al igual que lo observado con las fracciones
¢ en su conjunto) y que también posee manosa (28,0%), arabinosa (19,2%) y
xilosa (14,0% y pequefias cantidades de fucosa y glucosa (Tabla 6.27.).

En el caso de la fraccion & compuesta fundamental-

95°
mente por arabinosa (50,7%), con cantidades importantes de manosa (17,0%)
y galactosa (17,0%) y pequefios porcentajes de fucosa, xilosa y glucosa, 1la
cromatografia de intercambio anidnico originé: a) un producto no interactuan-
te con la resina, N95 que estd sumamente enriquecido en manosa (38,4%)
respecto del producto original, 35,4% de arabinosa y 16,3% de galactosa,
cantidades menores de otros monosacaridos y un contenido proteico del 5,0%
y b) un producto que interacciona con la resina que estd constituido funda-
mentalmente por arabinosa (65,0%) con cantidades iguales de galactosa y
fucosa ~11% de cada una), 9,2% de xilosa y una proporcion infima de manosa:
Cyg=8 ¥ Coe=10.

Este panorama indica claramente que todas las fracciones
solubles en etanol 85% estan constituidas por dos tipos de productos

asociados entre si: a) un conjunto de oligosacdridos de manosa y galactosa,

que a medida que el método de extraccion se hace mas riguroso se va haciendo
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diferente a un galactomanano ya que aumentan los porcentajes de otros
monosacaridos presentes y b) un grupo de productos con cantidades importan-
tes de todos los monosacéfidos presentes, que también presentan importantes
cambios estructurales a medida que aumenta la rigurosidad del método de
extraccion, Mientras que en la fraccion s y 350 todavia presentan canti-
dades importantes de manosa, en la fraccion s 5 la arabinosa pasa a ser el

9
principal monosacarido.

COMPONENTES DEL RESIDUO AGOTADO POR EXTRACCIONES ACUQOSAS

Las grandes células que constituyen el endosperma de
las semillas de Teguminosas estdn totalmente 1lenas de galactomanano, Su
funcion es 1a de reserva y, en el momento de la germinacidon, el galactoma-
nano es completamente consumido y transformado en elmidon en los cotiledones.

Estas células presentan s6lo pared primaria, caracteristica de las
células jovenes, no diferenciadas, que estdn en division y crecimiento,

La pared celular primaria de una gran variedad de
vegetales superiores parece tener rasgos en comin y el estudio de su estruc-
tura molecular ha sido ampliamente abordado por distintos investigadores,
cuyos resultados indicaron una enorme comlejidad estructural, Las conclu-
siones de estos trabajos han sido detalladas con anterioridadlgg, pero
resumiremos aqui los puntos de importancia para el andlisis de los presentes

resul tados.
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Los componentes de la pared celular primaria de los
vegetales superiores son: celulosa, hemicelulosa, polisacaridos pécticos
y proteinas estructurales. Un estudio de la pared celular primaria
implica un andlisis detallado de las caracteristicas de cada uno de estos
componentes (composicién, tipo de unién, tamafio, secuencia, etc.) y de
las interacciones entre los mismos. Este andlisis se ve dificultado por
las variaciones en la preparacion de los polisacdridos (cambios segin el
estado de desarrollo celular, tejidos heterogéneos que presentan células
de diferentes tipos con paredes de composicion variada, diferencias entre
Tos polisacdridos de las distintas capas de la pared celular) y en los
métodos de aislamiento . Por esta razon la primera descripcion clara y
completa sobre la estrutura molecular de las paredes celulares primarias de
los vegetales superiores surgid a partir de los estudios iniciados por
Albersheim en 1973200-206

Para ese estudio seleccionaron las paredes celulares
aisladas de un cultivo de una suspensidn de células de una Aceraceae (Acer
pseudoplatanus ), Qque es homogéneo y cuyas células presentan sélo pared
primaria. Se realizaron estudios sobre las paredes celulares enteras y
sobre fragmentos obtenidos mediante la accidon de enzimas hidroliticas;
estos estudios demostraron que estdn formadas por: un arabano (10%), un
B-(1—4)-galactano (8%), un ramnogalacturonano (16%), un xiloglucano (21%)
y una proteina rica en hidroxiprolina (10%, tetra-arabinésidos unidos a la
hidroxiprolina, 9%), Jjunto con pequefias cantidades de un 3,6-arabinogalac-
tano (2%) y celulosa (23%). Se determinaron las estrwturas de cada uno de
los componentes, y la relacion existente entre ellos, concluyéndose que la

pared celular primaria de las células de Acer pseudoplatanus puede ser
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considerada como una Gnica macromolécula en la que los componentes, estdn
unidos covalentemente, con excepcidon del xiloglucano y la celulosa que pre-
sentan numerosas uniones hidrdgeno que les confieren la fuerza de una unidn
covalente,

Los rasgos estructurales especificos de las paredes de
Acer pseudoplatanus parecen ser comunes a otras especies relacionadas o
distantes dentro de los vegetales superiores, La proteina rica en hidroxi-
prolina y los oligoarabindsidos asociados a ella, estdn ampliamente
distribuidos en el Reino Vegeta1207. Se demostrd también la presencia de
xiloglucano en las paredes celulares de los cotiledones o del endosperma de

numerosos vegeta]eszos, y se encontrd similitud estructural entre el xilo-

203’209. En otros

glucano de Phaseolus vulgaris V el de Acer pseudoplatanus
casos se observaron variaciones, como por ejemplo el reemplazo del xiloglu-
cano por un arabinoxilano en las paredes celulares de la aleurona de cebada

(Hordeum vulgare )210.

Por Tos motivos citados resultaba de sumo interés
emprender el estudio de los constituyentes de 1a pared celular primaria de
las células del endosperma de Gleditsia triacanthos, Yya que este sistema
resultaria homogéneo,

Al igual que en el caso de los productos extraibles
con agua y solubles en etanol 85%, el Gnico antecedente existente del
andlisis de los componentes remanentes después de 1a extraccion con agua de
los galactomananos del endosperma de Gled-tsiac *triacant’os, es el informado

190

por Mazzini y Cerezo "". En ese caso, el endosperma extraido con agua a

reflujo dejo un 10,6% de material insoluble que contenia 9,6% de proteina y
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cuyo andlisis de aminodcidos indic0 la presencia de altos porcentajes de
acido glutamico, arginina, lisina y leucina, caracteristicos de las
proteinas de reserva de leguminosas, e hidroxiprolina cuya presencia sugie-
re la existencia de proteinas de pared celular primaria, Por otro lado,
la hidrdlisis con acido trifiuoroacético 2N a 121° dejé un 15% del material
inatacado (alrededor del 1,6% del endosperma) y la composicion del hidroli-
zado indicé una relacion Man:Gal 4,3:1,0,

2 .. . . . . .
11 también realizd una extraccidn secuencial

Mazzini
del endosperma con agua a temperatura ambiente y 50° en forma exhaustiva y
luego, paralelamente, con agua a ebullicidén y con solucion de hidrdoxido de
potasio 10% a temperatura ambiente (aunque no en forma exhaustiva),
obteniendo un residuo insoluble apreciable en ambos casos. Al realizar la
precipitacion con etanol de ambos extractos, se obtuvo un rendimiento del

5,9% en producto precipitable proveniente de la extraccion con hidrdoxido de

potasio que presentaba una relacion Man:Gal entre 3,4 y 4,3:1,0,

Sobre la base de la experiencia previa citada se
decidi6 realizar, sobre el endosperma agotado en productos solubles en
agua, una serie de extracciones de severidad creciente que, como es sabido,
constituye el método habitual para el estudio de las paredes celulares,

Los métodos de extraccion de este tipo de productos han
sido derivados empiricamente y los polisacaridos definidos operacionalmente
por su presencia en las fracciones obtenidas mediante extracciones quimicas
consecutivas. Por este motivo hay falta de definicidon entre los distintos
tipos de polisacdridos y 1os productos aislados por una metodologia pueden

presentar caracteristicas propias de los otros grupos.
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Los solventes de extraccion usados habitualmente son:
1) dlcali, que extrae las hemicelulosas, polisacaridos constituidos
fundamentalmente por xilosa, arabinosa y dcido glucurdnico y 4-0-metil-
glucurdnico junto con cantidades menores de manosa, galactosa y glucosa;
2) soluciones de oxalato de amonio, EDTA, etc., que proporcionan los
polisacaridos conocidos como sustancias pécticas y que estan formados por
dcido galacturonico, galactosa, arabinosa y ramnosa y pueden presentar,
en menor proporcion, fucosa y xilosa; 3) soluciones de urea que extraen
glucanos y xiloglucanos. Mientras las soluciones de urea y de oxalato de
amonio o EDTA eliminan enlaces no covalentes (puentes de hidrdgeno o enlaces
iénicos entre grupos carboxilo de las cadenas de polisacarido e iones diva-
lentes), el alcali acuoso produce una ruptura parcial y no especifica de
las uniones quimicas. Es asi que las hemi;e]u]osas resultantes de la
extraccion alcalina pueden presentar modificaciones respecto de su estructu-
ra original,

Se decidié entonces recurrir en primer término a los
agentes que producen ruptura de los enlaces no covalentes (urea y oxalato
de amonio), para pasar luego al tratamiento alcalino, Se hicieron
extracciones sucesivas y exhaustivas, con: 1) urea 7M a temperatura ambien-
te, 2) oxalato de amonio 1% a ebullicidén, 3) hidréxido de potasio 10% a
temperatura ambiente y 4) hidréxido de sodio 25% conteniendo 5% de borato
de sodio y 1% de borohidruro de sodio. Cada una de estas extracciones se
1levd a cabo sobre el material proveniente de la extraccion anterior (salvo
en el caso de la extraccion con urea 7M, en el que se usd el proveniente
de la extraccion con agua a 95°) sin proceder a su secado previo, ya gque se

ha encontrado que las preparaciones de paredes celulares secas pueden
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requerir un tratamiento especial de rehidratacion para que pueda lograrse
una extraccion satisfactoria de los po]isacérid05212.

Como se detalla en la Descripcion de los Resultados
Obtenidos (pdg., 217), después de dializar los extractos se los sometid al
agregado paulatino de etanol 1o que origind un producto insoluble en el caso
del extracto alcalino, Este producto representa solamente el 0,9% del
material de partida (Tabla 6.30.), es decir, resultd mucho menos abundante

que el extraido por Mazzini en las mismas condiciones (5,9%)211

, hecho
facilmente explicable dado que las extracciones con agua a 100° e hidrdxido
de sodio 10% fueron en ese caso paralelas y no consecutivas.

E1 andlisis de este producto (Px) indicé que se
trataba de un galactomanano con relacion Man:Gal 4,4:1,0, similar a la

211 y que contiene ademds una pequefia propor-

obtenida por Mazzini (4,3:1,0)
cion de arabinosa (2,8%) y es de muy bajo contenido proteico (0,2%) (Tabla
6.31.). Si bien no se emprendi6 un andlisis estructural detallado de este
producto, un primer intento de metilacidn corrobord que presenta la
estructura general de un galactomanano con una proporcidon muy baja de
unidades de D-manosa sustituidas en el 0-6 por D-galactosa (Tabla 6.33.).

Por otro lado, 1a composicion en aminodcidos de su porcion proteica
resultd similar a la de los galactomananos extraidos con agua (comparar
Tablas 6,32, y 6.5.). Los poderes rotatorios, medidos en distintos
solventes (Tabla 6.30.), resultaron coincidentes con la estructura propues-
ta ya que en urea 7M el valor obtenido es fuertemente negativo (-29,0°) y

se aproxima al de un manano (-54,0%en agua)213.

La Gltima extraccidn se 1levd a cabo con hidrdxido de
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sodio 25% conteniendo 5% de borato de sodio y 1% de borohidruro de sodio,
método que habia sido empleado para la extraccion del galactoglucomanano de
la madera de Pinus resinosa214, en razon de que se esperaba un aumento en
el contenido de glucosa dado que los polisacaridos remanentes deberian
cumplir funciones de sostén,

Este extracto (FA, 3,4% del endosperma total) resultd
fundamentalmente un galactomanano con algo de glucosa (Tabla 6,31.); su
relacion Man:Gal:Glu es de 15,0:3,6:1,0. Los poderes rotatorios presenta-
ron un comportamiento similar al cambiar el solvente al mostrado por el
producto precipitado con etanol del extracto de hidrdxido de potasio,
aunque en este caso se observa un valor negativo ya en agua. E1 contenido
proteico también es bajo (0,3%) y el andlisis preliminar de metilacidn
indicé, como en el caso anterior una estructura tipica de galactomanano
(Tabla 6.33.). Su composicion en aminodcidos muestra una disminucidn en
el contenido de acido glutamico/glutamina, glicina y metionina y una dismi-
nucion en los porcentajes de lisina y arginina respecto del producto extrai-
do con hidroxido de potasio y precipitado con etanol ( PX) y aparece un
0,8% de hidroxiprolina, aminodcido caracteristico de las proteinas de pared

celular primaria (Tablas 6.32. y 7.2.).

Como residuo final de esta serie de extracciones se
obtuvo un producto (£4,0,28% del endosperma inicial) constituido fundamental-
mente por glucosa (46,7%), manosa (20,6%) y con un 9,3% de xilosa y 2,5% de
galactosa (Tabla 6,31.). E1 contenido proteico es del 5,6%.

Mientras que en los dos casos anteriores (producto

extraido con hidroxidc de potasio y precipitado con etanol, 27 y producto
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extraido con hidroxido de sodio, Es ), el primer intento de metilacidn
realizado por el m&todo de Hakomori habia dejado muy baja proporcion de
material insoluble en el medio después de tres agregados de reactivo "in
sttu ", en el caso del residuo final, 1la proporcidon de material insoluble
fue del 66%, E1 andlisis del producto soluble metilado indic6 que es un
galactomanano con baja sustitucion por galactosa y de muy alto peso molecu-
lar (baja proporcidn de 2,3,4,6-tetra-0-metil-D-manosa, Tabla 6.33.).

Dado que el material de partida estaba constituido
fundamentalmente por gltucosa, se deduce que ésta ha permanecido insoluble.

Resultados similares fueron obtenidos por A]bersheimzo1

al metilar por
el mismo método la pared celular total de Acer pseudoplatanus. Por este
método obtuvo un fraccionamiento por solubilidad diferencial de los polime-
ros de la pared; el andalisis de la porcion soluble en cloroformo-metanol
indico que se trataba de los polisacadridos no celuldsicos mientras que los
productos insolubles en cloroformo-metanol, separados por centrifugacion,

resultaron ser: celulosa metilada en forma incompleta y oligosacaridos

metilados unidos a proteina rica en hidroxiprolina,

Por otro lado, se realizé el andlisis de los productos
solubles en etanol 85% obtenidos por liofilizacidén de cada una de las
soluciones acuoso-etanglicas (ver Fig. 6.50.).

Los productos extraidos con urea 7M y solubles en etanol
852 ( sv, 0,45% del endosperma inicial) estdn compuestos no sélo por
manosa (43,6%) y galactosa (21,3%) sino que también presentan cantidades
importantes de glucosa (12,0%), arabinosa (12,0%), fucosa (7,0%) y xilosa

(4,2%) y un contenido proteico mas alto (2,9%) que el de los productos
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precipitables de otras extracciones (Tabla 6.31.). Por ctra parte, si
bien estos productos deben tener un peso molecular bajo ya que no precipi-
tan en etanol 85%, es de notar que presentan todavia cambios en sus poderes
rotatorios con el cambio de solvente que no se manifiesta al pasar de agua

a cloruro de sodio 0,IM pero si al utilizar urea 7M (Tabla 6.30.,); este
hecho indica que estos productos se encuentran en formas ordenadas alin en
soluciones de cierta fuerza idonica y que pueden disociarse facilmente en
presencia de un solvente altamente caotrdpico, posiblemente debido a su
bajo peso molecular.

E1 analisis de la composicidon en aminodcidos de la
porcidn proteica indica una variacidn respecto de los productos precipitados
con etanol en extracciones anteriores; se observa una reduccidn en el
contenido de tirosina, serina, prolina, glicina y alanina y aumento en el

porcentaje de acido aspartico/asparagina (Tabla 6.32.).

E1 producto extraido con oxalato de amonio 1% y soluble
en etanol 85% (S0) presenta junto con manosa (43,0%) y galactosa (21,2%) un
importante contenido de glucosa (29,3%) y pequefas cantidades de arabinosa,
fucosa y xilosa (Tabla 6.31.). ET1 contenido proteico es mayor que en el
caso anterior (4,5%). También aqui se manifiesta un cambio del poder
rotatorio al variar el solvente pero en este caso, posiblemente debido a la
contribucion de la glucosa, los valores son mds positivos, y ademas ya se
observa un fuerte cambio al pasar de agua a cloruro de sodio 0,1M (Tabla
6.30,). La composicion en aminodcidos de la porcidon proteica difiere ailn
mas de 1a de los productos precipitables, sobre todo en su elevado conte-

nido de glicina (Tabla 6.32.).
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Por su parte, el producto extraido con hidroxido de
potasio 10% y soluble en etanol 85% (sk) presenté un cambio neto de composi-
cion respecto de los anteriores ya que ademds de 59,1% de manosa presenta
muy pequenas cantidades de arabinosa, fucosa, galactosa y glucosa y 22,8%
de N-acetilglucosamina (Tabla 6,31.,). E1 contenido proteico también es
muy alto (16,0%) y el andlisis de aminodcidos muestra un elevado contenido
de leucina y muy bajo contenido en acido aspartico/asparagina (Tabla 6.32,).

Los poderes rotatorios no muestran un cambio marcado con el cambio de
solvente y ya son fuertemente negativos en agua (Tabla 6.30.), 1lo que

indica que estos productos se encuentran en una conformacion desordenada,

Del andlisis de los resultados obtenidos se deduce que
las paredes celulares primarias finas de las células que constituyen el
endosperma de Gleditsia triacanthos no presentan, a diferencia de Acer
peseudoplatarus y otras angiospermas dicotiledéneas, una compleja red de
polisacdridos de diferente tipo asociados por enlaces covalentes y no
covalentes. Empleando los tratamientos habituales no fue posible aislar
de ellas glucanos o xiloglucanos (extraccidén con urea 7M), sustancias
pécticas (extraccién conaalato de amonio 1%) ni hemicelulosas (extraccidn
con hidréxido de potasio). Por el contrario, estos extractos contienen
polimeros de manosa con un porcentaje cada vez menor de cadenas laterales de
galactosa a medida que se avanza en la secuencia de extracciones. Final-
mente, el residuo insoluble sigue conteniendo un galactomanano con baja
proporcidn de cadenas laterales de galactosa, ademds de presentar como
monosacdrido principal glucosa. Esta GT1tima queda como residuo insoluble

en la metilacion, razén por la cual se infiere que debe tratarse de la
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porcién basica de sostén: las microfibrillas de celulosa.

Por su parte, el analisis de las fracciones solubles
en etanol 85% de cada extraccidon arroja resultados coincidentes con los
obtenidos para las fracciones solubles de las extracciones acuosas en cuanto
a la presencia er: 1a molécula de proporciones importantes de monosacadridos
distintos de manosa y galactosa, aunque estos dos monosacaridos siguen
siendo los componentes mayoritarios.

Ademds, el andlisis de la composicidon en aminodcidos
de su porcidn proteica es coherente con una ruptura al azar de las cadenas
peptidicas, 1incluso en partes muy cortas o adn aminodcidos libres, por
parte de los solventes empleados.

La presencia de un alto porcentaje de N-acetilglucosa-
mina en la fraccién soluble en etanol 85% de la extraccidon con hidroxido de
potasio 10%, unida a un alto contenido proteico, podria indicar que ésta

es nexo entre la porcion de hidratos de carbono y la porcidon proteica.

CONCLUSIONES

E1 esquema de extracciones secuenciales cada vez mas
drasticas, 1llevado a cabo sobre el endosperma de Gleditsia triacarthos
aislado del resto de la semilla proveyd una serie de productos cuya composi-
cién, estructura y propiedades varian secuencialmente. E1 estudio de
estos tres pardmetros fue abordado por todos los medios disponibles y los

resultados obtenidos permiten concluir que:
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E1 endosperma de Gleditsia triacanthos estd formado
por un sistema de hidratos de carbono constituidos fundamentalmente por
manosa y galactosa, con la estructura tipica de Tos galactomananos de

leguminosas:

o-D-Galp

1
{

6 ]
----- p-(1-»4)-D-Manp-p-(1«[4)-D-Manpjs-(lj»4)-D-Manp-
n

m

Esta estructura general se manifiesta con grados de
polimerizacion variables entre 15 y 159 o mas, y relaciones Man:Gal
variables entre 2,00:1,00 y 17,40:1,00.

Los productos de alto peso molecular (59<G.P.<159)
que precipitan a diferentes concentraciones de etanol de los extractos
acuosos obtenidos a distintas temperaturas, son galactomananos cuya
estructura varia gradualmente. Cuanto menor es su contendido en galactosa
mas dificil resulta su extraccion dado que la galactosa actla de espaciadora
entre cadenas, facilitando la entrada de moléculas de agua; por lo tanto,
cuando el porcentaje de galactosa es bajo, se favorece el adosamiento de
las cadenas. Estos galactomananos son los que cumplen la funcion de
reserva alimenticia durante la germinacion del embrion,

Los productos de bajo peso molecular (G.P. = 15) son
oligosacadridos de tipo galactomanano extraibles con aqua a temperatura
ambiente e incapaces de precipitar aln a altas concentraciones de etanol
(85%) debido a su tajo grado de polimerizacion y a 1a alta proporcidn de

cadenas laterales.
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En ambos grupos de productos existen desviaciones
respecto de la estructura cldasica antes propuesta: cadenas laterales con mas
de una unidad de galactosa, presencia de residuos distintos de galactosa
como extremos de algunas cadenas laterales, enlaces distintos a los (1—4)
dentro de la cadena central. Si bien el tipo de anomalia estructural se
repite, el mayor o menor porcentaje de las mismas determina una influencia
distinta sobre el comportamiento de los productos. Estas pequenas
desviaciones de la estructura primaria resultan de crucial importancia para
el compatamiento y la funcion bioldgica de estos polimeros.

E1 comportamiento y la funcidn bioldgica se ven altera-
dos también por la variacion en la insercion de las cadenas laterales de
galactosa que determina diferentes posibilidades de interaccion entre
"moléculas". Productos con grados de polimerizacién, relaciones Man:Gal
y estructuras primarias similares manifiestan propiedades diferentes.

130 de 75 MHz de

En base a los espectros de RMN-
galactomananos despolimerizados y de 25 MHz de los oligosacdaridos de tipo
galactomanano (con diferentes relaciones Man:Gal) se determiné la distribu-
cion de las cadenas laterales de galactosa en términos de las frecuencias de
diadas y triadas. Si bien las frecuencias de las diadas ya habian sido

13C, es la primera vez que pueden determinarse las

calculadas por RMN-
frecuencias de las triadas por este método. Este andalisis indic6 que la
distribucion de las cadenas laterales de galactosa presenta un arreglo

complejo, no al azar.

Junto con los oligosacaridos neutros de tipo galacto-

manano, presentes en el extracto acuoso de temperatura ambiente, existen
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productos que interactiian con una resina anidnica, de composicidn diferente
y estructura muy ramificada que justifica su alta solubilidad. La galac-
tosa es el componente principal de los mismos y presentan altas proporciones
de otros monosacaridos distintos de manosa y aqalactosa y mayor contenido
proteico,

Asociados a los galactomananos mas dificiles de extraer
(con menor contenido en galactosa, mas asociados entre si) existen oligosa-
caridos de tipo galactomanano de mayor peso molecular y con mayor proporcidn
de otros monosacaridos (extraidos con agua a 50°), u oligosacdaridos neutros
de diferente composicion (arabinosa y manosa son los componentes principales
y luego les sigue la galactosa) junto con productos que interactian con una
resina anidnica y estdn formados fundamentalmente por arabinosa (extraidos

con agua a 95°).

Por Gl1timo, si bien el planteamiento de un modelo para
1a pared celular primaria de las células del endosperma de Gleditszia
triacanthos requiere un andlisis estructural detallado, el estudio de los
productos cbtenidos por medio de extracciones con urea 7M, oxalato de amonio
1% y dlcali y del residuo agotado por toda la secuencia de extracciones
indic6 que éstas son mucho mas simples que las analizadas hasta el momento.

Los resultados mostraron que, ademds de celulosa, contienen también
galactomananos, en este caso con relacion Man:Gal muy elevada (hasta 17,40:
1,00). Esto determina mayores posibilidades de adosamiento entre cadenas,
menor hidratacién, mayor rigidez, es decir, estos productos tienen la

posibilidad de cumplir una funcidn de sostén.
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En resumen, el endosperma de Gleditsia triacanthos
estd formado por un sistema de galactomananos de estructura basica similar.
Las pequefias variaciones estructurales entre una y otra "molécula"
determinan que su rol bioldgico cambie paulatinamente; mientras la mayor
parte de las "moléculas" cumplen una funcidn de reserva alimenticia, en el

extremo opuesto del espectro existen otras que cumplen una funcién de sostén.



CAPITULO VIII

PARTE EXPERIMENTAL
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Técnicas generales

Los productos insolubles o los precipitados obtenidos
por precipitacion con etanol, se separaron por centrifugacién, se lavaron
por intercambio de solventes con etanol y luego éter, y se secaron a tempe-
ratura ambiente en desecador de vacio hasta peso constante,

E1 secado en desecador se hizo a presion reducida sobre
cloruro de calcio, y en los casos indicados, sobre pentoxido de fosforo o
hidroxido de sodio.

Las evaporaciones se hicieron a presion reducida en un
evaporador rotatorio BUchi y a temperaturas del bafo menores de 40°,

Las liofilizaciones se 1levaron a cabo en un equipo
Eliovac TD 2001 a presiones menoressde 150 micrones de Hg y temperaturas de
condensador cercanes a los 40° bajo cero.

Las muestras para microandlisis fueron secadas en alto
vacio sobre pentdxido de fosforo en una difusora de mercurio Leybold.

Las soluciones y suspensiones utilizadas en las deter-
minaciones cuantitativas se mezclaron con un Rota-Mixer (Hook & Tucker
Instruments, Ltd.).

Los tratamientos de ultrasonido se realizaron en un
bafio Testlab TB-32.

Las ultrafiltraciones se realizaron con un equipo
Amicon, Modelo 52, empleando membranas UM05 (peso molecular de corte > 500).

Las cromatografias en columna se realizaron empleando
un colector automatico de fracciones Gilson con célula fotoeléctrica.

Los espectros de absorcion en el ultravioleta y en el
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visible fueron registrados en un espectrofotdémetro Beckman DK-2A, Las
determinaciones colorimétricas se realizaron en un espectrofotdmetro
Beckman DU.

Las determinaciones de nitrdégeno se llevaron a cabo por
el método de Dumas-Preg1215, y en los casos indicados se expresé como
proteina luego de multiplicar por el factor 6,25. E1 contenido en metoxi-

216

1o se determind por el método de Belcher” ". Las cenizas se expresaron

como el peso del residuo de la calcinacidén en un horno a 800° y en corriente

de nitrégeno. Las determinaciones de fosforo se realizaron por el método
de Mazadro y co]aboradore5217, que es una combinacion de los métodos de
Pusce]]-wittmann218 y Dirshel]-ErneZIQ.

Para el secado de solventes se emplearon Molecular
Sieves 4A (BDH), activados por calentamiento en mufla a 400° durante 4
horas sobre cdpsula de porcelana, enfriados y guardados en desecador.

Las dialisis se efectuaron a temperatura ambiente
usando tubos de celulosa (Arthur Thomas Company, Filadelfia, E E.U U.)
anudados en ambos extremos, En el caso de didlisis preparativas se usaron
tubos de 27/32 y 1 1/8 de diametro inflado y en las dialisis analiticas se

emplearon tubos de 1/4 de pulgada de diametro inflado.

Caracteristicas del material

Se utilizaron wainas maduras de Gleditsia triacanthos
recolectadas en la Ciudad Universitaria (ver Fig. 1.1,). Se sacaron las

semillas y se seleccionaron aquellas sin alteraciones y del mismo tamano
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(ver Fig. 1.2.).

Las semillas se calentaron en agua a ebullicion durante
10 a 15 minutos, este procedimiento produjo el hinchado de las mismas y la
ruptura de la cubierta, E1 endosperma se separd manualmente de la testa
y del germen y cada parte se sumergid en alcohol para proceder a su secado.

Este tratamiento no produce pérdidas de materia]zzo.

EXTRACCIONES

Nomenclatura

Las distintas fracciones obtenidas en los procedimien-
tos de extraccion (Figs. 6.2, a 6.6. y 6.50,), se designaron en la forma

indicada en la Tabla 8.1.

TABLA 8.1,

Nomenclatura de las fracciones estudiadas

FRACCION DESIGNACION

Galactomananos (Gm)

Extraidos con agua a temperatura ambiente y Grupo A
precipitados con etanol 35-38% 1
38-457 2
45-50% 3
50-557 4
70-75% 5
Extraidos con agua a 50°(1a extraccidn) y Grupo B
precipitados con etanol 25-30% 6
35-40% 7

45-50% 8



TABLA 8,1, (Continuacion}

FRACCION DESIGNACION
Extraidos con agua a 50° (Za extraccidn) y Grupo C
precipitados con etanol 20-25% 9
25-307 10
30-357 11
35-40% 12
Extraidos con agua a 95° y Grupo D
precipitados con etanol 30-407 13
45-50% 14
Productos extraidos con aqua y solubles en etanol 85%
Extraidos con agua a temperatura ambiente, S
Extraidos con agua a 50° (1a extraccidn), S
Extraidos con agua a 50° (22 extraccién). g50-1
Extraidos con agua a 50° (3a extraccidn), 550—?
o 50-3
Extraidos con agua a 95°, 395

Productos obtenidos del residuo agotado por extracciones acuosas

Productos extraidos con urea 7M a temperatura ambiente y
solubles en etanol 85%,

Productos extraidos con oxalato de amonio 17 a ebullicidn y
solubles en etanol 85%,

Productos extraidos con hidréxido de potasio 107 a temperatura
ambiente y precipitados con etanol 30-40%,

Productos extraidos con hidrdoxido de potasio 10% a temperatura
ambiente y solubles en etanol 857,

Productos extraidos con hidrdxido de sodio 257 conteniendo 5%
de borato de sodio y 1% de borohidruro de sodio a temperatura

ambiente,

Residuo remanente de extraer sucesivamente con agua a temperatura
ambiente, a 50° y a 95°, urea 7Ma temperatura ambiente, oxalato
hidréxido de potasio 10% a temperatura
ambiente e hidrdxido de sodio conteniendo 5% de borato de sodio y

de amonio 17 a ebullicidn,

1% de borohidruro de sodio a temperatura ambiente,

EA




1) Extraccién con aqua a temperatura ambiente

E1 endosperma molido (10 g) se extrajo durante 24 horas
con agua destilada (1 1) a temperatura ambiente con agitacidn mecdnica
constante, empleando meta-toluidina como germicida. E1 extracto acuoso
se separd por centrifugacion y el residuo insoluble se extrajo nuevamente
con agua destilada (1 1 cada vez) en las mismas condiciones hasta que no se
observé precipitacion cuando una alicuota era agregada a dos volimenes de
etanol, Esto se observo al tratar el cuarto extracto, razén por la cual
la cuarta extraccion fue suprimida en los aislamientos posteriores (Fig,
6.1.).

Los tres extractos acuosos fueron combinados y concen-
tradcs a un tercio de su volumen (1 1), Se comenzé a agregar etanol,
lentamente y con agitacidn vigorosa, hasta una concentracion del 10%; al
cabo de 24 horas se separd el residuo insoluble formado por restos del
material extraido, y se descartd. Se agregd etanol al 1iquido sobrenadan-
te hasta una concentracidon del 35% observandose turbidez. Un nuevo
agregado de etanol hasta 1legar a una concentracion del 38% provocéd la
precipitacidén del galactomanano en forma de fibras blancas; 1la mezcla se
mantuvo durante una noche con agitacion mecdnica constante, el precipitado
se centrifugd y se secdé como se describe en las técnicas generales.

Se prosiguid con el agregado de etanol en etapas y se
separaron, arbitrariamente, otras tres fracciones de galactomananos entre
38-45%, 45-50% y 50-55% de concentracion de etanol, E1 aumento de la
concentracién de etanol hasta 70-75% produjo s6lo una pequefia cantidad de
precipitado, Cada una de las fracciones se separd por centrifugacién y se

sec6 de la manera usual, Los galactomananos obtenidos (fracciones Gm 1 a
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Gm 5) fueron designados como Grupo A (rendimiento 33,8%). Se determiné
que el limite superior de precipitacion correspondia a una concentracién de
etanol del 85%. Los productos solubles en etanol 85% se obtuvieron por
concentracion y liofilizacién de la solucidon (fraccién g, rendimiento 4,8%)

(Fig. 6.2.).

2) Extraccion con aqua a 50°

E1 residuo de la éxtraccion exhaustiva con agua a
temperatura ambiente se extrajo, sin ser secado previamente, con agua
destilada (1 1) a 50° durante 24 horas en presencia de meta-toluidina (Fig.
6.1.). E1 extracto se separd por centrifugacion y sobre el residuo inso-
luble se 1levaron a cabo dos nuevas extracciones en idénticas condiciones.

Al volcar una alicuota del cuarto extracto sobre tres volimenes de
etanol no se observd precipitacion, motivo por el cual en los sucesivos
aislamientos se realizaron dos extracciones acuosas a 50°. En este caso
los extractos fueron trabajados separadamente y en la forma indicada para
los extractos obtenidos a temperatura ambiente, E1 primero produjo, por
agregado de etanol, tres precipitados particulados para concentraciones de
etanol entre 25-30%, 35-40% y 45-50% (Grupo B, fracciones Gm 6, Gm 7 y
Gm 8, rendimiento 19,8%) (Fig. 6.3.), mientras que los productos precipi-
tados a partir del segundo extracto fueron arbitrariamente fraccionados en
cuatro partes, correspondientes a concentraciones de etanol entre 20-25%,
25-30%, 30-35% y 35-40% (Grupo C, fracciones Gm 9 a Gm 12, rendimiento
11,2%) (Fig. 6.4.). Ambos sobrenadantes, asi como el proveniente del

tercer extracto que no origind producto precipitable con etanol en cantidad
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apreciable (Fig. 6.5.), se concentraron y 1iofilizaron, obteniéndose los

respectivos productos solubles en etanol 85%: S (ren-

. s y <
s50-1° 50=2 - 50=3
dimientos 4,5%, 2,4% y 0,7%, respectivamente).

3) Extraccion con agua a 95°

E1 material insoluble proveniente de la extraccidon con
agua a 50" se sometid a tres extracciones sucesivas (de 24 horas cada una)
con agua (1 1 cada vez) a 95° en presencia de meta-toluidina (Fig. 6.1.).

Al someter el tercer extracto a una prueba de precipitacidon, el resul-
tado fue negativo, por lo que se trabajaron los dos primeros extractos
reunidos, repoitiéndose esta metodologia en los aislamientos posteriores,

Al realizar el procedimiento habitual se obtuvieron precipitados parti-
culados a concentraciones de etanol de 30-40% y 40-50% (Grupo D, fracciones
Gn 13 y Gm 14, rendimiento total 3,5%). Al igual que en los casos

anteriores se obtuvo una fraccidon soluble en etanol 85%: s__ (0,8% de

9¢
rendimiento) (Fig. 6.6.).

Los rendimientos y caracteristicas de cada una de las

catorce fracciones de galactomananos se resumen en la Tabla 6.1.

4) Extraccidn con urea 7M a temperatura ambiente

E1 endosperma agotado en productos extraibles con agua
se sometié, sin proceder a su secado, a dos extracciones sucesivas, cada
una de 8 horas, con solucion de urea 7M (500 ml cada vez) a temperatura
ambiente, Ambos extractos se unieron, se dializaron en sistema cerrado

contra agua destilada durante 48 horas y se concentraron a 100 ml,
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sometiéndolos luego al agregado paulatino de etanol. S61o se obtuvo un
pequefio precipitado entre 30% y 40% de concentracion de etanol (0,07% del
material de partida) que fue descartado, Después de 1levar la concentra-
cion de etanol hasta el 85% con resultado negativo, 1la solucion fue
concentrada y liofilizada, obteniéndose la fraccion suv (rendimiento 0,45%)
(Fig. 6.,50.). La pérdida de material por didalisis alcanzé al 47%, de
acuerdo con la determinacion del contenido en hidratos de carbono totales
con el reactivo fenol-acido sulfirico en una alicuota de las aguas externas

de dialisis.,

5) Extraccion con solucidon de oxalato de amonio 1% a ebullicién.

E1 residuo remanente de la extraccidén con urea 7M fue
tratado dos veces con solucion de oxalato de amonio 1% (250 ml cada vez) a
100° durante 2 horas cada vez, E1 extracto fue dializado durante 48
horas después de las cuales se 1o sometid al agregado paulatino de etanol
hasta una concentracion del 85% sin que se observara precipitacion. Como
en los casos anteriores se obtuvo una fraccion soluble en etanol 85%: z0
(rendimiento 0,24%) (Fig. 6.50.), La pérdida de material por didlisis fue

del 35%.

6) Extraccion con solucidn de hidrdxido de potasio 10% a temperatura ambiente

E1 residuo proveniente de la extraccidon con oxalato de
amonio 1% se extrajo dos veces con solucidon de hidroxido de potasio 10%
(100 m) cada vez, previo burbujeo de nitrdgeno) durante 6 horas cada vez,
procediéndose a burbujear nitrdgeno durante 5 minutos por hora. Inmediata-

mente después de finalizada cada extraccidén, se inicid la didlisis del
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del extracto hasta neutralidad (aproximadamente 72 horas). Después de la
seqgunda extraccidn, el residuo insoluble se separd por centrifugacidén y se
lavd varias veces con agua, uniéndose ésta al extracto antes de dializarlo.
Se juntaron ambos extractos dializados y se concentraron hasta la cuarta
parte de su volumen (50 m1) sin que se produjera precipitacién. E1 agre-
gado de etanol originé un precipitado px (entre 40-50% de concentracidn de
etanol) que representa el 0,90% del material de partida. La fraccion
soluble en etanol 85% (sk) corresponde al 0,12% del mismo. E1 residuo
insoluble en hidréxido de potasio 10%, secado del modo habitual, resulté

de 375 mg (rendimiento 4,00%)(Fig. 6.50.).

7) Extraccion con solucién de hidrdxido de sodio 25% conteniendo 5% de

borato de sodio y 1% de borohidruro de sodio.

50 mg del residuo proveniente de la secuencia de
extracciones detallada se sometieron finalmente a una extraccidn de 24 horas
con 20 ml de solucion de hidrdxido de sodio 25% conteniendo 5% de borato de
sodio y 1% de borohidruro de sodio, con agitacion mecanica constante y
pasaje continuo de nitrdgeno, Al cabo de ese tiempo el residuo insoluble
se separd por centrifugacién, se lavé varias veces con agua, uniéndose
ésta al extracto, y se secéd del modo habitual, obteniéndose 3,6 mg de
residuo insoluble, Este residuo se denomind £4 (endosperma agotado) y
constituye el 0,28% del endosperma de partida (Fig, 6.50.).

Por su parte, el extracto se dializd contra aqua
destilada en sistema cerrado hasta neutralidad (aproximadamente 72 horas),

y finalmente se 1iofiliz6, obteniéndose 43 mg de 75 (3,4% del endosperma de

de partida). La pérdida de material por didlisis resultdo del 18%.
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Los rendimientos y propiedades de los productos
obtenidos del residuo remanente de las extracciones acuosas se resumen en

la Tabla 6.30.

Con el objeto de obtener mayor cantidad de material y
de analizar la reproducibilidad o no de los procedimientos de extraccién y
precipitacidon, se repitid en varias oportunidades la secuencia de extraccio-
nes detallada, en su totalidad o parcialmente, En cada caso se adecuaron
las condiciones a la cantidad de material de partida empleado, que oscild
entre 10 y 50 g de endosperma, Los rendimientos obtenidos en algunos de

estos aislamientos se detallan en la Tabla 6.2.

Extraccidn directa a 95°

1,90 g de endosperma molido se extrajeron con 200 ml de
agua destilada en presencia de meta-toluidina durante 24 horas a 95°.
Este procedimiento se repitid 5 veces. Los extractos combinados fueron
sometidos al agregado de etanol hasta una concentracidén del 85%, y el
precipitado obtenido, secado del modo habitual se denomind galactomanano

total, Gm T (rendimiento 83%).

Intentos de fraccionamiento del producto » por precipitacién con etanol

100 mg de la subfraccién ;7 (ver Descripcidn de los
Resultados Obtenidos, pdg. 197 y Fig. 6.34.) se disolvieron en 20 ml de
agua destilada (concentracion 0,5%) y se agregd etanol paulatinamente y con
agitacién mec&nica constante en porciones de 2 ml hasta una concentracién

del 85%, No se observd precipitacion: la solucién etan6lica se guardo
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a 4° durante dos semanas apareciendo s6lo un pequefio precipitado ( r) que
se centrifugd, redisolvié en agua y 1iofilizé (rendimiento 1,2%). La

subfraccion y se recuperd por liofilizacion,

METODOS CROMATOGRAFICOS

A) Cromatografia sobre geles

E1 control de 1a homogeneidad y el fraccionamiento y
purificacion de los distintos productos estudiados por cromatografia sobre
geles, se 1levd a cabo sobre Sephadex G-15, G-25, G-100 y G-200, de
particula fina (AB Pharmacia, Uppsala, Suecia).

La preparacion de los geles se realizé agregando las
particulas secas, con agitacidon constante, a un gran exceso del solvente
de elucion empleado. La hidratacidn del gel se obtuvo dejando la suspen-
sion a temperatura ambiente durante el tiempo especificado para cada tipo
de particu1a153.

E1 empaquetamiento de las columnas se realizd con una
suspension diluida de los geles para evitar la formacion de burbujas.

Todas las cromatografias se realizaron a temperatura ambiente.

En todos los casos se controld la homogeneidad del
lecho y se determind el volumen muerto de cada columna sembrando una solu-
cion de Blue Dextran 2000 (AB Pharmacia, Uppsala, Suecia) al 0,2% en el
solvente correspondiente; a la solucion anterior se agregdé una cantidad
similar de sacarosa con el objeto de controlar el volumen maximo de elucién

de cada columna. Se recogieron fracciones de igual volumen que las que
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se recogerian en el caso de las muestras y se leyo la absorbancia a 254 nm,
realizandose luego el andlisis de cada fraccion con el reactivo fenol-acido
sulfirico para determinar la posicion de los hidratos de carbono lectura de
la absorbancia a 490 nm), Del grafico de absorbancia en funcion del volu-
men de elucién se determinaron: a) el volumen muerto (miximo de la absorban-

cia a 254 nm) y b) el volumen total (mdximo de la absorbancia a 490 nm).

A-1) Cromatografia sobre Sephadex G-15

Para las cromatografias analiticas se empled una colum-
na de 1,2 x 60 cm y se us6 agua como solvente de elucion. E1 flujo
empleado fue de 10 ml/h.

Se realizaron cromatografias preparativas en una colum-
na de 4,5 x 80 cm utilizando agua y urea 7M como eluyentes, con una veloc'-

dad de flujo de 20 ml/h,

A-2) Cromatografia sobre Sephadex G-25

Se realizaron cromatografias analiticas empleando una
columna de 1,8 x 120 cm y dcido acético 1% como eluyente (velocidad de flujo
50 ml/h), La columna habia sido calibrada utilizando una mezcla de olig6-

meros de glucosa con grados de polimerizaciéon 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9y 10,

A-3) Cromatografia sobre Sephadex G-100

En el caso de las cromatografias analiticas se emplearon
columnas de 1,2 x 70 cm y soluciones de cloruro de sodio 0,IM y urea 7M
como solventes de eluciodn.

La velocidad de flujo empleada fue de 4 ml/h y ambas
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columnas fueron calibradas con dextranos de peso molecular promedio numéri-
co conocido: 9.300, 18.100, 40.000 y 80.700 daltons, y en el caso de la
columna eluida con urea 7M, con proteinas globulares: pepsina (PM = 34,500
daltons) y citocromo c (PM = 12.750-12,900 daltons) (Figs. 8.1, y 8.2.).

Las cromatografias preparativas sobre Sephadex G-100 y
eluyente urea 7M se realizaron en columnas de 3,5 x 80 cm con una velocidad

de flujo de 8 ml/h,

A-4) Cromatografia sobre Sephadex G-200

Se realizaron cromatografias analiticas y preparativas
sobre Sephadex G-200, empleando urea 7M como solvente de elucidn, en
@lumnas de 1,2 x 70 cm y 3,5 x 80 cm, respectivamente, Las velocidades
de flujo fueron de 2 ml/h para la columna analitica y de 6 ml’h para la pre-
parativa. La columna analitica fue calibrada con los dextranos de peso

molecular conocido mencionados antes (Fig. 8.3.).

En todas las cromatografias analiticas se aplicaron en
el tope de la columna 0,3 ml de la solucién de la muestra (20 mg/ml) en el
solvente correspondiente, y se recogieron fracciores de 2 ml. En el caso
de las cromatografias preparativas se sembraron 5 ml de la solucidén de la
muestra (30 mg/ml) en el solvente de elucidn y se recogieron fracciones de
50 de 10 ml,

Sobre todas las fracciones eluidas se determind el
contenido en hidratos de carbono con el reactivo fenol-acido sulfirico

(método de Dubois y col., detallado mds adelante) y se graficaron los
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valores de absorbancia a 490 nm en funcidn del volumen de elucifn,
Simultaneamente se determind la posicidon de las proteinas midiendo la absor-
bancia a 280 nm, valores que fueron también graficados.

Las fracciones correspondientes al mismo pico se reu-
nieron, concentraron y liofilizaron y, en los casos necesarios se sometie-
ron previamente a la eliminacion de las sales por didlisis.,

La determinacion de los pesos moleculares aproximados
correspondientes a los madximos de cada pico resultante de someter una muestra
a este tipo de cromatografia, se realizé entrando con el dato del volumen
de elucién del pico a la curva de calibracion de 1a columna (volumen de

elucién en funcion del peso molecular).

()
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Peso molecular

Fig. 8.1, Curva de calibracidn de la columna de Sephadex G-100 (1,2 x 70 ¢m)
eluida con cloruro de sodio 0, 1M.
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B) Cromatografia de intercambio idnico

Se realizaron cromatografias de intercambio anidnico
sobre sobre DEAE-Sephadex A-50 (forma COZ, AB Pharmacia, Uppsala, Suecia)
en escala analitica (columna de 0,8 x 10 cm) y preparativa (columna de 2,5
x 30 cm) equilibradas con agua. La suspensidon del gel se prepard de
acuerdo con lo indicado por el fabricante221.

En el tope de la columna se aplicaron soluciones de la
muestra en agua: 50 mg/ml, 0,5 ml y 135 mg/m1, 10 ml, respectivamente,
para las columnas analitica y preparativa, La elucion se realizé primero
con agua y luego con soluciones de carbonato de amonio (carbamato + bicar-
bonato de amonio) de fuerza idnica creciente. Se recogieron fracciones
de 2 y 10 m!, respectivamente, para las escalas analitica y preparativa,
y los hidratos de carbono y proteinas se determinaron como en el caso
anterior. Las fracciones correspondientes al mismo pico se unieron, se

evaporaron varias veces a presion reducida agregando agua cada vez para

eliminar el carbonato de amonio presente y se liofilizaron.

C) Cromatografia de interaccidén hidrofdbica.

Se emple6 una columna (0,9 x 6 cm) de Octyl-Sepharosa
CL-4B (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia) provista en suspensidn

1222. Se sembr6 1 ml de solucion de la muestra

acuosa con 25% de etano

(pico "2", Fig. 6.31,, 14 mg/ml) en agua y se eluyé primero con agua y

luego con soluciones de etanol/agua de concentracion de etanol creciente.
La posicion de los hidratos de carbono y de las proteinas se determiné

de la manera usual (Fig. 6.32.).
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ELECTROFORESIS SOBRE PAPEL

E1 método de la electroforesis sobre papel se empled
con el objeto de determinar la homogeneidad de algunas de las fracciones
estudiadas.

Las electroforesis se llevaron a cabo en un aparato
de electroforesis con refrigeracion en las dos placas del cierre a presidn
(E-C Apparatus Corporation, modelo EC 451),

Se utilizé papel Whatman 3 MM y soluciones de buffer
de borato de sodio 0,2N a pH 9,1 o de acido acético-acetato de sodio a
pH 5,0. Se sembraron 0,8 ul de solucién de muestra (1% p/v) y se
efectuaron corridas de 3 y 4 horas aplicando 900 y 600 volts, respectiva-
mente, Los papeles se secaron al aire y lueqo en estufa a 50° en el caso
de haber usado buffer de acético-acetato y a 100° cuando se usd buffer de
borato. Para el revelado se emplearon los reactivos a y b (ver a conti-
nuacion).

En algunos casos (ver Descripcion de los Resultados
Obtenidos, pag. 187) se realizd la electroforesis sobre papel de fibra de
vidrio, empleandose buffer de borato en las mismas condiciones anteriores

y revelando con el reactivo ¢ (ver a continuacion).

Reactivos de revelado

a) Nitrato de plata-hidroxido de sodio:

Se prepard seqgin la técnica descripta por Treveylan y

223

col, Se agregaron 0,1 m! de una solucidon acuosa saturada de nitrato
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de plata a 20 ml de acetona. Se redisolvid el precipitado de nitrato de
plata obtenido por agregado de la minima cantidad de agua. Después de
sumergir los cromatogramas en la solucidon anterior, se secaron a temperatu-
ra ambiente y al cabo de 3 a 4 minutos, se pulverizaron con solucion de
hidrdoxido de sodio 0,5N en metanol 50%. Las manchas marrdon oscuro
obtenidas (aziucares reductores y alcoholes polihidroxilados) se fijaron por

. .. .. . . 224
inmersion en una solucion de tiosulfato de sodio 5% en agua .

b) Periodato-cuprato:
Se siguid para su preparacidon la técnica de Bonner225.

12,5 g de sulfato de cobre pentahidrato se disolvieron en 400 ml de agua
hirviendo. Se agregaron luego 23 g de periodato de potasio y posterior-
mente una solucidon concentrada de 56 g de hidrdxido de potasio en aqua.
Se agregaron lueao a la solucidn caliente, pequefias porciones de persulfato
de sodio (en total 20 g), con intervalos de 1 minuto entre agregado y
agregado, y se hirvid la solucidn durante 20 minutos. Después de enfriar-
1a se decantd, se diluyd a 500 ml con agua y se agregaron 500 ml de solu-
cion de hidroxido de potasio 2N. Se obtuvo una solucion 0,05M de
periodato-cuprato de potasio en hidroxido de potasio 2N que puede guardarse
indefinidamente en envase de polietileno.

E1 reactivo detecta compuestos facilmente oxidables,
azicares, fenoles y sus ésteres derivados, asi como la presencia de enlaces
peptidicos.

A1 sumergir el papel en la solucion aparecen inmediata-
mente sobre el fondo marrdon las zonas blancas que indican la presencia de

los compuestos oxidados. Como el fondo marrdon desaparece después de unos
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minutos es necesario marcar la zona blanca o vaporizarla con solucion de
rosanilina (0,3 g) en dcido acético 10% en acetona (1 1) después de 1 minuto
de haber aplicado el reactivo periodato-cuprato. Las zonas blancas se

colorean de rojo.

c) Permanganato de potasio-hidrdxido de sodio:

Se prepard una solucioén de permanganato de potasio
0,5% en hidroxido de sodio IN°2®.  Después de sumergir los papeles en 1a
solucion, se calentaron en estufa a 100° durante unos pocos minutos. Las
zonas donde se encuentran los compuestos oxidados aparecen como manchas

blancas o amarillo pardas sobre fondo rosa violaceo.

DETERMINACION DE LOS PODERES ROTATORIOS

Las rotaciones Opticas se midieron a temperatura
ambiente en un Polarimetro Perkin-Elmer 141 con célula fotoeléctrica. Se
emplearon soluciones de los galactomananos entre 0,05% y 0,35% en agua,
cloruro de sodio 0,1M y urea 7M, En el caso de los productos solubles en
etanol 85% la concentracion de las soluciones empleadas fue de 0,7-1,0%.

Los valores indicados en la"Descripcion de los Resultados Obtenidos"
representan valores de equilibrio. En aquellos casos en que al preparar
las soluciones se obtuvo una porcidon de material insoluble, éste fue
centrifugado y las rotaciones calculadas en base al peso de producto soluble
(fracciones Gm 9, Gm 10 y Gm 11, Grupo C). En todos los casos en que se
midieron rotaciones opticas en urea 7M, la solucion se mantuvo en la celda

de cuarzo del polarimetro durante una noche antes de realizarse la medicio:
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En las determinaciones se empled una lampara de sodio (589 nm) y un

tubo de 1 dm con un volumen interno de 1 ml.

DETERMINACION CUANTITATIVA DE LOS AZUCARES TOTALES

227

Se empled el método de Dubois y col. que emplea el

reactivo fenol-acido sulfdrico.

Reactivos:

Acido sulfirico, para andlisis (98%), Merck.

Solucion de fenol 5% en agua (p/v): se prepard por disolucion de 50,0 g de
fenol (redestilado a presion reducida en atmdsfera de nitrdogeno) en 1 1 de
aqua destilada. La solucion incolora obtenida es estable durante meses

conservada a temperatura ambiente.

Procedimiento:

A 0,5 m! de solucion conteniendo entre 5 y 35 ug de
azdcar o el equivalente en peso de muestra, se le agregaron 0,5 ml de
fenol 5% y se mezcld. Se agregaron luego, con dispensador automitico,
2,5 ml de acido sulfirico directamente sobre la superficie de la soluciodn
para asegurar un maximo de calentamiento y mezcla. Los tubos se agitaron
después de 10 minutos y al cabo de media hora se leyd la absorbancia del
color desarrollado a 490 nm, Cada determinacion se realizd por duplicado,
al igual que el blanco con agua destilada.

La cantidad de azucar se determind por referencia a la

curva patron y se expres6, al igual que en las restantes determinaciones
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cuantitativas como el porcentaje del componente anhidro (PM - 18).

Construccion de la curva patron:

Dado que las muestras analizadas estdn compuestas
principalmente por manosa y galactosa se realizd una curva patrén con solu-
ciones testigo conteniendo manosa y galactosa en relacion 3:1,

A partir de la solucién madre (400 pg/ml) preparada
por disolucion de ambos azlcares en agua, se obtuvieron las soluciones
diluidas conteniendo entre 16 y 64 ug/ml y se graficé la absorbancia de
estas soluciones testigo en funcion de la concentracion (Fig. 8.4.). Al

igual que en el caso de las muestras, cada determinacion se realizd por

duplicado.
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Fig, 8.4. Curva patrdn obtenida con el reactivo fenol-acido sulfiirico
v soluciones conteniendo manosa y galactosa en relacidn 3:1.
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DETERMINACION COLORIMETRICA DE HEXOSAMINAS

Se siguid el método descripto por Johnson228.

Reactivos:

Solucidn de carbonato de sodio 1,5N: se prepard por disolucidon de 1,875 g de
carbonato de sodio anhidro en 25 ml de agua destilada.

Acetilacetona 4* en carbonato de sodio 1,5N.

Erlich: 2,67% (p/v): se prepard por disolucion de 267 mg de p-dimetilamino-
benzaldehido en 10 m1 de solucidon 1:1 de etanol 95% y acido sulfirico con-
centrado.

Solucion de clorhidrato de glucosamina 0,25% (p/v): se prepard por disolu-

cion de 60,17 mg de clorhidrato de glucosamina en 25 ml de agua destilada

Procedimiento:

A 1 ml de la solucidn conteniendo entre 10 y 50 ug de
glucosamina se le agregé 1 ml de solucidon de acetilacetona. Se taparon
los tubos con bolitas de vidrio y se calentaron durante 30 minutos en bafio
de aqua hirviendo. Se enfriaron con aqua a temperatura ambiente durante

5 minutos; al cabo de dos horas se agregaron 5 ml de etanol absoluto y se

mezcl4. Se agregd luego 1 ml del reactivo de Erlich y se mezclé nuevamen-
te. Despues de 25 minutos se leyd la absorbancia del color desarrollado
a 530 nm. Se realizo cada determinacidon por duplicado, al igual que los

correspondientes blancos, y se determindé la cantidad de hexosamina por

referencia a la curva patroén.
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Construccion de la curva patron:

A partir de la solucidon madre (240 ug/ml) se obtuvieron
las soluciones diluidas conteniendo entre 10 y 50 pg de glucosamina y se
grafico la absorbancia de estas soluciones testigo en funcidn de la concen-

tracion (Fig. 8.5.).
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Fig. 8.5. Curva patrdon obtenida por el método de' Jonhson con

clorhidrato de D-glucosamina.

DETERMINACION CUANTITATIVA DE LAS PROTEINAS TOTALES

Se realizd empleando el reactivo de fenol seglin Folin-

229

Ciocalteau y de acuerdo con el método descripto por Lowry y col. £l

procedimiento es aplicable a proteinas en solucion o facilmente solubles en
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dlcali diluido.

Reactivos:

Reactivo A: solucidon de carbonato de sodio 2% en solucidn de hidrdoxido de

sodio 0, 1IN.

Reactivo B: solucion de sulfato de cobre (II) pentahidrato 0,5% en solucidn

de tartrato de sodio y potasio 1%.

Reactivo C: se prepard mezclando 50 ml de reactivo A con 1 ml de reactivo B.
S6lo puede usarse dentro de las 24 horas.

Reactivo D: reactivo de fenol segin Folin-Ciocalteau (Merck). Se diluye

al medio antes de usarlo; la absorbancia de la solucion resultante no debe

ser mayor de 0,040 medida contra un blanco de agua destilada.

Procedimiento:
A 0,4 ml de solucidn conteniendo entre 25 y 500 ug de

proteina por ml, se agregaron 2 ml de reactivo C, se mezclaron y se deja-

ron a temperatura ambiente durante 10 minutos o mas. Se agregaron rapida-
mente 0,2 ml de reactivo D, mezclando dentro de los 2 segundos. Se
efectué paralelamente un blanco con agua destilada, La cantidad de

proteina se determiné por referencia a la curva patrdon en base a la absorbancia
a 500 nm medida después de 30 minutos.
Construccion de la curva patron:
La curva patrdon se realizdo empleando como proteina
testigo albimina de suero bovino, A partir de la solucion madre (500
pg/ml) preparada por disolucién en agua, se obtuvieron las soluciones

diluidas conteniendo entre 50 y 400 ug/mi. Se graficaron las absorbancias
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de las soluciones testigo en funcién de la concentracidn (Fig. 8.6.).
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Fig. 8.6. Curva patrdn obtenida por el método de Lowry229 con alblimina de

suero bovino.
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DETERMINACION CUANTITATIVA DE LOS AMINOACIDOS COMPONENTES

Los andlisis se realizaron sobre los aminodcidos

obtenidos por hidrélisis acida.

Hidrdlisis de las proteinas y purificacion del hidrolizado:
Las fracciones analizadas (conteniendo como minimo

35 pg de proteina) junto con 20 nmoles de nor-leucina como patrdn interno,
se hidrolizaron con dcido clorhidrico 6N (0,5 ml) conteniendo fenol al 1%.,
por calentamiento en una ampolla cerrada al vacio durante 24 horas a 105°.

Después de enfriar el hidrolizado y centrifugar el residuo carbonoso,
se elimind el dcido por repetidas evaporaciones al vacio previo agregado de
agua, secandose luego en desecador de vacio sobre pentdxido de fosforo e
hidroxido de sodio durante 24 horas. Se tom6é el producto con agua calien-
te, se centrifugd el insoluble y 1levd a seco, repitiéndose el procedimie-
to dos o tres veces. Finalmente se disolvid en 0,5 ml de agua y se puri-
ficé por adsorcidon en una columna de Dowex-50 (H+) (5,5 x 30 mm). La
columna se lavd inicialmente con agua para eliminar los aniones y el material
no ionico. Los aminoacidos se eluyeron con solucion de hidroxido de amonio

230 (

4N hasta reaccion de ninhidrina negativa ver a continuacion), La

solucidon alcalina se 1levd a seco por evaporacion al vacio.

Reactivo de ninhidrina:
Se prepard disolviendo 0,3 g de ninhidrina en 100 ml de
una mezcla de 95 partes de n-butanol y 5 partes de acido acético 2N (v/v).

La reaccidn se realizd a la gota sobre papel Whatman
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3 MM: se colocé una gota del eluido de la columna, se secd con aire frio,
se agregdé una gota del reactivo de ninhidrina y se coloco en estufa a 105°

durante 5 minutos. Los aminoacidos toman color azul violaceo.

Dosaje con el analizador automdtico:

La determinacidon de los aminodcidos estables al acido
en los hidrolizados de productos que contienen hidratos de carbono y pro-
teinas, se realizé por el método de Spackman, Stein y Moore231. empleando

dos equipos distintos:

A) Technicon Sequential Multi-Sample Amino-Acids Analyser, TMS2 (Technicon

Corporation, New York).

Materiales y reactivos:

Se utilizaron dos tipos de columnas cromatograficas:
a) para determinar aminodcidos acidos y neutros (5 x 230 mm) y b) para deter-
minar aminodcidos bdsicos (4 x 50 mm) rellenadas con resina Chromo-Beads-C-3

(Technicon Corporation, New York).

Soluciones buffer:

N° pH Na citrato metilcelosolve
(N) (M) (%)

1 3,25 0,2 0,1 6

2 4,25 0,2 0,1 0

3 5,25 0,37 0,1 0
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Reactivo de ninhidrina‘: se usé una mezcla de dos reactivos, de ninhidrina
al 1% en metilcelosolve (1ibre de perdxidos), solucidén buffer de acetato
de sodio 4N, agua (2:1:4, en volumen) y solucién 2mM de sulfato de

hidracina.

Procedimiento:
En cada columna se sembraron 100 ul de una solucidn
del hidrolizado en solucidn de acido clorhidrico 1%, eluyéndose con las
soluciones buffer impulsadas a velocidad constante a través de las columnas.
En primer lugar se eluyd la columna mas corta usando
solucion buffer N°3 y luego se eluyd la otra con soluciones buffer 1 y 2
sucesivamente.
El eluido se mezcld con la corriente que transportaba
el reactivo de ninhidrina, y el color se desarrolld haciendo pasar la
mezcla a través de un bafio de glicerina termostatizada a 95°. La absorban-
cia de la solucidon resultante se midi6 en forma continua a 570 y 440 nm.
La regeneracidon de las resinas se llevd a cabo con
solucion de hidroxido de sodio 2N conteniendo EDTA al 1%,
Las condiciones de operacidon fueron:
Temperatura: 60°.
Flujo de las soluciones buffer: 0,50 ml/min.
Flujo del reactivo de ninhidrina: solucidon de ninhidrina al 1%, 0,80 ml/min,
solucion de sulfato de hidracina 2mM, 0,32 ml/min.

Flujo de nitrdgeno: 0,23 ml/min.
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B) Beckman modelo 119 CL,
Materiales y reactivos:
Se utiliz6 una columna (6 x 460 mm) rellena con resina

W-3 hasta los 220 mm,

Soluciones buffer;

N¢ pH Na+ 2-propanol citrato
(N) (%) (M)

1 3,25 0,20 1 0,10

2 3,95 0,40 0 0,20

3 6,40 1,00 0 0,50

Reactivo de ninhidrina: se usd una solucion de ninhidrina al 2% en una
mezcla de metilcelosolve (1ibre de perdoxidos) y solucidn buffer de acetato
de sodio 4N en relacion 3:1, conteniendo 0,04% de cloruro estannoso dihidra-

to.

Procedimiento:

Se sembraron 100 u1 de una solucidn del hidrolizado en
solucion de dcido colrhidrico 1% eluyéndose primero con solucidn buffer N'1
27 minutos) Tuego con solucidn buffer N°2(17 minutos) y finalmente con
solucion buffer N°3 (35 minutos), wutilizando Tuego una solucidn de hidréxi-
do de sodio 0,2N (2 minutos) para regenerar la resina.

La reaccion con ninhidrina y la medicién se Tlevo a

cabo del mismo modo indicado en A).
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Las condiciones de operacidon fueron:
Temperatura: 20 minutos a 50°y luego un aumento gradual hasta 65°,
Flujo de soluciones buffer: 0,73 ml/min,

Flujo de reactivo de ninhidrina: 0,37 ml/min,

Andlisis cuantitativo:

Cada uno de los picos obtenidos en la elucidon de una
muestra se integraron multiplicando la altura por el ancho del pico a la
altura media. En el caso de los picos no resueltos se realizaron sucesi-
vas triangulaciones.

A partir de una mezcla sintética patron de aminoacidos
se calcularon los valores de las constantes caracteristicas de cada amino-
acido utilizadas para la conversion de areas en nmoles que aparecen en la
Tabla 8.2,

Se calcularon los porcentajes relativos al total de los
aminodcidos recuperados y el contenido en aminodcidos se expresé en g de
aminodcido anhidro por 16 g de nitrdgeno (equivale a 100 g de proteina) de
acuerdo con las siguientes expresiones:

hi X a; X ki(A) X PMi
g aminoacido anhidro/16 g N = x 100

hi X a, X ki(A) X PMi

hi X a; X PMi / ki(B)
g aminodcido anhidro/16 g N = x 100

Zh. x a; x PM. / ki(B)

On

1
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donde,
hi: altura del pico (cm)
ay: ancho del pico a la altura media (cm)
ki: constante caracteristica para cada aminodcido:
(A)(nmo1es/cm2) ;. (B) (cm2/nmoles)
PMiz peso molecular del aminodcido en Ta cadena
(peso molecular - 18)
TABLA 8.2,

Valores de las constantes (ki) utilizadas para la conversidn de areas en
nmoles de aminodcido®.

k°
2 ! 2
Aminodcido A (nmoles/cm”) B (cm” /nmoles)
aspiartico 5,95 1,18
treonina 5,60 1,27
serina 5,36 1,34
glutamico 5,93 1,34
prolina 23,84 0,41
glicina 5,30 2,01
alanina 5,41 1,08
valina 5.72 1,01
metionina 4,63 1,71
isoleucina 5,47 1,09
leucina 5,15 1,56
tirosina 5,48 1,67
fenilalanina 5,13 1,53
lisina 4,50 2,25
histidina 4,82 1,52
arginina c 5,30 1,42
hidroxiprolina - 0,48

%Las absorbancias se midieron a 570 n , con excepcidn de prolina e hidroxi-
prolina que se midieron a 440 nm, Para las condiciones empleadas con los
analizadores automiticos: (A) TMS2 y (B) Beckman 119 CL. “calculada apar-
te (ver mds adelante) con una solucidn patrén de hidroxiprolina 0,501 nmoles
por ul,
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En las Figs. 8.7. y 8.8. se observan dos aminogramas

tipicos obtenidos con los analizadores automaticos TMS2 y Beckman 119-CL,

respectivamente.
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DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HIDROXIPROLINA

A) Método espectrofotométrico:

232

Se empled el método de Neuman y Logan modificado

por Leach233.

Reactivos:

Solucién de sulfato de cobre(II) 0,05M.

Solucion de hidréxido de sodio 2,5M.

Solucion de perdxido de hidrdogeno 6%: se prepard por dilucion de perdxido

de hidrdgeno 30% (p/v), inmediatamente antes de ser usada.

Solucion de acido sulfirico 1,5M: se prepard por dilucidon de acido sulfirico
concentrado (98%), Merck.

Solucion de p-dimetilaminobenzaldehido 5%: se prepard por disolucion del
reactivo en n-propanol y se gquardd en la oscuridad.

Solucién patron de L-hidroxiprolina: se prepard por disolucion de 47,7 mg del
patron en 400 ml de aqua; se agregaron luego 20 ml de acido clorhidrico
concentrado, para prevenir la destruccidon microbiana, y se 1levé a volumen
con agua en un matraz aforado de 500 ml, A partir de esta solucion madre
(95,4 pg/ml) se prepararon por dilucion las soluciones de 4,77, 9,54,

14,31 y 19,08 pg/ml.

Procedimiento:

Se realizaron determinaciones por triplicado sobre 1 ml
de cada testigo y de las soluciones de muestra provenientes de la hidrdlisis
acida (ver pag. 313). Se realizd paralelamente un blanco con aqua destila-

da,



321

Se agregd a cada tubo 1 ml de solucion de sulfato de
cobre 0,05M y 1 ml de solucidon de hidroxido de sodio 2,5M y se mezclaron.

Después de mantener las soluciones en bafio de agua a
40° durante 3 minutos, se les agregd 1 ml de solucidon de perdxido de hidrd-
geno y se mezclaron. Se repitid el calentamiento durante 10 minutos,
agitando ocasionalmente. Se enfriaron las soluciones y se les agregaron

4 ml de solucion de acido sulfirico 1,5M sequidos de 2 ml de solucidn de

p-dimetilaminobenzaldehido, Los tubos tapados con bolitas de vidrio se
calentaron en bafio de agua a 70° durante 16 minutos. Las soluciones se
enfriaron a temperatura ambiente y se agitaron. Se midi6 la absorbancia
a 555 nm,

Se grafico el promedio de 1os valores obtenidos para

cada solucidn testigo en funcion de la concentracion de L-hidroxiprolina

(Fig. 8.9.).
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Fig. 8.9. Curva patEEjg obtenida por el método de Neuman v Log;;an?'32 modificado

por lLeach con L-hidroxiprolina.
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B) Dosaje con el analizador automdtico:

En las condiciones de operacidn utilizadas para el
analisis de los aminodcidos con analizadores automaticos la hidroxiprolina
no es resuelta del acido aspértic0231. Como la hidroxiprolina presenta un
maximo de absorcion a 440 nm mientras que el aspartico 1o presenta a 570 nm,

el porcentaje de hidroxiprolina en las muestras se estimé empleando la

siguiente expresion:

donde:
H: drea de la hidroxiprolina a 440 nm
T: area total a 440 nm (hidroxiprolina + aspartico)
A: area del acido aspartico a 570 nm (se desprecia hidroxiprolina)
11,04: relacion de areas para el acido aspartico a 570 nm y 440 nm
calculada con soluciones patron de acido aspartico a diferentes

concentraciones.

Se determind, ademds, Tla constante para la hidroxipro-
1ina con soluciones patrdon de 1a misma a diferentes concentraciones (k=0,48)
y con ésta y el valor de H se determiné el porcentaje de 1a misma en las

muestras (ver Descripcidn de los Resultados Obtenidos, Tabla 6.32.).

DETERMINACION DEL GRADO DE POLIMERIZACION (G.P.)

A) Medicion del formaldehido producido por oxidacion con periodato:

La oxidacion se 1levd a cabo mediante la técnica
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descripta por Unrau y Smith234. La muestra (aprox. 15 mg) se suspendid o

disolvid en 3 ml de agua destilada, se agregd borohidruro de sodio (10 mg)

y la mezcla se dejo a temperatura ambiente durante 96 horas con agitacion
ocasional. Se realizd un segundo agregado de borohidruro de sodio (2,5 mg)
y se mantuvo a temperatura ambiente hasta completar 168 horas de reduccion.

Se agregb acido acético glacial gota a gota para destruir el exceso de

borohidruro y se ajusté el pH a 7,5 con bicarbonato de sodio. La soluciodn
se 1lev6 a 10,0 ml y se agregd metaperiodato de sodio (30 mg). La mezcla
se mantuvo 96 horas en la oscuridad a temperatura ambiente. E1 iodato de

sodio formado y el exceso de periodato se eliminaron por adicion de formiato
de plomo (10 mg) a una alicuota (2 ml) en bafio de hielo. La mezcla se
mantuvo durante una noche a 4°, se centrifugd el insoluble y se dializd el
sobrenadante en sistema cerrado contra agua destilada (2 ml) durante 48 ho-
ras. La solucidn externa (1 m1) se utilizo para determinar formaldehido

por el método del acido cromotrdpico.

Preparacion del formiato de plomo: se disolvieron 3,0 g de acetato de plomo
trihidrato en 1a minima cantidad de aqua caliente y se agregdé 1 ml de acido
formico. E1 formiato de plomo precipitado se filtré y recristalizd dos

veces de agua.

Determinacidn de formaldehido:

Se realizd de acuerdo con la técnica de Eegrive235

modificada por Lambert y Neish236.
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Reactivos:
Solucidon de acido cromotrdpico 0,2% en acido sulfirico 10M: se prepard

237 que consiste en disolver 0,2 g de acido

siguiendo l1a técnica de Mc Fadyen
cromotropico (The British Drug Houses Ltd.) en 20 m} de agua y llevarlo a
100 m1 en un matraz aforado por agregado de acido sulfdrico 12,5M. La
solucion es estable durante 2 a 3 semanas si se guarda en la oscuridad.

Su absorbancia a 570 nm contra un blanco de agua destilada no debe ser
superior a 0,1.

Solucion patron de formaldehido 0,05M: se obtuvo por oxidacion de 0,15 mili-

moles de D-eritritol disueltos en 2 ml de aqua con 2 ml de solucion de meta-

periodato de sodio 0,3M en presencia de bicarbonato de sodio (2 ml de solu-

cién 1M), La mezcla se dejé a temperatura ambiente durante 1 hora para
completar la oxidacion. Se agregaron 90 mg de formiato de plomo y se dejo
en refrigerador durante una noche. E1 precipitado se centrifugd y el

sobrenadante constituye Ta solucion madre de formaldehido (0,05M).

Procedimiento:
A 1 ml de 1a solucion de formaldehido (conteniendo

como maximo 0,62 umoles) se agregaron 10 ml de reactivo de dcido cromotré-

pico. Se taparon los tubos con bolitas de vidrio y se calentaron en bafio
de agua a ebullicidn durante 30 minutos. Los tubos se enfriaron a tempe-
ratura ambiente y se midi6 la absorbancia de 1a solucion a 570 nm, Se

realizo paralelamente un blanco de agua destilada.
La cantidad de formaldehido producido se determind
por referencia a la curva patron. E1 grado de polimerizacién se deter-

mind en base a la siguiente expresidn:
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(100 - a )x ¢ x vy

100 x m x PM
donde:

c: peso de la muestra en (g/ml)

m: formaldehido producido (mol/ml)

y: es igual a 1 si el extremo reductor es una aldohexosa unida
por 0-5, 0-6 u 0-2, o si es una aldopentosa unida por 0-5,
0-4 u 0-2, y es igual a 2 si éste es una aldohexosa unida por
0-3 u 0-4, o si es una aldopentosa unida por 0-3.

a: porcentaje de proteina en la muestra

PM: peso molecular de la unidad de monosacarido, calculado cono-
ciendo la composicion de la muestra y tomando los pesos mole-
culares de los monosacaridos en la cadena como: hexosas, 162,

hexosaminas, 161, pentosas, 132 y desoxihexosas, 146.

Construccion de la curva patrén:

A partir de la solucién madre de formaldehido (0,05M),
se prepararon por dilucion soluciones conteniendo 0,10, 0,20, 0,40 y 0,50
pmoles/ml de formaldehido. Se realizd la determinacion, por duplicado
en cada caso, graficandose la absorbancia en funcién de la coneentracidn

de formaldehido (Fig, 8.10.).

B) Determinacion de grupos terminales reductores:

Se realizd aplicando el método descripto por

Somogyi238‘239.
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Fig. 8.10, Curva patrdn obEﬁgida por el método de Eegrive235 modificado por
Lambert y Neish con formaldehido,

Reactivos:

Reactivo A: se disolvieron 7,5 g de sal de Rochelle (tartrato de sodio y
potasio) y 7,5 g de carbonato de sodio anhidro en 50 ml de aqua caliente.
Se afiadieron primero 10 ml de hidrdxido de sodio IM y luego 2 g de sulfato
de cobre (II) pentahidrato disueltos en agua. La solucidn se hirvid

para eliminar el aire.

Reactivo B: se prepard disolviendo 45 g de sulfato de sodio anhidro en

120 m1 de agua hirviendo. La solucidon también se hirvid.

Reactivo C: se preabaré mezclando los reactivos A y B y agregandoles 2 g de
ioduro de potasio disueltos en un pequefio volumen de agua y 1,5 g de iodato

de potasio 1M, Al enfriar se 1levé a volumen (250 ml).
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Solucion de acido sulfirico 1M: se prepard por dilucion de acido sulfdrico
concentrado (98%), Merck.

Solucidon de tiosulfato de sodio 0,005N: se prepard por dilucidon de una
solucion 0,IN y se agregaron 2 ml de hidroxido de sodio 10% por cada litro
de solucion, en el momento de diluir.

Solucion patrdon de D-manosa (1000 ug/ml) en agua destilada.

Indicador de almidon: se preparé disolviendo 1 g de almidon en la minima
cantidad de agua fria, se agregd agua caliente hasta completar 100 ml y la

solucidon se hirvid durante 1 minuto,

Procedimiento:
A 2 ml de solucion de 1a muestra en agua (conteniendo

entre 20 y 500 ng de grupos terminales) se agregaron 2 ml del reactico C,

Los tubos se taparon con bolitas de vidrio y se colocaron en bafio de
agua a ebullicion durante 15 minutos. Se enfriaron a temperatura ambiente
y se les afadio 1 ml de solucion de acido sulfirico 1M con agitacion. Se
titularon con solucion de tiosulfato de sodio 0,005N; cuando el color ama-
rillo del iodo disminuyé notoriamente se agregaron 0,2 ml de almidon 1%, vy
se prosiguié la titulacion hasta desaparicion del color azul, Paralelamen-
te se efectud la misma titulacion con un blanco obtenido en las mismas con-

diciones con agua destilada,

Construccidon de la curva patrén:
Dado que el componente mayoritario de todas las mues-
tras analizadas es la D-manosa, 1la curva patrdn se construyd con este

monosacarido.
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Fig. 8.11. Curva patrdn obtenida por el método de Somogyi238’239 con

D-manosa.

A partir de una solucion madre de D-manosa (1000‘pg/m1)

se obtuvieron diluciones conteniendo 50, 100, 150, 200, 250 y 300 ug/ml.
Cada determinacion se realizd por duplicado al igual que el blanco.

Se graficd la diferencia entre el volumen de tiosulfato
empleado para titular el blanco libre de azicar y el empleado para cada
testigo en funcion de la concentracion de D-manosa (Fig. 8.11.). La
pendiente de la recta obtenida se calculd aplicando el método de cuadrados
minimos y en base a este valor se obtuvo el grado de polimerizacién empleando
la siguiente expresiéh:

(100 - a) x 180 x p x c
G.P. =

PM x ( B - M )
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donde:

c: concentracion de la muestra (ug/ml)

a: porcentaje de proteina en la muestra

B: volumen de tiosulfato 0,005N empleado para titular el blanco

M: volumen de tiosulfato 0,005N empleado para titular la muestra

PM: peso molecular de la unidad anhidro promedio calculado como se
explicd en el caso anterior.

p: pendiente de la recta patron, equivalente de tiosulfato a
manosa (ml de tiosulfato 0,005N que se consumen por cada ug
de manosa,

180: peso molecular de la manosa

DETERMINACION DE LAS UNTONES O-GLICOSIDICAS A SERINA Y/0 TREONINA

Se realizdé un tratamiento alcalino suave de una muestra
de galactomanano total (Gm T) de acuerdo con el procedimiento descripto por

Marshal1220.

Una solucion de 5,4 mg del producto en 4 ml de hidrdxido de
sodio 0,1M se mantuvo a temperatura ambiente durante 240 horas.

Se registrd el espectro de absorcion ultravioleta de la
solucion (Fig. 6,8,A) a intervalos de tiempo regulares de 15 minutos durante
las tres primeras horas, de 1 hora durante las siguientes 5 horas y luego
cada 24 horas, Se empled como referencia una solucidon de la fraccion Gm T
(5 mg) en agua destilada (4 ml) y como blanco una solucion de hidrdoxido de
sodio 0,1M,

Se realizé paralelamente el mismo tratamiento sobre una

solucién (0,1 pmoles/ml) de L-tirosina en hidrdxido de sodio 0,IM,
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empleando como referencia una solucidon de 1a misma concentracidn de

L-tirosina en agua (Fig. 6.8,B).

METODOS DE HIDROLISIS ACIDA TOTAL

Procedimiento I:

Las muestras (0,5-1,5 mg) secadas en desecador de vacio
sobre pentdxido de fésforo, se pesaron en viales de 3 ml provistos de
cubiertas de Teflon. La hidrdlisis se realizd siguiendo el método de

Albersheim y co].241

que consiste en calentarla durante 2 horas a 121° en
presencia de dcido trifluoroacético 2M (0,2 ml) conteniendo mesoinositol
como patron interno (0,512 mg/ml). A1 cabo de ese tiempo, 1la solucidn

se dejo enfriar y se 1levé a seco en corriente de nitrdgeno a 40°,

Procedimiento II:

En el caso del endosperma agctado (ver Tabla 8.1.) aue
permanece insoluble al ser tratado con dcido trifluoroacético 2M a 121°, se
realizé una hidrdlisis previa con acido su]fﬁric0242.

A 2,7 mg de endosperma agotado ( EA ) colocados en un
vial de 5 ml, se les agregaron 0,1 ml de acido sulfirico 72% y se dejo a
30° durante 1 hora con agitacidon ocasional. Se diluydé con 2,8 ml de agua
destilada y se calentd a 95-98° durante 3 horas, Después de enfriar, 1la
solucion acida se neutralizé con carbonato de bario, se separdo por centri-
fugacion el sulfato de bario formado y se evapord a presidn reducida para

insolubilizar las sales suspendidas. E1 hidrolizado asi obtenido se tomd

con agua (0,5 m1), se separd por centrifugacion el material insoluble y se



11évo a seco nuevamente, repitiéndose el tratamiento un par de veces mas
para eliminar las sales de bario. E1 producto obtenido se sometid luego

al Procedimiento I de hidrdlisis.,

DETERMINACION CUANTITATIVA DE LOS MONOSACARIDOS COMPONENTES MEDIANTE

CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO

E1 andlisis de los monosacaridos componentes de las

distintas muestras se realiz6 de acuerdo con los siguientes procedimientos:

A) Andlisis de los metilglicdsidos sililados:
Se 1levé a cabo siguiendo el procedimiento descripto

por Reinhold243.

Preparacion de los metilglicdsidos:

Se realizd la hidr6lisis total de las muestras por el
Procedimiento I, se 1lev6 la solucidn a seco en corriente de nitrdgeno y se
prepararon los metilglicésidos agregando 1 ml de solucidén de cloruro de
hidrogeno 0,5M en metanol anhidro (preparada por el procedimiento de Rees y

Wight!93

por adicion de 3,5 ml de cloruro de acetilo a 100 volimenes de
metanol anhidro) y calentando a 65° durante 16 horas.
Paralelamente se realizd el mismo procedimiento sobre
un blanco libre de muestra y sobre testigos de los distintos monosacédridos.
Se emplearon monosacaridos comerciales (The British Drug Houses Ltd.)

secados hasta peso constante: L-fucosa, L-ramnosa, L-arabinosa, D-xilosa,

D-manosa, D-galactosa, D-glucosa, <c¢lorhidrato de D-glucosamina y N-acetil-
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D-glucosamina. También se prepararon mezclas testigo conteniendo dos o
mas de estos monosacaridos en iguales proporciones.

Las muestras provenientes de la metandlisis se 1levaron
a seco bajo corriente de nidrégeno y la N-acetilacion de los grupos amino
libres se efectué disolviendo el material en 0,1 ml de piridina anhidra
(bidestilada sobre hidroxido de sodio y quardada sobre hidruro de calcio® y
agregando 0,1 ml de anhidrido acético. La solucidn se agitdé durante 5
minutos y se 1levd a seco en corriente de nitrdgeno. Se elimind la O-ace-
tilacion parcial producida reflujando con 1 ml de solucion de cloruro de
hidrogeno 0,5M en metanol anhidro durante 1 h, Después de evaporar el
solvente en corriente de nitrdogeno, 1las muestras se guardaron durante una

noche en desecador de vacio sobre pentdxido de fosforo e hidroxido de sodio.

Preparacion de los trimetilsililderivados:
Los trimetilsililéteres se prepararon de acuerdo con la

244 por dos métodos distintos:

técnica general de Sweeley y col,
Método I:

Reactivos:

Piridina anhidra bidestilada sobre hidréxido de sodio y quardada sobre hidru-
ro de calcio en ausencia de luz,

Tri-Sil (Pierce)

Reactivo sililante: en el momento de usarlo se mezclan 3 partes de reactivo

Tri-Sil con 10 partes de piridina.
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Procedimiento:

A la muestra y a los patrones provenientes del trata-
miento anterior, se les agregd en el mismo vial 1 ml de reactivo sililante
por cada 5 mg de muestra. La mezcla se agitd durante 30 seqgundos y se
colocod en estufa a 65° durante 15 minutos. La suspension se dejd enfriar
y se centrifugé. Alicuotas de 1 ul del sobrenadante se inyectaron en el

cromatdgrafo.

Método II:

Reactivos:

Piridina anhidra (tratada del modo antes indicado).
Hexametildisilazano

Trimetilclorosilano

Ambos reactivos fueron usados tal como se suministran

comercialmente.
Procedimiento:

Los metilglicdsidos se suspendieron o disolvieron en
piridina (1 ml por cada 5 mg de muestra) en el mismo vial, E1 vial se

tap6 y se inyectaron hexametildisilazano (0,2 ml por cada 5 mg de muestra)
y trimetilclorosilano (0,1 ml por cada 5 mg de muestra). La mezcla se
agité durante 30 segundos hasta disolucidn total de los hidratos de carbono
después de 1o cual se dejo a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Previo a su inyeccidon el cromatdgrafo gaseoso las mezclas se centrifugaron

durante 20 a 30 minutos,
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Cromatografia gas-1iquido(c.g.1.) de los metilglic6sidos sililados:

Se emplearon columnas de vidrio (0,2 x 180 cm) rellenas
con 0V-17 al 3% sobre Gas Chrom W-HP (malla 80-100) y un cromatdgrafo
gaseoso Hewlett-Packard 5840 A equipado con un detector de 1lama dual y un
registrador Hewlett-Packard 5840 A GC.

Las corridas se hicieron con temperatura programada
entre 100 y 280° (8”/min) con un flujo de nitrdgeno de 30 ml/min, Las
temperaturas de inyeccidn y deteccion fueron de 150°y 310°, respectivamente,

La velocidad del papel se fijo en 0,2 cm/min y la sensibilidad del
integrador al cambio de pendiente en 0,2. En la Fig. 8.12, se observa un
cromatograma tipico obtenido en estas condiciones. Mediante la cromato-
grafia gas-1iquido de los metilglicésidos sililados pudo detectarse la
presencia de N-acetilglucosamina en varias muestras (ver Descripcidn de los

Resultados Obtenidos, Tablas 6.3., 6.14., 6.19. y 6.31.).
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Fig. 8.12. Cromatografia gas-liquido de los metilglicdsidos sililados
obtenidos de la fraccién S sobre OV-17 al 37%.
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Paralelamente a cada muestra analizada se corrieron en
idénticas condiciones cada uno de los testigos determinando los tiempos de
retencidon relativos y las areas correspondientes a cada uno de los picos
caracteristicos de cada monosacarido. Se determinaron los tiempos de
retencion relativos al mesoinositol de cada uno de los picos que presentaba
el cromatograma de cada muestra y la identidad de los monosacadridos se
determind por referencia a los compuestos auténticos, verificandose por
co-cromatografia de los patrones.

Se calcularon los porcentajes molares de cada monosacd-

rido presente en la muestra mediante las siguientes expresiones:

Ai x P x 180

nmoles/mg =
PMi X m X AP
donde:

Ai’ drea total de cada monosacdrido (suma de las dreas de todos
los picos que origina cada monosacdrido)

P : nmoles de patrdn interno agregados (mesoinositol)

180: peso molecular del mesoinositol

m : peso de muestra (ug)

PM%: peso molecular del monosacarido en la cadena (peso molecular
molecular - 18)

AP: area correspondiente al patrdon interno

nmo]esi / mg

nmoles % = x 100
;{: nmolesi / mg

i
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Como la proporcion de las areas de los picos de los
monosacaridos que presentan multipletes esconstante, 1la cantidad de mono-
sacaridos en aquellos casos en que hay superposicion de picos de distintos

monosacaridos, se calculdé a partir del pico o los picos no superpuestos.

B) Andlisis de los alditoles acetilados:

E1 andlisis de los monosacdridos neutros se 1levé
también a cabo por el método cromatografico de Albersheim y c01.241.

Las muestras se hidrolizaron por el Procedimiento I
antes descripto (pag. 330). Después de llevar a seco el hidrolizado se
lo disolvid en 0,2 ml de hidréxido de amonio 1M y se aareaaron 2 mg de
borohidruro de sodio, manteniendo 1a mezcla a temperatura ambiente entre
2 horas y una noche, Al cabo de este tiempo se agregd acido acético
glacial gota a gota hasta cese de la efervescencia, para eliminar el
exceso de borohidruro. La solucidn se 11evd a seco en corriente de nitré-
geno a 50° y se hicieron cinco agregados sucesivos de metanol (0,5 ml)
1levando a seco entre uno y otro agregado para eliminar el acido bdrico.

Los alditoles obtenidos se mantuvieron en desecador de
vacio sobre pentoxido de fosforo durante una noche, y finalmente se acetila-
ron con 0,5 ml de anhidrido acético calentando durante 3 horas a 121°, La
mezcla se enfrido, se agregaron 0,2 ml de agua y luego 0,5 ml de cloroformo;
la mezcla se lavo con agua (0,3 ml x 4), las fases acuosas se juntaron y se
extrajeron con cloroformo (0,5 ml x 2). Los extractos cloroférmicos
unidos se secaron con sulfato de sodio anhidro, se filtraron y 1levaron a
seco en corriente de nitrdgeno.

Paralelamente se efectuaron un blanco 1ibre de muestra
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