
Di r ecci ó n:      Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :     digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Posgrado

Estudio químico del endosperma de
la semilla de la leguminosa

Gleditsia triacanthos

Manzi, Adriana Elba

1984

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Químicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:
Manzi, Adriana Elba. (1984). Estudio químico del endosperma de la semilla de la leguminosa
Gleditsia triacanthos. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1857_Manzi.pdf

Cita tipo Chicago:
Manzi, Adriana Elba. "Estudio químico del endosperma de la semilla de la leguminosa Gleditsia
triacanthos". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires. 1984. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1857_Manzi.pdf

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1857_Manzi.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1857_Manzi.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


ESTUDIO QUIMICO

DEL ENDDSPERMA DE LA SEMILLA

DE LA LEGIIMINDSA

GIedítsía tríacanthos

ADRIANA ELBA MANZI

1984



UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

Tema de Tesis

ESTUDIO QUIMICO DEL ENDOSPERMA

DE LA SEMILLA DE LA

LEGUMINOSA GLE'DITSI A TRIA CANTHOS

Autor

ADRIANA ELBA MANZI

Director de Tesis

Dr. ALBERTO S. CEREZO

Lugar de trabajo :

DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA

Tesis presentada para optar a1 tftuïo de

DOCTOR EN CIENCIAS QUIMICAS

wm #1857­
¿A



A mis hijos

A Osvaldo

A mis padres



Para e] Dr. Aïberto S. Cerezo

que propuso e] tema de este trabajo

por su ejemplo constante de capacidad

científica y de caïídad humana, por

su inagotable comprensión y por 1a

acertada visión de las cosas que me

trasmitió, contribuyendo no sólo a

mi formación comocientífico sino

también como ser humano, mi

profunda gratitud.



Agradezco también :

Al Dr. J.N. Shoolery de la firma VARIAN, Palo Alto,

13CCalifornia, E.E.U.U., por la realización de los espectros de RMN

de alta resolución.

Al Dr. G. Clark del Depto. de Quimica del Colegio de

Artes y Ciencias de la Universidad de Missouri, Columbia, E.E.U.U.,

13c de 25 MHz a 90°.por la realización de algunos espectros de RMN

Al Dr. J. Kavka y al resto del personal del Depto. de

Quimica Orgánica de la Facultad de Quimica, Bioquímica y Farmacia de la

Universidad Nacional de San Luis, por la colaboración prestada para la

realización de los espectros de masas de los galactomananos permetilados.

A la Dra. Blanca de Deferrari y a la Lic. Marta Marcote

por los microanálisis realizados.

Al Dr. Gerardo Burton, por la realización de los

espectros de RMN1H y de 13C de 100 y 25 MHz, respectivamente, y por

las valiosas discusiones sobre el tema.

A la Lic. Maria Rivero de Asnares y a la Lic. Maria

Moglia por las cromatografias gas-líquido realizadas.

Al Sr. Jorge Asnares por la realización de parte de los

espectros de masas.

A la Sra. Hilda de Martini por la separación manual

de parte del endosperma utilizado.

Al Ing. Agrónomo Ramón Palacios del Depto. de Biologia

por la Bibliografia sobre leguminosas facilitada y las discusiones sobre

el tema.



A las Dras. Maria Néiida Mazzini y Maria Cristina

Matuïeuicz por el vaïioso aporte de su experiencia y por e] apoyo y el

estimulo brindados.

A 1a Lic. Helen Tortoreïla, a la Lic. Maria Angélica

Di Giácomoy al Lic. Carlos A. Stortz por compartir los buenos y los malos

momentosdurante el desarrolïo de este trabajo.

Y a todo el persona] docente y demás miembros de]

Departamento de Quimica Orgánica, por 1a colaboración prestada en una u

otra fonma.





En el presente trabajo se continúa una linea de

investigación iniciada anteriormente en el Departamento : el estudio

de sistemas de polisacáridos.

Los extractos obtenidos de fuentes naturales

contienen, por lo general, mezclas complejas de polisacáridos que

deben ser fraccionadas. Cada fracción es analizada y sometida a

determinaciones de homogeneidad. Cuando una o más de estas

determinaciones demuestran la homogeneidad del producto, se emprende

el análisis estructural del mismo. Por lo comúnse reCurre a varios

nétodos en forma paralela, buscando una coincidencia en las estructuras

deducidas a partir de los resultados que permita asegurar la validez

de la“fórmula“pr0puesta para la larga cadena del polímero.

Resulta de crucial importancia para un correcto

análisis de las interacciones moleculares de cada producto, responsa­

bles de su utilidad y rol biológico, la metodologia empleada para su

extracción y purificación. El afán de purificar un polisacárido puede

redundar en la descomposición de su estructura nativa y en el análisis

estructura] de un artefacto cuyos resultados no explicarán el rol

biológico del producto original , ni servirán de base para su posible

utilidad industrial.

Por otra parte, aunque las técnicas disponibles hoy en

día para el análisis estructural son diversas y la utilización de las

13€) en el caso de moléculas pequeñas resultamismas (por ejemplo, RMNde

simple y de enorme utilidad en la elucidación de su estructura, su

aplicación al campode los polisacáridos es siempre más engorrosa y las

deducciones resultan más limitadas.



El tema de este trabajo de Tesis se planteó como una

profundización de los conocimientos existentes sobre los polisacáridos

componentes del endosperma de la semilla de la leguminosa Gleditsia

triacanthos .

Comose reseñará más adelante, existen numerosos

antecedentes sobre el estudio de semillas de leguminosas dada la vasta

utilidad de los polisacáridos que de ellas se extraen con agua : los

galactomananos. Algunas de las plantas productoras de mucilagos que

contienen galactomananos se cultivan desde los tiempos bíblicos : Juan

el Bautista se alimentó con vainas de Ceratonia siliqua (algarrobo)

durante su peregrinaje por el desierto (Mateo 3, 4).

Si bien la Gleditsia triacanthos no es una especie

autóctona, su cultivo está muydifundido en nuestro territorio y los

galactomananosextraídos de sus semillas encuentran varias aplicaciones

industriales.

Los estudios previos sobre galactomananos de Gleaítsia

triacanthos, asi comola mayoria de los realizados sobre galactomananos

de leguminosas, se llevaron a cabo sobre la semilla entera molida. La

presencia de otros productos, provenientes del germeny de la testa, en

el medio de extracción puede dar lugar a interacciones que influyen en el

extracto obtenido y también a un mayor grado de impurificación del producto

En este mismoLaboratorio se habia encarado el estudio de

la semilla de Gleditsia triacanthos en cuanto a : a) los galactomananos

extraídos con agua a 50° y b) el sistema de polisacáriuos resultante de

la extracción en medio alcalino del producto remanente de la extracción

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



temperatura ambiente, a 50°y a 1002 del endosperma separado del resto de

la semilla, pero estos productos no fueron analizados en detalle y sólo

se determinaron los rendimientos y algunas de las caractnisticas generales.

Sobre esta base se decidió estudiar los galactomananos

obtenidos del endosperma aislado del resto de la semilla de Gledítsia

triacanthos. Para ello se diseñó un procedimiento ae extracción secuen­

cial con agua a distintas temperaturas y cada uno de los extractos se

sometió al agregado paulatino de etanol, obteniéndose, de esta manera,

un sistema de galactomananos, una serie de productos solubles en etanol

85%y un residuo que fue nuevamente sometido a una serie de extracciones

cada vez más drásticas. Los primeros análisis indicaron que el sistema

era más complejo de lo que se habia supuesto ya que se verificó una

importante variación en las relaciones entre los componentesmayoritarios:

manosa y galactosa, asi como también cambios en la composición de los

productos solubles de cada extracción.

Estos datos plantearon un interesante campode investiga­

ción : el estudio de las variaciones estructurales que determinaban el

comportamientodurante la precipitación, y de las relaciones existentes

entre la estructura de cada fracción de galactomanano y las propiedades

caracteristicas de las mismas.

Ya se sabia que la estructura de los galactomananos de

Gleditsia 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 demostró la existencia de pequeñas desviaciones a la

estructura clásica; en otros, la diferencia de comportamientose

atribuyó a la variación en la distribución de las cadenas laterales de

galactosa.

Este aspecto, que representa la "estructura fina" de

los galactomananos, resulta de sumo interés dado que las pequeñas 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 sólo se na

estudiado la estructura fina de los galactomananos más utilizados en la

industria, es decir, los provenientes de especies con mayor rendimiento

en mucilago soluble.

Por otra parte, los métodosdisponibles para el análisis

de la estructura fina (ver reseña en el Capitulo IV) reSultaban, hasta

hace poco tiempo muy engorrosos. Recién en los últimos años, con el

advenimiento de las modernas técnicas de análisis a la quimica de los

polisacáridos (comola cromatografía gaseosa acoplada a la espectroscopia

de masas y a un sistema de computación de datos, y la resonancia magnética

nuclear de 13€ ), se logró un conocimiento rápido de la estructura y se

pudieron determinar anomalías presentes en muy baja proporción, y conocer

también la distribución 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 análisis estructural de las



catorce fracciones del sistema de galactomananos del endosperma de

Gleditsia triacanthos, Los métodos empleados permitieron detectar

pequeñas anomalías en la estructura de estos galactomananos como, por

ejemplo, la presencia de enlaces distintos a los (1-o4) dentro de la

cadena central, o de pequeñas cantidades de unidades terminales distintas

de la manosay de la galactosa, asi comolas diferentes distribuciones

de las cadenas laterales en productos que, a la luz de los resultados

tradicionales de metilación, parecian tener la mismaestructura primaria.

Los resultados obtenidos permitieron hacer un análisis de las inter­

acciones galactomanano-galactomanano en solución que, hasta el momento,

habia recibido poca atención.

Ademásse emprendió el estudio de los productos solubles

remanentes luego de la precipitación de los galactomananos con etanol.

Estos proveyeron un amplio campo de investigación que nunca habia sido

explorado y a través del cual se intentó un acercamiento al conocimiento

de la biosintesis de los galactomananos.

El aislamiento de oligosacáridos de tipo galactomanano

corroboró la hipótesis que habia originado su búsqueda. De estas

fracciones se aislaron, además, productos constituidos también por

otros azúcares distintos de manosay galactosa.

Se intentó asimismo, mediante la realización de

extracciones más rigurosas que permitieron obtener los polisacáridos

constituyentes de la pared celular, acceder al conocimiento de las

variaciones de la estructura que acompañan al cambio de la función de un

polisacárido 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.

Comobalance, puede afirmarse que los resultados fueron

altamente positivos y constituyen el estudio más detallado y completo

existente sobre la totalidad de los hidratos de carbono que forman el

endosperma de una semilla de leguminosa. El presente trabajo es,

además, pionero en la aplicación de la espectroscopía de resonancia

13€ de alta resolución al análisis de la estructura demagnética nucbar de

un galactomanano Los resultados asi obtenidos, junto con los

correspondientes al analisis espectroscópico de los oligosacáridos de tipo

galactomanano, permitieron incrementar la utilidad de este método para la

determinación de las frecuencias de inserción de las cadenas laterales.
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CAPITULO I

FAMILIA LL’GUMLVOSÁE



La real antiguedad geológica de la familia Leguminosae

no se conoce, aunque algunos fósiles de madera y polen indicarian su

presencia desde hace 70 millones de añosla. Los grupos modernos de

leguminosas se Originaron aproximadamente en los comienzos.del periodo

Cretáceo (hace 65 millones de años) en el cual comienza la era Cenofitica

o actual1a

De acuerdo con los datos más recientes la familia

Leguminosae ( o Fabaceae ) comprende 650 géneros y 18.000 especies y es la

familia más numerosa de plantas con flores después de la Compositac y la

Orchidaceaelb

Comparadacon otras familias, reSulta notablemente

diversa ya que cuenta entre sus representantes desde especies forestales

gigantes hasta pequeñas plantas efimeras; existen también enormes diferen­

cias entre los métodos de adquisición de nutrientes esenciales para el

crecimiento y las formas de reproducción y defensa de las numerosas especies

que comprendelb.

A pesar de la amplia variación morfológica mencionada,

existe uninuerdo de opiniones bastante generalizado entre los distintos

sistemas de clasificación de las Angiopermasde situar a la familia

Leguminosaedentro del orden de las Rosales. Existen, sin embargo,

algunos botánicos como Hutchinson que elevan a las Leguminosas a jerarquía

ordinal, considerándolas las únicas representantes del orden de las

Laguminaindlc. En este trabajo tomaremos como válida la opinión más

difundida, es decir, consideraremos que la familia ¿ggumingsat pertenece

al orden Hosuies.

Existen diferentes criterios en cuanto a la unidad o



subdivisión de la familia Leguminosae, las diferentes tendencias dependen

del énfasis dado a los relativamente pocos géneros de transición entre los

tres grupos mayoritarios en contra de los numerosos géneros sobre cuya

posición no hay dudas. La tendencia actual es la de sustentar la

existencia de una sola familia, de acuerdo con el tratado más moderno

sobre sistemática de Leguminosaslb. Este criterio confirma la opinión

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 caería en el problema de no poder

definir ni delimitar satisfactoriamente las entidades resultantes"2.

La familia se extiende en todos los habitats terrestres

excepción hecha de las regiones árticas y antárticas y de algunas islas

como Nueva Zelandialb’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 menudounidos 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 filódicas : subfamilia Mïmnsoiáeae.

b) Los que tienen flores generalmente zigomórficas ;

pétalos imbricados en el capullo, libres o algunos de ellos unidos;

semillas usualmente sin pleurograma :

bl) Pétalos adaxiales superpuestos por los

pétalos laterales adyacentes cuando están presentes; sépalos



generalmente libres excepto Cercideae; semillas sin canal y generalmente

con una radïcula recta; hojas pinadas o bipinadas, raramente simples o

l-foliadas : subfamilia Caesalpinioideae.

bz) Pétalos adaxiales por fuera de los pétalos

laterales adyacentes (excepto Smartzieae y Sophoreae en una parte);

sépalos en la base; semillas, si duras, con un canal y la radicula

usualmente curvada : subfamilia Papilionoideae.

Según Burkartz, la subfamilia Caúsaipinioídeae es la más

antigua y de ella derivan, en dirección opuesta, las otras dos

Caesalpinioiaeae

Mimosoideae ngiii

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,

mesoy microtérmicas, c0nstituyen la mayor representación de la familia en

las zonas templadas y templado-cálidasz.

La división de la subfamilia C; ¿4Lginí ¿degl en tribus

todavia está en proceso ya que todos los intentos han sido insatisfactorios

por una u otra razón. Adoptaremosauí la clasificación basada, en parte,

en el análisis por computación de cientos de caracteres de todas las partes

1d’4. Estede la planta para todas las especies conocidas de leguminosas

análisis que tuvo en cuenta datos palinológicos, de anatomía de la madera,

quimica y morfología, Originó un arreglo que implica una considerable



reacomodaciónde los géneros respecto de 1as ciasificaciones anteriores,

pero resuïta muchomás cohesivo y con una base evoiutiva aparentemente

mayorld. Las cinco tribus de Cesaïpinioideas surgidas de este estudio
le

se presentan en 1a Tabla 1. Dado que esta subfamiiia es tan diversa su

conocimiento cabai es patrimonio de unos pocos especiaiistas. Por inter­

medio de] género Dimorphandra y sus afines, las Cesalpinioideas se unen a

las Mimosoideas; en su extremo opuesto, se unen sensibiemente a ias

Papiiionoideas a través de géneros de posición intermedia comoCadia y otros.

En 1875 Benthams ciasificó la subfamiïia Mimsoideae en

seis tribus y muchos autores ias mantuvieron hasta que en 1964 tanto

Hutchinson6a como Schulze-Menz6b combinaron dos de esas tribus (Pigzadunieae

y Adenanthereae ) que difieren solamente en 1a presencia o ausencia de

endosperma en una solalf. Este es e1 criterio aceptado actuaimente. En

1939 e] botánico argentino A. Burkart estableció una nueva tribu, 1a

Mimczyganthcgc7. En 1a Tabla 1 se citan las seis tribus en las que, en

definitiva, se considera dividida a 1a Subfamiiia que en tota] comprende

54 géneros.

La subfamiiia Pa;€*¿. iacac comprende 440 géneros y

12.000 especies, razón por 1a cua] Su ciasificación resultó muchomás

complejalg. A pesar de 105 numerosos autores que se dedicaron a este

problemay de las reestructuraciones parciaies y descripciones oe nuevos

géneros, todavia se rec0noce claramente en e] esquema de clasificación

empleado actuaimente (Tabia 1) 1a ciasificación origina] de Bentham8

(1865) que resuitó asi de un a1to vaior predictivolg.



TABLA 1.1.

Posición de 1a familia Leguminosae dentro de 1a clasificación

sistemática; su división en subfamilias y 1a de éstas en tribus.

Angiospermeae

CTase : Dicotiledoneae

Subcïase : Archiclamydeae

Grupo de orden : Coroliano

Orden : Rosales

Famiïia : Leguminosae

SubfamiTÍas :

Caesalpinioideae

Tribus : Caesalpinieae, Cassieae, Cercideae, Becarieae,

Amherstieae.

Mimosoideae

Tribus : Parkieae, Mimozygancñeae, Mimosaaa, Acacieae,

Adenanthereae (incïuyendo Piptaden’

Papilionoideae

Tribus : Swartzieae, Sophoreae, Dipteryxeae, Da¿bergicae, Abyhae,

Tephrosieae, Robiieaú, Indigofh.aac, Desmodieae, Lr*na¿,

Phaseolaeae, Psoraieeae, Amorpheae, óesbanieae, Jlicguae,

Aeschynomeneac, Adesmieae, Carmichaelieae, nedgsqrear,

Coronilleae, Vicieae, Cicereae, Trí:bZ:eae, ausaza TT,

Brongniarteeae, Mirbelieae, Liparieae, CroaaLari¿ae,

Euchresteae, Thermogsiáeae, Genisteae, Lonchocaryeac.



Leguminosasgg_la flora argentina

La flora argentina cuenta con 571 especies de leguminosas

indigenas y entre 33 y 36 introducidas asilvestradas. La proporción

relativa de las tres subfamilias en número 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 disminución de las Papilionoideas en beneficio de las

Mimosoideasz.

La riqueza en leguminosas es máxima en el norte y nordeste

de la Argentina. En Jujuy, por ejemplo, existen unos 40 géneros y más

de 80 especies espontáneas. En Tucumánestán representados 54 géneros.

Su abundancia disminuye paulatinamente hacia el sur, siendo escasas en

la región de los bosques patagónicos. En la meseta patagónica resulta

notable la latitud que alcanzan ciertas especies xerófilas de géneros

tropicales y Subtropicales comoCassia y Prosopis. También se encuentran

alli algunos géneros característicos como Anarthrcph342um.

En las altas c0rdilleras se enCuentran varios géneros

xerófilos o criófilos, hierbas, matas en cojín o subarbustos espinosos de

los géneros Adesmia, Astragaius, F'pinus y Trijblium.

Unode los géneros más difundidos y característicos de la

Argentina es, sin duda el Prnxopis,que comprende los algarrobos indigenas y

cuyas especies sólo faltan en las selvas subtropicales, en los bosques

patagónicos y en casi toda la estepa pampeana. Otro género muy abundante,

preferentemente en las regiones andinas, es el Adesmia.

En las selvas subtropicales abundan los árboles de los

géneros : Acacia, Entcrcïobium, Píptadenil,

Peliophorum, ¿ipuanq, Lonflhcoarpus, agroxglon, Myrocar; 3, Awtgrghg,



Cascaronia, Geoffroea, Bergeronia, Erythrina, etc., encontrándose

muchasenredaderas (Canavalia, Bauhinia, Phaseolus, Nissolia, etc.) y

especies herbáceas o arbustivas ( Desmodium, Zornia, Stylosanthes,

Aeschynomene, CrotaZaria, Cassia, Indigoféra, Tephrosia, Galactia,

Phaseolus, Rhynchosia, Centrosema, Clitoria, etc.).

En las sabanas y bosques de] Chaco, Bosque Pampeano y

Monte, dominan Ïos géneros : Acacia, Prosopis, Cercidium, Mimozyganthus,

Caesalpinia, etc. La estepa Pampeana, en cambio, 5610 presenta géneros

herbáceos : Vícia, Lathyrus, Adesmia, Trifblium, Hngnchosia, etc., entre

105 indígenas, y Medicago, Trifblium, MbliZotus, Gaiaga, Lotus, entre

los introducidos naturaïizadosz.

I:igu_CaesaZQinieae

Está constituida por árboles armados o no, arbustos y

aïgunas hierbas. Presentan caïiz dialisépalo, con sépaïos 11bres hasta

e] receptáculo, 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 fértiïes. Los frutos SOn

extraordinariamente diversos. Las semíïlas son desde comprimidas a

gïobosas, con testa dura o deïgada. La radïcuïa es muy pequeña y rectal“.

Comprende 47 géneros ampïiamente difundidos y en su

mayoría tropicales : Ggmnoclaáus, Gleditsia, Acrosarp‘ Scieroiobium,

Díptychandra, Tachigalia, Vouacaïcua, Bazesia, helanoxglsn,

Arapatiella, Campsiandra, 333361, Paltoyhorum, Sohíxracbï4m,

Jaqueshuberiz, Moljenhavera, Deïhrix, ¿gatigmq



Zuccagnia, Stuhlmannia, Lemuropisum, Cordeauzia, Caesalpinia, hhgatea,

Conzattia, PteroZobium, Balsamocarpon, Hofïhannseggia, Stenodrepanum,

Lophocarpinia, Haematoxylum, Parkinsonia, Poeppigia, Pterogyne,

Erythrophleum, Pachyelasma, Sympetalendra, Stachyothyrsus, Abra,

Dimorphandra, Arcoa, Burkea, Tetrapterocarpon, Chidlowialh.

Estos géneros se dividen en una serie de grupos informaies:

Grupo Gleditsia, Grupo Acrocarpus, Grupo Dimorphandra, Grupo Poeppigia,

Grupo Esclerolobium, Grupo Pterogyne, Grupo Peltophorum y Grupo

Caesalpinialh.

Grgpg_flleditsia

Está constituido por plantas de hojas bipinadas o pinadas

y bipinadas en un mismo individuo. E1 cáïiz presenta cinco ióbulos 1ibres

y diez estambres fértiies también libres. Las flores son unisexuaies o

unisexuales y hermafroditas , pequeñas, verdosas o bianquecinas y

constituyen 1a organización floral más simple y atipica de 1a tribulh.

E1 Grupo sóïo comprende dos géneros :

a) Ggmnoelgdus: tiene foiioios enteros y

semilïas subglobosas. Las hojas son muy grandes y presenta panojas

terminales. Los cotiiedones son hipógeos durante la germinación. No

tiene espinas.

b) Gledicsi; : presenta espinas axiiares

ramificadas. Los folioïos son denticulados y los racimos axiïares.

Tiene cotiiedones epigeos durante 1a germinación. Las semilias son

achatadas.



Las especies de cada género son muy similares entre si

y están 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 antigüedad y una baja

velocidad de divergencia evolutivag.

Ggmñoclaáus posee semillas globulares con endosperma

delgado y cotiledones de almacenamiento mientras Gledicsia tiene semillas

comprimidas con cotiledones foliares representando asi los dos modos básicos

de estrategia germinativa encontrados en la familia, y notablemente

inestables en la tribulh.

Género Gleáitsia

Comprendeunas 15 especies distribuidas en Asia (Gleaitsiq
n­caspica Desf., Jledizsía sineusis Lam., Gledicsía horriaa Mak., «¿caizsi­

hgtgrofglla Bunge,etc.) Malasia y Filipinas, Africa (Jlaqiasía aïricana

Welew), América del Norte ( Sleaitsia ¿acanzhos L., ¿Leaicsia aquática

Marsh, Gleditsia texana Sarg.) y América del Sur ( GZgJicsi amcrphcides)2.

Mientras la Gladissia amorphoiáes 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 ecicsía :riacanthos , conocida como

"acacia negra“ o “honey locust" o “Févier d'Amérique", originaria de
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Estados Unidos, que ha sido introducida por cultivo. Este abarca las

provincias de Buenos Aires, Córdoba y Santa Fe extendiéndose algo más hacia

el nortez.

Es caducifolia, de rápido crecimiento, muyresistente

al frio y rústica en cuanto al suelo y a la sequia. En lugares favora­

bles se reproduce en abundancia por semillas.

Lasvainas maduras tienen de 20 a 40 cm de longitud(F19« 1.1.)

negras y algo retorcidas, se usan comoforraje auxiliar. El tronco excreta

una gomaparecida a la arábiga que forma lágrimas doradas al solidificarz.

Las semillas contienen albumen, cotiledones rectos al

corte y son comprimidas lateralmente. Las caras laterales no presentan

manchasni depresiones elipticas. Las semillas tienen una longitud de 7

a 15 mmy un grosor de 3,0 a 4,5 mm, son de color canela, de forma regular,

con el punto más grueso en el medio de la semilla, afinándose simétricamente

hacia ambos extremos (Fig. 1.2)2.

La Gledicsfr; :riacanzhos es utilizada para dar sombra o

comofollaje decorativo ; para arbolar calles, formar montes de abrigo )

cercos. Da madera de grano grueso, resistente, muydurable en contacto

con el suelo, y por lo tanto utilizada para postes de alambrado, ruedas,

rieles y en construcciones. Produce, además, suculentos frutos

forrajeros, razón por la cual se la usa para la alimentación del ganado y

para enriquecer el suelo. En nuestro pais, las grandes extensiones

cultivadas con Gleditsia :riacanzhos, por ejemplo en la Provincia de

Córdoba, están destinadas a la producción de gomaarábiga.
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CAPITULO II

GALACTOMANANOS QE LEGUMINOSAS

FUENTES BOTANICAS 1 APLICACIONES



Los polisacáridos de origen vegeta] presentan una amplia

variedad de estructuras complejas cuya clasificación es dificil. Teniendo

en cuenta su origen pueden ser divididos en tres grandes grupos : sustancias

pécticas, gomasvegetales y mucilagos de semillas y cortezas.

Los mucilagos presentan varios tipos estructurales y

pueden subdividirse convenientemente en polisacáridos neutros y acidicoslo.

Entre los polisacáridos neutros se encuentran los

D-galacto-D-mananos de las semillas de leguminosas que pertenecen a un único

tipo estructural y que presentan un esqueleto de B-D-manopiranosas unidas

por uniones (1-»4), con ramificaciones laterales unitarias de d-D-galacto­

piranosas unidas al 0-6 de algunas de las unidades de D-manosa (Fig. 2 1).

H0

CHZOH
0

Ho \

H0
0 "1

I

I\ 0 I
O I

IH0
I

l

l-J
n

l'1g,.2.1.Est:ructura típica de un D-galav:o—D-mnnanc semillas de
leguminosas.



Los polisacáridos que presentan D-manosa como único

constituyente de la molécula, probablemente representen un extremo del

espectro de los D-galacto-D-mananos en los Cuales la proporción de residuos

de a-D-galactosa es muypequeña. 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 azúcares. Algunos

de estos mucilagos serian definidos más correctamente comoD-galacto-D-gluco­

D-mananosya que poseen proporciones de D-gáartopiranosa como ramificaciones

laterales unitarias.

Los galactomananos han atraidooonsiderablemente el interés

académico e industrial debido a su diversa utilidad y al rol central que

juegan en el estudio de las interacciones entre polisacáridosll. Si oien

las soluciones de gflactomananos no forman geles por enfriamiento, cuando

se mezclancon ciertos polisacáridos gelificantes son capaces de interactuar

sinergisticamente aumentando la fuerza del gel y modificando Su estructura.

El agregado de pequeñas cantidades de galactomanano de

Caratonia siliqua (algarrobo) a carragenano o agar mejora las propiedades

mecánicas del gellz; al mezclar el mismogalactomanano con polisacáridos

no gelificantes comoel de Xanthomunase" ¿escrís también interactúa

sinergisticamente dando geles gomososy firmes mientras otros galactomananos

comoel de Cgamchsis :¿tragnuoicbuc (guar) sólo incrementa la viscosidad13

Los galactomananos más activos en este tipo de

interacciones son aquellos que presentan menor proporción de D-galactosa,
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razón 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 añosll.
14

El mejor ejemplo es la ya nombradaCerutonia siliqua 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

económica en Chipre donde se la cultiva en suelos muy pobresls.

Inicialmente sus vainas fueron usadas como alimento humanoy como forraje

pero las propiedades de las soluciones de sus mucilagos y la alta reactividad

de éstas con el polisacárido de lgnchomohas ?Jmpes:.isl7’18 la convirtieron

en un elemento requerido por diversos tipos de industrias.

Durante la segunda Guerra Mundial, la reducción del envio

de semillas de algarrobo procedentes del Mediterráneo hacia los Estados

Unidos, promovió la búsqueda de un galactomanano que reemplazara al

obtenido de las mismasll. Se emprendieron, entonces, varios

estudioslg'zz. El primero de ellos19 analizó 163 especies de leguminosas,

familia a la Que pertenecían los galactomananos usados hasta entonces, 119

contenían endosperma mucilaginoso, identificándose los 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 familiasa , y se encontró un contenido de

galactomananos superior al 18%en cuatro familias : Leguminosae,

Plantaginoceae, Cruciféraceae y Convolvulaceae. Entre ellas, la familia

Leguminosae apareció como la mayor productora de mucilagos. El interés

se centralizó entonces en esta familia; y se realizó el análisis de 582

especies repartidas en las tres subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinicideap

y Papilionoidea223. Los resultados indicaron que en la subfamilia

Caesalpinioideae se suman un alto contenido en mucilagos (1 %o más) 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

herbáceas anuales o perennes que representan mejores fuentes de semillas que

los árboles y los arbustos.

La especie que emergió como rival del algarrobo fue

Cgamopsistetragonolobus (subfamilia E;;ï'¿«Kci¿a;c)24 cuya semilla contiene

un 42%de galactomanano contra un 48% presente en Caravaniu siii 'J L., con

un rendimiento en galactomanano soluble del 8 % en ambos casos. Esta

planta, nativa de India y Paquistán donde tiene considerable importancia

económica, fue introducida en E E.U U. a comienzos de este siglo, pasando

a ser comercialmente accesible alrededor de 194011.

a La clasificación sigue el sistema de Engler y Prantl que reconoce más de

300 familias de AngiOSpermas.
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Si se hace un balance de Ios resuïtados obtenidos en

todos 10s planes de investigación 11evados a cabo con e] objeto de hailar

fuentes adecuadas de muciiagos puede verse que los gaiactomananos han sido

identificados en unas 70 especies de 1eguminoSasll.

Excepto en GymnocZadusdioicazs. en 1a cua] e] mucilago

se extrae de 1a parte interna de 1a testa de 1a semiiia, y en Glycine max.,

en 1a cua] se encuentra en 1a vaina, 1a única fuente de galactomananos es

e] endosperma, es decir, 1a porción bianca de 1a semiiia que se encuentra

entre 1a testa y e] germen y cumple 1a función de reserva alimenticia

durante 1a germinación de] embrión.

Teniendo en cuenta 1a definición de galactomanano

verdadero dada por AspinaH10 como 1a deaquellos mananos que contienen más

de] 5%de galactosa, encontramos que poiisacáridos de este tipo han sido

extraídos también de miembros de ias familias Annonoceae, ConvoZvulaceae

y Palmaell, y poiimeros conteniendo D-manosay D-gaïactosa, cuyas

proporciones relativas de azúcares no fueron anaiizadas, se identificaron
1en 1as famiiias Enenocaee y Logam’aceae1 . La famiïia Pulmae también

produce gomas de tipo manano con bajo contenido en gaiactosa.

APLICACIONES

E1 incentivo inicia] para haiiar un sustituto de 1a goma

de aïgarrobo provino de 1a industria de] papel, pero ias excepcionaïes

propiedades espesantes de 1a misma asi como de] Sustitun ha11ado, 1a

gomade guar, determinaron 1a extensión de su apiicación industriaill.



Actualmente estos dos galactomananos que son simplemente

el endospermaaislado de las respectivas semillas, convertido en harina

por molienda, son productos comerciales muydifundidos que se utilizan

combinados o por separado, o mezclados con otros polisacáridos cuyas

propiedades mejoran por interacción sinergistica. Sus usos incluyen :

industria alimentaria y farmacéutica, fabricacción de explosivos y

tecnologia del petróleo.

Uno de los productos más difundidos es el KELGUMproducido

por la Compañia Kelco : es una combinación de un galactomanano y un

polisacárido de Xanthomonascampestris.

Entre las numerosas aplicaciones de la mezcla goma de

xanthomonas campestris-goma de algarrobo se encuentran:

a) Sprays para la agricultura: actúa comoagente suspensor

de herbicidas y fungicidas, produciendo concentrados con propiedades

adecuadas de flujo, controla el tamaño de la gota, previene la expulsión

violenta del spray, produce emulsiones estables de ingredientes solubles

en aceite y promuevela adherencia a las superficies pulverizadas.

b) Espumas de uso agricola: ayuda a la producción 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 llenan calientes gelifican por enfriamiento).

Produce geles gomososy 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 adhesión del fluido

usado para combatir el fuego sobre árboles y arbustos.
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e) Pegado de papel: aumenta la eficiencia del pegado y

mejora la resistencia al agua.

f) Suspensiones: SUSSuspensiones tienen la viscosidad

adecuada para producir suspensiones estables de muchosmateriales.

g) Explosivos para voladuras: unido a su alta

compatibilidad con una alta concentración de nitratos inorgánicos, esta

combinacióngelifica fácilmente produciendo suspensiones resistentes al

agua.

h) Procesado fotográfico 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

lisas.

i) Geles para la alimentación: produce la fácil formación

de geles para la fabricación de rellenos de pasteleria, jaleas de panaderia,

cremas ácidas de imitación, aspic de tomate, pate de foie.

j) Lechería: provee el control de viscosidad durante el

curado del queso cottage, minimizando el drenaje, dando un producto de

mayor uniformidad. También se usa comoestabilizante para helados.

k) Procesos en los cuales resulta critico el control

reológico: preparación de salsas (aumenta la adherencia y provee viscosidad

uniforme en un amplio rango de temperaturas); revestimiento del papel

(provee tixotropia durante la aplicación, control de eliminación de agua

durante el secado y control de migración); impresión de telas(permite

la adeCuada suspensión del pigmento y control de reologia durante la

impresión); compuestos de limpieza(ot0rga baja viscosidad durante el

bombeoy spray, y alta viscosidad posterior para la extensión sobre
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Fig.2.2.Re1aci6n entre la viscosidad y la concentración para soluciones
de : (---) goma de Xanthomonas camp¿stris/goma de algarrobo
(-—-) goma de Xanthomonas campestris; (n-n) goma de algarrobo.
Las soluciones fueron preparadas por dilución a 60°de una solución
madre al 1%.

superficies verticales).

El aumento sinergistico de 1a viscosidad de ios geles

formados por 1a combinación de goma de Xurzhomonqs :zmgesrwi;-goma de

aigarrobo se muestra en 1a Fig. 2.2?8.

En 1a industria de 1a alimentación también se usa ia

mezcla de gomade guar con carragenano y O-(carboximetii)-ce1uiosa para

proveer un sistema de tixotropía estabie por su efecto estabilizante y

emuisificante, y 1a mezcla gomade a1garrobo-aiginato-geiatina para

tratamientos de alta temperatura en ia fabricación de helados.
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En la industria farmacéutica es ampliamente utilizada la

gomade guar para los siguientes fines:

a) Preparación de Vitamina 312: otorga estabilidad a la

preparación y la hace soluble en agua.

b) Preparación de medicamentos para el tratamiento de

úlceras gastrointestinales y diarrea: cumpleuna actividad sinergistica con

sales de bismuto.

c) Elaboración de drogas de liberación paulatina: la goma

de guar de PM280.000 libera ácido ascórbico al cabo de 2,75 h; la de

PM50.000 luego de 2,00 h. En ausencia de goma, la droga se libera en

30 min.

d) Microencapsulación de drogas (sulfonamidas): cumple

la función de favorecer la resortividad de la droga.

e) Preparación de tabletas: actúa comoaglutinante seco.

En la industria del papel son utilizadas las gomas de

algarrobo o guar oxidadas para aumentar la fuerza del papel húmedode las

toallas de manoo pañuelos, y las sales de calcio de galactomananos

carboximetilados para aumentar la viscosidad y mejorar las propiedades

reológicas.

En la industria de la pintura se usan los hidroxialquil­

éteres de galactomananos para producir la estabilización de la viscosidad de

las pinturas de polivinilacetato al látex.
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En la industria de los explosivos se emplea la 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 muchomenor rendimiento.

En estos momentos, estos dos galactomananos son los más usados, pero

resultan de sumointerés las nuevas propiedades fisicas de otros productos

similares que podrían resultar muyapreciadas si su explotación industrial

llega a ser práctica y económicamenterentablell.

En nuestro país, como ha sido señalado 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

amorphoides (espina corona). Esta especie era, desde el punto de vista

botánico, la leguminosa más cercana al algarrobo europeo, su composición

química era similar a la de Cerccn‘ uiïï;na30’31 y el comportamiento de la

gomacontenida en sus semillas adecuado como para justificar un campo

promisorio para sus aplicaciones industriales. De hecho, los

galactomananos de Gleditsia amorphoiden se utilizan actualmente en forma

habitual en la industria alimenticia y c05mética en nuestro pais.

La Gledicsia la especie objeto del presente

estudio, es empleada en la industria cosmética para la fabricación de

productos para el planchado del cabello.
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QUEHOTAXONOMIA QE LEGUMINOSAS

Aïgunosautores han intentado reaïizar una clasificación

sistemática de la leguminosas en base a1 rendimiento en galactomananos de]

endosperma o teniendo en cuenta 1a relación ManzGalll. En cuanto a los

rendimientos en gaïactomananos a partir de] endosperma, 10s datos

disponibies son insuficientes y muyvariabïes, y dependen en gran medida de

33_ios métodos de extracción y purificación Las relaciones Man:Ga1,si

bien pueden llegar a depender de ias técnicas de extracción usadas, son

datos muchomás reproducibïes que Ios rendimientos aunque existen autOres33

que consideran que 1as diferentes relaciones ManzGalinformadas para

gaiactomananos de 1a misma especie se deben a] origen y forma de crecimiento

de 1a p1anta. Existen tribus enteras en las cuales 1a re1ación ManzGa1

presenta un rango de variación muyestrecho, por ejempio 1a Tr€;t:ie;.

en 1a que 1a relación varia entre 1,0:1,0 y 1,2:1,0.

Hay autores que consideran que una desviación en la

relación ManzGaide una especie respecto de] rango aceptado para Su

subfamiïia constituye una razón para reexaminar 1a ciasificación de 1a misma.

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

1a tribu Trifblieae y presenta una relación ManzGaide 1,6:1,0.



CAPITULO III

ESTUDIOS QUIMICOS REALIZADOS SOBRE

GALACTOMANANOS QE LEGUMINOSAS
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E1 primer análisis quimico de un gaïactomanano se lievó

35 investigó el hidrato de carbono mucilaginosoa cabo en 1897 cuando Effront

obtenido de 1a semiiia de aigarrobo. Dos años más tarde, Bourqueiot y

Hérissey36 reportaron que esta goma estaba compuesta por 83,5% de D-manosa

y 16,5% de D-galactosa.

En 1900 Goret estudió por primera vez e] aibumen de las

semi11as de Gledítsia triacanthos e identificó manosay gaiactosa37.

En e] mismoaño Bourqueïot y Hérissey38 estabïecieron que e] poiisacárido

de reserva presente en ias semiïias de Trigonella fbenum-graecum L. era un

manogaiactano. En 1903 Hérissey demostró 1a presencia de manosa y

gaiactosa en e] polisacárido obtenido de Locus corniculacus39, y Daouden

193240 probó que las cantidades de manosa y gaiactosa de] mismo eran

aproximadamente iguales.

En 1936, Mayy Schuiz41 reportaron e] análisis de un

D-galacto-D-manano de alfaifa (MhdicagoSdtíüa ) obtenido por precipitación

con solución alcaïina de cobre y descomposición de] complejo de cobre

formadocon ácido cïorhídrico diluido.

A partir de estos trabajos en los que sóio se informaban

ios métodos de extracción y aigunas de las propiedades de ciertos

gaiactomananos, han aparecido un sinnúmero de nuevos trabajos que con e]

avance y aumento de sofisticación de 1a metodologia disponible, nan

permitido conocer más a fondo 1a estructura y las propiedades de los

gaïactomananos.
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METODOSg EXTRACCION 1 PURIFICACION

La forma habitual de obtener galactomananos de leguminosas

consiste en moler la semilla entera y extraer el polvo obtenido por

8,42,43a y b,44 o caliente45-49 , o con
50-54

agitación prolongada con agua fria

soluciones acuosas diluidas de hidróxido de sodio o potasio o, en

algunos casos con ácido acético al 1%. Después de separar la porción

insoluble, el galactomanano se precipita con etanol, metanol o isopropanol.

En algunos casos, la extracción se realiza directamente sobre la

porción de la semilla más rica en galactomananos, como en el caso de

Sesbania grandiflora que se extrajo directamente del tegmen55.

La forma de separar en partes la semilla puede ser manual.

previo ablandamiento en agua caliente, o p0r triturado con equipos

especiales y posterior tamizadoss. Este tipo de triturado produce

diferentes tamaños de partícula para cada parte de la semilla debido a las

diferencias de dureza entre las mismas.

La purificación del galactomanano crudo se realiza pOr

repetidas precipitaciones con etanol, o por precipitación de los C0mpÏcJOS

de cobre o bario, regeneración del producto y reprecipitación con etanol

La etapa de purificación se repite varias veces. Los reactivos

utilizados para precipitar los galactomananos en forma de complejos son:
46,48,57,58,59 26,47,60solución de Fehling acetato cüprico o hidróxido de

bari061'62. El análisis de los materiales obtenidos mediante este tlDU

de purificación que involucra cationes metálicos, y SUcomparación con los

obtenidos por precipitación repetida con etanol, indicaron en todos I0s
47,63,64casos que no existia degradación y que se conservaban inalteradas
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.las relaciones entre los azúcares.

Otra forma de purificación implica la acetilación del

polisacárido crudo, la purificación del acetato, y la regeneración del

galactomanano, lo cual tampoco produce descomposición quimica, tal como

fuera demostrado por comparación de los poderes rotatorios en el caso del

galactomanano de GZeditsia amorphoides46 y por comparación de las relaciones

Manzsal para el de Gymnoclaaus dioica53.

Sin embargo, podria ocurrir que la purificación mediante

la formación de complejos de cobre y la acetilación produjera una ruptura

de la cadena que no originara variaciones en el poder rotatorio o en la

111.relación ManzGa Este hecho podria ser el responsable del bajo peso

molecular del galactomanano obtenido, por purificación mediante la

formación del complejo de cobre, de Sophora ¿apónica44.

DETERMINACIONES QE HOMOGENEIDAD

Una etapa posterior consiste en la determinación de la

homogeneidadde cada galactomanano purificado. Sobre este aspecto

existen criterios dispares y falta de uniformidad.

Dea y Morrison en su excelente revisión sobre "Quimica
11e interacciones de galactomananos de semillas" toman los criterios de

Tanford y Greenwood. Tanford atribuye un alto grado de homogeneidad

a aquellos polímeros que tengan valores semejantes de "peso molecular

promedio pesado" (Ñ;) y "peso molecular promedio numérico" (Ñ;)65a.
65h

Greenwood considera que, hasta el momentono ha sido posible demostrar
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que ningún polisacárido sea homogéneoen peso molecular, y señala que a

medida que aumenta la relación Mw/ Ñ; , aumenta la polidispersión.

En los galactomananos no sólo existe la posibilidad de

polidispersión de pesos moleculares sino también la presencia de moléculas

con distintas relaciones ManzGal. Entonces, según Dea y Morrison, los

polisacáridos cuya relación ManzGalvaria alrededor de un valor medio deben

ser considerados homogéneos, mientras que se debe considerar como

heterogéneos aquellos que presenten una distribución de relaciones ManzGal

con dos o más máximos.

Aquellos galactomananos con una relación ManzGal cercana

a la unidad, deben poseer un rango estrecho de relaciones ManzGalsi 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-manosay D-galactosa, la relación ManzGaldel producto obtenido depende

muchisimo del método de extracción. Al usar agua fria, los únicos

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 u5ualmente para verificar la

homogeneidadde un producto de este tipo son la ultracentrifugación46’47,

la electroforesis sobre papel de fibra de vidrio en buffer borato e

N39,43,hidróxido de sodio 2 o bien la determinación cuantitativa de los

azúcares en fracciones obtenidas por precipitación con etanol de una

disolución acuosa del galactomanan066.
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ANALISIS ESTRUCTURAL

Los primeros análisis estructurales se llevaron a cabo

sobre galactomananos de algarrobo y guar, que eran los de mayor importancia

comercial.

51 en base a los resultados delEn 1948, Hirst y Jones

análisis por metilación del galactomanano de algarrobo, que daba 2,3,4,6­

tetra-O-metil-D-galactosa , 2,3,6-tri-0-metil-D-manosa y 2,3-di-O-metil-D­

manosaen relación 1:4:1, consideraron dos posibilidades:

--4)-p-D-Manp-(1-e4)-B-D-Manp-(1-+4)-B-D-Manp-(1-»4)-B-D-Manp-(1-­
6

T
1

a-D-Galp

--4)-B-D-Manp-(1-»4)-B-D-Manp-(1-a6)-p-D-Manp-(1-»4)-B-D-Manp-(1-­
4

1

1

a-D-Galp

Toda la galactosa se enCUentra en forma piranósica y como

grupo terminal, y está unida a la D-manosa por C4 o C6. Estos autores

estimaron que el hecho de que el polisacárido fuera muy resistente a la

hidrólisis ácida, sugería que la manosa también se encontraba en forma

piranósica.
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Smith67 encontró, para e] mismo producto, una relación

1:2-3:1 entre los tres derivados metiiados antes mencionadosy propuso

estructuras taies como:

- 6)-p-D-Manp-(1-+4)-p-D-Manp-(1 - í a-D-Galp
4

1

T 4
4

p-D-Manp
1l
6

T-4)-B-D-Manp-(1-bc 4 n

1

a-D-Gaip

6
En 1950, Ahmedy Whistier 8 encontraron para e]

gaïactomananode guar, que 1a relación 2,3,4,6-tetra-O-meti1-D-ga1actosa,

2,3,6-tri-O-meti1-D-manosa, 2,3-di-0-meti1-D-manosa era 1:1:1, mientras
69

que Rafique y Smith en base a Ios resultados de 1a Oxidación con

periodato, propusieron cuatro estructuras posibles:

_._._..,_.J

a-D-Galp
1

l
6

-4)-B-D-Manp-(1--4)-B-D-Manp-(1-­

l
4

—6)-@-D-Manp-(1—-4)-@-D-Manp-(1-- JL

a-D-Gaip ]
1 L

g

I

n

7‘.
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r . ­
a-D-Galp í a-D-Galp

1 1l l
4 4

B-D-Manp B-D-Manp
1 l

J, .L
6 4

+-4)-p-D-Manp-(l-l --6)-p-D-Manp-(1­- .l n L 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

71 en 1947 mediantereductor. Los resultados obtenidos por Moey col.

oxidación con periodato, corroboran para ambos galactomananos la presencia

de uniones (1-94) ya que cada uno consume un mol de periooato por mol de

hexosa dando glioxal por hidrólisis.

En 1950 Palmer y Ballantine72 realizaron las primeras

medidas de difracción de Rayos X de un galactomanano, el de guar para el

cual encontraron un periodo de repetición de 10,3 A. Este valor resulta

idéntico al de la celulosa y por lo tanto, en base de los datos quimicos,

debe consistir de dos unidades de manosa con unión glicosidica (1-44).

Este periodo concuerda exactamente con el de manosas piranosidicas en las

que los 0 de los enlaces glicosidicos presentan relación trans, es decir,

con uniones de tipo p.

La celda unitaria calculada por este método re5ulta

ortorrómbica, y en base a Su volumen y a la densidad de la solución, estos

autores calcularon que en la celda existen seis unidades de hexosa

piranósica. Asimismo plantearon que si la relación ManzGales 2:1 y las

unidades de galactosa sólo se encuentran comoramificaciOnes laterales,

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

¿ —-M — G É

G —-M — M G — É

L —-M — G L

6-44

La primera no correspondía con el espaciamiento entre cadenas para el film

seco (13,5 Á) 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 correspondía con el resto de los datos de difracción. Palmer y

Ballantyne72 propusieron entonces que las cadenas de galactomanano se colocan

en láminas con las cadenas laterales y planos de los anillos en el plano de

las láminas, y que las cadenas laterales de una lámina se encuentran toaas

en la mismadirección y las de la lámina siguiente todas en la dirección

opuesta a la primera (Fig.3.1).

_,M ¡,M ¡,M '_M
M'—'Gi M'—GI M‘—Gl Mz’el
l G_M I G-M | G-M g G-M
M I M l M l M g

I M l M l M ! M

T M-GI M-GI M-Gl M-—GE
l G-M ¡ G-M I G-M ¡ G-Mo< I

rn M l M l M I M s

cf I M | M | M g MI M-GI M-Gl M-Gl M-GI
I G—M | G-M | G-M | G-M
M s M I M l M .I

I ,,M l ,.M I ,_M i ,.M
M=—'G Mts MrL’G M'—G

n—13,5Á-¡
Fig.3.l.Dibujo esquemático que ilustra el probable empAquecamientcde. Las

cadenas de] galactomananode v'.¡,:;"-,:¿; cines.
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En 1951 Nhistier y Stein73 realizaron una hidrólisis

enzimática de] mismo producto aisïando 44}B-D-manopiranosi1- p-D-manopiranosa

con 7%de rendimiento, lo que indicaba 1a presencia de uniones p-(1-+4)­

entre 1as unidades de manosa. Posteriormente, por hidróïisis ácida

parcial, Whistler y Durso74 aislaron, además de.1a manobiosa mencionada

antes, 6%}a-D-ga1actopiranosi1-6-D-manopiranosa.

Comoresultado de todos estos trabajos quedaron definidas

ias unidades repetitivas de los galactomananosde algarrobo y guar (Fig.3.2).

Esta mismaestructura, con variaciones en e] grado de

ramificación y tamaño de 1a unidad repetitiva, fue haiiada para una gran

variedad de gaïactomananos de 1eguminosas. Entre éstos figuran los de :
43b

48’50, Anthyllis vulneraria , Sesbania
75 48

Trigonella fbenum-graecum
55

garndiflora , Medicago ZupuZina , Medicago satíva , Gleaitsia
46 43a

amorphoides , Lotus corniculatus , Lotus pedunculatus , Indigoféra
77 63

spicata , DesmodíumpulcheZZum , Gleditsia triacanthos , Cassia
449 9

fístula Saphorajapónica

DESVIACIONES RESPECTO QE_LA_ESTRUCTURA CLASICA

E1 análisis estructura] de Ios galactomananos de Crotalaria

mucronata 64 y Caesalpinia pulcherina47 indicó la presencia de uniones

(1-»3) y (1-*2) en la cadena centra] de D-manosa.

En e] caso de Caesalpinia pulcherina 47 1a hidróïisis de]

poïisacárido metiïado dio : 2,3,4,6-tetra-0-meti1-D-ga1actosa,



A)q-D-Ga]p

1á

-—-4)-p-D-Manp-(1q4)-p-D-Manp-(l-»4)-p-D-Manp-(1—v4)-p-D-Manp-(1--­

n

a-D-Ga]pq-D-Galp

11áá

--4)-p-D-Manp-(1-o4)-p-D-Manp-(1—>4)-B-D-Manp-(1-o4)-(3-D-Manp-(1--­

B)

m

Fig.3.2.UnidadesrepetitivasdelosgalactomananosdeCeratoniasiliqua(A)yCyamopsis

tetragonolobus(B)deacuerdoconlosdatosdisponibleshasta1951.

33
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2,3,4,6-tetra-0-meti1-D-manosa, 2,4,6-tri-O-meti1-D-manosa, 2,3,6-tri-U­

metii-D-manosa, 3,4,6-tri-0-meti1-D-manosa y 2,3-di-0-metii-D-manosa en

reiación molar 27:1:4:60:2:32. Estos resuitados indican que toda la

galactosa ocupa una posición termina] no reductora ya que sólo aparece el

derivado tetrametiiado, OCupandolas posiciones 2,3,4 y 6, y la relación

entre éste y la 2,3-di-0-meti1-D-manosa es prácticamente 1:1. La ausencia

de 2,4-di-0-metii-D-manosa indica Que no existen unidades de manosa c0n

unión (1-43) que a1 mismo tiempo estén ramificadas en el 0-6.

E1 tratamiento del polisacárido con periodato indicó un

consumo de 1,2 moles por unidad de hexosa. La posterior degradación de

Smith dio glicerol, eritrito] y dos compuestos no reductores con

moviiidades menores que 1a D-gaiactosa en la cromatografía en papel.

Ademásel anáiisis de] hidroiizado indicó que un 4 a 6%de las nexosas

habian sobrevivido a1 ataque de] periodato. La hidrólisis de los

oligosacáridos, presentes en cantidades_equimoiecuiares, dio en el primer

caso D-manosay eritritol en reiación 1:1, lo que indica que una pequena

prop0rción de unidades de D-manosapresentan enlace (1-+3) y están

fianqueadas por eniaces (1-94)

---p-D-Manp-(1-»4)-B-D-Manp-(l-+3)-B-D-Manp-(1—+4)-B-D-Manp--­

En e] segundo caso se obtuvieron D-manosay eritritol en

relación 2:1 indicando que existe una pequeña proporción de unidades de

D-manosaconsecutivas con eniaces (1-43)

---B-D-Manp—(1-+4)-p-D-Manp-(1-»3)-B-D-Manp-(1—»3)-p-D-Manp-(1—»4)-B-U-Manp--­
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La mismaserie de experiencias realizadas con el polisa­

cárido de Crotalaria mucronata64 llevaron al mismotipo 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 Mukherjee54, al analizar el galactomanano soluble

en ácido acético de Cassia absus encontraron desviaciones a la estructura

clásica no sólo en la cadena central sino también en el modo de unión de los

residuos de D-galactosa. Por hidrólisis ácida parcial de este polisacárido

con relación ManzGal1,0:3,0 obtuvieron : 2-0-a-D-galactopiranosil-D-manosa

(informada por primera vez para un galactomanano de semilla), Ó-O-GrD'

galactopiranosil-D-manosa, 4-0-p-D-manopiranosil-D-manosay los trisacáridos

4-0-(6-O-a-D-galactopiranosil-p-D-manopiranosil)-p-D-manosa y 4-0-(4-0-p-D­

manopiranosil-p-D-manopiranosil)-p-D-manosa31.

82 dio 2,3,4,6-tetra-U-metil-D­El análisis por metilación

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

O-metil-D-manosaen relación molar 2:4,2:1:1.

Empleando un método eSpecial de hidrólisis con ácido

3 obtuvieron un galactomanano degradado (GP = 16) con relaciónsulfúrico8

ManGal de 3,0:1,0. Su análisis por metilación dio, además de los

productos antes mencionados, 2,3,4,6-tetra-0-metil-D-manosa (cuya pr0porción

se hace mayor en una molécula más pequeña) y su hidrólisis parcial dio los

mismosoligosacáridos antes nombrados.

Estos re5ultados indicaron que aproximadamente el 85%de

los residuos de D-manosapresentan uniones (1-a4) y el resto son (1-a3).

Todas las unidades de manosa unidas (1-»3) están sustituidas en el 0-2 por
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a-D-galactosa, lo 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 oxidación con periodato corroboran

estas conclusiones. La estructura repetitiva propuesta fue :

d-D-Galp
1

l
6

--[B-D-Manp-(1-»4)}B-D-Manp-(1-»4)-B-D-Manp-(1-a4)-p-D-Manp-(1—»3)­
2

-@-D-Manp-(l-+4)--­
2
l
1

d-D-Galp

Estudios similares84 realizados posteriormente sobre el

galactomanano insoluble en ácido acético, proveniente de la misma semilla

(la relación de galactomanano soluble a galactomanano insoluble en ácido

acético es 3:1) que contiene D-manosa, D-galactosa y D-xilosa en relación

3,0:1,0:0,13, indicaron el mismotipo de estructura popuesta para la

fracción soluble.

Desviaciones similares de la estructura clásica hallaron

Kususone y Sawamura49al analizar el galactomanano extraido de las semillas

de Asarqgatin ¿ix aus L. con una relación ManGal 2,3:1,0. La degradación

de Smith dio glicerol, eritritol y D-manosaen relación molar 2,5:4,5 1,0.

La hidrólisis del polisacárido metilado produjo : 2,3,4,6-tetra-O-metil­
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D-manosa, 2,3,4,6-tetra-0-meti1-D-ga1actosa, 2,4,6-tri-0-meti]-D-manosa,

2,3,6-tri-O-meti1-D-manosa y 2,3-di-0-metil-D-manosa en relación molar

1:30:12z24130. Surgió entonces que 1a gaiactosa sóTo se encontraba en

cadenas Tateraies, unidas a1 0-6 de las unidades de manosa de 1a cadena

centra] las cuales presentaban uniones (1-a4) y (1-+3).

Ta] comoindican Dea y Morrisonll, otra posible variación

de 1a estructura ciásica de los gaïactomananos 1a constituye 1a presencia

esporádica de cadenas Tateraies cortas de a-D-gaiactosa con uniones (1-96)

entre si, además de las ramificaciones unitarias. Comoejempio de este

tipo de desviación pueden citarse ios gaiactomananos de Gleditsia férozl7’42,

Gleditsia amorphoides46 17.y Trifblium repens

En Tos tres casos fueron halladas pequeñas cantidades de

2,3,4-tri-0-meti1-D-ga1actosa y, se descartó 1a posibilidad de que se

tratara de un artefacto. La estructura propuesta fue :

--—B-D-Manp-(1-»4)-p-D-2anp-(1-a4)-p-D-Manp-(1-»4)-p-D-2anp-(1-+4)--­
T T
1 1

a-D-Gaïp a-D-Gaip
6
T

1

a-D-Gaip

Tambiénexiste 1a posibiiidad de que 1a cadena principal

de D-manosano sea iineai sino ramificada, aunque 1a frecuencia de este

hecho parece ser muybaja. De este modo podria expiicarse 1a aparición

de una cantidad algo mayor de 2,3-di-O-metiT-D-manosa que de
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2,3,4,6-tetra-0-meti1-D-ga1actosa en 105 productos de hidr61isis de algunos

gaïactomananos permetiïadosl7’57’85.

En 1a Tab1a3¿Lse resumen 1a mayor parte de 1as especies de

1eguminosascuyos gaïactomananos han sido anaïizados y las características

principaïes de Ios mismos.



TABLA3.1. GALACTOMANANOSDELEGUMINOSAS
Subfami]iaTribuEspecieRend.Re]. ComentariosRef.

(O

CaosalpinioideaeCassieaeCassiaabsus3,00+24,2(agua)54,81,83

CassiaemarginataL.27,42,70+21,0(Na0H1M)21 CassiafístulaL.27,0 CassiaZeptocarpaBenth. CassiamarylandicaL.19,36+27,0(Na0H1M)21

MOONWON
“MMMMQ’W

Cassianodosa27,5 Cassiaoccidentalis Cassiatara CeratoniasiliquaL.38

tn
a

¡A

N

+70,5(Na0H1M)78

A A

LñCD

extraídaa20°17

a- o

.—4

un

tn

CaesalpinieaeCaesalpiniacacalacoHumb.23

Bompl.Huizache31

CaesalpiniapulcherinaL.24 Delonixregia(Boj.)Raf.20

18,6

GleditsiaamorphoidesTaub.28 Gleditsiafarosdesf.

Ch.4

O

+6,0(NaOH0,1M)47

F.
\D

WONNOIANQ
a o

MO

Ch-a

w

+22,0(agua)46 -12semillasinmaduras42 —12,2semillasmaduras42

extraídasconagua fría

3,86-12,2semillasmaduras42

extraídasconagua caliente

nnNMNQ’NNMMA
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TABLA3.1(Cont.)

Subfam11ia Caesalpinioideae Mimosoideae Papilionoideae

Tribu Caesalpinieae Cercideae Mimoseae Sophoreae Genistae Crotalarieae

Especie Gleditsiatriacanthos GymnocladusdioicaC.Koch. ParkinsoniaaculeataL­ CercidiumtorreyanumSarg­ Desmathusillinoensis

Mac.Mill.

Leucaenaglauca(Willd.) SophorajapónicaL. Genistaraetam Genistascoparia CrotaZaria Crotalaria Crotalaria Crotalaria Crotalaria Crotalaria Crotalaria Crotalaria

incanaL. intermedia

Kotschy

JunceaL. ZanceolataE.Mey
mucronata retusaL. spectabilisRoth. striata

Rend.

(°)

Comentarios

Re].Eigs
ManzGal°

152,71

extraídacon aguaa50°

+22(NaOH) +29(agua)

28,1-10(NaOH1M) 14 251,33 205,19

-9,0(agua) +59,0(agua) +46,5extraídacon

aguaa20° extraídacon aguaa50°

+36,9 +23(NaOH1M)

18,57+22(Na0H1M)

+6-10(Na0H0,1M) +29(NaOH1M) +20(NaOH1M)

30

1828 20,12,8

ZMa

19

20,45

19 44 11 42 42 21

19,23

19 21 64 21 19
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TABLA3.1.(C0nt.) Subfamilia Papilionoideae

Tribu Iñazgofíreae Robinieae Galegeae Phaseoleae Trifblieae

Especie Cyamopsistetragonolobus Indígoférahirsutum Sesbaniagrundiflora(Poir) AstragaluscicerL. AstragalusglycyphyllosL. AstragalusnuttallianusDC AstragalussinicusL. AstragalustenellusBunge Centrosemaplumierí Glyninemax.(L.)Merr Glycinemax.var.Lindarin MédicagohispidaGaertner MedicagoZupulina Médicagoorbicularis(L.)

Bartal

MbdicagosativaL. Mblilotusalbus Mblilotusindica(L.)A11. Melilotusofficinalis Trifbliumalexandrinum Trifbliumdubium

Rend.

Cl
23,5 22,1

Re].

ManzGal

1.54 1,70 1,77 3,14 1,8 1,33

¿335

+53(NaOH1M) +54,5(Na0H1M) +50(agua) +64(Na0H1M) +72 +60(NaOH1M) +74(NaOH1M) +80(NaOH1M) +65(agua) +68(agua) +26,5(agua) +76(agua) +85(Na0H1M) +55(NaOH1M) +39 +118 +89(NaOH1M) +89(Na0H1M) +72(agua)

ComentariosRef.

19

21,22

11 19 55 21 21 21 21 21 11 11 26 26

extraídacon26 boratoalcalino

21

21,75

21 21 50 48 11 ll 21 11 ll 11
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TABLA3J1C0nt.) Subfami1ia

Tribu

Especie

Re].

ManzGaI

{a}35Comentarios

Papilionoïaéae

Trifblieae Loteae Desmodie

TrifbliumhirtumA11. Trifbliumincarnatum TrifbliumpratenseL.35 TrifbliumrepensL.1,6

52

Trigonella Trigonella Trigonella Trigonella Trigonella Trigonella Trigonella Trigonella Trigonella Trigonella

caeruleaL.Ser. caZZicerasFisch. corniculataL. creticaL. resupinatumL. fbenum-graecumL.

15,6

hamosaL. monspeliacaL. polycerataBieb. radiata(L.)Boiss

AnthyZZisvulnerariaL. LotuscorniCulabusL. LotuspedunculatusCav. LotusscoparisOttley Alysicarpusvaginalis Desmodiumpulchellum

1,04 1,17 1,28 1,33 1,07 1,04 1,17 1,13 1,17

1,56-1,67

1,04 1,2 1,1 1,13 1,17 1,08 1,13 1,17 1,33 1,25 1,04 1,13 1,14 2,00

+88(Na0H1M)21 +78(agua)48 +77,8(agua)11 +58,8semillasmaduras42

extraídascon aguaa20° semillasmaduras42 extraídascon aguacaliente

+59,1 +84(NaOH1M)21 +70(agua)S7 +8043h +87(agua)43a +82,559 +79(NaOH1M)21 +57(Na0H1M)21 +60(Na0H0,5M)77

42



CAPITULO IV

METODOS PARA EE ANALISIS gg EA

DISTRIBUCION gg LA; CADENAS LATERALES

_E_N_GALACTOMANANOS
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Las fórmuias repetitivas propuestas en base a ios

resuitados de Tos anáiisis estructuraies descriptos en e] Capitulo III

proporcionan una idea giobal de 1a estructura de Tos gaiactomananos pero no

permiten conocer Ta distribución exacta de las cadenas Taterales . Estas

podrian encontrarse: aTternadas (Fig.4.1,a) en bloques (Fig.4Júb)o a] azar

(Fig.4.1,c) pudiendodarse cuaTquier situación intermedia entre estas

distribuciones.

a) —-M - M — M — M — M — M — M -M -M —-M —-M — M —I I l

G G G G G G

M—M-M-M-M-M—M-M-M-M-M-M-M-M-M­
l | l I | I I I I I

G G G G G G G G G G

c) — M —-M —-M —-M —-T -M —-T - M —-M — M —-T —-M —l

G G G G G G G

Fig. 4.1.

ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DE LAS CADENAS LATERALES POR TRATAMIENTO

ENZIMATICO

E] primer método para acceder a] conocimiento de 1a

distribución de ias cadenas Taterales en ios ga]actomananos,emp1eadodesde

comienzos de este sigïo, fue el tratamiento enzimático.

Se han informado experiencias de hidróiisis enzimática
86-93de estos poiisacáridos utilizando: preparación comercial de
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hemicelulasas Hélisoleó, granos germinados de guar73, taka diastasa87,

88 y de Trifblium repens 89. En este tipo degranos germinados de alfalfa

preparaciones no rigurosamente purificadas coexisten varias enzimas

originándose una intervención sucesiva de una a-galactosidasa (a-D-galactósido

galactohidrolasa 3.2.1.22) y de una B-mananasa (B-D-(l-e4)-manano manohidro­

lasa 3.2.1.78) que hidrolizan el mananoen oligomanósidos y posteriormente

una B-manosidasa (B-D-manósidomanohidrolasa 3.2.1.25) que hidroliza los

oligomanósidos dando manosa88’93.

La d-galactosidasa se encuentra en gran variedad de

microorganismos y en semillas, incluyendo aquellas ricas en galactomananos,

94’95’96, La especificidad de lay puede existir en múltiples formas

enzima varia con la fuente y el método de purificación. 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 liberación de la galactosa depende del contenido de la misma

en el galactomananogg, insolubilizándose en algunos casos un manano lo que

indicaria, según ellos, que no existen unidades de galactosa intercaladas

en la cadena central de manosa.

Si bien la velocidad inicial de liberación de D-galactosa

no permite diferenciar galactomananos con relación ManzGalcercana a 1,0,

comolos de Trifolium repens y Genista scoparia , de aquellos con una

relación elevada, comolos de Gleditsia férox (3,9:1,0) y GZeditsia

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

enzima difieren significativamente para galactomananosde distintas especies.
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Courtois y Le Dizet comprobaron además, la diferencia

en los cambios de viscosidad producidos por distintas enzimasl7’97’98.

Al realizar experiencias de hidrólisis por agregado sucesivo de enzima a los

galactomananos de Gleditsia feroz (relación ManzGal3,90:1,00) y Ceratonia

siliqua (relación ManzGal3,88:1,00), se observó en el primero la aparición

de un precipitado de relación ManzGal13,8:1,0, mientras que el segundo dio

solamente una pequeña proporción de precipitado con relación Man:Gal 4,57:1,00.

Se observó que la relación 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 más 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 abgalactosidasa de café empleada puede

hidrolizar uniones a-galactosidicas terminales pero no las de una unidad de

galactosa sustituida por otro monosacáridogg’loo.

La enorme diferencia de comportamiento de galactomananos

con relaciones ManGal similares en el tratamiento con a-D-galactosidasa fue

la primera comprobaciónde que la distribución de las cadenas laterales puede

ser marcadamentediferente entre ellos.

Cuando Courtois y Le Dizet emplearon p-D-mananasas para

el análisis de los galactomananosde Ceratonia siliqua y Gleditsia ¡erox

de relación ManzGalsuperior a 3,0U:1,00, observaron que se producia una

dramática caida de la viscosidad y luego comenzabana aparecer oligosacáridos
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reductores entre ios que no se halió manosa o manosa sustituida por

gaiactosa, 10 que indicaria que 1a enzima exige como minimo dos unidades

B-D-manopiranosidicas contiguas para producir 1a ruptura. La brusca caida

de 1a viscosidad indica que los puntos iniciaies de ataque se encuentran en

ei centro de 1a cadena. Esto ya habia sido notado para 1a B-D-mananasa de

granos germinados de Trigonella fbenum-graecum 101.

E1 ataque de 1a misma enzima a galactomananos altamente

sustituidos resultó insignificante, 10 que concuerda con e] hecho de que

ios gaiactomananos residuaies obtenidos presentan una alta sustitución por

gaiactosa y sugiere que Ios puntos de ataque de 1a enzima se sitüan en las

unidades de manosano sustituidas por gaiactosa.

Otras B-D-mananasasmostraron comportamientos diferen­

te5102,103.

Un tercer tipo de tratamiento invoiucró 1a acción de

p-mananasas sobre gaiactomananos previamente tratados con a-gaiactosidasas04.

A1 anaiizarse de esta forma los gaïactomananos de Ceratonia siiiqua ,

Gleditsia férox , Medicagosativa y Trifblium repens se observó un gran

incremento en e] contenido de gaïactosa en e] producto no diaiizable mientras

que el anáïisis de 1a fracción diaiizable mostró 1a presencia de

4-0-p-D-manopiranosi1-p-D-manosay sus oligosacáridos superiores, pero no de

gaiactosa.

A partir de todos los datos obtenidos del anáiisis
18,98enzimático Courtois y Le Dizet propusieron que 1a estructura de ios

gaiactomananos puede ser representada por e] esquema de 1a Fig. 4,2_
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Fig. 4.2.

Las zonas b y e representan porciones en 1as cuales todos ios residuos

de D-manosa se ha11an sustituidos por D-gaiactosa. A 10 1argo de 1a cadena

de D-manosasno sustituidas aparecería esporádicamente aigün residuo

sustituido por D-gaïactosa, como puede verse en e] esquema entre c y J.

Courtois y Le Dizet propusieron que 1a a-galactosidasa

de café no eïimina 1as ramificaciones de a-D-galactosa a1 azar, sino que

hidroliza aque11as vecinas a residuos de D-manosano sustituidos por

gaiactosa (Ios que aparecen en e] esquema entre c y a ). Este tipo de

comportamiento ya habia sido advertido por Reese y Shibata81 quienes

supusieron que después de 1a hidróiisis de estos grupos aisïados, 1a

a-gaïactosidasa actúa sobre Ios extremos de 1as zonas b y e del esquema,

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

Comoresuïtado de] anáïisis enzimático realizado por

este grupo de investigadores, pudo avanzarse un paso más en e] conocimiento

de 1a estructura fina de Ios gaiactomananos, determinándose 1a existencia
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de una enormediferencia en la distribución de las cadenas laterales entre

galactomananos que presentan relaciones ManzGalsimilares, como los de

Ceratonia siliqua (3,88:1,00) y Gleditsia feroz (3,90:1,00). El tratamiento

del primero con a-galactosidasa libera muypoca cantidad de galactosa

comparado con el segundo, y teniendo en cuenta el modo de acción de la

enzima propuesto por Courtois y Le Dizet se deduce que en el polisacárido de

Ceratonia siliqua existen muypocas unidades de galactosa aisladas dentro

de las "regiones lisas". Sin embargo, el tratamiento con a-galactosidasas

del galactomanano de Gleditsia férox da una mayor proporción de producto

insoluble lo que indica que las regiones pobres en galactosa son más largas

en este caso. Por otro lado, al comparar los galactomananos de

Medicago sativa y Trifblium repens , de relaciones ManzGalmuydiferentes

(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 distribucióny Le Dizet, Mc Cleary, Matheson y Smal

de los grupos de D-galactopiranosa en el galactomanano de Ceratonia siliqua

es al azar. Esta propuesta se basa en el análisis de los oligosacáridos

obtenidos por hidrólisis del galactomanano con B-mananasaextraída de semillas

de GZeditsia triacanthos .

La hidrólisis con B-D-mananasas del galactomanano de

Mbdicagosativa tratado previamente con tres dLD-galactosidasas distintas

sugirió que las tres remueven grupos galactosilo al azar. Además, en

este caso fue posible un análisis muchomás exacto de los requerimientos
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para la hidrólisis de galactomananos con p-D-mananasas, ya que se disponía

de los métodos adecuados para detectar y purificar la enzima y obtenerla

libre de la interferencia de a-D-galactosidasa y G-D-manosidasa. Estos

autores encontraron que los requerimientos para la hidrólisis de galactomana­

nos por Driselasa no eran los mismos que los propuestos para otras B-D-mana­

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

1 106

nasas

Cleary, MatheSOny Smal habian llegado a la conclusión de que se

necesitaban por lo menos dos residuos contiguos de manosa no sustituida para

que se produjera la hidrólisis. De acuerdo con el mecanismode hidrólisis

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

unidades vecinas de anhidromanosa de la cadena.

Mc Cleary y Matheson107, asi como Sundararajan y Raoloa,

sugieren que los galactomananos adoptan en solución acuosa una conformación

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

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

cadena y lo inverso ocurre si están separados por un número impar de residuos.

Asi, la Driselasa puede hidrolizar en los puntos de residuos de manosa

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

de la unión a hidrolizar se encuentran de un solo lado de la cadenaloga.

logb pudieronMás recientemente, Mc Cleary y Neukom

comprobar que las endo p-D-mananasas son capaces de hidrolizar rápidamente

las cadenas de galactomananos aunque esté presente en la solución un

polisacárido con el cual interactüen fuertemente, comoel de Xanthomonas

campestris.
109cPor otra parte McCleary y Matheson determinaron

la forma de unión de la B-D-mananasa I de Aspergillus niger y una cadena
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de mananoa partir de los heterosacáridos obtenidos por hidrólisis de-la

porción soluble en agua caliente del galactomanano de Ceratonia siliqua.

Comprobaron, además, que la diferencia de acción de la enzima frente a

diferentes sustratos se debe a diferencias menores en la unión con los

mismos.

ANALISIS E u DISTRIBUCION E LA; CADENASLATERALES PO_RMETODOSQUIMICOS

Más recientemente se inició el análisis de la distri­

bución de las cadenas laterales de los galactomananos por métodos químicos

a saber, degradaciones especificas y oxidación con periodato.

En 1975, Baker y Whistler110 aplicaron a los

galactomananos de Ceratonia 372171un y Cyamopsis tetragonolobus , la

observación anterior sobre la rápida hidrólisis básica de las uniones

glicosidicas de los 6-desoxi-6-p-toluilsulfonil derivados de hexosas

piranósicas. La labilidad al álcali de estos enlaces había 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.

El reemplazo de los hidroxilos primarios por grupos

C-p-toluilsulfonilo se realizó por desplazamiento bimolecular de los

correspondientes grupos iodometilo. Para introducir las funciones

113 y la correspondientedesoxi-iodo se empleó la reacción de Trippett

extensión a hidratos de carbono realizada por Hanessianlm’115 (Fig.4.3).

En base a la secuencia de B-eliminación, metilación,

hidrólisis ácida, reducción y acetilación, se obtuvieron los O-acetil-O­
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FigA.3. Productos obtenidos a partir de un galactomanano hipotético

aplicando la secuencia de reacciones de Baker y Whífflerlz) Lasreacciones se llevana cabo empleando: iodación: NI , HMPAa 0°y
luego Ph P calentando hasta 95°; sulfonación: p-toluensulfonato
de sodio a 110° durante 24 h;. B-eliminación: DMSO,MSCa 22°
durante 8 h y luego ICH a 22°durante 2 h. Este ültimo procedi­
miento se repite dos veces, se vuelca sobre MeOHy se extrae con
C13CH- (1k N-iodo succinimida;(2h hexametilfosforamida.
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metiï-D-manitoï derivados. Las unidades de D-manopiranosa sustituidas en

e1 0-6 por a-D-galactopiranosa y en 0-4 por una D-manopiranosa no sustituida

en ei 0-6 dieron 1,5-di-O-aceti1-2,3,4,6-tetra-0-meti1-D-manito], mientras

que cuando 1a D-manopiranosa unida en 4 era portadora de arD-galactopiranosa,

se producía 1,4,5-tri-O-aceti1-2,3,6-tri-0-meti1-D-manitoi, ta] comose

indica en 1a Fig.4.3. Las unidades de a-D-galactopiranosa y p-D- manopira­

nosa no sustituida dieron con este procedimiento p-toluiï suïfonas que pueden

sufrir reordenamientos en medio a1ca1in0116.

E1 procedimiento se basa entonces en 1a producción de

una despoïimerización ta] de ios gaïactomananos que se obtienen unidades de

D-manopiranosa unidas giicosidicamente a una unidad sulfoniiada o a un residuo

de D-manopiranosano derivatizado. Unaposterior metilación e hidróiisis

permite distinguir entre aquellos residuos de D-manosasustituidos por

galactosa que se encuentran aisïados en 1a cadena y aqueiios residuos

sustituidos adyacentes.

E1 anáïisis de ios resuïtados 11evó a Baker y Whistler

a 1a conclusión de que 1a estructura primaria de] gaiactomanano de Cyamopsis

tetragonolobus consiste en repeticiones reguïares de] trisacárido 4-0-(6­

O-a-D-galactopiranosiï-p-D-manopiranosi1)-B-D-manopiranosa, mientras que 1a

de] gaïactomanano de Ceratonia siZiqua , aunque 10s grupos se encuentran

distribuidos en bioque, no contiene una disposición fija de 1as cadenas

1atera1es. Si se considera que e] tetrametiléter 1 surge de] primer grupo

de p-D-manopiranosa no reductor de] bloque de residuos sustituidos, su

relación reïativa, para e] caso de] galactomanano de Ceratonia szliqua.

indicó que cada bioque está compuesto por 25 unidades de manosa. Teniendo

en cuenta un peso moïecuiar de 210.000 y considerando que estos blques están
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separados por bloques de manosas no sustituidas de igual longitud, la longi­

tud promedio de los mismos resultó de 85 residuos de p-D-manopiranosas.

Estos resultados confirmarian, en el caso del galacto­

mananode Cyamopsis tetragonolobus , una distribución en bloques de las

cadenas laterales tal comohabia sido propuesta para los galactomananos por
17,104Courtois y Le Dizet pero difiere marcadamente de este esquema en el

caso del galactomanano de Ceratonia siZiqua.

En 1978 Hoffman y Svensson117 idearon un nuevo procedi­

miento especifico de degradación destinado a analizar la distribución de las

cadenas laterales.

El tratamiento se aplica al polisacárido parcialmente

metilado obtenido por un procedimiento de tritilación, metilación y destriti­

lación que asegura que los grupos hidroxilo primarios están libres y

comprendeuna secuencia de reacciones de oxidación, p-eliminación e hidróli­

sis ácida suavellz. La oxidación se lleva a cabo mediante un complejo de

118 mientras que la B-eliminación se efectúa concobre con dimetilsulfóxido

metóxido de sodio (Fig.4.4). El producto, sin necesidad de ser aislado,

se trata con ácido acético a 100°produciéndose la degradación de las cetosas

o aldosas a,p- no saturadas y luego es reducido con borodeuteriuro de sodio

e hidrolizado, realizándose la identificación de los productos finales

mediante cromatografía 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 p-eliminación pasan a formar el extremo reductor de una
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metilación: DMSO,MSC, ICH ;destritilaci6n: MeOH/ClH4M y luego
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teriometilación: Base/CD3I.
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secuencia de D-manosassustituidas, resultan susceptibles de ser

B-eïiminadas, dando hidroximetilfurfura] por hidróïisis ácida suave(Fig 10).

Si e] bioque de manosas sustituidas está constituido por dos unidades,

1a restante da, después de reducción y trideuteriometilación, 1-D-2,3-di­

0-meti1-1,4,5,6-tetra-0-deuteriometi1-D-manit01. Si e] bloque es de tres

unidades, después de 1a hidróiisis ácida suave se obtiene un disacárido que

a1 ser reducido con borodeuteriuro de sodio, trideuteriometiiado e

hidrolizado, produce1-D-2,3-di-0-meti1 1,4,5,6--tetra-O-trideuteriometi1­

D-manitoï y 2,3-di-0-meti1-4,6—di-0-deuteriometi1-D-manosa.

De esta investigación no pudo ser deducido e] arregïo

preciso de porciones sustituidas y no sustituidas en 1a cadena, sino

soiamente 1a abundancia reïativa de bioques de dos, tres o más unidades

consecutivas de manosas sustituidas.

La aplicación de este método a1 gaïactomanano de

Cyamopsis tetragonolobus mostró que, de] 35,8% de puntos de ramificación

existentes en e] producto original, 20,4%sobrevivieron a] procedimiento

de degradación y 13,3% contenian un átomo de deuterio en e] C-l constituyendo

por Io tanto, un extremo reductor. La mayoria de las cadenas lateraies

de galactosa se encuentran en pares o tripïetes en reïación aproximada

1:2. La presencia de bioques de más de tres unidades sustituidas puede

ser, según los autores,exc1uida porque ta] arregïo daria 2,3-di-O-meti1-6­

trideuteriometiï-D-manosa, derivado que no fue detectadolo4.

La exactitud de] procedimiento es 1imitada y no permite

detectar pequeñas proporciones de cadenas 1atera1es aisïadas.
117Los resuitados de Hoffman y Svensson confirmarian 10

propuesto por McCleary, Matheson y SmaHlO5 en Cuanto a la distribución
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al azar de las cadenas laterales en galactomananos. Esta teoria es
17,88,98 110opuesta a la de Courtois-Le Dizet -Baker-whistler , que proponen

estructuras en bloque.

119 llegaron a
104

En 1979, Painter, González y Hemmer

resultados similares a los propuestos por Courtois y Le Dizet para el

galactomanano de Cyamopsis tetragonolobus , pero indicaron la ausencia

virtua] de secuencias alternadas. El nuevo método empleado para obtener

las conclusiones citadas, se basa en el hecho de que la cinética de la

oxidación con periodato de polisacáridos con uniones (1-94) está fuertemente

influenciada por la formación 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 polímeros, en el

sentido de que la reactividad de una unidad de monómerodepende del estado

reactivo o no reactivo de las otras unidades de la cadena. En este caso

el vecino más 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 sobreoxidación está bloqueada por la

sustitución en el 0-6 de muchos de los residuos de D-manosalzo. La cadena

central de estos galactomananos puede considerarse comoun copolimero binario

que presenta efectos de "vecino cercano", entre unidades adyacentes en una
121oxidación con periodato . Formalmente puede considerarse como una

secuencia lineal de residuos de p-D-manopiranosa con enlaces (1-+4)
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sustituidos en el 0-6 y no sustituidos (monómerosde tipo I y Tipo II,Fig.&5J.

Tanto la oxidación de los residuos ramificados comode 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

protección sobre estas unidades. Pero existe una diferencia importante:

mientras las unidades de manosa ramificadas (monómerode Tipo I, Fig.4,5.)

tienen una ünica posibilidad para la formación de hemiacetales, es decir,

la formación de estos enlaces entre los aldehidos de posiciones 2 y 3 y

grupos hidroxilo de losresiduos vecinos de manosa (unión interresiduo), con

protección completa de sus vecinos, los residuos no ramificados (monómero

de Tipo II, Fig.4.5.) que poseen un hidroxilo libre en el C-6 de la misma

unidad pueden formar, además, un hemiacetal interno. Es decir, en el

último caso compiten la formación de hemiacetales intrarresiduo e inter­

residuo. Los autores consideran que la primera es dominante, o sea, una

vez que el aldehido en posición 2 o 3 forme un enlace hemiacetálico intra­

residuo, el otro formará un enlace interresiduo.

Ademáses necesario tener en cuenta el consumo de perio­

dato de las unidades de galactosa (Fig.4.6.) las que contienen grupos

hidroxilo consecutivos en carbonos 2, 3 y 4 y consumirán 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 más rápida que entre 2 y 3; 2) la formación del

hemiacetal protector no es una reacción más rápida que la Oxidación, es

decir, la oxidación del segundo sitio tiene lugar antes que se alcance el

estado de equilibrio entre la forma aldehidica oxidable y la hemiacetálica
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no oxidablelzz.

En base a esta teoria indicaron que seria posible

determinar la secuencia de las unidades de la cadena haciendo un análisis

teórico detallado de la forma de la curva obtenida graficando el consumode

periodato en función del tiempo. El consumo de periodato, cuidadosamente

medido, debe ser corregido por el consumode los grupos a-D-galactosilo que

no intervienen en la formación de hemiacetales interresiduo. Para esto

es necesario medir también el ácido fórmico y el formaldehído liberados.

En principio, todo tipo de secuencia puede ser estudiada, pero normalmente

el error experimental hace que el análisis 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

Markovde 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

H0 o H

OH H

CH OH H

2 o o

OH H0 C"'2

H H OH Ho

H H

MONOMERO DE TIPO II MONUMERO DE TIPO I

Fig. 4.5.
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ÏH2

\<¡=H2

y . kICL 23k
CHO

CH o CHZO0 oOHC-¿r/
OHC 0

o

+ O O\
HCO H \

2 ïSHz CH2

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

Se originan asi Iimites de oxidación bien definidos y fácilmente medibles

que dependen de 1a composición y de 1a secuencia. Los autores los lïaman

ya), 1a fracción de residuos de D-manosaoxidables en 1a cadena. También

es posibïe medir fácilmente 1a reïación dCD, entre unidades no oxidadas

de Tipo I y II en Ios productos Iimite de oxidación mediante anáïisis por

metiïación después de reducción con borohidruro, esto proporciona dCDcomo
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0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

Fig.4.7. Curvas teóricas que muestran la dependencia de la probabilidad
condicional con la oxidación.

la relación entre 2,3-di-O-metil- y 2,3,6-tri-0-metil-D-manosa en el hidroli­

zado final124.

En la Fig.4.7.se muestra una curva teórica 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 cálculos se tiene en cuenta la diferencia en

119,124,
tetragonolobus )

velocidades de oxidación de las unidades de Tipo I y II (kz/k1 = 1,4)

126. La cantidad p1 es la probabilidad absoluta de encontrar una uniaad

de Tipo I en Cualquier lugar de la cadena y resulta numéricamente idéntica

a la relación Galean del galactomanano. La cantidad pl1 es la probabi­

lidad condiciona] 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

F11 es p1 x pll. Para el caso particular de una distribución al azar,

p11 = pl. Las cuatro frecuencias de diadas para una cadena de primer

orden están completamente definidas por pl y pll, porque p2 = 1- pl;

P12:1 'Pni F12=F21=P1XP12=Pz Xp21“"22 :1'F11'F12’F2r
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Si la secuencia de un dado galactomanano conforma una

cadena de Markov de primer orden, los valores medidos de ya) y da) se

intersectarán en un punto correspondiente a la composición del polímero,

p1 (Fig.4.Z) y a partir del valor correspondiente de pll, será posible
calcular las cuatro frecuencias de dïadas a través de las relaciones antes

mencionadaslzs.

Se comprobóllg’121 que esta condición no se cumple para

los galactomananos de Ceratonia siliqua y Cyamopsis tetragonolobus(Tabla 4-1-)

que, por lo tanto, necesitan un modelo de segundo orden. En cambio los

de Mbdicagosativa y Trifblium pratense dan resultados que se encuadran en

la estadistica Markovianade primer orden dentro de los limites del error

experimental (Tabla 4-1)­

TABLA4.1.

Relaciones Galean ( pl), limites de oxidación ( yoo) y relaciones de

metilación ( daa) para galactomananos de leguminosas

Galactomanano yoo dOD Relación Valor
Galean ( pl) indicado

Esperadaa Encontradaa de plla

Ceratonia siliqua 0,86C 0,35Ï0,02 0,18 0,24 No corta
Cyamopsis tetragonolobus 0,59 1,75f0,20 0,63 0,56 No corta
Trifblium pratense 0,55 4,20j0,60 0,72 0,72 0,79
Medicagosativa 0,52 5,00Ï0,70 0,78 0,79 0,83

aPara una cadena de Markov de primer 8rd53 í ge ig FÉg.4.7.).bPor oxidación. . . . . 4 , , 2 ,1 .con per1odato y ana1151s de azucares . Valor obtenldo por
extrapolación.
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En 1a Tabla 42 se observan ias frecuencias ca1cu1adas para 1as diadas.

Se encuentra, en ambos casos, que p11 es iigeramente superior a pl,

10 que indica que los grupos de residuos sustituidos adyacentes son mayores

que lo esperado estadísticamente y que 10 mismoes cierto para 10s grupos de

residuos de D-manosano sustituidos contiguos. La consistencia de 10s

datos con e] modeïo no prueba, sin embargo, que no posean estructuras de

tipo más complejolzs.

TABLA4.2.

Frecuencias de diadas para galactomananos de Trifblium pratense y

Medicago sativa determinadas por oxidación con periodato.

Galactomanano F11 F12 = F21 F22

Trifblium pratense 0,65 0,14 0,07
Mbdicagosativa 0,57 0,15 0,13

En el caso de 10s gaiactomananos de Ceratonia siliqua

y Cyamopsis tetragonolobus se apïicó e] modeio de las cadenas estacionarias

de segundo ordenlzl. Se considera que: pj es Ia probabilidad de que una

unidad arbitraria sea de tipo j; pij es 1a probabiiidad condiciOnal de
que una unidad sea de tipo j y esté precedida por una unidad de tipo i y

pijz es 1a probabiiidad condiciona] de que una dada unidad sea de tipo l y

que 1as dos unidades precedentes sean de tipo i y j . Se desprecian además

ios efectos de extremos ya que se consideran polímeros infinitamente 1argos.

pj y pij quedan compïetamente determinadas en términos de pijz de
acuerdo con este modelo:
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P11 = P211 / ( P112 + P211 )

P12 = p112 / ( P112 + P211 )

P21 = P221 / ( P122 + P221 )

P22 = P122 / ( P122 + P221 >

p1=P21/(P12+P21)
pz =p]_2/(p]_2+le)

Para anmar el modelo teórico 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 izquierda, o a la inversa. Se calcula asi

la‘extensión de la reacción a un dado tiempo y se compara con el valor

experimental obtenido.

En el caso de los heteropolisacáridos con estructura

primaria irregular, comolos galactomananos, sólo es factible determinar

las frecuencias del vecinoinmediato y del siguiente a un dado monosacárido

comose planteó antes, variando las frecuencias doblete ( F.. = p'LJ ¿Xpij )‘y

triplete ( Fw.Z = pi x pij x pm.Z ) hasta que las curvas teóricas 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 más simple de explicar los datos cinéticos; la estructura

real podria ser más compleja pero no demasiado.

Comolos cuatro dobletes y ocho tripletes no son

cantidades totalmente independientes, es necesario realizar ciertas

aproximaciones y cálculos adicionales, pero sin embargola teoria resulta
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consistente con Ios datos experimentales, especiaïmente en e] caso de]

galactomananode Ceratonia siliqua.

121 calcuïó 1as frecuen­Ap1icand0 este método, González

cias de diadas y triadas (Tabla4áD)/consigui6 esquemasrepresentativos de

porciones tipicas de Ios gaïactomananosde Ceratonia siliqua (Fig.4.8.)y

Cyamopsistetragonolobus (Fig.4.9) uti1izando los datos de oxidación con
124 125periodato y metilación más cuidadosamente obtenidos de que se disponía.

En e] primer caso, e] esquema obtenido resultó concordante con 1a

secuencia cualitativa propuesta por Courtois y Le Dizet98’104.

TABLA4.3.

Estructura secuencia] de los galactomananos de Ceratonia siliqua y

Cyamopsistetragonolobus en términos de 1as frecuencias doblete y triplete.

Frecuencias doblete Cyamopsis betragonoLobus Ceratonis siliqua

F11 0,35 0,07

F12 = F21 0,215 0,165

F22 0,22 0,60

Frecuencias triplete

F111 0,17 0,04

F211 = F112 0,18 0,03
F = r 0,19 0,03

12? 221 0,03 0,57

222 0,02 0,13
F121 0,04 0,14



-M-M-M­

2-M-M-M-M-M—M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-ï'!—M

-M—M-M-H-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M

F}

!:.'J_.2l 0-:
F2 0-2 0—¡

2 0-2 0

2 0-2I 0-1ï
2 0...2 0_!

F2 0_2 0_:

l

F
2 ¡LD-2| 0.-:

É2
l2

2 0—¡

0—!

2 0—¡

4
4

4
4

4
4

4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

(D­

0

0—2

0-2
0-2

2 0-3
0——z

0­

2 0—-¡

2 0-5

2 0.-}

0

0

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

llLAllllllllllllLIllLA

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

4
4

0—2

0-—2

0- 2

O.­

0-2
0..
0­

0- 2

0—2

l2
I2
l2
I

-M-M-M­

2-I'l-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-MFig .4 .8 .

2
0-2

(3-2
o­

(3-2

0.2

P

—--—M—M—M-M—-—--—--M—M—

0.2

0-2 0-2

0-2 0-2

0-2 0-2

0.2

0-2
0-2 (9.:: 0.::

Iz
.L
.24

l

E:z 0-: 0.2
un: 0-:: uz

0.:

I

E:z (9-: 0.2

É:

4?
.L2
É

0-¡2

2 0.2

|

É:2 0-2 0-2

0-2
2

M G

-M-M—h——M-M—

Gh G

z (3-:

0­
2 (3-2

2 0-2

2 0-2

2 0-2 0.El: 0-2 0-2
ï:

2 0-2I 0.22 0-2 0-2 0-2 0-2

I

ï‘z

.o-z

(J­
mz

2
l

0-2 0-2 0-2 0-2 0-2

2 0-2 0-2l 0-2 0-2
ï’2

2 ¡LD-2l0-2
í:0.2 0-2

2 0-2 0-2
ïï2

l

(J­
2 0­

o...
0

2 0-2

2 0-2

0...2

2 0-2

2 0-2

0-2

O)

—H—M—M—M—M-cn

-—M—M-—M-M-—M---M-M-M——M-M-—M—M—M-H

Fig.4.9.



66

ANALISIS QE_LA_DISTRIBUCION QE_LA; CADENAS LATERALES EQB_ESPECTRDSCOPIA QE

RESONANCIA-MAGNETICA NUCLEAR

De lo expuesto en el presente capitulo surge claramente

la falta de acuerdo entre los diferentes grupos de investigadores, que

emplearonmétodos distintos para determinar la distribución de las cadenas

laterales de varios galactomananos.

Parte de las dificultades se deben a la variación de la

estructura de las diferentes muestras de galactomananos aislados de la misma

especie de leguminosa. Comoalgunos de estos polisacáridos son

divididos en fracciones de diferente composición sobre la base de su solubi­

lidad en agua, las condiciones de extracción también deben ser tenidas en

cuenta. Ademásexisten diferencias, a veces muyimportantes, entre

distintas variedades de la mismaespecie.

En vista de todos estos inconvenientes, y con el objeto

de desarrollar un métodode análisis estructural simple, rápido y adecuado
7 .12 comenzaron a aplicarpara un uso rutinario, en 1980 Grasdalen y Painter

los estudios de resonancia magnética nuclear.

La base para poder lograr buenos espectros de resonancia

magnética de galactomananos es una despolimerización previa, limitada, que

disminuya la viscosidad de sus soluciones y mejore su solubilidad. Para

lograrla, este grupo de investigadores eligió un tratamiento con ácido

ortofosfórico concentrado frio, que presenta un excelente poder para solubi­

lizar a los galactomananos y es fácilmente removido por extracción con éter.

Además, este ácido aumenta la velocidad de hidrólisis de los enlaces

p-D-manopiranosidicos respecto de los a-D-galacopiranosidicos por aumento

de la magnitud del efecto anoméricolzs. En estas condiciones es posible
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H-1(Ga|) H-1( Man)

DDm

Fig.4.10.Espectros de RMN1H de 99,6 MHzde soluciones (10 mg/ml) en DZO
a pD 7 y 90° de: A) galactomanano de Ceratonia siliqua y
B) galactomanano de Cyamopsis tetragonolobus.

disminuir e] grado de polimerización de las muestras a un valor de 20-40,

sin que se produzca un cambio detectabïe en 1a composición monomérica.

Después de despoïimerizar muestras purificadas de

gaïactomananos de Cyamopsis tetragonolobus (L.) Taub., Ceratonia siiiqua L.,

Medicagosativa L. var. "Alfa II" y Trifblium pratense L. var. "Venla"

(tréboï rojo), los autores reaïizaron ios espectros de resonancia magnética

protónica de 99,6 MHz(Fig.410.)y obtuvieron una buena separación entre las

señaies de Ios protones anoméricos, fácilmente identificabies en base a 1as

composiciones monoméricas de 1as muestras.

Se obtuvo un J1,2 de 3 Hz para H-1 (Gai) que corresponde

a1 dobiete a 5 p.p.m. y es compatibïe con 1a conformación 4C1 esperada para

Ios ani110s de a-D-gaiactopiranosa. La seña] de] H-1 (Man) a 4,8 p p.m.

dio un J1,2 de 0,9 Hz acorde con e] correspondiente a 1a p-D-manopiranosa

en conformación 4C1.
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100 90 80 70 60
DD”1

Fig.4.11.Espectro de 13C de 25 MHzde soluciones (80 mg/ml) en D O a
pD 7 y 90° de: A) galactomanano de Ceratonia siliqua y2
B)Cyamopsis tetragonolobus.

n L n l

100 90 30 70
ppm

Fig.4.12.Espectro de RMN13C de 50 MHzde una solución (80 mg/ml) en D 0
a pD 7 y 90° del galactomanano de Trifblium pratense. 2
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13CLos espectros de resonancia magnética nuclear de

de 25 MHzde los galactomananos de Ceratonia siliqua y Cyamopsis

tetragonolobus (Fig.4ll) y de 50 MHZpara el de Trifblium pratense (FigA.12.)

resultaron altamente promisorios ya que las lineas de todos los carbonos

aparecieron resueltas. Los valores de corrimientos químicos figuran en

la Tabla 4.4. Las señales de manosay galactosa fueron distinguidas

teniendo en cuenta la composición de las muestras, las cuales fueron deter­

minadas por métodos quimicos y por resonancia magnética protónica.

El C-S (76,4 p.p.m.) y el C-6 (69,6 p p.m ) de los

residuos de D-manosasustituidos en el 0-6 presentan un desplazamiento de

1,6 p.p.m. a campos más altos y 6 p.p.m. a campos más bajos, respectivamente,

comparados con los mismos carbonos de residuos no sustituidos, siendo asi

fácilmente identificables. El C-4 resuena a un campo algo menor debido a

que está involucrado en la unión glicosídica. La asignación de los

carbonos 2 y 3 de la manosa se hizo por comparación con los carbonos

correspondientes del mananode Rhodotorula glutinislzg, y la de todos los

carbonos de la D-galactopiranosa por comparación con el espectro del

monómerol30.

Se observó que las señales de los carbonos de D-manosa

aparecían más ensanchadas que los de D-galactosa, hecho que era de

esperarse dado que los primeros poseen men0r movilidad y heterogeneidad

relacionada con la secuencia (o entorno) del residuo en la cadena. Sin

embargo, la señal del C-4 muestra una partición clara. En espectros

tomados a 50 MHz(FigA.12.) se observan tres lineas completamente resueltas.

Comotodos los residuos de D-manopiranosa presentan uniones p-(l-a4) y
.-4 ... . .

se encuentran en conformaCion C1, esta part1c1on solo puede ser explicada
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considerando que ei C-4 (Man) es sensibie a 1a presencia o no de un

sustituyente en e] residuo de manosa unido a1 0-4, es decir, e] residuo

precedente en 1a cadena. Esto proveyó una base para determinar las

probabilidades de ios vecinos más cercanos en ios gaiactomananos.

TABLA4-4.

13 127
Asignaciones de ias señales de] espectro de RMN C de galactomananos .

Corrimientos quimicosa
Tipo de unidad C-l C-2 C-3 C-4 C-S C-6

d-D-gaiactopiranosiio 101,8 72,3b 71,4 72,5b 74,1 64,1

B-D-manopiranosiio, 103,0 72,9 74,4 79,3C 78,0 63,6

no sustituido en e] 0-6 79,6d

p-D-manopiranosiio, 103,0 72,9 74,4 79,6C 76,4 69,6

sustituido en ei 0-6 79,9d

aLos corrimientos están expresados en p.p.m. respecto de 3-(trimetilsilil)­
propionato-d omopatrón interno. Las asignaciones puden ser inter­
ambiadas. Cuandoel residuo precedente de manosa no está sustituido.
Cuandoel residuo precedente de manosa está sustituido.

Comparando 1a zona de] espectro de RMN136 de tres

gaiactomananos dÍStÏntOS ( Ceratonia siliqua, Cyamopsis tetragonolabus y

Trifblium pratense ) correspondiente a la resonancia de] C-4 de manosa

(Fig.4130 y conociendo en cada uno de eilos ia relación ManzGal, se pudo

determinar que e] pico a campos mayores se debia a residuos de D-manosa no

sustituidos adyacentes a otro residuo de] mismotipo, es decir:

— Man — flan_—

(aparece subrayado e] residuo de cuya resonancia se habla).
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I"

H

Relación

| Man Gal
A

3,76

B

1.70

C

1,38

100m

Fig.4.13.Regi6n del espectro de RMN13C, a 25 MHz,

tetragonolobus : y C) Trifo
corresponden a:
(I) pal pal (II)

- Man- Man ­

(III) - Man - Man —

- Man - Man

La unidad involucrada es la subrayada.

Esto se expïica en razón de 1a mayor intensidad en

galactomanano de Caravania siliqua e] cual tiene poca

galactosa.

sustituida adyacente a otra manosaSustituída,

en e] espectro de] gaiactomanano de Trifblium pratense ,

E1 pico a campos más bajos se origina en

ya que

del C-ú de los

residuos de manosa en: A) Cerïtonia siliqua :zum pravense .
B) ngmcpsisLos numeros

— Man ­

e] espectro del

proporción de

e] C-4 de una manosa

es e] más importante

e] cua] está
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altamente sustituido por galactosa:

Gal fal
—Llan-M­

El pico intermedio, finalmente, representa super­

posición de señales originadas en diadas en las cuales sólo uno de los

residuos está sustituido. Esto implica que el entorno experimentado por

el C-4 (Man) está afectado en igual magnitud por un grupo D-galactosa unido

al residuo precedente de la cadena que por uno unido al propio anillo,

según los autores:

Fal Gal
—Man—M_a_n_— —Man—ll'1a_n—

Entonces es razonable que los efectos combinados de dos

grupos de ese tipo originen una resonancia a campos muy bajos (pico I,FigAl&L

Se calcularon las frecuencias de las diadas para los

cuatro galactomananos (Tabla4.5.) obteniéndose resultados comparables a los

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, descartándose arreglos en largos bloques

alternados totalmente sustituidos y no sustituidos o estructuras estricta­

mente alternadas de residuos sustituidos y no sustituidos. Sin embargo,

midiendo sólo las frecuencias de las diadas no pueden descartarse arreglos

más complejos, no al azar, como los propuestos por González121 para los

galactomananos de Ceratonia siliqua y Cyamopsis tetragonolobus

Considerando que en las condiciones experimentales

usadas las áreas relativas de resonancia en los espectros de resonancia
13magnética de C no estaban influenciadas por el efecto nuclear de
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Overhauser (se observó un valor máximo de T1 = 0,5 s para el C-6 (Gal)),

los autores calcularon a partir de ellas la abundancia relativa de los dos

monómeros, y obtuvieron muy buena correspondencia con otros métodos al

promediar varias medidas.

También calcularon la relación ManzGala partir de las

señales de C-4 (Man) ya que esta relación está dada por la suma de las

frecuencias de las diadas ( F11 + F12 ). Los valores asi obtenidos

resultaron consistentes con los otros datos disponibles, lo que ratificó

que la interpretación hecha de las señales del C-4 (Man)era la correcta.

TABLA4.5.

Frecuencias de diadas para galactomananos de diferentes especies calculadas

en base a las áreas de las señales del C-4 de manosa en los espectros de
13

RMN C.

Especies Frecuencias de diadasa

F11 F12 = F21 522

Ceratonia siliqua 0,08 0,17 0,58

Cyamopsis tetragonolobus 0,30 0,24 0,22

Tri olium pratense 0,56 0,16 0,12

Médicago sativa 0,59 0,18 0,05

aEl significado de los subíndices y de las frecuencias es el mismoque
se indicó en el análisis del método de oxidación con periodato, ver
FigA.5.(pág. 58) y pág. 60, respectivamente.
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Realizando un balance de todos los métodos disponibles

para el análisis de la distribución de las cadenas laterales de galactosa en

los galactomananos, surge claramente que la espectroscopia de resonancia

13€ resulta el menos engorroso y el más rápido,magnética nuclear de

debiendo tenerse en cuenta además el hecho de que no es destructivo.

Si se tiene en cuenta el tiempo requerido para la

despolimerización previa mediante la hidrólisis con ácido ortofosfórico

antes mencionada, el procedimiento se alarga considerablemente ya que esta

etapa demanda cuatro semanas. Sin embargo, el método de hidrólisis

131 han presentadoparcial es perfectible y de hecho Morrison y colaboradores

uno muchomás corto: el galactomanano disuelto en agua se lleva a pH 2-2,5

con ácido clorhídrico diluido y se calienta 1 h a 982 se enfría, se

neutraliza con hidróxido de sodio 2My se recupera el galactomanano despoli­

merizado al cabo de tres dias de diálisis. Los autores no indican la

disminución obtenida en los grados de polimerización pero si las variaciones

encontradas en las relaciones ManzGalpara galactomananos de distintas

especies. Puede verse en la Tabla 4.6. que las mismas aumentan entre

0 y 19%como consecuencia del procedimiento de hidrólisis empleado, el cual

rompe preferentemente las cadenas laterales de galactosa. Se comprobó

también una mejora en la calidad de los espectros de las muestras sin

hidrolizar sin que se modificaran las caracteristicas básicas de las mismas

ni del equipo empleado.

Estos autores corroboraron las asignaciones anteriores

a excepción de las c0rrespondientes a los carbonos 2 y 3 de galactosa que

invierten (Tabla 4.7.).



TABLA4.6.

Relaciones ManzGalde gaiactomananos antes y después de hidrólisis con

ácido cïorhidrico diluido.

Gaïactomanano Estado Relación

ManzGal

Trigonella fbenumbgraecum Antes 51/49

Trigonella fbenum-graecum Después 53/47

Cyamopsis tetragonolobus Antes 60/40

Cgamopsis tetragonolobus Después 64/36

Ceratonia siïiqua(s01ub1e en agua fria) Antes 78/22

Ceratonia siliqua(soïub1e en agua fria) Después 78/22

Ceratonia siZiqua(soiub1e en agua caliente) Antes 81/19

Ceratonia siliqua(soïub1e en agua caïiente) Después 84/16

TABLA 4.7.

Asignaciones de Ias señaïes de los espectros de RMN13€ de galactomananosl31.

Tipo de unidad Corrimientos quimicosa
C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

d-D-gaiactopiranosilo 101,5 71,2 72,0 72,2 73,8 63,9

p-D-manopiranosiio, 102,8 72,8 74,2 79,1b 77,7 63,3

no sustituido en ei 0-6 79,35C

p-D-manopiranosilo, 102,7 72,6 74,1 79,35b 76,0 69,2

sustituido en e] 0-6 79,6C

aLos corrimisntos están expresados en p.p.m. respecto de DSélLomopatrón'nterno. Cuandoel residuo precedente de manosa no está sustituido.
Cuandoel residuo precedente de manosa está sustituido. (1k 4,4_dimeti1­

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

13€ de solucionespesar de que no es poSible obtener buenos espectros de

concentradas de galactomananos no hidrolizados debido a su alta viscosidad,

aún trabajando a alta temperatura, éstos sirven para distinguir muestras

de distintas especies. Esta distinción no puede realizarse, por ejemplo,

por espectroscopia infrarroja debido a la gran similitud estructura] de

distintas muestras de galactomananos. La espectroscopia de

13€ proveee un método rápido para la identificaciónresonancia magnética de

de distintos galactomananos. Esto resulta de enorme interés industrial

debido al amplio empleo de los mismos, en especial comoaditivos alimentarios,

comose ha citado antes (ver Capitulo II). En este último caso, es

imprescindible una correcta identificación del galactomanano empleado, lo

que implica habitualmente la determinación de la relación ManzGalmediante

cromatografía gas-liquido de los acetatos de alditoles derivados del

hidrolizado de cada muestra. Este procedimiento puede ser asi reemplazado

por un rápido análisis espectroscópico no destructivo.

Además en algunos casos, como ya se ha mencionado

(ver Capitulo II), el galactomanano se emplea comosinergista de otros

polisacáridos como agar, carragenanos o goma de Xanthomonas , lo cual hace

necesaria su identificación en presencia de los mismos. La espectroscopia

de resonancia magnética de 13€ también resulta adecuada en estos casos.

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 separación selectiva utilizando bórax

o haluros de amonio cuaternario resultó ineficiente. Además, tanto en el

caso de las mezclas con agar como con carragenanos, el método resulta

irreemplazable ya que estos polisacáridos también producen galactosa por

hidrólisis ácida.



CAPITULO V

ESTRUCTURA SECUNDARIA, TERCIARIA

y CUATERNARIA QE POLISACARIDOS
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La diferencia de comportamiento de los distintos

galactomananosconocidos , provenientes de distintas especies o extraídos

de una de ellas por métodos más drásticos o menos drásticos, habia sido

advertida desde un primer momentoen lo referido,por ejemplo, a su diferen­

17,39,43-54_ sin embargo, SUcia de solubilidad en distintos medios

utilidad comercial comosinergista en soluciones que contenían polisacáridos

gelificantes, limitó el estudio de las caracteristicas y las propiedades de

sus soluciones a aquellas que contenían otro tipo de polisacárido y se

hicieron fundamentalmentesobre las interacciones mixtasl32'l35.

PRIMEROS DATOS

136 en 1964 estudiaron las propiedades deHui y Neukom

hinchamiento de los dos galactomananos de mayor importancia comercial, los

de Cyamopsis tetragonolobus _YCeratonia siliqua , asi como los efectos del

álcali sobre las propiedades de sus soluciones. Estos autores informaron

que, si bien ambos se hinchan con agua fria, el galactomanano de

Cyamopsistetragonolobus es totalmente soluble, mientras el de Ceraton'

siliqua lo es sólo en parte, y se solubiliza completamente sólo por

calentamiento. Las fracciones solubles en agua fria presentan en ambos

casos la misma relación ManzGal (Tabla5.13 mucho menor que la de la muestra

de partida; las fracciones totalmente insolubles en agua presentan poca

cantidad de galactosa (Tabla5.L)y la fracción del galactomanano de Ceratonia

siZiqua soluble en agua caliente muestra una relación intermedia (Tabla al).
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Composición y pesos molecuiares de las fracciones de gaiactomananos de

Ceratonia siliqua y Cyamopsistetragonolobus.

Cyamopsis Ceratonia
tetragonoZobus siliqua

Muestra origina]: Re]. Man:Ga1 1:2 1:4,5
Proteina,% 4,7 4,7
Peso moïecular promedio 250.000 300.000
numérico

Fracción soiubie en agua fría:
Rendimiento,% 69 35

Re]. ManzGa1 1:1.3 1:1,2

Proteina,% tr. tr.
Peso moiecuiar promedio - 150.000
numérico

Fracción soïubie en agua caiiente:
Rendimiento,% 10 52

Re]. Man:Ga1 1:1,7 1:3,3

Proteina,% tr. tr.
Peso moiecuiar promedio - 650.000
numérico

Residuo insoiubie: Rendimiento,% 17 10

Re]. ManzGaï 1:7 1:5,2

Composición: proteína,% 13 28

ga]actomanano,% 33 35

fibra,% 54 37

De esta manera conciuyeron que 1a soiubiiidad estaba

enormemente infiuenciada por la reïación Man:Ga1y que un alto porcentaje de

ias cadenas 1atera1es de gaïactosa impedía 1a asociación entre ias cadenas

de manano.
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Fig.5.1. Disminución en la viscosidad de las soluciones de galactomananos
por adición de álcali: —o-Ccratonia siliqua, después de 15 h;
-0- Cyamopsis tetragonolobus . después de 15 h; -O- Cgamopsis
tetragonolobus , gespués de 72 h; -0- Ceratonia siliquu ,, 13
despues de 72 h .

136 encontraron que la viscosidad de laHui y Neukom

fracción soluble en agua fria del galactomanano de Ceratoniu SÍZiQAa es

menor que la del galactomanano de Cgamopsis tetragonolobus original, hecho

que era de esperar de acuerdo con los valores calculados para el peso

molecular promedio numérico (Tabla 51). Sin embargo, la viscosidad de la

fracción soluble en agua caliente de Ceratonia siliqua resulta menor que la

de la fracción soluble en agua fria de Cuamopsis tetragonolobus , a pesar

de su mayor peso molecular. Los autores atribuyeron este hecho al reducido

númerode cadenas laterales de galactosa que presentaba esta fracción.

El hecho de que los galactomananos fueran polisacáridos

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 disminución de la viscosidad al alcalinizar
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soluciones diluidas de galactomananos, mientras que el agregado de altas

concentraciones de álcali a soluciones concentradas producia la coagulación

(Fig.5.1). Se observaba que los iones mayores y menos hidratados producian

mayor efecto que los menores.

El hecho de que a mayor concentración de álcali

resultara menor la velocidad de sedimentación de estos galactomananos, les

hizo pensar que en solución acuosa se formaban agregados que eran disociados

por el álcali con formación de unidades de sedimentación menores o aün de un

sistema monodisperso. La lenta gelificación de sistemas más concentrados

estaria causada por cierta clase de reasociación que no pudieron explicar en

ese momento.

Al investigar el efecto del álcali en la rotación óptica

de las soluciones de galactomananos, estos mismosautores observaron que

era fuertemente disminuida a altas concentraciones de álcali produciéndose,

en algunos casos, cambios de un valor positivo a uno negativo. La

magnitud del cambio dependia de la relación ManzGal (Tabla 5.2.).

Teniendo en cuenta los datos anteriores de Reeves y

Blouin137, quienes habian investigado la influencia del hidróxido de sodio

en la rotación óptica de varios glicósidos y demostrado que las hexosas con

grupos hidroxilos axiales (como la manosa) tienen una tendencia a pasar a la

forma bote con la adición de álcali, dado que esta conformación ofrece

posiciones estéricamente más favorables para los grupos hidroxilo parcial­

136 atribuyeron los cambios de rotación pormente disociados, Hui y Neukom

ellos observados a los cambios de conformación que involucrarian probable­

mente tanto a la manosa como a la galactosa.



TABLA5.2. Rotacionesópticasdediferentesgaïactomananosavariasconcentracionesdeá1ca1i. Reïación ManzGal

Medicago sativa 1,0:1,0

Trigonella
faenwn-graecwn

1,0:1,0

Cyamopsis tetragonolobus 2,0:1,0

Ceratonia siliqua I

II

0,83:1,003,5:1,0

Caesalpinia spinosa

3,0:1,0

Soïvente

[a]?

Agua NaOH0,01N NaOH0,1N NaOH1N NaOHSN NaOHION

104°
85° 76° 47° 46° 82°

96° 58° 37° 44° 44° 29°

77° 65° 41° 28° 13°
60

19° 17° 15° 12°
9°

-11°

4o 20

Coagulación Coagulación

40°
60 4o

-26° -29°

I :Fracciónsoïubleenagua

fria;II:Fracciónsolubïeen

aguaca1iente.

81
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p-D-manopiranosa a-D-gaiactopiranosa
H0

CHZOH CHZOH

\o 0° o°\
HO H0

OH
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0
k H0

CH o tensión
\ 2 -H CHZOH

0 O
O 0

Ho OH HO I

OH

Fig.5.2. Cambiosconformacionales silla-bote para D-manopiranosa y
D-galactopiranosa.

Para e110 supusieron que 1a conformación 4C1 de ias unidades de manosa

podia cambiar a Bl con e] correspondiente cambio rotaciona], cambio que

estaria algo impedido por la presencia de ios eniaces (1-»4). También

resuitaria factibie que los residuos de gaiactosa sufrbran cambios, si bien

1a galactosa no presenta una forma Bl tan estabie como 1a manosa (Fig.5.2.).

Según estos autores, los cambios conformacionaies de

las unidades de manosa conducirian a un acortamiento de ias cadenas de

manano ya que 1a conformación 81 es 25% más corta que 1a 461. E1 cambio

de viscosidad fue atribuido, entonces, a ambosmotivos: 1a ruptura de ios

agregados existentes en solución acuosa y ios cambios conformacionaies.

Si bien estas primeras expiicaciones de] comportamiento
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de los galactomananos en solución 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 investigación en estos aspectos del

comportamiento de los galactomananos.

CONFORMACION ALREDEDOR QE CADA ENLACE

De los primeros datos surgió la necesidad del

conocimiento de la forma tridimensional-conformación- de estos polímeros

para un total entendimiento de sus propiedades. Esta conformación no es

estática o única sino que puede fluctuar en forma continua con las condicio­

nes impuestas en cada momento. Es esta conformación la que determina cómo

los átomos o grupos dentro de la estructura se presentan al exterior: a

otras moléculas del mismopolímero, a las moléculas distintas presentes en

el medio, al solvente, a las superficies biológicas, etc. Es decir,

determina las propiedades fisicas tales comola solubilidad y las inter­

acciones biológica5132’133.

Si bien las unidades estructurales de un polisacárido

son monosacáridos de conformación rígida y bien definida (4C1), esto no

determina la conformación global ya que son posibles las rotaciones

alrededor de los enlaces del O puente (Fig. 5.3.).

Las colisiones térmicas perpetüan las oscilaciones y

rotaciones de los enlaces y hacen que la forma global sea "móvil" más que

fija. Esta debe ser entonces definida en términos de un equilibrio entre

estados alternativos de rotación que corresponda a diferentes energias

internaslaz.
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Fig.5.3. Galactomananotípico idealizado donde se muestran las rotaciones
de los enlaces de los oxígenos puente.

Para cada oxigeno puente podria plantearse el cambio en

la energía potencial con la rotación alrededor de los enlaces C-l-O y 0-C-4.

La energia de conformación podria calcularse a partir de un modelo en el

cual se fijaran valores iniciales arbitrarios para los ángulos de rotación

0 y w sumandolas energias de atracción y repulsión entre todos los pares de

átomos. Esa energia fue calculada en el caso de disacáridos como la

celobiosa y la maltosa mediante la utilización de funciones adecuadas para

cada término que contribuye a la suma: fuerzas de Van der Naals, interaccio­

nes polares, uniones hidrógeno y contribuciones de torsión. Luego se

fijó uno de los enlaces del 0 y se varió el otro ángulo de torsión poco a

poco hasta realizar una revolución completa alrededor del enlace fijo.

Las nuevas posiciones atómicas se calcularon después de cada incremento y

se usaron para hallar una nueva energía conformacional. Se repitió luego

el procedimiento manteniendo fijo el anlace antes rotad0158’139.
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Fig.5.4. Mapade energía conformacional calculada para la celobiosal38.

"C" indica los valores de Q y U que corresponden a conformaciones
encontradas experimentalmente por difracción de rayos X en
cristales de: B-celobiosa (arriba), d-lactosa(centro)y metil-B­
celobiósido(abajo). "B" indica la conformación que corresponde
a la menor energía predicha por cálculo. Eïtán marcados los
contornos correspondientes a 5 y 10 Kcal mol

Si bien 1a matemática empleada es simpïe, ios cálculos SOn tan extensos

que 5610 se pueden realizar con 1a ayuda de una computadora. De este modo

se conocieron todas ias posibles conformaciones de estos disacáridos y con

1as mismas se pudo realizar un mapa de nergias cuya zona de más baja energia

indicó 1a conformación preferida. En e] caso de obtener más de un minimo,

1a conformación preferida estaria indicada por e] de mayor área132 (Fig.5.4.)

por razones de probabiïidad.

Las conformaciones caracterizadas por difracción de
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rayos Xde derivados cristalinos resultaron concordantes con las calculadas

para el caso de la celobiosa y de la maltosa132. Sin embargo, en el caso

de compuestosen solución, la energia relativa de las diferentes formas

puede ser alterada por interacciones con el solvente. La interpretación

del comportamiento de la rotación óptica es uno de los métodos disponibles

para caracterizar la forma que adopta la molécula en solución. Este

método permitió determinar que la maltosa en solución acuosa presenta la

conformación 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 hidrógeno ya que

en soluciOnes no acuosas la conformación adoptada es la correspondiente a la

mayor zona de energia mimima132.

CONFORMACIONg Q CADENA

En el caso de cadenas largas de monosacáridos, la

movilidad "extra" existente en solución tiene particular importancia132, ya

que la forma global puede fluctuar por oscilaciones independientes entre

cada par de unidades vecinas y además, cada anillo puede pasar a formas

silla de mayor energia, formas bote o bote retorcido, por lo cual no

existen las mismasrelaciones conformacionales entre los distintos pares de

unidades a lo largo de la cadena en un dado instante, y además en el

instante siguiente, estas relaciones pueden cambiar. Esta forma de

cadena que fuctüa continuamente entre conformaciones locales y globales

diferentes, se conoce como"randomcoil" ("enrollamiento al azar")132.
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Este tipo de conformación se halla estabilizada por la

entropía conformacional: cuanto mayor sea el número de conformaciones locales

entre las cuales puede fluctuar la cadena, más dificil le será a esta sobre­

ponerse al movimiento ténnico y permanecer en una forma particular. La

entropía compensa, entonces, la energia potencial132.

También es necesario tener en cuenta que, a veces,

las energias de interacción entre las unidades de monosacáridos no son lo

suficientemente fuertes y numerosas comopara fijar una forma determinada de

la cadena estabilizada por interacciones cooperativasl32.

ESTRUCTURA COVALENTE QE TIPO PERIODICO

Considerando la estereoquimica y las interacciones en

133 agrupó las estructuras covalentes enlas cadenas de polisacáridos, Rees

tres clases:

1) Iipg_periódico: en cada"unidad repetitiva" existen

secuencias regulares de residuos con las mismasconfiguraciones glicosidicas

y unidos a través de las mismas posiciones, por ejemplo, amilosa, celulosa,

ácido hialurónico. Las cadenas pueden existir en conformación ordenada o

desordenada dependiendo del balance entre la entropía conformacional y la

posibilidad de que existan interacciones cooperativas. Si la conformación

es ordenada, la secuencia periódica regular generará una conformación

periódica y regular de tipo hélice o cinta (ver más adelante).

2) Tipo periódico con interrupcioneszestas cadenas de
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polisacáridos también tienen secuencias de unidades repetitivas pero están

separadas o interrumpidas por alteraciones de la regularidad. Ejemplo:

alginatos, carragenanos. Cada porción regular se comporta comouna

cadena de tipo periódico, originándose una conformación en parte ordenada

y en parte desordenada.

3) 112g aperiódico: este tipo de cadenas se observa

comunmenteunida a polipéptidos o lípidos en componentes de membranacelular

y de secreciones animales. Se caracterizan por poseer corta longitud de

cadena y secuencias irregulares de unidades, de posiciones de enlace y de

configuraciones. Comoconsecuencia no pueden formar hélices o cintas

extendidas. Se ha especulado que, la presencia en ellas de una densa

ramificación indicaria que puedenoriginar estructuras globulares estables,

hecho que tendria enormes implicaciones para los mecanismos biológicos

(Tabla 5.3.).

TABLA 5.3.

Ejemplos de secuencias tipicas de monosacáridos en cadenas de hidratos de

carbono.

Nombredel Ubicación y Unidades presentes Secuencia

polimero función y simbolos

Tipo periódico
Amilosa Plantas superiores, d-D-glucopiranosas

comomaterial de con enlaces (1-64)
reserva energética. (o).

Celulosa Plantas superiores, B-D-glucopiranosas
comomaterial de con enlaces (l-a4)
sostén en las paredes (o).
celulares.
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Nombredel Ubicación y Unidades presentes Secuencia

polímero función y símbolos

Hialuronato Mayoría de los ani- p-D-glucopiranosil— --D-I-D-I-D-I-D-I-­

O-antígeno

males,como gel ex­
tracelular;contri­
buye a la hidrata­
ción física y tal
vez al control de
la diferenciación.
Cadena unida a lí­
pidos embebida en
la membranaexterna
de especies de Sal­
monella.Estructuras
similares en otras
bacterias Gram-.
Propiedades anti­
génicas.

Tipo interrumpido
Alginato

I-carragenano

Pectina

Geles extracelula­
res e intercelula­
res en ciertas al­
gas;contribuyen a
la hidratación,re­
laciones iónicas,
forma física y
protección.

Componentesde pare­
des celulares de
tejidos de plantas
en crecimiento;pro­
vee hidratación 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)(D);2-acetami­
do-2-desoxi-B-D-glu­
copiranosa unida por
0-3(I).

d-abecuosáïo);B-D- Í T ïmanopiranosas unidas -- {I-I-o-EJ-I-o-Cj-­
por 0-2 llevando una
cadena lateral en 0-3
(o);B-L-ramnopirano­
sas unidas por O-4(D);
d-D-galactopiranosas
unidas por 0—3(I).

a-L-gulopiranosiluro- --o-o—o-o-o-o-o-o-o-—
nato unido por O-4(o);
p-D-manopiranosiluro­
nato unido por O-4(o).
p-D-galactopiranosa
unida por 0-3 y Sulfa­
tada en O-4CJ);3,6-an—
hidro-a-D-galactopira­
nosa unida por 0-4 y
sulfatada en 0-2(I);
d-D-galactopiranosa
unida por 0-4,2,6-di­
sulfatada(A).

-dI-CFI431Q431A434I-­

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

*
3,6-disesoxi-a-D-galactosa.
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Nombredel Ubicación y Unidades presentes Secuencia

polímero función y simbolos

Dermatansul- Tejido conectivo fi-D-glucopiranosilu- -—I—o-I—o—n—o—D-­
fato de animales como ronato unido por 0-4

piel y válvulas
cardíacas;contribu­
ye a dar fuerza y
elasticidad a tra­
vés de su relación
con el agua y los
iones y su unión a
proteínas.

Tipo aperiódico
Miembro de una fa­
milia que se en­

bono del cuentra en membra­
gangliósido na de células ani­
GIv males unida a lí­pidos;parece actuar

como receptor de
virus y toxinas.

Cadena de hi­
dratos de car­

Cadenas presentes
en la mayoría de

Cadena de hi­
dratos de car­
bono de una las inmunoglobuli­
inmunoglobuli- nas;parecen modifi­
na: I G car las interaccio­

nes entre dominios
y/o los cambios de
conformación que
siguen a la unión
del antígeno.

(El); a-L-idopiranosil­
uronato unido por 0-4
(I);2-acetamido—2­
desoxi-B-D-galactopi­
ranosa unida por 0-3
y sulfatada en O-4(o).

Acido N-acetilneura­
mínico terminal y
unido por 0-9(Ü);B-D­
galactopiranosa unida
por O-3(o);2-acetamido—
2-desoxi-a-D-galactopi­
ranosa unida por O-3(o);
B-D-glucopiranosa unida
por 0—4(A);B-D—galacto­
piranosa unida por 0-4,
llevando una cadena
lateral en_0-3QA).

Ü'. ‘0 ‘A‘A

2-acetamido-2-desoxi-B- I-o-A-A-o-o
D-glucopiranosa unida Á a
por 0-4(o);2-acetamido- l

O2-desoxi-B-D-glucopira­
nosa con enlace no ca­
racterizado(o),d—D-ma—
nopiranosa unida por
0-3 llevando una cadena
lateral en 0-6(A);a-D­
manopiranosa unida por
0-2(A);2-acetamido-2­
desoxi-B-D-glucopirano­
sa unida por 0-6 o ter­
minal(o);q-L-fucopirano­
sa terminal(D)¡p-D—ga­
lactopiranosa terminal(l).

Si se considera el caso de una cadena formada por un único

tipo de monosacárido con un sólo tipo de unión glicosidica que adopta una

forma regular y periódica, de los principios de la geometría surge Que este
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Fig.5.5. Cadena de átomos ordenados en hélice para la cual n = —3
y h corresponde a la distancia mostrada.

tipo de conformación puede ser descripta siempre comouna hélice (no siempre

como una hélice convencional) y que su forma puede ser especificada por dos

parámetros: n , el número de unidades de monómeropor vuelta de hélice, y

h, la longitud de cada monómeroproyectada sobre el eje de la hélice

(Fig.5.5.), Por convención 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 cálculos antes mencionados para encontrar

los rangos de val0res de Óy w entre los cuales existe un tipo particular

de unión glicosidica, pueden conocerse los rangos correspondientes de n y

h, los que indican la forma global que adoptará la cadena si tiene una

conformación ordenada y periódica132.
132Para los homopolimerosRees establece una clasificación en

cuatro familias de acuerdo con su estructura covalente:

1) Cinta: n varia entre 2 y f 4 y h es muy cercano a la

longitud de un monosacárido. Esto significa que la unidad no puede formar

un ángulo de inclinación grande con el eje de la hélice, sino que debe
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Fig.5.6.C0nformaciones representativas para: a) polímero de p-D-glungpira­
nosa con enlaces (1—+2)(rango predicho: n=4 a —2, h =2 a 3 A.
Ejemplo dibujado: n = -2,62, h =2,79 Á); b) polímero de B-D­
glucopiranosa con enlaces (1-43) (Rango predicho: n=15 a 2,
h =0 a 5 Á.Ejemp1o dibujado: n =5,64, h =3,16 Á); c) polñero
de B-D-glucopiranosa cgn enlaces (1-a4).(Rango predicho: o 140
n =-4 a +3, h =4 a 6 A. Ejemplo dibujado: n =-2,55, h =5,l3 A)

estar prácticamente paralela a él. Ejemplo: una cadena de B-D-glucopira­

nosas con uniones (1-»4)(Fig.5.6,c).

2) Hélice hueca: n, varia entre 2 y j 10; h puede

aproximarse a cero. Esto determina una forma de resorte flexible que

puede existir en varios estados de extensión. Ejemplo: una cadena de

B-D-glucopiranosas con uniones (l-a3) (Fig 5.6,b).
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Fig.5.7. Anillos de B-D-glucopiranosa con enlace (1-66) que muestran los
tres enlaces que separan los anillos y alrededor de los cuales
es posible la rotación.

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 disacárido aislada,

al repetirse periódicamente, podrian causar choques entre unidades no

consecutivas. Si bien estos casos son raros en sistemas biológicos, un

ejemplo seria una cadena de B-D-glucopiranosas con enlaces (1-42) (Fig.5.6,a.

4) figljgg_ugidg flojamente: en esta familia los anillos de

monosacáridos se hallan separados por tres enlaces, como en una cadena de

B-D-glucopiranosas con enlaces (1-96) (Fig 5.7.). Esto otorga una libertad

extra de rotación, no sólo porque existe un enlace más sino porque los

anillos se encuentran más apartados y resulta más dificil que choquen.

El tipo de conformación no está determinado fundamental­

mente por las energias de interacción entre unidades vecinas (como se ve en

la Fig.5.8.los contactos entre los residuos de p-D-glucopiranosa con enlaces

(1-a4), (1—+3)y (1-+2) son muy similares) sino por las relaciones

geométricas dentro de cada unidad de monosacárido.
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HO ¡mb o“ OHH “o0
Ho HO OH OHOH CHp

CHon
CHpH
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Fig.5.8. Unidades de B-D-glucopiranosas unidas (1-»4), (l—+3)y (1-a2),
que muestran la similitud estereoquímica.
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Fig.5.9. Relaciones geométricas a través de las unidades de monosacáridos
que determinan la familia conformacional: (a) relación zig-zag a
través de B-D-glucopiranosas con enlaces (1-94); (b) forma de
U a través de p-D-glucopiranosas con enlaces (1—*3); (C) forma
torcida a través de B-D-glucopiranosas con enlaces (1—+2), (d)
forma zig-zag a través de a-D-glucopiranosas con enlaces (1-a3),
(e) forma nig-zag a través de a-D-galactopiranosas con enlaces
(1-+4) y (f) forma de U a través de a-D-glucopiranosas con
enlaces (l-aó).
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Para los tres ejemplos de enlaces citados, (1-+4), (l-a3) y (1-+2),

las diferencias son:

1) Enlace p-(l-a4): los enlaces hacia los dos 0 puente

definen una forma de zig-zag (Fig.59 ,a), originando una forma de cadena de

tipo cinta. Esta forma también surge de los enlaces a(1-+3) y o(1—+4)

entre galactopiranosas (Fig.5,9,d y e, respectivamente).

2) Enlace B-(l-o3): definen una vuelta en forma de C

(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) Enlace B-(1-+2): define una forma :orciaa (Fig.5,9,c).

UBICACION, PROPIEDADES, FUNCIONES X_MODOS QE_INTERACCION QE_LQ;

POLISACARIDOS QE TIPO CINTA

Paredes celulares gg vegetales superiores

Las propiedades mecánicas de las paredes celulares de

los vegetales son esenciales para la función que cumple el tejido:

i) proveer la fuerza necesaria al tronco que soporta un árbol 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 maduración 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 rápida hidratación durante la germinación.
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En todos estos casos, y en muchos más, el empaquetamiento de cadenas

de polisacáridos de la familia "cinta" resulta crucial132.

La estructura de la pared celular va cambiando en el

transcurso de la vida de la planta. Las fibras de la madera (Fig.5.10.)

tienen una función de soporte, y por lo tanto sus paredes celulares son

muyfinas, con un arreglo muydenso de microfibrillas de celulosa formando

capas. Algunas de estas capas se hacen más rígidas por agregado de

lignina (polímero de fenil-propano). Tambiéncontienen polímeros de

xilosa, manosay ácido galacturónico, otros polisacáridos de la familia

"cinta". La molécula de celulosa está severamente restringida en lo que

respecta a los cambios conformacionales, y los cálculos indican que el 96%

de todas las conformaciones posibles involucran una severa compresión 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, comouna raiz o un vástago de un retoño, presenta un alto

contenido acuoso y un arreglo desordenado de las microfibrillas que permite

la expansión de la célula.

A medida que la célula crece se van agregando más

microfibrillas de celulosa que se depositan sobre la superficie de la pared

vecina a la membranacitoplasmática, en ángulo recto a la dirección de

crecimiento y de modotal que cada capa sepulta a las anteriores y las

microfibrillas son asi continuamentereorientadas. En los instersticios

que éstas dejan se van agregando otros polisacáridosl31.

Las unidades presentes en las cadenas de polisacáridos

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

piranosa, p-D-manopiranosa, p-D-xilopiranosa y arD-galactopiranosilurónico.
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Fig.5.10.Representaci6n 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 depósitos
de celulosa (en blanco) están embebidos en la matriz. Los
depósitos de celulosa consisten en muchasmicrofibrillas (zonas
blancas en D) embebidas en la matriz. Las microfibrillas
consisten en segmentos de moléculas de celulosa en empaqueta­
miento cristalino (E). Algunos polisacáridos componenteslgïlas diferentes regiones de la pared se indican a la derecha .
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Las uniones entre unidades son de tipo (1-+4) 10 que genera un arreglo

en zig-zag Los poiimeros originados por p-D-giucopiranosas (ceiulosa)

y B-D-manopiranosas (mananos) son chatos y extendidos, el de p-D-xilopirano­

sas es torcido y e] de d-D-gaiactopiranosi1urónico es torcido y combado.

Las cintas chatas son caracteristicas de ios componentes

de pared más firmemente unidos, ya que resultan dificiles de remover con

áicali y su diagrama de difracción de rayos X muestra un empaquetamiento

muy ordenado. Este hecho sugiere que se aiinean y unen muy fácilmente y

justifica 1a insoïubiiidad, 1a inercia, 1a resistencia y e] carácter

fibroso de 1a ceiuïosa. La difracción de rayos X muestra que, de acuerdo

con lo reportado por Gardner y Biackwei] en 1975141, las cadenas de ceiulosa

se ha11an ordenadas en forma paraiela (dado que ambos extremos son distintos,

existen dos posibiiidades, para1e1a y antiparalela), originando láminas

unidas por uniones hidrógeno dispuestas una sobre otra en forma aiternaoa

como105 1adriïïos de una pared132(Fig. 5.11.).

Fig.5.11.Dibujo obtenido por computadora del empaquetamiento natural de la
celulosa. Este muestra que las cintas se disponen en láminas,
que se presentan corridas unas respecto de otras tal comose ve en
el esquema, y en disposición paralela, es decir con todos los
extremos iguales hacia el mismolado.
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Un hecho que contribuye a la fuerza de unión de la

celulosa es la rigidez de las cadenas. En el caso de los polisacáridos

la fuerza de unión se halla particularmente restringida por la presencia de

grupos ecuatoriales grandes adyacentes a la unión glicosidica y por el

aumento del número de enlaces axiales al oxigeno glicosïdico.

Las cintas torcidas, comolas del xilano, están menos

firmemente unidas a la pared celular, a juzgar por la facilidad con la cual

pueden ser extraídas, menos empaquetadas que la celulosa y son más flexibles.

Un manano también es más flexible que la celulosa y está menos

firmemente unido a la pared. Ambosforman enlaces más fáciles de

reacomodar que los de la celulosa.

Por otro lado, las cintas combadas como el

poligalacturonato, dejan instersticios que al empaquetarse pueden llenarse

con cationes lo que les otorga una fuerte cohesión, siendo estos cationes

importantes para la regulación de los enlaces y de las relaciones iónicas

(Fig. 5.12.).

Fig.5.12.Estructura propuesta para el empaquetamientodel
poligalaEíuronato con los instersticios llenos por losiones Ca



100

INTERACCIONES MIXTAS. FORMACION QE GELES

Varios de los polisacáridos existentes en los vegetales

superiores, incluyendo los galactomananos, glucomananos, arabinoxilanos y

celulosas derivatizadas, no forman geles en solución acuosa pero si pueden

hacerlo al mezclarse con polisacáridos de doble hélice comoagarosa o

carragenanos, tal como se habia mencionado para los galactomananos(ver

Capitulo II).

Tradicionalmente se considera que las cadenas de

polisacáridos de distinto tipo se combinan formando un reticulo por unión

de las secuencias ng sustituidas de manosa, glucosa o xilosa con enlaces ° 2';

p(1-+4) que presentan forma de cinta con dobles hélices o agregados de las ‘ ;

mismas. Estas redes mixtas también pueden fromarse por la unión de las ° y

secuencias (1-94) a los polisacáridos de las capas externas de ciertas i.
135

especies de Xanthomonas

Estos geles deben su estructura al entrecruzamiento de:"

cadenas por asociaci0nes no covalentes siendo posible caracterizar estas

asociaciones por las propiedades de la interconversión sol-gel que involucra

su formación y destrucción. Esta interconversión provoca cambios de

conformación que influyen en la rotación óptica y midiendo la misma puede

seguirse el procesol33.

En el caso de los galactomananos, se ha comprobado que

ninguno de ellos presenta cambios en la rotación óptica que Sugieran una

transición de conformación cuando sus soluciones acuosas sen calentadas y

enfriadasl34. Sin embargo, estos cambios si se producen cuando se les
134.135adicionan polisacáridos gelificantes sobre los cuales cumplenuna
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sinergistica tal comose mencionara previamente.

Los reticulos originados en estos casos son capaces de

embeber gran cantidad de agua porque las cadenas son "solubles" aunque no

pueden pasar a solución verdadera por estar unidas unas a otras en la red133.

Estas dos tendencias llegan a un compromiso en un gel hinchado cuando la

inducción a la separación de cadenas (por ejemplo, la presión osmótica) es

bakuceadapor la resistencia elástica para continuar el hinchamientol33.

Se ha sugerido que esta interacción puede ser dinámica142 ya que, a pesar

de formar parte de un gel mixto , no se observan cambios en la facilidad
109b

de hidrólisis de los galactomananos con B-D-mananasas caracteristica

143 para los sistemas galacto­que ya habia sido sugerida por Deuel y Neukom

manano-borato.

Este comportamiento seria diferente al aceptado

comunmentepara geles de polisacáridos cuyas "zonas de unión" se cousidera

que presentan alta energia de activación para la disociación142.

Los efectos de envejecimiento que incluyen la sinéresis

podrian reflejar cierta formación y ruptura de la trama del gel y seria,

tal vez incorrecto considerar cada "zona de unión" como permanente. Sin

embargo, el mismo fenómeno de sinéresis que exhiben muchos geles, especial­

mente cuando la concentración del polisacárido es baja, es decir, la

pérdida espontánea de agua con contracción del volumen del gel, es un

proceso espontáneo y constituye un pasaje a un estado más estable, que no

ocurre hasta después de varias horas o dias. Esto indica que el equilibrio

144 significa que lano se establece cuando el gel se forma y según Rees

trama del gel no es una estructura dinámica continuamente rota y reformada,

sino que por el contrario habria una rápida alteración hacia donde se



102

encuentre e] equilibrio rea]. Esto no restringe, sin embargo; e]

movimientorotacional y cierta trasïación restringida de segmentos de]

poïimero que no impquue ruptura de "uniones".

En e] caso de poiisacáridos como 1a agarosa, carrage­

nano o xanthan, que tienen conformaciones nativas rígidas, se ha conside­

rado que e] hecho de que interactüen sinergisticamente con cadenas no

sustituidas estiradas no debe resultar sorprendente dado que 1a pérdida de

entropía en 1a asociación de moïéculas rígidas es pequeña y puede ser

fáciïmente superada por interacciones entre cadenas energéticamente favorables.

Esto se halla en contraste con 10 que ocurre en e] caso de polímeros

flexibies para Ios cuaïes 1a Iibertad conformaciona] en soiución re5u1ta una

barrera poderosa para 1a asociación entre cadenasl45.

CONFORMACION QE_GALACTOMANANOS EE SOLUCION

E1 enorme avance en los conocimientos sobre la

conformación de hidratos de carbono que se acaba de reseñar, na ocurrido en

105 diez años siguientes a ios primeros anáïisis de ias propiedades de las

136 y han permitido,soïuciones de ga1actomananos realizados por Hui y Neukom

a mediados de 1a década de] 70, comenzar a exp1icar e] comportamiento de

este tipo de poïisacáridos.

En 1975 Mc Cïeary y Matheson trabajando con galacto­

mananos de distintas fuentes ( Medicago sativa, Cgamopsis :¿zragonocu

Ceraconis siliqua, Gleditsia triacanthos y Glycine max. var. Lee)

encontraron que todos eïïos se excluian de 1a Sepharosa ZBy de particulas
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de vidrio de poro controlado de hasta 2000 3146­ Usando Merckogel SI

5000 Á observaron que todas las muestras entraban en la malla del gel y los

volúmenes de elución eran iguales en todos los casos.

En el caso del galactomanano de Cyamopsis

5 a 2,5 x 105 136 ytetragonolobus , que tiene un peso molecular de 2 x 10

en el cual 2/3 de la molécula tienen estructura de manano, una cadena

contendria aproximadamente 1000 unidades de anhidromanosa. Dado que para

ser retenido deberia tener un tamaño de 5000 Á y que una unidad de anhidro­

manosa con enlaces B-(l-e4) tiene una longitud aproximada de 5,2 Á, los

autOres consideraron que este polímero presenta, en solución acuosa, la

cadena central de mananoen una conformación totalmente extendida de tipo

"varilla". Esta conformación ya habia sido predicha p0r Sundararajan y

Rao en 1970 en base a cálculos teóric05108.

Al analizar la actividad enzimática durante la

germinación, Mc Cleary y Matheson, pudieron comprobar que en el caso de

los galactomananos de Cyamopsis tetragonolobus y Ceratonia sil";un , el

porcentaje de galactosa se va reduciendo en el transcurso de la misma146.

Esto les permitió, al medir la variación de las propiedades en las

distintas etapas de la germinación, comparar el comportamiento de muestras

con distinto contenido de galactosa y observaron que algunos de estos

galactomananos eran adsorbidos irreversiblemente sobre Sepharosa 28 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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una relación ManzGalsimilar a la de la muestra de partida indicando que la

adsorción diferencia] de una muestra no se debia a la separación de

moléculas más o menos sustituidas por galactosa. Los autores plantearon

la posibilidad de que las moléculas unidas presenten secciones no sustituidas

debido a una distribución despareja de las cadenas laterales. Estas

suposiciones fueron corroboradas por medidas de viscosidad que indicaron

sólo cambios menores para los galactomananos residuales a medida que

transcurría la germinación. En todos los casos los valores de viscosidad

resultaron altos (aproximadamente 1000 ml/g) lo que indicaria que, en

solución acuosa, las muestras presentan una conformación extendida146.

Comose mencionó en el Capitulo III, Mc Cleary y

142 estudiaron también el efecto del contenido de galactosa encolaboradores

la solubilidad y comportamientode interacción con otros polisacáridos de

los galactomananos de Cyamopsis tetragonolobus y Ceratonia siliqua. Al

someter las muestras a hidrólisis durante 2 h con a-D-galactosidasa,Mc Cleary

y colaboradores, pudieron eliminar prácticamente la totalidad de los

residuos de galactosa obteniendo una muy leve disminución de la viscosidad

de las solucionesl42. Los autores atribuyeron este decrecimiento a la

alineación de las cadenas de manano que pueden llegar a formar en 4 a 5 h

particulas lo suficientemente grandes comopara ser visibles, con lo que la

solución se vuelve turbia y en una hora más se separa un precipitado.

Estos mismos autores142 observaron que la precipitación

no sólo depende del tiempo sino también de la concentración de galactomanano

y además, independientemente de la concentración 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

tetragonozobus , el contenido de galactosa debe variar de 38%a menos del

11%). En todos los casos el contenido de galactosa del material precipi­

tado resultó de aproximadamente un 1%. Los galactomananos obtenidos por

remoción de la galactosa del galactomanano de Cyamopsis tetragonolobus

presentaban valores mayores de viscosidad limite y curvas de viscosidad más

empinadas. Sin embargo, cuando graficaron las curvas de viscosidad contra

la concentración de la cadena central de mananoen estos polimeros,

obtuvierOn una sola curva, que resultó independiente del contenido de

galactosa. Esto indicó 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 determinación de la facilidad con la cual se diSuelven

los galactomananos, no afectan el grado de interacción entre las moléculas

de los mismosen solución diluida ni presentan efectos sobre la conformación

de las moléculas de galactomanano en solución142.

Al analizar las propiedades de las soluciones de

galactomananos modificados con arD-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 fonnación o retrogradación 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 originándose una solución

opaca. Por otro lado, las soluciones de galactomananos que contienen

menos de 10%de D-galactosa son inestables tanto a 30° como a 4°, separán­

dose rápidamente un precipitado de tipo manan0142.
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McCleary y sus colaboradores consideraron en ese

142 que la formación y retrogradación de geles se debia a las asocia­momento

ciones no covalentes entre secciones de los galactomananos no sustituidas

por galactosa, y que la extensión de esta interacción depende del contenido

de D-galactosa de la muestra, es decir: aquellas que contienen entre 25%y

38%no presentan regiones apreciables que puedan entrar en este tipo de

asociación, mientras que las que contienen entre 15 y 20%interactúan para

formar una red tridimensional, que es mantenida en solución 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 solución.

En 1976, cuando Dea, Morris, Rees y colaboradores145

estudiaron la f0rmación de geles mixtos entre galactomananos y polisacárido

de Xanthomonas, propusieron que éstos presentaban dos caracteristicas:

a) las uniones entre cadenas formadas por la asociación de segmentos largos,

estructural y conformacionalmente regulares, comoen el estado sólido, y

b) regiones no asociadas, conformacionalmente irregulares y muyhidratadas

que sirven para solubilizar el reticulo. Esto sugiere, comorequerimiento

critico para un material gelificante, el tener suficiente flexibilidad e

irregularidad estructural para evitar una asociación completa que de lugar

a la precipitación, asi comola suficiente rigidez y regularidad para

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

limites, las interacciones entre polímeros se detectarian comosimple

aumento de la viscosidad de las soluciones.
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Comoes sabido, la asociación entre cadenas de

polisacáridos puede ser promovida de diversos modos: i) bajando la actividad

de agua por adición de una molécula hidrofilica de bajo peso molecular que

se una al agua compitiendo con el polímero, ii) disminuyendo las repulsiones

entre cadenas, comopor ejemplo en el caso de polisacáridos acïdicos

mediante la disminución del pH para suprimir la ionización, o bien

iii) usando ciclos de congelamiento-descongelamiento. Al congelar una

solución de un polisacárido, la formación de hielo aumenta progresivamente

la concentración de polímero efectiva en la solución residual no congelada,

con la consecuente promoción de asociacionesl47. Las uniones entre cadenas

asi promovidas se disocian normalmente al descongelar la solución. Sin

embargo, donde la barrera para la asociación espontánea es cinética y no

termodinámica, las asociaciones originadas pueden persistir.

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

145 para analizar la forma de asociación de las cadenas dey colaboradores

galactomananos entre si. Eligieron galactomananos con diferentes

relaciones ManzGal:el de Ceratonia siliqua ( relación ManzGal3,5:1,0) que

hasta ese momentose consideraba formado por grandes bloques de residuos de

manosasustituidos ( "regiones pilosas") alternados por grandes bloques de

residuos no sustituidos ( "regiones lisas“) (Fig.&13,a); el de Caesazpinia

spinosa ( relación ManGal 3,0:1,0) del que no se disponían datos

estructurales pero que se comportaba en forma similar a las fracciones del

galactomanano de Ceratonia siliqua, de mayor contenido en galactosa, lo que

indicaria una estructura en bloques y el de Cyamcpsis tevragonolobus

( relación ManzGal"2,0:1,0) que de acuerdo con los datos de Oxidación con

periodato presentaba una estructura regular y alternada, lo que sugeriria
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región pilosa región lisa

b 1ado piiosoWMA/RAM
1ado Iiso

Fig.5.13.a) Galactomananocon estructura en bloques. La cadena central
se muestra en la conformación bidimensional regular del estado
sólido. b) Estructura alternativa para galactomananos con
relación Manzcal cercana a 1,0:1,0. Al adoptar la cadena
central la conformaciónbídimensional típica del estado sólido,
deja las cadenas laterales de galactosa de un lado de la cadena
central.

según los autores que, en estado sólido, adopta una conformación

bidimensiona] reguïar en 1a cua] todas 1as cadenas Iateraïes de gaïactosa se

encuentran de] mismo 1ado de 1a cadena centra] originándose "lados 1isos" y

"1ados piïosos" (Fig.&13b).

A1 reaïizar un tratamiento de congeiado y descongeïado

sucesivo durante 24 h de squciones de] gaiactomanano de Cyamopsis

tetragonolobus ( reiación ManzGal 2,0:1,0), no observaron evidencias de

asociación, mientras que e] de Caesalpinia spinosa ( relación ManGa]

3,0:1,0), en concentraciones de] 75%o más, formaba geles débiles que

retrogradaban a1 calentarlos a 30°, y en e] caso de] gaiactomanano de

Ceratonia siliqua ( reïación ManzGal3,5:1,0) se originaba un ge] débil

pero cohesivo a concentraciones de sólo 0,5%.
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El congelado y descongelado de geles de galactomananos

no presentó un punto real de fusión, pero al calentarlos observaron que se

perdia la integridad estructural del mismoen un rango muyestrecho de

temperatura dando una suspensión de trozos de gel. En el caso de geles de

Cbratonia siZiqua al 1%, la 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 asociación se limita a la formación de particulas de gel.

Un tratamiento de este tipo de una preparación de

galactomanano de Ceratonia siliqua soluble en agua caliente pero muypoco

soluble en agua fria, cuya relación Man:Gales de aproximadamente 4,5:1,0,

rindió geles gomosos, extremadamente firmes, que a mayores concentraciones

sólo pudieron ser rotos por tratamiento con autoclave145. Además, una

solución 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 acompañadode un cambio gradual en la rotación óptica,

lo que indica que ocurren cambios en la cadena central del polímero.

Los mismos autores demostraron, además, 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.

Tambiénintentaron hallar la correlación entre la

composición de los galactomananos y sus propiedades, induciendo la asocia­

ción intermolecular por disminución de la actividad de agua. Encontraron

que en solución acuosa de etilenglicol al 50%, el galactomanano de

CeratOnia siliqua forma geles muydébiles pero cohesivos a concentraciones
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‘(/, Regiones iisas agregadas

Regiones piiosas de/
solvatación

Fig.5.14.Estructura propuesta para un gel de galactomanano. Las regiones
de la cadena central no sustituidas están asociadas comoen el
estado sólido para formar uniones entre cadenas, mientras que las
zonas sustituidas se encuentran altamente hidratadas, comoen
solución, y previenen la precipitación.

inferiores a 0,2%, mientras e] de Caesalpinia spinosa requiere una

concentración de 0,5% para geiificar, y e] de Cyamopsis tetragonolobus

precipita. A mayores concentraciones tanto ios gaiactomananos de

Ceratonia siliqua comode Caesalpinia spinosa dan geies firmes, siendo

e] primero e] de mayor fuerza.

En base a estas evidencias Morris, Rees y colaborado­

res145 propusieron un modelo para 1a estructura de Ios geles de galacto­

mananos, en e] cua] 1a asociación entre ias cadenas se da por 1a agregación

de regiones " lisas" de mananode conformación reguiar de tipo "cinta" con

regiones "pilosas" que sirven para solubilizar e] reticulo (Fig. 5.14.).
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Comotambién se mencionó en el Capitulo III, Mc Cleary

realizó106 un profundo estudio sobre el modode acción de tres a-D-galacto­

sidasas y una p-D-mananasa sobre D-galacto-D-mananos con el objeto de obtener

información sobre su estructura fina y relacionar los resultados con su

interacción gelificante con el polisacárido de Xanthomonas. Probó que los

oligosacáridos producidos por hidrólisis con Driselasa ( una p-D-mananasa)

del galactomananode Ceratonia siliqua y otros, de similares relaciones

ManzGal, incluían cantidades altas de man-óHgosacáridos, lo Cual indica

que los residuos de galactosa están distribuidos al azar en estas muestras

a diferencia de los trabajos anteriores que habian informado que se disponían

en bloques a lo largo de la cadena centra198’101.

En el caso del galactomanano de Leucaend Zeucocephaia

el producto mayoritario de la hidrólisis con B-D-mananasaresultó ser

Gal —-Man Por lo tanto como es muy poco probable que se produzca2.

rotación alrededor de la unión glicosidica Man—Mandebido 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 distribución uniforme
72.110de los residuos de galactosa probó que la distribución es entre

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

tratado con p-D-mananasa106se obtienen niveles bajos pero detectables de

manobiosa, manotriosa y de estos ofigosacáridos sustituidos por galactosa.

Al probar las interacciones de estos galactomananos con

106 obtuvo resultados que concor­
145,148

el polisacárido de Xanthomonas, Mc Cleary

daban con los reportados previamente por Morris, Rees y colaboradores
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a excepción del grado de interacción hallado para el producto de Leucaena

Zeucocephala que resultó superior al que podria esperarse en base a su

contenido de galactosa. El galactomanano de Leucaena Zeucocephala en una

concentración del 0,1% ( peso/volumen ), interacciona con el polisacárido

de Xanthomonas en una extensión equivalente a la del galactomanano de

Ceratonia siliqua en una concentración 0,04% ( peso/volumen ), teniendo

un contenido de galactosa del 38%y 23%, respectivamente. Los productos

de hidrólisis de este galactomanano con p-D-mananasa, y los bajos niveles

de manobiosa y manotriosa unidos a los altos niveles de Gal --Man2 antes

mencionados, indican que no presenta largas secciones de residuos de manosa

no sustituidos adyacentes. Esto indica que estas regiones lisas no

resultan imprescindibles para la interacción con el polisacárido de

Xanthomonas y que la interacción puede efectuarse a través de las regiones

sustituidas en las cuales los residuos laterales de D-galactosa se encuentran

hacia el mismolado de la cadena central.

Esto también explica la interacción baja pero signifi­

cativa del galactomanano de Cyamopsis tetragonolobus con el polisacárido de

xanthamonas , el cual, por los datos antes mencionados, no puede

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

McCleary comprobó, además, que el tratamiento de las

soluciones de goma de Xanthomonas-galactomanano con p-D-mananasa causa un

rápido decrecimiento en la viscosidad, lo que indica que la longitud de la

cadena del galactomanano es critica en la formación de la red

tridimensional del gelloó.
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Fig.5.15.Requerimientos estructurales propuestos para la interacción entre
D-galacto-D-mananos y otï polisacáridos: a) modelo propuesto
por Morris, Rees y col. para la interacción entre cadenas de
polisacárido de Xanthomonas ( X ) 6galactomanano ( G ).
b) Modelo propuesto por McCleary para la interacción entre
cadenas del polisacárido de Xanthomonas ( X ) y galactomananos
( L ) con alto contenido de galactosa.



CAPITULO VI

DESCRIPCION gg gg;

RESULTADOS OBTENIDOS
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MATERIAL EMPLEADO

Las semillas de Gleditsia triacanthos (ver Fig. 1.2.)

se separaron en sus tres partes: embrión, endosperma y testa, en la forma

descripta en la Parte Experimental. El trabajo posterior se desarrolló

sobre el endosperma.

EXTRACCION 1 FRACCIONAMIENTO g L0_S GALACTOMANANOS

El 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 sólo una pequeña cantidad de material (3,5%) se

solubilizó a 95°. El material insoluble remanente se sometió a extraccio­

nes más drásticas que se detallan luego.

Cuandolos extractos fueron concentrados hasta una

concentración final similar de galactomananos y luego fraccionados por una

adición paulatina de etanol en etapas, se obtuvo un comportamiento de

precipitación diferente para cada extracción (Fig. 6.2. a 6.6.). 85,5%del

galactomanano extraido a temperatura ambiente precipitó en el intervalo de

concentraciones de etanol entre 38%y 50%, con precipitaciones menores a

ambos lados de este rango (limites máximos 35-55%); las fracciones GmlaGm 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)

J . i
Extracto temperatura Re51duotemperatura

ambiente ambiente

agua (1 a 5 1) a 50°

¿44' t
Extracto 50°(1) Residuo 50°(1)

agua (1 a 5 1) a 50°

\F4’ J
Extracto 50°(2) Residuo 50°(2)

agua (1 a 5 1) a 50°

¿4’ ¿I
Extracto 50°(3) Residuo 50°(3)

agua (1 a 5 1) a 95°
(2 veces)

Extractor 95° Residuo '95°

Residuo agotado por
extracciones acuosas

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

La extracción de] residuo remanente fue 11evada a cabo

a 50°, en tres etapas, y ios extractos fueron trabajados separadamente

(Figs.6.3 a 6.5). 79%de] gaïactomanano obtenido en 1a primera extracción

precipitó entre 35 y 40%de concentración de etan01(fracción Gm7, Tabla 6.1.),
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mientras que sóio se obtuvieron pequeños precipitados aisiados para concen­

traciones de etanol entre 25-30%y 45-50%,fracciones GmGuy Gm8,respectivamente.

Las fracciones Gm6, 7 y 8 constituyen e] Grupo B de galactomananos (Tabia

6.1.) Los gaiactomananos obtenidos en 1a segunda extracción precipitaron

en un rango de concentraciones de etano] mucho más ampiio (20-40%) y fueron

fraccionados arbitrariamente (fracciones Gm9 a 12, Grupo C de gaiactomananos,

Tabia 6.1.). E1 tercer extracto de 50°no rindió producto precipitabie

(Fig. 6.5.). Finaimente, e] extracto obtenido a 95° dio dos pequeños

precipitados aisiados a intervalos de concentraciones de etanol de] 30-40%

y 45-50%, respectivamente (fracciones Gm13 y Gm14, Fig. 6.6.,Grupo D de

gaiactomananos, Tabla 6.1.).

Extracto temperatura
ambiente

Etanol hasta conc.3SZ

comienza la precipitación
Etanol hasta conc.38%

Preciiitado SobrenadanteEtanol hasta conc.45%

Precipitado Sobrenadante

¡Etanol hasta conc.50%r fi
Precipitado Sobrenadante

Etanol hasta conc.557.

Precipitado Sobrehadante
Etanol hasta conc.69°/.

no hay precipitación
Etanol hasta conc.70%

comienzala precipitación
Etanol hasta conc.7SZI fi

Precipitado Sobrenadante
Etanol hasta conc.85°/.

no hay precipitación
l

Fig. 6.2. Fracciónsoluble en etanol 857.
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Extracto 50°(1)
Etanol hasta conc.25%

comienzala precipitación
Etanol hasta conc.30%

Precipitado Sobrenadante
Etanol hasta conc.34'/.

no hay precipitación
Etanol hasta conc.35%

comienza 1a precipitación
Etanol hasta conc.4OZ

Preciïitado Sobrenadante
Etanol hasta conc.44%

no hay precipitación
Etanol hasta conc.45%

comienza la precipitación
Etanol hasta conc.50%

Preciïitado SobreJadante
Etanol hasta conc.85%

no hay precipitación

Fracción soluble en etanol 85%- 850 1
Fig. 6.3.

Extracto 50°(2)
Etanol hasta conc.20%

comienzala precipitación
Etanol hasta conc.25%l'._—'—_1

Precipitado Sobrenadante
Etanol hasta conc.30%

Preciíitado Sobrenadante

1

Etanol hasta conc.35%

Precipitado Sobrenadante
Etanol hasta conc.40‘7o

Precipitado Sobrehadante
Etanol hasta conc.85%

no hay precipitación

Fig. 6.4. Fracc1on soluble en etanol 854 850.2
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Extracto 50°(3)
Etanol hasta conc.30Z'

opauescencia
Etanol hasta conc.85%

no hay precipitación
l

Fracción soluble en etanol 85% 850 3

Fig. 6.5.

Etanol hasta conc.30%

comienzala precipitación
Etanol hasta conc.40%

Precipitaóo Sobrehadante
.

Etanol hasta conc.44%

no hay precipitación
Etanol hasta conc.45%

comienza la precipitación
Etanol hasta conc.50%

Precipitado Sobrehadante
Etanol hasta conc.85%

no hay precipitación

Fracciónsoluble en etanol BSZ‘E
Fig. 6.6.

Parte del endosperma soluble en agua resultó soluble

en etanol 85% (13,2% del endosperma: 4,8%, 7,6% y 0,8%, respectivamente

para cada extracción). Estos productos no son galactomananos clásicos

su análisis será comentadomás adelante.

En la Tabla 8.1. se indica la nomenclatura de los

productos resultantes del fraccionamiento de cada uno de los extractos

obtenidos.

Y
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TABLA 6.1.

Rendimientos y propiedades de los galactomananos obtenidos por fraccionamiento

de los galactomananos solubles en agua de] endosperma de la semilla de

GZeditsia triacanthosa.

[ar bFracción Etanol Rend. Re]. D G.P.d

%(v/v) % ManzGal agua NaC] 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) +22,3C(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 obtención de las distintas fracciones se detalla en el texto.
Las rotaciones ópticas se determinaron en soluciones diluídas(0,05-O,35%)

comose detalla en la Parte Experimental. Los porcentajes de disminución
de la rotación óptica a1 pasar de un solvente a otro se indican entre
paréntesis; el último paréntesis corresponde al cambio al pasar de agua a
urea 7M. Entre el 30 y 45%de la fracción resultó 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).
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E1 comportamiento de extracción y precipitación resultó

difici] de reproducir comopuede observarse en la Tabla 6.2.

TABLA6.2.

Rendimientos obtenidos en cuatro procedimientos distintos de extracción y

precipitación realizados sobre e] endospenna de 1a semilïa de Gleditsia

triacanthosa.

Extracciones

1 2 3 4

Endosperma de partida (g) 9,50 14,25 9,50 19,50

Etano] Rendimientos

FRACCION (z) (%)

Grupo A Grupo A total
1 35-38 2,2 1,3 1,5 ,
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. 85% S total
50'1 4,0 8,6 5° 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% 2 950.2 , ’
S50.3 sol. 854 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

S95 sol. 85% 0,8 0,2 1,1 1,0

a . . . .,
Comopuede verse no se real126 el esquema completo de prec1p1tac1on en

todas las extracciones.
con los extractos de 50° combinados.

En las extracciones 2, 3 y 4 se trabajó además
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CARACTERIZACIONg fi GALACTOMANANOS

Propiedades generales

Se realizaron los espectros infrarrojos de galacto­

mananos correspondientes a las distintas etapas de extracción (Gm3, Grupo A;

Gm7, Grupo B; Gm12, Grupo C y Gm 13, Grupo D) resultando similares

entre sí y similares a los obtenidos anteriormente para el galactomanano

0063,extraído de la misma semilla con agua a 5 y para el galactomanano de

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

de la fracción Gm3 como ejemplo.

Los espectros obtenidos presentan bandas de absorción

a 810-815 y 870-875 cm'1 (Fig. 6.7) que si bien hasta hace poco eran

asignadas a la presencia de residuos de galactopiranosa con unión a y de
149,150manopiranosa con unión B, respectivamente se ha encontrado más

151 que estas bandas aparecen en los espectros de manooligosa­recientemente

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

unidades de D-manosa: la banda a 810-815 cm'1 correspOnde a la vibración de

estiramiento simétrico del anillo de p-D-manopiranosa mientras que la de

870-875 cm'l ha sido asignada a la deformación del enlace ecuatorial C-2—-H

de las mismas unidades.

El grado de polimerización de la muestra mayoritaria

(Gm3, Grupo A) fue determinado químicamente midiendo el formaldehído

producido al oxidar la muestra, previamente reducida con b0rohidruro de

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

considera que se producen 2 moles de formaldehído por mol de polisacárido
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(ya que e] grupo termina] debe estar unido por 0-4 si e] producto responde

a 1a estructura genera] aceptada para este tipo de poïisacáridos. ver

Capituïo III) y que 1a unidad termina] no está sustituida en e] 0-6. Se

consideró, además, e] peso moïecuïar de 1a unidad anhidro promedio, 162,

valor que se ca1cu16 conociendo 1a composición del polisacárido y tomando

los pesos moïeculares de cada monosacárido anhidro comose detalïa en la

Parte Experimenta].

E1 valor de G.P. obtenido concuerda con los encontrados

aplicando e] mismométodo para e] gaiactomanano extraido directamente a 50°

de 1a semiïla entera de Gleditsia triacanthos(110-120)63 , y con e] corres­

pondiente a] gaiactomanano obtenido por extracción a 60° de 1a semiïïa de

Gleditsia amorphoides (116)46.

¡ L’ í 100

i.

L.

l l J al l l o
4000 3000 2500 2000 1500 1000 900 800

Fig. 6.7 Espectro infrarrojo del galactomanano Gm3 en film.
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ggmpgsición en monosacáridos

La determinación del contenido en azúcares totales (ver

Parte Experimental) dio valores entre 99 y 100%para todas las fracciones de

galactomananos.

Al analizar la composición en monosacáridos de las 14

fracciones de galactomananos por cromatografía gas-liquido de los acetatos

de alditoles obtenidos de sus productos de hidrólisis completa (ver Parte

Experimental), se obtuvieron resultados concordantes con lo esperado:

manosa y galactosa son los monosacáridos mayoritarios (Tabla 6.3 ).

Los resultados dados en la Tabla 6.1. muestran que la

relación ManzGales 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. El aumento de la relación ManzGal en los tres

primeros casos está de acuerdo con las condiciones cada vez más rigurosas de

extracción, pero llama la atención que las pequeñas cantidades de galacto­

mananos solubilizadas a 95° tengan la misma relación Man:Gal que los galacto­

mananos obtenidos en la primera extracción a 50°.

El análisis de los monosacáridos componentes de las

fracciones de galactomananos obtenidas por cromatografía sobre geles

(Sephadex G-lOO en urea 7M) de la fracción Gm1 (ver pág.132 y Fig.6.9)mostr6

una relación ManzGalde 1,7, 2,3 y 1,8 para las subfracciones 1a, lb y lc,

respectivamente (Tabla 6.3).Este reSultado indica que la relación ManzGalen

la fracción Gm1 (2,5, Tabla 6.1 ) no es un valor promedio y muestra que

este polisacárido exhibe un estrecno rango de distribución de su composición

en monosacáridos.
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TABLA6.3.

Composición de ias fracciones de gaiactomananosa.

b Monosacáridos . CFRACCION Proteina
Ara Xi] Man Ga] ,

(A)

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 77,2 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

1a 1,6 1,5 60,0 36,0(1,7)d N.d.
lb 2,9 0,3 66,7 29,4(2,3)d N.d.
lc 1,6 2,8 62,4 33,3(1,8)d N.d.

aLa composición en monosacáridos está expresada en molesZ. bLas fracciones
Gm1,8, 11 y 13 contienen vestigios de fucosa y las fracciones Gm4,11 y 12
muestran pequeñas cantidades de N-acetil-glucosamina (0,4%,0,2% y 0,8% res­
pectivamente): Se detectó glucosa en las fracciones Gm8,10 y 12 (7,6%,
1,5% y 11,7%, respectivamente). Las fracciones la, lb y lc fueron
obtenidas a partir de la fracció Gml por cromatografíadsobre Sephadex G-100,
usando urea 7Mcomo eluyente. N.d.=no determinado. Rel. Man:Ga1.
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Comose observa en 1a Tabia 6.3. , se detectaron canti­

dades pequeñas pero significativas de arabinosa, xiïosa y fucosa en 1a

mayoria de 1as fracciones. En e1 caso de ias muestras Gm8, Gm10 y

Gm12 se pudo verificar 1a existencia de un pequeño porcentaje de glucosa.

Estos componentesminoritarios también aparecen en las subfracciones

aisladas a partir de 1a fracción Gm1 por cromatografía sobre Sephadex G-100

usando urea 7Mcomo soïvente de e1ución (ver Tabla 6.6.). Por otro lado,

xiiosa, arabinosa y fucosa se recuperaron totalmente cuando 1a fracción

Gm3 fue sometida a cromatografía de intercambio aniónico sobre DEAE-Sephadex

A-SO (Tabïa 6.4.).

TABLA6.4.

Composición en monosacáridos de 1a fracción Gm3 antes y después de su

pasaje a través de DEAE-SephadexA-50(m01es %)a.

Monosacáridos

FRACCION Fuc Ara Xi] Man Ga]

Gm3 0,5 3,5 0,8 64,8 30,4

Gm3-DEAE 0,6 3,6 0,6 66,0 29,2

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

Cuando 1a fracción mayoritaria,Gm 3 (Grupo A) fue

analizada antes y después de su pasaje por 1a resina aniónica previa separa­

ción de 1as aidosas y los ácidos urónicos de] hidroïizado, se verificó que

estos üitimos no están presentes en 1a muestra.
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Mediante cromatografía gas-ííquido de Ios metiïglicósidos

si1i1ados (ver Parte Experimental) se pudo detectar 1a presencia de pequeñas

cantidades de hexosaminas en 1as fracciones Gm4, Gm11 y Gm12 (Tabia 6.3.).

Proteína asociada a_lgs_ga1actomananos

Todas ias fracciones contienen pequeñas cantidades de

proteína (0,7-2,9%, Tabia 6.3.), que no pudo ser removida por cromatografía

sobre Sephadex G-lOOcon eluyentes caotrópicos y que, de acuerdo con datos

152 tampoco es eïiminada por cromatografía de intercambio aniónicoanteriores

sobre DEAESephadex A-50.

La composición en aminoácidos de 1a proteína asociada se

muestra en 1a Tabia 6.5. Asparagina/ácido aspártico, serina y gïutamina/

ácido glutámico son ios constituyentes mayoritarios y representan, junto

con cantidades variabïes de algunos otros aminoácidos, airededor de] 50%de

1a proteína.

E1 dosaje de hidroxiprolina reaïizado sobre una muestra

de gaïactomanano tota], GmT (precipitado por adición de etanol hasta con­

centración de] 85%v/v de un extracto acuoso obtenido directamente a 95°)

dio resultado negativo.

E1 galactomanano tota] fue sometido a tratamiento

aicaïino con e] objeto de verificar si presentaba enlaces O-giicosídicos

entre e] hidroxiïo hemiacetáïico de un monosacárido y e] grupo alcohóïico

de 1a serina o treonina presentes en Su porción proteica. E1 tratamiento

aïcalino provoca una reacción de p-eiiminación conduciendo a 1a formación de

unidades Z-aminoacríïicas y 2-aminocrotónicas, respectivamente.



TABLA6.5.

..,....a

Comp051c1onenam1noac1dosdelasfracc1onesdegaïactomananos. FRACCIONb

Aminoácidos

Asp

Tre

Ser

G1u

Pro

GÏÍ

A1a

Va]

Ile

His

Arg

GrupoA

1 2 3 4
GrupoB

7
GrupoC

9
11 12

GrupoD

14

13,2 13,8 10,2 14,3 13,3 11,3
9,5

10,0 10,5

4,5 4,9 5,1 4,5 5,8 3,9 3,6 5,0 4,8

7,0
13,0 15,1 15,5

8,3 8,9 7,5
13,7

6,4

14,3 15,1 12,8 11,7 18,7 18,9 15,4 17,5 14,7

4,0 3,6 4,1 3,7 3,1
14,5

4,1 5,4

3,6 8,1 8,8 8,3 4,9 6,0 6,6 7,9 6,2

7.8 9,5 9,1 9,5 8,2 7,0 6,5 7,3 7,3

6,1 5,2 4,7 4,8 5,4 7,1 5,4 6,8 5,6

7,3 4,7 3,6 2,9 3,3 4,5 2,8 3,1 3,4

8,4 6,6 5,2 5,2 9,4 8,3 4,7 7,2 9,5

5,9 5,7 2,6 2,8 4,9 5,1 2,7 3,0 3,9

4,8 3,7 2,4 1,6 4,1 4,6 4,1 2,7 3,4

5,2 7,8
10,1 10,9

9,2
10,4

8,6 5,2

1,6 1,9 6,2 1,2 2,8 2,1 4,7 2,9 3,8

6,2 2,6

a .IaoAot
Lacomp051c1onenam1n03c1dosestaexpresadaengpor16gdeN.

fueronconsiderados. fracciónsedetectóhidroxiprolina.

Laformaenqueseobtuvieronlasfraccionessedetallaeneltexto.

Losporcentajesmenoresde0,5%no

Enninguna

LasfraccionesGm5,Gm6,Gm8,Gm10yGm13nofueronanalizadas.
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Fig. 6.8. Determinación de las uniones O-glicosídicas a serina y/o treonina
en la fraccion GmT. A) Solución 0,14% en NaOH0,1N (los
números indican el tiempo de tratamiento), B) Curvas obtenidas
para una solución patggn de L-tirosina . C) Curvas de {ga
teatigos(c = 1,7 x 10 N) obtenidas de Price y Greenstein .
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Los péptidos que contienen estos grupos absorben en la región ultravio­

leta, el primero presenta un máximode absorción a 240 nmy el último tiene

una absorción generalizada (Fig. 6.8,C). Al medir el aumento de absorción

a 240 nmes posible entonces, visualizar la destrucción del enlace polisacá­

rido-proteina.

La absorbancia a esta longitud de onda de una solución

de GmT en hidróxido de sodio 0,1N, se mantuvo constante durante 240 h

(Fig. 6 8.A). Dado que la muestra contiene aminoácidos que absorben en la

zona de medición (tirosina, fenilalanina), paralelamente se sometió al

mismo procedimiento a una solución de L-tirosina en hidróxido de sodio 0,1N,

no observándose variaciones en su espectro (Fig. 6.8,B).

Estos resultados indican que es muy poco probable la

existencia de este tipo de unión entre la parte proteica y el polisacárido.

Propiedades fisicoquimicas

Rotación óptica

Todas las fracciones resultaron solubles en agua, en

cloruro de sodio 0,1M (excepto las fracciones Gm9, Gm10 y Gm11) y en

urea 7M. La facilidad de disolución aumenta con el aumento del poder

caotrópico del solvente.

Se determinaron los 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 encontró que es posible trazar

varias relaciones entre las rotaciones ópticas y algunos parámetros como:
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(a) las rotaciones en agua disminuyen a lo largo de la secuencia de

extracciones, con excepción de los galactomananos extraídos a 95° (Grupo D)

cuyas rotaciones están en el rango de aquellas obtenidas en la primera

extracción a 50° (Grupo B); (b) galactomananos con valores similares de

relación ManzGalpresentan diferentes valores de rotación óptica; (c) se

observa una relación directa para los productos de cada extracción (nueva­

mente los galactomananos extraídos a 95° constituyen una excepción) entre las

rotaciones ópticas en agua y el rango de precipitación en etanol-agua.

Para las fracciones de los Grupos A y C las rotaciones ópticas disminuyen en

los productos más solubles (no en la fracción Gn 5), mientras para las del

Grupo B aumenta en esa dirección; (d) en todos los casos la rotación

óptica muestra una disminución con el aumento del poder caotrópico del

solvente (no en las fracciones Gm3 y Gm4, que no exhiben ningún cambio).

Para las fracciones del Grupo A, las rotaciones de Gm1 y Gm2 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 la disminución 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 disminución en la rotación

en cloruro de sodio 0,1M (a excepción de la fracción en 9), pero existe un

cambio significativo cuando se usa urea 7Mcomo solvente (52-92%). Las

fracciones del Grupo D no muestran una tendencia definida en el cambio de

las rotaciones ópticas.

Como se mencionó antes, las fracciones Gm9, Gm10 y

Gm11, inesperadamente no resultaron totalmente solubles en cloruro de sodio
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0,1M; el insoluble (30-45%) fue separado por centrifugación y se calcularon

las rotaciones ópticas que figuran en la Tabla 6.1. en base al galactomanano

soluble. Los insolubles de las fracciones Gm10 y Gm11 se secaron y se

tomaron sus rotaciones en urea 7M; éstas resultaron de +12,8’y +3,l°,

respectivamente, y en amboscasos superiores a aquellas halladas para los

respectivos productos solubles.

Pesos moleculares

Los pesos moleculares y la dispersión de los mismos

fueron analizados por cromatografía sobre geles utilizando columnascalibra­

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

Los resultados obtenidos al calibrar las columnas de

Sephadex G-IOOy G-200 en las que se empleó urea 7Mcomo solvente de elución,

merecen un comentario detallado. En ambos casos aparece un rango dentro

del cual los pesos moleculares resultan inversamente proporcionales a su

volumen de elución, y más allá de un dado valor (aproximadamente 40.000

daltons) el volumende elución resulta constante. Este valor es mucho

menor al valor limite de peso molecular que resulta excluido del Sephadex

G-100 en solución de cloruro de sodio 0,1M (ver curvas de calibración, Parte

Experimental), y no corresponde al limite máximodel rango de fraccionamien­

to indicado por los fabricantes para ninguno de los dos casos154.

El empleo de soluciones altamente caotrópicas, comola

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

las uniones hidrógeno entre distintas porciones de una molécula grande o
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entre moléculas adyacentes, y convertirlas en cadenas con conformación

“random coil" que resultan mucho más uniformes en forma y densidad, lo que

proporciona una clara ventaja para la detenninación de sus pesos moleculares

por cromatografía sobre geles. Este método ha sido ampliamente utilizado

para el análisis de proteinas, y causa su completa desnaturalización, lo

que permite determinar los pesos moleculares de la cadena o cadenas que

155-160. 156 detectaron unaconstituyen la proteina Oleson y Pedersen

reducción del tamaño de poro del Sephadex 6-200 al emplear soluciones de urea

8My clorhidrato de guanidina en la determinación de los pesos moleculares

de proteinas. Andrewslól, analizó los diagramas existentes en literatura

y concluyó que el limite de exclusión para el Sephadex 6-200, que normal­

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

dextranos es de 200.000 daltons), cae a 200.000 dalton5162’163 o aün

menores valoresló4.

Nuestros datos confirman la enorme disminución del

rango de fraccionamiento del gel al emplear urea 7M, y podemos afirmar que

en el caso de Sephadex G-100 el valor máximo 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 éste.

Las fracciones Gm1 (Fig. 6.9.) y Gm14 (Fig. 6.10.A)

dieron un único 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 fracción Gml, sin embargo, se separaron cinco Subfracciones

cuando la cromatogafia se llevó a cabo en urea 7M(fracciones la-le, Fig.6.9).
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urea 7M. Se recogieron fracciones de 2 ml. En éste y los subsi­
guientes diagramas de elución la posición de las proteínas se
determinó por la absorbancia a 280 nm (que en este caso no se
grafica ya que resultó despreciable), y 1a de los hidratos de
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para las absorbanc1as no representan valores cuantitativos.
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Fig. 6.9.

Los pesos molecuïares caïculados en base a 1a caïibracíón de 1a columna

con dextranos patrones de peso molecular conocido (ver Parte Experimental)

fueron: 35.000, 23.000, 14.000, 5.700 y 3.500 daïtons y los rendimientos

de cada subfracción fueron: 29,0%,56,0%,12,2%, 2,5% y 0,7%, respectivamente.

E1 análisis de 1a composición en monosacáridos de 1as tres subfracciones

mayoritarias (Tabla 6.6.) muestra una relación Man:Ga1similar entre ellas

y también simiïar a la de] producto origina] (fracción Gm1).
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Resulta notorio que, a pesar de la diálisis prolongada para eliminar

la urea, los galactomananos de bajo peso molecular (5.700 y 3.500 daltons)

no dializaron.

La fracción Gm14 dio dos picos por cromatografía

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 fracción Gm7 también se observó heterodispersión

de pesos moleculares al usar cloruro de sodio 0,1M comoeluyente, distin­

guiéndose dos picos de pesos moleculares 53.000 (82%) y 34.000 daltons(18%),

respectivamente (Fig. 6.10,B). Un perfil de elución similar, aunque con

mayor resolución 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).

TABLA6.6.

Composición en monosacáridos, rendimientos y pesos moleculares de las
subfracciones obtenidas por cromatografía sobre Sephadex G-100 en urea 7M
a partir de la fracción Gm1 (Grupo A), y su comparación con los datos

correspondientes a la fracción original.

Rend. PM Monosacáridosa Rel.

FRACCION (%) daltons Fuc Xil Man Gal ManzGal

1 2,2b 18.100C 5,4 1,0 66,5 26,1 2,5
12.900d

1a 29,0e 35.000f 1,6 1,5 60,0 36,0 1,7
lb 56,0e 23.000f 2,9 0,3 66,7 29,4 2,3
1C 12,2e 14.000f 1,6 2,8 62,4 33,3 1,8

aExpresados en moles Z. bCalculado respecto del endosperma totaLCDetermi-­
nado por cromatografía sobre Sephadex G-100 en NaCl O 1M. Determinado en
base al contenido d manosa terminal no reductora. Calculado respecto de
1a fracción Gm1. Determinado por cromatografía sobre Sephadex G-lOO en
urea 7M.
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En el caso de las fracciones Gm9, Gm 10 y Gm 11, el

hecho de que se produzca un subfraccionamiento por insolubilización en solu­

ción de cloruro de sodio 0,1M sugiere la existencia de algún tipo de

heterodispersión, por ejemplo, en la relación ManzGalo en la distribución

de las cadenas laterales. En este caso las subfracciones no pudieron ser

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

Propiedades gg coprecipitación ggn_lectinas

Los galactomananos de semillas de leguminosas son

co-precipitantes para laaglutinina de Ricinus communislós. El compor­

tamiento frente a esta lectina especifica fue probado para las 14 fracciones

de galactomananos mediante experiencias de doble difusión en placas de

agarosa (ver Parte Experimental).

La reacción mostró un comportamiento general para todas

las muestras con una zona de precipitación difusa, sin lineas de precipita­

ción, alrededor de los "reservorios" conteniendo los galactomananos (Fig.

6.1L,A y C); sólo las fracciones Gm3, Gm4 y Gm8 (Figs. 6.11,B y D;

6.13. y 6.14.) originaron una linea de precipitación, levemente separada

del limite superior de difusión de la zona difusa.

Estas lineas, que no son observadas en las corridas

de 12 hs, y son incipientes en las de 24 hs(fracción Gm8), son netas en

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

difusión (72 hs).
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Fig. 6.11. Inmunodifusión de galactomananos contra Ricinus communisen
placas de agarosa. A: fracción Gm5, 48 hs de difusión;
C: fracción Gm5, 60 hs de difusión; B: fracción Gm4, 48 hs
de difusión y D: fracción Gm4, 60 hs de difusión. En todos
los casos se emplearon soluciones 0,5% de los galactomananos en
buffer PBSy se sembró el galactomanano en la periferia y la
lectina en el centro.

Fig. 6.12. Inmunodifusión de galactomananos contra Ricinus communisen
placas de agarosa. A: mezcla de galactomananos Gm6 y Gm14
(ninguno produce bandas por separado); B: mezcla de las
fracciones Gm8 y Gm14 ( Gm8 sí produce bandas);
C: mezcla de las fracciones Gm3 y Gm8 (ambas producen
bandas por separado). En todos los casos el tiempo de
difusión que se muestra fue de 60 hs. También en estos
casos se emplearon soluciones 0,5% en cada galactomanano en
buffer PBS y se sembró 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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Fíg. 6.13. Inmunodifusíón del galactemaneno Gm3 contra Ricínus
communis en placas de agarosa. Se emplearon soluciones
0,5% del galactomanano en buffer PBS y se sembró el galacto­
mananoen el centro y la lectina en la periferia (izquierda)
e inversamente (derecha). A: 12 hs, B: 24 hs, C: 48 ns
D: 60 hs y E: 72 hs de difusión.

Las ïineas de precipitación son prácticamente rectas,

con una 1eve concavidad hacia e] orificio que contiene 1a lectina y están

situadas más cerca de ios orificios donde se sembraron 10s galactomananos

siendo ias distancias respecto de estos diferentes en 105 tres casos.
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Fig. 6.14. Inmunodífusión del galactomanano Gm8 contra Ricinus communis
en placas de agarosa. Ver indicaciones en Fig. 6.13.

Diferentes mezcias deza) muestras que sóio producen

zonas difusas, b) muestras que también originan iineas de precipitación,

y c) ambos tipos de muestras, mostraron sólo zonas difusas airededor de

ios orificios conteniendo ios gaiactomananos, pero en ningún caso

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

A) Estudios gg_meti1ación

Las fracciones de galactomananos ( trece ) fueron

sometidas a análisis por metiiación. Los derivados permetiiados se

obtuvieron, a través de una secuencia de dos etapas de metiiación, por ios

métodos de Haworth y Hakomori en pequeña escaia (ver Parte Experimental).

Las proporciones moiares reiativas de los monosacáridos metilados

obtenidas para cada una de 1as 13 fracciones aparecen en las Tabias 6.7. y

6.8.; en ias Figs 6.15.y 6.16. pueden verse ios cromatogramas de Ios aceta­

tos de aiditoies de Ios derivados metiiados de gaiactomananos tipicos de

cada extracción.

Todas ias muestras están compuestas, comoes io usual,

por: 2,3,4,6-tetra-0-meti1-D- gaiactosa, 2,3,6-tri-O-meti1-D-manosa y

2,3-di-0-meti1-D-manosa de acuerdo c0n lo aceptado para 1a estructura gruesa

de los gaiactomananos (ver Capituio III). En todas eiias se haiiaron

pequeñas cantidades de 2,3,4,6-tetra-0-meti1-D-manosa, que si aceptamos que

es producida por e] extremo no reductor de cada cadena permite realizar un

cáicuio de] grado de poiimerización ( G.P.) delos gaiactomananos (Tabla 6.1.).

E1 promedio numérico de Ios vaiores de grado de poïimerización asi ob­

tenidas —paraias muestras de los Grupos A, B y C resulta 97-100. E1

grado de poiimerización promedio de los productos extraídos a temperatura

ambiente y de aqueiios obtenidos en 1a primera y segunda estracción a 50°,

es consistente con 1a secuencia de extracción. Pero, en e] caso de los

gaiactomananos extraídos a 95°, no resulta acorde con e] hecho de que 1a

extracción es más drástica que las anteriores y entra en e] rango de grados

de poiimerización de Ios productos obtenidos en 1a primera extracción a 50°.



TABLA6.7. Proporcionesrelativasdemonosacáridosmetiladosdelasfraccionesdegalactomananosdelendospenmadela semilladeGleditsiatriacanthos.(analizadoscomoacetatosdeaïditoles)(moles%)a.
Monosacáridos Uniones glicosídicas deducidas

Manosa

2,3,4,6­ Tetrametil

Term

2,3,6­ Trimetil

4­

2,3­ Dimetil

4,6­

2,6-+4,6­ Dimetil

3.4-+2,3­

Galactosa

2,3,4,6­ Tetrametil

Term

2,3,6­ Trimetil

2,4­ Dimetil

-GrupoA

12b 3 ú 5
GrupoB

7 8
GrupC

gs
10 11 12

GrupoD

13 14

l,2(0,05) l,7(0,06) l,6(0,07) l,0(0,04) 1,6(0,06) 1,2(0,06) 1,4(0,06) o,7(o,05) 1.2(0,08) 0,6(0,04) o,7(o,04) 1,4(0,07) 1,1(0,07)

45,5(l,96) 41,8(1,55) 42,1(1,72) 44,5(1,85) 40,3(1,55) 49,4(2,27) 47,7(2,12) 58,8(4,11) 58,8(3,82) 61,1(3,64) 56,8(3,46) 53,3(2,79) 61,4(3,68)

23,2(1,00) 26,4(0,98) 23,1(0,94) 22,7(0,95) 26,6(l,02) 21,7(0,99) 21,7(0,96)

15,5(1,08) 17,3(1,12) 17,3(1,03) 16,4(1,00) 18,1(0,95) 15,8(0,95)

1,4(0,06) 0,3(0,01) 1,5(0,06) 0,3(0,01) 1,6(0,07) 1,6(0,07) 1.0(0,07) 0,2(0,01) 1,1(0,06) 3,7(o,23) 1,3(0,07) 0.6(0.04)

23,2(1,00) 27,0(1,00) 24,5(1,00) 24,0(1,00) 26,0(l,00) 21,8(1,00) 22,5(l,00) 14,3(l,00) 15,4(1,00) 16,8(1,00) 16,4(l,00) l9,1(1,00) 16,7(1,00)

2.3(0,16) 1,4(0,09) 1,4(0,08) 0,7(0,04) 2,9(0,15) l,5(0,09)

aSe indicanentreparéntesislasrelacionesmolaresrelativasa2,3,4,6-tetra-0-metilgalactosa.detectaronvestigiosde2,4,6-tri-0-metilgalactosaenlasfraccionesGm7,Gm9,Gm10,Gm11,Gm13 yGm14.
de2,4-di-0-getilmanosa.galactosa. ParteExperimental).

(0,07)

0,9(0,04) 2,1(0,09) l,6(0,11) 1.2(0.08) o,7(o,04) 1,0(0,06) 2,7(0,14) 2,3(0,14)

LasfraccionesGm4,Gm7,Gm8,Gm9yGm12tambiénmuestrancantidadesvariables(0,1-2,4%)

Entodaslasfraccionessedetectaronvestigiosde2,6-y4,6-di-0-metil­

ParacompletarlametilaciónfuenecesariaunaterceraetapaporelmétododeKuhn(ver

141
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IABLA 6.8.

DerivadOS'metilados de Ios monosacáridos no usuaïes componentes de las

fracciones de gaïactomananosa (analizados comoacetatos de alditoles).

_ b 2,3,5-tr1-0- 3,5-di-0- 2,3,4-tri-0­
Monosacaridos metiïarabinosa metíïarabinosa metíïxilosa

y/o fucosa

Uniones

gïicosïdicas 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

8 - 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 I - 0,2 ­

aLa composición en monosacárídos está expresada en moles Z del total de
derivados metilados (ves 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 1a presencia de derivados monomeEiladosde
arabinosa; se detectaron vestigios de 2-0-metilfucosa (0,2% y 0,3% en
las muestras Gm4 y Gm5, respectivamente). Los espectros de masa también
indicaron la ausencia de derivados monometilados de 1a xilosa en cantida­
des detectables.
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Respuesta del detector

,ájáégsí- EÉ-gï Si ¿25a21925Ï4-tri-0-metilfucosa
* - 14 -met1 ara 1n08d6-tetra-0-metiL-D-manosa

j,Ï,z,g-tetra-O-metil-D-galactosa
+—2-0-metilfucosa

_ 2,3,6-tri-O-meti1­
D-manosa

2,3,6-tri-0-metil-D-galactosa
2,6- + 4,6-di-O-meti1-D-manosa

2,6- + 4,ó-di-O-metil-D-galactosa

2,3-di-O-meti1-D-manosa

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

«IZ,3,5-tri-0-meti1ayabinosa . _«—2,3,4-tr1-0-metilxilosa + 2,3,4-tr1-0-metilfucosa
#2 3 4 6-tetra-0-metil-D-manosa 2,3,4,6-tetra­

O-metil-D-galactosa“‘2-0-metilfucosa
2,3,6-tri-0­

2,3,6-tri-O-metil-D-galactosa metil-D-manos
2,6- + 4,6-di-O-meti1-D-manosa

2,6- + 4,6-di-0-metil-D-ga1actosa
2,3-di-0-metil-D-manosa

2,4-di-0-metil-D-manosa
2,4-di-0-meti1-D-galactosa

. 6.15. Cromatografía gas-líquido de los acetatos de alditoles de los
derivados metilados de: A)fracción Gm2 y B) fracción Gm8.
Se empleó una columna de ECNSS-Ma 170°. *Indica: 3,5-di-O­
metilarabinosa. Los polisacáridos permetilados se hidro­
lizaron siguiendo el Procedimiento I (ver Parte Experimental).
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A ,«2,3,5-tri-0-metilarabinosa
-tri-Q-metilxilosa + 2,3,4-tri-0-metilfucosa
- e 1 arablno a .

h - ra- —met11-D-manosa _2,3.4,6-tetra-O-met11-D­
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-0-metil-D-galactosa

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

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

B
h.

,e——2,3,S-Cri-O-metilarabinosa .
* *—,3,4-tr1-0-met11x1losa + 2,3,4-tr1-0-met11fucosa

Qetilfucosa
“2,3,4,6-tetra-O-metil-D-manosa

42,3,¿,6-tetra-O­
metil-D-galactosa
2,3,6-tri-O-met11­2.3,6-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-0-metí1-D-manosa

2,h-di-O-metíl-D-galactosa

6 .16. Cromatografía gas-líquido de los acetatos de alditoles de los
derivados metilados de: A) fracción GmlO y B) fracción Gm13.
Se empleó una columna de ECNSS-Ma 170°. Indica: 3,5-di-O­
metilarabinosao Los polisacáridos permetilados se hidro­
lizaron siguiendo el Procedimiento I (ver Parte Experimental).
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Se detectaron también pequeñas cantidades de 2,6-di-0­

metil-D-manosa mezclada con cantidades variables pero más pequeñas de 4,6­

di-O-metil-D-manosa. Estas aparecen en los cromatogramas como un único

pico cuyo espectro de masa presenta claramente la superposición de las

fragmentaciones tipicas de cada una de ellas, con predominio neto del

derivado 2,6-di-0-metilado. Proporciones pequeñas y variables de 2,3,6­

tri-O-metil-D-galactosa y 2,4-di-0-metil-D-galactosa fueron también

detectadas en todas las muairas analizadas (Tabla 6.7.). En todas las

fracciones se identificaron, además, trazas de 2,6- y 4,6-di-0-metil-D­

galactosa, observándose en el c.g.l.-e.m. de este par de derivados metila­

dos de la galactosa una situación similar a la referida de los mismos

derivados de la manosa. En algunas de las muestras estudiadas se encontra­

ron pequeñas cantidades de otros derivados metilados: trazas de 2,4,6-tri­

O-metil-D-galactosa en las fracciones Gm7, Gm9, Gm 10, Gm 11, Gm 13 y

Gm14 y cantidades variables (0,1-2,4%) de 2,4-di-O-metil-D-manosa en las

fracciones Gm 4, Gm 7, Gm 8, Gm 9 y Gm 12.

En cuanto a los derivados metilados de los componentes

minoritarios, no usuales, de los galactomananos, se detectó la presencia

de pequeñas cantidades de 2,3,5-tri-O-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 últimos aparecen en los cromatogramas como un único pico y pudo ser

asignado a la superposición de ambosmediante el análisis de su espectro de

masa. La Sumade 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 sólo se encuentren vestigios de Z-O-metilfucosa

(Tabla 6.8.).
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B) Espectroscopia gg_resonancia magnética nuclear gg_Ïfi_x_íÏQ

Comose mencionó anterionmente (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 análisis. Por este motivo, con
13

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

de Gleditaia triacanthos, y tratando de que esta muestra fuera comparable

con la sometida al análisis de la estructura fina por Courtoisag, que

constituía el ünico antecedente citado en literatura, se sometió a GmT

(galactomanano total obtenido por extracción directa a 95° y precipitación

con etanol hasta una concentración final de 85%) al tratamiento de despoli­

merización utilizado por Grasdalen y Painter127. Paralelamente fue some­

tida a idéntico tratamiento la fracción mayoritaria de los galactomananos

obtenidos por precipitación fraccionada ( Gm3, Grupo A). Este tratamien­

to,que involucra la acción del ácido ortofosfórico concentrado durante cuatro

semanas a 4° (ver Parte Experimental), redujo el grado de polimerización de

las muestras de 80 a 38 en el caso de GmT y de 60 a 28 en el caso de la

fracción Gm3 (valores determinados por análisis del poder reductor, ver

Parte Experimental). Esto produjo, comoes obvio, un gran aumento de la

solubilidad en agua de estos productos.

Los polisacáridos despolimerizados crudos obtenidos por

precipitación con éter etílico de las soluciones ácidas, se purificaron por

disolución en agua y reprecipitación con etanol, procedimiento que se

repitió hasta neutralidad de la solución acuosa (ver Parte Experimental).

Con el objeto de eliminar posibles fragmentos de bajo peso molecular
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Fig. 6.17. Cromatografía preparativa sobre Sephadex G-15 de la
fracción Gm3-HP. La columna (4,5 x 80 cm) se eluyó
con agua;se recogieron fracciones de 10 ml. La posición
de los hidratos de carbono se determinó midiendo la
absorbancia a 490 nmcon el reactivo de fenol-ácido sulfúrico.

producidos durante e] tratamiento con ácido ortofosfórico que pudieran haber

coprecipitado durante e] procedimiento anterior,1as muestras se sometieron a

cromatografía preparativa sobre Sephadex G-15 usando agua como solvente de

e1ución. En 1a Fig. 6.17. se muestra e] diagrama de elución correspondiente

a 1a fracción Gm3-HP (fracción Gm3 despoïimerizada); como puede observar­

se, se obtuvo un único pico que salió con e] voïumen muerto, prácticamente

gaussiano, con un pequeño ensanchamiento en 1a zona posterior, razón por

¡a cua] 1as últimas fracciones fueron descartadas. Un comportamiento
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similar mostró GmT-HP (fracción GmT despolimerizada).

Las muestras despoïimerizadas asi comosus fracciones

madres se sometieron a] anáiisis de los monosacáridos componentes obtenién­

dose resuitados coincidentes (Tabla 6.9.).

TABLA6.9.

Composición en monosacáridos de las fracciones Gm3 y GmT y sus productos

de despoiimerización (moles %).

a Monosacáridos Re].
FRACCION G.P.

Ara Xi] Man Ga] ManzGai

GmTb 80 3.2 0,5 71,7 27,9 2,57

GmT-HPb 38 2,7 0,7 71,3 25,3 2,82

GmT-HPC - - 71,2 28,7 2,50

Gmsb 60 1,7 4,5 62,8 30,9 2,03

Gm3-HPb 28 Tr 2,7 67,2 30,1 2,23

Gm3-HPc Tr - 67,0 33,0 2,03

aDeterminadopor análisis del poder reductor (ver Parte Experimental).
Valores obtenidos por cromatografía gas-líquido de los acetatos de

alditoles derivados de los productos de hidrólisis completa. cYalores
obtenidos por integración de las señales de los espectros de RMN-H.

E1 gaiactomanano tota] despoiimerizado (GmT-HP) se

sometió a1 análisis por metiiación obteniéndose: 2,3,4,6-tetra-0-metii-D­

galactosa, 2,3,4,6-tetra-O—meti1-D-manosa, 2,3,6-tri-0-meti1-D-manosa,

2,3-di-O-meti1-D-manosa, 2,4,6-tri-0-meti1-D-ga]actosa, 2,3.6-tri-0-meti1­

D-galactosa y 2,4-di-O-meti1-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 además trazas de 2,6- y 4,6-di-0-meti1-D-manosa y 2,6- y

4,6-di-0-meti1-D-ga1actosa. Entre ios derivados metilados de los compo­

nentes no usuaïes se identificaron 2,3,5-tri-0-meti1arabinosa (1,2%) y 2,3,4­

hfi-O-metil- derivados de xiiosa y fucosa (en tota] 0,1%).

La fracción Gm3 también se despolimerizó empïeando e]

131 a1 que se hizo referencia en e]método de Morrison y coiaboradores

Capitulo III (ver Parte Experimental) y se obtuvo un producto de peso moïe­

cuiar simiiar a] obtenido por e] primer método de despolimerización (Gm3-HC,

G.P. = 23).

Los espectros de resonancia magnética protónica de Ios

gaiactomananos despoïimerizados (Figs. 6.18. y 6.19.) fueron reaiizados con

aproximadamente 451ng de muestra disueitos en 0,4 m1 de 020, a temperatura

ambiente, con un equipo de 100 MHz. Comparando con ios datos de litera­

tura127 se puede asignar e] doblete a 5,06 p.p.m. (tí; 3,0 Hz) a1 H-l de 1a

gaïactosa y 1a seña] a 4,76 p.p.m. a1 H-l de 1as unidades de manosa, que en

e] espectro aparece dividido por 1a seña] correspondiente de] agua que no

pudo ser comp1etamente eliminada. En e] espectro de la fracción en 3-HP

(Fig. 6.19 ) aparece una pequeña seña] a 6 = 5,20 que fue asignada a1 protón

anomérico de 1a a-L-arabinofuranosalóó, pudiendo asi determinarse la

configuración y 1a serie a 1a que pertenece este componenteminoritario de

1a fracción Gm3 (ver Tabia 6 3.). Las relaciones Man:Ga1caiculadas a

través de 1a integración de las señaies de los protones anoméricos re5u1tan

afincidentes con las caicuiadas por métodos quimicos (Tabla 6.9.).
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Espectro de RMN-lHde 1a muestra GmT-HP (galactomanano total
despolimerizado, G.P. = 38). Se obtuvo a temperatura
ambiente, en un equipo de 100 MHz, empleando una solución ae
1a muestra(50 mg) en D20 (0,4 ml). Número de pulsos=300;
secuencia= 180°—Z—90°-FID, con Z= 1,34 seg. Los corrimientos
químicos están expresados en p.p.m. respecto de TMSexterno.
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Fig. 6.19. Espectro de RMN-1Bde la muestra Gm 3-dP (galactomanano 3
despolimerizado, G.P. = 28). Se obtuvo a temperatura
ambiente empleando una solución de la muestra (40 mg) en D 0
(0,4 m1). Númerode pulsos= 10; secuencia:180°-Z-90°-%ID,
con ‘Z= 1,60 seg. En 1a parte superior izquierda aparece la
región del espectro entre 4,95 y 5,50 p.p.m. expandida x 3.
Los corrimientos químicos están expresados en p.p.m. respecto
de TMSexterno.
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Al realizar el espectro de resonancia magnética nuclear

de 13€ de la muestra GmT-HP (G.P. = 38) con una solución de concentración

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 fracción Gm3-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.
13

Al efectuarse el espectro de RMN- C de GmT-HP con la misma concentra­

ción de muestra y a la misma temperatura que antes, pero en un equipo de

13€) y realizando 57.000 pulsos, lo que implica más de 15 hs75 MHz (para

de acumulación (ver Parte Experimental), se obtuvieron excelentes resultados.

En la Fig. 6.22. puede verse el espectro de resonancia

13€ con el ancho de lineas natural debido a la relajación.magnética de

La Fig. 6.23. corresponde al resultado de la utilización de una

ponderación con aumento exponencial del decaimiento de inducción libre para

lograr un aumento de resolución. En la Fig. 6.24. se observa el espectro

realizado con una secuencia de pulsos llamada APT(attached proton test).

En éste las señales debidas a los carbonos de grupos -¿H - o --CH3

resultan invertidas mientras que las de los carbonos de grupos —-CH2— .o

cuaternarios permanecenpositivas. De este modopueden identificarse

fácilmente los carbonos de metilenos en los galactomananos.

En el espectro APTse observan tres señales que permanecen

positivas: 63,30, 63,88 y 69,48 p.p m. De acuerdo con lo informado
1 . o . .27 y con la comparac1on de los corrimientos

observados con los correpondientes al metil-a-D-galactopiranósid0167,

168 y la 4-0-metil-fi-D-manopiranosa168, las tres

previamente para galactomananos

metilqp-D-manopiranósido

señales mencionadas pueden ser asignadas a: C-6 (Man), C-6 (Gal) y C-6

(Mansustituida), respectivamente (Tabla 6.10.).
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Espectro de RMN-130de 25,2 MHzde GmT-HP (galactomanano total
despolimerizado, G.P. = 38). Se obtuvo a 90°, empleando una
solución de la muestra en D 0 de concentración 25 mg/ml; se
acumularon 10.000 pulsos y se empleó dioxano como referencia
externa. M= manosa; G = galactosa. Se indican las seña­
les que pudieron ser asignadas. En este espectro y en los
subsiguientes aparece subrayada la unidad a la que correspon­
de laasignación en el caso de los residuos sustituidos. LOS
corrimientos químicos están expresados en p.p.m. respecto de TMS.
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Fig. 6.21. Espectro de RMN-13Cde 25,2 MHzde Gm 3-HP (fracción Gm 3
despolimerizada, G.P. = 28). Se obtuvo a temperatura
ambiente empleando una solución de la muestra en D O/H O
1:3 de concentración 40 mg/ml; se acumularon 200.000
pulsos; se empleó TMScomo referencia externa.
M= manosa; G = galactosa . En las unidades susti­
tuídas aparece subrayado el residuo al que corresponde
la asignación.
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Fig.6.22.EspectrodeRMN-C(75MHz)deGmT-HP(galactomananototaldespolimerizado,C-P-=38).

(Temp.=90°;conc.=25mg/ml;solvente:D20;n°depulsos=57.000).Losvaloresde
corrímientoquímicoestánexpresadosrespectode3-(trimetilsilil)—propionato-d¿.
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Fig.6.23.EspectrodeRMN-C(75Mhz)deGmT-HPconaumentoderesolución.

idénticasalasindicadasen1aFig.6.22. texto.
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Fig.6.24.EspectrodeRMN-13€(75MHz)deGmT-HP(galactomananototaldespolimerizado;G.P.=38).

consecuenciadepulsosAPT(attachedprotontest).Lascondicionessonidénticasalas indicadasen1aFig.6.22.
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La integración de las señales del espectro que se muestra

en la Fig. 6.22. permitió calcular la relación Man:Gal, ya que en las condi­

ciones experimentales empleadas (ver Parte Experimental), las áreas relati­

vas de resonancia no resultan influenciadas por el efecto nuclear Overhauser.

Este cálculo realizado en base a la integración de las señales del

C-l de ambos tipos de residuos da un valor de 2,85:1,00, del orden del

calculado en base a la integración de las señales de los protones anoméricos

del espectro de resonancia magnética protónica y en base a los datos quimicos

antes mencionados (Tabla 6.9 ).

Comparandoel eSpectro de la Fig. 6.22. con los reportados

127 (ver Capitulo IV) se pueden asignar los "grupospor Grasdalen y Painter

de señales", quedandoabierta la posibilidad del intercambio de las asigna­

ciones de los carbonos 2 y 4 de la galactosa. Sin embargo, las señales

asignadas a los carbonos 2, 3 y 4 en el espectro del metil-a-D-galactopira­

nósido168 aparecen, en ese orden, a campos cada vez nás bajos. A pesar

de que en ese caso están referidas a tetrametilsilano, el orden de aparición

de las señales 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 4.2,pág. 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 señales de las unidades de manosa respecto de las correspondientes a

las unidades de galactosa.
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TABLA6.10.

Asignación de las señales de] espectro de RMN-13C(75 MHz) de GmT-HP

(galactomanano tota] despoïimerízado, G.P. = 38) obtenido de] endosperma

de 1a semilla de Gleditsia triacanthos

Corrimientos químicosa
Tipo de unidad

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

arD-galactopiranosilo 101,70 71,30 72,14 72,30 73,95 63,90

. . b b c d e
p-D-manop1ranos110 102,90 72,82 74,25 79,20 77,95 63,38
no sustituido en e] 72,78b 74,20b 79,50f 77,88d
0-6 77,80d

B-D-manopiranosílo 102,80 72,78b 74,20b 79,50C 76,32C 69,809'l
sustituïdo en e] 72,72b 79,70f 76,24f 69,709’2
0-6 69,509“3

aLos valores de corrimientos químicog están expresados en p.p.m. respecto de
3-(trimetilsilil)-propionato-d4. Correspondea alguno de los arreglos:

Ia al pal ¿al c-Man-Man—; -Man-Man- o -Man-Man- y -Man n- . Cuando el residuo

anterior de manosano está sustituido. dCorresponde a alguno de los arreglos:
gal al pal al

-Man-Ma n-; -Man-Man-Man- y -Man-Ma n- o -Man-Man-Man—.
e . f
Corresponde a la suma de los arreglos menc1onados en d). Cuando el

residuo anterior de manosaestá sustituido. Corresponde a alguno de los

a Pal-É: al Palarreglos: -Man-gangan- ; -Man _27Man- y -Man-ggnfMan- o
pal Gal Qal

-Man __nfMan- . Las asignaciones de las señales marcadas con g) fueron
individualizadas posteriormente en base a la comparación con el espectro
correspondiente a los oligosacáridos de tipo galactomanano (ver pág.203 ).

pal Pal Gal _fi:l palg-l corresponde a: -Man-g¿n n- ; g-Z corresponde a: n-figngan— y
al pal 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

13€) mejora enormemente la resolución respectomayor potencia (75 MHzpara

de los espectros que aparecen en literatura, realizados a 25 y 50 MHz.

Esto no sólo provoca que la señal 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, pág. 69), sino que algo

similar ocurra con otros carbonos de las unidades de manosa.

Es bien conocido el hecho de que el cambio del hidró­

geno de un hidroxilo en una unidad de monosacárido por otro grupo provoca

un corrimiento considerable de las señales no sólo del carbono adyacente

169. Este hecho se pone de manifiesto en elsino también del carbono B

espectro de los galactomananos por la diferencia de 6,32 p.p.m. existente

entre las señales de C-6 de unidades de manosa no sustituidas por galactosa

en el 0-6 y de unidades que si están sustituidas.

La diferencia de entornos que se mencionó anteriormente

no es consecuencia de cambios tan significativos como los de grupos unidos

covalentemente sino de otros cambios muchomás sutiles.

Comose observa en la Fig. 6.23., el C-l (Man) muestra

dos señales 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 sustituida(2)mespectivamente, de acuerdo con la

abundancia relativa de los mismos y la composición monomérica del producto

que es conocida. Pudo comprobarse, además, que las señales de los C-l

de unidades de manosa sustituidas y de galactosa presentan una relación de

áreas 1,0:1,0, lo que corrobora la asignación realizada.
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E1 C-2 (Man) presenta dos señaïes a 72,82 y 72,78 p.p.m.

1a üitima de 1as cuaïes muestra un hombro a 72,72 p.p;m. En Ios espectros de

25 y 50 MHz(ver Figs.4.11. y 4.12., pág. 68) en esta zona aparece un único

pic0127’131. La reïación de áreas entre ambos no corresponde a 1a rela­

ción ManzGa1como debiera ocurrir si e] primero correspondiera a una unidad

de manosa no sustituida y e] segundo a una sustituida. Esto indicaria que

e] hombro observado también debe ser tenido en cuenta y que en e] caso del

C-2 se estaria manifestando, ta] comoha sido reportado para e] C-4127,

una infïuencia de los residuos adyacentes en 1a cadena. Los picos M-2(1),

M-2(2) y M-2(3) (Fig. 6.23.) corresponderian cada uno a uno de ios

arreglos A, B y C (aparece subrayada 1a unidad cuya señal se considera):

A) —-Man —-Man —

Fa] 6a]
B) —Man-Ma_n— y —M-Man­

Fa] Pa]
C) —-Man — Mag_—

En e] caso de] C-3 (Man), que muestra dos señaïes a

74,25 y 74,20 p.p.m., ocurre algo simiïar a 10 referido para e] C-2, pero

en este caso e] tercer pico no es detectado.

127 indicaban que e] C-6 de iosLos datos de iiteratura

residuos de manosa produce dos señaïes, una en 63,6 y otra en 69,6 p.p.m.,

que fueron asignadas a los residuos no sustituido y sustituido, respectiva­

mente, sobre 1a base de] corrimiento de 6 p.p.m. hacia campos más aïtos de

éste último por 1a infiuencia de] grupo glicosiïo en a.
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En nuestro caso, ambas señales aparecen multiplicadas, la primera

como una señal a ó = 63,38 muy ancha con dos hombros (Fig. 6.23.), la

segunda comotres señales 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 separación

de la señal 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, pág. 68), está 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 están dadas por:

Pal Pal Pal
I — Man —-Mag_— Man ­

Pal Pal Pal Pal
II — Man — Man — Man — y — Man — Man — Man —

Pal
III - Man -Man — Man —

La clara resolución en tres picos de la señal de C-6 de

una unidad de manosa sustituida frente a la única señal (sólo con hombros,

Fig. 6.23.) mostrada por el C-6 de una unidad no sustituida, indica que

el C-6 sustituido es más sensible a su entorno.

Las señales correspondientes a C-S (Man) sustituida y

no sustituida también aparecen en los espectros de 25 y 50 MH2127,netamente

separadas debido al efecto del grupo glicosilo en B, presentándose la

primera 1,6 p.p.m. a campos más bajos que la segunda. Sin embargo, en

nuestro espectro estas señales aparecen nuevamentemultiplicadas. El

C-S de las unidades de manosa no sustituidas presenta señales a 77,95,



163

77,88 y 77,80 p.p.m. que corresponderian cada una a uno de los arreglos IV,

V y VI: a] Fa]
IV —-Man —-Man_—-Man —

Pal Pal
V —Man—Ma_n-Man- y —Man—Ma_n-Man­

VI —Man—M-Man­

En el caso del C-5 de las unidades sustituidas se

observan sólo dos señales a 76,32 y 76,24 p.p.m. que son anchas y podrian

incluir alguna otra pequeña que no se resuelve, y que corresponderian a dos

de los arreglos I, II y III, antes mencionados.

El C-4 (Man) presenta, al igual que en los espectros

reportados127’131 (ver Figs.4.11. y 4.12.), tres señales a 79,20, 79,50 y

79,70 p.p.m. Estos corresponden a los arreglos A, B y C, respectivamente,

de acuerdo con la asignación realizada por Grasdalen y Painter por compara­

ción de las zonas de las señales de C-4 (Man) en los espectros de galactoma­

nanos despolimerizados con diferentes grados de sustitución. 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 comoen el anillo adyacente, razón por la cual aparecen

superpuestos los dos arreglos B. Sin embargo, en nuestro caso se obser­

van varios hombros en este grupo de señales, no pudiendo entonces descartar­

se que los C-4 de las unidades de manosa sustituidas y no sustituidas

presente comportamientosdiferentes.
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En resumen, trabajando con un equipo de las caracteristicas del VARIAN
13

XL-300 (75 MHzpara C) dejaria de ser cierto lo afirmado por Grasdalen y

Painter127, y el grupo de señales alrededor de 79,50 p.p.m. correspondería

a los arreglos I a VI antes detalladosl70.

En el caso de la fracción Gm3-HP (Gm3 despolimerizada

con ácido ortofosfórico), a pesar de que el espectro de 25,2 MHzobtenido

presenta una relación señal/ruido baja, es posible asignar también todas

las señales. En la Tabla 6.11. aparecen los valores de desplazamiento

quimico de cada una de las señales respecto de tetrametilsilano.

El C-6 de las unidades de manosa sustituidas origina

tres señales a 67,51, 67,37 y 67,22 p.p.m., que presentan una relación de

intensidades diferente a las de las mismas señales en el espectro de GmT-HP.

Este hecho es coherente con la diferencia en las relaciones ManzGal

entre las dos muestras (2,03 y 2,82, respectivamente), y unido

a los datos aportados por el espectro de RMN-13€de los oligosacáridos de

tipo galactomanano que se analizará más adelante ( ver pág. 203) permitió

asignar exactamente las tres señales del C-6 ( -fl;n -) a cada uno de los

arreglos I a III, antes mencionadós.

Las señales del C-l de ambos tipos de unidades, asi

como la del C-6 de las unidades de manosa no sustituidas, son anchas.

Dadoque el grado de polimerización de la muestra es aún apreciable, y por

lo tanto la solución presenta una viscosidad alta para las condiciones de

trabajo (equipo de 25 MHza temperatura ambiente), este tipo de ensancha­

miento de señales se debe a la elevada viscosidad de la solución. Este

último hecho también se pone de manifiesto en las señales del C-4 (Man)
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cada una de las cuaïes aparece ensanchada.

TABLA6.11.

13c (25 MHz) de 1aAsignaciones de 1as señales de] espectro de RMN­

fracción Gm3-HP (galactomanano 3 despolimerizado, G.P. = 28) obtenido

de la semiïla de Gleditsia triacanthos.

Corrimientos quimicosa
Tipo de unidad

C-l C-2 C-3 C-4 C-S C-6

arD-gaïactopiranosiïo 99,53 69,38 70,28b 70,28b 72,27 62,19

p-D-manopiranosiïo 101,05 70,89 72,45 77,48C 75,92 61,50
no sustituido en e] 77,79
0-6

p-D-manopiranosiio 101,05 70,89 72,45 77,79C 74,10 67,519‘l
sustituido en e] 77,93d 67,37e'2
0-6 67,229'3

a . . , . ,
Los corrlmlgntos qu1m1cos estan expresados en p.p.m. respecto de TMS

externo. Aparecen Superpue tos. Cuando el residuo precedente de
manosano está sustituido. Cuandoel residuo precedente de manosa está
sustituido. Correspondena las tríadas en las cuales la unidad interme­
dia de manosa está sustituida, que comose indicó en 1a Tabla 6.10.
fueron asignadas por comparación con el espectro de los oligosacáridos de
tipo galactomanano (ver pág.203)de la siguiente forma: e-l corresponde a:
Pal pal pal Gal pal Pal Pal

-Man-figngan— ; e-2 corresponde a: -han-fingM3n- y -Man-flgE-Man- y
Gal

e-3 corresponde a: -Man-figngan- .
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COMPONENTESEXTRAIBLES QQH_AGUA!_SOLUBLES Efl_ETANOL 85_ï

Comose mencionó antes (pág. 118), de todos los

extractos acuosos se obtuvieron, luego de precipitar los galactomananos,

fracciones solubles en etanol 85%(Tabla 6.12.). Todas éstas fueron

caracterizadas: se determinó la composición en monosacáridos y en aminoácidos,

y los poderes rotatorios en distintos medios, datos que aparecen en las

Tablas 6.12., 6.13. y 6.14.

TABLA6.12.

Rendimientos, poderes rotatorios y relaciones ManzGalde las fracciones

extraibles con agua a distintas temperaturas y solubles en etanol 85%.

b 25

a Rend. Rel. [d]D en (o)
FRACCION (%) ManzGal agua NaCl 0,1M urea 7M

S 4,8 1,55 +51,0 +32,3 +46,4

350.1 4,0 0,97 +11,6 +9,2 +10,0

850 2 2,9 2,85 +30,2 +12,4 +5,2

550_3 0,7 0,73 N.d. N.d. +10,9

595 0,8 1,68 -4,5 -5,0 -25,8

a ¡J J 'S: fracc1on extralble con agua a temperatura amblente y soluble en etanol
85%; S , 550 2, S : fracciones obtenidas en la primera, segunda
y tercera extracelónes acuósas a 50°y solubles en etan 1 85%, y S :fracción
extraíble con agua a 95° y soluble en etanol 85%. calculado respecto del
endosperma de partida.



TABLA6.13. Composiciónenaminoácidosde1asfraccionesextraibiesconaguaadistintastemperaturasysolubles enetano]85%.

Aminoácidosb

FRACCIONa

AspTreSer

Glu

Pro

GiiAla

ValMet

Iie

Leu

Fen

Lis

Arg

S19,94,16,0 S12,33,84,0
50.1

4,610,56,1

595

14,2 26,2 21,9

3,6 4,0 3,9

5,77,6 4,35,1 7,16,6

5,0 5,00,7 4,93,4

3,4 4,3 5,8

5,5 7,7 8,5

5,4 6,6 3,0

3,5 5,4 2,9

7,9 3,0 3,5

8,2 4,0 2,4

3,5 4,9

aParalanomenclaturaverTabla6.12.

bExpresado

comogdeaminoácidopor16gdeN.
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ÏABLA 6.14.

Composiciónen proteinas totaies y monosacáridos de 1as fracciones extraídas
con agua a distintas temperaturas y soiub1es en etano] 85%

Monosacáridosb ProteinaC

FRACCIONa

Fuc Ara Xi] Man Ga] Gic Gïc-NAc (%)

sd 1,5 5,6 2,3 38,1 24,7 24,4 3,4 7,5

550 1 0,4 18,9 5,3 26,6 27,4 8,8 12,7 25,8

350'2 1,4 2,9 - 65,9 23,1 6,8 — 3,8

550'3 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

aPara 1a nomenclatura de las fracciones ver Tabla 6.12. bAnalizados por
cromatografía gas-líquido de los acetatos de alditoles y de los metilgli­
cósidos sililados de los productos de hidrólisis comgleta de las muestras
(ver Parte Experimental) y expresados en mole Z. Determinada por el
método de Lowry (ver Parte Experimental). No contiene fósforo de
acuerdo con el método de Mazadro y col. (ver Parte Experimental).

Pruebas gg homogeneidad

Cone] objeto de verificar si estas fracciones eran o

no heterodispersas se realizaron cromatografias anaiiticas sobre geies.

Dado que 1as muestras son soïubies en agua y en etano] 85%, 10 que indica

un bajo peso moiecuiar, se decidió cromatografiar todas ias fracciones

soïubïes sobre Sephadex G-15 usando agua como soivente de elución.

En todos ios casos se obtuvo un único pico que es

e1uido con e1 voïumen muerto ( o que entra 1evemente en 1a ma11a (S ,C
“50.3)

550 1 y 550 2 ) (Fig. 6.25) y en e] cua] aparecen superpuestos Ios hidratos

de carbono y ias proteinas. Se decidió, entonces, repetir 1a cromato­

grafia utiiizando un soivente caotrópico que asegura 1a desagregación de ias

muestras.
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Fig. 6.25. Cromatografías analíticas sobre Sephadex G-15, usando agua como
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La coïumna (1,2 x 80 cm) se eluy% con agua y se recog12ron
fracciones de 2 ml.
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Fig. 6.26. Cromatografía analítica sobre Sephadex G-100 de la fracción S.
La columna (1,2 x 70 cm) se eluyó con urea 7My se recogieron
fracc1ones de 2 ml. (---) A490 nm; (-——)A280 nm.

A1 reaïizarse 1a cromatografía de las fracciones solu­

bles en etano] 85% sobre Sephadex G-100, usando urea 7Mcomo solvente de

eïución, se puso de manifiesto e] estado de agregación que presentaban en e]

medio acuoso y se comprobó 1a heterodispersión de todas e11as (Figs. 6.26.,

6.27,A. y B.). Sin embargo, las características de cada una resultaron

diferentes entre sí.

En la cromatografía de 1a fracción S sobre Sephadex

6-100 en urea 7M(Fig. 6 26.) se obtuvieron varios picos que, de acuerdo
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con el comportamientomanifestado en las diferentes cromatografias, se

agruparon en: (i) un pico ancho y asimétrico, con un máximoen 40.000 dal­

tons (Fig. 6.26., pico A), o varios picos, bien definidos, correspondien­

do al volumen de elución del mayor un peso molecular de 25.000 daltons;

sólo se detectaron trazas de proteina en esta zona; (ii) un pico bien

definido cuyo volumen de elución 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

fracción 550.1 originó 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 muybajo en hidratos de carbono(Fig.6.27,A).

Por su parte la fracción 595 dio lugar a: (i) varios

picos no resueltos, el primero de los cuales, el más intenso y mejor

definido, es eluido con el volumenmuerto y no contiene proteina, y (ii)

un pico definido de proteina, con bajo contenido en hidratos de carbono

(Fig. 6.27.8).

ESTUDIOE Q FRACCIONg

El hecho de que aün usando un solvente altamente

caotrópico, las partes proteica y de hidratos de carbono de la fracción S

aparecieran superpuestas en la cromatografía sobre Sephadex 6-100, llevó a

un estudio más profundo de la misma, dado que este hecho podria indicar la

presencia de una unión covalente entre ambas.
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Subfraccionamiento gg_g

A) Cromatografía ¿gbrg_gglgí

Se repitió la cromatografía en Sephadex 6-100 en urea

7M,en escala preparativa (se sembraron 265 mg de fracción s, en dos tandas

de 150 y 115 mg, respectivamente), siendo el patrón de elución similar al

obtenido en escala analítica (Fig. 6.28).

Despuésde la diálisis y la liofilización se obtuvieron

137 mg de subfracción A, que corresponden al 52%de la fracción soluble

total (s). Se determinó la presencia de hidratos de carbono (reactivo

fenol-ácido sulfúrico) en las aguas de diálisis y se verificó que se habían

perdido 65 mg, que sumados a los 137 mg obtenidos corresponden a un 76% de

la fracción soluble total.

En el caso de la subfracción B fue imposible eliminar

la urea por diálisis dado que la muestra difunde a través de la membrana.

En un primer intento de eliminar parte de la urea, se disolvió la subfrac­

ción B liofilizada que contenía la urea en la mínimacantidad posible de

agua y se sembró en una columna preparativa de Sephadex G-15 que se eluyó

con agua. El diagrama de elución mostró que, a diferencia de la fracción

soluble total, que es eluída con el volumenmuerto, este producto entra en

la malla (Fig. 6.29.A). Este procedimiento permitió separar sólo una

pequeña parte de la urea, y además aparecían varios picos que no podían

separarse debido a la baja resolución obtenida al eluír con agua. Se

decidió entonces, tratar de aumentar la resolución para poder separar los

picos, para lo cual se procedió a repetir la cromatografía sobre Sephadex

G-lS pero utilizando urea 7Mcomo solvente de elución. Comose ve en el

diagrama correspondiente (Fig. 6.29.8), si bien aumenta la resolución no

se logra separar c0mpletamente los picos.
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grafía del pico "3" (diagrama B) en idénticas condiciones que en
En todos los casos se recogieron fracciones de 10 ml.
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Dada la gran tendencia a la agregación mostrada por

estos productos se decidió controlar si cada pico era monodisperso respecto

del peso molecular. Se aisló el pico principal ("3") y se recromatogra­

fió en idénticas condiciones obteniéndose el diagrama de elución que se

observa en la Fig. 6.29,C. Debe notarse que los picos de este diagrama

coinciden con los del primero, lo que indica que cada pico es un agregado.

Las alicuotas recogidas se juntaron nuevamentey se sometieron a ultra­

filtración a través de membranasde poro definido ("Amicón") para eliminar

la urea. Despuésde tres filtraciones se logró concentrar la muestra

sólo cinco veces en hidratos de carbono. La dificultad encontrada para

eliminar completamente la urea hizo que se decidiera emprender otro esquema

de fraccionamiento.

Por su parte el producto A fue cromatografiado sobre

Sephadex G-200, usando urea 7Mcomo solvente de elución, para probar si

era o no heterodisperso. Comose observa en el diagrama de elución

correspondiente (Fig. 6.30) el máximodel pico obtenido coincide con el

volumen muerto (que, como se mencionó antes, corresponde a un peso molecu­

lar mayor de 40.000 daltons para el Sephadex G-200 en urea 7M), pero existe

una amplia dispersión de pesos moleculares. Este pico fue separado arbi­

trariamente en dos partes: A-l y A-2, cada una de las cuales fue dializada

y liofilizada y los productos obtenidos fueron sometidos al análisis de su

composición en monosacáridos al igual que su fracción madre. Los resulta­

dos obtenidos, comparadoscon los de la fracción soluble total indicaron

que el método cromatográfico no produjo un fraccionamiento adecuado.
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Fig. 6.30. Cromatografía analítica sobre Sephadex G-200 de la fracción A
La columna ( 1,2 x 60 cm ) se eluyó con urea 7M y se recogieron
fracciones de 2 ml.

TABLA6.15.

Composición en monosacáridos de las fracciones de alto peso moïecuiar
obtenidas a partir de 1a fracción s por cromatografía sobre Sephadex G-100
en urea 7My recromatografia sobre Sephadex G-200 en e] mismo medio.

Monosacáridosa Re].
FRACCION

Fuc Ara Xi] Man Ga] Glc Glc-NAc ManzGa]

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-I 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 cromatografía gas-líquido de los acetatós de alditoles y de

los metilglicósidos sililados obtenidos de los productos de hidrólisis
completa (ver Parte Experimental) y expresados en molesZ
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B) Diálisis

Ante la imposibilidad de eliminar completamente la

urea de los productos B y dada la heterodispersiói comprobada en los

productos A, se decidió emplear otro método de separación de la fracción

soluble total. La aparente diferencia de pesos moleculares entre ambos

productos, mostrada por las cromatografias sobre geles antes realizadas,

sugirieron la posibilidad de su separación mediante diálisis.

Se dializaron durante 4 dias 290 mgde fracción s ,

disueltos en 10 ml de agua destilada, a temperatLra ambiente y contra 2 l

de agua destilada. El contenido de la bolsa de diálisis se liofilizó

(subfracción ND)y las aguas externas se concentriron a presión reducida

hasta 50 ml y luego se liofilizaron (subfracción J). El producto no

dializable se disolvió en 5 ml de agua destilada y se dializó contra 1 l de

agua destilada durante 24 hs con agitación continua, recuperándose ambas

partes del modoantes indicado. Sobre el nuevo producto no dializable se

repitió este último procedimiento. 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 composición de ambas

subfraccionesl

TABLA6.16.

Rendimientosobtenidos en las tres etapas de diálisis consecutivas de la
fracción Sa.

FRACCION 19 Diálisis 29 Diálisis 39 Diálisis Rend.total

a 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.



TABLA6.17. Composiciónypoderesrotatoriosdelassubfraccionesobtenidaspordiálisisde1afraccións,

CenizasNitrógenoaProteinas

FRACCION(Z)(%)totaïesagua

(7€)

Más

NaCÏC,1Murea7M

(°)

b Rel.

ManzGal

Monosacáridos

FucAraXi]ManGa]Glc

o9,121,9612,3C

d
3,8

+34,0

0,503.1c

2,5d

ND1,30+58,3

+33,0 +29,0

+19,6 +36,2

0,82,50,457,634,34,31,68 0,52,60,355,535,65,51,57

aDeterminadoporelmétododeDumas-Pregl(verParteExperimental).delosacetatosdealditolesdelosprodg&tosdehidrólisiscompleta(verParteExperimental)yexpresadosen

C

moles7.CalculadascomoNx6,25.

bAnalizadosporcnatografíagas-líquido

DeterminadasporelmétododeLowry(verParteExperimental).

179
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C) Cromatografía gg_intercambio 195199

El análisis de los productos dializable y no dializable

mostró que este método no resultaba adecuado para la separación de la frac­

ción s, y sobre la base de la presencia de ácidos glutámico y aspártico en

la porción proteica se decidió someter la muestra a una cromatografía de

intercambio iónico.

Con el objeto de encontrar el método de elución más

adecuado, se realizaron primeramente cromatografías analíticas sobre DEAE­

Sephadex A-SO. Se comenzó eluyendo con agua y luego con solución de

carbonato de amonio 0,5M (una mezcla de bicarbonato y carbamato de amonio)

y finalmente con una solución de carbonato de amonio 1M. Este solvente

fue elegido por su facilidad de eliminación.

Al eluir con agua (Fig. 6.31.) se obtuvo un único pico

("1") de muybajo contenido proteico, que representa el 55%del material

sembrado, mientras que la porción eluída con carbonato de amonio 0,5M

resultó muchomás rica en proteína y fue separada en dos subfracciones (Fig.

6.31., picos “2" y "3“), la subfracción "2" representa el 7%del material

sembrado y la “3" el 4,3% del mismo. La subfracción “4", señalada en el

gráfico, corresponde al producto eluído con carbonato de amonio 1My

representa el 4,2% del material sembrado. Completado el balance de masa

se verificó una pérdida de material del 29,5%.

La subfracción "2" se sometió a cromatografía sobre

Octyl-Sepharosa para verificar si la muestra daba lugar a interacciones

hidrofóbicas. Se eluyó primero con agua y luego con soluciones etanol/agua

de concentración de etanol creciente; el diagrama de elución (Fig. 6.32,A)

indicó claramente Que no se producía este tipo de interacción.
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Fig. 6.31. Cromatografía analítica sobre DEAE-SephadexA-50 de la fracción
S. La columna ( 0,8 x 10 cm ) se eluyó primero con agua y
luego con soluciones de (C0 HNHA+ NH COONH) 0,5M y 1M, como
se indica en el diagrama; se recogieron fracciones de 2 ml.
(---) A490 nm; A280 nm'

--)

Posteriormente se probó su comportamiento sobre

Sephadex G-15 en urea 7M, obteniéndose un único pico que entra levemente en

1a maiïa (menos de 10 que 10 hace 1a subfracción B obtenida por cromatografía

sobre Sephadex G-100 en urea 7Mde 1a fracción S)y que está formado por los

máximoscoincidentes en las determinaciones de hidratos de carbono y protei­

nas (Fig. 6.32,B).
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F ig. 6.32. A) Cromatografías analíticas de la subfracción "2” (ver Fig.
6.31»): A) sobre 0cty1_Sepharosa. La columna ( 0,9 x 6 cm)
se eluyó primero con agua, obteniéndose el pico que se observa
en el gráfico, y luego con soluciones etanol/agua de concentra­
ción de etanol creciente que no eluyeron material. B) sobre
Sephadex G-15. La columna ( 1,2 x 60 cm ) se eluyó con urea
7M. En ambos casos se recogieron fracciones de 2 m1.
(“') A49onm; (_) A280nm'

Dadoque la cromatografía de intercambio aniónico

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 cromatografía sobre geles realizada anteriormente habia dado lugar a

dos subfracciones (una de mayor peso molecular y baja proporción de proteinas

y otra de menor peso molecular que mostraba un apreciable contenido proteico),

se decidió verificar si las fracciones ricas en proteina eran similares.
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C03HNH4 + NHZCOONH4
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Fig. 6.33. Cromatografía analítica sobre DEAE-SephadexA-SOde la fracci6n
B (ver Fig. 6.28.). La columna ( 0,8 x 10 cm ) se eluy6

primero con agua y luego con soluciones de C0 HNH4+NHZCOONH4de concentración creciente. Se recogieron gracciones de Z 'ml.
(---) A (--) A490 nm; 280 nm'

Se realizó entonces, una cromatografía anaïítica sobre DEAESephadex

A-50 de 1a subfracción B de 1a que se había eliminado gran parte de 1a urea

por u1traf11traci6n, eluyéndose primero con agua y luego con concentracio­

nes crecientes de carbonato de amonio (Fíg. 6.33.). A] eïuir con agua no

se obtuvo material mientras que 1a suma de Ios productos obtenidos a1 eluir

con soluciones de carbonato de amoniode distintas concentraciones represen­

tó una pequeña cantidad de muestra (15 mg), en su mayor parte de naturaïeza

prote1ca, por lo tanto una parte de] mismo quedó unida a 1a resina.
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En ninguna de estas fracciones ni en la fracción madre se detectaron

ácidos urónicos por cromatografía gas-líquido (ver Parte Experimental).

Si bien el método C) resultó el más adecuado para

emprender la separación de la fracción S en escala preparativa que proveyera

material para el análisis estructural, los datos aportados por los procedi­

mientos A) y B) resultaron de fundamental importancia para el conocimiento

de la composición y comprensión del comportamiento de estos productos.

Por otro lado, el estudio de algunas de las fracciones así obtenidas, como

la B, resulta de sumointerés pero su realización no fue posible por no

disponerse de los elementos necesarios (celda y membranas de Amicón para

escala preparativa, endo-p-D-mananasa, etc.).

Se repitió la cromatografía de intercambio aniónico,

pero variando la fuerza iónica del solvente de elución en forma más gradual

y realizando este procedimiento en escala preparativa con 1,34 g de frac­

ción S. Después de eluír con agua, se eluyó con carbonato de amonio 0,1,

0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1 y 1,66M, y finalmente con ácido acético lN.

La distribución de rendimientos de las subfracciones obtenidas puede verse

en la Tabla 6.18. y el diagrama de elución en la Fig. 6.34. El balance de

masa indica que se perdió un 8,5% más de material que en la cromatografía

analítica. En la Tabla 6.19. se presenta la composición en monosacáridos

de las subfracciones obtenidas por cromatografía de intercambio aniónico que

han sido analizadas.
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TABLA6.18.

Rend1m1entosde las subfracciones obtenidas por cromatografía de intercambio
aniónico de 1a fracción S.

S01vente de Cantidad recuperada Rendimiento

FRACCION eïución (mg) (z)

N agua 695 52
0-1-1 carbonato de amonio 0,1M 72,1 5,3
0-1-2 " 15,7 1,2
0-1-3 " 6,6 0,5
0-2-1 carbonato de amonio 0,2M 21,5 1,6
0-2-2 " 3,0 0,2
0-3-1 carbonato de amonio 0,3M 2,1 0,1
0-3-2 " 3,3 0,2
C-3-3 " 1.3 0.1
0-3-4 " 0,6 <0,1
0-4 carbonato de amonio 0,4M desp. ­
0-5 carbonato de amonio 0,5M 2,0 0,1
0-A ácido acético IN 6,0 0,5
Total recuperado 828,2 62,0
Total perdido 511,8 38,0

TABLA6.19.

Composiciónde 1as subfraccíones obtenidas por cromatografía de intercambio
aniónico de 1a fracción S.

Monosacáridosa

FRACCION Fuc Ara x11 Man Ga] Glc Glc-NAC

EB Tr 2,3 - 67,7 29,9 Tr ­

c-1-1C 2,4 6,5 15,9 23,6 42,4 7,9 1,2 (0,8)d
0-1-2 5,0 12,4 9,4 16,6 46,1 10,5 Tr
0-1-3 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 5,5 Tr
c-2-2 13,8 17,6 4,7 10,3 44,2 9,0 0,5
c-s-z 23,5 10,6 4,1 5,7 23,5 32,6 0,2
c-6 Tr 22,9 3,0 15,2 36,9 22,0 N.d.

aAnalizados por cromatografía gas-líquido de los acetatos de alditoles y los
metilglicósidos sililados obtenidos de los productosbde hidrólisis completa
(ver Parte Experimental) y expresados en molesZ. Contiene además 3,3% de
proteínas calculado comoN x 6,25. CContiene además 10%de proteína deter­
minado por el método de Lowry (ver Parte Experimental); su composición en
aminoácidos resultó: Asp=11,3%, Tre=6,9%, Ser=6,8%, Glu=25,2%, Pro=5,3Z, Gli=
5,1, Ala=14,2%, Val=5,4%, Met=1,áz, I1e=3,6%, Leu=4,7%, Tir=1,5%, Fen=1,62,
His=1,9%, Lis=3,1%, Arg=1,6%. Determinada por el método de Johnson (ver
Parte Experimental).
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ESTUDIO g _L¿ FRACCION g

Detenninaciones 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 comprobó que la muestra permanece en el lugar de

siembra. Al emplearse buffer borato de pH 9,2 se observó la migración de

la muestra produciéndose una sola mancha redonda (Fig. 6.35.) que reveló

igual al analizarse en papel con periodato-cuprato y en papel de fibra de

vidrio con permanganato alcalino.

Origenl
A

,J..... -­
- WM". +

B l

- :F::IIIGÏ. +
l

l‘¡'-"--'25 cm -'-—-4H

Fig. 6.35. Corridas obtenidas por electroforesis sobre papel de la
fracción N en buffer borato (pH 9,2): A) 900 volts durante
3 hs; B) 600 volts durante 4 hs. Revelador: periodato­
cuprato.

La cromatografía sobre Sephadex G-15 en ácido acético

1%, dio un solo pico que es eluïdo con el volumen muerto (PM¿5.000 daltons)

(Fig. 6.36). Al realizarse una cromatografía analítica sobre Sephadex

6-200 en urea 7Mse obtuvo un sólo pico, simétrico, que corresponde a un
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Fig. 6.36. Cromatografía analítica sobre Sephadex G-ZSde la fracción N
La columna ( 1,2 x 120 cm ) se eluyó con ácido acético 1%
y se recogieron fracciones de 2 ml.

peso molecuïar de 2.500 daïtons (G.P. = 15) (Fig. 6.37.A). Esta cromato­

grafia se repitió en una coïumnapreparativa, separándose tres fracciones

de acuerdo con 10 que indica e] diagrama (Fig. 6.37.8). Resultó notorio

que después de 1a eïiminación de 1a urea por diáïisis, e] rendimiento tota]

fue del 34,2% representando cada fracción e] 5,2% (N-Z ), 26,0% (¡v-2) y

3,0% ( N-a) de] materia] de partida.

E1 anáïisis de las subfracciones mostró que las rela­

ciones ManzGaIasi como sus rotaciones se mantienen a través de ias etapas

de cromatografía y diálisis (Tabïa 6.20.). Tambiénresultó notorio e]
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Fig. 6.37. Cromatografías sobre Sephadex G-ZOOde la fracción
analítica ( columna: 1,2 x 60 cm );
( columna: 3,5 x 80 cm ).
7My se recogieron fracciones de 2 y 10 ml,

N: A) escala
B) escala preparativa

Ambas columnas se eluyeron con urea
respectivamente.

alto ( N-s) y significativo ( N-J y N-2 ) percentaje de glucosa que también

se encontró, en diferentes cantidades,

procedimientos (ver Tablas 6.15. y 6.17.).

resultó idéntica a su fracción madre N a1 ser

sobre papel en buffer de borato (Fig. 6.38.).

en muestras obtenidas por otros

La subfracción mayoritaria N-Z

analizada por electroforesis
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TABLA6.20.

Rendimientos y poderes rotatorios de 1as subfracciones obtenidas por
cromatografía sobre Sephadex 6-200 de 1a fracción N.

Rendimiento [d]gs en agua
FRACCION

(z) (°)

ya 52,0b +33,8

¡1-1 5,2C +29,29

N-2 26,0C +39,2

N-s 3,0C +41,9

aLa rotación óptica de 1a fracciónlN en NaCl 0,1M es +28,5 y En urea 7M
es +18,1. Calculado respecto de su fracción madre S . Calculado
respecto de N .

Origen
_7 d

A

_ ¿en-<0 +
¡V-2 (¿JT-‘W

B I

l Clrt:=---I‘--"lo +

Fig. 6.38. Corridas obtenidas por electroforesis sobre papel de las
fracciones N y N-Z en buffer borato (pH 9,2): A) 900 volts
durante 3 hs y B) 600 volts durante 4 hs. Revelador:
periodato-cuprato.



Precipitación con etanol

Teniendo en cuenta que posiblemente 1a fracción D
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hubiera resuitado soTubTe en etanol 85%debido a su interacción con Tas

productos

provocar su precipitación,

a una concentración de etanol de] 85%.

precipitación.

apareció sólo una pequeña cantidad de precipitado:

Sin embargo,

de alto contenido proteico y que 1a separación de éstos podria

1a solución acuosa de 1a fracción N se llevó a

no se produjo la

La soïución se guardó a 4° y a] cabo de cuatro semanas

I (1,2% de rendimiento)

cuya composición resuTtó simiiar a 1a de] materia] de partida (Tabla 6.21 ).

En 1a Tabla 6.21. se muestra 1a composición en mono­

sacáridos de las subfracciones obtenidas por cromatografía sobre Sephadex

G-200 de y,

1a soTución acuosa de N(I) y, como comparación la de 1a fracción de origen

TABLA6.21.

Composición de] producto neutro obtenido por cromatografía de
intercambio aniónico de S y de las subfracciones obtenidas por cromatogra­
fia sobre Sephadex G-200 de N.

1a de] producto insoTubTe obtenido por agregado de etanol a

Monosacáridosa Re].
FRACCION

Fuc Ara Xi] Man Ga] GTC ManzGal

sb 1,5 5,6 2,3 38,1 24,7 24,4 1,5
H Tr 2,3 - 67,7 29,9 Tr 2,3

I Tr 2,6 68,2 26,6 2,5 2,6
N-J Tr 6,4 55,6 30,2 7,9 1,8
N-2 Tr 1,6 62,3 31,7 4,2 2,0

N-s Tr 1,3 - 30,0 20,8 47,9 1,4
a
Expresados en moles Z.

trazas de este monosacárido también se encontraron en H.
bTambiéncontiene 3,4% de N-acetil-glucosamina;
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9:3gg_gg_polimerización

El grado de polimerización de la fracción N-2, determi­

nado por el método del periodato (ver Parte Experimental), resultó de 14,8

si se considera que se producen dos moles de formaldehído por mol de mues­

tra o bien de 7,4 si se produjera un único 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 composición del oligosacá­

rido, de 161.

Al determinar el grado de polimerización mediante el

análisis de los extremos reductores según 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 análisis por metilación),

y el obtenido mediante cromatografía sobre geles, en urea 7M, resultó de

15.

Análisis estructural

Habiéndose determinado la homogeneidad de la fracción

neutra J, que además presenta una relación ManGal y una variación de la

rotación óptica con el cambio de solvente similar a la de los galactomana­

nos del Grupo A pero con un peso molecular mucho menor, se decidió empren­

der el análisis estructural de la misma.

Análisis por metilación;

Dadoque la muestra J-P resultó totalmente soluble en

DMSO, la metilación se realizó por el método de Hakomori (ver Parte Expe­

rimental). El producto de esta reacción se sometió a una segunda etapa
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de metilación empleando el método de Kuhn. El análisis de los productos

de ambas etapas mostró que en la segunda no se producían cambios en la

composición. La muestra fue también metilada siguiendo la secuencia

(procedimientos de Haworth y Hakomori) usada para los galactomananos rela­

cionados. La hidrólisis de los productos permetilados produjo las

mezclas de monosacáridos parcialmente metilados que se muestran en la Tabla

6.22.. Esta Tabla también muestra los monosacáridos parcialmente metila­

dos resultantes de la metilación de una muestra menos purificada de oligo­

sacáridos (A ). Las composiciones resultaron similares en los tres casos.

Las relaciones ManzGal(1,9-2,1) y los grados de polimerización (14-18)

calculados a partir de los datos de la Tabla 6.22. , resultan concordantes con

los de la muestra original (2,0 y 15,0, respectivamente). El grado de

polimerización de los oligosacáridos A (34) es mayor que el de otras

muestras (É 15) pero resulta todavía considerablemente menor que el obtenido

para la mismamuestra por cromatografía sobre geles (g 150).

Sólo se detectaron derivados trimetilados de arabino­

furanosa o fucopiranosa, y no se detectaron,por cromatografía gas-líquido

combinada con espectrometría de masas, derivados de xilosa o glucosa.

Oxidación ggn_periodato:

La oxidación con periodato de la muestra N-Z mostró

un consumo de 1 mol de periodato cada 139 g de oligosacárido (habiéndose

descontado en el cálculo el porcentaje de proteínas). Si de acuerdo con

la composición 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. 5.39.).



TABLA622. Proporcionesrelativasdemonosacáridosparcialmentemetiladosprovenientesdelosoligosacáridosdetipo galactomananode]endospermadelasemilïadeGchitsiuLriununthosÏanaTizadoscomoacetatosdea1dito]es)a.

ManosaGaTactosaArabinosaFucosab

Mono-Re].b

G.P.

SaC5TÍd°S2,3,4,6-2,3,6-2.3-2,6—2,3,4.6-2,3.6-2,4-2,3,5-2,3,4-Man=Gaï

Tetrameti]Trimeti]DimetíïDimeti]Tetrameti]Trimeti]DimetilTrimetilTrimeti]

Uniones glicosídícasTerm4-4,6-3,4-Term4-3,6-TermTerm deducidas FRACCION

N-ZC5,240,022,30,223,32,24,11,9Tr2,118 N-Z6,836,820,60,726,47,00,50,5Tr1,914 AC2,840,020,80,325,81,74,82,90,81,034
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aExpresadoseamolesZ.bCalculadosapartirdelosdatosdeestaTabla.CMetiladosporelmétodode Hakomori.MetiladoporunasecuenciadelosprocedimientosdeHaworthyHakomori(verParteExperimental).
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Fig. 6.39. Determinación del consumo de periodato de la fracción H-Z
(Una solución de la muestra en el buffer utilizado no mostró
absorción a 1a longitud de onda utilizada. Ver Parte
Experimental).

E1 anáiisis de 105 poliaicohoies obtenidos por

reducción con borohidruro de sodio de] poliaidehido, mostró la presencia

de eritrito] y giicerol en relación molar 2,1:1,0. Se detectaron 3%y

0,6%, respectivamente, de manosay galactosa intactas pero no se detectó

glucosa.

Espectroscopia infrarroja x_dg_resonancia magnética nuclear

E1 espectro infrarrojo de 1a muestra N (Fig. 6.40.)
1 1muestra dos bandas de ab50rción a 810 cm' y 870 cm' , caracteristicas de]

estiramiento simétrico de los aniïios de D-manopiranosaen mano-oïigosacári­

dos , y de la deformación de 1a unión C-2 —H ecuatorial de 1a misma unidad,

respectivamentelsl.
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Fig.6.40.EspectroinfrarrojodelosoligosacáridosNennujol.



197

Resulta notorio que e] espectro infrarrojo de la

muestra N en e] rango 900-1200 crn'1 es más parecido a] espectro de 1a

151 que a] de 1os gaïactomananos (Fig. 6.41.).

1300 1100 900 700

p-(l-a4)-manotetraosa

Fig. 6.41. Comparación de las regiones entre 800 y 1200 cm.l los
espectros infrarrojos de: A) B-(l-a4)-manotetraosa , B) el
vligosacárido N y C) el galactomanano Gm3.

E1 espectro de resonancia magnética protónica de la

muestra N (Fig. 6.42) muestra en 1a región anomérica tres absorciones: un

dobïete a ó = 5,06 La

a-D-gaïactopiranósido, una seña] a 6 = 4,78 correspondiente a1 protón

2=3,0 Hz ) correspondiente a] protón anomérico de]
Í

anomérico de] p-D-manopiranósído, y un singlete a 6 = 5,20 asignado a1

protón anomérico del a-L-arab1nofuranósid0166. La reïación de los picos

es de 22,5:10,2:1,0, respectivamente.
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Fig. 6. 42. Espectro de RMN-1B(100,1 MHz) de los oligosacáridos N. Se
utilizó una solución (87 mg/ml) de 1a muestra en D 0 a pD 7 y
temperatura ambiente. Númerode pulsos -10 ; secuencia=
180°-Z-90°-FID, con'Z=7,10 seg. En la parte superior
izquierda aparece la región del espectro entre 4,90 y 5,30 p.p.m.
expandida x 2. Los corrimientos químicos están expresados en
p.p.m. respecto de TMSexterno.
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El espectro de resonancia magnética de 13€ de los oligo­

sacáridos (Fig. 6.43.) se realizó a temperatura ambiente en un equipo de

25,2 MHz; la elevada solubilidad de la muestra y la baja viscosidad de

sus soluciones permitió, en este caso, obtener un buen espectro en las

condiciones mencionadas con una acumulación de 210.3fl3 pulsos. Las

señales de todos los carbonos (obtenidas con completo desacople de protones)

se hallan resueltas (a excepción de los carbonos 3 y 4 de la galactosa) y

los corrimientos quimicos, relativos a tetrametilsilano de presentan en la

Tabla 6.23.

Las lineas de resonancia son más angostas que en los

127,131,170, posiblementeespectros de los galactomananos de leguminosas

debido al hecho de que el tamaño mucho menor de la molécula permite mayor

movilidad para la reorientación.

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-d-D-galactopiranósido

monoméric0167; (ii) la unidad de B-D-manopiranosa unida por el 0-4 que

forma el extremo reductor del esqueleto de manosas cuyas resonancias están

de acuerdo con las de la 4-0-metilfiHLmanopiranosa129’168; (iii) las

unidades interiores del esqueleto de manosas, p-D-manopiranosilos enlaza­

dos (1-+4), cuyas señales corresponden a las calculadas teniendo en cuenta

la sumade los efectos a, fi y v producidos por la presencia de uniones

glicosidicas en los carbonos 1 y 4 sobre las absorciones de la B-D-manopira­

nosa; (iv) el residuo de p-D-manopiranosilo que forma el extremo no

reductor del esqueleto de manosas cuyas resonancias resultan similares a
129,168.

las del metiljp-D-manopiranósido 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 más bajos y 1,6

p.p.m. hacia camposmás altos, respectivamente, respecto de las señales

correspondientes de los residuos de D-manosano ramificados.

Las señales de los oligosacáridos concuerdan con las

correspondientes señales de los espectros de los galactomananos relacionados

y con las de los de Cyamopsis tetragonolobu3127 , Ceratonia siliqua127’13l,

Trifblium praten32127 y Trigonella fbenum-graecuml3l.

El C-4 de las unidades de manosa con enlaces p-(l-+4)

muestra tres señales, que comoha sido explicado antes (ver Capitulo IV,

pág. 69 y Capitulo VI, pág. 163) resultan de la influencia de los residuos

adyacentes de la cadena. En base a las intensidades, que son práctica­

mente iguales, se determinaron las frecuencias de las diadas A, B y C (ver

Capitulo IV, pág.73):

fal Ïal gal Gal
l

— Man —-Man — - Man — Mgn_—- o — Man — flan­

(A) (B)

—-Man — Man_—

(C)

Estas frecuencias aparecen comparadas en la Tabla

6.24. con las calculadas estadísticamente en base a la relación Galean

que surge de la integración de las áreas correspondientes a los carbonos
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110 100 90 80 70 60

P.P.M.

. 13 . , . .Fig. 6.43. Espectro de RMN- C de los oligosacaridos L. El espectro se
realizó con un equipo de 25,2 MHz, empleando una solución
(87 mg/ml) de la muestra en D O/H O 1:3, a pH 7 y temperatura
ambiente, acumulando 210.200 pulsos. M: manosa; G: ga­
lactosa. 1: M-l, 2: M-S, 3: M-3 y 4: M-2 de las unidades
del extremo reductor de las cadenas; 5: M-é 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 gaïactosa y de manosa en e] espectro de RMN- C (ver Capítulo

IV, pág. 60).
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TABLA 6.23

13
Asignaciones de las señaies del espectro de RMN- C de los oligosacáridos

de tipo gaïactomanano.
. . . . a

Corrimientos qu1m1cos

Tipo de unidad C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

arD-gaiactopiranosiïo 99,54 69,33 70,22 70,22 72,17 62,15

B-D-manopiranosi10 100,96 70,81 72,35 77,37b 73,83 61,45
interno, no sustituido 77,60C
en e] 0-6

p-D-manopiranosiio 100,96 70,81 72,35 77,60b 74,10 67,57d
interno, sustituido 77,77C 67,47e
en ei 0-6 67,26f

p-D-manopiranosiio 100,96 70,81 72,35 67,83 75,83 61,929.
de] extremo no reductor

de 1a cadena

p-D-manopiranosiio 94,74 71,73 73,71 77,37 76,18 61,45g
de] extremo reductor
de 1a cadena

aLos corrimientos químicos están expresados en p.p.m. respecto de TMS
externo; ó = 1,96-2,16 p.p.m. hacia campos ás bajos que respecto de
3-(trimetilsilil)-propionato de sodio-d . Cuandoel residuo precedente
de manosa no está ragificado. CCuandoel residuo precedente de manosa
está ramificado. LUnidad intermedia de grupos de tres unidades contiguas
de residuos de D-manosasustituidos. eSuperposición de las s ñales de
las tríadas donde dos unidades contiguas están sustituidas. Bloques de
tres unidades contiguas de D-manosadonde sólo la unidad intermedia está
sustituida. Estas asignaciones podrían estar intercambiadas.
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13€ deA1 igual que en e] caso de los espectros de RMN­

a1ta resolución de los gaïactomananos despoiimerizados, 1a absorción de]

C-6 de 1as unidades de manosa sustituidas por gaïactosa aparece partida en

tres señales, que en este caso, tienen igual intensidad. Esto confirma

1a sensibiiidad de] 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 1a relación Ga1:Many 1a zona de] espectro correspon­

diente a1 C-6 de 1as unidades de manosa sustituidas de] oligosacárido N con

1a relación Gaïzñan y 1a misma zona de] espectro de los galactomananos Gm3

y GmT despoïimerizados (Figs.6.21., 6.22., respectivamente). Estas

zonas se comparan en 1a Fig. 6.44.

E1 comportamiento de] C-6 de las unidades de manosa

ramificadas puede expïicarse considerando que Su resonancia es sensibïe a]

hecho de que las unidades de manosa unidas a mismo residuo estén o no

sustituidas. E1 pico a campos más bajos (67,57 p.p.m. en e] espectro de

los oiigosacáridos) se origina en 1a resonancia del C-6 de 1a unidad inter­

media de grupos de tres residuos de manosa contiguos sustituidos (triada I)

1a absorción a campos más aïtos (67,26 p.p.m. en e] espectro de 10s oïigo­

sacáridos) se debe a bioques de tres unidades contiguas de manosa en los

cuales sólo 1a unidad intennedia está sustituida (triada III), y e] pico

intermedio (triadas II) representa 1a superposición de señales de las

triadas donde dos unidades contiguas de manosaestán sustituidas:

Fa] fa] Fa] Fa] Fa] Fa] fa]
- Man —-Mag_—-Man — — Man -Mgn-— Man —- o — Man —-flag_—-Man —

(I) Ga] (II)

— Man —-Man — Man —

(III)



204

m Rel
Man:Gal

A I

71:25

h—-—4
1onm.

I HI
ql /

B 61127

p————4
1 ppm.

I\¡ /m

C

67:30

o-—O
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Fig. 6.44. Región del espectro de RMN-13€correspondiente a las absorciones
del C-6 de las unidades de manosa sustituidas por galactosa en:
A) galactomanano total despolimerizado (GmT-HP) a 75 MHz;
B) oligosacáridos de tipo galactomanano (N) a 25,2 MHzy C) ga­
lactomanano Gm3 despolimerizado (Gm3-HP) a 25,2 MHz. I, II y
III corresponden a las tríadas indicadas en el texto. La re­
lación Manzcal que se indica es la determinada mediante cromato­
grafía gas-lïquido de los acetatos de alditoles derivados de 105
productos de hidrólisis completa de las muestras.



TABLA6.24. Estructurasecuencia]delosgaïactomananosdespolimerizadosGmT-HPyGm3-HPyde1osoligosacáridos
¡detipogalactomananoNentérminosdelasfrecuenciasdobïeteytripletedeterminadasenbaseala

reïacióndelasintensidadesde1asseñalesdeC-4(Man)yC-6(Man),respectivamente,enIosespectrosdeRMN-13Ca. MuestraGmT-HPGm3-HPN

b0,45b

0,49C0,46d

0,35C0,40d0,35
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(0,17(0,09)
(

0,24(0,15

( ( (

0,07

0,18 0,07

(

F=F(

0,17(0,12)

( ( (

11221]

¡212 F121

0,16

F221’F122

(
(0,12)

(0.65)0,53(0,14)

'015¡222( ,)

aLosvaloresentreparéntesisrepresentanlasfrecuenciascalculadasestadísticamenteenbasealas gelacionesGaleanobtenidasdelosespectrosdeRMN-C.

Calculadaporcromatografíagas-líquidocdelosacetatosdealditolesderivadosdelosproductosde

hidrólisiscompletadelasmuestras.calculadaenbasealasintensidadesdelosprotonesanoméricos deambosresiduosenlosespecïsosdegMN-H.CalculadaenbasealasintensidadesdelC-ldecada residuoenelespectrodeRMN-C.Lossubïndicesindican:1,unidaddemanosasustituïdaporgalac­ tosay2,unidaddemanosanosustituida.

0,64(0,54)0,510.48)
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En base a las intensidades de ios picos se caicuiaron ias frecuencias

de las triadas I, II y III para ios gaiactomananos GmT-HP y Gm3-HP y para

e] oiigosacárido de tipo gaiactomanano, que se indican en la Tabla 6.24.

En esta Tabla también aparecen ias frecuencias de las diadas para los

gaiactomananosdespoiimerizados y ios valores calculados estadísticamente,

para las frecuencias de ias triadas de las tres muestras usando 1a relación

GaizMandeterminada en base a ias intensidades de ios carbonos anoméricos

de las dos unidades.

ESTUDIOg fi FRACCIONESg

Cuando se probó e] comportamiento electroforético de

ias muestras 5-1-1.yC-A usando buffer acético-acetato de sodio pH 5,0, se

comprobó que ninguna de ias dos se despiazaba de] origen. Cuando la

electroforesis se ilevó a cabo en buffer de borato pH9,2, ias subfraccio­

nes 5-1-1, C-1-2, C-2-1 y 7-3-4 originaron, cada una de elias una mancha

(Fig. 6.45.)

Origen
w

iny C-J-’
,1. C_Fé e.
\} A :‘ — +'12:‘í‘ e
g? L/_Ó_4 o

k;_____________40 cm q

Fig. 6.45. Corridas obtenidas por electroforesis sobre papel en buffer
de borato (pH 9,2) de las subfracciones C-Z-Z, C-J-Z, J-l-i
y C-3-4. Se apLicaron 600 volts durante 3 hs. Revelador:
NO3Ag/NaOH.
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Grado ge polimerización

Al determinar el grado de polimerización de la parte

principal de los componentesque interactúan con la resina aniónica (C-J-i)

se obtuvo, en base al formaldehído producido por el extremo reductor, un

valor de 20 si se considera la producción de un mol de formaldehído por

molécula y de 40 si se consideran dos moles. En el cálculo se descontó

el porcentaje de proteina y se consideró el peso molecular de la "unidad

anhidro promedio" (152), calculado en base a la composición de la muestra.

Análisis estructural

Las subfracciones C-J-Z, 5-1-2,

0-3-4 y C-5 se sometieron a metilación 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 hidrólisis completa por el Procedimiento II (ver

Parte Experimental) (Tabla 6.25). Los resultados indicaron que

existia submetilación, a pesar de la solubilidad total de las muestras en

DMSOy de haberse realizado varios agregados de reactivos (ver Parte Expe­

rimental).

Dadoque las muestras están constituidas por seis

monosacáridos distintos que se encuentran en proporciones similares en la

mayoria de los casos, las mezclas de derivados metilados resultaron

sumamentecomplejas. Para verificar las asignaciones se procedió a la

reducción de los productos de hidrólisis con borodeuteriuro de sodio antes

del paso de acetilación. Se pudo asi determinar que aparecían superpues­

tos derivados trimetilados en posiciones 2,4,6- y 3,4,6- que, de aCUerdo
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con los tiempos de retención relativos pudieron ser identificados como2,4,6­

tri-O-metiï-D-gïucosa y 3,4,6-tri-O-meti1-D-gïucosa o manosa.

TABLA6.25.

Proporciones relativas de los monosacáridos parciaïmente metilados obtenidos
a partir de 105 productos integrantes de 1a fracción S que interactúan con
DEAE-SephadexA-50 ( mo]es%).(AnaIizados como acetatos de aïditoles).

FRACCION C-Z-Z C-1"2 C-2-1 C-3-1 C-3-4 C-á

Monosacáridos parciaï­
mente meti1ados

Arabinosa
2,3,5-Trimetil 5,5 6,5 9,0 12,1 Tr 4,3

3,5-Dimetil - — _ _ _ 2,3
Xiiosa

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 ­

Z-Monometil - - - - - 1,9

Manosa a a a a a a
2,3,4,6-Tetrametil 1,0 10,9b 4,4b 15,3b 2,0b 6,2b3,4,6-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
Z-Monometil 1,9 - 4,8 - - ­

Manosa 8,3 - - - - ­
Gaïactosa
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-Trimeti1 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 - ­
2,4-Dimetil Tr 9,4 0,9 - - 1,6

2-Monometi1 - - 4,6 - - 2,8
Galactosa 2,6 - - - - ­

Gïucosa
2,4,6-Trimeti1 - 9,3b 1,5b 1,8b 9,9b 3,1b
2,3,6-Trimetil - - 9,5 12,2 - 6,4

2,4-Dimetil - - - - - 12,9

aDadoque ambos derivados aparecen superpuesgos, podría existir también
algo de 2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucosa. En este pico aparecen super­
puestos 2,4,6-tri-O-metil-D-glucosa y 3,4,6-tri-0-metil-D-glucosa o manosa
razón por la cual se consideró 1a mitad del área del pico para cada derivado
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ESTUDIO QE_LA_FRACCION 350

Tal comose 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 los análisis

efectuados. A partir de la segunda extracción los tres extractos obteni­

dos por tratamiento con agua a 50° se trabajaron en conjunto, obteniéndose

un sólo grupo de fracciones precipitables con etanol y una sola fracción

soluble en etanol 85%: 550. Dado que 850 obtenida de la quinta extracción

resultó la másabundante, fue la utilizada en los análisis posteriores.

Su composición, que se indica en la Tabla 6.27., resultó ser un promedio

pesado prácticamente exacto de las composiciones de las tres fracciones

solubles en etanol 85%obtenidas por extracción con agua a 50° en el primer

tratamiento del endosperma (ver Tabla 6.14.).

En vista de su analogia con la fracción soluble en

etanol 85%obtenida de la extracción acuosa a temperatura ambiente (5) en

cuanto al aumento del contenido proteico respecto de los galactomananos

relacionados y a la presencia de mayores porcentajes de monosacáridos dis­

tintos de manosay galactosa, y por otro lado, la diferencia respecto de

ésta en Su comportamiento de elución en Sephadex G-lOO usando urea 7Mcomo

solvente, a saber, la elución por separado de los hidratos de carbono y

las proteinas, se decidió someterla a una cromatografía de intercambio

aniónico.

Se realizó una cromatografía preparativa sobre DEAE­

Sephadex A-50 , eluyéndose primero con agua y luego con soluciones de

carbonato de amoniode concentración creciente (Fig. 6.46.).
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Fig. 6.46. Cromatografía preparativa sobre DEAE-SephadexA-SOde la
fracción S A. La columna ( 1.9 x 10 cm ) se eluyó primero

uego con soluciones de carbonato de amonio decon agua y
como se indica en el diagrama.concentración creciente,

("’) A490nm; (_) A280nm'

En 1a Tabïa 6.26. se indican los rendimientos obtenidos para las distin­

tas subfracciones y en 1a Tabla 6.27. 1as composiciones de 1as mismas.

E1 balance de masa indica que, en este caso no se produce pérdida de mate­

ria] a1 pasar por 1a resina.

A] comparar 1as composiciones de 1as Subfracciones

obtenidas con 1a fracción madre se observa que, mientras que en 1a fracción

neutra N50 se produce un aumento en 1a relación Man Ga] y una disminución en

Ios porcentajes de otros monosacáridos, en las fracciones 650-8 y CirUU
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G1nnnosacárido mayoritario es 1a galactosa y existen portentajes importantes

no 5610 de manosa sino también de arabinosa y xiïosa.

TABLA6.26.

Rendimientos de las subfracciones obtenidas por cromatografía sobre DEAE

Sephadex A-SO de 1a fracción 5503.

FRACCION Soïvente de Cantidad recuperada Rendimiento

e1uci6n (mg) (%)

N50 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

Tota] recuperado 177,4 99,3

aSe sembraron 178 mg de 850.

TABLA6.27.

Composición de las subfracciones obtenidas por cromatografía sobre DEAE­

Sephadex A-SOde 1a fracción 550 y su comparación con 1a correspondiente
a 1a fracción madre.

Monosacáridosa Proteinab

FRACCION (w)Fuc Ara Xi] Man Ga] Glc “

550 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
050-8 4,8 15,2 10,9 22,0 43,8 3,4 1,6
650-10 5,0 16,0 10,5 22,0 44,0 3,5 6,9

aAnalizados por cromatografía gas-líquido de los acetatos de alditoles
derivados de los productos de hidrólisis completa de las muestras y
expresados en molegz. Determinada por el método de Lowry (ver Parte
experimental. La relación ManzGalresulta 1,8:1,0.
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Cuando el producto neutro ¡VSO se sometió a cromato­

grafía sobre Sephadex 6-200 empleando como eïuyente urea 7M, se obtuvo un

único pico que resuïtó eluído con e] volumen muerto (Fig. 6.47.).
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Fig. 6.47. Cromatografía analítica sobre Sephadex G-200 de la fracción
N . La columna ( 1,2 x 60 cm ) se eluyó con urea 7M y
se recogieron fracciones de 2 m1.
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ESÏI'UDIOpg Q FRACCION ¿9%

A] igual que io efectuado en e] caso de 1a fracción

550 se eiigió para e] estudio 1a fracción 595 que corresponde a] quinto

procedimiento de extracción de] endosperma. Su composición resultó

también simiiar a 1a de 1a fracción correspondiente de] primer procedimiento

de extracción (comparar Tabias 6.14. y 6.29.).

En este caso también se habia comprobado que, si bien

a1 ser sometida a cromatografía sobre Sephadex G-15 en agua se obtenia un

5610 pico correspondiente a los máximoscoincidentes de las determinaciones

de hidratos de carbono y proteinas, cuando 1a misma se realizaba en

Sephadex G-100 y con un soivente caotrópico como 1a urea 7M, ambos tipos

de materia] se eiuian por separado (ver Fig. 6.27.8).

Cuando 1a fracción 595 se sometió a cromatografía de

intercambio aniónico se obtuvo e] diagrama de elución que se observa en 1a

Fig. 6.48. En 1a Tabïa 6.28. se presenta el baiance de masa para las

distintas fracciones obtenidas en este tratamiento cromatográfico y en 1a

Tabia 6.29. se muestran ias composiciones en monosacáridos de 1as subfrac­

ciones y 1a de su fracción madre 595. La subfracción N95 se recromato­

grafió en idénticas condiciones obteniéndose Ngó-bis, cuya composición

resultó similar a la de JO: (Tabla 6.29.).
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Cromatografía preparativa sobre DRAE-SephadexA-SOde 1a fracc16n
S A. La columna ( 1,9 x lO cm ) se eluy6 primero con agua v
luégo con soluciones de carbonato de amonio de concentración
creciente, comose indica en el diagrama. (---) A ,
(___) A. _ 490 nm280 nm

Rendimientos de las Subfracciones obtenidas por cromatografía sobre DEAE

Sephadex A-50 de 1a fracción ¿aga

FRACCION Solvente de Cantidad recuperada Rendimiento
elución (mg) (z)

¿36 agua 75,0 42

SQL-á carbonato de amonio 0,8M 89,2 50

Ca -]C carbonato de amonio 1,0M 6.5 3,6
Tota] recuperado 170,7 95,6

aSe sembraron 180 mg de o.Jó'
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TABLA6.29.

Composición de las subfracciones obtenidas por cromatografía sobre DEAE­

Sephadex A-50 de 1a fracción 305 y su comparación con 1a correspondiente

a 1a fracción madre.

Monosacáridosa Proteinab
FRACCION

Fuc Ara Xi] Man Gal Glc (W)

395 7,8 50,7 5,5 17,0 17,0 2,0 8,7

Ngóc 2,5 37,5 2,0 36,7 16,4 4,9 5,0
Jgó-bis 2,6 36,4 1,0 38,4 16,3 5,5 5,0
695-8 11,6 65,0 9,2 2,9 11,3 - 4,4

695-10 11,6 65,8 9,2 2,7 11,5 - 6,3

aAnalizados por cromatografía gas-líquido de los acetatos de alditoles
derivados de los productoñ de hidrólisis completa de las muestras y
expresados en molesZ- Determinada nor el método de Lowry (ver Parte
Experimental). cLa relación Manzcal resulta de 2,2.

A modo de resumen se presenta un esquema (Fig. 6.49.)

donde se indica 1a forma de obtención de las fracciones extraibles con agua

a temperatura ambiente, 50° y 95° y solubïes en etanol 85%y la de]

subfraccionamiento de las mismas por distintos métodos.
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EXTRACCION X_FRACCIONAMIENTO QE_LQE_COMPONENTES QEL RESIDUO REMANENTE QE

LA; EXTRACCIONES ACUOSAS . ANALISIS DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS.

La porción de] endosperma remanente después de 1a

extracción exhaustiva con agua (18,5%), sin ser secado, para evitar las

consecuencias de este tratamiento, fue nuevamenteextraída secuencialmente

y en forma exhaustiva con:

1) urea 7M, a temperatura ambiente

oxaiato de amonio 1%, a ebu11ición2

4 hidróxido de sodio 25% con 5% de borato de sodio y

)

3) hidróxido de potasio 10%, a temperatura ambiente

)

1%de borohidruro de sodio, a temperatura ambiente

La metodologia de trabajo para cada caso se detalia en 1a Parte Experi­

menta].

Cada uno de los extractos fue diaiizado extensivamente

con e] objeto de eiiminar ias sa1es, y se procedió a] agregado de etanol

en forma paulatina, ta] comose habia efectuado para 1a precipitación de

los gaiactomananos soiubies en agua. Mientras e] extracto obtenido con

urea 7Mprodujo unafnfima cantidad de producto insoiubïe en etano] (0,06%,

respecto de] materia] de partida), e] extracto de oxaiato de amonio 1%no

dio precipitado en e] tratamiento y e] extracto de hidróxido de potasio

originó un producto insoiubie que representa e] 0,9% de] materia] de partida.

Dadoque a esta a1tura de] proceso de extracción se estaba trabajando

con muypoca cantidad de materia] (ver Parte Experimental), e] extracto

obtenido con hidróxido de sodio, Iuego de diaiizado, fue directamente

Iiofilizado (3,4% de] materia] de partida). E1 materia] agotado después
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de esta secuencia de extracciones representa e] 0,28% de] endosperma.

Además, cada uno de los extractos (menos e] obtenido

con hidróxido de sodio 25%) originó productos solubles en etanol 85%que

representaron e] 0,45%, 0,24% y 0,12% para las extracciones con urea,

oxalato de amonio e hidróxido de potasio, respectivamente. En 1a Fig.6.

50. puede verse el esquemade extracción y precipitación, y la Tabla 6.30.

muestra los rendimientos y propiedades de todas las fracciones obtenidas.

En 1a Tabla 8.1. se indica 1a nomenclatura de todos los productos

obtenidos en esta secuencia de extracciones.

TABLA6.30.

Rendimientos y propiedades de los productos :aislados por fraccionamiento
de los extractos obtenidos con urea 7M, oxalato de amonio 1%y álcali a
partir de] endosperma remanente de las extracciones acuosas.

FRACCIONa Rend . b Rel . Más
(%) Man Gal agua NaCl 0,1M urea 7M

(° )

SU 0,45 2,0 +9,6 +8,7 -18,0

SO 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.

aSU : fracción extraída con urea 7My soluble en etanol 85%; SO: frac­
ción extraída con oxalato de amonio 1%a ebullición y soluble en etanol
85%; PK: producto extraído con hidróxido de potasio 10%y precipitado
con etanol (rango de precipitación:40-50% de concentración de etanol);
SK : fracción extraída con hidróxido de potasio 10%y soluble en etanol
85%; ES: roducto extraído con hidróxido de sodio 25%; 5A: endosperma
agotado. Los rendimientos están expresados respecto del endosperma total
de partida.
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Fig.6.50.Esquemadelasextraccionesrealizadassobreelresiduoremanentedelasextraccionesacuosas.
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Dado que ias extracciones con urea, oxalato de amonio y

áicaii requieren una diálisis extensiva posterior, 1as aguas de diáiisis

fueron anaiizadas (reactivo fenol-ácido sulfúrico) con e] objeto de verifi­

car si se producía pérdida de materia]. Se verificó que se perdia entre

el 35%y 46%dei materia] extraido, que en total representa e] 2,3% de]

endosperma de partida.

En 1a Tabia 6.31. se muestra la composición de ios

productos obtenidos en esta secuencia de extracciones y en 1a Tabla 6.32.

ia composición en aminoácidos de su porción proteica.

TABLA6.31.

Composiciónde Ios productos surgidos de] fraccionamiento de ios extractos
obtenidos a partir de] endosperma remanente de las extracciones acuosas.

b Monosacáridosa Proteina
FRACCION

Fuc Ara Xi] Man Ga] Glc Gio-NAC (%)

su 7,0 12,0 4,2 43,6 21,3 12,0 N.d. 2,9C

so 2,0 4,0 0,6 43,0 21,2 29,3 N.d. 4,5C
px - 2,8 Tr 79,0 18,0 - - 0,2C

3K 2,3 3,6 Tr 59,1 3,5 8,9 22,8 16,0c

Es - - - 92,5 5,3 2,2 - 0,3C
EA 0,8 - 11,6 25,6 3,1 58,2 0,5 5,6d

aAnalizados comoacetatos de alditoles y metilglicósidos sililados deriva­
dos de los productos de hidrólisis completg de las muestras (ver Parte
Experimental) y expresados en moles Z. Para la nomenclatura de las
fracciones ver la Tabla .30. cDeterminada por el método de Lowry (ver
Parte Experimental). Calculada comoN x 6,25.



TABLA6.32. Composiciónenaminoácidosdeiosproductosobtenidosporfraccionamientodeiosextractosdeurea7M, oxaiatodeamonio1%yáicaiiapartirdeiendospermaagotadoporextraccionesacuosas.

...a

FRACCIONbAminoac1dos

AspTreSerGiuProGiiAiaVa]MetIieLeuTirFenLisHisArgHiproC

SU17,23,35,216,80,35,84,14,61,72,27,42,02,42,63,73,6­ SO11,65,27,415,44,17,48,15,40,67,27,53,03,03,44,55,30,5 PK13,15,311,]16,64,29,89,24,43,12,96,23,83,34,72,2-­ SK3,710,64,412,75,04,110,27,10,85,413,24,65,52,31,98,9­ ES11,65,811,78,34,43,59,26,31,05,87,62,54,28,33,25,80,8 EA8,26,25,910,94,83,58,29,30,96,813,13,47,44,31,15,50,5 aLacomposiciónenaminoácidosestáexpresadaengpor16gdeN.Losporcentajesmenoresde0,5%no gueronconsiderados.Laformaenqueseobtuvieronlasfraccionessedetallaen1aFig.6.50.

Lahidroxiprolina,comoelrestodelosaminoácidos,dfuedeterminadaatravésdelaminogramadel

hidrolizadodeproteínas(verParteExperimental).Nosedetectóhídroxiprolinaenelaminogramani tampocoporelmétodoespectrofotométricodeNeumanyLoganmodificadoporLeach(verParteExperimental).
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A1 rea1izarse un primer intento de metiiación sobre e]

residuo remanente de toda 1a secuencia de extracciones a1 que se ha denomi­

nado "endosperma agotado" ( EA) apiicando e] método de Hakomori (el pro­

ducto resuïtó parciaïmente soïubïe en DMSO)se obtuvieron 1os resu1tados que

figuran en 1a Tab1a 6.33. Los productos PK y ES se sometieron a1 mismo

tratamiento, ambos resultaron parciaimente soïubïes en DMSO(Tabla 6.33.).

TABLA6.33.

Proporciones reiativas de monosacáridos parciaïmente metiïados provenientes
de aïgunos productos obtenidos de] endosperma de GZeditsia triacanthos
agotado por extracciones acuosas.

FRACCIONES

Honosacáridos Uniones

parciaïmente giicosidicas PK EF SA
metiïados deducidas (moïes fl)

Manosa

2,3,4,6-Tetrameti1 Term 0,7 0,6 0,2
2,3,6-Trimeti1 4- 52,9 60,1 64,7

2,3-Dimeti] 4,6- 8,4 8,8 9,8
2,6- + 4,6-Dimeti1 3,4- + 2,3- 1,2 1,9 2,8

2-Monometi1a 5,0 2,3 ­

3- y/o 4-Monometi1a 27,2 13,0 3,2

Gaïactosa

2,3,4,6-Tetrameti1 Term 8,9 4,9 4,8
2,3,6-Trimeti1 4- — 3,7 8,8

2,4-Dimeti1 3,6- - 1,6 3,2
3- y/o 4-Monometi1a 11,5 3,2 2,6

a . . .,Indlcan submet11ac1on.
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GALACTOMANANOS

Los polisacáridos extraibles con agua de la semilla

entera de Gleditsia triacanthos, obtenidos previamente por Mazzini y

Cerezol71, presentaron un amplio rango de precipitación. Sin embargo,

el análisis 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 muysimilares de relaciones ManzGal(1,8 y 2,4, respec­

tivamente). Por otro lado, el galactomanano obtenido por Leschziner y

Cerezo mediante extracción acuosa de la misma semilla directamente a 50°,

presentó una relación ManzGalde 3,2-3,563. Los rendimientos totales

fueron aproximadamentecoincidentes, pero no asi las relaciones ManzGal,

resultando la relación global del producto extraido directamente a 50° muy

superior al promedio pesado de las relaciones obtenidas en las dos extrac­

ciones secuenciales.

Conel objeto de realizar un análisis detallado de las

variaciones estructurales responsables del comportamientode los galactoma­

nanos de leguminosas, se proyectó un esquema de extracciones secuenciales

cada vez más drásticas. Estas se llevaron a cabo sobre el endosperma

separado del resto de la semilla, ya que, salvo pocas excepciones (ver

Fuentes botánicas, pág. 17 y Métodosde extracción y purificación, pág. 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, comprendió inicialmente:

1) Extracción con agua a temperatura ambiente.
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2) Extracción con agua a 50°.

3) Extracción con agua a 95°.

(ver Fig. 6.1.).

Los resultados de las extracciones posteriores serán

analizados más adelante (pág. 273).

Cada uno de los extractos fue sometido a un aumento

paulatino de la concentración de etanol (ver Parte Experimental), obtenién­

dose en total 14 fracciones de galactomananos (ver Figs. 6.2. a 6.6.).

El balance de masa de estos productos indicó 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.

El análisis de los catorce polisacáridos (determinación

de la composición en monosacáridos y aminoácidos, cantidad total de hidra­

tos de carbono y proteinas, grado de polimerización, poderes rotatorios

en distintos medios; Tablas 6.1., 6.3. y 6 5.) marcó 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

segundo y el último presentan relaciones Man:Galsimilares, cabe recordar

que estos galactomananos difieren en la temperatura y secuencia de extrac­

ción y en las rotaciones ópticas en urea 7M(Tabla 6.1.).

El promedio numérico de las relaciones Man:Gal de los

productos extraídos a temperatura ambiente y a 50° (3.1) concuerda con el
63

detenminado en un trabajo previo para el galactomanano extraido
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directamente a 50°. Por otro lado, el mismopromedio realizado para los

productos extraídos sólo a temperatura ambiente (2,2) resulta comparable

con el obtenido por Anderson19 (2,7) con la diferencia lógica atribuible a

muestras de distinta procedencia.

Si comparamoslos resultados obtenidos en nuestro caso

con los de productos similares aislados de otras especies de Gleditsia,

encontramos que de las semillas de Gleditsia feroz Desf.40 se extrajo con

agua a 50°un galactomanano con relación ManzGal de 3,9, concordante con la

encontrada para nuestros galactomananos del Grupo C (4,2), aunque para el

primer caso, el galactomanano extraido a temperatura ambiente también

presenta una relación ManzGalalta (3,9). Otra especie de este género,

GZeditsia amorphoides , dio por extracción acuosa a 60° un galactomanano

con una relación ManzGal (2,7)46 que se acerca a promedio de las relaciones

correspondientes a los productos obtenidos en la primera extracción a 50°

(Grupo B, relación ManzGal = 3,1).

Los resultados disponibles para las distintas especies

del género Gleditsia indican una considerable dispersión de relaciones

Man:Galpara los polisacáridos solubles en agua. Este hecho se repite a

lo largo de todas las tribus que constituyen la subfamilia Caesalpiníoiacut

(ver Tabla 3.1.). La notable variación de relaciones ManzGalobtenida

en nuestro caso dentro de una misma semilla, muestra que esta variación no

tiene por que indicar un error taxonómico si la tendencia es general en la

subfamilia (ver Quemotaxonomiade leguminosas, pág. 23).
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El fraccionamiento por precipitación con etanol en

etapas, es decir, por un aumentopaulatino de la concentración, resultó

dificil de reproducir (Tabla 6.2.) y esta variación parece estar relacionada

a las asociaciones moleculares que dependen de la temperatura, del tiempo

y de la composición. El mismo tipo de variabilidad fue hallado en la

separación convencional de hemicelulosas (A, B y C) por acidificación ae
172extractos alcalinos de vegetales pudiendo comprobarse que la variación

se eliminaba al incluirse un calentamiento de la solución durante el trata­

172. También se habia comprobado que la precipitación de polímerosmiento

de tipo p-D-mananos, a partir de soluciones acuosas de galactomananos ue

Ceratonia siliqua, Cyamopsis tetragonolobus y Leucaena Zeucocephaia por

tratamiento con a-D-galactosidasa, depende del tiempo y de la concentración

de galactomanano en solución142.

El esquema de fraccionamiento mostró que, si se tiene

en cuenta la relación ManzGal, cada galactomanano puede ser considerado

como homogéneo y monodisperso (Tabla 6 1.).

Dadala diversidad de criterios en cuanto a la defini­

ción de un producto comohomogéneo-heterogéneo y/o monodisperso-polidisperso,

resultará conveniente aclarar estos conceptos.

173 que conside­Adoptaremos aqui el criterio de Gibbons

ra que una preparación de macromoléculas monodispersa respecto de todas sus

propiedades, es decir, homogéneasensu strictori, está formada por

moléculas idénticas que presentan la mismamovilidad electroforética,

coeficiente de fricción, composiciónquimica y estructura, reactividad

inmunológica, etc.173.
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La variación de todos los parámetros medibies a través

de 1a muestra es cero. Si esto no es asi, y uno o más parámetros muestran

variación dentro de 1a muestra, se pueden distinguir dos tipos de variación.

Si n, es e] número de moïécuïas en 1a muestra que poseen una cantidad

pi de una propiedad medibie, pi puede ser una función “unimodai” o "bi- o

polimodaï" de mi. Una preparación en 1a cua] pi varia en forma unimoda]

para todas ias propiedades medibles (es decir, la curva de distribución

posee un valor máximoy sólo dos puntos de inf]exión)puede ser considerada

pura u homogénea siempre que 1a variación no sea grande. Las moléculas

en una muestra de ese tipo constituyen estadísticamente una sola población.

Cuandoesto no ocurre, 1a pobiación puede calificarse comopolidispersa,

y cuando 1a variación de cuaïquier parámetro resuita bi- o polimoda], 1a

preparación puede caracterizarse comoheterogénea173.

De esta forma, una preparación que contiene moléculas

que son todas de] mismo tipo, pero que varian sólo en 1a iongitud de la

cadena o en algún deta11e estructura], puede distinguirse de una mezcia de

dos especies m01ecu1aresdiferentes.

Además, resuïta c1aro asi que una preparación puede

ser monodispersa respecto de un parámetro, poiidispersa respecto a un

segundo y heterogénea respecto a un tercero.

En e] caso de macromoléculas como ias proteinas, que

provienen de una sintesis primaria dirigida por genes, no existe práctica­

mente variación en Su estructura primaria y sóïo puede considerarse poli­

dispersión de algunas propiedades debido a cierta variación a1 azar de SUS

estructuras terciarias y cuaternarias. Por el contrario, cuando 1a

sintesis no está 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

númeromayor de una, realizan la sintesis de la macromolécula, éstas no

resultan individuos quimicos únicos sino que la preparación contiene molécu­

las que varian en peso molecular y en detalles de la estructura quimica.

En moléculas muy grandes, la extensión de la variación debida a un

pequeño grado de imprecisión en la biosintesis puede ser muy grande. Por

ejemplo, el númerode moléculas de glucógeno teóricamente distinguibles,
2000

de peso molecular 107, es mayor de 10 Si bien una muestra de este

polisacárido no puede ser sino polidispersa, es correcto hablar de una

preparación pura u homogénea de glucógenol73.

Por lo tanto, mientras en el análisis de una proteina

es justificable considerar las evidencias de polidispersión comoindicativas

de la presencia de impurezas o productos de degradación, esto no es cierto

en el caso de los polisacáridos o de las glicoproteinas, ya que la sintesis

de poli- y oligosacáridos no se halla dirigida directamente por genes y

presenta mayor imprecisión biosintética.

En base a estos criterios se analizará, entonces, la

homogeneidad-heterogeneidad o mono-polidispersión para cada parámetro cono­

cido de los galactomananos de nuestro sistema.

Volviendo al compaflamientode precipitación, el análi­

sis del galactomanano A indica un comportamiento "unimodal" de precipitación.

Es decir, el galactomanano A también puede ser considerado como

homogéneoy monodisperso en cuanto al comportamiento de precipitación.

En cambio, la precipitación “particulada” de B, C y

Des indicativa de polidispersión, posiblemente heterodispersión de pesos
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moleculares o distribución de cadenas laterales, aün cuando las rotaciones

ópticas de las fracciones para un dado galactomanano en un mismo solvente

son similares.

La cromatografía sobre geles de fracciones representa­

tivas de cada grupo de galactomananos (fracciones Gm1, Gm7 y Gm14, ver

Descripción de los ReSultados Obtenidos, pág. 132, Figs. 6.9. y 6.10.,

Tabla 6.6.) mostró que todas ellas presentan heterodispersión de pesos mole­

culares. Considerando este hecho, resulta notorio que la mayoria de las

fracciones de cada grupo presenten grados de polimerización promedio simila­

res (Tabla 6.1.).

Los porcentajes de galactosa en los galactomananos

extraídos con agua fria son de alrededor del 30%(Tabla 6.3.), lo que

concuerda con los resultados de McCleary y sus colaboradores105 quienes,

trabajando con extractos acuosos neutros y alcalinos de distintos endosper­

mas de semillas de leguminosas, llegaron a la conclusión de que los galacto­

mananosextraídos con agua fria tienen un contenido de galactosa superior

al 20%, mientras que los que no pueden ser extraídos de este modo presentan

porcentajes menores de la misma. Asi, por ejemplo, el endosperma de

Cassia corymbosada 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 sólo solubilizados con agua a 50° 6 a 95°

(Tabla 6.3.). Esto junto con el hecho de que los galactomananos con

relaciones ManzGalsimilares requieren diferentes condiciones de extracción

(Tabla 6 1.) concuerda con los datos previos y muestra que la extracción
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depende de las asociaciones no covalentes de las moléculas en el endosperma,

que no sólo dependen del grado de sustitución por galactosa, como señala

McClearylos, sino de la distribución y longitud de las cadenas laterales

de galactosa (ver más adelante, págs. 243 y 264) y de la composición del

galactomanano total del endosperma.

La disminución de las rotaciones ópticas encontradas

cuando se cambia el solvente de agua a cloruro de sodio 0,1M y urea 7M, es

concmnüante con el cambio de formas más ordenadas a otras más desordenadas11

que se esperaría con el aumento del poder caotrópico del solvente. Esto

concuerda con la sugerencia de que los galactomananos existen en solución

“146 (ver pág. 103).acuosa en una conformación de tipo "cinta extendida

Estas conformaciones extendidas, entrópicamente desfavorables, serian

promovidas por la unión espontánea, no covalente y ordenada de moléculas,

11,134; por ulterioreslo que produce agregados de menor energía libre

interacciones entre esos agregados se forman los reticulos que son manteni­

dos en solución por las cadenas laterales de galactosa.

Las interacciones entre las moléculas de galactomananos

están relacionadas con el contenido en cadenas laterales de galactosa y su

distribución a lo largo de la cadena central de manosa.

A través del cálculo de energias de interacción

Sundararajan y Raoloa, al igual que Rees y Scott140, propusieron una

conformación de "cinta extendida" para los galactomananos (ver Conformación

de galactomananos en solución, pág. 103 y Figs. 5.6. y 5.8.), y la

contrucción de modelos realizada por computación indicó que las cadenas
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1atera1es de galactosa no deben afectar necesariamente 1a conformación de

1a cadena centra].

Se sabe además, por los esquemas de difracción de
72

rayos-X de los gaïactomananos de Cyamopsis tetragonolobus y Gleditsia

amorphoidesl74, que en Ias zonas cristaïinas 1a cadena centra] de manosa

y Ias unidades 1atera1es de galactosa están arregïadas en forma de láminas,

con ias cadenas 1atera1es y los pianos de los anilios piranósicos en el

plano de 1as láminas (ver Anáïisis estructura], pág. 31 y Fig. 3.1.) y que

1as molécuïas de agua se ubican en e] espacio entre las láminasl75. Las

cadenas 1atera1es de todas las moléculas en una iámina apuntan en una

dirección mientras que 1as cadenas 1atera1es en la lámina adyacente están

apuntando en 1a dirección opuesta (Fig. 3.1.), y se ha encontrado una

reïación directa entre e] porcentaje de sustitución por galactosa y 1a

separación entre ias iáminasl74. Por otro 1ado, 1as fibras de] gaïacto­

mananode Gleditsia amorphoides obtenidas por precipitación de su solución

acuosa con etano], no producen diagramas de difracción de rayos-X175,

mostrando que las asociaciones entre cadenas pueden ser producidas irregu­

larmente.

E1 análisis de estos antecedentes indica que ias

cadenas 1atera1es pueden actuar comoespaciadoras entre ias distintas cade­

nas de ga1actomanano para mantenerlas lo suficientemente aïejadas como para

disminuir 1a efectividad de las interacciones no covaïentes, promover 1a

penetración de molécuïas de agua y determinar 1a facilidad con la cua] los

ga1actomananos pueden ser di5ue1tos o dispersos.

En nuestro caso, e] análisis de ias rotaciones ópticas
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en distintos solventes nos permitió aumentar el conocimiento de las diferen­

cias estructurales de los galactomananos de los distintos grupos del sistema

en estudio.

El galactomanano A, extraido a temperatura ambiente

(relación ManzGal2,0-2,5), no mostró una variación significativa en sus

rotaciones ópticas al paSar de cloruro de sodio 0,1M a urea 7Mcomo solvente,
146lo que sugiere conformaciones extendidas y por lo tanto, una incipien­

11’134, que se mantienen aún en un solvente que es capaz dete agregación

producir la destrucción de los enlaces no covalentes entre cadenas adyacen­

tesll. Dentro de este Grupo, los galactomananos Gm3 y Gm4 no muestran

tampoco variaciones en su rotación óptica 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

nal142 (ver Conformación de galactomananos en solución, pág. 106). Las

fracciones Gm1 y Gm2 mostraron un cambio significativo en la rotación

óptica al pasar de una solución acuosa a una solución de cloruro de sodio.

En estas moléculas la disposición de las cadenas laterales permitiría

no sólo una agregación incipiente capaz de convertir la conformación de tipo

11’134, sino también la formación de“random coil" a una forma ordenada

"zonas de unión" para producir un gel reticular (Fig. 5.14.), siendo estas

"zonas de unión" lo suficientemente lábiles comopara ser destruidas en un

medio de alta fuerza iónica. La formación de un gel reticular explica la

menor solubilidad de las fracciones Gm1 y Gm2 del galactomanano A en agua­

etanol (Tabla 6.1 ).

El galactomanano B, extraido a 50° (relación ManzGal
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2,9-3,3), muestra cambios de formas ordenadas a otras más desordenadas con

el aumento del poder caotrópico del solvente, y estos cambios son más

significativos en el segundo cambio de solventes (cloruro de sodio 0,1M a

urea 7M, Tabla 6.1.) y en las muestras más solubles. Estas variaciones

en la rotación óptica indicaron que los galactomananos que contienen entre

23%y 26%de D-galactosa pueden formar geles reticulares con "zonas de

unión" lo suficientemente fuertes para ser parcialmente mantenidas en un

medio de alta fuerza iónica (cloruro de sodio 0,1M). Estas asociaciones

podrian formarse entre secciones de la cadena central del galactomanano

esencialmente no sustituidas con galactosa142, 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. Comose mencionara en el Capitulo V,

pág. 107, las asociaciones entre cadenas pueden darse a través de los

"lados lisos“ de cadenas sustituidas por galactosa en diferente grado, no

"145 (siendo estrictamente necesaria la presencia de "regiones lisas ver

Fig. 5.13.).

El galactomanano C (relación ManzGal4,1-4,2),

proveniente de la segunda extracción a 50°, mostró pequeños cambios de

asociación en el primer cambio de solventes (agua a cloruro de sodio 0,1M,

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 está de acuerdo con

las fuertes interacciones esperadas para moléculas con mayores posibilidades

142 (de presentar largas regiones de la cadena central no Sustituidas ver

Conformación de galactomananos en solución, pág. 106).
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La mayor parte del galactomanano C (fracciones Gm9, Gm10 y Gm11) es

heterodispersa respecto de la distribución de las cadenas laterales. Estas

moléculas se solubilizan en agua a través de la formación de reticulos solu­

bles pero, cuando la fuerza iónica destruye las "zonas de unión", se

reordenan produciendo agregados insolubles (Tabla 6.1.).

El galactomanano D (relación ManzGal3,2-3,4), extra­

ido a 95°, tiene una relación ManzGaly rotaciones ópticas en agua y clo­

ruro de sodio 0,1M similares a las del galactomanano B, pero difiere en

las rotaciones ópticas en urea 7M(Tabla 6.1.), lo que sugiere diferencias

en la agregación primaria que influyen en la extracción.

Todos los galactomananos contienen cantidades pequeñas

pero significativas de proteina (Tabla 6.3.), distribuida en forma pareja

entre las fracciones producidas por precipitación c0n etanol, y que no

pudieron ser removidas por cromatografía sobre geles en un medio disociante

de uniones hidrógeno ni por tratamiento alcalino suave. Resultados

152 habian indicado que los galactomananos obtenidos por extrac­anteriores

ción de la semilla entera molida con agua a temperatura ambiente, conte­

nían cantidades altas de proteina (6,8%), unidas al galactomanano por

enlaces no covalentes, y que provendrïan de la coprecipitación de proteinas

de reserva del embrión durante la precipitación con etanol, ya que el

endosperma contiene poca proteina. Sin embargo, después de pasar estos

complejos galactomanano-proteina por una resina aniónica, y por lo tanto

eliminarse la porción proteica asociada en forma no covalente, las muestras
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152. El porcentajeretenian aün pequeñas cantidades de proteína (0,85%)

de proteína hallado en estas muestras purificadas concuerdan asi con el

encontrado para los galactomananos extraídos por nosotros del endosperma

176 a]aislado (0,7-2,9%). Además, los resultados obtenidos por Mazzini

realizar una cromatografía de intercambio aniónico sobre DEAE-SephadexA-50

de muestras de galactomananos extraídos del endosperma aislado, indicaron

que las pequeñas cantidades de proteina que contenían eran recuperadas

totalmente.

Nuestros resultados coinciden con los de McCleary y

colaboradoreslos, que informaron que los galactomananos crudos obtenidos

de semillas de Mbdicagosativa, Ceratonia siliqua y Cyamopsis tetragonclo­

bus presentan entre un 2%y 3%de proteina y después de su purificación a

través de la formación de complejos con cobre, estos porcentajes disminu­

yen a 0,7-1,2%. Estos mismosautores intentaron eliminar la parte

proteica y encontraron que esto no era posible mediante cromatografía sobre

DEAE-Celulosani por filtración sobre geleslos.

Esta resistencia a los distintos métodosrealizados

para intentar separar las porciones proteica y de hidratos de carbono,

sugiere que el material asociado podria ser un glicopéptido con una unión

N-acetilglucosamina-asparagina, ya que se han encontrado pequeñas cantida­

des de N-acetilglucosamina en algunas fracciones (Tabla 6.3.) y la misma no

es un componente usual de este tipo de polisacáridos. Sin embargo. hasta

el momentono ha sido posible determinar la existencia de este tipo de

enlace.
171

Comoha sido reseñado anteriormente , se sabe muy

poco sobre la composición en aminoácidos de las proteínas de semillas de
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leguminosas. La composición de las proteínas asociadas a los galactomana­

nos resultó similar en todas las fracciones y los aminoácidos mayoritarios

son ácido glutámico/glutamina, ácido aspártico/asparagina, serina y

lisina, que en conjunto constituyen entre el 35%y 50%de la porción

proteica. Esta proteína difiere de la del embrión en el menor porcentaJe

de ácido glutámico/glutamina y los mayores porcentajes de lisina y serina

(ver Tabla 7.1.).

Todas las fracciones contienen pequeñas cantidades de

xilosa, arabinosa y/o trazas de fucosa que también aparecen en las sub­

fracciones producidas por cromatografía sobre Sephadex G-100 en urea 7Mde

la fracción Gm1 (Tabla 6.6.) y no pudieron ser eliminadas por cromatografía

de intercambio aniónico (Tabla 6.4.).

En el caso de muestras de galactomananos obtenidas

por extracción con hidróxido de sodio-borato de sodio de semillas de

Mbdicagosativa, Ceratonia siliqua, Cyamopsis tetragonolobus, GZycine

maz var. Lee , Cassia brewsteri, Cassia corymbosa, Cassia odorata, Carcis

siliquastrum y Kennedia rubicunda, se había observado contaminación con un

xilano que coprecipitaba al obtenerse los complejos con cobrelos. En la

mayoría de las semillas nombradas, estas fracciones solubles en álcali

resultaron, después de aisladas, solubles en agua caliente, y se comprobó

que permanecían en solución al ser enfriadas a temperatura ambiente, lo

que permitió su cromatografía sobre DEAE-Celulosa. El galactomanano

neutro no se unió a la resina mientras que el xilano, que contenía ácidos

urónicos, sí quedó retenido.



TABLA7.1.

Composiciónenaminoácidosde1aproteinaasociadaalosgalactomananosdeGleditsiatriacanthosydeproteinas aisladasde]embriónde1amismasemillaa.

Aminoácidosb

Muestra

AspTreSerGluProGliAlaVa]MetIieLeuTirFenLisHisArgHipro

Gleditsiatriacanthos
Gm310,25,115,112,83,68,89,14,73,65,22,62,410,16,2 Pico2c7,42,74,840,22,25,93,83,22,34,02,02,61,67,89,6 Pico3C9,73,14,426,03,011,32,43,52,54,71,92,72,46,016,4 Viciafábad Viciïina12,53,35,722,74,63,93,94,50,34,38,53,04,24,72,911,0 Legumina12,53,45,819,94,03,33,84,90,85,18,93,95,27,42,28,9­ aLacomposiciónvicilÉnaylegumina,proteínasdereservadesemillasdelafamiliaLeguminosaeseincluye paralacomparación.Lacomposiciónenaminoácidosestáexpresadaengpor16gdeN.Losporcentajesmenoresde0,5%nofueronconsideradosparalasproteínasdeGleditsiatriacanthos.CProteínasaisladaspor cromatï;gafíasobreSephadexG-lOOdelafracciónsolubáeenetanol75%nodializable,obtenidaporMazziniy Cerezo,delembrióndeGleditsiatriacanthos.Aisladodeloscotiledones.
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El hecho de que en nuestro caso las pequeñas 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 monosacáridos en los hidroli­

zados de los galactomananos permetilados, sugiere la posibilidad de que

existan pequeñas cantidades de cadenas laterales terminadas por residuos de

arabinofuranosa o xilopiranosa.

Con el objeto de reunir mayor información sobre la

estructura de los galactomananos de este sistema, se ensayó la coprecipita­
177

Hiuínud ' mmm ¿.4. Su

178

ción de los mismos con una lectina especifica

empleo se conoce desde que Stillmark (1888) descubrió que los extractos

de semillas de castor aglutinaban eritrocitos animales y, al igual que

otras lectinas, ha jugado un papel importante en el desarrollo de la

inmunología,

La aglutinina de Ricinus aommunis, que tiene un peso

molecular de 120.000 daltons, está 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
181

captoetanol o detergentes

subunidades inhibe la sintesis proteica Además, contiene un 122 en

peso de hidratos de carbono (manosa, glucosa, 2-amino-2-desoxiglucosa) no

requeridos para su unión a los hidratos de carbonolel’lgz.

Esta lectina es capaz de aglutinar eritrocitos humanos

de cualquier tipo. Su especificidad de unión a hidratos de carbono ha
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sido estudiada, probándose la inhibición de la hemoaglutinación por hidra­

179’183’184y la inhibición de su precipitación con galactoma­tos de carbono

nano de Medicago sativalGS. Aunqueexisten algunas discrepancias entre

los resultados de los distintos tipos de estudios (justificadas debido a la

complejidad del análisis de los reSultados de hemoaglutinación) se puede

concluir que los monosacáridos con configuración de D-galactopiranosa son

los que se unen en forma más efectiva a la lectina. Aunque ésta muestra

cierta preferencia por el anómerop, el a también se une177.

Si se considera la clasificación hecha por M'ákel'á185

de los monosacáridos que reaccionan con las lectinas en cuatro grupos, en

base a las configuraciones de los carbonos 3 y 4 de sus formas piranósicas,

se puede decir que los monosacáridos del grupo II de Mákelá son inhibidores

efectivos de la aglutinina de Ricinus communis(Fig. 7.1.)

H BZI IE

Ho o H0 o©®®p
HO H

OH H

Fig. 7.1. Clasificación de las piranïggs en cuatro grupos, basada en la
configuración de C-3 y C-ó .

165 la habilidadSobre esta base ya se habia ensayado

de la lectina para coprecipitar con varios polisacáridos que contenían

galactosa, comprobándose que los galactomananos de leguminosas son

excelentes coprecipitantes para la lectina. Por el contrario, ni los

carragenanos formados por residuos de galactosa con enlaces a-(1-43)-y
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p-(1-94)- alternados y parcialmente sulfatados, ni los galactanos con
165

enlaces alternados p-(l-»3)- y p-(l-q6)- mostraron reacción Los re5ul­

165’186 indicaron que esta reaccióntados de Van Hauwe, Loontiens y De Bruyne

es del tipo antígeno-anticuerpo entre la aglutinina multivalente y el poli­

sacárido ramificado que cumpla con los requerimientos estereoquimicos

necesarios; es decir, sólo los polisacáridos ramificados pueden ser

considerados comoantigenos multivalentes. Los galactomananos se unen a

la lectina a través de SUSunidades de galactosa terminales no reductoras,

dependiendo entonces Su habilidad de precipitación con la proteina de la

relación Man:Gal. Además, comodeben cumplirse requerimientos estereo­

quimicos especificos, esta habilidad debe también depender de la distribu­

ción de las cadenas laterales.

Comola interacción entre polisacáridos y lectinas

habia sido analizada con éxito para Concanavalina A —O-fosfonomananos

empleando el método de doble difusión en geles de agar187, se decidió

emplear la mismatécnica para analizar la interacción entre los galactomana­

nos y Ricinus communis.

Los galactomananos que tuvieran una relación Man:Gal

y una distribución de las cadenas laterales similares serian capaces de

producir, en una experiencia de doble difusión en gel con la lectina,

lineas de precipitación cuya posición dependiera de la difusión188, y por

lo tanto, del tamaño de las "moléculas" de galactomanano.

Esta reacción fue probada con todos los galactomananos

de nuestro sistema resultando, en todos los casos, zonas difusas de

precipitación alrededor de los orificios que contenían los galactomananos,

hecho consistente con una agregación no especifica, reversible de las
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"moléculas" de polisacáridos, que produce agregados con cantidades varia­

bles de sitios de reacción y tamaños de agregado (ver Figs. 6.11. a 6.14 ).

En algunos casos la composición de la muestra y/o su

189 promueve la formación de uninteracción con la matriz del gel de agarosa

dado agregado, obteniéndose una linea definida de precipitación en Su

reacción con la lectina. En estos casos, la posición y la forma de las

lineas de precipitación sugirieron que los agregados menores tienen un

"peso molecular" similar a aquel de la lectina (120.000 daltons)185 que

resultó 7 veces mayor al determinado mediante el dosaje de formaldehído

producido por oxidación del extremo reductor, en el caso de la fracción

Gm3; 9 veces mayor al calculado en base a los datos de metilación, y

9 y 4 veces mayor a los valores obtenidos para los dos picos en que se abre

la muestra al cromatografiarla sobre Sephadex G-100 en urea 7M, en el caso

de la fracción Gm7; y 7 veces mayor al calculado por metilación para la

muestra Gm4. Dado que la relación ManzGal de las muestras Gm3 y Gm4,

es la misma (2,0) y la de la muestra Gm7 es mayor (2,9) reSulta coherente

que se requiera el mismo número de "moléculas" de Gm3 y Gm4, que tienen

igual contenido en galactosa, para formar un dado agregado y que sea

necesario un número mayor de “moleóulas” de Gm7 ya que ésta tiene menor

.cantidad de unidades de galactosa disponibles para cubrir los sitios de

unión con la lectina.

La posición de las lineas de precipitación indica

además, que la fracción Gm3 tiene un peso molecular menor, o una

estructura más ramificada que la fracción Gm7, ya que difunde más.

Esto concuerda con la diferencia obtenida en las determinaciones de peso

molecular de la muestra Gm3 mediante dosaje del fonnaldehido producido por
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la oxidación del extremo reductor (G.P. = 112, PMn=18.144) y a través de

los resultados de metilación (G.P. = 60, PMn=9 720) lo que estaria

indicando la existencia de una ramificación por "molécula".

Cada galactomanano demostró ser homogéneo y monodis­

perso en cuanto a su relación ManzGal y en algún caso en cuanto a su

comportamiento de precipitación (galactomanano A), factor en el cual

otros (galactomananos B, C y D) se mostraron polidispersos, posiblemente

por heterodispersión de pesos moleculares o de distribución de cadenas

laterales, a pesar de mostrar propiedades fisicoquímicas análogas (poderes

rotatorios en distintos solventes). El análisis de la heterodispersión

de pesos moleculares indicó que, en los casos en que se producía un sub­

fraccionamiento, no variaba la relación ManzGalentre las subfracciones ni

respecto de la muestra original (ej.: fracción Gm1). En ningún caso se

comprobó heterogeneidad de las muestras. Es asi que, sobre cada una de

las catorce muestras de galactomananos se abordó el análisis estructural

(aunque luego, por razones fortuitas, no se pudo completar el análisis

de la fracción Gm6).

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 extracción. Si bien permitieron corroborar la presencia de unidades

de p-D-manopiranosa, no aportaron datos significativos sobre las diferen­

cias estructurales de las distintas fracciones ya que reSultaron muysimi­

lares unos a otros.
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El análisis por metilación mostró que los galactoma­

nanos obtenidos del endosperma de la semilla de Sieáitsix :riacantncs

tienen la estructura gruesa aceptada para este tipo de polisacáridos, 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-(l-eó). Se detectaron desviaciones menores a esta estructura tal como

indicara la caracterización de pequeñas cantidades de 2,6- y 4,6-di-0-metil­

manosa (2,2% de la cadena de manosas) entre los productos de hidrólisis de

los galactomananos permetilados. El 4,6-di-0-metilderivado de la manosa

habia sido hallado en el galactomanano permetilado de Gassia absusaz; y

como se mencionara en el Capitulo II (pág. 35), se demostró que se trataba

de unidades de manosa que presentaban un enlace B-(l-a3) en la cadena cen­

tral y poseían una unidad de a-D-galactopiranosa unida en el 0-282. Si

bien la proporción del 2,6-di-O-metilderivado es muchomenor que la del 4,6­

(salen superpuestos en la cromatografía gaseosa y fueron reconocidos median­

te el análisis de las fragmentaciones de sus espectros de masas), su

presencia es indudable e indicaria la existencia, dentro de la cadena

central-del-galactomanano; de unidades sustituidas en 0-3 y 0-4, corres­

pondiendo uno de estos puntos de unión al enlace glicosidico con el residuo

adyacente de la cadena central y el otro a la unión de la cadena lateral.

Este tipo de arreglos de enlaces nunca se habia detectado en galactoma­

nanos de leguminosas.

En las fracciones Gm4, Gm7 y Gm8 se detectaron

cantidades variables (0,1-2,4%) de 2,4-di-0-metil- manosa, lo 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 clásica, pág. 34).
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El análisis de los productos de hidrólisis de los

galactomananos permetilados mostró también que algunas de las cadenas

laterales presentan más de una unidad (Tabla 6.7.).

La presencia de cadenas laterales cortas de arD-galac­

tosa con uniones (1-96) entre si en algunas"moléculas", fue detectada

anterionmente en los galactomananos de Gleditsia féroxl7 , Gleditsia

amorphoides46 y Trifblium repensl7. En nuestro caso, la existencia

de cadenas laterales más largas está indicada por la presencia en todas las

fracciones de 2,3,6-tri-0-metilgalactosa, lo que indicaria un anlace a­

(1-+4) entre unidades de galactosa. Si se considera sólo una unidad

"extra" en cada cadena lateral, los porcentajes de cadenas laterales más

largas oscilan entre 15% para las fracciones Gm3, Gm8 y Gm13 y 1% para

la fracción Gm 5. En las fracciones Gm 7, Gm 9, Gm 10, Gm 11, Gm 13

y Gm14 se detectaron vestigios de 2,4,6-tri-0-metilgalactosa, lo que

indicaria la presencia ocasional de cadenas laterales con un enlace a-(1-43)

entre las unidades de galactosa. COurtois y Le Dizet17 demostraron que

los derivados trimetilados de galactosa no son artefactos producidos por la

desmetilación parcial de la tetra-O-metilgalactosa.

La detección de 2,4-di-O-metilgalactosa sugiere la

presencia de puntos de ramificación formados por unidades de galactosa en

las cadenas laterales o en la cadena central.

Las distintas desviaciones a la estructura clásica

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
134importancia en la determinación de las estructuras secundaria y terciaria

y en la fonmación de agregados y geles retiCulares de galactomananos.
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Fig. 7.3. Estructura de una porción de galactomanano del endosperma de
Gzeditsia triacanthos que contiene una cadena lateral de dos
unidades de D-galactopíranosa con enlace d-(1—+4)- entre sí.
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Fig. 7.4. Estructura de una porción de galactomanano del endosperma de
Gledítsia triacanthos que presenta una cadena lateral de dos
unidades, una de a-D-galactopiranosa y otra de p-D-xilopiranosa,
unida a1 0-4 de 1a primera.
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Fig. 7.5. Estructura de una porción de galactomanano del enaosperma de
Gleditsia triacanthos que presenta una cadena lateral de dos
unidades, una de d-D-galactopiranosa y otra de d-L-fucopiranosa
unida al 0-4 de la primera (podría ser una p-D-fucopiranosa).
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Fig. 7.6. Estructura de una porción de galactomanano del endosperma de
Gleditsia 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 1a primera.
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' La presencia de cadenas laterales más largas asi como

de residuos de arabinosa, xilosa o fucosa comoextremos no reductores oe

de cadena, modifican el empaquetamiento entre las cadenas, aumentando la

distancia entre las láminas. Esto determinaria la facilidad con la cual

los galactomananos pueden disolverse y podria ser un mecanismopara contro­

lar la organización fisica y la hidratación del endosperma.

Las unidades de manosa con enlaces B-(1-»3>-o p-(l-»2)­

determinan la presencia de residuos “kinks” en la cadena central (ver

Estructura covalente de tipo periódico, pág. 95 y Fig. 5.9.), es decir,

residuos en los que la cadena central dobla y continúa en otra dirección,

ya que, comose ve en la Fig. 7.2., mientras los enlaces glicosidicos

fi-(1-+4)- comunesy cada uno de los residuos en ellos involucrados determi­

nan una Z, los enlaces p-(l-»3)- o p-(1-»2)- determinan junto con los

residuos implicados en el enlace una u. Esto modifica la forma de las

"moléculas" (ver Estructura covalente de tipo periódico, pág. 93) que,

en este caso pueden llegar a combinarse con más de un "partner" como es

necesario para originar un reticulo. Nuestros datos justifican de este

modola formación de gdes de galactomananos hallada por Dea, Morris,

Reesy colaboradores al aplicar ciclos de calentamiente-enfriamientol45,

y por McCleary y colaboradores al enfriar soluciones de galactomananos

142 (ver Conformación de galactomananosmodificados con arD-galactosidasa

en solución, págs. 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) asociación entre regiones

lisas de dos cadenas con baja sustitución por galactosa; b) asociación
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d/7

í
Fig. 7.7. Posible apariencia de un retículo de galactomanano de

leguminosas. Ver indicaciones en el texto.

entre "1ados Iisos" de cadenas sustituidas; c) presencia de "kinks" que

determinan 1a asociación de una cadena con otras dos cadenas distintas y

d) existencia de suficiente cantidad de unidades ïaterales de gaïactosa
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para mantener el reticulo en solución.

Los estudios espectroscópicos de galactomananos despo­

limerizados indicaron que, mediandoesta etapa previa, es posible obtener

excelentes espectros de resonancia magnética protónica y de 13€ y que, en

especial este último tipo de espectroscopia brinda una enorme información

sobre la estructura fina de este tipo de polisacáridos.

De la evaluación de todos los métodos existentes para

el análisis de la distribución de las cadenas laterales en estos neteropo­

limeros, que se resumen en el Capitulo IV, surgen claramente las ventajas

13C. A pesardel empleo de la espectroscopia de resonancia magnética de

de que el método requiere la despolimerización previa de los polisacáridos,

y esta etapa puede ser larga, el procedimiento es no destructivo, los

espectros son fáciles de analizar y permiten la rápida comparación de

distintas muestras y además, sus resultados son más seguros que los obte­

nidos por métodos quimicos y enzimáticos.

Si bien es posible obtener espectros utilizables a

temperatura ambiente y con un equipo de 25 MHz, acumulando la cantidad de

pulsos suficiente (lo que puede requerir más de dos dias), el empleo de un

equipo de mayor potencia (75 MHz)y de altas temperaturas (90°), permitió

mejorar la calidad de los mismosy obtener mayor información.

En todos los casos hemos corroborado las asignaciones

realizadas por Grasdalen y Painter127 a excepción de las correspondientes a

los carbonos 2 y 3 de las unidades de galactosa, en cuyo caso compartimos
131el criterio de Morrison y colaboradores basado en las asignaciones
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realizadas por Gorin para el metil-d-D-gakmtopiranósidolbz.

Los detalles de la distribución de las cadenas laterale;

de galactosa que se dedujeron de estos resultados serán discutidos más

adelante ya que el análisis total de los datos obtenidos para los galacto­

mananos despolimerizados y para los oligosacáridos de tipo galactomanano

(págs. 152 y 199, Tablas 6.10., 6.11. y 6.23.), permitió asignar las

señales correspondientes al C-6 de las unidades de manosa sustituidas p0r

galactosa; en función de éstos fue posible calcular la frecuencia de

inserción de las cadenas laterales de galactosa en términos de las frecuen­

cias de triadas (Tabla 6.24.) además de hacerlo en términos de las frecuen­

cias de diadas comoya se habia realizado anteslz7.

FRACCIONES EXTRAIBLES CON AGUA Y SOLUBLES EN ETANOL 85%

A excepción del análisis realizado por Mazzini y

190 sobre la fracción soluble en etanol 7 %, obtenida a partir delCerezo

endospermade Gleditsia triacanthos por tratamiento con agua a reflujo,

no existe ningún antecedente sobre el estudio de los hidratos de carbono

remanentes después de la precipitación de los galactomananos de semillas

de leguminosas.

Dicho trabajo indicó que el 7,2% del total del endos­

perma permanecía en solución luego de la precipitación de los galactomananos

con etanol hasta una concentración del 75%. Este material, que contenia

29,4% de proteina, mostró la presencia de manosa (35,0%)ygalactosa (28,52)
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en relación molar 1,2:1,0, junto con cantidades menores de arabinosa

(22,8%), glucosa (10,5%), xilosa (3,0%) y trazas de fucosa. Comolos

galactomananos con relaciones Man:Gal cercanas a uno reSultan insolubles

en etanol 75%, los autores propusieron que este polisacárido debia tener

un peso molecular bajo y/o contener otros monosacáridos en la molécula.

Comprobarontambién que esta fracción contenía péptidos de bajo peso mole­

cular y/o aminoácidos libres.

En nuestro caso, los productos solubles en etanol 85%

fueron recuperados, después de la precipitación 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

extracción; Tabla 6.12.). Este valor resulta algo mayor al obtenido

por Mazzini y Cerezolgo. Sin embargo, esta diferencia no resulta signi­

ficativa si se considera el diferente tratamiento del endospermay de los

productos en los dos casos, tanto en la etapa de extracción comoen la

precipitación.

El análisis de la composición en monosacáridos mostró

que, si bien estas muestras presentan una relación Man:Gal similar a la de

algunos galactomananos (comparar las Tablas 6.1. y 6.12., por ejemplo, la

relación Man:Gal de la fracción Gm5 es de 2,4 y la de la fracción 595 es de

2,4 también), la composición total es muydiferente 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:Galde las cuatro fracciones solubles (1,6:1,0) es similar al obtenido

anteriormente para la fracción soluble total ue la extracción del endospenna
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galactosa, fucosa y xilosa oscilan dentro de un margen bastante estrecho

para las distintas muestras (Tabla 6.14) hay un cambio neto en los conte­

nidos de glucosa y arabinosa al aumentar la temperatura de extracción.

Asi, se observa un 24,4% de glucosa en la fracción soluble de la extracción

acuosa a temperatura ambiente, que varia a alrededor del 8%en las fraccio­

nes correspondientes a la extracción a 50°, y a sólo 3.5% en la extraída

a 95°. El contenido de arabinosa, p0r el contrario, va aumentando

gradualmente (desde 5,6% hasta 46,7%). Para ambos monosacáridos (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 fracción total (10,5% y 22,8%, respectivamente)190.

Todas las fracciones solubles presentaron un elevado

contenido proteico (Tabla 6.14) si se las compara con los galactomananos,

pero muydiferente 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 composición de la proteina, la fracción soluble de la

extracción con agua a temperatura ambiente difiere de los galactomananos

en la presencia de mayores cantidades (Tabla 6.13) de ácido aspártico/

asparagina e histidina y menores cantidades de serina y lisina, mientras

que la fracción soluble de la extracción con agua a 50° muestra menores

proporciones de lisina, alanina y serina y un contenido muchomayor de

ácido glutámico/glutamina y arginina. En el caso de la fracción soluble

de la extracción con agua a 95°. se observa una brusca caida en el conte­

nido de ácido aspártico/asparagina y disminución en los porcentajes de

prolina. arginina, lisina e histidina mientras que aumentanen
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forma notoria los porcentajes de treonina, glutámico/glutaminay metionina

respecto de los galactomananos del mismo grupo (Tabla 7 2.). Si se compa­

ran las composiciones en aminoácidos 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

más parecidas.

Los poderes rotatorios de las fracciones solubles

también mostraron una variación 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 asociación no deberia ser importante.

El comportamiento de las fracciones solubles reSultó

similar al ser sometidas a cromatografía 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, las fracciones se cromato­

grafiaron en presencia de solventes que producen desagregación (urea 7M),

no sólo se observó su heterodispersión sino que también resultaron separa­

dos hidratos de carbono y proteinas, a excepción del caso de la fracción

soluble de la extracción a temperatura ambiente(Fig. 6.25.A). De este

modolas fracciones más ricas en proteina (550_Z y 595 ) demostraron que

la proteína no está unida covalentemente, al menos en su mayor parte, a

los hidratos de carbono.

Al igual que en algunos galactomananos, se detectaron

en estas fracciones pequeños porcentajes de glucosamina (Tabla 6.14.).
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Este aminoazücar podría ser el punto de unión entre el polisacárido y

la proteína, a través de un enlace de tipo glicosilamina con la asparagina

190 y si bien no seEste hecho había llamado la atención anteriormente

halló ninguna prueba concluyente de la existencia de un enlace covalente

entre el polisacárido y la proteína, se concluyó que estos componentes

deben estar unidos entre sí por un enlace algo más firme que una simple

asociación, ya que ninguna de las técnicas no hidrolíticas empleadas

permitieron separarlos.

Estos antecedentes condujeron al estudio de la frac­

ción soluble de la extracción con agua a temperatura ambiente: S. La

cromatografía analítica sobre Sephadex G-100 en urea 7M(Fig. 6.26.) indicó

la presencia en la muestra de dos componentes: A, sin proteína con un peso

molecular entre 25.000 y 40.000 daltons que representa el 52%del total y

B, con una considerable cantidad de proteína y de peso molecular cercano

a 1.600 daltons. Si bien la cromatografía preparativa (Fig. 6.28.)

arrojó idénticos resultados, la subfracción A se reCUperópor diálisis y

liofilización pero la B se perdió totalmente en la diálisis. Los inten­

tos de eliminar la urea por cromatografía sobre Sephadex G-15 (Fig. 6.29,A)

tampocodieron resultado debido a la escasa diferencia entre los pesos

moleculares de la sal y el producto. Sin embargo, el tratamiento reSul­

tó ütil ya que se pudo comprobar la enorme tendencia a la agregación de

estos productos manifestada por la apertura de varios picos que se resolvie­

ron mejor al usar urea 7Mcomo solvente de elución (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 Ademostró una gran heterodis­

persión de pesos moleculares (Fig. 6.30.) y al separarlo arbitrariamente en

dos partes M-J yA-2)se comprobóque también habia dispersión de relaciones

ManzGal(3,30 y 1,50, respectivamente). Por otro lado, el producto A

mostró la misma relación ManzGal (1,55) que su fracción madre, S(1,55)

siendo la única diferencia notable en su composición la disminución del

17,1% en el contenido de glucosa (Tabla 6.15.).

Comoel 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 cromatografía sobre Sephadex 6-100,

se sometió la muestra a tres etapas sucesivas de diálisis. El análisis

de las fracciones dializable ( D) y no dializable ( ND) (Tabla 6.17.)

mostró que, en este caso, tampoco se producia un fraccionamiento neto:

las relaciones ManzGalde las dos fracciones resultaron similares (1,68 y

1,57, para dializable y no dializable, respectivamente) e iguales a la

de la fracción madre S(1,55). Se produjo un enriquecimiento en el conte­

nido proteico de la porción dializable (12,3 %) y una reducción del mismo

en la no dializable (3,1%) comparadas con el producto original (7,5%).

El rendimiento total indicó que la muestra se separaba por mitades en Dy

ND indicando esto que no se corresponden con las subfracciones A y B y.

que además de dializar B, de menor peso molecular, también lo hace parte

de A en razón de la gran dispersión de pesos moleculares que muestra esta

fracción.

Comose mencionara antes (ver Descripción de los ReSul­

tados Obtenidos, pág. 180), tomando como base la presencia de ácidos

glutámico y aspártico en la fracción proteica se sometió la muestra S a una
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cromatografía de intercambio aniónico. Se obtuvo de este modo una

fracción neutra, N(52-55%del material de partida; ver cromatografía de

intercambio iónico, pág. 180, Figs. 6.31. y 6.34. y Tabla 6.18.) y una

serie de fracciones que interactúan con la resina y que mostraron rendimienn

tos variables al aumentar la fuerza iónica del eluyente: 6-1-1, 6-1-2,

6-1-3, 6-2-1, 6-2-2, 6-3-1, 6-3-2, 6-3-3, 6-3-4, 6-4, 6-5 y C-A

(9,9 a 11,3%), quedando irreversiblemente unido a la resina entre el 34%

y el 38%del material sembrado.

El balance de las cantidades de proteína e hidratos

de carbono recuperados indican que el material no recuperado debe poseer

aproximadamente un 90%de hidratos de carbono y un 10%de proteína , es

decir, tendria una relación hidratos de carbono a proteína menor que la de

los productos eluídos. El hecho de que ambos tipos de materiales (hidra­

tos de carbono y proteína ) queden retenidos pudo comprobarse al someter a

cromatografía de intercambio aniónico la subfraccción B(porción rica en

proteína obtenida por cromatografía sobre Sephadex G-lOOen urea 7Mde la

fracción S) previa eliminación del grueso de la urea por ultrafiltración.

El diagrama de elución (Fig. 6.33.) muestra que la poca cantidad de

material eluído es de naturaleza proteica mientras que la cromatografía

sobre Sephadex G-lOOen urea 7Moriginal había indicado que la fracción B

estaba constituída fundamentalmentepor hidratos de carbono (Fig. 6.28.).

El hecho de que la resina produzca un tipo distinto

de fraccionamiento que los métodos antes mencionados quedó puesto de

manifiesto Cuandola fracción mayoritaria, retenida por la resina y eluída

con carbonato de amonio 0,5M en la cromatografía de intercambio aniónico

analítica (Fig. 6.31., pico "2"), se sometió a cromatografía sobre
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Sephadex G-15 en urea 7My se obtuvo un ünico pico que es eluido con el

volumenmuerto y donde coinciden hidratos de carbono y proteinas. Esto,

además de indicar la homogeneidadde la muestra, marca la diferencia entre

esta fracción y la B, que en las mismas condiciones origina una familia de

picos no resueltos que entran en la malla (Fig. 6.28.). En otras palabras,

corresponde a un tipo distinto de fraccionamiento.

El análisis de la composición en monosacáridos de las

subfracciones obtenidas por cromatografía de intercambio aniónico de la

fracción S (Tabla 6.19.) indicó una diferencia neta entre el producto

neutro y aquellos retenidos por la resina, asi comouna variación gradual

en la composición de estos últimos. Por este motivo los análisis poste­

riores se llevaron a cabo sobre la subfracción 1V(neutra) y el grupo de

subfracciones C. Los resultados obtenidos en base a los restantes inten­

tos de fraccionamiento resultaron, sin embargo, de sumautilidad para el

conocimiento del comportamiento de este tipo de productos.

La fracción N está contituida por fragmentos de galacto­

mananoestrechamente relacionados con los aislados del endosperma por preci­

pitación con etanol. Estos oligosacáridos tipo galactomanano presentan

relaciones ManzGal1,4-2,6 (Tabla 6.21.) y un grado de polimerización

promedio de 15 (ver Grado de polimerización, pág. 192).

Los fraccionamientos mostraron que, si se tiene en

cuenta la relación ManzGal, los oligosacáridos pueden ser considerados

monodispersos. En este sentido, al igual que en las relaciones ManGal,

los oligosacáridos son similares a los galactomananos extraídos al mismo

tiempo (en la mismaetapa de la secuencia de extracciones; ver Fig. 6.2.)



260

a temperatura ambiente (Tablas 6.1. y 6.21.).

Los diagramas de elución de las cromatografias sobre

geles en urea 7M(Figs. 6.36. y 6.37.) y el hecho de que los pesos molecu­

lares promedio pesado determinados por este procedimiento coincidan con los

pesos moleculares promedio numérico obtenidos por elanálisis de las unidades

tenminales de cadenas, sugiere que la mayor parte de estos oligosacáridos

son también monodispersos en cuanto a su peso molecular.

La disminución de las rotaciones ópticas con el

aumento del poder caotrópico del solvente (Tabla 6.20.) indica que los oli­

gosacáridos, asi comolos galactomananos de alto peso molecular relaciona­

dos con éstos, se encuentran en solución acuosa en formas ordenadas, pro­

duciendo agregados de menor energia libre. En la Tabla 7.3. se comparan

los poderes rotatorios en distintos solventes de la fracción extraída 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 llamados oligosacáridos de tipo galactomanano.

Los oligosacáridos se diferencian de los galactomananos

extraídos en las mismas condiciones en el hecho de que las moléculas de

oligosacáridos se disocian completamente en urea 7My esta mayor facilidad

de disociación puede atribuirse al esqueleto de manosa de menor longitud y

la concomitante disminución de las interacciones cooperativas. La leve

disminución de la rotación en solución de cloruro de sodio refleja una

disociación incipiente de los agregados. La cadena central más corta

impide también la posibilidad de combinación con más de un "partner" y,

por lo tanto, la formación de reticulos solubles, lo cual determina el
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TABLA7.3.

Propiedades de algunos de los oligosacáridos de tipo galactomanano y de la
fracción extraída con agua a temperatura ambiente y soluble en etanol 851
del endospermade la semilla de GZeditsia triacanthos.

FRACCION Rendimiento [a 25 o ProteinabD en ( )
(%) (o)

agua NaCl 0,1M urea 7M

s 4,8a +51,o +32,3 +46,4 7,5

A 52C +59,6 +18,3 +17,6 2,4

D 52C +34,o +33,0 +19,15 3,8

rw 48° +58 ,3 +29 ,o +36 ,2 2 ,5

¡v 52c +33,8 +28,5 +18,1 3,3

aCalculado respecto del endosperma Eotal. bCalculada por el método de
Lowry (ver Parte Experimental). Calculado respecto de la fracción d.

aumento de la solubilidad y la formación de soluciones no viscosas. Esta

cadena central corta, junto con la presencia de cadenas laterales abundan­

tes y a veces más largas, algunos de cuyos extremos son además residuos

diferentes de D-galactosa, explica la falta de gelificación en soluciones

de borato.

Las cromatografias sobre geles de la fracción S

sugieren que, aün en urea 7M, existen interacciones entre los oligosacá­

ridos y los componentes de la muestra que no son galactomananos.

Las muestras de oligosacáridos contienen, al igual

que los galactomananos relacionados, pequeñas cantidades de proteina

"asociada", pero las determinaciones de grupos terminales, asi comola
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presencia de tan sólo trazas de N-acetil-glucosamina indicaron que la

mayoria de las moléculas son verdaderos hidratos de carbono. Hasta el

momentono se pudo determinar si una pequeña proporción de moléculas son

oligopéptidos o la proteína se une en forma no covalente a las cadenas ue

hidratos de carbono.

El análisis por metilación mostró que los oligosacáriw

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 más de una unidad de galactosa, donde

el residuo "extra" presenta un enlace (1-a4); tal comose mencionara

previamente esto fue hallado en los galactomananos relacionados y en los

galactomananosde Gleditsia feroz, Gleditsia amorphcides y Irifblium

repens; ii) cadenas laterales terminadas por residuos de arabinofuranosa

o fucopiranosa, al igual que lo hallado en los galactomananos del mismo

endosperma; y iii) puntos de ramificación no usuales formados por unidades

de D-manosaunidas por 3,4 y/o unidades de D-galactosa unidas por 3,6.

Ni la metilación, ni los otros métodos de análisis

estructural empleados, pusieron en evidencia la presencia de residuos de

xilosa o glucosa en las moléculas de los oligosacáridos de tipo galactoma­

nano. La presencia de estos monosacáridos es consistente con la aparición

de pequeñas cantidades de glucano con enlaces (1-a4), alguna de cuyas

unidades se halle sustituida con xilosa, o de segmentos de microfibrillas

de celulosa solubilizadas, a raiz de que ambostipos de polisacáridos

pueden unirse no-covalentemente con la cadena central de los oligosacáridos.

Este tipo de comportamiento fue comprobado por Rees y coiaborador85192,lu5
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a1 analizar varios muciiaqos de oriqen vegeta]. E1 muciiago extraido con

agua fria de ias semiiias de Brassica sinapis aiba contiene celulosa en

fonmacristaiina, tal como10 indica e] anáïisis de difracción de rayos-X;

En é] se pudieron detectar, previa hidróiisis. grandes cantidades de

giucosa (de 1a ceiuiosa) y una mezcla compleja de los monosacáridos tipicos

de ias paredes ce1u1ares de vegetaies. La digestión ácida o aicaiina,

que degrada ios poiisacáridos no ceiulósicos, originó ceiuiosa insoiuhie

con un aito rendimiento. Estos hechos 11evaron a ios autores a conciuir

que ias cadenas de ceiuiosa en estado cristaiino se soiubiiizan por asocia­

ción con. y tai vez también encapsuiación por, otros poiisacáridoslgz.

Esto expiicó 1a resistencia mostrada por ias particuias a 1a acción de

1a ceiuiasa y 1a moviiidad que presentaron a1 ser sometidas a 1a eiectrofo­
1oresis. Rees y sus coiaboradores propusieron que estas cadenas de

ceiuiosa representaban unidades de 1a pared ceiuiar que. por especiaies

razones bioiógicas, habian sido ensambiadas sin 1a cohesión que existe

normalmente. También se halló giucosa en aigunas fracciones de gaiactoma­

nanos de] sistema en estudio sin poderie atribuir ningún significado

estructura].

Los datos de 1a oxidación con periodato (ver Descrip­

ción de ios Resuitados Obtenidos. pág. 193) corroboran 1a estructura

propuesta en base a1 anáiisis por metiiación ya que 1a relación eritrito]:

giiceroi (2,121.0) es prácticamente coincidente con 1a reiación ManzGai

(2,3:1,0). La detección de pequeñas cantidades de manosa y ga1actosa sin

oxidar corrobora, por su parte, 1a existencia de aigunos eniaces distintos

a1 (1-94) en 1a cadena centra] y 1a presencia de unidades de galactosa

sustituidas en ei 0-3.
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Las bandas de absorción de] espectro infrarrojo de ios

oiigosacáridos (Fig. 6.40). asi comoias señaies de ios hidrógenos anomé­

ricos de su espectro de RMN-lH(Fig. 6.42.), son también ias correspondien­

tes a 1a estructura gruesa de ios gaiactomananos. En base a1 espectro de
1RMN-H fue posibie. además, determinar que 1a arabinosa presente en 1a

muestra (2,9%) se encuentra en forma furanósica y en configuración a, ya

que a 100 MHzno se observa 1a partición de su protón anomérico (J 2 = 1.8 Hdl.
mientras que si se tratara de] anómero B deberia observarse (J 'É4,4 Hz)166.1,2

En ei espectro de RMN-13€de ios oiigosacáridos (Fig.

6.43.) se diferencian cïaramente cinco unidades estructuraies: 105 extremos

reductores y no reductores de 1a cadena centra] de manosa, ias unidades de

p-D-manopiranosainternas, sustituidas y no sustituidas, de 1a cadena

centra], y las unidades de gaiactosa tenminaies no reductoras de las

cadenas 1ateraies.

E1 C-4 de ias unidades de manosa con eniaces (1-94)

muestra tres señaies, en forma anáioga a 10 encontrado en ios espectros de

los gaiactomananos re1acionados de] endosperma de Gleditsia :riacanth y

de los gaiactomananos de ias semiiias de Ceratonia siliqua127’13l,

Cyanopsis tetragonolobus 127, TrifoZiwn pratense 127 y Trigonella f‘oenum­
131

graecum .

De acuerdo con 10 discutido previamente sobre ias

asignaciones de las señaies en ios espectros de ios gaiactomananos reïacio­

nados (ver Descripción de ios Resultados Obtenidos, pág. 160, Tabia 6.10.),

1a absorción a campos más bajos (77,75 p.p.m.) se origina en grupos de dos

residuos de manosa sustituidos, contiguos; e1 pico intermedio (77,60

p.p.m.) representa 1a superposición de señaies originadas en diadas en ias
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cuales sólo uno de los dos residuos de manosa está sustituido, y el pics a

camposmás altos (77,37 p.p.m.) se debe a residuos de manosa no sustituidas

adyacentes a otro del mismo tipo.

Comolas señales tienen la misma intensidad, la

distribución de las frecuencias de las diadas es 0,33, 0,17 y 0,33, res­

pectivamente (Tabla 6.24.). Los valores teóricos, calculados para una

distribución al azar a partir de la relación Galean medida en el espectro

(empleando las señales de los carbonos anoméricos) son: 0,26. 0.25 y 0.24

(Tabla 6.24.).

La absorción del carbono 6 de los residuos de manosa

con enlaces Bo(1-*4)-, sustituidos por una cadena lateral, también

muestran una partición en tres lineas de intensidades similares (Fig. 6.43.);

esta apertura, que es incipiente en el espectro de 25 MHzdel galactomanano

de Ceratonia siliqua127 (Fig. 4.11.A.), se observa claramente, comoya se

ha discutido, en el espectro de 75 MHzde los galactomananos despolimeriza­

dos del endospermade 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 MHzde los oligosacáridos

N con el de 75 MHzde los galactOmananos despolimerizados de Gleditsia

triacanthos (Fig. 6.44.) y teniendo en cuenta el valorde la relación Gal:

Mande las muestras, es posible afinnar que el pico a campos más bajos

(67,57 p.p.m.) se origina en el C-6 de la unidad intermedia de grupos de

tres unidades contiguas, sutituidas de D-manosa(I), que la absorción a

campos más altos (67,26 p.p.m.) se debe a bloques de tres unidades de

D-manosacontiguas donde sólo el residuo intermedio está sustituido por
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galactosa(II), mientras que el pico intennedio (II) representa la superpo­

s1ción de señales de las triadas donde dos unidades contiguas están sustitui­

das (ver pág. 203). En base a las intensidades de las tres señales se cal­

cularon las frecuencias de las triadas I, II y III, y considerando la rela­

ción Gal:Manobtenida del espectro (para el C-6) se obtuvieron los correspon­

dientes valores teóricos para una distribución al azar de las cadenas latera­

les (Tabla 6.24.). Para realizar estos cálculos se consideraron todas las

triadas, incluyendo aquellas que presentan unidades de D-manosano sustitui­

das en la posición intermedia y que están representadas en el espectro por la

señal a ó = 61,45 (Fig. 6.43.) a partir de cuya intensidad se calculó F1 +21

F + F Tabla 6.24.).221 122 + F222 (

Al asignarse, en base a la comparación mencionada,

las tres señales del C-6 de las unidades de manosasustituidas, 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 (GmT-HP, Gm3-HP y ) se observa

que la variación de la distribución de las cadenas laterales concuerda con

el orden esperado en base al porcentaje de sustitución por galactosa de las

muestras. Por ejemplo, la frecuencia con que aparecen dos unidades de

manosa no sustituidas adyacentes (F22 ) es mayor para GmT-HP (0,49, rela­

ción ManzGal 0,35) que para Gm3-HP (0,39, relación ManzGal 0,46) y en esta

última es a su vez mayor que para (0,33, relación ManzGal 0,51). En

contraposición, en GmT-HP es muy pequeña la frecuencia de aparición de

tres unidades sustituidas contiguas (F111= 0,05), esta aumenta en Gm3-HP

(0,17) y es aún mayor para (0,18).

Por otro lado, las discrepancias entre las frecuencias

doblete y triplete experimentales y las calculadas estadísticamente, que se
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observa en los tres casos, eliminan 1a posibiïidad de un arregio a1 azar

de las cadenas lateraïes. De] mismomodo, 1os dos grupos de vaïores

experimentales permiten descartar estructuras limite con una distribución

estrictamente aiternada de 105 residuos de D-manosaramificados y no rami­

ficados o un arreglo en e] cua] se a1ternen grandes bioques de unidades de

D-manosa ramificadas con otros bioques de unidades de D-manosa no ramifica­

das. Los vaiores experimentaïes son consistentes con un arreglo no a1

azar, más compiejo, ta] como se encontrara para los gaiactomananos de

Ceratonia siliqua y Cyamopsistetragonolobusllg.

E1 haïïazgo de estos oiigosacáridos de tipo gaïactoma­

nano, es decir, con una estructura simi1ar a éstos y de menor grado de

poïimerización, representa un acercamiento a] conocimiento de 1a biosinte­

sis de los gaiactomananos en ias 1eguminosas, tema que, hasta e] momento,

ha recibido poca atención.

Se ha propuesto que 1a unión a] azar de 105 residuos de

galactosa a una cadena de residuos de manosa, podría ser una forma de a1ma­

cenarïos48’51. Cuando se ha116 sacarosa y rafinosa en semiïlas de

Medicagosativa194, se sugirió que una fonna posibïe para 1a sintesis y

degradación de los gaïactomananos seria por trans-D-glicosidación (Fig. 7.8.)

de unidades de D-gaiactopiranosa, en e] primer caso de rafinosa a un poii­

mero de manosa y en e] segundo caso de] ga1actomanano a sacarosa.

fa]
Rafinosa + ---- --Man — Man — Man---- -- ———+---- --Man — Man —-Man---- —- +

D-manano gaïactomanano
sacarosa

Fig. 7.8.
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A1 estudiar 1a biosintesis de gaiactomananos en ias

semiiias de Trigonella fbenum-graecum en diferentes estados de maduración,

195 comprobaron que no ocurria ningún cambio en 1a composiciónReid y Meier

quimica de ios gaiactomananos durante o después de su formación. Los

resuïtados indicaron que ios gaiactomananos comienzan a formarse en una

etapa muy temprana de] desarroïio y continúan formándose hasta que ias

semiïias desarroiïan su máximotamaño. Dado que no observaron variación

en 1a relación ManzGaidurante 1a formación de] poiisacárido, ni haiïaron

manosa o D-man>oligosacáridos que pudieran actuar de iniciadores ("primers")

en 1a biosintesis, conciuyeron que no es probabie que ios residuos de

gaiactosa se vayan uniendo a una cadena de manosas preformada y es probabïe

que ambos tipos de residuos se unan a] mismo tiempo y por un mecanismo

especifico.

Courtois y Le Dizet también habian ha11ado reiaciones

Maanai ina1teradas para ios galactomananos de semiiias maduras de Gleditsia

férox 42.

Por otro lado, en ias semiiias jóvenes de TrigoneZZa

fbenum-graecum , en ias que e] noïisacárido c0mienza a formarse, se

195 pequeñas cantidades de hidratos de carbono de bajo peso moie­detectaron

cuiar: sacarosa, mesoinosito], gaiactinoi (1-0-0bD-ga1actopiranosii-D­

mesoinositoi), giucosa y aigo de rafinosa. A1 aumentar 1a madurez se

observó un incremento en 1a cantidad de hidratos de carbono de bajo peso

moiecuïar y un cambio en 1a composición de 1a mezcia: aparece estaquiosa

(que 1uego va aumentando) y disminuyen ias proporciones de sacarosa, gaiac­

tino] y hexosas. En ias semiiias maduras, cuando se ha completado 1a

formación de] poiisacárido, existe estaquiosa en cantidades aún importantes.
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La estaquiosa. cump1etambién, probabïemente, una función de reserva

en 1as semiïias ya que se sintetiza a1 mismo tiempo que Ios gaiactomananos.

Se ha demostrado196 que este oïigosacárido se biosintetiza en las semi­

Iïas de Phaseolus vulgaris, una leguminosa que no contiene gaïactomananos

de reserva, por transferencia de o-D-gaïactopiranosa de gaïactinol a

rafinosa.
197

Courtois y sus coïaboradores propusieron 1a siguien­

te secuencia para 1a formación de estaquiosa:

UDP-D-gaïactosa + mesoinositoï ———-—>gaïactinoi + UDP

UDP-D-gaïactosa + sacarosa ———-’rafinosa + UDP

gaïactinoï + rafinosa -————>estaquiosa + mesoinositol

y dado que 1a unión gaïactosidica en e] gaïactinol y en ios gaïactomananos

es de] mismo tipo, a-(l-aó). y que se detectaron UDP-D-gaïactosa y GDP-D­

manosa en semi11as de Trigonella fbenum-graecum197. se sugirió que un

mecanismosimiïar de transferencia de grupos D-gaïactosiïo podria estar

invoïucrado en 1a biosintesis de gaïactomananoslgs’198.

Por 10 tanto, e1 aisiamiento de 01igosacáridos de

manosa y gaïactosa, con una reïación moïar entre estos dos monosacáridos

deï orden de 1a halïada para Ios gaiactomananos relacionados, confirma 1as

conclusiones de Reid y Meier195 y permite descartar 1a posibiïidad de que

ios gaïactomananos se biosintetizen por unión de Ios residuos de D-gaïacto­

piranosa a un manano preformado.
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Los componentes de 1a fracción extraída con agua a

temperatura ambiente y soïubie en etano] 85% ( S) que son retenidos por 1a

resina aniónica, presentan una composición muchomás compïeja, ya que

poseen, además de manosay gaïactosa, cantidades importantes de gïucosa,

arabinosa, xiïosa y fucosa. Se observa en eïïos, a medida que aumenta

su interacción con 1a resina: a) un aumento gradua] genera] en los conteni­

dos de fucosa, arabinosa y gïucosa, b) disminución de 1os porcentajes de

xiiosa y manosa. c) poca variación en e1 contenido de galactosa y gïucosa­

mina, y d) un importante contenido proteico (Tabïa 6.19.).

La eïectroforesis sobre pape] indicó 1a homogeneidad

de las fracciones mayoritarias eluidas con cada una de ias concentraciones

de carbonato de amonio empïeadas; se comprobó además una disminución de

1a moviïidad e1ectroforética de ias mismas a medida que aumenta su interac­

ción con 1a resina aniónica.

Si bien este grupo de muestras fue reservado para

estudios posteriores, una primera tentativa de metiïación originó una

mezcla de derivados metiïados sumamentecompïeja. que, sorprendentemente

(dada 1a soïubiïidad tota] dei producto en e] medio de reacción) presenta

aún productos submeti1ados. E1 mayor porcentaje de ios mismos se

encuentra en Ia fracción 6-1-1, donde aparecen manosay gaiactosa sin

metiiar, y, además. en ésta y en ias restantes se observan diferentes

porcentajes de derivados monoy dimetiïados (Tab1a 6.25.). Si bien puede

suceder que en algunos de estos casos 1os productos observados sean 10s de

máximocontenido en metoxiïos posibïes de obtener, es necesario reaïizar

nuevas metiiaciones para poder proponer estructuras para estos productos.
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La única conciusión que se puede sacar de estas pruebas

de metiiación es que todas estas fracciones presentan cadenas sumamente

ramificadas, en razón de] eievado porcentaje de unidades terminaies obteni­

do. Este hecho justifica 1a eievada soïubiiidad de estos productos a

pesar de que pueden tener un peso moiecular considerabie (C-J-Z tiene un

grado de poiimerización de 20 ó 40, ver pág. 207).

Son además estas fracciones ias que 11evan asociado

un aïto contenido proteico, que en su mayor parte pennanece asociado aún a1

ser sometidas a cromatografía en medios disociantes. según indicó 1a

cromatografía sobre Sephadex G-15 en urea 7Mde] pico "2" obtenido por

cromatografía analítica de intercambio aniónico de S (Fig. 6.32,B.).

Tambiénse reaiizó un anáïisis preiiminar de ios

productos extraídos con agua a 50° y 95° y soiubies en etanol 85%: 3:0 y

s con e] objeto de verificar si su comportamiento resuitaba simiíar a195'
de 1a fracción S.

La primera diferencia observabie fue 1a separación de

los picos correspondientes a hidratos de carbono y proteínas a1 ser

sometidas a cromatografía sobre geies en medio caotrópico (Fig. 6.27.).

Por otro 1ado, su composición gioba] presentaba. como en e] caso de 1a

fracción S, un aumento en e] contenido proteico respecto de ios gaiacto­

mananos reiacionados y 1a aparición de cantidades importantes de monosacá­

ridos distintos de manosay ga]actosa(Tab1a 6.14.).

F50, que presenta 10,5% de arabinosa. 42,1% de

manosa y 31,9% de gaiactosa, junto con cantidades menores de otros
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monosacáridos (ver Tab1a 6.27.), a1 ser sometida a cromatografía de inter­

cambio aniónico originó: a) un producto no interactuante, uso que se e1uye

con agua, de tipo ga1actomanano con relación ManzGaï menor que 1a de ios

oïigosacáridos de tipo galactomananoobtenidos a partir de s (1,8 y 2,3,

respectivamente). N50 presenta, además, un contenido superior a N en

arabinosa y fucosa y también en proteinas y b) un producto que interacciona

con 1a resina 050-8 y 050-10 (presentan composiciones iguales), constituido

fundamentaïemnte por galactosa (a1 igua1 que 10 observado con 1as fracciones

C en su conjunto) y que también posee manosa (28,0%), arabinosa (19,2%) y

xiiosa (14,0% y pequeñas cantidades de fucosa y g1ucosa (Tab1a 6.27.).

En e1 caso de 1a fracción S compuesta fundamentai­95'

mente por arabinosa (50,7%), con cantidades importantes de manosa (17,0%)

y gaïactosa (17,0%) y pequeños porcentajes de fucosa, xi1osa y giucosa, 1a

cromatografía de intercambio aniónico originó: a) un producto no interactuan­

te con 1a resina, N95 que está sumamente enriquecido en manosa (38,4%)

respecto de] producto origina], 35,4% de arabinosa y 16,3%de gaïactosa,

cantidades menores de otros monosacáridos y un contenido proteico de] 5,0%

y b) un producto que interacciona con 1a resina que está constituido funda­

mentaimente por arabinosa (65,0%) con cantidades iguales de ga1actosa y

fucosa «11%de cada una), 9,2% de xiïosa y una proporción infima de manosa:

695-8 y 695-10.

Este panorama indica cïaramente que todas 1as fracciones

so1ub1es en etano] 85%están constituidas por dos tipos de productos

asociados entre si: a) un conjunto de oligosacáridos de manosay gaïactosa,

que a medida que e] método de extracción se hace más riguroso se va haciendo
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diferente a un gaïactomanano ya que aumentan Ios porcentajes de otros

monosacáridos presentes y b) un grupo de productos con cantidades importan­

tes de todos ios monosacáridos presentes, que también presentan importantes

cambios estructuraïes a medida que aumenta 1a rigurosidad de] método de

extracción. Mientras que en 1a fracción S y 550 todavia presentan canti­

dades importantes de manosa, en 1a fracción 395 1a arabinosa pasa a ser e]

principal monosacárido.

COMPONENTES DEL RESIDUO AGOTADO POR EXTRACCIONES ACUOSAS

Las grandes céïuïas que constituyen e] endosperma de

1as semiïïas de 1eguminosas están totaïmente 11enas de gaïactomanano. Su

función es 1a de reserva y, en e] momentode 1a germinación, e] ga1actoma­

nano es comp1etamente consumido y transformado en eïmidón en ios cotiïedones.

Estas células presentan sóïo pared primaria, caracteristica de 1as

céïuïas jóvenes, no diferenciadas, que están en división y crecimiento.

La pared ce1u1ar primaria de una gran variedad de

vegetaies superiores parece tener rasgos en comúny e1 estudio de su estruc­

tura moïecular ha sido ampïiamente abordado por distintos investigadores,

cuyos resuïtados indicaron una enonne comïejidad estructura]. Las conc1u­

siones de estos trabajos han sido deta11adas con anterioridadlgg, pero

resumiremos aqui Ios puntos de importancia para e] anáïisis de Ios presentes

resultados.
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Los componentes de 1a pared ce1u1ar primaria de 10s

vegetaies superiores son: ceiuiosa, hemiceiuiosa. poiisacáridos pécticos

y proteinas estructuraies. Un estudio de 1a pared ce1u1ar primaria

impiica un anáïisis deta11ado de ias caracteristicas de cada uno de estos

componentes (composición, tipo de unión, tamaño, secuencia, etc.) y de

ias interacciones entre los mismos. Este anáiisis se ve dificuitado por

ias variaciones en 1a preparación de ios polisacáridos (cambios según ei

estado de desarroiïo ce1u1ar, tejidos heterogéneos que presentan céiuias

de diferentes tipos con paredes de composición variada, diferencias entre

ios polisacáridos de 1as distintas capas de 1a pared ce1u1ar) y en ios

métodos de aisiamiento. Por esta razón 1a primera descripción cïara y

compieta sobre 1a estrutura molecuiar de ias paredes ceiuiares primarias de

ios vegetaies superiores surgió a partir de los estudios iniciados por

Aibersheim en 1973200'206.

Para ese estudio seieccionaron las paredes ce1u1ares

aisladas de un cultivo de una suspensión de céiuias de una Aceraceae (Acer

pseudoplatanus ), que es homogéneoy cuyas cé1u1as presentan sóio pared

primaria. Se reaïizaron estudios sobre 1as paredes ceïuiares enteras y

sobre fragmentos obtenidos mediante 1a acción de enzimas hidroiiticas;

estos estudios demostraron que están formadas por: un arabano (10%), un

p-(1-94)-ga1actano (8%), un ramnogaiacturonano (16%), un xiiogiucano (21%)

y una proteina rica en hidroxiproiina (10%, tetra-arabinósidos unidos a 1a

hidroxiproiina, 9%), junto con pequeñas cantidades de un 3,6-arabinoga1ac­

tano (2%) y ceiuiosa (23%). Se detenminaron ias estruturas de cada uno de

ios componentes, y 1a reiación existente entre eiios, conciuyéndose que 1a

pared ce1u1ar primaria de ias cé1u1as de Acer pseudoplatanus puede ser
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considerada como una única macromoïécuïa en 1a que Ios componentes, están

unidos covaientemente, con excepción de] xi1091ucano y 1a ceïulosa que pre­

sentan numerosas uniones hidrógeno que 1es confieren 1a fuerza de una unión

covaïente.

Los rasgos estructuraïes especificos de ias paredes de

Acer pseudoplatanus parecen ser comunesa otras especies reiacionadas o

distantes dentro de Ios vegetaïes superiores. La proteina rica en hidroxi­

prolina y 1os oïigoarabinósidos asociados a eiïa, están ampiiamente

distribuidos en e] Reino Vegeta1207. Se demostró también 1a presencia de

xiïoglucano en 1as paredes ce1u1ares de los cotiïedones o dei endosperma de

numerososvegeta1e5208, y se encontró simiïitud estructura] entre e] xiïo­

203’209. En otrosgïucano de Phaseolus vulgaris y e] de Acer pseudoplatanus

casos se observaron variaciones, comopor ejemplo e] reempïazo de] xiïogiu­

cano por un arabinoxiïano en ias paredes ce1u1ares de 1a aïeurona de cebada

(Hordeumvulgare )210.

Por ios motivos citados resuïtaba de sumointerés

emprender e] estudio de 10s constituyentes de 1a pared ce1u1ar primaria de

1as céiuias de] endospermade Gleditsia triacanthos, ya que este sistema

resultaría homogéneo.

A1 igual que en e] caso de Ios productos extraibïes

con agua y soïubies en etanol 85%, e] único antecedente existente de]

anáïisis de ios componentes remanentes después de 1a extracción con agua de

Ios ga1actomananos de] endospenna de Gledñtsia triacanthos. es e1 informado
190

por Mazzini y Cerezo . En ese caso. e] endosperma extraido con agua a

ref1ujo dejó un 10,6%de materia] insolubïe que contenía 9,6% de proteina y
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cuyo análisis de aminoácidos indicó la presencia de altos porcentajes de

ácido glutámico, arginina, lisina y leucina, característicos 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 hidrólisis con ácido trifluoroacético 2N a 121° dejó un 15%del material

inatacado (alrededor del 1,6% del endosperma) y la composición del hidroli­

zado indicó una relación ManzGal4.321,0.

Mazzini211 también realizó una extracción secuencia]

del endospenna con agua a temperatura ambiente y 50° en forma exhaustiva y

luego, paralelamente, con agua a ebullición y con solución de hidróxido de

potasio 10% a temperatura ambiente (aunque no en forma exhaustiva),

obteniendo un residuo insoluble apreciable en amboscasos. Al realizar la

precipitación con etanol de ambos extractos, se obtuvo un rendimiento del

5,9%en producto precipitable proveniente de la extracción con hidróxido de

potasio que presentaba una relación ManzGalentre 3,4 y 4,3:1,0.

Sobre la base de la experiencia previa citada se

decidió realizar, sobre el endosperma agotado en productos solubles en

agua, una serie de extracciones de severidad creciente que, comoes sabido,

constituye el método habitual para el estudio de las paredes celulares.

Los métodos de extracción de este tipo de productos han

sido derivados empiricamente y los polisacáridos definidos operacionalmente

por su presencia en las fracciones obtenidas mediante extracciones químicas

consecutivas. Por este motivo hay falta de definición entre los distintos

tipos de polisacáridos y los productos aislados por una metodologia pueden

presentar caracteristicas propias de los otros grupos.
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Los soiventes de extracción usados habitualmente son:

1) áicaii, que extrae ias hemiceiuiosas, poiisacáridos constituidos

fundamentaimente por xiiosa, arabinosa y ácido giucurónico y 4-0-meti1­

giucurónico junto con cantidades menores de manosa, gaiactosa y giucosa;

2) soiuciones de oxaiato de amonio, EDTA, etc., que proporcionan ios

poiisacáridos conocidos comosustancias pécticas y que están formados por

ácido gaiacturónico, gaiactosa, arabinosa y ramnosay pueden presentar,

en menor proporción, fucosa y xiiosa; 3) soiuciones de urea que extraen

giucanos y xiiogiucanos. Mientras ias soiuciones de urea y de oxaiato de

amonio o EDTAeiiminan eniaces no covaientes (puentes de hidrógeno o eniaces

iónicos entre grupos carboxiio de ias cadenas de poiisacárido e iones diva­

ientes), ei áicaii acuoso produce una ruptura parcia] y no especifica de

ias uniones químicas. Es asi que ias hemiceiuiosas resuitantes de 1a

extracción aicaiina pueden presentar modificaciones respecto de su estructu­

ra origina].

Se decidió entonces recurrir en primer término a 10s

agentes que producen ruptura de ios eniaces no covaïentes (urea y oxaiato

de amonio), para pasar iuego a1 tratamiento aicaiino. Se hicieron

extracciones sucesivas y exhaustivas, con: 1) urea 7Ma temperatura ambien­

te, 2) oxaiato de amonio 1%a ebu11ición, 3) hidróxido de potasio 10%a

temperatura ambiente y 4) hidróxido de sodio 25%conteniendo 5%de borato

de sodio y 1%de borohidruro de sodio. Cada una de estas extracciones se

11evó a cabo sobre e] materia] proveniente de 1a extracción anterior (saivo

en e] caso de 1a extracción con urea 7M, en ei que se usó ei proveniente

de 1a extracción con agua a 95°) sin proceder a Su secado previo, ya que se

ha encontrado que ias preparaciones de paredes ceiuiares secas pueden
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requerir un tratamiento especia] de rehidratación para que pueda iograrse

una extracción satisfactoria de ios poiisacárid05212.

Comose detaila en 1a Descripción de ios Resuitados

Obtenidos (pág. 217), después de diaiizar los extractos se ios sometió a1

agregado pauiatino de etanoi 10 que originó un producto insoiuble en e] caso

de] extracto a1ca1ino. Este producto representa soiamente e1 0,9% de]

materia] de partida (Tabia 6.30.), es decir, resuitó muchomenos abundante

211, hechoque e] extraido por Mazzini en ias mismas condiciones (5,9%)

fáciimente expïicabie dado que ias extracciones con agua a 100° e hidróxido

de sodio 10%fueron en ese caso paraieias y no consecutivas.

E1 anáiisis de este producto (PK) indicó que se

trataba de un ga1actomanano con re1ación ManzGa14,4:1,0, simiïar a 1a

211 y que contiene además una pequeña propor­obtenida por Mazzini (4,3:1,0)

ción de arabinosa (2,8%) y es de muy bajo contenido proteico (0,2%) (Tabia

6.31.). Si bien no se emprendióun análisis estructura] detaiiado de este

producto, un primer intento de metiiación corroboró que presenta 1a

estructura genera] de un gaiactomanano con una proporción muy baja de

unidades de D-manosasustituidas en ei 0-6 por D-gaïactosa (Tabia 6.33.).

Por otro iado, 1a composición en aminoácidos de su porción proteica

resultó simiiar a 1a de ios gapctomananos extraidos con agua (comparar

Tablas 6.32. y 6.5.). Los poderes rotatorios, medidos en distintos

soiventes (Tabia 6.30.), resuitaron coincidentes con 1a estructura propues­

ta ya que en urea 7Me] vaïor obtenido es fuertemente negativo (-29,0°) y

se aproxima a1 de un manano (-54,0°en agua)213.

La üitima extracción se 11evó a cabo con hidróxido de
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sodio 25%conteniendo 5%de borato de sodio y 1%de borohidruro de sodio,

método que habia sido empieado para 1a extracción de] gaïactogiucomanano de

1a madera de Pinus resinosa214, en razón de que se esperaba un aumento en

e] contenido de giucosa dado que ios poiisacáridos remanentes deberian

cumpiir funciones de sostén.

Este extracto (EA, 3,4% de] endosperma totai) resuïtó

fundamentaïmente un gaiactomanano con algo de giucosa (Tabla 6.31.); su

relación Man:Ga1:Giues de 15,0:3,6:1.0. Los poderes rotatorios presenta­

ron un comportamiento similar a1 cambiar ei soïvente a1 mostrado por e]

producto precipitado con etano] dei extracto de hidróxido de potasio,

aunque en este caso se observa un va10r negativo ya en agua. E1 contenido

proteico también es bajo (0,3%) y ei anáiisis preiiminar de metiiación

indicó, comoen e1 caso anterior una estructura tipica de gaiactomanano

(Tabïa 6.33.). Su composición en aminoácidos muestra una disminución en

e] contenido de ácido gïutámico/glutamina, giicina y metionina y una dismi­

nución en los porcentajes de 1isina y arginina respecto dei producto extrai­

do con hidróxido de potasio y precipitado con etano] ( PK) y aparece un

0.8%de hidroxiproiina, aminoácido característico de ias proteinas de pared

ceiuiar primaria (Tabias 6.32. y 7.2.).

Comoresiduo fina] de esta serie de extracciones se

ObtUVOun PrOdUCtO(EA,0,28% de] endosperma iniciai) constituido fundamenta]­

mente por giucosa (46,7%), manosa (20,6%) y con un 9,3% de xiiosa y 2.5% de

galactosa (Tabla 6.31.). E1 contenido proteico es de] 5,6%.

Mientras que en los dos casos anteriores (producto

extraido con hidróxido de potasio y precipitado con etanoi, PZ y producto
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extraido con hidróxido de sodio, ES ). e1 primer intento de metiïación

realizado por e] método de Hakomori habia dejado muy baja proporción de

materia] insoiubie en e) medio después de tres agregados de reactivo "in

situ ", en e) caso de) residuo fina], 1a proporción de materia] insoïuble

fue de] 66%. E1 anáïisis de] producto solubïe metilado indicó que es un

galactomanano con baja sustitución por gaïactosa y de muyalto peso moiecu­

1ar (baja proporción de 2,3,4,6-tetra-0-meti1-D-manosa, Tab1a 6.33.).

Dadoque e1 materia] de partida estaba constituido

fundamentalmente por gïucosa, se deduce que ésta ha permanecido insoiubie.

Resuïtados simiïares fueron obtenidos por A1bersheim201a1 metiïar por

e] mismométodo 1a pared ce1u1ar tota] de Acer pseudoplatanus. Por este

método obtuvo un fraccionamiento por soiubiiidad diferencia] de ios poïime­

ros de 1a pared; e] anáïisis de 1a porción solubie en cloroformo-metanol

indicó que se trataba de ios polisacáridos no ceïuiósicos mientras que 1os

productos insoïubïes en cïoroformo-metanoï, separados por centrifugación,

resuïtaron ser: ceïuïosa metiiada en forma incompïeta y o1igosacáridos

metiïados unidos a proteina rica en hidroxiproiina.

Por otro 1ado, se reaïizó e] anáïisis de ïos productos

soïubïes en etano] 85%obtenidos por Iiofiïización de cada una de ias

soïuciones acuoso-etanóiicas (ver Fig. 6.50.).

Los productos extraídos con urea 7My soïubïes en etano]

85% ( SU, 0.45% de] endosperma inicial) están compuestos no sóïo por

manosa (43,6%) y gaïactosa (21,3%) sino que también presentan cantidades

importantes de giucosa (12,0%), arabinosa (12,0%), fucosa (7,0%) y xiiosa

(4,2%) y un contenido proteico más alto (2,9%) que e] de Ios productos
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precipitabies de otras extracciones (Tabia 6.31.). Por otra parte, si

bien estos productos deben tener un peso moiecuiar bajo ya que no precipi­

tan en etanoi 85%, es de notar que presentan todavia cambios en sus poderes

rotatorios con e] cambio de soïvente que no se manifiesta a1 pasar de agua

a cioruro de sodio 0,1M pero si a1 utiiizar urea 7M(Tabia 6.30.); este

hecho indica que estos productos se encuentran en formas ordenadas aún en

soiuciones de cierta fuerza iónica y que pueden disociarse fáciïmente en

presencia de un soïvente aitamente caotrópico, posibïemente debido a su

bajo peso moïecuïar.

E1 anáiisis de 1a composición en aminoácidos de 1a

porción proteica indica una variación respecto de 105 productos precipitados

con etano] en extracciones anteriores; se observa una reducción en e]

contenido de tirosina, serina, proiina, giicina y aianina y aumentoen e]

porcentaje de ácido aspártico/asparagina (Tabïa 6.32.).

E1 producto extraido con oxaiato de amonio 1%y soiubie

en etano] 85% (SO) presenta junto con manosa (43,0%) y qaiactosa (21,2%) un

importante contenido de giucosa (29.3%) y pequeñas cantidades de arabinosa,

fucosa y xiiosa (Tabia 6.31.). E1 contenido proteico es mayor que en e1

caso anterior (4,5%). También aqui se manifiesta un cambio de] poder

rotatorio a1 variar e1 soivente pero en este caso, posibiemente debido a 1a

contribución de 1a glucosa. ios vaiores SOnmás positivos, y además ya se

observa un fuerte cambio a1 pasar de agua a cioruro de sodio 0,1M (Tabia

6.30.). La composición en aminoácidos de 1a porción proteica difiere aún

más de 1a de ios productos precipitabies, sobre todo en su e1evado conte­

nido de gïicina (Tabla 6 32.).
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Por su parte, e] producto extraido con hidróxido de

potasio 10%y soïubïe en etanoi 85% (sx) presentó un cambio neto de composi­

ción respecto de ios anteriores ya que además de 59,1% de manosa presenta

muypequeñas cantidades de arabinosa, fucosa, galactosa y gïucosa y 22,8%

de N-acetiïgïucosamina (Tabïa 6.31.). E1 contenido proteico también es

muyalto (16, %) y e] análisis de aminoácidos muestra un e1evado contenido

de 1eucina y muybajo contenido en ácido aspártico/asparagina (Tabla 6.32.).

Los poderes rotatorios no muestran un cambio marcado con e] cambio de

solvente y ya son fuertemente negativos en agua (Tab1a 6.30.), 10 que

indica que estos productos se encuentran en una conformación desordenada.

De] anáiisis de ios resuïtados obtenidos se deduce que

las paredes ceïulares primarias finas de ïas céiuïas que constituyen e]

endospermade Gleditsia triacanthos no presentan, a diferencia de Acer

peseudopzatanus y otras angiospermas dicotiïedóneas, una compïeja red de

poïisacáridos de'diferente tipo asociados por eniaces covaientes y no

covaientes. EmpieandoIos tratamientos habituales no fue posibie aisiar

de e11as gïucanos o xiïogiucanos (extracción con urea 7M), sustancias

pécticas (extracción contxaïato de amonio 1%)ni hemiceïuiosas (extracción

con hidróxido de potasio). Por e] contrario, estos extractos contienen

poïimeros de manosa con un porcentaje cada vez menor de cadenas 1atera1es de

gaiactosa a medida que se avanza en 1a secuencia de extracciones. Fina]­

mente, el residuo insoiubie sigue conteniendo un gaïactomanano con baja

proporción de cadenas 1atera1es de ga1actosa, además de presentar como

monosacárido principa] giucosa. Esta üitima queda comoresiduo insolubie

en 1a metiïación, razón por 1a cua] se infiere que debe tratarse de 1a
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p0rción básica de sostén: ias microfibriiias de ceiuiosa.

Por su parte, e] anáiisis de ias fracciones soiubies

en etanoi 85%de cada extracción arroja resultados coincidentes con ios

obtenidos para las fracciones soiubies de ias extracciones acuosas en cuanto

a 1a presencia en 1a molécula de proporciones importantes de monosacáridos

distintos de manosay gaiactosa, aunque estos dos monosacáridos siguen

siendo ios componentesmayoritarios.

Además, e] anáiisis de 1a composición en aminoácidos

de su porción proteica es coherente con una ruptura a1 azar de ias cadenas

peptidicas. inciuso en partes muycortas o aún aminoácidos iibres, por

parte de ios soiventes empieados.

La presencia de un aito porcentaje de N-acetiigiucosa­

mina en 1a fracción soiubie en etanoi 85%de 1a extracción con hidróxido de

potasio 10%, unida a un aito contenido proteico, podria indicar que ésta

es nexo entre 1a porción de hidratos de carbono y 1a porción proteica.

CONCLUSIONES

E1 esquema de extracciones secuenciaies cada vez más

drásticas, iievado a cabo sobre e] endospermade Gleditsia triacanthos

aisiado de] resto deia semilla oroveyó una serie de productos cuya composi­

ción, estructura y propiedades varian secuenciaimente. E1 estudio de

estos tres parámetros fue abordado por todos ios medios disponibies y ios

resuitados obtenidos permiten conciuir que:
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E1 endosperma de Gleditsia triacanthos está formado

por un sistema de hidratos de carbono constituidos fundamenta1mente por

manosay gaiactosa, con 1a estructura tipica de ios gaiactomananos de

Ieguminosas:

firD-GBÏD

Í
6 1

-----p-(1 4)-D-Manp-p-(1 4)-D-Manp16-(1Ï+4)-D-Manp­
n

m

Esta estructura genera] se manifiesta con grados de

poïimerización variabïes entre 15 y 159 o más, y re1aciones ManzGa1

variables entre 2,00:1,00 y 17.40:1.00.

Los productos de a1to peso mo1ecu1ar (59<G.P.<159)

que precipitan a diferentes concentraciones de etano] de Ios extractos

acuosos obtenidos a distintas temperaturas. son gaïactOmananos cuya

estructura varia graduaïmente. Cuanto menor es su contendido en qaïactosa

más dificiï resuïta Su extracción dado que la gaiactosa actüa de espaciadora

entre cadenas, faciiitando 1a entrada de moïéculas de agua; por 10 tanto.

cuando e] porcentaje de galactosa es bajo, se favorece e] adosamiento de

1as cadenas. Estos gaiactomananos son Ios que cumpïen 1a función de

reserva aïimenticia durante 1a genminación de] embrión.

Los productos de bajo peso moïecuïar (G.P, = 15) sen

01igosacáridos de tipo gaïactomanano extraibïes con agua a temperatura

ambiente e incapaCes de precipitar aün a a1tas concentraciones de etano]

(85%) debido a su bajo grado de poiimerización y a 1a aïta proporción de

cadenas 1atera1es.
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En ambos grupos de productos existen desviaciones

respecto de 1a estructura ciásica antes propuesta: cadenas Iaterales con más

de una unidad de ga1actosa, presencia de residuos distintos de gaïactosa

comoextremos de aiqunas cadenas 1atera1es, enlaces distintos a 10s (1-94)

dentro de 1a cadena centraï. Si bien e] tipo de anomaiia estructura] se

repite, e] mayor o menor porcentaje de las mismas determina una infiuencia

distinta sobre e] comportamiento de Ios productos. Estas pequeñas

desviaciones de 1a estructura primaria resuïtan de crucia] importancia para

e] compatamiento y 1a función bioïógica de estos poïimeros.

E1 comportamiento y 1a función bioïógica se ven a1tera­

dos también por 1a variación en 1a inserción de ias cadenas 1atera1es de

gaiactosa que detenminadiferentes posibiïidades de interacción entre

"molécuïas". Productos con grados de poïimerización, re1aciones ManzGa1

y estructuras primarias simiïares manifiestan propiedades diferentes.

13c de 75 MHz deEn base a los espectros de RMN­

gaiactomananos despoïimerizados y de 25 MHzde 1os oiigosacáridos de tipo

gaïactomanano (con diferentes re1aciones ManzGai)se determinó 1a distribu­

ción de Ias cadenas 1atera1es de ga1actosa en términos de 1as frecuencias de

diadas y triadas. Si bien 1as frecuencias de 1as diadas ya habian sido

caïcuïadas por RMN-13€, es 1a primera vez que pueden determinarse 1as

frecuencias de ias triadas por este método. Este anáïisis indicó que 1a

distribución de 1as cadenas 1atera1es de gaïactosa presenta un arregïo

compiejo, no a1 azar.

Junto con los o1igosacáridos neutros de tipo gaiacto­

manano, presentes en e] extracto acuoso de temperatura ambiente, existen
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productos que interactúan con una resina aniónica, de composición diferente

y estructura muyramificada que justifica su a1ta soiubiiidad. La gaiac­

tosa es e] componente principaï de ios mismosy presentan altas proporciones

de otros monosacáridos distintos de manosa y ga1actosa y mayor contenido

proteico.

Asociados a ios qa1actomananosmás dificiïes de extraer

(con menor contenido en gaiactosa, más asociados entre si) existen oiigosa­

cáridos de tipo ga1actomanano de mayor peso moiecu1ar y con may0r proporción

de otros monosacáridos (extraídos con agua a 50°), u oïigosacáridos neutros

de diferente composición (arabinosa y manosa son 10s componentes principaïes

y 1uego ies sigue 1a gaiactosa) junto con productos que interactúan con una

resina aniónica y están formados fundamentaïmente por arabinosa (extraídos

con agua a 95°).

Por ü1timo, si bien e] p1anteamiento de un modeïo para

1a pared ce1u1ar primaria de ias céiuïas de] endosperma de Gleditsia

triacanthos requiere un anáïisis estructura] detalïado, e] estudio de Ios

productos obtenidos por medio de extracciones con urea 7M, oxaiato de amonio

1%y á1ca1i y de] residuo agotado por toda 1a secuencia de extracciones

indicó que éstas son mucho más simp1es que ias anaïizadas hasta e] momento.

Los resuïtados mostraron que, además de ceiuiosa, contienen también

galactomananos, en este caso con re1ación ManzGaïmuy eievada (hasta 17,40:

1,00). Esto determina mayores posibilidades de adosamiento entre cadenas,

menorhidratación, mayor rigidez, es decir, estos productos tienen 1a

posibiïidad de cumpiir una función de sostén.
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En resumen. e] endosperma de GZeditsia triacanthos

está formado por un sistema de gaiactomananos de estructura básica simiïar.

Las pequeñas variaciones estructuraies entre una y otra "molécuïa"

determinan que su ro] bio1ógico cambie pauiatinamente; mientras 1a mayor

parte de 1as “moiécuias” cumpien una función de reserva aiimenticia, en e]

extremo opuesto dei espectro existen otras que cumplen una función de sostén.



CAPITULO VIII

PARTE EXPERIMENTAL
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Técnicas generaies

Los productos insoiubies o ios precipitados obtenidos

por precipitación con etano], se separaron por centrifugación, se lavaron

por intercambio de soiventes con etano] y luego éter, y se secaron a tempe­

ratura ambiente en desecador de vacio hasta peso constante.

E1 secado en desecador se hizo a presión reducida sobre

cloruro de caicio, y en ios casos indicados, sobre pentóxido de fósforo o

hidróxido de sodio.

Las evaporaciones se hicieron a presión reducida en un

evaporador rotatorio BUchiy a temperaturas de] baño menores de 40°.

Las iiofiiizaciones se 11evaron a cabo en un equipo

Eiiovac TD 2001 a presiones menoresode 150 micrones de Hg y temperaturas de

condensador cercanas a ios 40° bajo cero.

Las muestras para microanáiisis fueron secadas en aito

vacio sobre pentóxido de fósforo en una difusora de mercurio Leyboid.

Las soiuciones y suspensiones utiiizadas en ias deter­

minaciones cuantitativas se mezciaron con un Rota-Mixer (Hook & Tucker

Instruments, Ltd.).

Los tratamientos de uitrasonido se reaiizaron en un

baño Testiab TB-32.

Las uitrafiitraciones se reaiizaron con un equipo

Amicon, Modeio 52, empieando membranas UMOS(peso moiecuiar de corte > 500).

Las cromatografias en coiumna se reaiizaron empieando

un coiector automático de fracciones Giison con céiuia fotoeiéctrica.

Los espectros de absorción en e] uitravioieta y en e]
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visible fueron registrados en un espectrofotómetro BeckmanDK-2A. Las

determinaciones colorimétricas se realizaron en un espectrofotómetro

Beckman DU.

Las determinaciones de nitrógeno se llevaron a cabo por

el método de Dumas-Pregl215, y en los casos indicados se expresó como

proteina luego de multiplicar por el factor 6,25. El contenido en metoxi­

216. Las cenizas se expresaronlo se determinó por el método de Belcher

comoel peso del residuo de la calcinación en un horno a 800° y en corriente

de nitrógeno. Las determinaciones de fósforo se realizaron por el método

de Mazadro y colaboradore5217, que es una combinación de los métodos de

218 y Dirshell-Erne219.Puscell-wittmann

Para el secado de solventes se emplearon Molecular

Sieves 4A (BDH), activados por calentamiento en mufla a 400° durante 4

horas sobre cápsula de porcelana, enfriados y guardados en desecadOr.

Las diálisis se efectuaron a temperatura ambiente

usando tubos de celulosa (Arthur Thomas Company. Filadelfia, E E.U U.)

anudados en ambosextremos. En el caso de diálisis preparativas se usaron

tubos de 27/32 y 1 1/8 de diámetro inflado y en las diálisis analíticas se

emplearon tubos de 1/4 de pulgada de diámetro inflado.

Caracteristicas ggl_material

Se utilizaron ufinas 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 mismotamaño
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(ver Fig. 1.2.).

Las semiïïas se caïentaron en agua a ebu11ición durante

10 a 15 minutos, este procedimiento produjo el hinchado de 1as mismas y 1a

ruptura de 1a cubierta. E1 endospenma se separó manuaïmente de 1a testa

y de] germen y cada parte se sumergió en a1coho] para proceder a su secado.

Este tratamiento no produce pérdidas de materialzzo.

EXTRACCIONES

Nomenclatura

Las distintas fracciones obtenidas en Ios procedimien­

tos de extracción (Figs. 6.2. a 6.6. y 6.50.), se designaron en 1a forma

indicada en 1a Tab1a 8.1.

TABLA8.1.

Nomenclaturade ias fracciones estudiadas

FRACCION DESIGNACION

Galactomananos (Gm)

Extraídoe con agua a temperatura ambiente y Grupo A
precipitados con etanol 35-38% 1

38-457 2
45-50% 3
50-55% 4
70-75% 5

Extraídos con agua a 50°(1a extracción) y Grupo B
precipitados con etanol 25-30% 6

35-40% 7
45-50% 8



TABLA8,1. (Continuación)

FRACCION DESIGNACIÓN

Extraídos con agua a 50° (2a extracción) y Grupo C
precipitados con etanol 20-25% 9

25-30% 10
30-35% 11
35-40% 12

Extraídos con agua a 95° y Grupo D
precipitados con etanol 30-40% 13

45-50% 14

Productos extraídos con agua y solubles en etanol 85%

Extraídos con agua a temperatura ambiente, S
Extraídos con agua a 50° (la extracción). 550 J
Extraído: con agua a 50° (2a extracción). 550:?Extraídos con agua a 50° (3 extracción). So 50-3
Extraídos con agua a 95 . 895

Productos obtenidos de] residuo agotado por extracciones acuosas

Productos extraídos con urea 7Ma temperatura ambiente y SU
solubles en etanol 85%.

Productos extraídos con oxalato de amonio 1%a ebullición y
solubles en etanol 85%.

Productos extraídos con
ambiente y precipitados

Productos extraídos con

hidróxido de potasio 10%a temperatura
con etanol 30-40%.

hidróxido de potasio 10%a temperatura
ambiente y solubles en etanol 85%.

Productos extraídos con hidróxido de sodio 25%conteniendo 5%
de borato de sodio y 1%de borohidruro de sodio a temperatura
ambiente.

Residuo remanente de extraer sucesivamente con agua a temperatura
a 50° y a 95°,

de amonio 1%a ebullición,
ambiente, urea 7PIatemperatura ambiente, oxa

hidróxido de potasio 10%a tempera

EA
lato
tura

ambiente e hidróxido de sodio conteniendo 5%de borato de sodio y
1%de borohidruro de sodio a temperatura ambiente.



l) Extracción ggg_agug_g_temperatura ambiente

El endosperma molido (10 g) se extrajo durante 24 horas

con agua destilada (1 l) a temperatura ambiente con agitación mecánica

constante, empleando meta-toluidina comogermicida. El extracto acuoso

se separó por centrifugación y el residuo insoluble se extrajo nuevamente

con agua destilada (1 l cada vez) en las mismas condiciones hasta que no se

observó precipitación cuando una alicuota era agregada a dos volúmenes de

etanol. Esto se observó al tratar el cuarto extracto, razón por la cual

la cuarta extracción fue suprimida en los aislamientos posteriores (Fig.

6.1.).

Los tres extractos acuosos fueron combinados y concen­

trados a un tercio de su volumen (1 l). Se comenzóa agregar etanol,

lentamente y con agitación vigorosa, hasta una concentración del 10%; al

cabo de 24 horas se separó el residuo insoluble formado por restos del

material extraido, y se descartó. Se agregó etanol al liquido sobrenadan­

te hasta una concentración del 35%observándose turbidez. Un nuevo

agregado de etanol hasta llegar a una concentración del 38%provocó la

precipitación del galactomanano en forma de fibras blancas; la mezcla se

mantuvo durante una noche con agitación mecánica constante, el precipitado

se centrifugó y se secó comose describe en las técnicas generales.

Se prosiguió con el agregado de etanol en etapas y se

separaron, arbitrariamente, otras tres fracciones de galactomananosentre

38-45%, 45-50% y 50-55% de concentración de etanol. El aumento de la

concentración de etanol hasta 70-75%produjo sólo una pequeña cantidad de

precipitado. Cada una de las fracciones se separó por centrifugación y se

secó de la manera usual. Los galactomananos obtenidos (fracciones Gm1 a
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Gm5) fueron designados como Grupo A (rendimiento 33,8%). Se determinó

que e] iimite superior de precipitación correspondía a una concentración de

etanoi de] 85%. Los productos soiubies en etanoi 85%se obtuvieron por

concentración y 1iofi1ización de 1a soiución (fracción S, rendimiento 4,8%)

(Fig. 6.2.).

2) Extracción ggg_agua_a_gg:

E1 residuo de la extracción exhaustiva con agua a

temperatura ambiente se extrajo, sin ser secado previamente, con agua

destiiada (1 1) a 50° durante 24 horas en presencia de meta-toiuidina (Fig.

6.1.). E1 extracto se separó por centrifugación y sobre e] residuo inso­

1ub1e se iievaron a cabo dos nuevas extracciones en idénticas condiciones.

A1 voicar una aiicuota de] cuarto extracto sobre tres voiümenes de

etanoi no se observó precipitación, motivo por ei cual en ios sucesivos

aisiamientos se reaiizaron dos extracciones acuosas a 50°. En este caso

10s extractos fueron trabajados separadamente y en 1a forma indicada para

los extractos obtenidos a temperatura ambiente. E1 primero produjo, por

agregado de etanoi, tres precipitados particuiados para concentraciones de

etano] entre 25-30%, 35-40% y 45-50% (Grupo B, fracciones Gm6, Gm7 y

Gm8, rendimiento 19,8%) (Fig. 6.3.), mientras que ios productos precipi­

tados a partir de] segundo extracto fueron arbitrariamente fraccionados en

cuatro partes. correspondientes a concentraciones de etanoi entre 20-25%,

25-30%, 30-35% y 35-40% (Grupo C, fracciones Gm9 a Gm 12, rendimiento

11,2%) (Fig. 6.4.). Ambossobrenadantes, asi c0mo e] proveniente de]

tercer extracto que no originó producto precipitabie con etanoi en cantidad
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apreciable (Fig. 6.5.), se concentraron y iiofilizaron, obteniéndose los

respectivos productos solubïes en etano] 85%: (ren­Sso-r 550-2 y 550-3

dimientos 4,5%, 2,4% y 0,7%, respectivamente).

3) Extracción ggg_ggua_a_25:

E1 materia] insoiubïe proveniente de 1a extracción con

agua a 50° se sometió a tres extracciones sucesivas (de 24 horas cada una)

con agua (1 1 cada vez) a 95° en presencia de meta-toiuidina (Fig. 6.1.).

A1 someter e) tercer extracto a una prueba de precipitación, e] resuï­

tado fue negativo, por 10 que se trabajaron ios dos primeros extractos

reunidos, repitiéndose esta metodoiogia en los aisiamientos posteriores.

A1 realizar e] procedimiento habituai se obtuvieron precipitados parti­

cuïados a concentraciones de etanol de 30-40%y 40-50% (Grupo D, fracciones

Gn 13 y Gm14, rendimiento tota] 3,5%). A1 igual que en los casos

anteriores se obtuvo una fracción soiubïe en etano] 85%: 595 (0,8% de

rendimiento) (Fig. 6.6.).

Los rendimientos y caracteristicas de cada una de ias

catorce fracciones de gaïactomananos se resumen en 1a Tab1a 6.1.

4) Extracción ggn_u:ea_ZMa_temperatura ambiente

E1 endospenma agotado en productos extraib1es con agua

se sometió, sin proceder a su secado, a dos extracciones sucesivas, cada

una de 8 horas, con soïución de urea 7M (500 m1 cada vez) a temperatura

ambiente. Ambosextractos se unieron, se diaiizaron en sistema cerrado

contra agua destiiada durante 48 horas y se concentraron a 100 m1,
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sometióndoios 1uego a1 agregado pauïatino de etano]. Sólo se obtuvo un

pequeño precipitado entre 30%y 40%de concentración de etano] (0,07% de]

materia] de partida) que fue descartado. Después de 11evar 1a concentra­

ción de etanoi hasta ei 85%con resuitado negativo, 1a soïución fue

concentrada y 1iofi1izada, obteniéndose 1a fracción SU (rendimiento 0,45%)

(Fig. 6.50.). La pérdida de materia] por diáiisis aicanzó a1 47%, de

acuerdo con 1a determinación de] contenido en hidratos de carbono totaies

con e] reactivo fenoi-ácido suifürico en una aïicuota de ias aguas externas

de diáiisis.

5) Extracción con soiución gg_oxa1ato gg amonio lz_g_ebu11ición.

E1 residuo remanente de 1a extracción con urea 7Mfue

tratado dos veces con soiución de oxaiato de amonio 1% (250 m1 cada vez) a

100° durante 2 horas cada vez. E1 extracto fue diaiizado durante 48

horas después de ias cuaies se lo sometió a1 agregado pauiatino de etano]

hasta una concentración de] 85%sin que se observara precipitación. Como

en ios casos anteriores se obtuvo una fracción soiubie en etano] 85%: so

(rendimiento 0,24%) (Fig. 6.50.). La pérdida de materia] por diá1isis fue

de] 35%.

6) Extracción con soiución gg_hidróxido gg_potasio 19Z_a_temperatura ambiente

E1 residuo proveniente de 1a extracción con oxaiato de

amonio 1% se extrajo dos veces con soiución de hidróxido de potaSio 10%

(100 mi cada vez, previo burbujeo de nitrógeno) durante 6 horas cada vez,

procediéndose a burbujear nitrógeno durante 5 minutos por hora. Inmediata­

mente después de finaiizada cada extracción, se inició 1a diáïisis de]
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de] extracto hasta neutraiidad (aproximadamente 72 horas). Después de la

segunda extracción, ei residuo insoiubie se separó por centrifugación y se

iavó varias veces con agua, uniéndose ésta a1 extracto antes de diaiizario.

Se juntaron ambosextractos diaiizados y se concentraron hasta ia cuarta

parte de su voiumen (50 mi) sin que se produjera precipitación. E1 agre­

gado de etanoi originó un precipitado PK (entre 40-50%de concentración de

etanol) que representa e] 0.90% de] materia] de partida. La fracción

soiubie en etanoi 85% (sx) corresponde a1 0,12% dei mismo. E1 residuo

insoiubie en hidróxido de potasio 10%, secado dei modohabitua], resuitó

de 375 mg (rendimiento 4,00%)(Fig. 6.50.).

7) Extracción ggn_soiución gg_hidróxido gg_sggig_ggg conteniendo gg_gg

Mümlvfidi borohidruro95M.
50 mg dei residuo proveniente de 1a secuencia de

extracciones detaiiada se sometieron finalmente a una extracción de 24 h0ras

con 20 mi de soiución de hidróxido de sodio 25%conteniendo 5%de borato de

sodio y 1%de borohidruro de sodio, con agitación mecánica constante y

pasaje continuo de nitrógeno. A1 cabo de ese tiempo e] residuo insoiubie

se separó por centrifugación. se iavó varias veces con agua, uniéndose

ésta a1 extracto, y se secó dei modohabituai, obteniéndose 3,6 mg de

residuo insoiubie. Este residuo se denominó EA (endospenma agotado) y

constituye ei 0,28%dei endosperma de partida (Fig. 6.50.).

Por su parte, ei extracto se diaiizó contra agua

destiiada en sistema cerrado hasta neutralidad (aproximadamente72 horas‘.

y finaimente se iiofiiizó, obteniéndose 43 mg de FS (3,4% de] endosperma de

de partida). La pérdida de materia] por diáiisis resuitó dei 18%.
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Los rendimientos y propiedades de ios productos

obtenidos de] residuo remanente de ias extracciones acuosas se resumen en

1a Tabia 6.30.

Con ei objeto de obtener mayor cantidad de materia] y

de anaiizar 1a reproducibiiidad o no de ios procedimientos de extracción y

precipitación, se repitió en varias oportunidades ia secuencia de extraccio­

nes detaiiada, en su totalidad o parciaimente. En cada caso se adecuaron

ias condiciones a 1a cantidad de materiai de partida empieado, que osciió

entre 10 y 50 g de endosperma. Los rendimientos obtenidos en aigunos de

estos aisiamientos se detaiian en 1a Tabia 6.2.

Extracción directa g_gg:

1,90 g de endospenma moiido se extrajeron con 200 mi de

agua destiiada en presencia de meta-toiuidina durante 24 horas a 95”.

Este procedimiento se repitió 5 veces. Los extractos combinados fueron

sometidos a1 agregado de etanoi hasta una concentración dei 8 %, y ei

precipitado obtenido, secado dei modohabituai se denominó gaiactomanano

tota], GmT (rendimiento 83%).

Intentos gg fraccionamiento ggl_producto g_gg¿ precipitación ggn_etanoi

100 mg de 1a subfracción H (ver Descripción de ios

Resuitados Obtenidos. pág. 197 y Fig. 6.34.) se disoivieron en 20 mi de

agua destiiada (concentración 0,5%) y se agregó etanoi pauiatinamente y con

agitación mecánica constante en porciones de 2 mi hasta una concentración

dei 85%. No se observó precipitación: 1a soiución etanóiica se guardó
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a 4° durante dos semanas apareciendo sólo un pequeño precipitado (.1) que

se centrifugó, redisoivió en agua y 1iofi1izó (rendimiento 1,2%). La

subfracción N se recuperó por 1iofi1ización.

METODOS CROMATOGRAFICOS

A) Cromatografía sgb:g_gglg¿

E1 contro] de 1a homogeneidad y e] fraccionamiento y

purificación de 10s distintos productos estudiados por cromatografía sobre

geies. se 11evó a cabo sobre Sephadex G-15. G-25, G-lOO y G-200, de

particuia fina (ABPharmacia, Uppsaia, Suecia).

La preparación de ios geies se reaïizó agregando las

particuias secas, con agitación constante, a un gran exceso de] soïvente

de e1ución empieado. La hidratación de] ge] se obtuvo dejando 1a suspen­

sión a temperatura ambiente durante e1 tiempo especificado para cada tipo

de particu1a153.

E1 empaquetamiento de 1as coïumnas se rea1izó con una

suspensión diïuida de Ios geïes para evitar 1a formación de burbujas.

Todas las cromatografias se reaïizaron a temperatura ambiente.

En todos 10s casos se controIó 1a homogeneidad de]

1echo y se determinó e] voïumen muerto de cada columna sembrando una solu­

ción de Bïue Dextran 2000 (AB Pharmacia, Uppsaïa, Suecia) a1 0,2% en e1

soïvente correspondiente; a 1a soïución anterior se agregó una cantidad

simiïar de sacarosa con e] objeto de controiar e] voïumen máximode e1ución

de cada coïumna. Se recogieron fracciones de igua1 voiumen que las que
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se recogerian en el caso de las muestras y se leyó la absorbancia a 254 nm,

realizándose luego el análisis de cada fracción con el reactivo fenol-ácido

sulfúrico para determinar la Dosición de los hidratos de carbono lectura de

la absorbancia a 490 nm). Del gráfico de absorbancia en función del volu­

men de elución se determinaron: a) el volumen muerto (máximo de la absorban­

cia a 254 nm) y bl el volumen total (máximo de la absorbancia a 490 nm).

A-l) Cromatografía sobre Sephadex G-15

Para las cromatografias analíticas se empleó una colUm­

na de 1,2 x 60 cm y se usó agua como solvente de elución. El flujo

empleado fue de 10 ml/h.

Se realizaron cromatografías preparativas en una colum­

na de 4,5 x 80 cm utilizando agua y urea 7Mcomo eluyentes, con una veloci­

dad de flujo de 20 ml/h.

A-2) Cromatografía sobre Sephadex G-25

Se realizaron cromatografias analíticas empleandouna

columna de 1,8 x 120 cm y ácido acético 1%como eluyente (velocidad de flu10

50 ml/hl. La columna habia sido calibrada utilizando una mezcla de oliqó­

meros de glucosa con grados de polimerización 1, 2, 3, 4, 5, 6. 9 y 10.

A-3) Cromatografía sobre Sephadex G-100

En el caso de las cromatografias analíticas se emplearon

columnas de 1.2 x 70 cm y soluciones de cloruro de sodio 0,1M y urea 7M

comosolventes de elución.

La velocidad de flujo empleada fue de 4 ml/h y ambas
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coiumnas fueron caïibradas con dextranos de peso mo1ecu1ar promedio numéri­

co conocido: 9.300, 18.100, 40.000 y 80.700 daitons, y en e] caso de 1a

coïumna eiuida con urea 7M, con proteinas giobuïares: pepsina (PM= 34.500

daïtons) 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 7Mse realizaron en coïumnas de 3.5 x 80 cm con una veïocidad

de fïujo de 8 mi/h.

A-4) Cromatografía sobre Sephadex G-200

Se reaïizaron cromatografias anaïiticas y preparativas

sobre Sephadex 6-200, empïeando urea 7Mcomo soïvente de e1ución, en

aflumnas de 1.2 x 70 cm y 3,5 x 80 cm. respectivamente. Las veïocidades

de fiujo fueron de 2 ml/h para 1a coiumna analítica y de 6 m1/h para 1a pre­

parativa. La coïumnaanaiitica fue calibrada-con Ios dextranos de peso

molecuïar conocido mencionados antes (Fig. 8.3.).

En todas 1as cromatografias analíticas se apïicaron en

el tope de 1a columna 0,3 m1 de 1a soiución de 1a muestra (20 mg/mï) en e]

soïvente correspondiente, y se recogieron fracciones de 2 m1. En e] caso

de las cromatografias preparativas se sembraron 5 m1 de 1a solución de 1a

muestra (30 mg/mï) en e1 soïvente de e1ución y se recogieron fracciones de

5 o de 10 m1.

Sobre todas ias fracciones eïuidas se detenminó e]

contenido en hidratos de carbono con e] reactivo fenol-ácido suifürico

(método de Dubois y c01., detaiiado más adeïante) y se graficaron ios
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valores de absorbancia a 490 nm en función del volumen de elución.

Simultáneamente se determinó 1a posición de las proteinas midiendo 1a absor­

bancia a 280 nm, valores que fueron también graficados.

Las fracciones correspondientes al mismopico se reu­

nieron, concentraron y liofiïizaron y, en los casos necesarios se sometie­

ron previamente a 1a eliminación de las sales por diálisis.

La detenminación de los pesos moleculares aproximados

correspondientes a los máximosde cada pico resultante de someter una muestra

a este tipo de cromatografía, se realizó entrando con el dato de] volumen

de elución de] pico a la curva de calibración de 1a columna (volumen de

elución en función del peso molecular).
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Fig. 8.1. Curva de calibración de la columna de Sephadex G-lOO (1,2 x 70 vm‘
eluída con cloruro de sodio 0,1M.
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Fig. 8.2. Curva de calibración de la columna de Sephadex G-lOO (1,2 x 70 um)
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Fig. 8.3. Curva de calibración de 1a columna de Sephadex G-200 (1,2 x 70 rm)
eluïda con urea 7M.
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B) Cromatografía de intercambio iónico

Se reaiizaron cromatografias de intercambio aniónico

sobre sobre DEAE-SephadexA-50 (forma C03, AB Pharmacia, Uppsaïa, Suecia)

en escaïa anaïitica (coïumna de 0,8 x 10 cm) y preparativa (coiumna de 2,5

x 30 cm) equilibradas con agua. La suspensión de] ge] se preparó de

acuerdo con 10 indicado por e] fabricante221.

En e] tope de 1a coiumna se apïicaron soiuciones de 1a

muestra en agua: 50 mg/mi, 0.5 m1 y 135 mg/m], 10 m1, respectivamente,

para ias coïumnasanaïitica y preparativa, La elución se reaiizó primero

con agua y 1uego con soiuciones de carbonato de amonio (carbamato + bicar­

bonato de amonio) de fuerza iónica creciente. Se recogieron fracciones

de 2 y 10 m1, respectivamente. para ias escaïas anaïitica y preparativa,

y Ios hidratos de carbono y proteinas se determinaron comoen e] caso

anterior. Las fracciones correspondientes a1 mismopico se unieron, se

evaporaron varias veces a presión reducida agregando agua cada vez para

eiiminar e1 carbonato de amonio presente y se 1iofi1izaron.

C) Cromatografía gg_interacción hidrofóbica.

Se empleó una co1umna (0,9 x 6 cm) de OctyI-Sepharosa

CL-4B(Pharmacia Fine Chemicaïs, Uppsaïa, Suecia) provista en suspensión

1222. Se sembró l m1 de soïución de 1a muestraacuosa con 25% de etano

(pico "2", Fig. 6.31., 14 mg/mi) en agua y se eïuyó primero con agua y

luego con soïuciones de etanoi/agua de concentración de etanoï creciente.

La posición de 10s hidratos de carbono y de ias proteinas se determinó

de 1a manera usua] (Fig. 6.32.).
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ELECTROFORESIS SOBRE PAPEL

E1 método de 1a eiectroforesis sobre pape] se empieó

con e] objeto de determinar 1a homogeneidad de aigunas de 1as fracciones

estudiadas.

Las eïectroforesis se 11evaron a cabo en un aparato

de eïectroforesis con refrigeración en ias dos placas dei cierre a presión

(E-C Apparatus Corporation, modeIo EC 451).

Se utiiizó pape] Whatman3 NMy soïuciones de buffer

de borato de sodio 0,2N a pH 9,1 o de ácido acético-acetato de sodio a

pH 5,0. Se sembraron 0,8 pi de soïución de muestra (1% p/v) y se

efectuaron corridas de 3 y 4 horas ap1icando 900 y 600 voits, respectiva­

mente. Los papeïes se secaron a1 aire y 1uego en estufa a 50° en e] caso

de haber usado buffer de acético-acetato y a 100° cuando se usó buffer de

borato. Para e] reveiado se empiearon 10s reactivos a y b (ver a conti­

nuación).

En aïgunos casos (ver Descripción de ios Resuitados

Obtenidos. pág. 187) se reaiizó 1a eiectroforesis sobre papel de fibra de

vidrio. empïeándose buffer de borato en ias mismas condiciones anteriores

y revelando con e] reactivo c (ver a continuación).

Reactivos gg reveïado

a) Nitrato de piata-hidróxido de sodio:

Se preparó según 1a técnica descripta por Treveyian y
223

co] Se agregaron 0,1 m1 de una soiución acuosa saturada de nitrato
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de pïata a 20 m1de acetona. Se redisoivió e] precipitado de nitrato de

p1ata obtenido por agregado de 1a minima cantidad de agua. Después de

sumergir ios cromatogramas en 1a soiución anterior, se secaron a temperatu­

ra ambiente y a1 cabo de 3 a 4 minutos, se puiverizaron con solución de

hidróxido de sodio 0,5N en metano] 50%. Las manchas marrón oscuro

obtenidas (azúcares reductores y a1coh01es poiihidroxiiados) se fijaron por
. .. .. . . 224
inmerSion en una SOIUC1onde tiosuifato de SOd10 5%en agua .

b) Periodato-cuprato:

Se siguió para su preparación 1a técnica de Bonnerzzs.

12,5 g de suifato de cobre pentahidrato se disolvieron en 400 m1 de agua

hirviendo. Se agregaron 1uego 23 g de periodato de potasio y posterior­

mente una soïución concentrada de 56 g de hidróxido de potasio en agua.

Se agregaron iuego a 1a soiución caliente. pequeñas porciones de persuifato

de sodio (en tota] 20 g), con intervaios de 1 minuto entre agregado y

agregado, y se hirvió 1a soiución durante 20 minutos. Después de enfriar­

1a se decantó. se diiuyó a 500 m1 con agua y se agregaron 500 m1 de solu­

ción de hidróxido de potasio 2N. Se obtuvo una soiución 0.05M de

periodato-cuprato de potasio en hidróxido de potasio 2Nque puede guardarse

indefinidamente en envase de poiietiïeno.

E1 reactivo detecta compuestos fáciimente oxidabies.

azúcares, fenoies y sus ésteres derivados, asi como1a presencia de enïaces

peptidicos.

A1 Sumergir e] pape] en 1a soiución aparecen inmediata­

mente sobre e] fondo marrón ias zonas biancas que indican 1a presencia de

Ios compuestos oxidados. Comoe] fondo marrón desaparece después de unos
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minutos es necesario marcar la zona blanca o vaporizarla con solución de

rosanilina (0,3 g) en ácido acético 10%en acetona (1 l) después de 1 minuto

de haber aplicado el reactivo periodato-cuprato. Las zonas blancas se

colorean de rojo.

c) Permanganato de potasio-hidróxido de sodio:

Se preparó una solución de permanganato de potasio

0.5% en hidróxido de sodio 1N226. Después de sumergir los papeles en la

solución. se calentaron en estufa a 100° durante unos pocos minutos. Las

zonas donde se encuentran los compuestos oxidados aparecen como manchas

blancas o amarillo oardas sobre fondo rosa violáceo.

DETERMINACION QE_LQ; PODERES ROTATORIOS

Las rotaciones ópticas se midieron a temperatura

ambiente en un Polarimetro Perkin-Elmer 141 con célula fotoeléctrica. Se

emplearon soluciones de los gdactomananos 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 concentración de las soluciones empleadas fue de 0,7-1.0%.

Los valores indicados en la"Descripci6n de los Resultados Obtenidos"

representan valores de equilibrio. En aquellos casos en que al preparar

las soluciones se obtuvo una porción de material insoluble, éste fue

centrifugado y las rotaciones calculadas en base al peso de producto soluble

(fracciones Gm9, Gm 10 y Gm11, Grupo C). En todos los casos en que se

midieron rotaciones ópticas en urea 7M, la solución se mantuvo en la celda

de cuarzo del polarimetro durante una noche antes de realizarse la medicion
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En Ias determinaciones se empleó una iámpara de sodio (589 nm) y un

tubo de 1 dm con un voiumen interno de 1 mi.

DETERMINACION CUANTITATIVA QE_LQ; AZUCARES TOTALES

227
Se empïeó e] método de Dubois y c01. que empïea e]

reactivo fenoi-ácido suïfürico.

Reactivos:

Acido suïfürico, para anáiisis (98%), Merck.

So1ución de fenoi 5%en agua (p/v): se preparó por disoiución de 50,0 g de

feno] (redestiiado a presión reducida en atmósfera de nitrógeno) en 1 1 de

agua destiiada. La soiución incoïora obtenida es estabie durante meses

conservada a temperatura ambiente.

Procedimiento:

A 0,5 m1 de soïución conteniendo entre 5 y 35 pg de

azúcar o e] equivaiente en peso de muestra, se 1e agregaron 0,5 m1 de

fenoi 5%y se mezcïó. Se agregaron 1uego. con dispensador automático,

2,5 m1de ácido sulfúrico directamente sobre 1a superficie de 1a soiución

para asegurar un máximode caientamiento y mezcïa. Los tubos se agitaron

después de 10 minutos y a] cabo de media hora se leyó 1a absorbancia de]

coïor desarroïïado a 490 nm. Cada determinación se realizó por dupiicado,

a1 igua] que e] bïanco con agua destiïada.

La cantidad de azúcar se determinó por referencia a 1a

curva patrón y se expresó, a1 igua] que en ias restantes determinaciones
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cuantitativas comoe] porcentaje de] componente anhidro (PM- 18).

Construcción de 1a curva patrón:

Dadoque ias muestras analizadas están compuestas

principaimente por manosay gaiactosa se reaïizó una curva patrón con soïu­

ciones testigo conteniendo manosay gaiactosa en reiación 3:1.

A partir de 1a soïución madre (400 pg/mi) preparada

por disoiución de ambosazúcares en agua. se obtuvieron las soïuciones

diïuidas conteniendo entre 16 y 64 pg/m] y se graficó 1a absorbancia de

estas soiuciones testigo en función de 1a concentración (Fig. 8.4.). A1

igua] que en e] caso de 1as muestras, cada determinación se reaiizó por

dupïicado.
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Fig. 8.4. Curva patrón obtenida con e] reactivo fenol-ácido sulfúrico

y soluciones conteniendo manosa y galactosa en relación 3:1.
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DETERMINACION COLORIMETRICA QE HEXOSAMINAS

Se siguió e] método descripto por Johnsonzzg.

Reactivos:

Solución de carbonato de sodio 1.5N: se preparó por disoïución de 1,875 g de

carbonato de sodio anhidro en 25 m1 de agua destiiada.

Acetiiacetona 4%en carbonato de sodio 1,5N.

Erïich: 2,67“ (p/v): se preparó por disoiución de 267 mgde p-dimetiïamino­

benzaidehido en 10 m1 de soïución 1:1 de etano] 95%y ácido suifürico con­

centrado.

Soïución de ciorhidrato de giucosamina 0,25% (p/v): se preparó por disoiu­

ción de 60,17 mg de cïorhidrato de g1ucosamina en 25 m1 de agua destiiada

Procedimiento:

A 1 m1 de 1a soiución conteniendo entre 10 y 50 pg de

giucosamina se ie agregó 1 m1 de soïución de acetiiacetona. Se taparon

ios tubos con bolitas de vidrio y se caientaron durante 30 minutos en baño

de agua hirviendo. Se enfriaron con agua a temperatura ambiente durante

5 minutos; a1 cabo de dos horas se agregaron 5 m1 de etano] absoiuto y se

mezció. Se agregó luego 1 m1 de] reactivo de Eriich y se mezció nuevamen­

te. Despues de 25 minutos se ieyó 1a absorbancia de] coïor desarroliado

a 530 nm. Se reaïizó cada determinación por dupiicado, a1 iguaï que ios

correspondientes b1ancos, y se determinó 1a cantidad de hexosamina por

referencia a 1a curva Datrón.
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Construcción de 1a curva patrón:

A partir de 1a soiución madre (240 yg/mi) se obtuvieron

ias soiuciones diiuidas conteniendo entre 10 y 50 pg de giucosamina y se

graficó 1a absorbancia de estas soiuciones testigo en función de 1a concen­

tración (Fig. 8.5.).
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. , . , 228Flg. 8.5. Curva patron obtenlda por el metodo de'Jonhson con

clorhidrato de D-glucosamina.

DETERMINACION CUANTITATIVA QE_LAÉ PROTEINAS TOTALES

Se reaiizó empleando e1 reactivo de feno] según Foiin­

Ciocaiteau y de acuerdo c0n el método descripto por Lowry y co].229. E1

procedimiento es aplicabie a proteinas en soïución o fáciimente soïubies en
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áicaii diluido.

Reactivos:

Reactivo A: soiución de carbonato de sodio 2%en soiución de hidróxido de

sodio 0,1N.

Reactivo B: solución de suifato de cobre (II) pentahidrato 0,5% en soiución

de tartrato de sodio y potasio 1%.

Reactivo C: se preparó mezclando 50 m1 de reactivo A con 1 m1 de reactivo B.

Sóio puede usarse dentro de ias 24 horas.

Reactivo D: reactivo de fenoi según Foiin-Ciocaiteau (Merck). Se diiuye

a1 medio antes de usario; 1a absorbancia de 1a soiución resuitante no debe

ser mayor de 0,040 medida contra un bianco de agua destiiada.

Procedimiento:

A 0.4 mi de solución conteniendo entre 25 y 500 pg de

proteina por mi, se agregaron 2 m1 de reactivo C. se mezciaron y se deja­

ron a temperatura ambiente durante 10 minutos o más. Se agregaron rápida­

mente 0,2 m1 de reactivo D. mezciando dentro de ios 2 segundos. Se

efectuó paraieiamente un bianco con agua destiiada. La cantidad de

proteina se determinó por referencia a 1a curva patrón en base a la absorbancia

a 500 nm medida después de 30 minutos.

Construcción de 1a curva patrón:

La curva patrón se reaiizó empieando como proteina

testigo aibümina de suero bovino. A partir de 1a soiución madre (500

pg/mi) preparada por disoiución en agua, se obtuvieron ias soiuciones

diiuidas conteniendo entre 50 y 400 pg/mi. Se graficaron las absorbancias
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de las soluciones testigo en función de 1a concentración (Fig. 8.6.).
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Fig. 8.6. Curva patrón obtenida por el método de Lowry229 con albúmina de

suero bovino.
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DETERMINACION CUANTITATIVA QE_LQÉ AMINOACIDOS COMPONENTES

Los anáiisis se realizaron sobre ios aminoácidos

obtenidos por hidróiisis ácida.

Hidróiisis de las proteinas y purificación de] hidroiizado:

Las fracciones anaïizadas (conteniendo comominimo

35 pg de proteina) junto con 20 nmoies de nor-ieucina comopatrón interno,

se hidroiizaron con ácido ciorhidrico 6N (0,5 m1) conteniendo fenoi a1 1%“,

por ca1entamiento en una ampoiia cerrada a1 vacio durante 24 horas a 105°.

Despuésde enfriar ei hidroiizado y centrifugar ei residuo carbonoso.

se eïiminó e] ácido por repetidas evaporaciones a1 vacio previo agregado de

agua, secándose 1uego en desecador de vacio sobre pentóxido de fósforo e

hidróxido de sodio durante 24 horas. Se tomó ei producto con agua caïien­

te, se centrifugó e] insoiubie y 11evó a seco, repitiéndose e] procedimie­

to dos o tres veces. Finalmente se disolvió en 0,5 m1 de agua y se puri­

ficó por adsorción en una coiumna de Dowex-SO (H+) (5,5 x 30 mm). La

coïumna se 1avó inicia1mente con agua para eïiminar ios aniones y e] materia]

no iónico. Los aminoácidos se eiuyeron con soiución de hidróxido de amonio
2304N hasta reacción de ninhidrina negativa (ver a continuación). La

soiución a1ca1ina se Iievó a seco por evaporación a1 vacio.

Reactivo de ninhidrina:

Se preparó disoiviendo 0,3 g de ninhidrina en 100 m1 de

una mezcia de 95 partes de n-butan01 y 5 partes de ácido acético 2N (v/v).

La reacción se reaiizó a 1a gota sobre pape] Whatman
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3 MM:se colocó una gota de] eïuido de 1a coïumna, se secó con aire frio,

se agregó una gota de] reactivo de ninhidrina y se colocó en estufa a 105”

durante 5 minutos. Los aminoácidos toman coior azuï vioïáceo.

Dosaje con e] ana1izador automático:

La determinación de Ios aminoácidos estables a1 ácido

en Ios hidroïizados de productos que contienen hidratos de carbono y pro­

teinas. se reaïizó por e] método de Spackman, Stein y Moore231, empïeando

dos equipos distintos:

A) Technicon Sequentia] Muiti-Sampïe Amino-Acids Anaïyser. TMSZ(Technicon

Corporation, NewYork).

Materiales y reactivos:

Se uti1izaron dos tipos de coiumnas cromatográficas:

a) para determinar aminoácidos ácidos y neutros (5 x 230 mm)y b) para deter­

minar aminoácidos básicos (4 x 50 mm)re11enadas con resina Chromo-Beads-C-3

(Technicon Corporation, NewYork).

Soïuciones buffer:

N° pH Na+ citrato meti1ceiosoïve

(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 O
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Reactivo de ninhidrina“ se usó una mezcla de dos reactivos, de ninhidrina

al 1%en metilcelosolve (libre de peróxidos), solución buffer de acetato

de sodio 4N, agua (2:1:4, en volumen) y solución 2mMde sulfato de

hidracina.

Procedimiento:

En cada columna se sembraron 100 pl de una solución

del hidrolizado en solución de ácido clorhídrico 1%, eluyéndose c0n las

soluciones buffer impulsadas a velocidad constante a través de las columnas.

En primer lugar se eluyó la columna más corta usando

solución buffer N°3 y luego se eluyó la otra con soluciones buffer 1 y 2

sucesivamente.

El eluido se mezcló con la corriente que transportaba

el reactivo de ninhidrina, y el color se desarrolló haciendo pasar la

mezcla a través de un baño de glicerina termostatizada a 95°. La absorban­

cia de la solución resultante se midió en forma continua a 570 y 440 nm.

La regeneración de las resinas se llevó a cabo con

solución de hidróxido de sodio 2N c0nteniendo EDTAal 1%0.

Las condiciones de operación fueron:

Temperatura: 60°.

Flujo de las soluciones buffer: 0,50 ml/min.

Flujo del reactivo de ninhidrina: solución de ninhidrina al 1%, 0,80 ml/min,

solución de sulfato de hidracina 2mM, 0,32 ml/min.

Flujo de nitrógeno: 0,23 ml/min.
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B) Beckman modeio 119 CL.

Materiaies y reactivos:

Se utiiizó una coiumna (6 x 460 mm) re11ena con resina

w-3 hasta ios 220 mm.

Soiuciones buffer;

N° pH Na+ 2-propan01 citrato

(N) (7a) (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 usó una solución de ninhidrina a1 2%en una

mezcïa de metilceiosoive (iibre de peróxidos) y soiución buffer de acetato

de sodio 4N en reïación 3:1, conteniendo 0,04% de cioruro estannoso dihidra­

to.

Procedimiento:

Se sembraron 100 pi de una soiución de] hidroiizado en

soïución de ácido coirhidrico 1%eïuyéndose primero con soiución buffer N’l

{27 minutos) 1uego con solución buffer N°2(17 minutos) y finaimente con

soiución buffer N°3 (35 minutos), uti1izando Iuego una solución de hidróxi­

do de sodio 0,2N (2 minutos) para regenerar 1a resina.

La reacción con ninhidrina y 1a medición se 11evó a

cabo de] mismo modo indicado en A).
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Las condiciones de operación fueron:

Temperatura: 20 minutos a 50°y 1uego un aumento gradual hasta 65°.

Flujo de soïuciones buffer: 0,73 mi/min.

Fiujo de reactivo de ninhidrina: 0,37 m1/min.

Anáiisis cuantitativo:

Cada uno de los picos obtenidos en 1a elución de una

muestra se integraron multipïicando 1a aïtura por ei ancho de] pico a 1a

aïtura media. En e] caso de los picos no resueltos se realizaron sucesi­

vas trianguiaciones.

A partir de una mezcia sintética patrón de aminoácidos

se caïcularon 105 vaiores de ias constantes caracteristicas de cada amino­

ácido utiïizadas para 1a conversión de áreas en nmoïes que aparecen en 1a

Tabïa 8.2.

Se ca1cu1aron 105 porcentajes relativos a1 totaï de Ios

aminoácidos recuperados y e] contenido en aminoácidos se expresó en g de

aminoácido anhidro por 16 g de nitrógeno (equivaie a 100 g de proteina) de

acuerdo con ias siguientes expresiones:

hi x ai x k¡(A) x PMi
g aminoácido anhidro/16 g N = x 100

hí x ai x ki(A) x PMi
i

hi x ai x PMi / ki(B)
ó g aminoácido anhidro/16 g N = x 100

hi x aí x PM1 / ki(B)
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donde,

hi: altura del pico (cm)

a1: ancho del pico a 1a altura media (cm)

ki: constante característica para cada aminoácido:

(A)(nm01es/cm2) ; (B) (cmZ/nmoles)

PMÍ: peso molecular del aminoácido en 1a cadena

(peso molecular - 18)

TABLA8.2.

Valores de las constantes (ki) utilizadas para 1a conversión de áreas en
nmoles de aminoácidoa.

k1.)

2 1 2
Aminoácido A (nmoles/cm ) B (cm /nmoles)

aspártico 5,95 1,18
treonina 5,60 1,27
serina 5,36 1,34
glutámico 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

aLas absorbancias se midieron a 570 ng, con excepción de prolina e hidroxi­
prolina que se midieron a 440 nm. Para las condiciones empleadas con los
analizadores automáticos: (A) TMSZy (B) Beckman 119 CL. cCalculada apar­
te (ver más adelante) con una solución patrón de hidroxiprolina 0,501 nmoles
Por pl.
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En 1as Figs. 8.7. y 8.8. se observan dos aminogramas

típicos obtenidos con 105 anaïizadores automáticos TMSZy Beckman 119-CL,

respectivamente.

Respuestadeldetector

*—-'N°3,pH5,25-----—#%—--N°l, pH 3,25-——-—-*-N°2,pH 4,2s——u

Fig. 8.7. Determinación de la composición en aminoácidos de la fracción
. ¡ , . ___ . ___

Gm 4 con el analizaoor automat1co TMS 2.( )A570 nm, ( )A¿‘¿‘0nm.

Asp

Amoníaco

Respuestadeldetector

n o ' ¡k—#k—-N 1, pH 3,25————-—————#F—--N°2,pH 3.95-a*———-N°3, pH 6.40

Fig. 8.8. Determinación de la composición on aminoácidos de 1a fraccion SU
con el analizador automático Beckmanll9 CL. (--)A ;570 nm
("‘) A440 nm'
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DETERMINACION QEL CONTENIDO QE HIDROXIPROLINA

A) Métodoespectrofotométrico:
232

Se empieó e] método de Neuman y Logan modificado

por Leach233.

Reactivos:

Solución de suifato de cobre(II) 0,05M.

Soiución de hidróxido de sodio 2,5M.

Soiución de peróxido de hidrógeno 6%: se preparó por di1ución de peróxido

de hidrógeno 30%(p/v), inmediatamente antes de ser usada.

Soïución de ácido suifürico 1,5M: se preparó por di1ución de ácido suifürico

concentrado (98%), Merck.

Soïución de p-dimeti]aminobenzaïdehido 5%: se preparó por disoïución de]

reactivo en n-propano] y se guardó en 1a oscuridad.

Soiución patrón de L-hidroxiproiina: se preparó por disoïución de 47,7 mg de]

patrón en 400 m1 de agua; se agregaron Iuego 20 m1 de ácido ciorhidrico

concentrado, para prevenir 1a destrucción microbiana, y se 11evó a voiumen

con agua en un matraz aforado de 500 m1. A partir de esta soiución madre

(95,4 pg/mï) se prepararon por di1ución ias soïuciones de 4,77, 9.54,

14.31 y 19,08 pg/m].

Procedimiento:

Se reaïizaron determinaciones por trip1icado sobre 1 m1

de cada testigo y de 1as soiuciones de muestra provenientes de 1a hidróïisis

ácida (ver pág. 313). Se reaiizó paraïeiamente un b1anco con agua destiia­

da.
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Se agregó a cada tubo 1 m1 de soïución de suifato de

cobre 0,05M y 1 m1 de soiución de hidróxido de sodio 2,5M y se mezclaron.

Después de mantener ias so1uciones en baño de agua a

40° durante 3 minutos, se ies agregó 1 m1 de soïución de peróxido de hidró­

geno y se mezciaron. Se repitió e] caIentamiento durante 10 minutos.

agitando ocasionaïmente. Se enfriaron ias soïuciones y se ies agregaron

4 m1 de soïución de ácido suïfürico 1,5M seguidos de 2 m1 de soïución de

p-dimeti]aminobenzaidehido. Los tubos tapados con boiitas de vidrio se

ca1entaron en baño de agua a 70° durante 16 minutos. Las soluciones se

enfriaron a temperatura ambiente y se agitaron. Se midió 1a absorbancia

a 555 nm.

Se graficó e1 promedio de 105 vaïores obtenidos para

cada solución testigo en función de 1a concentración de L-hidroxiproïina

(Fig. 8.9.).
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Fig. 8.9. Curva patïqa obtenida por el método de Neumany Logan232 modificadopor Leach con L-hidroxiprolína.
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B) Dosaje con e] anaiizador automático:

En ias condiciones de operación utilizadas para e]

anáiisis de ios aminoácidos con anaiizadores automáticos 1a hidroxiproïina

no es resuelta de1 ácido aspártic0231. Como1a hidroxiproiina presenta un

máximo de absorción a 440 nm mientras que e] aspártico 10 presenta a 570 nm,

e1 porcentaje de hidroxiproiina en ias muestras se estimó empieando 1a

siguiente expresión:

donde:

H: área de 1a hidroxiproiina a 440 nm

T: área tota] a 440 nm (hidroxiproiina + aspártico)

A: área de] ácido aspártico a 570 nm (se desprecia hidroxiproiina)

11,04: reiación de áreas para e] ácido aspártico a 570 nmy 440 nm

caicuiada con soiuciones patrón de ácido aspártico a diferentes

concentraciones.

Se determinó, además, 1a constante para 1a hidroxipro­

iina con soluciones patrón de 1a mismaa diferentes concentraciones (k=0,48)

y con ésta y e] vaior de H se determinó e] porcentaje de 1a misma en ias

muestras (ver Descripción de ios Resuitados Obtenidos, Tabia 6.32.).

DETERMINACION DEL GRADO DE POLIMERIZACION (G.P.)

A) Medición dei formaidehido producido por oxidación con periodato:

La oxidación se iievó a cabo mediante 1a técnica
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descripta por Unrau y Smith234. La muestra (aprox. 15 mg) se suspendió o

disoivió en 3 mi de agua destiiada, se agregó borohidruro de sodio (10 mg)

y 1a mezcla se dejó a temperatura ambiente durante 96 horas con agitación

ocasiona]. Se reaiizó un segundo agregado de borohidruro de sodio (2,5 mg)

y se mantuvo a temperatura ambiente hasta compïetar 168 horas de reducción.

Se agregó ácido acético giacial gota a gota para destruir e] exceso de

borohidruro y se ajustó e] pH a 7,5 con bicarbonato de sodio. La soïución

se 11evó a 10,0 m1 y se agregó metaperiodato de sodio (30 mg). La mezcia

se mantuvo 96 horas en 1a oscuridad a temperatura ambiente. E1 iodato de

sodio formado y e] exceso de periodato se eiiminaron por adición de formiato

de piomo (10 mg) a una aïicuota (2 m1) en baño de hieïo. La mezcïa se

mantuvo durante una noche a 4°, se centrifugó e] insoïubie y se dia1izó e]

sobrenadante en sistema cerrado contra agua destiiada (2 m1) durante 48 ho­

ras. La soiución externa (1 m1) se utiiizó para determinar formaidehido

por e] método de] ácido cromotrópico.

Preparación de] formiato de plomo: se disoivieron 3.0 q de acetato de plomo

trihidrato en 1a minima cantidad de agua caïiente y se agregó 1 m1 de ácido

fónmico. E1 formiato de plomoprecipitado se filtró y recristaïizó dos

veces de agua.

Determinación de fonnaldehido:

Se reaiizó de acuerdo con 1a técnica de Eegrive235

modificada por Lambert y Neish236.



324

Reactivos:

Soiución de ácido cromotrópico 0,2% en ácido suifürico 10M: se preparó

237 que consiste en disoiver 0,2 g de ácidosiguiendo 1a técnica de Mc Fadyen

cromotrópico (The British Drug Houses Ltd.) en 20 mi de agua y 11evar10 a

100 m1 en un matraz aforado por agregado de ácido suifürico 12,5M. La

soiución es estabie durante 2 a 3 semanas si se guarda en 1a oscuridad.

Su absorbancia a 570 nm contra un b1anco de agua destiiada no debe ser

superior a 0,1.

Solución patrón de formaidehido 0,05M: se obtuvo por oxidación de 0,15 miii­

moies de D-eritrito] disueitos en 2 m1 de agua con 2 m1 de soiución de meta­

periodato de sodio 0,3M en presencia de bicarbonato de sodio (2 m1 de solu­

ción 1M), La mezcia se dejó a temperatura ambiente durante 1 hora para

compietar 1a oxidación. Se agregaron 90 mg de formiato de piomo y se dejó

en refrigerador durante una noche. E1 precipitado se centrifugó y e]

sobrenadante constituye 1a soiución madre de formaidehido (0,05M).

Procedimiento:

A 1 m1 de 1a soiución de formaidehido (conteniendo

comomáximo 0,62 pmoies) se agregaron 10 m1 de reactivo de ácido cromotró­

pico. Se taparon Ios tubos con boiitas de vidrio y se caientaron en baño

de agua a ebuiiición durante 30 minutos. Los tubos se enfriaron a tempe­

ratura ambiente y se midió 1a absorbancia de 1a soiución a 570 nm. Se

reaiizó paraleiamente un bianco de agua destilada.

La cantidad de formaidehido producido se determinó

por referencia a 1a curva patrón. E1 grado de poiimerización se deter­

minó en base a 1a siguiente expresión:
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( 100 - a ) x c x y

100 x m x PM

donde:

c: peso de 1a muestra en (g/mï)

m: formaidehido producido (mol/m1)

y: es igua] a 1 si e] extremo reductor es una a1dohexosa unida

por 0-5, 0-6 u 0-2, o si es una aidopentosa unida por 0-5,

0-4 u 0-2, y es igua] a 2 si éste es una aidohexosa unida por

0-3 u 0-4, o si es una aidopentosa unida por 0-3.

a: porcentaje de proteina en 1a muestra

PM: peso moïecuiar de 1a unidad de monosacárido, ca1cu1ado cono­

ciendo 1a composición de 1a muestra y tomando los pesos moie­

cuiares de ios monosacáridos en 1a cadena como: hexosas. 162,

hexosaminas, 161, pentosas, 132 y desoxihexosas. 146.

Construcción de 1a Curva patrón:

A partir de 1a soiución madre de formaidehido (0,05M),

se prepararon por diiución soiuciones conteniendo 0.10, 0,20, 0,40 y 0,50

pmoïes/mi de formaidehido. Se reaiizó 1a determinación, por duplicado

en cada caso, graficándose 1a absorbancia en función de 1a concentración

de formaidehido (Fig. 8.10.).

B) Determinación de grupos terminales reductores:

Se reaiizó ap1icando e] método descripto por

Somogyi238’239.
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Fig. 8.10. Curva patrón obfisgida por el método de Eegríve235 modificado por
Lambert y Neish con formaldehído.

Reactivos:

Reactivo A: se disoivieron 7,5 g de sa] de Roche11e (tartrato de sodio y

potasio) y 7,5 g de carbonato de sodio anhidro en 50 m1 de agua caïiente.

Se añadieron primero 10 m1 de hidróxido de sodio 1My Iuego 2 g de suïfato

de cobre (II) oentahidrato disueitos en agua. La soïución se hirvió

para e1iminar e] aire.

Reactivo B: se preparó disoïviendo 45 g de suïfato de sodio anhidro en

120 m1 de agua hirviendo. La soïución también se hirvió.

Reactivo C: se preaparó mezcïando los reactivos A y B y agregándoies 2 g de

ioduro de potasio disueïtos en un pequeño volumen de agua y 1,5 g de iodato

de potasio 1M. A1 enfriar se 11evó a voïumen (250 m1).



327

Solución de ácido sulfúrico 1M: se preparó por dilución de ácido sulfúrico

concentrado (98%), Merck.

Solución de tiosulfato de sodio 0,005N: se preparó por dilución de una

solución 0,1N y se agregaron 2 ml de hidróxido de sodio 10%por cada litro

de solución, en el momentode diluir.

Solución patrón de D-manosa (1000 pg/ml) en agua destilada.

Indicador de almidón: se preparó disolviendo 1 g de almidón en la minima

cantidad de agua fria, se agregó agua caliente hasta completar 100 ml y la

solución se hirvió durante 1 minuto.

Procedimiento:

A 2 ml de solución de la 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 baño de

agua a ebullición durante 15 minutos. Se enfriaron a temperatura ambiente

y se les añadió 1 ml de solución de ácido sulfúrico 1Mcon agitación. Se

titularon con solución de tiosulfato de sodio 0,005N; cuando el color ama­

rillo del iodo disminuyó notoriamente se agregaron 0.2 ml de almidón 1%, y

se prosiguió la titulación hasta desaparición del color azul. Paralelamen­

te se efectuó la misma titulación con un blanco obtenido en las mismas con­

diciones con agua destilada.

Construcción de la curva patrón:

Dado que el componente mayoritario de todas las mues­

tras analizadas es la D-manosa, la curva patrón se construyó con este

monosacárido.
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Fig. 8.11. Curva patrón obtenida por el método de Somogyi238’239

D-manosa.
con

A partir de una soïución madre de D-manosa (1000 pg/mI)

se obtuvieron diiuciones conteniendo 50, 100. 150, 200. 250 y 300 yg/m].

Cada determinación se reaïizó por duplicado a1 iguaï que el blanco.

Se graficó 1a diferencia entre e] voïumende tiosuïfato

emp1eadopara titular e] bïanco libre de azúcar y e] emp1eadopara cada

testigo en función de 1a concentración de D-manosa (Fig. 8.11.). La

pendiente de 1a recta obtenida se ca1cu16 apïicando e] método de cuadrados

minimos y en base a este vaior se obtuvo e] grado de poïimerización empieando

1a siguiente expresión:

( 100 - a ) x 180 x p x c
G.P. =

PM x ( B - M )
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donde:

c: concentración de 1a muestra (pg/m1)

a: porcentaje de proteina en 1a muestra

B: voiumen de tiosuifato 0,005N empieado para tituiar e] b1anco

M: voiumen de üosuifato 0,005N empieado para tituiar 1a muestra

PM: peso moïecuïar de 1a unidad anhidro promedio ca1cu1ado como se

expiicó en ei caso anterior.

p: pendiente de 1a recta patrónI equivaïente de tiosuifato a

manosa (m1 de tiosulfato 0,005N que se consumen por cada pg

de manosa.

180: peso moiecuiar de 1a manosa

DETERMINACIONQE_LAÉ UNIONES QÏGLICOSIDICAS A SERINA ï¿Q_TREONINA

Se rea1izó un tratamiento alcaiino suave de una muestra

de ga1actomanano totai (GmT) de acuerdo con e] procedimiento descripto por

1240. Una soiución de 5,4 mg del producto en 4 m1 de hidróxido deMarsha]

sodio 0,1M se mantuvoatemperatura ambiente durante 240 horas.

Se registró e] espectro de absorción uitravioïeta de 1a

solución (Fig. 6,8,A) a intervaïos de tiempo reguïares de 15 minutos durante

1as tres primeras horas, de 1 hora durante ias siguientes 5 horas y 1uego

cada 24 horas. Se empleó como referencia una soiución de 1a fracción GmT

(5 mg) en agua destiiada (4 m1) y como bianco una soïución de hidróxido de

sodio 0,1M.

Se reaiizó paraleiamente e] mismotratamiento sobre una

solución (0.1 pmoïes/mi) de L-tirosina en hidróxido de sodio 0,1M,
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empïeando como referencia una soiución de 1a misma concentración de

L-tirosina en agua (Fig. 6.8.8).

METODOS QE_HIDROLISIS ACIDA TOTAL

Procedimiento I:

Las muestras (0,5-1,5 mg) secadas en desecador de vacio

sobre pentóxido de fósforo, se pesaron en viaïes de 3 m1 provistos de

cubiertas de Tefion. La hidróïisis se reaiizó siguiendo e] método de

1.241 que consiste en ca1entar1a durante 2 horas a 121° enAïbersheim y co

presencia de ácido trif1uoroacético 2M(0,2 m1) conteniendo mesoinositoï

como patrón interno (0,512 mg/mi). A1 cabo de ese tiempo, 1a solución

se dejó enfriar y se 11evó a seco en corriente de nitrógeno a 40".

Procedimiento II:

En e] caso del endospenna agotado (ver Tabia 8.1 ) que

pennanece insoiubie a1 ser tratado con ácido trifiuoroacético 2Ma 121°, se

reaïizó una hidrólisis previa con ácido su1füric0242.

A 2,7 mg de endospenma agotado (Em ) coïocados en un

via] de 5 m1, se ies agregaron 0,1 m1 de ácido su1fürico 72%y se dejó a

30° durante 1 hora con agitación ocasiona]. Se di1uyó con 2,8 m1 de agua

destiiada y se caientó a 95-98° durante 3 horas. Después de enfriar. 1a

soïución ácida se neutralizó con carbonato de bario. se separó por centri­

fugación e] sulfato de bario formado y se evaporó a presión reducida para

insoïubiïizar ias sa1es suspendidas. E1 hidroiizado asi obtenido se tomó

con agua (0,5 m1), se separó por centrifugación e] materia] insoiubïe y se



llevó a seco nuevamente, repitiéndose el tratamiento un par de veces más

para eliminar las sales de bario. El producto obtenido se sometió luego

al Procedimiento I de hidrólisis.

DETERMINACION CUANTITATIVA QE_LQÉ MONOSACARIDOS COMPONENTES MEDIANTE

CROMATOGRAFIAgfigfLIQUIDO

El análisis de los monosacáridos componentes de las

distintas muestras se realizó de acuerdo con los siguientes procedimientos:

A) Análisis de los metilglicósidos sililados:

Se llevó a cabo siguiendo el procedimiento descripto

por Reinhold243.

Preparación de los metilglicósidos:

Se realizó la hidrólisis total de las muestras por el

Procedimiento I, se llevó la solución a seco en corriente de nitrógeno y se

prepararon los metilglicósidos agregando 1 ml de solución de cloruro de

hidrógeno 0,5M en metanol anhidro (preparada por el procedimiento de Rees y

Hight193 por adición de 3,5 ml de cloruro de acetilo a 100 volúmenes de

metanol anhidro) y calentando a 65° durante 16 horas.

Paralelamente se realizó el mismoprocedimiento sobre

un blanco libre de muestra y sobre testigos de los distintos monosacáridos.

Se emplearon monosacáridos comerciales (The British Drug Houses Ltd.)

secados hasta peso constante: L-fucosa, L-ramnosa. L-arabinosa, D-xilosa,

D-manosa, D-galactosa, D-glucosa, clorhidrato de D-glucosamina y N-acetil­
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D-giucosamina. También se prepararon mezcias testigo conteniendo dos o

más de estos monosacáridos en iguaies proporciones.

Las muestras provenientes de 1a metanóiisis se 11evaron

a seco bajo corriente de nidrógeno y 1a N-acetiiación de los grupos amino

libres se efectuó disoiviendo e] materia] en 0,1 m1de piridina anhidra

(bidestiiada sobre hidróxido de sodio y guardada sobre hidruro de ca1cio‘ y

agregando 0,1 m1de anhidrido acético. La soiución se agitó durante 5

minutos y se 11evó a seco en corriente de nitrógeno. Se eiiminó 1a O-ace­

tiiación parcial producida refiujando con 1 m1de soiución de cioruro de

hidrógeno 0,5M en metano] anhidro durante 1 h. Después de evaporar e1

soïvente en corriente de nitrógeno, ias muestras se guardaron durante una

noche en desecador de vacio sobre pentóxido de fósforo e hidróxido de sodio.

Preparaciónde ios trimetiisiiiiderivados:

Los trimetiïsiiiïéteres se prepararon de acuerdo con 1a

técnica generai de Sweeiey y co].244 por dos métodos distintos:

Método I:

Reactivos:

Piridina anhidra bidestiiada sobre hidróxido de sodio y guardada sobre hidru­

ro de caicio en ausencia de qu.

Tri-Si] (Pierce)

Reactivo siiiiante: en e] momentode usario se mezcian 3 partes de reactivo

Tri-Sii con 10 partes de piridina.
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Procedimiento:

A 1a muestra y a los patrones provenientes de] trata­

miento anterior, se les agregó en e] mismovial 1 m1de reactivo siliïante

por cada 5 mg de muestra. La mezcia se agitó durante 30 segundos y se

coïocó en estufa a 65’ durante 15 minutos. La suspensión se dejó enfriar

y se centrifugó. Aiicuotas de l‘pï de] sobrenadante se inyectaron en e]

cromatógrafo.

Método II:

Reactivos:

Piridina anhidra (tratada de] modoantes indicado).

Hexametiïdisiïazano

Trimetiicïorosiïano

Ambosreactivos fueron usados ta] como se Suministran

comerciaimente.

Procedimiento:

Los metiïgïicósidos se suspendieron o disoïvieron en

piridina (1 m1 por cada 5 mg de muestra) en e] mismo via]. E1 via] se

tapó y se inyectaron hexameti1disi1azano (0,2 m1 por cada 5 mg de muestra)

y trimetiïclorosiïano (0,1 m1 por cada 5 mg de muestra). La mezcïa se

agitó durante 30 segundos hasta disoiución tota] de Ios hidratos de carbono

después de 10 cua1 se dejó a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Previo a su inyección e] cromatógrafo gaseoso 1as mezcïas se centrifugaron

durante 20 a 30 minutos.
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Cromatografíagas-1iquido(c.g.1.) de Ios metilglicósidos sililados:

Se emplearon columnas de vidrio (0,2 x 180 cm) re11enas

con 0V-17 a1 3% sobre Gas Chrom N-HP (ma11a 80-100) y un cromatógrafo

gaseoso Hewïett-Packard 5840 A equipado con un detector de 11ama duai y un

registrador Hewiett-Packard 5840 A GC.

Las corridas se hicieron con temperatura programada

entre 100 y 280° (8°/min) con un fïujo de nitrógeno de 30 m1/min. Las

temperaturas de inyección y detección fueron de 150°y 310°, respectivamente.

La veiocidad de] pape] se fijó en 0,2 cm/min y 1a sensibiiidad de]

integrador a1 cambio de pendiente en 0,2. En 1a Fig. 8.12. se observa un

cromatograma tipico obtenido en estas condiciones. Mediante 1a cromato­

grafía gas-1iquido de 105 meti1g1icósidos si1i1ados pudo detectarse 1a

presencia de N-acetiigïucosamina en varias muestras (ver Descripción de ios

Resuitados Obtenidos, Tabias 6.3.. 6.14., 6.19. y 6.31.).

Respuesta del detector
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Fig. 8.12. Cromatografía gas-líquido de los metilglicósidos sililados
obtenidos de la fracción S sobre 0V-17 al 3%.
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Paraïeiamente a cada muestra anaïizada se corrieron en

idénticas condiciones cada uno de 10s testigos detenninando los tiempos de

retención reiativos y ias áreas correspondientes a cada uno de 10s picos

característicos de cada monosacárido. Se determinaron 10s tiempos de

retención reiativos a1 mesoinositoi de cada uno de ios picos que presentaba

e] cromatograma de cada muestra y 1a identidad de ios monosacáridos se

determinó por referencia a 10s compuestos auténticos. verificándose por

co-cromatografia de ios patrones.

Se ca1cu1aron los porcentajes molares de cada monosacá­

rido presente en 1a muestra mediante 1as siguientes expresiones:

Aí x P x 180

nmoles/mg =

PMi x m x AP

donde:

Ai: área tota] de cada monosacárido (suma de ias áreas de todos

ios picos que origina cada monosacárido)

P z nmoies de patrón interno agregados (mesoinositoi)

180: peso moiecuiar de] mesoinosito]

peso de muestra (pg)

PM.: peso moiecuiar de] m0nosacárido en 1a cadena (peso moiecuiar

moiecuiar - 18)

A : área correspondiente a1 patrón internop

nmoiesi / mg
nmoies ï — x 100

zi: nmoiesí / mg
'l
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Comola proporción de 1as áreas de ios picos de ios

monosacáridos que presentan muitipïetes esconstante, 1a cantidad de mono­

sacáridoseyiaqueiïos casos en que hay superposición de picos de distintos

monosacáridos, se caicuió a partir de] pico o Ios picos no superpuestos.

B) Análisis de ios aiditoies acetiiados:

E1 anáïisis de Ios monosacáridos neutros se 11ev6

también a cabo por e] método cromatográfico de A1bersheim y c01.241.

Las muestras se hidroiizaron por e] Procedimiento I

antes descripto (pág. 330). Después de 11evar a seco e] hidroïizado se

10 disoivió en 0,2 m1 de hidróxido de amonio 1My se aoreaaron 2 mg de

borohidruro de sodio, manteniendo 1a mezcia a temperatura ambiente entre

2 horas y una noche. A1 cabo de este tiempo se agregó ácido acético

giacia] gota a gota hasta cese de 1a efervescencia, para eiiminar e]

exceso de borohidruro. La soiución se 11evó a seco en corriente de nitró­

geno a 50° y se hicieron cinco agregados sucesivos de metano] (0,5 m1)

11evando a seco entre uno y otro agregado para eïiminar e] ácido bórico.

Los a1dit01es obtenidos se mantuvieron en desecador de

vacio sobre pentóxido de fósforo durante una noche, y finaïmente se acetiia­

ron con 0,5 m1 de anhidrido acético ca1entando durante 3 horas a 121°. La

mezcïa se enfrió, se agregaron 0.2 m1 de agua y ïuego 0,5 m1 de c10roformo;

1a mezcia se 1avó con agua (0.3 m1 x 4), 1as fases acuosas se juntaron y se

extrajeron con cioroformo (0,5 m1 x 2). Los extractos cïorofórmicos

unidos se secaron con suifato de sodio anhidro, se fiitraron y 11evaron a

seco en corriente de nitrógeno.

Paraieïamente se efectuaron un blanco 1ibre de muestra
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