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INTRODUCCION

E1 aïga roja Iridaea unduZosa Bory sintetiza, en función de

sus necesidades bioïógicas y ecológicas, un conjunto (sistema) de

carragenanos cuyas estructuras forman parte de lo que se ha denominado

una famiïia de poïisacáridos, es decir un conjunto con estructuras

variantes sin soïución de continuidad entre dos estructuras 1ïmite,

pese a que tomados individuaimente pueden presentar diferencias conside­

rables. Este concepto de "familia" ha sido muyútil, y'se espera

poder extenderio a1 ágar, para reïacionar asi los productos más impor­

tantes sintetizados por las aïgas rojas.

En un trabajo anterior se habia comenzadoa estudiar e]

sistema de carragenanos producido por este aiga cosechada en invierno

en las costas patagónicas. Se detenninó asi su distribución en función

de 1a solubiïidad de sus componentes en soïuciones de cïoruro de potasio

de diferente concentración, con lo que se obtuvo un panorama claro de

1a composición de] sistema, y se estudiaron en particuïar 1as llamadas

"fracciones intermedias".

La determinación estructura] en polisacáridos altamente

poïidispersos comoéstos tiene fundamentaimentesentido estadístico,

por 10 cua] los estudios realizados buscaron principaïmente reïacionar

Ios factores estructurales con propiedades como1a soiubiiidad y la

fonnación de geïes que dependen de 1as estructuras secundarias y

terciarias de estos productos,

Ademásde] mero interés académico de estos trabajos, e] valor

económico de 105 carragenanos introduce un interés práctico; dicho

vaïor depende precisamente de 1a capacidad de gelificar, y esa capacidad

se puede aumentar en algunos casos en forma sorprendente, mediante una



reacción sencilla. Es asi que puede comprenderse la importancia de la

determinación de las variables moleculares que inducen a la gelificación

y las que no lo hacen, y el conocimiento de la relación que existe entre

unos y otros productos.

En este trabajo de Tesis se encaró fundamentalmente el estudio

de otra fracción importante de dicho sistema, los carragenanos "solubles",

es decir aquellas moléculas solubles en cloruro de potasio 2M, limite de

concentración utilizada en el estudio de estos sistemas. La investiga—

ción de esos productos es la más complicada de todo el conjunto, dado

que : a) en la fracción "soluble" se acumulan tgggs_los carragenanos no

precipitables, y b) es previsible que -al menosen parte- dicha solubi­

lidad provenga de la presencia de zonas aperiódicas en las moléculas.

Estas dificultades explican los pocos antecedentes que existen del estu­

dio de estos productos.

El interés principal de este trabajo radica en:

a) El estudio de la composición de la fracción soluble a fin de obtener

evidencias sobre el tipg_de moléculas que la componen.

b) La identificación de los factores estructurales que determinan las

propiedades fisicas de los carragenanos, profundizando la búsqueda de las

zonas aperiódicas, su distribución y su influencia sobre la estructura

secundaria de la molécula.

c) Dados los resultados del item anterior, se investigaron los mecanismos

de gelación, la existencia de unidades de "doblado" (kinks) diferentes

de las conocidas por ser irreversibles, y su influencia en las estructu­

ras secundarias y terciarias de estos polisacáridos, y por ende sobre su

capacidad gelificante.

d) El hallazgo de métodos experimentales que pueden facilitar el estudio

de estos y otros productos, y aportar datos estructurales que con otras

técnicas se harian trabajosos y/o imposibles.



Los resuïtados obtenidos han sido fructíferos y han permitido

ampïiar considerablemente los conocimientos sobre 1as estructuras de

estos productos y las relaciones entre 1as mismasy sus propiedades.



Capítulo I

LAS ALGAS



GENERALIDADES

Dentro de 10 que ios botánicos denominan "aigas" existe un número de

vegetaies muy numeroso y diferenciado, que vive en e] mar, en aguas du1ces o

en terrenos semiacuáticos. Las hay uniceiuiares. pero también muiticeiuiares,

con diferenciación morfoiógica bien marcada; su tamaño puede variar entre 1 pm y

30 metros. Los caracteres reproductivos son diversos, ya que 1a reproducción

por esporas asexuaies móviies o inmóviies, en aigunos casos coexiste con repro­

ducción sexua]. Existe división directa en aigas uniceiuiares y fragmentación

de] taio (cuerpo de] aiga, carente de raiz, taiio y hojas) en aigunas piuriceiu­

1ares.

Es por eso que e] nombre ALGAresulta en si demasiado ampiio para acunar

comophvium a todas las especies, y 1a agrupación comota] es reaimente artifi­

ciai. E1 estudio taxonómicotienen entonces gran importancia para distinguirias.

TAXONOMIA DE ALGAS

Los criterios taxonómicos son muy diversos, y han dado origen a numerosas

controversias que aün hoy subsisten. Antiguamente1 se hablaba de una división

(Thaiiophyta) que abarcaba a aigas y a hongos. Las aigas, a su vez, podian

dividirse según e] coior de sus pigmentos en cuatro clases: verdes, verde-azula­

das, pardas y rojas.

ClasificaciOnes más modernas dividieron a ias aigas en diez ciaseszz

cioroficeas, dinoficeas, rodoficeas, sifonaies, feoficeas, baciiarioficeas,

crisoficeas, xantoficeas, criptoficeas y cianoficeas. Estudios taxonómicos

posteriores han agregado a esas ciases a ias eugienoides y 1as caroficeas, y

eliminaron ias sifonaies. De cuaiquier modo, ias diferencias eran tan marcadas

en algunos casos que aicanzaron para transformar ias ciases en divisiones (phyia),



pese a que aün subsisten diferencias entre los distintos textos. Las modifica­

ciones se fueron sucediendo; en una ciasificación aceptada en 1982 se determinó

1a presencia de 10 divisiones y 17 clases3:

División 1: PROCHLOROPHYTA

Ciase ünica: PROCHLOROPHYCEAE,introducida en 1976 para una única especie (

Prochloron didemni ), y cuya separación de 1as Cyanophyta ha sido criticada.

División 2: CYANOPHYTA(algas azui-verdosas)

Ciase ünica: CYANOPHYCEAE,antes 11amada MYXOPHYCEAEy también SCHIZOPHYCEAE, con

150 géneros y más de 1.200 especies cuya ciasificación está discutida. Siïva3

acepta 1a presencia de cinco órdenes: Chroococales ( Anacystis, Aphanocapsa,

GZoeocapsa, Chroococcus, Microcystis, ChZorogZoea, TubieZZa ), Chamaesiphonaïes

( Chamaesiphon, Siphononema, CZastidium, Cyanocystis), P1eurocapsa1es I HyeZZa,

Dermocarpa, PZeurocapsa, Hydrococcusfl, Nostocaies ( Arthrospira, Lyngbya,

OsciZZatoria, Phormidium, Anabaena, Nostoc, CaZothrix, Rivularia, Scytonema) y

Stigonemataïes ( Stigonema, Loriella, Mastigocladus, Capsosira). Algunos

autores1 inciuyen 10s dos üitimos órdenes en Hormogonaïesy Osciïiatoriaies.

División 3: RHODOPHYTA(aigas rojas)

Ver 1uego (pag. 9 ) 1a ciasificación.

División 4: CRYPTOPHYTA(criptomonadas)

Clase única: CRYPTOPHYCEAE:comprende unos pocos organismos unice1u1ares, de

dudosa inclusión entre las algas. Comprendedos órdenes: ias Cryptomonadales

( Chilomonas, Cryptomonas, HiZZeaJy Tetragonidiaïes {Tetragonidium}.

División 5: CHLOROPHYTA

1ra.C1ase: PRASINOPHYCEAE,c1ase de fitofiageiados relativamente nueva, cuyos

miembrosantes se distribuian entre las cioro- , cripto- , criso- y xantoficeas.

Se divide en cinco órdenes: Pedinomonadaïes (Pedinomonas) , Nephroselmidaïes (

DoZichomastis, Nephroselmis), Pterospermataies ( Coccopterum,Pterocystis),
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Pyramimonadaïes ( Asteromonas, Halosphaera, Prasinochloris ) y Prasinociadaïes (

Prasinocladus, Tetraselmis, Platymonas).

2da.c1ase: CHLOROPHYCEAE,de las algas verdes, compuesta por 450 géneros y 6500

especies, casi todas de agua duïce. Pese a 1as controversias, hay que reconocer

hoy su división en dieciseis órdenes, agrupabies en cuatro subciases. Los

órdenes son: Voïvocaïes ( Chlamydomonas, Hematococcus, Gonium, Vvaox ), Tetraspo­

rales (Gloeocystis, Tetraspora ), Chïorococcaïes(ChZorococcum,Hydrodictyon,

Pediastrum, ChZoreZZa,Coelastrum, Oocystis, Prototheca, Scenedésmus ), Chïorosar­

cinaïes ( Chlorosarcina, PZaonphyZa,Tetracystis ), Uïotrichaïes ( Microspora,

Stichococcus, UZothrix ), Uïvaïes (Enteromorpha, UZva, Ulvaria), Chaetophoraïes

(Chaetophora, CoZeochete, UZveZZa), Trentepohliaïes (Trentepohlia), Sphaero­

pïeaies (Sphaeroplaea), Prasiolales 0 Schizogonia]es(PrasioZa, Schizogonium),

Cïadophoraies (Basicladia, Chaetomorpha, Cladophora), todos eïios agrupados en

1a subcïase Chlorophycidae; Oedogoniaies (Bulbochaete, 0edogonium),de 1a subclase

Oedogoniophycidae; Zygnemataies, antes 11amadas conyugadas ( Spirogyra, Cosmarium,

Desmidium, Euastrum, Penium, Hoya, Spirotacnia ) de 1a subcïase Zygnematophy­

cidae; Siphonociadaïes ( Valonia, Dictyosphaeria), Cauierpaies (CauZerpa, Bryopsis,

Codium, Derbesia, Chlorodesmis, Halimedh ) y Dasyciadales ( Dasycladus,

Acetabularia ), agrupados en 1a subcïase Siphonociadophycidae. anteriormente com­

prendidas en 1a ciase sifonaïesz.

3ra.c]ase: CHAROPHYCEAE,compuesta por un ünico orden: 1as Charales y una ünica

famiiia: Characeae. Los 200 carófitos vivientes se agrupan en seis géneros de

105 cuales son fundamentaies Chara y NiteZZa. Se ias conoce como ovas o brozas

de agua4.

División 6: EUGLENOPHYTA

Clase única: EUGLENOPHYCEAE,compuesta por ias eugïenoides, especies uniceïulares de

aigas flageladas, con cerca de 500 especies. A1 orden fundamenta], Eugïenaïes (

Astasia, Euglena, Phacus J, se agregaron otros cinco : Rhabdomonadales (
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Rhabdomonas,Mbnoidium), Eutreptiales(Eutreptia, Dístigma), Sphenomonadales

( Anisonnma, Calycimonas, Petalomonas, Sphenomonas), Heteronematales ( Dinema,

Ehtosiphon, Urceolus ) y Euglenamorphales ( EugZenamorpha ).

División 7: CHROMOPHYTA,que agrupa algas de diversos tipos, antes Separadas.

1ra.Clase: CHRYSOPHYCEAE,o algas doradas, con 80 géneros y 300 especies, dis­

tribuidas en once órdenes: Chromulinales o Chrysocapsales ( Qhromulina,

Gloeochrysis, Phaeaster, Hydrurus), Chrysosphaerales (Chrysosphaera ),

Rhizochrysidales ( Chrysamoeba,Heliapsis, Stylococcus), Chrysosaccales (

Phaeosphaera), Phaeoplacales ( Chrysonema, Phaeoplaca ), Ochromonadales (

Ochromonas,Dinobryon, Microglena, Synura), Chrysapiales (Chrysapion),

Phaeotamniales ( Apistonema, Nematochrysis), Sarcinochrysidales (Phaeosaccion,

Sarcinochrysis, Chrysomeris), Bicosoccales (Bicosooca, Hydracophysa ),

y Pedinellales ( ApedineZZa,Palatinella, PedineZZa ).

2da.Clase: DICTYOCHOPHYCEAEo SILICOFLAGELLATOPHYCEAE,grupo relativamente

nuevo y escaso que comprende únicamente al orden Dictyochales, con una ünica

familia y cuatro géneros: Dictyocha, Distephanus, Mbsocena, Octactis.

3ra.Clase: BACILLARIOPHYCEAE,de las diatomeas, caracterizada por tener una

pared silicificada (früstula). Es la clase más numerosa, ya que dentro de

170 géneros engloba más de 6.000 especies. Se divide en dos subclases: las

Centrobacillariophycidae (llámadas también céntricas o centrales) y las Penna­

tibacillariophycidae ( pennadas o pennales). Las primeras se subdividen en

tres órdenes: Eupodiscales o Discales ( Coscinodiscus, CchoteZZa, Lauderia,

Skeletonema, Thalassiosira ), Rhizosoleniales o Soleniales ( Rhizosolenia,

Dítylum ) y Biddulphiales (Biddulphia, Lithodesmium ). Las Pennadas, compren­

den siete órdenes: Fragilariales ( TabeZZaria, Fragilaria, Opephora), Euno­

tiales (ActineZZa, Desmogonium), Achnanthales(Achnanthes, Cocconeis),



Navicuiaïes (Amphipleura, Navicula, Pinnularia, Amphora, CymbeZZa,Gomphonema ),

Epithemiaies (Denticula, Epithemia ), Baciliariales o Nitzchiaïes ( BaciZZaria,

Nitzchia, Hantzchia ) y Surireïïaïes ( Cymatopleura, SurireZZa ).

4ta.C1ase: PHAEOPHYCEAEo aïgas pardas; antiguamente representaba un phyium con

tres ciases: Isogeneratae, Heterogeneratae y Cyclosporeae. Hoy3se aceptan

quince órdenes agrupados en tres subcïases para e] mi11ar de eSpecies que 1a

componen; 1a subclase Phaeophycidae engïoba los siguientes órdenes: Ectocarpa­

ies ( Ectocarpus¿ Giffbrdia ), Raifsiaies ( Nemodenma,Analipus), Chordariaies

( Chordaria, EZachista), Sporochnaies ( Sporochnus, Nereia), Desmarestiaies (

Desmarestia, Arthrocladia ), Cutieriaies ( Cutleria ), Sphaceiariaïes(HaZopteris,

Sphacelaria, Cladostephus), Tiiopteridaïes ( Huplospora, Tilopteris ), Dictyosi­

phonaies ( Dictyosiphon, Punctaria, Coiloderma), Scytosiphonaïes ( Scytosiphon,

PetaZonia ) y por üïtimo Laminariaies (Chorda, Costaria, Laminarïa, Macrocystis,

Nereocystis, AZaria, EckZonia, Undaria, Lessonia ); en éste último órden las

familias Laminariaceae y Lessoniaceae son conocidas por 1a producción de] ácido

aiginico. La subciase Dictyotophycidae comprende a1 órden Dictyotaïes (

DictyOpteris, Dictyota, Padina ); 1a subclase Fucophycidae que se corresponde

con 1a antigua ciase Cyclosporeae , comprende tres órdenes: Ascoseiraïes (

Ascoseira), Fucales, productoras en muchos casos de fucoidina ( Hbrmosira, Fucus,

Ascophyllum, Himanthalia, Cystoseira, Halidrys, Sargassum) y Durviliaeaies (

DurviZZaea ) .

5ta.C1ase: XANTOPHYCEAEo aigas amarilïo-verdosas, antiguamente 11amadas Hetero­

Akontae; comprende400 especies distribuidas en seis órdenes: Rhizochioridaies

Myxochloris, RhizochlorisL Chïoramoebaies o Heterochïoridaies ( Nephroahloris,

Chloramoeba,Polykyrtos ), Heterogïoaies (Pelagocystis, Gloeochloris ),

Mischococcales 0 Heterococcaïes ( Chlorosaccus, Dioxys, Mischococcus, Monodus
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entre muchosotros ), Tribonemataies o Heterotrichaies ( Heterotrichella,

ïïibonema, Heterothrix, BumiZZeria), y Vaucheriaïes o Heterosiphonaies (

Vaucheria, Botrydium ).

6ta.C1ase: RAPHIDOPHYCEAEo CHLOROMONADOPHYCEAE,pequeña clase de organismos

uniceiuiares bifïageiados, compuesta por un ünico órden, Raphidomonadalesy

dos famiïias para sus diecisiete géneros. Los principales son: Reckertia,

Buphidomonas, Trentonia, Vacuolaria, HorneZZia.

División 8: EUSTIGMATOPHYTA

Ciase única: EUSTIGMATOPHYCEAE,recientemente separada de las Xantpphyceae,

y a 1a que se agregaron aïgunas especies de Chiorophyceae, totaïizando doce

eustigmatófitos. Los tres géneros que 1a integran son Chlorobotrys,

Pseudocharaciopsis y Vischeria.

División 9: HAPTOPHYTA

Ciase única: HAPTOPHYCEAEo PRYMNESIOPHYCEAE,también recientemente escindidas

de las Chrysophyceae. Comprendetres órdenes: Pavlovaïes ( Díacronema,

Puvzova ), Prymnesiaïes ( Chrysotila, Phaeocystis, Isochrysis, Prymnesium),

y Coccoïithophoraies o Coccosphaeraies ( Ochrosphaera, Chrysonema, Calcidiscus,

Hymenomonas,Pleurochrysis entre muchos otros ).

División 10: DINOPHYTA,antes 11amado PYRROPHYTA

Ciase única: DINOPHYCEAE,inciuye cerca de 150 géneros y 1.000 especies de

dinoflageiados. Se divide en dos subcïases, que antes se consideraban clases:

las Desmophycidae (antes Desmophyceaeo Desmokontae) con 5610 treinta especies

repartidas en cuatro órdenes: Desmomastigales (Desmomastix, Adinomonas ),

Prorocentrales ( Prorocentrum ), Protaspidaies (Protaspis ) y Desmocapsaïes

( Desmocapsa); las Dinophycidae, con doce órdenes: Blastodiniales ( Diplomorpha,

Haplozoon ), Chytriodiniaies (Chytriodinis), Gymnodiniaies ( Amphidinium,

Gymnodinium,Oxyrrhis), Peridiniaies (GZenodinium, Peridinium, Gonyaulax ),
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Dinophysaïes ( Dinophysis, Dinoceras, Oxyphysis), Noctiïucaïes (.Noctiluca),

Gïoeodiniaïes ( GZoeodinium ), Dinamoebaïes ( Dinamoeba ), Pyrocystales (

Diplodinium, Pyrocystis ), Phytodiniaïes ( Cystodiniwn, Dinococcus, Tetradinium

), Zooxanthellales ( 'Endodinium, ZooxantheZZa) y Dinotrichaïeswinothrix,

Dinoclom'um ).

Tambiénse inciuyen en esta división tres clases de monadasparásitas,

pero que no se consideran aïgas: 1as Ebriphyceae, Elïobiophyceae y Syndiniophyceae.

Se han efectuado aïgunos estudios quimiotaxonómicos generaïes, que permi­

ten diferenciar algunas clasesz’3 sobre 1a base de Ios siguientes componentes:

Cïorofiïas: todas las c1ases contienen cïorofila-a ; además, las cïoroficeas

contienen importantes prop0rciones de clorofiïa-b, que también se encuentra en

procïoro- , prasino- , caro- y eugïenoficeas. Existe c1orofi1a-c en cripto- ,

dictioco- , baciïario- , feo- , xanto- , rafido- , hapto- y dinoficeas.

Carotenos: salvo Ias criptoficeas, en las que priva e] (I-caroteno, e] resto

tiene como componente principa] a] B-caroteno. Hay también cantidades menores

de (x-caroteno en rodo- , prasino- y cloroficeas y Y-caroteno en esta última

clase.

Xantofilas: son muy variadas en pr0porción y número; 1as fundamentales son: de

cïoro- , caro- y rodoficeas 1a Iuteina ; de feo-, rafido- , hapto- , criso- y

bacilariofíceas 1a fucoxantina; de eustigmatoficeas 1a vioïaxantina; de dinofi­

ceas 1a peridinina; de cianoficeas 1a mixoxantina; de criptoficeas 1a aloxantina;

de prasinoficeas 1a sifoneina y de xantoficeas 1a diadinoxantina.

Ficobilinas: en las rodoficeas 1a principa] es 1a r-ficoeritrina, y ïes da color

rojo; en las cianoficeas 1a c-ficocianina que da coïor azul.

Productos de reserva: tienen grasas y aceites las baciïarioficeas y xantoficeas ;

1eucosina 1as crisoficeas , manito] Ias feoficeas, a1midónde fïorideas y fïoridó­

sido ( 2-gliceri1-(r-D-gaiactopiranósido) 1as rodoficeas ; casi todo e] resto
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contiene aïmidón y otros glucanOS con uniones cr-(l-94), aunque las eugieno- ,

hapto- , criso- , baciïario- y feoficeas presentan glucanos con uniones fi-(l-a3)

(1aminarano, crisoiaminarano, paramiïón).

Polisacáridos de pared: en las cripto-, eugleno- , dictioco- , rafido- y hapto­

ficeas no hay pared ce1u1ar; en otros casos hay predominio de 1a ceiuiosa

(rodoficeas florideas, cloro- , caro- , criso- , feo-,xanto- y dinoficeas ),

acompañadade materia] péctico (crisoficeas ), galactanos sulfatados (rodoficeas

fiorideas ), ácidos aïginicos y mucopoïisacáridos suifatados (feoficeas ).

Existen pectinas y mucopoiisacáridos en cianoficeas; xiianos y mananosen

rodoficeas bangioficidas y cloroficeas ; en muchoscasos 1a pared está

ca1cificada o silicificada.

LAS RODOFITAS

Las rodófitas son en un 95 %marinas. Son de agua du1ce los géneros

Batrachospermum, Lemanea, Hildenbrandtia entre otros y hay géneros que son

indistintamente de mar o agua dulce. La ünica clase, RHODOPHYCEAEse divide

en dos subciases que en aïgün momentose elevaron a 1a categoria de clases;

se componede 560 géneros y cerca de 4.000 especiese’s.

Subcïase 1ra: BANGIOPHYCIDAE.Son 1as más senciïlas; inc1uyen 25 géneros y

100 especies, agrupadas en cinco órdenes:

OrdenPorphyridiaïes: inciuye 1a familia Porphyridiaceae (Porphyridium ), uni­

celulares que a veces forman agregados muci1aginosos irreguïares.

OrdenGoniotrichales: fiïamentosos, con 1a famiiia Goniotrichaceae (Goniotrichum )

y Phragmonemataceae ( Phragmonema, Fyanodesma ).

Orden Bangiaïes: e] más importante, con dos familias: Erythrupeïtidaceae (

smithora, Erythrotrichia ) y Bangiaceae ( Bangia, Porphyru ), siendo estos

dos üitimos géneros los más importantes y conocidos por 1a producción de]
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porfirano, muciïago exnensamente estudiado.

Orden Compsopogonales: con 1a familia Compsopogonaceae (Compsopogon ).

Orden Rhodochaetaies: con 1a familia Rhodochaetaceae y e] único género

Rhodochaete.

Subcïase 2da.: FLORIDEOPHYCIDAE.Es 1a más importante; Ios seis órdenes origi­

naïes5 ahora han sido ampiiados a die23:

Orden Acrochaetiaies: es e] más primario; formaba parte antiguamente de las

Nemaïionaïes, comofamiïia (Acrochaetiaceae o Chantransiaceae). Agrupa

cinco géneros, de los cuaies Ios principales son Acrochaetium y Rhodochorton.

Orden Nemaïiaies (antes Nemaïionaies): sufrió varias divisiones, que originaron

los órdenes Acrochaetiaies, Chaetangiaïes y Bonnenaisoniaïes. Aigunas espe­

cies son de agua du1ce. Se divide en cinco familias: Batrachospennaceae (

Batrachospermum, Tuomeya ), Lemaneaceae (Lemanea ), Helminthociadiaceae (

Hebninthocladia, Nemalion, Liagora ), Thoreaceae ( Thorea ) y Naccariaceae

( Naccaria ).

Orden Chaetangiaïes: también originado en e] anterior, sóïo compuesto por 1a

familia Chaetangiaceae ( Chaetangium, Galazaura, Scinaia).

Orden Geiidiaies: incïuye únicamente 1a famiïia Ge1idiaceae, conocida por 1a

producción de ágar; comprende 11 géneros y 70 especies ( Acanthopeltis,

GeZidium,Pterocladia ).

Orden Bonnemaisoniales: fonnó parte de las Nemaïionaïes5 e inciuye sóïo tres

géneros: Asparagopsis, Bonnemaisonia y Delisea.

Orden Cryptonemiaïes: comprende 100 géneros y 900 especies, distribuidas en doce

famiïias: Dumontiaceae ( DíZsea, Dumontia, Dudresnaya), Rhizophy11idaceae (

Rhizophyllis, Ochtodes ), Poïyideaceae ( Rhodopeltis, Polyides ), Squamariaceae (

Peysonnelia ), Hiidenbrandtiaceae ( Hildenbrandia ), Cora]1inaeceae(EpiZithon,

Lithothamnion, Lith0phyllum, CoraZZina, Melobesia, Bossiella entre muchos otros ),



Endocladiaceae ( GZoiopeZtis ), Tichocarpaceae ( Tichocarpus ), Cryptonemia­

ceae o GrateïoLpiaceae ( Gratelonpia, PhyZZimenia, Aeodbs, Cryptonemia ),

Gioiosiphonaceae (GZoiosiphonia ), Caiiymeniaceae ( Callophyllis ) y Choreoco­

iaceae (Choreocolax ).

Orden Gigartinaies: comprende 80 géneros y cerca de 800 especies, y según

5’6 se divide en veintiún famiiias: Graciiariaceae ( Gracilaria,Kyiin

GeZidiopsis ), Cruoriaceae(PetroceZis, Cruoria ), Nemastomataceae(Nemastoma,

Schizymenia ), Caïosiphoniaceae ( CaZosiphonia ), Sebdeniaceae(Sebdenia),

Piocamiaceae ( PZocamium), Sphaerococcaceae ( Caulacanthus, Sphaerococcus),

Stictosporaceae ( Stictosporum ), Sarcodiaceae ( Sarcodia, Nizymenáa),

Furceiïariaceae ( FurceZZaria, Neurocaulon ), Soïieriaceae ( Sarconema,

OpuntieZZa, Agardhiella, Solieria, Eucheuma,Anatheca ), Rissoeiiaceae (

Rissoella ), Rhabdoniaceae ( Catenella, Rfiabdonia ), Rhodophylïidaceae (

Rhodophyllis, Acanthococcus ), Hypneaceae (Hypnea ), Mychodeaceae ( Mychodea

), Dicranemaceae ( Dicranema ), Acrotyiaceae ( Acrotylus ), Phyilophoraceae (

Phyllophora, Ahnfeltia ), Gigartinaceae (Chondrus, Iridaea, Rhodoglossum,

Gigartina ) ( e] género Gigartina 5610 ya comprende noventa especies ), y

Chondrieilaceae ( Chondriella).

Orden Rhodymeniaies: comprende 35 géneros y 200 especies distribuidas en dos

famiiias: Lomentariaceae ( Lomentaria ) y Rhodymeniaceae ( Hymenocladia,

Botyrocladia, Rhodymenia, Chrysymenia, .Eïythrocolon, Fauchea ).

Orden Paimariaies: recientemente introducido para los géneros Coriophyllum,

Halosaccion, Leptosarca, Palmaria y Rhodophysema, antiguamente inciuidos

entre las Cryptonemiaies ( famiiia Squamariaceae ) y Rhodymeniaies.

Orden Ceramiaies: con 200 géneros y casi mi] especies, a este órden se lo divide

3’5 : Ceramiaceae ( Callithamnion, Ceramium, Corynospora,en cuatro famiiias

Ptilota, Microaladia, Plumaria ), Dasyaceae ( Heterosiphonia ),

Deiesseriaceae ( Delesseria, Phycodrys, PoZyneura, Botryoglossum, Nitrophyllum,



Membranoptera ) y Rhodomeïaceae ( Chondria, Digenea, Laurencia, Odonthalia,

Pbesiphonia, RhodomeZa).

REPRODUCCION DE LAS FLORIDEAS

Las rodófitas, y especiaimente las fïorideas están entre 1as aïgas de

más elevada organización ; 1a mu1tip1icación de las mismas es muy diferente en

los distintos órdenes.

Presentan reproducción sexua] ( oogámica) y asexua] ; rara vez se repro­

ducen por fragmentación de] taïo. Los órganos sexuales mascuiino y femenino

se lïaman espermatangio y carpogonio, respectivamente ; tienen también órganos

reproductivos asexuaïes . Dei espermatangio ( o espermatocisto) saïen 105

espermacios o gametas mascuiinas inmóviies; éstas son 11evadas por ias aguas y

11egan a 1a planta femenina, 1a cua] como proïongación de su carpogonio presenta

una proyección externa 11amadatricógino ; a] 11egar e] espennacio se produce

1a fecundación. Se forma una cigota u oóspora que genera filamentos gonimo­

bïásticos cuyas cé1u1as terminaïes producen 1as carposporas; éstas pueden for­

marse directa o indirectamente, en e] üitimo caso e] nücïeo cigótico se trans­

fiere a una célula auxiiiar formada antes o después de 1a fecundación; todo

ese conjunto de céiulas se denominacarposporofito. En Ias fiorideas más

senciïïas se produce 1a división meiótica de 1a cigota de modoque e] carpospo­

rofito origina carposporas haploides. En e] resto de las fïorideas, en cambio,

1a cigota genera un carposporofito diploide por mitosis, sus carposporas también

son dipioides y en Iugar de producirse a partir de e11as e] gametofito (pianta

sexua] ) se origina otro vegeta] autónomo,e] tetrasporofito, dipïoide. Es

aqui donde se produce 1a meiosis para dar tetraspOras haploides que originan e]
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gametofito. Existe entonces alternancia entre una generación sexual ( el

gametofito ) y una fase (el carposporofito), aunque en la mayoria (trigenética )

no puede haber producción directa del gametofito a partir del carposporofito

sino por intermedio de una tercera generación: la tetrasporofítica. El ciclo

vital resulta:

I

‘MK'J- TETRASPOROFITO

TETRASPORAS “ético z“, CARPOSPORASdise , , z '
_//

GAMETOFlTOSk ' ' CARPOSPOROFITO
n 2ra

. es e '
espermatangno ___..v p rmac'o

carpogOnio __——. núcleo femenino

CLAVE TAXONOMICA DENTRO DE LAS FLORIDEAS

Fue Kylin5’6 quien estableció los criterios taxonómicos dentro de

cada orden. El origen de la clasificación está generalmente basado en la forma

de reproducción ; por ejemplo, dentro de las florïdeas, se dividen en 3 grupos:

a) Las que carecen de célula auxiliar.

b) Las que tienen la célula auxiliar preformada para la fecundación.

c) Las que producen la célula auxiliar a partir de‘la base del talo luego de

la fecundación.

6 en el grupo (a) las que presentanCon los seis órdenes de Kylins’

generación carposporofitica haploide son las NEMALIONALES;las que presentan el

estado tetrasporofítico son las GELIDIALES. En el grupo (b) existen tres



variantes para 1a céïuïa auxiïiar: que ésta se encuentre en una división

accesoria (CRYPTONEMIALES),que actúe como cé1u1a auxiliar una céïuïa nonma]

de] talo (GIGARTINALES)o que se produzca a partir de un filamento bice1u1ar

de 1a base de] carpogonio (RHODYMENIALES). En e1 grupo (c) se ubica e] orden

CERAMIALES. Deben agregarse ahora, con 1a nueva clasificación, a] grupo

(a) las Acrochaetiaïes, Chaetangiaïes y Bonnemaisoniales, y a] (b) las Païma­

riaïes.

Dentro de] órden Gigartinales, existen tres criterios fundamentaïes

para la ciasificación:

a) Si e] gonimoblasto se genera de 1a parte interna o externa de] taïo.

b) Si los tetrasporangios están divididos en forma seriada o cruciada.

c) Si e] taïo es de construcción centra] (uniaxiaï) o es de tipo surtidor.

UBICACION TAXONOMICA DE LA IRIDAEA UNDULOSA BORY

La c1asificación de] aïga investigada es:

División: RHODOPHYTA

Cïase: RHODOPHYCEAE

Subcïase: FLORIDEOPHYCIDAE

Orden: GIGARTINALES

Familia: GIGARTINACEAE

Género: IFJDAEA

A partir de] trabajo origina] de descripción de] género Iridaea

7 en 1826, se han sucedido contro­por e] bióiogo francés Bory de Saint-Vincent

versias acerca de 1a exacta ubicación de 1a misma.

En primer lugar fue Levring8 en 1960 a1 estudiar 1a flora marina
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chilena , que determinó que las especies sudamericanas del género Iridaea

clasificadas por Bory necesitaban una revisión, ya que muchas habian sido

caracterizadas con unos pocos especimenes. Es más, el número de especies

podia reducirse considerablemente, quedando a lo sumo tres o cuatro, ya que

existían numerosas formas transicionales. Asi determinó que la Iridaea

undulosa Bory, la Iridaea ciZiata KUtzingy la Iridaea crispata Bory son

probablemente "formas ecológicas" de una misma especie, que en algün momento

se denominóIridaea augustinae Bory. De cualquier modo, Levring reconoció

que esa revisión no podia efectuarse con especies de herbario, ya que hubiese

necesitado de observaciones de campo.

Luego fue Kim9quien a fin de obtener su Doctorado evaluó la taxono­

mia de los géneros Chondrus,Gigartina, Iridbea, Rhodoglossumy Besa dentro

de las Gigartinaceae y estableció criterios taxonómicos adecuados para

distinguir los géneros y cada especie dentro de aquellos. Conese criterio

dedujo que la clave vigente hasta el momentoera inapropiada, concluyendo que

deberian existir sólo dos géneros entre las Gigartinaceae : Chondrusy

Gigartina, quedando Rhodoglossum e Iridaea comosinónimos de Gigartina ,

reclasificando y cambiando de familia a otros. Efectuó un estudio sumamente

detallado de todas las especies conocidas, concluyendo que los dos géneros

podiandiferenciarse por las siguientes caracteristicas:

Chondrus : plantas sin envoltura en el gonimoblasto; soros tetrasporongiales

formados en el medio de la médula; células medulares habitualmente cortas y

gruesas; células jóvenes del gonimoblasto elongadas, con sus filamentos

entrelazados con células alargadas de los filamentos femeninos.

Gigartina : plantas con envoltura en el gonimoblasto; soros tetrasporongiales

formados en cualquier nivel del talo; células medulares delgadas; células jó­

venes del gonimoblasto habitualmente redondeadas; filamentos no entrelazados.



Las pequeñas diferencias existentes con Ios géneros Iridaea y Rhodoglossum

se descartan y 1a Iridaea undulosa Bory resuitaria recïasificada como

Gigartina undulosa(Bor_y) Kim.
10En cambio, un grupo chiieno que realizó un estudio posterior sobre

las algas Iridaea boryana, I.Zaminarioides, I.caespitipes, I.crispata
9 . .,

y su inc1u51onI.ciZiata e I.unduZosa se manifestó en desacuerdo con Kim

de esas especies en e] género Gigartina.

Caracterizaron para eiio a1 género Iridaea de acuerdo a 1a siguiente

descripción: talo membranosocon una o más frondes erectas creciendo de un sostén

adhesivo discoida]; dicho fronde es muitiaxiai y tiene un ápice agudo y una base

redondeada; 1a estructura histológica presenta una médula fiiamentosa y una

corteza compuesta de fiiamentos anticiinaies iateraïmente adjuntados formando1a

epidermis de 1a-capa externa; 1a planta tetraspórica heterotáiica con soros

encastrados y tetrasporos con división transversa]; 1a cistocárpica con cisto­

carpos giobosos, encajados y distribuidos en 1a superficie de 1a fronde con o

sin pericarpo; una rama carpogonia] triceluiar; e] soporte actúa comocéïuia

auxiiiar y produce e] gonimobïasto; tiene comohábitat 1as costas rocosas.

De cualquier modo, observando Ias especies 'coinciden con Levring8

que Ias Iridaea boryana, Zaminarioides y caespitipes son 1a mismaaiga, mientras

1as I.crispata, I.ciliata e I.unduZosaconstituyen otro complejo. Todas estas

üïtimas tienen apófisis ribeteada, base de 1a fronde cuneada o reniforme con

emergencias simples (I.undulosa ), ramificadas (I.ciliata ); por otra parte 1a

I.crispata tiene base cordada con emergencias. De cuaïquier modo, son insegu­

ras ya que existen formas de transición cuando se examinan muchos especimenes

de] mismoIugar. Proponen comonombre prioritario Iridaea crispata Bory,

manteniendo a1 resto como sinónimos.



Capítulo II

LOS CARRAGENANOS



PRIMEROS ESTUDIOS

Todo lo concerniente a los cuatro periodos de la historia del

estudio quimico de los carragenanos ha sido recopilado convenientemente en

la Tesis Doctoral de la Dra. M.C.Matulewiczll.

Se habia dividido en un primer periodo, de "descubrimiento", en

el que inicialmente Schmidt, en 1844 aisló el mucilago de Chondrus crispuslz,

y luego estudios posteriores determinaron que se trataba de un galactano

sulfatado que contendria fructosa13'17, estimando en 28 %el contenido de
16 18 19

galactosa . Haas informaron al mismo tiempo -cercay Rusell-wells

de 1921- de la obtención de la entonces llamada "carragenina", comprobando

que se trataba de un éster sulfato de un galactano, en forma de sal cálcica.

Posteriormente los mismosautores20 describieron las condiciones en las

cuales se eliminaba el sulfato, y la resistencia mayor de un tipo de sulfato

respecto de otro al tratamiento con solución de hidróxido de sodio caliente.

Butler21 informó del aislamiento del mucilago y observó que al

dializar una solución de carragenina al 1 %contra cloruro de potasio acuoso,

el polisacárido gelificaba.

Luego se llegó a un segundo periodo, que comenzó a mediados de

la cuarta década de este siglo y correspondió a las primeras determinaciones

estructurales y al descubrimiento de mucilagos similares provenientes de

otras algas. En base a los primeros estudios de metilación de la carrage­

nina de Chondruscrispusse determinó la presencia de 2,6-di-0-metilgalactosa

y 2-0-metilgalactosa22, por lo que se supuso que el tipo de unión era (1—+3),

y en el C-4 de la galactosa estaba ubicado un éster sulfato. La forma



de unión fue confirmada posteriormente por metilación de la carragenina

desulfatadaz3 y por acetólisis, metilación y oxidación con periodat024. Pa­

ralelamente se descubrieron mucilagos provenientes de otras algas que

tenian caracteristicas similares a los del Chondpus,comenzandoa utilizarse
25-28

el nombre"carragenina" para todos ellos El análisis de los

mucilagos de Iridaea Zaminarioides y Chondrus oceZZatus hizo considerar la

29’30, aunque luego se optó

por la primera, adjudicándose la posición del sulfato a C-628.

posible presencia de uniones (1-—93) y (1-—94)

En el tercer periodo, que comenzó cerca de 1950 se demostró

experimentalmente la presencia de más de un "componente" en los carragena­

nos, y que aquellos podian separarse por la propiedad que tenia uno ( el

llamado l<-carragenano) de formar geles en presencia de cloruro de potasio

0,125 M, permaneciendo el resto ( A-carragenano) en solución31, Dos

trabajos anteriores ya daban cuenta de la polidispersión del mucilago32’33.

El ion potasio, utilizado para la gelificación podia reemplazarse por

cesio, rubidio o amonio, pero no por sodio o litio que no tenian efecto

alguno31’34. El método de fraccionamiento se aplicó a mucilagos de

diversas algas; también se demostró34 la polidispersión de los K- y A­

carragenanos al añadir gradualmente etanol a una solución del polisacárido;

se comprobóasi que el fraccionamiento con cloruro de potasio no estaba

ocasionado por el tamañodel polisacárido sino que las diferentes solubili­

dades reflejaban distintas composicioneso estructuras34,

Otro descubrimiento importante de este periodo estuvo dado por

el hallazgo de un nuevo azúcar constituyente de los carragenanos: la 3,6­

anhidro-D-galactosa, responsable de las anteriores reacciOnes positivas de
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35 y Iuego O'NeiH36 encetosas. En primer iugar, E.Perciva1 en 1954

1955 iograron determinar 1a presencia de este azúcar que fue dosado como

S-hidroximetiifurfurai, producto en e] que se transfonna cuantitativamente

por hidróïisis controlada36.

A partir de aiii comenzarona efectuarse estudios estructurales

37 deter­de las fracciones )<- y X- de] carragenano por separado; O'Neiïi

minó 1a estructura de] K-carragenano de Chondrus crispus : e] aisiamiento

por mercaptólisis parcia] de 4-0-B-D-ga1actopiranosi1-3.6-anhidro-D-ga1actosa

dietiiditioacetai con alto rendimiento y e] no consumode periodato sugerian

una estructura que fue 1a que luego se confirmó para e] Kecarragenano:

-»3)-B -D—0alp—4—sulfato-(1->4)—3,6-anhidro-c1—D-Galp-(1

Algunosestudios de este periodo intentaron describir estructuras

38,39 40’41 se ha informado de 1ade carragenanos con poco éxito , y en otros

existencia de poiisacáridos cuya estructura era simiïar a 1a de] K-carragenano.

Dei mismo periodo proviene 1a apiicación de 1a espectroscopia

infrarroja a 1a determinación de 1as posiciones de los grupos suïfato de]

polisacárido. Asi, trabajando con compuestos modeio se determinó que

además de 1a banda a 1240 crn'1 correspondiente a 1a tensión S=O e indepen­

diente de 1a posición de] suifato, existe una zona a 800-900 cm'1 que depende

38,41-45 que 105de 1a posición de] hidroxiio esterificado. Se conc1uy6

ésteres suïfato sobre hidroxi1os primarios absorben a 820 cm'l, ios ubicados

sobre hidroxiios secundarios ecuatoriaies a 830 cm'1 y ios que están sobre

secundarios axiaïes a 850 cm'l, Con e110 se confirmó 1a presencia de

unidades de gaiactosa-4-su1fato en e] K-carragenano44. La espectroscopia

infrarroja es hasta hoy una herramienta importante en ios estudios quimicos

de carragenanos, especiaimente en determinaciones estructuraies de productos



con uno o a 10 sumo dos tipos de sulfato.

En e] cuarto periodo, que comenzó cerca de 1963 se 11egó a 1a

conciusión que e] carragenano no es un producto puro ni una mezcïa de dos o

más poiisacáridos sino una verdadera famiïia de compuestos, con estructuras

y propiedades que varian continuamente dentro de 10 que podrian considerarse

extremos ideaiizados. Estos estudios fueron encarados paraïeïamente por

1a escuela ingïesa de Rees y 1a escueïa noruega de Haug.

La escue1a ingiesa, con más de una decena de trabajos pubïicados

en e] tema carragenanos y otros paraieïos, plantea 1a.posibi1idad de

reiacionar a Ios polisacáridos a través de una estructura básica variante,

en cambio 1a escuela noruega, con dos trabajos publicados. considera que e1

modeïo que se basa en 1as estructuras de] X- y K-carragenanos es una

"super-simp]ificación"46.

E1 probïema puede tener tres respuestas:

E1 carragenano consiste de sóio dos compuestos. químicamente bien defini­V
a

dos ( K y l. )

b) Consiste de tres o más fracciones bien definidas.

c) Consiste de una mezcia de molécuïas con una composición quimica variante,

sin solución de continuidad.

Mediante fraccionamiento con cioruro de potasio se demostró46 que

1a primera respuesta es faisa. Los trabajos de 1a escuela noruega apuntan

a confirmar 1a tercer aiternativa, mientras que 10 e1aborado por 1a escueïa

inglesa se acerca más a 1a segunda respuesta.

E1 fraccionamiento con cioruro de potasio permitió también a 10s

autores de 1a escuela noruega46 definir Operativamente tres fracciones: una

insoïuble, que precipita a concentraciones de cioruro de potasio menores que

0,125 My concuerda con 1a 11amada fracción K-, otra intermedia, que



precipita a concentraciones de cloruro de potasio mayores que 0,125 M, y

otra soiuble a todas ias concentraciones de cioruro de potasio (1a máxima

concentración utiiizada fue 1,5 M). Este sistema de fraccionamiento
47,48fue utiïizado paraieiamente en los trabajos de Cerezo y complementado

con e] tratamiento a1ca1ino de 105 productos49.

En e] anáiisis de estructuras de fracciones definidas aplicado

por 1a escuela ingïesa se Iiegó a constatar 1a estructura de] X-carragenano,
50,51tanto aprovechando e] tratamiento alcaïino de] mismo comomediante un

estudio de metiiaciónsz. Estudios posteriores 1a confirmaron por medio

de otros métodos

Se amplió 1a definición estructura] de] X-carragenano52 a un

poiisacárido exento de unidades de D-gaïactosa-4-su1fato y 3,6-anhidro-D­

gaïactosa en e] extremo de un espectro de estructura básica variante.

HO

RO

R: N 700/0 , 0/0H
Figura 1: X-carragenano.



Posteriormente 1a escuela ing1esa fue descubriendo nuevas

fracciones, aïgunas naturaïes y otras producto de] tratamiento aïcalino de las

primeras. Asi se definió un ¡A-carragenano (Fig.2) a través de un producto

53'55 refraccio­resuïtante de] tratamiento a1ca1ino de un carragenano soïubïe

nado con cloruro de potasio; e] L-carragenano, aislado de] alga Eucheuma

Spinosum56 (Fig.3); e] V-carragenano (Fig.4), obtenido tambien a través

de] tratamiento a1caiino y refraccionamiento de un carragenan057. y e] E ­

carragenano (Fig.5), presente en e] carragenano de Gigartina atropurpureasa.

_() SC)

Figura 2: ¡A-carragenano

- maso o
CH OH o

2 ' o 0/
N o

HO

L (‘3505 - n

Figura 3: L-carragenano
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Figura 4: ü -carragenano
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Figura S: E -carragenano

A1 mismo tiempo se confirmó 1a estructura de] K-carragenano pre­

viamente propuesta por 0'Ne1‘1137(Fig.6); se mencionó 1a posibiïidad que

aïgunas unidades de 3,6-anhidroga1actosa estén reempïazadas por otras de

ga1actosa 6-su1fato 6 ga1actosa 2,6-disu1fato y/o que otras de aqueïïas
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Figura 6: K -carragenano

unidades estén suifatadas en e] oxhidriio de] C-2. para poder explicar 1a

relación molar gaiactosa/ 3,6-anhidroga1actosa/ suïfato de 1:0,83:1,1759;

diversos estudios confirmaron la estructura propuesta53'59'61,

ULTIMOS ESTUDIOS

En Ios üitimos años, ios trabajos sobre carragenanos han sido

encarados desde un punto de vista fundamentaimente industria], con 1as

consiguientes interrelaciones botánicas y/o ecoiógicas (ver pag. 28 ),

pero sin mayores estudios estructuraies.

Sin embargo, un grupo de] Instituto Zeïinsky de Moscú, a cargo

de Anatoiy I.Usov comenzóen 1967 1a pubiicación de una serie "Poiisacáridos

de aïgas" en 1a revista iocai ZhurnaZ Obshchei Khimii , y posteriormente,



tras su creación, en Bioorganicheskaya Khimiya . La serie, que comprendió

32 articulos hasta 1981 se abocó a estudios estructurales de diversos polisacá­

ridos de algas, fundamentalmente rodófitas. Los estudios incluyeron

análisis previos, fraccionamientos, métodosdegradativos parciales (desulfata­

ción solvolïtica, metanólisis, acetólisis, tratamiento alcalino, hidrólisis

parcial l, análisis por metilación y en los últimos años. espectroscopia de
13resonancia magnética nuclear de C.

Si bien la mayor parte de los polisacáridos estudiados eran

galactanos sulfatados con cantidades variables de 3,6-anhidrogalactosa. muchos

de ellos no podian definirse comocarragenanos, algunos debido a la presencia

de unidades metiladas, comola ZeO-metilgalactosa en el polisacárido de

¿dirigía Pacifican"68 o la 6-0-metilgalactosa en el polisacárido de OdonthaZz’a

69.70;COPyMbiféra bautizado odontalano otros debido a la presencia de

unidades de L-galactosa, comoen el polisacárido de Grateulopia divaricata7l'74,

u otras unidades L- en polisacáridos agaroides comoel de Rhodomela Zariz75’76,

De cualquier forma, los polisacáridos extraídos del alga Tichocarpus
77-79

crínitus tienen estructuras tipicas de carragenanos Para el X­

carragenano de alli obtenido los autores determinaron una desviación de la

estructura alternante ideal por degradación de Smith del producto desulfatado;

dada la aparición de ácido fórmico y el rendimiento relativamente bajo en

2-0-fl-galactopiranosiltreitol (que teóricamente debería ser el ünico producto

para la estructura ideal) sugirieron la existencia de uniones (1—->6)77.

También en su estudio sobre polisacáridos de algas del Mar de Japón, Usov80

describió seis nuevas fuentes de carragenanos.

Resulta importante señalar el aporte de este grupo a la química

estructural de carragenanos al estudiar las aplicaciones de la espectroscopia
13 81-83

de resonancia magnética nuclear de C a los mismos y a oligosacáridos



relacionados74 (ver Cap. V).

Otros trabajos vinculados con e] tema son ios de] grupo sudafricano

de J.R.Nunny H.Paro]is, que pub1icaron una serie de 9 articuios: "Poiisacáridos

suifatados de Grateuiopiaceae", haciendo análisis estructurales de Ios poïisacá:

84'85 ( andanO ), PhyZZimenia cornea86’87 ( fiïimenano
91,92

ridos de Aeodes orbitosa

88-90 y Pachymenia carnosa), Aeodesquoidea

E1 resto de ios trabajos ha traido información sobre nuevas fuentes

de carragenanos y estudios preiiminares de ios mismos ( carbohidratos totaies,

monosacáridospresentes, 3,6-anhidroga1actosa, suifato, poder rotatorio, visco­

sidad, poder geiificante) ; comoünico dato estructura] se consignó ei espectro

infrarrojo. Trabajos de este tipo se han reaïizado en Chi1e93, Hawaii94'96,

Tanzania97'101, Rusiaao, Perüloz’103 y Nueva Zeianda104'106.
10

Un trabajo de] grupo canadiense de Mc Candiess 7 presenta 1a ex­

tracción de un carragenano que contiene unidades de ácido pirüvico, obtenido

de algas de] género Petrocelis. A] estudiar su estructura proponen un nuevo

tipo de carragenano, a] que continuando con 1a nomenclatura usual, denominan

TI-carragenano, consistente ideaïmente de unidades aïternantes de 4,6-0­

(l-carboxieti1iden)-B-D-ga1actopiranosi1-2-su1fato unido en 3-, y<I-D­

COOH

H3C

so' J
o 3 HO n

Fig.7: Tf-carragenano.



galactopiranosil-2-sulfato unido en 4- (Fig.7).

FACTORES ECOLOGICOS, ESTACIONALES Y SEXUALES

Comoya se ha mencionado anteriormente, los botánicos han prestado
108

(especial atención a estos aspectos. En el primer trabajo 1965) se sugirió

que existían variaciones estacionales para el carragenano de Chondruscrispus

recogido de ciertas regiones. En el proveniente de NovaScotia las muestras

de otoño daban menores rendimientos. Ademásdesde el verano hasta el fin del

otoño, la rotación especifica del ¡(-carragenano crecia de +50° a + 148°,

mientras que la del l- decrecia de + 24° a + 7°, lo que no ocurrió con muestras

de otras zonas.

Posteriormente, para 1972 comenzarona efectuarse estudios más

completos. En un trabajo, también con C.crispu¿09 se postuló que la edad,

hábitat y estación no tienen mayor efecto sobre la relación KI’Á s Pero que

los carragenanos de poblaciones sublitorales tienen mayor viscosidad y menor
110fuerza de gel que los litorales. Otro trabajo posterior llegó a concluir

la inexistencia de efectos estacionales en C.crispus, lo cual se confirmó

105,106 para otras algas.luego

Un aspecto al que se dio especial interés es a las variaciones

producidas sobre los carragenanos originados en distintos tipos sexuales de la

planta: en una especie simple existen tres formas diferentes para la mayoria

de las algas rojas (ver Cap. I): las plantas masculina y femenina ( los gametó­

fitos ) que producen células reproductivas (gametos), los cuales se fusionan

y de las esporas que desarrollan comoresultado de esa unión se origina una

planta asexual, el tetrasporófito. Este último luego produce tetrasporas que



dan origen a las plantas sexuales. Las tres formas suelen ser de tamaño y

forma similares ; se las encuentra juntas y sólo se las distingue cuando son

fértilesloql

En uno de los primeros trabajos efectuados al respecto104 se

determinó el rendimiento total de carragenanos y la relación lá/Á. en cada una

de las formas para cuatro especies de Gigartina neocelandesas (G.decipiens,

angulata, atropurpureay Zahicata). Los niveles totales de carragenano no

variaron entre las generaciones gametofítica y esporofitica, excepto en un caso

en que los estados sexuados produjeron un mayor rendimiento. En cuanto a las

relaciones K¡/X , las diferencias son marcadas. En los carragenanos obtenidos

a partir de gametófitos se evidenciaron grandes variaciones de esa relación

( 0,28 - 4,8 ), aunque generalmente estuvo por encima de 1. En cambio la

relación en los tetrasporófitos siempre se halló por debajo de 0,23 y llegó

hasta 0,02. Estos resultados sugieren una virtual ausencia de ¡(-carragenano

en la generación tetrasporofitica, si bien dichas plantas conservan niveles

tipicos (50-60 Z del peso seco del alga) de carragenano total. Se sugirió al

respecto que la enzima postulada por Rees50 que cataliza la conversión del A-—

al K-carragenano estaría ausente en el tetrasporófito o bien que el k­

presente sería inmune a su acción. Es de destacar que los carragenanos aqui

mencionados como l<- y X- indican diferencia de solubilidad en cloruro de

potasio y no estructuras definidas. Comose sabe, el "precursor" del K­

carragenano es el ¡¿-55 y no el Á- , aunque ambos son solubles.

Otro trabajo111 confirmó que en Chondrusel rendimiento total no

variaba y que las relaciones )(/ X eran 2,0-4,1 en los gametófitos y 0,02­

0,17 en los tetrasporófitos.
112Paralelamente otro grupo efectuó sus estudios con la mismaalga,

arrogándose sus autores el descubrimiento. Si bien el material presentado es



cuantioso, su ünico ava] quimico es 1a espectroscopia infrarroja, los datos

analíticos y 1a solubiïidad en cloruro de potasio. A1 mismotiempo, e] esquema

sigue ios Iineamientos de 1a "escuela ingiesa".

Las concïusiones a que arribaron fueron:

a) Los tetrasporófitos producen carragenano soïubïe "indistinguibïe de] X­

carragenano" , e] cua] tratado con áicali es "iguaï" a] Á-carragenano

purificado modificado. E1 escaso materia] insoïuble "no es" K-carragenano.

b Los gametófitos producen fundamentaïmente fracciones insoïubies, más aïgo deV

intermedia (0,15-1,0 Mde KCI)y soïuble. E1 insoiubie se"identificó" (

espectro IR) comoun K-carragenano, mientras 1a fracción intennedia es

curiosamente definida comouna "mezcla de K-carragenano y fracción soiuble",

también por datos de infrarrojo. La porción solubïe contiene una cantidad

de 3,6-anhidroga1actosa mayor de] 10 % lo que 1a "distingue" del X-carragenano.

E1 tratamiento a1ca1ino de esta üïtima fracción ocasiona 1a aparición de dos

fracciones: un K-carragenano, insoïuble en KC]y una fracción solubïe cuyo

espectro infrarrojo 1a distingue de Ios A- ó ‘A-carragenanos tratados, por

Io que 1a consideran un nuevo carragenano.

Lamentablementeesta y Ias otras fracciones no fueron estudiadas con

un criterio quimico estructura], lo que hubiera servido para caracterizarïas más

c1aramente.

De cua1quier forma queda ciara 1a presencia de carragenanos soïubles

fundamentaïmenteen e] tetrasporófito, e insoïubies en ios gametófitos; ese

mismo comportamiento se confirmó en otras especies productoras de carragenanos113

( Iridaea cordata, I .heterocarpa, I. Zineana, I .cornuCOpiae, Gigartina exasperata

y G.papiZZata), obteniéndose 93 % de K-carragenano en Ios gametófitos y 95 % de]

k- en ios tetrasporófitos.



ESTUDIOS REALIZADOS EN LA REPUBLICA ARGENTINA

Los primeros estudios estuvieron dirigidos hacia los ficocoïoides de

Iridhea laminarioidés e llcordáta ‘y sus comparaciones con e] carragenano de

Chondrus crispus De ese modo, en 1a década de] 50' se sucedieron 1as Tesis

114 115 116 117, Hajdu118,, Steinitz , Torcat Rojas
121

doctorales de Luzzati , Barón
119 120

y Cassini ; Lacoste de Diaz_ 122Biudau pubiicó un trabajo y GómezArtero

en 1961 efectuó un resumen de todos esos estudios.

Másadeiante, los carragenanos de Iridhea cordata , reciasificada

como Gigartina skottsbergii fueron estudiados desde un punto de vista

estructura] por Cerezo47’48’123’124.

LOS CARRAGENANOS DE IFIDAEA UNDULOSA sony

Los estudios fueron abordados por 1a Dra. M.C.Matu1ewicz en su Tesis

Doctoraill. E] carragenano, obtenido por extracción acuosa de] alga Iridaea

unduï08a8., y posterior precipitación con isopropano], se aisió con un rendimien­

to deï 53 Z y fue purificado ulteriormente por redisoiución en agua y reprecipi­

tación. A1 disoiver en este caso e] carragenano en agua quedó un producto

insoïubïe ( 8-10 %) que fue centrifugado y cuyos anáiisis denotaron 1a presencia

de hidratos de carbono (giucosa y galactosa) y a1ta proporción de proteína.

E1 análisis de] carragenano purificado indicó una reiación moiar

gaiactosa/ 3,6-anhidroga1actosa/ sulfato de 1,00:0,18:1,39 con poder geiificante

nulo. E1 poder rotatorio de + 70,1° era de] orden de] encontrado para otros
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carragenanos, aunque 1a viscosidad intrínseca (5,6 dï/g) era aigo menor, 10

que indicaria un menor peso moiecuïar.

Antes de efectuar e] fraccionamiento Se determinó 1a curva de precipi­

tación anaïitica (por e] métodotambién desarroïlado en dicha Tesisll’lzs),

donde se evidenció 1a ausencia de fracción K- y se observó que gran parte

de] carragenano estaba constituido por fracción intermedia.

E1 fraccionamiento fina] permitió aislar ocho fracciones (Tabla 1),

todas Ias cuaïes precipitaron en estrechos rangos de concentración de cïoruro

de potasio, con precipitaciones difusas, de poca importancia, entre e11as.
126Los datos analíticos de esas ocho fracciones pennitieron reagruparlas en

cuatro:

I) Fracción insoZubZe a 0,10 Mde cloruro de potasio

De acuerdo con 1a definición operativa , deberia corresponder a un

K-carragenano, pero e] bajo contenido de 3,6-anhidroga1actosa, su nula capa­

cidad de gelificación y ei espectro infrarrojo indicaron que se trataba de una

fracción típicamente solubïe cuya precipitación pudo depender de otros factores

como1a contaminación con un a1to porcentaje de proteina. De cuaiquier modo,

dado e] bajo rendimiento ( 0,5 %) esta fracción careció de interés para ser

estudiada posteriormente.

II) Fracción insoZubZea 0,10-1,05 Mde cloruro de potasio.

Corresponde a tres subfracciones de] carragenano (2, 3 y 4) que pre­

cipitaron a 0,70-0,90 ; 0,90-0,95 y 0,95-1,05 Mde KC]. Las tres evidencian

simiïitudes anaïiticas (Tab1a 1), con una reïación moiar promedio gaiactosa/

3,6-anhidroga1actosa/su1fato de l,00:0,50:1,20, es decir que esta fracción es

1a más rica en anhidrogaiactosa y 1a más pobre en su1fato de todo e] carragena­
1no. E1 espectro infrarrojo indicó, mediante e] pico a 840 cm‘ 1a presencia

de unidades de gaiactopiranosa-4-su1fato. Unestudio de metiïación posterior



TABLA1:Composiciónypropiedadesde]carragenanodeIridaeaundulosaB.yiasfraccionesobtenidasde]

precipitaciónconc10rurodepotasio.

por

mismo

Fracción

RangodeRendim.ppción. (MKCI)

(%)

(%)

anhidro

(%)

Galactosa3,6-AH0aSuifato

anhidro

(503K%)

Ga]:AHG:SO3Kb (Reiac.m01ar)

6-Su1fato
(503K%)

NaIO

4C

[odo (°)

[n]
(di/g)

Proteina

(Z)

Originai

10-0 20, 30, 40, 51, 61, 71, 82,

70-0,90 90-0,95 95-1,05 20-1,25 35-1,40 55-1,65

,1250,5

5,8 7,4 6,8
15,0

7,2
13,2

00g13,0

39,7 20,7 37,6 39,3 41,2 41,6 40,9 40,2 34,6

6,4 4,1
13,9 17,4 17,0

3,5 1,8 1,6 5,8

40,6 30,0 37,0 32,9 33,7 44,6 44,5 42,2 40,1

1,00:0,18:1,39 1,00:0,22:1,97 1,00:0,57:1,34 1,00:0,50:1,14 1,00:0,46:1,11 1,00:0,09:1,46 1,00:0,05:1,48 1,00:0,04:1,43 1,00:0,19:1,57

10,1d(4,3)e

3,9(N0)f 2,3(0) 4,3(0) 3,6(0)
12,8(7,6) 11,9(10,0) 10,4(0,3)

3,0(1,8)

4,0 4,4 5,9 2,2 4,7

+70,1

ND
+56,0 +49,3 +54,0 +71,0 +66,5 +62,2 +39,8

5,60 ND 3,02 1,26 2,42 4,20 5,58 5,30 4,48

3,0
13,0

1,8 3,4 2,3

a 3,6-anhid periodato. oxidaciónc

rogaïactosa.b

d
onperiodato.f

Suifatounidoahidroxiioprimario.

Nodetenninado.

Ga]actosa/3,6-anhidrogaiactosa/su1fato.

9Soiubiea2,00Mde

cïorurodepotasio.

e Suifatounidoahidroxiioprimariodespuésde1a

C Unidadespromedioconsumidaspormo]de

- 33 ­
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confinno 1a presenc1a de esa unidad en gran proporc10n.de esta fracción

Los resultados obtenidos (Tabla 2) indican una estructura básica de K- ó

L- carragenano con aïgunas desviaciones de 1a estructura cïásica, ta] como10

indica su relación molar de azúcares y suïfato.

TABLA2: Composición de 1a mezcïa de azúcares producida en 1a metiïación e hi­

drólisis de 1a fracción insoïuble en 0,70-1,05 Mde cïoruro de potasio
de] carragenano de Iridaea unduïosa.

Azúcar Re1ación moïar %

2,6-di-0-metilga1actosa 51,3

4,6-di-0-metiïga1actosa 25,6

3-0-metiïga1actosa 4,6

4-0-metiïga1actosa 13,4

6-0-metilga1actosa 3,2

Re].mo]ar de 2-0-meti1-3,6-anhidroga1actosa/3,6-anhidrogaïactosa = 3,5:1

Puede verse además, una a1ta cantidad de 4,6-di-0-meti19a1actosa,

indicativa de gaïactosa 2-su1fato unida en 0-3, además de 1a c1ásica unidad

que indica 1a galactosa 4-su1fato unida por 0-3. No han sido detectadas¿ en

cambio, unidades trimetiïadadas ni 2,3-di-0-metiïga1act03a que indican ga1actosas

unidas en 0-4, suïfatadas en 0-6 ó sin sulfato, consideradas como“kinks"126’128.

En cambio se encontró un aïto porcentaje (21,2 %) de unidades mono­

metiladas, las que seguramente determinaron las propiedades de soïubilidad de]

carragenano. Estas podrian responder a puntos de ramificación monosu1fatados

o unidades disuïfatadas; ambas incrementarian 1a so1ubi1idad de 1a moïécuïa.



III) Fracción insoluble a 1, 05-2,00 Mde cloruro de potasio.

Tambiéncorresponde a tres fracciones de parecidas caracteristicas ana­

líticas, precipitadas a c10ruro de potasio 1,20-1,25 M ; 1,35-1,40 My 1,55-1,60 M

(Tabla 1). La relación moïar promedioGa1/3,6-a.h;g./su1fato de 1,00:0,05:1,45

es 1a tipica de un X-carragenano. Ademásesta fracción presenta una proporción

reiativamente alta de 6-su1fato, lo cua] fue corroborado por su banda a 815 cm-1

en e] espectro infrarrojo. Una de las subfracciones ha sido sometida a anáïisis

por metilación127 (Tabla 3). Aqui 1a aparición de cantidades reïativamente a1tas

TABLA3: Composición de 1a mezcla de azúcares producida en 1a metiiación e
hidróiisis de 1a fracción 7.

Azúcar Reïación moïar %

2,3,4,6-tetra-0-metiIgalactosa 4,6

2,3,6-tri-O-meti1gaïactosa 4,2

2,4,6-tri-04metiïga1actosa 10,7

2,6-di-0-metiiga1actosa 4,2

4,6-di-O-metiïga1actosa 24,1

3,6-di-0-metiïga1actosa 8,0

2,3-di-0-metilga1actosa 3,4

2,4-di-0-metilga1actosa 4,6

3-0-metiïga1actosa 19,5

4-0-metiïga1actosa 9,6

6-0-metiïga1actosa 3,1

Gaïactosa 3,4

de 4.6-di-O-metiiga1actosa (G-2-S unido en 0-3) y 3-0-metiiga1actosa (G-2,6-di-S

unido en 0-4) confirma la estructura de tipo Á-, con desviaciones producidas por



cantidades menores de otros azúcares dimetiTados (G-4-S y G-6-S unidas en 0-3 ;

G-2-S unida en 0-4 ) y trimetiiados ( gaïactosa no squatada unida en 0-3 u 0-4).

De cuaTquier modoresuTtó significativo e] alto contenido en azúcares monometi­

Tados, To que sumadoa] aTto porcentaje de tetrametiigaiactosa, seria indicativo

de ramificaciones.

IV) Fracción soluble en cloruro de potasio 2,00 M.

Esta fracción, por su reTación moTar (TabTa 1) curiosamente evidenció más

3,6-anhidroga1actosa y menos 6-su1fato que Tas fracciones de] grupo anterior. E1

espectro infrarrojo mostró una banda ancha centrada a 830 cm'l, caracteristica de
126

2-su1fato. E1 tratamiento aTcaTino de esta fracción dio un producto con bajo

rendimiento, en cuyo espectro IR un pico agudo a 845 cm'1 reempiazó a 1a banda

ancha antes citada. E110 se atribuyó a 1a presencia de residuos de gaTactosa-Z­

squato unidos en 0-4, característicos del É-carragenano, que se eTiminarian en

medio aTcaTino para dar un epóxidose. Esta fracción daba trazas de xiTosa por

hidróiisis.

TRATAMIENTO ALCALINO DEL CARRAGENANO

ET carragenano de Iridhea undulosa.que se sometió a tratamiento con

borohidruro aicaïino hasta contenido constante de 3,6-anhidroga1ac105a , se

obtuvo con un rendimiento de] 86 Z. ET producto obtenido formó geTes en presencia

de cloruro de potasio, y mostró menor viscosidad y poder rotatorio que e] carrage­

nano de partida.

Este carragenano modificado fue fraccionado también con cloruro de

potasio, obteniéndose dos fracciones fundamentaTes: un K-carragenano (54 %) y

una fracción soTUbTe(31 %) con cantidades insignificantes de tracciones interme­

dias (Tabïa 4). ET aTto rendimiento en fracción soTubTe, que dupTicó Ta de]

carragenano de partida indicó que e] tratamiento aTcaTino provocó un incremento



TABLA4: Composición y propiedades del carragenano modificado con álcali y de
las fracciones obtenidas del mismopor precipitación con KCl.

Fracc. Rango de Rendim. Gal AHGa 503K % Gal:AHG:SO3K [(1]b [fl]

ïPCl°:; (%) Anh,%Anh,% (Relac.molar) (°) (dÏ/g)M KC '

Total 86,0 22,2 22,8 37,4 1,00:l,15:2,30 +37,1 2,76

1 0-0,125 53,6 22,7 25,5 32,3 1,00:1,03:1,58 +48,2 2,15
b2 0,125-0,50 1,9 25,2 23,1 36,4 1,00:1,03:1,97 +52,8 ND

3 0,50-1,00 1,0 22,5 16,4 44,4 1,00:0,82:2,68 +48,5 ND

4 2,00C 31,4 29,1 18,7 33,9 1,00:0,72:l,58 +2:,9 2,14

3."a3,6-anhidrogalactosa. b no determinado. C soluble a 2,00

de la solubilidad de algunos carragenanos intermedios.

La fracción insoluble (1, Tabla 4) muestra una relación molar G/A/S

concordante con la esperada para un K-carragenano, pero con un exceso de sulfatos.

Ademásde la banda caracteristica de G-4-S, su espectro infrarrojo mostró la

que corresponde a la 3,6-anhidrogalactosa 2-sulfato ( 805 cm'l).

La fracción soluble evidenció en su espectro infrarrojo un predominio

de las unidades de galactosa 2-sulfato y 3,6-anhidrogalactosa 2-sulfato. Resulta

curiosa la solubilidad de esta molécula a pesar del alto contenido de 3,6-anhidro­

galactosa, lo que se explicó tentativamentc por la presencia del sulfato en 0-2.

Método turbidimétrico: Matulewicz y Cerezolz5 también elaboraron un método para la

determinación de curvas de precipitación mediante el cual pudieron evaluar la exis­

'tenc19 de fracciones por la turbidez producida a distintas concentraciones de clo­

rurc de prtasio. El método es igualmente ütil al anteriormente utilizado46, pero

se efectúa en un tiempo menor y con inferior cantidad de sustancia.



Capítulo m

INDUSTRIA Y COMERCIO

DE LAS ALGAS Y SUS

MUCILAGOS EN EL MUNDO



INTRODUCCION

El aprovechamiento de las algas resulta de creciente importancia en un

gran númerode paises en desarrollo, que conservan las reservas de las mismas.

Comoalimento han sido utilizadas por varios siglos y su demandaactual se

estima en 200.000 toneladas anuales, fundamentalmente en Oriente. Encuentran

aplicación comoforraje algunas algas pardas, por ser fuentes de iodo y otros

elementos, utilizándose además comofertilizantes por su contenido en materia

orgánica y potasio ; éstos dos últimos usos han disminuido drásticamente en

los últimos tiempos.

En cambio, la demanda de algas se ha tornado de fundamental importancia

por la obtención de los ficocoloides o mucilagos de las mismas ( carragenanos,

ágar, alginatos), la cual ha crecido rápidamente en la década pasada. En 1970

el consumode algas y subproductos alcanzaba los 50 millones de dólares, mientras

que diez años después excedió los 350 milloneslzg.

Los datos publicados sobre el comercio de algas y subproductos son poco

abundantes, en algunos casos debido a los requerimientos de secreto por parte

de la industria. Sin embargo, el ITC ( International Trade Centre ) del

UNCTAD-GATT( Acuerdo General de Tarifas Aduaneras y Comercio ) ha publicado129

en 1981 un informe al respecto basado en investigaciones personales en la

industria, el comercioy los laboratorios de investigación, para lo cual-ha

sido muy ütil el DécimoSimposio Internacional sobre Algas ( Goteborg, Suecia,

1980 ).

EVOLUCION INDUSTRIAL

Los tres mucilagos ya mencionados se producen a partir de varias algas

rojas y pardas.
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El ágar es elaborado por los japoneses desde hace 350 años, y esa

industria fue un monopolio hasta el advenimiento de la Segunda Guerra Mundial,

en que se dispersó por el mundo; las principales fuentes están ahora en Africa,

Sudamérica y Asia.

La producción de alginatos con fines comerciales se inició en los

Estados Unidos en 1929, pero la industria se expandió en gran escala en los

últimos veinticinco años. Las principales fuentes están en Noruega, la costa

pacifica de América, Islandia, Irlanda, Sudáfrica, Australia (Tasmania) y Gran

Bretaña.

Los carragenanos (Cap.II) se extraen de ciertas algas rojas y su

producción industrial se inició en el Reino Unido en 1948, incrementándose en

estos últimos años. Se halla vinculado con este mucilago el furcelarano,

producido por primera vez en 1940 en Dinamarca y denominado por ello " agar

danés ". Quimicamenteguarda grandes similitudes con el K-carragenano y por

eso se lo incluye en el mismogrupo. El alga utilizada para su manufactura

se encuentra en el Mar del Norte , al sur del Mar Báltico y en Canadá ( Isla

Principe Eduardo y estuario del rio San Lorenzo ).

ESTADO ACTUAL DE LA INDUSTRIA

Comopuede apreciarse en la Tabla 5, la industria mundial de algas

procesa 150.000 toneladas de las mismas anualmente, valuadas en 61 millones de

dólares; se producen 40.000 toneladas de mucilagos, equivalentes de 300

millones de dólares.

En la Tabla 6 puede observarse la producción de alga y carragenano

discriminada entre los distintos países. Las naciones en desarrollo producen



TABLA5: Producción mundial de aTgas y sus mucïïagos (1980)

producto AGAR ALGINATOS CARRAGENANOSa TOTAL

ïïgfigfggas) 28.000 80.000 40.000 148.000

ALGAS Y:i?ïones USS) 25 20 16 61

Eïgfig?ggas) 7 ooo 22.000 10.000 39.000

MUCILAGOSVa1°r 117 125 55 297(millones USS)

Fuente : ITC129. a incïuye furceïarano.

TABLA6: Producción de aïga seca productora de carragenano y de] correspondien­
te muciïago por país (1980) y exportación de] mismo.

PAIS ALGA CARRAGENANO No.de FABRICAS EXPORTACION
(toneladas) (toneladas) (toneïadas)

Argentina - poco 1
Canadá 7.000 ­

Corea 300 100 1

ChiTe 4.650 ­

Dinamarca 6.000 4.400a 2a 4.250a

España 2.000 500 2 ND

Estados Unidos - 4.500 2b 1.700

Fi1ipinas 15.000 ­
Francia - 2.800 2 ND

Japón 1.600 400 4 100
Méjico 600 ­
Perú 470 ­

Portuga] 400 100 1

Reino Unido — 100 1°

Singapur 1.000 ­
Tanzania 150 ­

TOTAL 40.000 12.900

Fuente: ITC129. aIncïuye 1.000 toneïadas de furceiarano en una fábrica.

bUna fábrica se cerró en 1980. C Se cerró en 1979. ND=no hay datos.



cerca del 50 % del total de algas, pero sólo alcanzan el 12 % de la elaboración

de las mismas, la que es mayoritariamente llevada a cabo en los paises indus­

trializados por unas pocas compañías.

La mayor parte de las algas obtenidas en los paises en desarrollo se

cosechan en las Filipinas (Tabla 6), fundamentalmente debido al cultivo (

maricultura) de las mismas introducido en los últimos años. Chile es otro

de los paises en desarrollo que produce gran cantidad de algas; sin embargo,

la producción de carragenano en dichos paises es casi nula. Para poder

compartir la elaboración esos paises deberian en primer lugar producir más

alga por maricultura y luego concentrar sus esfuerzos en el procesado de esas

fuenteslzg.

Las compañias danesas, francesas y norteamericanas producen el 90 %

de los carragenanos del mundo; la danesa es la única productora mundial de

furcelarano. Japón y España también producen algunas cantidades del mucilago;

de los paises en desarrollo sólo Corea y la Argentina operan pequeños volúmenes.

mientras en Filipinas se comenzóa efectuar una semi-refinación. Tambiénen

Chile se planea alguna facilidad de procesado en el futuro cercano.

Las algas utilizadas para la producción de carragenanos son fundamen­

talmente de los géneros Eucheuma(Filipinas), Iridaea (Chile), Gigartina (Perú),

Chondrus (Irlanda y_Canadá) e Hypnea (otros paises).

PROSPECTIVA INDUSTRIAL Y PRECIOS

Cerca del 60 Z del alginato es utilizado en la indus ria; la recesión

mundial ha afectado esa aplicación, pero pese a ello la dem.woasigue siendo

abundante.

La declinación de la producción del ágar por parte de Japón fue acompa­
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ñada por un incremento proporcional de la misma por parte de Chile y España.

Sin embargo, la producción total permanece estática, lo cual ha modificado

los precios; los efectos del cultivo (maricultura) pueden llegar a inCrementar

la producción, y por ende a estabilizar los precios.

La demandadel ágar de grado bacteriológico crece, especialmente por

los programas de control de enfermedades de los paises desarrollados, lo cual

ha provocado escasez de este tipo de ágar.

En el caso de los carragenanos, la provisión por parte de la maricultura

del alga correspondiente, ha contribuido a estabilizar los precios; el R­

carragenano se cotizaba en el Reino Unido a i 3/kg. en 1975, pasando a {.4

en 1978 y a 5,08 en 1981; el L-carragenano costaba un 10 Z más; el carrage­

nano semirrefinado utilizado en alimentos para animales domésticos se vendía

a i 2,20/kg. en 1981. En los Estados Unidos, los precios del producto de

viscosidad media eran de USS5,50 /kg. en 1978 y de 6,10 en 1980.

Comopuede deducirse a partir de todo lo anteriormente discutido, los

factores que controlan la expansión de la industria de algas son: el preCio de

los mucilagos ( y su comparación con los precios de otros productos competido­

res ), la disponibilidad de materias primas (algas) y la habilidad de la

industria de crear nuevos usos comerciales y mercados, lo cual puede demandar

algunos años. En el futuro cercano se espera que la expansión provenga de la

industria alimentaria, para la cual los tres mucilagos son ampliamenteutiliza­

dos.

MERCADOS Y USOS DEL CARRAGENANO Y OTROS MUCILAGOS

La demandaproviene fundamentalmente de los paises industrializados.

Solamente el Japón ocupa el 22%de la demanda total de carragenanos (2.200
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toneladas por año), mientras que se calcula que otro 25 %es consumido por

los Estados Unidos y Europa occidental. El resto se reparte entre todo el

mundo, siendo pequeña la proporción que corresponde a los paises en desarrollo.

El carragenano es un agente estabilizante y gelatinizante en comidas,

pastas dentales, cosméticos y refrescantes de ambientes. Los usos en el Japón

pueden apreciarse en la Tabla 7.

TABLA7: Usos de los carragenanos en el Japón (1980)

Uso final del producto Proporción (%)

Dulces y confituras 15

Cosméticos 15

Helados 13

Saborizantes (flavourings) 12

Productos cárneos 12

Pastas de pescado 10

Salsas 10

Industria de la seda 10

Otros usos 3

Comose observa, cerca del 70 Z se consume en la industria alimenta­

ria; en otros mercados diferentes del Japón el patrón de usos es similar, con la

diferencia que Japón es el ünico pais que utiliza el carragenano en la industria

de la seda, y en cambio no lo usa en alimentos enlatados para animales domésti­

cos, mercado que en Reino Unido y Australia es fundamental.

Entre los usos alimentarios, el carragenano es ampliamente conocido

por sus propiedades comoagente suspensivo y gelificante, en proporción cercana

al l %. Se lo usa en gran número de productos que incluyen desayunos
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instantáneos, comidas dietéticas, mermeladas, jarabes, caldos, comidas para

niños, productos lácteos ( helados, yoghurts, chocolates liquidos). En parte

se podria recuperar un antiguo mercado: la industria licorera.

Entre los usos no alimentarios, ha sido sustituido en parte por otros

productos; por ejemplo, las emulsiones de pintura ahora utilizan la CMC(

carboximetilcelulosa). Una sola empresa (en el Reino Unido) utiliza al

carragenano en la impresión textil de cortinas de alta calidad y géneros para

tapiceria; hasta 1979 esa empresa producía 100 toneladas por año para su

propio uso; hoy importa el producto.

Tal como en la alimentación, el uso del carragenano con fines no

alimentarios se basa en sus propiedades espesantes y estabilizantes. En los

refrescantes de ambientes es un gelatinizante; da textura, enjuagabilidad, y

forma a los dentifricos; es un suavizante de champües; actúa comohidratante

y da viscosidad a lociones, cremas y otros cosméticos. También se lo usa como

agente de suspensión en las "comidas" de bario empleadas como contrastantes de

rayos X. La mayor parte del mercado no alimentario está en los refrescantes

sólidos de ambientes y las pastas dentales.

El furcelarano se utiliza en contadas ocasiones, fundamentalmenteen

productos lácteos (postres instantáneos) y pastas de pescado.

El ágar se utiliza también principalmente con fines alimentarios, en

mermeladas y sopas, lo misro que en dulces, mezclado con gelatina. También

se utiliza comomedio de cultivo y comolaxante.

El alginato, en cambio, sólo Se utiliza en la alimentación en un 30 Z,

y su aplicación fundamental está en la impresión textil, principalmente de

algodón. Tambiénse utiliza en la industria papelera, en varillas de soldadura,

en odontologia y en medicina.
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PROCESADO DEL ALGA PRODUCTORA DE CARRAGENANOS

En sus origenes, todo el carragenano se producía a partir de Chondrus

crispus y Gigartina steZZata . La industria utiliza ahora diferentes algas

rojas para producir distintos tipos de carragenanos.

El alga se limpia en primer lugar de distintas formas. Se la suele

pretratar con soluciones de cloruro de sodio, potasio o calcio de acuerdo al

tipo de gel requerido: el sodio da un producto viscoso con baja fuerza de gel,

el calcio un gel elástico mientras que el tratamiento con sales de potasio

origina un gel firme. En esta etapa se suele blanquear al producto mediante

el agregado de solución de hipoclorito de sodio, cuyo exceso es eliminado poste­

riormente por el agregado de tiosulfato de sodio.

Para extraer el alga, se la agita en agua, en proporción del 3 %y se

suele calentar a 90-95° durante 2 horas; se filtra en caliente lo más rápido

posible pues gelifica al enfriar. La solución ( al 1 % aproximadamente ) se

concentra al 3-4% en evaporadores de vacio.

Inicialmente se aislaba el carragenano por secado en tambores, método

que aün hoy se utiliza, pero se obtiene un producto de mejor calidad por preci­

pitación con iguales volúmenes de isopropanol. Entonces se enfria la mezcla,

se separa el carragenano, se lo seca y muele; el inconveniente de este método

son los efluentes industriales que contienen isopropanol y sólidos de alta

demandabiológica de oxigeno.

Suele agregarse a las aguas de extracción algún fosfato soluble ( l kg/

10.000 litros ) para aumentar el rendimiento, y en algunos casos se lleva a pH

levemente alcalino ( 7,2 ); a veces se modifica el proceso básico tratando a

presión el producto con hidróxido de sodio, a fin de obtener un producto con

alta fuerza de gel.
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Ya que la separación del carragenano en sus fracciones k- y k- no es

fácil en la industria, se está investigando en NovaScotia (Canadá) la posibi­

lidad de cultivar plantas diploides de Chondrus crispus que produzcan el A:

carragenano, y gametofïticas que produzcan el K-carragenano. Se intenta

112 aunque el secreto industrial impide conocer los

progresos reales; sólo la empresa CECAS.A. informó130 algo al respecto.

explotar este descubrimiento

CULTIVO DE ALGAS ( MARICULTURA)

Las algas utilizadas con fines industriales fueron tradicionalmente

las "silvestres" , pero en la década pasada se comenzarona cultivar algunas

algas de importancia comercial, lo que puede llegar a alterar en algunos años

la distribución industrial.

La maricultura ofrece la ventaja de la facilidad de coseohado y control

del mismo, haciendo igualmente posible el cultivo de mejores cepas, con mayores

rendimientos. Filipinas es uno de los pocos paises que ha trabajado en ese

aspecto y de ese modo ha aumentado extraordinariamente la producción de Eucheuma;

otros paises en desarrollo estudian su aplicación.

El cultivo de Eucheumaes desarrollado en Filipinas en "granjas" que

cubrían en total 4 hectáreas en 1973; hoy dia la proporción ha crecido enor­

memente , con setecientos predios de aproximadamente media hectárea cada uno,

produciendo cerca de 15.000 toneladas de alga para exportar. [l rendimiento

anual por hectárea es cercano a los USS20.000.

En Taiwán se cultivan también varias especies de Gracilaria 131, en

300 hectáreas, conjuntamente con peces. Se cortan piezas de alga y se ponen en

un gigantesco estanque que contiene además mil peces ( Chanos chanos ) por ha.

A veces en lugar de ese pez se utilizan camarones ( Penaeus monodon) o cangrejos
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t 5eg¿;u serrata ). El alga crece rápidamente, mientras el animal se alimenta

de los epifitos. Asi se obtienen 40 toneladas/hectárea de Gracilaria de alta

calidad. Del mismo modo se cultiva Laminaria en China132.

Comose ha expresado existen prespectivas de cultivar por separado

Chondruscrispus gametofitico y tetrasporofitico que contienen distintos carra­

genanosllz. Los primeros intentos han sido exitosos; para el cultivo se han

puesto en evidencia los siguientes criterioslzg:

En cultivo, el alga C.crispus flota; en la naturaleza está adherida a lasV
a

rocas.

b) Es deseable un enriquecimiento con nitrógeno y fosfato.

El cultivo es más eficiente a pH 7,8.c)

d) La temperatura óptima está entre los 15 y los 20°.

e) El tanque puede ser de 2 m de profundidad si la agitación es adecuada.

f) El contenido en carragenano en algas crecidas en agua de mar enriquecida es

bajo, mientras el contenido en nitrógeno es anormalmente alto.

g) Amboscontenidos se normalizan cultivando las algas en agua de mar comúnpor

dos o tres semanas; la iluminación ayuda a blanquear las algas.

h) El peso del alga crece tres a cuatro veces por mes.

Actualmente se llevan a cabo varias investigaciones respecto de la

maricultura. Muchas de ellas fueron presentadas en el Simp0510ya menc1onado

( Suecia, 1980 ).
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DESULFATACION ACIDA

Los estudios de metilación de polisacáridos sulfatados, y entre ellos

de los carragenanos presentan el inconveniente que no permiten precisar en

fonmaunivoca la posición de la unión glicosidica y del éster sulfato; se

obtienen asi grandes cantidades de azúcares di- y monometilados.

En los primeros estudios la obtención de 2,6-di-0-metilgalactosa a

partir de los productos metilados de Chondruscrispus 22 y Gigartina

steZZata27 hicieron suponer que la unión estaba sobre 0-3 y el sulfato en 0-4

ya que éste era resistente a la hidrólisis alcalina. Tomandocomoantecedente

el trabajo efectuado por Hassid30 , aquello fue confirmado por Percival,

en 195023: se trató el polisacárido con ácido oxálico 0,1 N, a 100°y de ese

modose produjo una degradación parcial del producto, éste se tornó dializable

y perdió al mismo tiempo un 25 % de su sulfato original; se obtuvo como pro­

ducto de metilación e hidrólisis la 2,4,6-tri-0-metilgalactosa, lo cual

confirmó lo antes postulado, es decir la unión en 0-3 y el sulfato en 0-4.

24 se efectuó la acetólisis delPoco después, en otro trabajo

carragenano de chondrus crispus, obteniéndose un producto fuertemente degra­

dado pero exento de sulfato. Se apreció que en ambos casos se produjo una

gran proporción de ruptura de los enlaces glicosidicos, que representaba la

fuerte competencia de estos métodos hidroliticos.

Es asi que se efectuaron algunos estudios cinéticos semicuantitativos

para comparar las velocidades de hidrólisis de la unión glicosidica y del éster

sulfato, y al mismotiempo determinar la influencia de la posición de este

último. Con respecto a este punto, Rees133 comparó las velocidades de libera­

ción de sulfato de algunos monosacáridos sulfatados con ácido clorhídrico 0,25 N

a 100°, observando rápida liberación de los sulfatos unidos a oxhidrilos ecua­
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toriales ( 2- y 3- para la galactosa), intermedia para los axiales ( 4- ) y más

lenta para los primarios ( 6- ) permitiéndose asi diferenciar el tipo de

sulfato en un polisacárido con la realización de un estudio cinético.

En otro trabajo134 se demostró que la ruptura de las uniones glicosidicas

es mayor que la hidrólisis de los sulfatos primarios, pudiéndose de ese modo

obtener , por hidrólisis controlada ( proceso inverso a la desulfatación )

monosacáridos sulfatados. Al mismotiempo135 se midieron las velocidades de

hidrólisis de varios metilglicósidos sulfatados y no sulfatados con ácido

clorhídrico 1,5 N. Se observó que el metil-B-D-galactopiranósido se hidroliza

cerca de ocho veces más rápidamente que su derivado sulfatado en 6- , mientras

los metil-D-glucopiranósidos lo hacen tres veces más rápido que sus derivados

sulfatados en 3- , lo que indica que esos grupos sulfato estabilizan las uniones

glicosidicas de los azúcares a los que están esterificados, y que el efecto del

6-sulfato seria mayorque el del 3-sulfato. Ello puede justificarse por la

fonnación de un ion carbonio en C-1 como paso determinante de la velocidad en

las hidrólisis ácidas de glicósidos136 , en cuyo caso se produce un cambio

conformacional de la silla a semisilla137’138:

o rápida O lenta ' o rápida

OR H+ “R

ROH H20

OH

:E-C)+

y se sugirió que durante esta etapa los sustituyentes voluminosos que ocupa­

ban posiciones ecuatoriales incrementan las interacciones estéricas y como

consecuencia aumentan la estabilidad a la-hidrólisis ácida, lo que ha sido com­

probado con otros sustituyentesl37’l38.

Un importante método de desulfatación, que ya habia sido indirectamente

sugerido en un trabajo anteriormente citado23 fue utilizado por KantOry



Schubert139 para la condroitina-sulfato, empleandocloruro de hidrógeno

metanólico. En este caso, se efectuó a temperatura ambiente y partiendo de

un producto con 19,3 % de sulfato (como 503K) se llegó, mediante dos tratamien­

tos con HCl 0;06 Ma una muestra prácticamente exenta de azufre. Con dicho

tratamiento los grupos carboxilo propios de ese polisacárido se metilaron de

acuerdo a la reacción:
CH300C —@—0H +

KOOC—@_0503K + 2 CHaoH + “Cl KSO4CH3 + KCl + H20

El rendimiento en producto desulfatado no dializable fue del 80 Z y

la recuperación del KSO4CH3(pesado luego como sulfato de bario ) del 90 %.

En ese trabajo, dado el buen rendimiento en producto no dializable se

supuso que no existió una disminución significativa en la longitud de la cadena,

pese a que el HCl metanólico se utiliza - a mayores concentraciones y tempera­

turas - para la metanólisis de polisacáridos; con éste método se mejoró

sensiblemente la forma anterior de desulfatación de la condroitina, que era

la acetólisisl4o.

Este método fue utilizado por el grupo de Reessz, en 1965 para el

)\-carragenano; debieron forzarse las condiciones y el tiempo de reacción,

pero a partir de un producto con 31,1 Z de SO3 se obtuvo otro con un 2 % del

mismo, con un 60 %de rendimiento , sin efectuar diálisis. Los espectros.

infrarrojo tomados en fases intermedias de la desulfatación demostraron que

eXiste una rápida eliminación del sulfato ecuatorial seguida de una más lenta

de los unidos a oxhidrilos axiales y primarios, tal comose habia visto para

133. El método, de cualquier modo, resultó fuertementelos monosacáridos

despolimerizante tal comolo demostró el alto porcentaje de 2,3,4,6-tetra-0­

metilgalactosa obtenida por metilación e hidrólisis del X-carragenano

desulfatado. Los cálculos indican que se rompieron catorce de cada cien unio­

nes glicosidicas; sin embargolograron aislarse cantidades iguales de dos
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unidades trimetiladas lo que evidenció que existia en el ‘X-carragenano

la misma proporción de uniones (1-93) y (1-94); esos estudios, complementados

con la metilación del carragenano intacto permitieron concluir con la

estructura propuesta para el X-carragenanosz.

El método de desulfatación con cloruro de hidrógeno metanólico es

evidentemente apropiado para polisacáridos del tipo de la condroitina, que

al contener ácidos urónicos posee uniones sumamentedificiles de hidrolizar,

por lo que la degradación es minima. Es asi que el método fue utilizado por

Percival141 para el polisacárido del alga verde Enteromorpha compressa que

contenia ramnosa (45 %), ácidos urónicos ( 18 %) , cantidades menores de glu­

cosa y xilosa, y sulfato (16 %, como 504). La acción de HCl metanólico 0,09 M

ocasionó la producción de un polisacárido con 0,75 %de sulfato; en ese caso

la presencia de ácidos urónicos provocaba una estabilización de las Uniones

glicosidicas.

El mismo método fue utilizado por el grupo de Nunn y Parolis para

el polisacárido del alga roja Phyllimenia cornea denominadofilimenano; se

demostró en un posterior análisis por metilación87 que dicho polisacárido

era muyparecido al X-carragenano en cuanto a la alternancia de uniones

cc-(1-»3) y B-(l-a4) entre unidades de D-galactosa, mostrando además trazas

de xilosa y 3,6-anhidrogalactosa, aunque difiere fundamentalmentede los

carragenanos por tener una alta proporción (2:25 %) de unidades de galactosa

metiladas ( fundamentalmente en 0-2, y en menor proporción en 0-4 y 0-6) en el

polisacárido original. Su contenido de SO4era de 19,6 %y este producto fue

desulfatado totalmente por la acción del HCl metanólico 0,15 Mdurante 48 horas,

con excelente rendimiento; una concentración de reactivo 0,1 Mhizo decrecer

el contenido de sulfato al 8 Z en 48 horas y al 4,7 Z en 72 horas. Aqui si

bien no existen ácidos urónicos el gran porcentaje de unidades metiladas
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estabiliza las uniones glicosïdicasl37’138 y por ende no se produce degradación

aparente.

Cerezo124 también aplicó el método para un carragenano intermedio de

Gigartina skottsbergii , pero la cantidad de sulfato llegó sólo a la mitad en

el intento de obtener un buen rendimiento.

Tambiénse utilizó el cloruro de hidrógeno metanólico en el Instituto

Zelinsky de Moscú, por el grupo que posteriormente comenzara a aplicar la

desulfatación solvolitica. En el caso la aplicaron a un X-carragenano de

Tichocarpus crinitus (Gigartinales, Tichocarpaceae)77. Para evaluar la posible

destrucción del polímero se controló por filtración en geles de Sephadex,

observando que se mantiene el pico principal en el producto desulfatado, pero

acompañado de una extendida zona de fragmentos de menor peso molecular, lo

que indica que la desulfatación estuvo acompañadade ruptura de las uniones

glicosidicas (Fig. 8)

F

Ofl ­

n 1/

2C)

Fig.8 : Filtración en geles de Sephadex del A-polisacárido (rue) y su derivado desul­
fatado (0-49 en Sephadex G-75 ( columna 65 x 1, KCl l M- Ref.77)
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Los K-carragenanos o polisacáridos similares son imposibles de

desulfatar por este método debido a la gran labilidad de la unión

3,6-anhidrogalactosidica.

DESULFATACION SOLVOLITICA

Vistos los inconvenientes que tenian las soluciones de HCl en metanol

para eliminar los grupos sulfato, debido a la destrucción de la cadena poli­

mérica, y luego de infructuosos trabajos con diferentes ácidos, se encaró la

investigación hacia otros métodos. Es asi que uno de los grupos del quimico

ruso Kochetkov, dirigido por Usov se abocó a estudiar la desulfatación por

solvólisis, es decir por la acción de solventes orgánicos.

Tomaroncomobase la reversibilidad de la reacción del trióxido de

azufre con monosacáridos en piridina142 ; además, en 1957 algunos sulfatos de

esteroide se habian sometido a solvólisis143 : se demostró que con los sulfatos

de piridinio y potasio del colestan-3fi-ol y del colesterol se producia rápida

solvólisis en dioxano aún a temperatura ambiente. En piridina, acetona o

etanol la reacción era lenta, pero se completaba por calentamiento; la sal de

piridinio era más efectiva que la de potasio; en cloroformo aün forzando las

condiciones los sulfatos eran inertes. Cuandose probó la facilidad de

solvólisis de esos.esteroides utilizando distintos éteres comosolvente se

comprobóque la reacción disminuia en_el orden: dioxano:= tetrahidrofurano >

éter etílico >>éter isopropïlico '> anisol, es decir en orden decreciente de

disponibilidad del par electrónico del oxigeno. De acuerdo a ello se

postuló un mecanismo del tipo:



su fi _ \ _ + _

;c—o—;03 —> :C-O + ¡220-503
,0

+ _

R2O-SO3’ + H20 __—> POR + H+ + HSO4

E] mecanismo requiere cantidades equimoïecuïares de agua; ios

autores aciararon que si bien usaron soiventes secos, no se tomaron precau­

ciones para exciuir trazas de agua.

144 describió e] mecanismoy 1a cinética de esasOtro trabajo

'soivóiisis, pero con e] sulfato en forma ácida; se comprobóque 1a reacción

era de primer orden, por 10 menos hasta e] 70 % de iniciada; 1as determina­

ciones se hicieron en varios solventes (Tabla 8).

TABLA8: Veïocidades de 1a desuïfatación soivolitica de 1a dehidroisoandros­

terona suifato de hidrógenol44.

SOLVENTE k (seg'l) Temp.(°C)

Agua con HC] 2 N muy chica 27

Etanol 3,2 x 10'6 26

Benceno + 10% etano] 5,1 x 10'5 26

Ciorofonno + 10%etanol 8,0 x 10‘6 26,5

Cïoruro de metiïeno 1,2 x 10'4 26

Acetona 1,5 x 10‘3 26

Eter etiiico 2,1 x 10'3 27

Tetrahidrofurano (THF) 7,0 x 10'2 29

THF + 3% agua 3,4 x 10'4 26

THF + 6% agua 1,7 x 10 26
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Puede obervarse que un incremento en la polaridad provoca una dismi­

nución en la velocidad de reacción. En este caso los sulfatos están en su

fonna ácida, y al agregar piridina se observó un descenso de la velocidad

debido a la fonnación de la sal.
145

El método se usó luego en sulfolipidos calentando a éstos sim­

plemente en dioxano. Se observó retención de la configuración, y se confirmó

143 favorecido además por la estabilidadel esquemasolvolitico antes postulado

del complejo dioxano-trióxido de azufre.

Con esos antecedentes el grupo antes mencionado se abocó en primer
146,147lugar a la desulfatación de monosacáridos sulfatados Utilizaron como

solventes dioxano, piridina y dimetilsulfóxido (Tabla 9), obteniendo los mejores

TABLA9: Desulfatación solvolitica de monosacáridos sulfatados.

Azúcar reactante Producto Solvente Rendimiento
( %)

Metil-2,3,6-tri-0-benzoil Metil-2,3,6-tri-0- Dioxano 90
-(I.-D-galactopiranósido- benzoil-Ct-D- Piridina 72
-4-sulfato (sal de pirid.) galactopiranósido DMSO 97

Metil-2,3,4-tri-O-acetil- Metil-2,3,4-tri-O- Dioxano 76
CE-D-glucopiranósido-G- acetil-ci-D- Piridina 68
sulfato (sal de piridinio) glucopiranósido DMSO 70

1,223,4-di-0-isopropiliden- l,2:3,4-di-0- Dioxano 74
«xD-galactopiranosa-G- isopropiliden-ci-D- Piridina 27
sulfato (sal de bario) galactopiranosa

(sal de piridinio) Dioxano 70
Piridina 47

rendimientos por solvólisis en dioxano, tal comofue anticipado para los

143’144. El dimetilsulfóxido (DMSO)también da buenos resultados,esteroides

mientras que en piridina la reacción ocurre dificultosamente. Es interesante

destacar que no se destruyen grupos lábiles comoel acetilo, benzoilo o



isopropilideno. De todos esos datos dedujeron que el mej0r medio para la

eliminación del grupo sulfato en monosacáridos protegidos, solubles en dioxano,

es trabajar en este solvente con la sal piridinica; comoésta es a veces de

dificil obtención, los autores demostraron que agregando clorhidrato de piridina

al medio de reacción, la desulfatación es activada, y los rendimientos son

excelentes cualquiera sea el catión utilizado.

El método solvolitico, dado su éxito, se aplicó rápidamente a un polisa­

¿46’68. El estudiocárido, en este caso el del alga roja Laingia pacifïc

realizado fue bastante exhaustivo; se concluyó que no existe desulfatación en

un medio heterogéneo: no varía la proporción de sulfato cuando el polisacárido

es calentado en dioxan068. Por otro lado, al trabajar en dimetilsulfóxido es

efectiva la sal de piridinio pero no la de sodio. Aün en los casos en que la

desulfatación es efectiva, la filtración en geles de Sephadexmuestra que se

produce una considerable ruptura de las uniones glicosidicas, la que se evita

en gran parte cuando se agrega al medio de reacción un 2 Z de piridina, pese

a que en este caso la velocidad de solvólisis es menor. En la Tabla 10 pueden

apreciarse los efectos de diferentes medios desulfatantes.

Los autores comprobaron68 que una segunda solvólisis no reduce del todo

el contenido de sulfato residual salvo que sea precedida por una reconversión

del polisacárido a su sal de piridinio, en cuyo caso el sulfato baja hasta

casi desaparición (Tabla 10, item 8). Se justificaria entonces la presencia

de sulfato residual luego de la primera desulfatación por conversión

incompleta del producto original a su sal piridinica por el tratamiento con

intercambiador catiónico.

Por otra parte puede apreciarse en la Tabla 10 comoen el polisacárido,

rico en 3,6-anhidrogalactosa se destruye la tercera parte de este azúcar por

tratamiento con HCl metanólico, mientras que permanece inalterado por desulfa­
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lo mismo ocurre con 1a reiación de 105 otros azúcares.

TABLA10: Desuifatación soivoiitica de] polisacárido de Laingia pacifïca 68.

MEDIO DE REACCION CONDICIONES R%a soz'z '3,6—ab G/M/Xc
%

Polisacárido origina] - - 12 9 5,4:0.6:1

1. 0,09M HC] en metano] sa] de Na-20°-3x7 h. 40 1,2 3,6 4 20,7:1

2. Dioxano sa] de Na 6 Py-eb. 70 12 ND ND

3. Dimetiiformamida sa] de Py-100°-8 h. 80 4,1 ND ND

4. Dimetiisuifóxido sa] de Na-100°-3 h. 75 12 ND ND

5. sai de Py-100°-4 h. 75 2,9 10,6 5,4:0,6:1

6. DMSO+ 2 % piridina sa] de Py-100°-4 h. 90 3,2 ND 5,5:0,7:1

7. DMSO+ 2 % piridina sa] de Py-100°-8 h. 86 1,4 9,5 S,9:0,7:1

8. DMSO+ 2 % piridina s.de Py de 6.-8 h. 80 0,28 ND 5,2:0,7:1

a Rendimiento % .

2-0-meti1gaïactosa/xiiosa.
b 3,6-anhidroga1actosa. c Relación moiar galactosa/

Posteriormente, y a fin de eva1uar mejor las condiciones de desulfa­

tación, ios autores rusos efectuaron un estudio con un dextrano suïfatado

por su accesibilidad y alto contenido de suïfato ( 48 Z ).

148

En primer lugar

estudiaron 1a metanólisis ácida (Tabïa 11). Se encontraron c0n 10 que ya

conocían, es decir 1a tremenda ruptura de uniones glicosídicas que acompañóa

1a desuifatación cuando ésta se compïetó. Ademásse detectó la presencia en

e] hidroïizado de manosay xiiosa, azúcares que no estaban presentes origina]­

mente lo que sugiere a los autores que e] método tendria reacciones ïateraïes;

ya que e] metano] no es un desuifatante efectivo 143,144 los autores ensayaron
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su reempiazo parcia] por DMSOo dioxano (Tabla 11).

TABLA11: Efecto de 1a metanóïisis ácida en 1a desuifatación de] dextrano
suifatado (HC10,2 M; cuatro tratamientos de 8 h c/u, a 20°).

SOLVENTE SULFATO RENDIMIENTO

(SO4 %) (%

'Metanoi 0,62 7,4

Metano] / dioxano (80:20) 25 32,6

Metanoi / dioxano (50:50) 9,45 28

Metanoi / dioxano (20:80) 29 33

Metano] / dioxano ( 4:96) 39 42

Metano] / DMSO(80:20) 7,08 32,4

Metano] / DMSO(50:50) 8,4 31,3

Metano] / DMSO(20:80) 18,7 24,3

Metano] / DMSO( 4:96) 30 23,3

La variación de las proporciones metanoï/dioxano y metanoi/DMSOindica

que a] disminuir 1a proporción de metano] se produce un decremento en ei proceso

de desuifatación, pero a1 mismo tiempo se mantiene un nive] simiiar de degradación

como 10 mostró 1a cromatografía en geïes de Sephadex.

Continuando su estudio ios autores evaluaron 1a desuifatación de]

dextrano a1 caientario en dimetiïsuifóxido, investigando 1a infïuencia de] catión

( sodio, cetavïón, amonioo piridinio); esta üitima era 1a más efectiva en 1a

desuifatación como se aprecia en 1a Tabia 12. Puede verse además que, en

contraste con e] poiisacárido de Laingia pacifica, e] dextrano se desuifata en

forma de sa] sódica, aunque con menor rendimiento. Por otra parte no es

necesario convertir e] polisacárido a su sa] piridinica, ya que aicanza con
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agregar clorhidrato de piridina o cloruro de amonioen cantidades equimolares

a] poiisacárido; en cambio, 1a sa] de cetavión es inerte a 1a desuïfatación,

aün en presencia de cïoruro de amonio.

TABLA12: Desuifatación de] dextrano suïfatado con DMSO( 100°, 10-15 hr)

SAL DE SOLVENTE AGREGADO SULFATO (% 504) RENDIMIENTO

Sodio DMSO 48 11 29

Sodio DMSO+ 2% piridina 48 24 76

Sodio Py.HC'I 48 11 60

Sodio NH4C1 48 12 54

Sodio Et3N.HC1 48 13 25

Piridinio 40 9,6 50

Amonio 49 9,7 32

Cetavlón 20,6 21 73

Cetavlón NH4C1 20,6 19,3 43

Para favorecer 1a soïubiïidad de] dextrano en dioxano, buen agente

desuïfatante de monosacáridos pero pobre para poïisacáridos, se probaron ias

sales de trietiï- , tri-n-butil- y tri-n-octiïamonio de dicho dextrano. Las

dos primeras no se disueïven en dioxano y no ocurre desuifatación; en cambio,

1a sa] de trioctilamonio se "hincha" en dioxano, da buena desuïfatación en

condiciones suaves y exceïente rendimiento, siendo 1a recomendadapor los autores

para productos naturales.

Matuiewicz y Cerezo149 uti1izaron e] método soïvoïitico para e] carrage­

nano de Iridaea undulosa (sal piridinica). Lo efectuaron en dimetiïsulfóxido
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La desuïfatación tota] fue de] 81 %, con un alto rendimiento ( 80 Z) en 9 horas;

un mayor ca1entamiento produjo despoIimerización sin cambio de 1a composición.

Los autores hicieron toma de aIicuotas a distintos tiempos, y Tos datos anali­

ticos para 1as mismas pueden observarse en 1a TabTa 13.

TABLA13: Etapas en 1a desquatación de] carragenano de Iridaea unduZosa.

TIEMPO SULFATO RENDIMIENTO [CI]D VISCOSIDAD 3,6-AHG Za'

( h ) (S04 Z) ( Z ) (°) RELATIVA

0 30,8 77,5 1,00 16,5

2,5 13,6 82,7 108,1 0,81 14,4

4,5 9,8 95,6 102,3 0,74 13,8

6,5 9,8 79,7 100,0 0,77 12,4

9 5,8 78,3 99,5 0,73 12,7

12 5,8 62,2 98,7 0,73 13,8

aValores normalizados para e] carragenano no suïfatado.

Se observa disminución de 1a viscosidad, pero no existe pérdida

notoria de 3,6-anhidroga1actosa.

E1 método solvolitico ha sido poco usado por e] momentopero

aparece como promisorio para 1a complicada quimica estructura] de Tos poIisa­

cáridos sulfatados.
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INTRODUCCION

En 105 últimos años se han popu1arizado 1as aplicaciones de 1a espectros­

13C debido a1 amplio interés que pre­copia de reSonancia magnética nuc1ear de

sentaban y dada 1a comerciaïización de aparatos destinados a 1a misma ( Bruker,

de origen alemán ; JEOLjaponés y Varian norteamericano), con generadores de

pulso y computadores que ejecutan 1a acumuïación de señaïes (FID) y producen

1a correspondiente transformada de Fourier.

Las ap1icaciones a hidratos de carbono se vieron inmensamentefaciïita­

das por 105 estudios sobre infïuencias estéricas en Ios despïazamientos de RMN

e 13 150-153 154C de ciclohexanos substituidos , inositoïes y 1as Ieyes generaïes
155-157

d

para poïioïes
158

Los primeros estudios datan de 1969; Perïin trabajó con glucosa

159 interpretaron los espectros de casienriquecida, y Iuego Ha11 y Jonson

todos los monosacáridos senciïïos (con riqueza isotópica naturai) y sus

metilgiicósidos, con 10 que pudieron distinguir tres tipos de despiazamientos:

De] carbono anomérico a S 91-105 ppm.

De Ios carbonos con oxhidrilo secundario a 5 67-77 ppm.

De] carbono con oxhidriïo primario a S 61-63 ppm.

160,161En esos trabajos y otros posteriores se verificaron aïgunas

reguïaridades en 105 despïazamientos producidos por anomerización y/o epimeri­

zación; más adeïante se extendieron a otros cambios. Shashkov y Chizhov162
163y Perlin recopiïaron 105 trabajos publicados hasta ese momentoy efectuaron

1as siguientes generaïizaciones:

1) La anomerización aitera e] S de] C-l de 1a D-giucosa, ga1actosa, arabinosa

y xiïosa ( en aproximadamente 4 ppm a campos más altos a1 pasar de] anómero

fi a1 (I ), pero tiene poco efecto sobre e; C-l de D-aïosa, manosa, 1ixosa y



2)

3)

4)

5)

6)

7)

ribosa.

La anomerización afecta más nitidamente a los desplazamientos de los

carbonos 3 y 5 (por interacción 1,3-diaxial), menos al del carbono vecino

C-2, y tiene muy poco efecto sobre los carbonos 4 y 6, más alejados. Es

por eso que el 8 del C-4 en hexosas, pentosas y sus glicósidos siempre

aparece a 69-72,5 ppm.

Al pasar los azúcares libres a glicósidos, el C-l se desprotege en

algunas ppm. En este caso, la diferencia de desplazamiento entre los

anómeros a: y B permanece aproximadamente constante.

El reemplazo de un oxhidrilo ecuatorial en C-2 por uno axial (glucosa-—+

manosa ), afecta la posición del C-l de forma diferente: en el anómero <1

la inversión causa un desplazamiento a campos más bajos de 2 ppm; en el fi

163’164 describióel mismo corrimiento es hacia campos más altos. Perlin

un método con el cual se pueden sumar contribuciones por epimerización y

asi calcular los 5 de cada carbono.

Las furanosas muestran, en general, las señales a campos más bajos que

las piranosas a ellas relacionadas.

La O-metilación provoca un deSplazamiento hacia campos más bajos del

carbono 0C de 7-11 ppm; los que poseen metoxilos axiales siempre se encuen­

tran en un campo 3-4,5 ppmmás alto que los ecuatoriales; el carbono p se

desplaza cerca de 1 ppma camposmás altos si su oxhidrilo es ecuatorial

Si el metoxilo está en
164

igual que el metoxilo az, y 4-5 ppmsi es axial.

posición axial, su efecto sobre el carbono B es chico El efecto Y

es casi insignificante ( 0-0,3 ppm).

El reemplazo de una unión C-O por una C-H (desoxiazücares) o C-C (azúca­

res ramificados) causa un marcado desplazamiento a campos más altos de la

señal dada la menor electronegatividad de los átomos reemplazantes. Tanto
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en los 2-desoxi c0moen los 6-desoxiazücares el desplazamiento es de

38 a 45 ppmlsg.

8) Las señales de carbonos unidos a amino o acetamido se desplazan a campos
165

15-20.ppm más altos que los del carbono oxhidrilico El efecto p es

de 2-3 ppm a campos más altos.

MONOSACARIDOS SULFATADOS

La influencia de la sulfatación fue estudiada en primer lugar por

Honday col.166 y luego por otros167'169.

Los japoneses166 compararon el espectro de la glucosa con los de sus

derivados sulfatados en 3- y 6-. Alli comprobaron que el carbono cuyo oxhi­

drilo está sulfatado se desprotege en 8,5-9,5 ppm(3-0-sulfato) o en 6,5 ppm

( 6-0-sulfato). Los carbonos p y Y sufren una protección de 1,1-2,2 ppmen

el primer caso y 0-0,3 ppmen el segundo, es decir que el efecto es similar
167 13

al de la O-metilación. Un grupo ruso utilizó los espectros de RMNde C

para confirmar la estructura de productos sintetizados comometil-3-0­

metilmanopiranósidos sulfatados en 2- , 4- y 6- ; el canadiense Ragan168

estudió la influencia de la sulfatación en fenoles, pero sin lugar a dudas
169

el estudio más completo lo efectuó un grupo australiano utilizando un

métodode desplazamiento isotópico diferencial (d.i.s.) inducido por deuterio

170. Analizarondesarrollado en 1979 a fin de facilitar las asignaciones

los espectros de los 2- , 3- , 4- y 6- 0-sulfatos de D-glucosa y D-galactosa,

del 2,3,4,6-tetra—O-acetil-B-D-glucosa l-sulfato y de 2-acetamido-2-deoxi-D­

glucosa 6-sulfato. Los desplazamientos de los derivados de la galactosa

pueden observarse en la Tabla 14.



TABLA14:DespïazamientosquimicosadeRMNde13€ deiosderivadossulfatadosde1aD-gaïactosa.

AZUCARCARBONO

C-l

C-2

C-3

C-4

C-5

C-6

d-D-galactosa2-su1fato
p-D-gaiactosa2-su1fato

d-D-gaiactosa-3-su1fato
p-D-gaïactosa‘3-su1fato d-D-gaiactosa4-su1fato p-D-gaïactosa4-su1fato

d-D-gaiactosa6-su1fato
p-D-gaïactosa6-su1fato

91,3(-1,8) 95,7(-1,6) 93,1(0) 97,0(-0,3) 93,0(-0,1) 97,2(—0,1) 93,2(+0,1) 97,3(0)

76,6(+7,4) 81,0(+8,2) 67,2(-2,0) 70,7(-2,0) 69,3(+0,1) 72,8(+0,1) 69,1(-O,1) 72,6(-0,1)

68,0(-2,0) 72,6(-1,l) 78,5(+8,5) 81,2(+7,6) 69,0(-1,0) 72,6(—1,0) 69,8(-0,3) 73,4(-0,2)

70,3(+0,2) 69,7(+0,1) 68,5(—1,7) 67,8(-1,7) 78,5(+8,3) 77,5(+7,9) 69,9(-0,2) 69,4(-0,2)

71,2(+0,1)
76,0(0)

71,0(-O,3) 75,5(-0.4) 70,7(-0,6) 75,1(-0,9) 69,1(—2,2) 73,5(-2,4)

61,9(-0,l) 61,7(-0,1) 61,8(-0,2) 61,7(-O,1) 61,9(-0,1) 61,8(0 68,5(+6,5) 68,1(+6,3)

a Enppmrespectode]tetrametiïsiïano,ensoïuciónacuosa;entreparéntesissedan1asdiferenciascon

respectoa1acorrespondientegaïactosanosuïfatada(vaiorespositivosindicancamposmásbajos).
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Se observó que los sulfatos sobre 0-3 y 0-4 causan un mayor despla­

zamiento (7,1-9,4 ppm) sobre el carbono cz, mientras que el efecto del sulfato

sobre C-6 es menor (6,3-6,6 ppm). En cambio, el compuesto sulfatado en 1-,

sólo presenta un desplazamiento de su carbono cf de 2,3 ppmlo que se explicó

por el diferente entorno hallado. La influencia sobre el carbono fl se en­

cuentra dentro de lo antes expresado: entre 1 y 2,5 ppm, pero en general

cerca de 1,5 ppm a campos más altos. Crece levemente en los compuestos

sulfatados en 6- y desciende a 0,6-1 ppmcuando se trata de la galactosa 4­

sulfato, que contiene ese grupo axial (Tabla 14).

APLICACION A OLIGOSACARIDOS

Las primeras aplicaciones a oligosacáridos.fueron efectuadas parale­

lamente por distintos grupos, cerca de 1971. Se interpretaron los espectros

171-173, celobiosas, lactosas,
175,176

de sacarosa, turanosa, melecitosa, estaquiosa
174maltosas y sus metilglicósidos y octaacetatos , trehalosa, melibiosa

y ciclodextrinasl77.

Se supuso que la glicosilación afecta a la señal del mismomodo que

la metilación, y que aquella no afecta a los carbonos en Y'ó S respecto de

la unión glicosidica.

La comparación de los oligómeros con derivados metilados fue llevada

178’179 quienes estudiaron los eSpectros de glucobiosas,a cabo por Usui y col.

glucotrioses y glucanos y los compararon con los de glucopiranosas metiladas

en distintas posiciones, equivalentes a la otra unidad. Para los disacáridos

concluyeron las siguientes reglas:

1) La señal de C-l de la unidad reductora se encuentra en el mismo campo

que la correspondiente piranosa, salvo en disacáridos l-e2 (kojibiosa y
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soforosa ), dondeel efecto B difiere entre glicosilación y metilación.

z) La señal de C-l' (no reductora) con unión d;, resuena a 97,5-101 ppm, y

con unión p a 104-105 ppm. En las ogm- y fi,fi- trehalosas (unión 1-91)

los S son 94,8 y 100,7 ppmrespectivamente, es dec.r que la diferencia entre

ambas se mantiene.

3) Es sabido que la metilación de oxhidrilos causa una desprotección de 7n11

ppma los carbonos a:, ubicando las señales de C-2, C-3 ó C-4 en la zona de

80-87 ppm; estas reglas se mantienen para las glucobiosas: si el monosacá­

rido unido lo hace por enlace B el corrimiento es análogo a la metilación;

si fuera a: el desplazamiento quimico del carbono correspondiente (C-2, 3,

4 ó 6) sufre un corrimiento a campos más altos de 1,5 a 5 0pm al comparar

con los correspondientes éteres.

4) Los desplazamientos de los carbonos de la unidad reductora no enlazados

coinciden con los de los éteres metïlicos, habiéndose observado pequeñas

diferencias para el carbono P a la unión por distinto efecto de metoxilo y

glicosilo.

5
V Los desplazamientos de los carbonos C-2' -—C-6' de la unidad no reductora

son comparables a los de los correspondientes metilglicósidos.

APLICACION A POLISACARIDOS

13€ de polisacáridos resultó desde elLa espectroscopia de RMNde

comienzo la más complicada, aün considerando la solución del problema inverso,

o sea la asignación de lineas del espectro de un polisacárido de estructura

conocida. Además, el ensanchamiento de señales debido a la viscosidad de

la solución jugó un rol fundamental, peso a la variedad de desplazamientos;

por otra parte se produce otro tipo de ensanchamiento de las señ.les debida a la



inhomogeneidad conformaciona] de 1a cadena produciéndose una "dispersión"

(spreading-out) de las señaïes de carbonos monotipicos. Todos esos aspectos

hacen que en aigunos casos se dificulte e] análisis de ïineas de 1a zona donde

reSuenan 105 carbonos no anoméricos ni enïazados, llegando - para poiimeros

de baja regularidad - a una ampiia zona no resueita, simiïar a 1a región

metiiénica en RMNprotónica de esteroideslóz.

En aïgunos casos, e] espectro sóio presenta utiiidad en 1a zona de]

carbono anomérico o los carbonos en1azados donde 1a resoïución es suficiente

aün cuando las ïineas sean anchas. En cambio, e] espectro de poiisacáridos

a1tamente reguïares es re1ativamente senciiïo; incïuso, en cierto sentido,

es menos complejo que e] de di- u o1igosacáridos pues no se compiica por 1as

señaïes de] extremo reductor.

Comomodeïos para 1a interpretación se utilizan monosacáridos metiïados

y oligómeros de estructura re1acionada; los primeros estudios fueron reaïi­

180-182. En a]gunos casos, con po] imeros p0C0zados por e] canadiense Gorin

soïubles es preciso degradar previamente enzimática o químicamente 1a muestra,

dada 1a a1ta concentración requerida; de cuaïquier modo, es imprescindibïe

una gran acumuiación de pulsos para Iograr un buen espectro, y en gran parte

de los casos éste se favorece por ca1entamiento a fin de disminuir 1a visco­

183 recopiló todo 10 concerniente a apïicaciones a poïisacáridossidad. Gorin

hasta 1979.

Se han efectuado numerosos estudios con dextranos unidos en distintas

posiciones, pu1u1anos, mananos ïineaïes y ramificados, giicomananos diversos,

ga1actofurananos, heparinas y condroitinas, poiisacáridos sulfatados de aïgas

( ver más adeïante), giucanos fosforados, ácidos teicoicos, poïisacáridos que

contenian ácido siáiico y 3-desoxi-octuiosiïónico (KDO),ácido aIginico,

xi1anos,etc.
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Tambiénse estudiaron derivados sintéticos solubles en solventes orgá­

183. En gran parte denicos, comoacetatos y éteres metilicos o bencílicos

los casos se han resuelto problemas que antes eran de dificil solución, ya

que puede detectarse rápidamente la presencia de grupos poco comunes (

acetatos, fosfatos, metilos, sulfatos, carboxilatos, carbonosaldehidicos,etc.).

APLICACION A CARRAGENANOS Y COMPUESTOS SIMILARES

184
Hasta 1977 (salvo una breve mención previa ) no se habian efectuado

13
estudios de RMNde C de galactanos sulfatados de algas rojas. Simultánea­

mente dos grupos, uno ruso y otro canadiense iniciaron su tarea.

185 al registrar y compa­El primer aporte fue efectuado por Usov y col.

rar el espectro del metil-3,6-anhidro—CI-D-galactopiranósido y sus 2-0-metil- ,

4-0-metil y 2,4-di-O-metil éteres, todo ello fundamental punto de partida

para la interpretación de los espectros de esos galactanos. En todos los

casos el carbono anomérico apareció cerca de 99 ppmy el C-6 se desplazó

cerca de 70 ppm.

Luego vinieron los trabajos de aplicación directa. El grupo ruso81

logró obtener, tras numerosisimasdificultades técnicas relacionadas con la

capacidad de los galactanos sulfatados de gelificar, los espectros de agarosa,

un odontalano y dos K-carragenanos provenientes de distintas fuentes. Como

se sabe, la agarosa presenta una estructura alternante de unidades de fi-D­

galactopiranosa unida en 3- y 3,6-anhidro-cx-L-galactosa unida en 4; el odon­

talano difiere por estar sulfatado en el 0-4 y metoxilado en algunos C-6 de

la unidad de galactosa.

El K- carragenano, en cambio, también está sulfatado en 4- pero no

presenta unidades metiladas y la 3,6-anhidrogalactosa es de configuración D.
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Se distinguieron tres regiones de] espectro: A(100-105 ppm) del C-l de 1a

gaiactosa; B (92-99 ppm) de] C-l de 1a 3,6-anhidroga1actosa , y C (55-62 ppm)

con ios C-6 de 1a gaiactosa y los carbonos metoxiiicos (Tabia 15).

13
TABLA15: Picos característicos en los espectros de RMNde C de aigunos

poiisacáridos de algas.

POLISACARIDO REGION ESPECTRAL

A B C

Agarosa 102,3 98,2 61,3

Odontaïano 102,4 98,3 y 96,6 59,0

K -carragenanoa 102,5 95,1 y 94,6 61,3

K -carragenanob 102,6 95,1 y 94,6 61,2

b De PhyZZophora nervosa.a De Tichocarpus crinitus

Comose observa, en 1a región A no existe mayor variación. En 1a

B, en cambio, a 98,2 ppmaparece 1a seña] caracteristica de] carbono anomérico

de 1a 3,6-anhidro-ci-L-gaiactosa. En e] espectro de] odontaiano se agrega

otra seña] a 96,6 ocasionada por 1a influencia del suifato de 1a unidad vecina;

ios dos picos de 1a región B de] K-carragenano también coinciden con e] carbo­

no anomérico de ias unidades de 3,6-anhidro-ci-D-ga1actosa unidas a gaiactosa

suifatada y sin suifatar. La región C muestra en tres casos e] pico caracte­

rístico de] carbono unido a oxhidriio primario; e] de] odontaiano, en cambio

exhibe a 59,0 ppmei carbono metoxiiico, y a consecuencia de esa metoxiiación

hay un neto despiazamiento de] C-6 a otras regiones de] espectro.

E1 grupo canadiense de Yaphe, en primer lugar analizó ios espectros

de ios oiigosacáridos obtenidos por hidróiisis enzimática de agarosa186, y

iuego187 ios de ágar, I<-carragenano e \-carragenano, pero tomando en cuenta



_ 73 _

únicamente las señaies correspondientes a] carbono anomérico. Para e] ágar

las señaies aparecieron a 103,4 y 99,2 ppm; para e] iÁ-carragenano a 103,4 y

96,2 ppm; para un K-carragenano parcialmente desuifatado a 103,6 , 96,1 y

95,6 ppmy para e] L-carragenano a 103,2 y 93,1 ppm. Comose aprecia hay

una diferencia de “11 ppmcon e] trabajo de] grupo ruso; elio fue posteriormen­

te adjudicado83 a diferentes métodos de cáicuio por 1a utilización de TMS

comostandard interno o externo.

Prosiguiendo con sus estudios, e] grupo ruso efectuó un anáiisis más

detaliado de 105 espectros de poiisacáridos de 1a famiïia de] ágar188 y

también de 1a de] K-carragenan082: se estudiaron \k- y L-carragenanos con

distintas irreguiaridades, asignándose todos Ios picos. Tambiénse determi­

naron ias estructuras de aigunos otros gaiactanos con estructuras no aciaradas

hasta entonces. Todos estos trabajos se hicieron en so1uciones a1 5 %en

agua deuterada, pero calentando a 80 ó 95° para disminuir 1a viscosidad.

Otra importante contribución estuvo dada por 1a aplicación de] método

a] estudio estructura] de un gaïactano sulfatado de Grateloupia divaricata74

con cantidades insignificantes de 3,6-anhidroga1actosa. Ya se habia demos­

72’73 que 1a moïécula de ese polisacárido presenta unatrado químicamente

estructura a1ternante de unidades cí(1—+3)-y p(1-+4)-ga1actosa; 1a unidad

3-n-sustituida es D-galactosa, y 1a 4-0-sustituida es en aigunos casos D- y

en otros L-gaiactosa; dichas unidades se encuentran suifatadas en distintas

posiciones. Se combinanasi las caracteristicas de] ágar y e] carragenano.

Es asi que se separaron por acetóiisis de] galactano cinco oiigosa­

cáridos que se utiïizaron comocompuestos modeio, y a1 adjudicar 1as señaies

se observó que e] despiazamiento quimico de 1a seña] de C-l no sólo dependía

de 1a configuración de] centro giicosidico y 1a posición de 1a unión con 1a

unidad vecina sino también de 1a configuración absoluta de ambas unidades;
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13
Figura 9. Espectros de RMNde C de] ¡4-carragenano de Tichocarpus

crinitus (a), K-carragenano de PhyZZophoranervosa (b) y
¡rcarragenano desuïfatado.

estos estudios permitieron 1a interpretación compïeta de] espectro de]

gaïactano desuïfatado. Se observaron cuatro señales anoméricas y de su

integración se dedujeron 1as caracteristicas principaies de] producto. E1

espectro de] polisacárido suïfatado es bastante más compïicado, debido a 1a

presencia de grupos sulfato ocupandodiferentes posiciones, y también por 1a

xiïosa y 3,6-anhidroga1actosa ( que eran destruidas en 1a desuïfatación).



La región anomérica puede interpretarse, pero la de 105 c_2———c_5es de

imposible interpretación. En la figura 9 se observan algunos espectros

característicos.

Otro trabajo de un grupo australiano189 interpretó los espectros de

carrabiosa y agarobiosa, es decir los disacáridos formados por hidrólisis

controlada de K-carragenano y ágar, respectivamente.
83

Usovy col. resumieron posteriormente todo lo realizado en espec­

13Cde galactanos de algas rojas. Alli se desarrollarontroscopia RMNde

los espectros de varios tipos distintos de polisacáridos de ese origen,

tanto de las familias del ágar y porfirano (con unidades L-) comode la familia

de los carragenanos; los valores principales de J para cada tipo de unidad

se pueden encontrar en la Tabla 16.

Puede apreciarse que los desplazamientos quimicos de los carbonos de

la unidad en estudio están influidos por las unidades que la preceden y suce­

den en la cadena. Por ejemplo, el C-4 de la galactosa 4-sulfato sufre un

corrimiento de 2 ppmal estar sulfatado el 0-2 de la unidad 3,6-anhidrogalac­

tosïdica precedente, posiblemente por interacción entre ambossulfatos. Las

estructuras hibridas ¡(-L , muy comunesen la naturaleza pueden reconocerse

y caracterizarse por sus espectros, por integración de los picos a 95,1 y

92,1 ppm. Otros híbridos encontrados aünan estructuras de l&-carragenano y

su derivado desulfatado; el furcelarano seria un triple.hibrido entre L-, K­

y lÁ-carragenano desulfatado. Los l-carragenanos solamente pudieron dar

buenos espectros al estar desulfatados ( fig. 9 c).

El análisis del espectro del 'Hrcarragenano' de PhyZZophoranervosa

permitió detectar algunas peculiaridades interesantes de la estructura del

polisacárido82 (fig. 9 b). Si bien una serie de señales concuerda con las

del K-carragenano (fig. 9a) o su derivado desulfatado, se observó un



TABLA16.Despiazamientosquimicosde13€ enaigunoscarragenanos(Ref.82y83).

UNIDADaCARBONO

C-lC-2C-3C-4C-5C-6

A102,5(103,4)b69,978,874,074,861,3 B102,3(103,2)70,078,872,074,861,3 c102,370,078,874,074,861,3 0102,669,980,266,073,067,1 E102,5(103,6)70,280,466,375,361,3 F104,870,679,065,775,4

N
3-4
LD

G96,269,270,978,570,661,5 H95,1(96,2)69,7<78,379,176,869,4 I94,6(95,6)69,978,179,376,869,5 J95,1(96,1)69,978,179,376,869,5 K94,669,778,479,476,8'69,4 L95,169,778,479,476,869,4 M92,1(93,1)75,477,979,176,869,4 aCadaietracorrespondea1aunidadenestudioqueseindicaen1apáginasiguientebLosdatosentreparéntesiscorrespondenalasasignacionesdeYapheyco].(ref.187)



TABLA16(Continuación) LETRAUNIDADPOLISACARIDO

ENESTUDIOPRECEDENTEPOSTERIOR

A-)3)-B-D-Ga14-su1fato(1-!3,6-OC-D-AHG(1->->4)-3,6-e(-D-AHGK-carragenano B->3)-p-D-Ga14-su1fato(1*3,6-cL-D-AHG2-S(1-)->4)-3,6-cC-D-AHGó

L-carragenanoo

-54)-3,6-QC-D-AHG2-S

híbridoL-K

C43)-B-D-Ga‘l4-su1fato(1'>3,6-Cí-D-AHG(1-5->4)-3,6-D<.-D-AHG2-SHíbridoL-K D->3)-B-D-Ga16-su1fato(1->3,6-dpD-AHG(1-)+4)-3,6-di-D—AHGK-de'P.nervosa

a3)_p—D-Ga1actosa(1"’
¿3)-B—D-Ga1actosa(1*

44)-a—D-Ga1actosa'(1* 44)-3,6-m-D-AHG(1* 44)-3,6-d-D-AHG(1*

3,6-(I-D-AHG(1-)
oc-D-Gaïactosa(1-)

B-D-Galactosa(1-> B-D-Ga1-4-S(1-5 B-D-Ga](1-)6

-)4)-3,6-ch-D—AHG

—->4)-oc-D-Ga1actosa ->3)-B-D-Ga1actosa -ó3)-p-D-Ga1-4-S

K-carrag.desqu. l-carr‘ag.desulf. l-carrag.desqu. K -carragenano

—>3)-p-D-Ga1Kt-car‘rag.tota]

p-D-Ga1-4-S(1-‘voparc.desquatado

J44)-3,6-á—D-AHG(1->B-D-Ga](1->->'3)-p-D-Ga1-4-SK-carr.parc.desulf. K44)-3,6-ï-D-AHG(14B-D-GaT-G-S(1-5-)3)-p-D-Ga1-6-SK-deP.nervosa L44)-3,6-(Í-D-AHG(14fi-D-GaT-G-S(1-?—)3)-fi-D-Ga1-4-SK-deP.nervosa M44)-3,6-(r-D-AHG2-su1fato(1-)

p-D-Ga1-4-S(1+—)3)-p-D-Ga1-4—SL-carragenano

-77.



desdoblamiento de la señal correspondiente a C-6; la comparación de intensi­

dades permitió concluir que la mayoria de las unidades de B-D-galactopiranosa

estarian sulfatadas en C-6, y una menor proporción en C-4, mientras que estarian

ausentes las 4,6-disulfatadas o las no sulfatadas. Esta distribución de

sulfatos es completamente inusual en carragenanos.

190 efectuó un estudio sobre lo que ellosUn trabajo francés más reciente

llaman "precursores biológicos" de carragenanos, que no son más que fracciones

purificadas de los carragenanos de Eucheumaspinosum, Eucheumacottonii,

Chondruscrispus, Gigartina steZLata, Ahnert-¿a concinna _yAhnfeltia

gigartinoides. Efectuaron los espectros de todos esos productos antes y

después del tratamiento alcalino, obteniendo con ello infonnación sobre el tipo

de precursor presente en cada carragenano.

En conclusión, la resonancia magnética nuclear de 13€ pennite

determinar estructuras básicas de galactanos de algas rojas por un método no

degradativo.



Capítulo VI

USO DE LOS ALDONONITRILOS

ACETILADOS EN LOS

ESTUDIOS ESTRUCTURALES

DE POLISACARIDOS
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RESEÑA HISTORICA

Con el avance de las técnicas de cromatografía gaseosa en los labo­

ratorios, comenzó la búsqueda de derivados apropiados para los hidratos de

carbono, que tuvieran la suficiente volatilidad comopara ser utilizados en

esos sistemas; para ello habia que proteger los oxhidrilos libres. Los

sistemas a resolver eran de dos tipos: por un lado mezclas de monosacáridos

diferentes, provenientes de hidrolizados de heteropolisacáridos o polisacáridos

complejos, y por el otro lado mezclas de derivados O-metilados, obtenidos por

permetilación de polisacáridos y posterior hidrólisis con el objeto de adquirir

infonnación estructura] de los polímeros.

Se ha pretendido utilizar varios derivados de azúcares, entre ellos

los acetatoslgl, trifluoroacetatoslgl’192, isopropilidén-acetales193,

butanoboronatoslg4, y fundamentalmentelos derivados trimetilsililados de los

191 191,197. Dichosazúcareslgs’lgs, de sus metilglicósidos o alditoles

métodos tienen la desventaja de dar cromatogramas complejos, ya que algunas

sustancias suelen dar más de un pico debido a diferentes configuraciones anomé­

ricas y/o distintas formas ciclicas; en ciertos casos son dificiles de prepa­

rar y/o inestables. Todos esos problemas se solucionaron con el advenimiento

de los acetatos de alditollg7'199, método que fue mejorado por Albersheim y

col.200 para hidrolizados de paredes celulares vegetales, para lo que recomen­

daron el uso de una columna cromatográfica de 0,2% de poli(succinato de

etilénglicol), 0,2% de poli(adipato de etilénglicol) y 0,4% de silicona XF-1150

en Gas-ChromP. Los acetatos de alditol también fueron utilizados con éxito

por el grupo sueco de LindbergZOI’202 para la separación de metiléteres prove­

nientes de la hidrólisis de polisacáridos permetilados. Estos trabajos fueron

complementados con estudios de fragmentación por eSpectrometría de masa por
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impacto electrónico (e.m.-i.e.)203'207. Debidoa la extensión de los estudios

el método fue rápidamente aceptado y es el más comunmenteutilizado hoy en

cromatografía gas-liquido (c.g.l.) de hidratos de carbono. Sin embargo,

presenta una limitación ocasionada por la simetría de la molécula del alditol;

asi, por ejemplo, la 3-0-metilgalactosa y la 4-0-metilgalactosa dan por reduc­

ción el mismoalditol, al igual que la 2,3-di-0-metilxilosa y'la 3,4-di-0­

metilxilosa; se requiere entonces el uso del borodeuteriuro de sodio para la

reducción de las aldosas obtenidas para diferenciarlas por e.m.

La preparación de los alditoles acetilados lleva algún tiempo, pese a la

sencillez del método. El paso de reducción se efectúa rápidamente, pero luego

hay que destruir el exceso de borohidruro de sodio, mediante el uso de resina

ácida y/o ácido acético. Tras la evaporación del agua, debe eliminarse el

ácido bórico formado pues interfiere en el posterior paso de acetilación;

ésto se efectúa mediante consecutivos agregados y evaporaciones de metanol (x 5),

para eliminarlo en forma de bOrato de metilo, volátil. Recién luego de llevado

a seco se deja en desecador de vacio y posterionnente se acetila.

Lance y Jones208 superaron las dificultades provenientes de la simetría

del alditol preparando, para una serie de metiléteres de D-xilosa, los acetatos

de los D-xilononitrilos parcialmente metilados. En el método de preparación

simplemente hay que producir la oxima y luego, en un solo paso en el mismo

frasco de reacción, ésta se deshidrata y se acetilan los oxhidrilos libres por

calentamiento con anhídrido acético y piridina. El método permitió separar

casi todos los metiléteres de xilosa utilizados (Tabla 17). En el mismo

trabajo los autores208 prepararon en gran escala el derivado de la 2-0­

metilxilosa ( 3,4,5-tri-0-acetil—2-0-metil-D-xilononitrilo), probaronsu

estructura por resonancia magnética nuclear y demostraron su estabilidad al

calentamiento a 190°C.



TABLA17. Separación de 105 metiléteres de D-xiïosa como aidononitriïos
aceti1ados.

D-XILOSA TIEMPO DE RETENCIONa

O-metilo en O-acetilo en

2,3,5- 4- 0,345

2,3,4- 5- 0,394

2,5- y 3,5- 3,4- y 2,4- 0,650

2,4- 3,5- 0,743

3,4- y 2,3- 2,5- y 4,5- 1,00

4- 2,3,5- 1,55

2- 3,4,5- 1,64

3- 2,4,5- 2,07

aReïativo a1 2,5-di-0-aceti1-3,4-di-0-meti1-D-xi10nonitri10, en LAC-4R-886a1
10%, isotérmica a 200°.

La facilidad de preparación de] derivado, su aïta estabiïidad y 1as

ventajas separativas que presentaba dieron 1ugar a nuevos trabajos sobre e] tema.

209 y en 1a
211

Se Ios utilizó para identificar un hidroïizado de puïpa de madera

210 y gaiactosademostración de 1a existencia natura] de metiïéteres de xiïosa

en vegetales.

En 1971, Kochetkov y co].212 infonnaron 1a separación de una mezcla

que contenía los principaïes monosacáridos en forma de sus aldononitriïos aceti­

lados, y efectuaron un estudio por e.m.-i.e. de algunos gïicononitriïos acetiïa­

dos parciaimente metiiados, y 105 consideraron aptos para 1a identificación

espectrométrica, aunque no informaron Ios tiempos de retención de c.g.1. Estos

fueron proporcionados posteriormente por Kovat y c01.213. Otros grupos infor­
. . . .. 4

maron sobre derivados de m0nosacár1dos senc11105, tanto en cuanto a separac1on21
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.- 215 . . _ .
comoa su fragmentaC10n , sugiriendo en este u1timo caso rutas de ruptura

mediante marcación con deuterio. Otro grupo ruso informó de 1a separación y

principales caracteristicas espectraies de aldononitriios derivados de
216 217metiléteres de xiiosa, arabinosa y 6-desoxiazücares .

En una importante contribución a la e.m. de derivados metilados de los
218

manononitrilos acetiiados, Seymoury col. informaron 1a separación de los

di- , tri- y tetrametiléteres de D-manopiranosapor c.g.1. Por introducción

de grupos trideuterometiïo, se identificaron fragmentos constituyentes de los

espectros de masa, que pennitieron reiacionarlos con 1as estructuras originaïes.

En otro trabajo posterior219, también ap1icado a derivados de D-manosa,

se informó su separación y algunas caracteristicas espectraies, pero empieando

también derivados metiiados de 1a forma furanósica de ese azúcar en adición a

_ . _ . . 2
Los piranOSicos ya conoc1dos 18.

En estos trabajos se acortó notabiemente e] tiempo de reacción sugerido

por Lance y Jones208 para 1a formación de 105 a1dononitriïos, comosugirió

212 1 218Kochetkov ; Seymour y co mejoraron 1a caïidad de] cromatograma por

extracción clorofórmica de] derivado y 1avado con agua de] extracto; en otro
220

trabajo se sugirió un 1avado con HC] 3 M, posterionnente agua, solución

saturada de NaCO3Hy nuevamente agua para completar 1a eliminación de piridina

221’222 se sugirió e] uso dey anhídrido acético. Posteriormente

l-metiiimidazol en reempiazo de 1a piridina comocataiizador y soivente en 1a

formación de 1a oxima y acetiiación; de ese modo se acortó notabïemente e] tiem­

po de reacción ( 10 minutos en tota] ) y se bajó r a1 mismo tiempo - 1a tempe­

ratura de trabajo.

221’223 se utiïizaron técnicas de eSPeCtmmetríaEn los üïtimos trabajos

de masa por ionización quimica (e.m.-i.q.), que penmiten indicar ei peso moiecu­

lar de] derivado y 1a cantidad de oxhidriios acetiiados y meti1ados que posee.
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223 infonmaron la separación deEn un extenso trabajo, Seymoury col.

distintas aldosas derivatizadas comoaldononitrilos, algunas conteniendo

grupos acetamido, amino, desoxi o tio, en diversas columnas; pudieron resolver

todas las familias de compuestos estudiadas, salvo los pares ribosa-fucosa y

manosa-talosa. Los autores intentaron correlacionar la configuración de las

moléculas con el tiempo de retención; a igualdad de número de acetoxilos pre­

sentes, ordenaron los azúcares de acuerdo a la cantidad de pares de acetoxilos

cis en la fórmula de Fischer de la molécula. Asi, para las aldohexosas, la

alosa tiene 3 pares, altrosa, manosay talosa 2, glucosa, gulosa y galactosa 1

y la idosa ninguno; se observó que a mayor cantidad de esos pares, menor era

el tiempo de retención, lo cual se adjudicó a que los acetoxilos cis promueven

un enroscamiento (twist) de la cadena carbonada principal, la molécula tiene

una forma menos lineal en la cual los acetatos están menos expuestos y por

ende, es menor el tiempo de retención.

Además los acetoxilos pueden reemplazarse por grupos más polares que

aumentan el tiempo de retención (p.ej. un acetamido ) o por grupos menos polare

que los disminuyen (p.ej. un desoxi); también aclaran que el efecto de un grupo

desoxi terminal hace disminuir mucho más el tiempo de retención que un grupo no

tenninal (2-desoxi); incluso Sugieren aditividad de los efectos.

Este fue el primer trabajo que intentó correlacionar los tiempos de

retención con las configuraciones; los hechos experimentales no parecen con­

tradecir lo esbozado. Sin embargoSeymourno relaciona los tr con las confor­

maciones, que son las que tienen verdadero sentido fisico. Comose sabe, los

pares cis en la proyección de Fischer suelen ocupar una posición anti en la

confonnación preferida de la molécula, que en el caso de los manono-y galacto­

nonitrilos es planar, en zig-zag y extendida para la cadena carbonada, mientras

que en el glucononitrilo hay una pequeña desviación de esa conformación224.

Los autores no explican, entonces, cual es el efecto de esos grupos
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anti en 1a disminución de] tiempo de retención.

ESPECTROMETRIA DE MASA DE LOS ALDONONITRILOS ACEÏILADOS Y DE SUS DERIVADOS

METILADOS

Comose expuso anteriormente, se han analizado 105 espectros de masa

de varios derivados metiiados de Ios aldononitriïos acetiiados. Es muyfácil

además, correlacionar aigunas de esas rupturas con las de los aiditoles aceti­

203'207, y que sólo difieren de éstosiados, que han sido ampïiamente estudiadas

en e] C-l.

Los primeros estudios de] tema fueron encarados por e] grupo de

KochetkoV212 215,218.y 1uego bien complementados por marcación con deuterio

En primer lugar se trabajó con derivados de monosacáridos senciïloszlz; ninguno

de ios mismos da e] ion molecuïar, pero todos dan 105 iones a m/e (M-73) y (M-98),

correspondientes a 1a pérdida de -CH20Acy NC-¿H-OAC, respectivamente. Ambos

iones, asi como105 formados por ruptura de otras uniones carbono-carbono son

los fragmentos primarios ( Figura 10) que dan series de otros fragmentos, más

intensos, secundarios, por eïiminación simple o consecutiva de ácido acético (60)y

cetena (42), ta] c0moen 1a fragmentación de alditoles acetiïados. En ninguno

de ios espectros estudiados aparecen 105 iones de las unidades C-1—-C-2(m/e 98)

y C-1—-C-2-C-3 (m/e 170).

CEN

(m/e 98_) _ _H-cl:_—9A_c_ _ _ _ _ _ _ _ _ __

¿"1/5 17.01_ E‘CJ‘EAE____ -212???
2112-¿me ___2.1;

i);'314 H-C-OAC “¡e 145

Ll_- _ _ - - - ——C;2_0;c- __ —77‘75 —7_31

Figura 10.



parcia1mente metilados.

ALDONONITRILO ACETILADO DE
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TABLA18. Picos más intensos en los espectros de masa de aïgunos a1dononitrilos

m/e 3-0-Me­
gïucosa

4-0-Me­
gaïact.

6-0-Me­
gïucosa

2,3,4­
tri-0­
Me-Gïc

2,3,6­
tri-0­
Me-Glc

3,4,6­
tri-0­
Me-Gïc

2,4,6­
tri-0­
Me-Gïc

2,3,4,6­
tetra-O­
Me-G1c

2,3,4­
tri-O-Me
-ramnosa

45

83

85

87

88

89

96

99

101

112

113

115

117

127

129

131

142

145

154

158

159

161

173

175

186

189

197

205

212

214

217

233

261



En e] caso de los derivados parciaimente meti1ados, ta] como en e]

de los correSpondientes aiditoles acetilados, 1a ruptura se verifica fundamen­

taimente entre átomos de carbono que 11evan metoxiios vecinaïes. Los frag­

mentos primarios asi formados eliminan moléculas de fonnaidehido (30), metano]

(32), cetena (42), ácido acético (60) o acetato de metoximetiio (104) para dar

ios fragmentos secundarios. Los picos principales de Ios espectros obtenidos

212 pueden observarse en 1a Tabïa 18.por Kochetkov y su grupo

Tambiénse registraron los espectros de masa de aidononitriïos ace­

tiiados con 1a utiïización de marcación con deuterio que permitió sugerir

aïgunos caminos de fragmentación.

Los estudios indicaron pérdida de cetena, radica] acetato, árido

acético y anhídrido acético a partir de los fragmentos primarios producidos

por ruptura de ias uniones C-C, o bien a partir de] ion moiecuiar.

En ios compuestos estudiados e] grupo ciano- protege a] derivado

de 1a ruptura C-1—-C-2; e] espectro de masa de] per-O-acetiïgiucononitriio

presenta e] modelo de fragmentación que se aprecia en e] Esquema 1.

CEN 'I+. CEN CEN

¿HOAC ¿HOAc CHOAc AGO

¿HOAc .___—_———+ CHOAc ' CHZCO ¿HOAc ' ACOH \\
. I ——> 0+
CHOAc cHOAc cHOAc

| _

CHOAc CH==0Ac CH==OH ‘\1</| + + AGO _
CHZOAc C=N:ïe/e 314 m/e 272

\ m/e212
+

CH==0Ac

(:1HOAc - AC20 Aco \ - ACOH \ - CHZCO \

gnc 3 0+ a l 0+ a 0+
CH OAc

2 AcO AcO o

m/e 289 m/e 187 m/e 127 m/e 85

ESQUEMA1 (continúa en 1a pag.siguiente)
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ESQUEMAl (continuación):

CEN 1+.
I

CHOAC‘ \/+ + +

:CHOAC —-—> CH2"_-0Ac CH:OAc _ CH c0 CH-"—'OH

(¡mom CHZOAc CHZOAC
?HOAc m/e 73 .
CHZOAC m/e 145 m/e 103

CEN (|23Nl

CHOAc - CH2C0 CHOAc
l

CHOAc ¿HOAc
n ¡

CH-¿FOAC CH ¡OH

m/e 242 m/e 200

Jr - AcOv

CEN 1+. ïEN 1+. ïz 1+.
¿nom — CHZCO CHOAc — CHZCO cuoul .___} I ____}
CH (Ill-12 ¿H2
SHOAC CHO ¿Ho

\L m/e 183 m/e 141 m/e 99

+ + + +

CH"——'OAc (Iza =0Ac CH-'—'—'OAc (Izazoul - ACOH - CH C0 l - CH CO
CH 2 CH 2 CH(¡mom -—-—+ n ——> n ——) u

CHZOAc CHOAc CHOH CHOH

m/e 217 m/e 157 m/e 115 m/c 73

CHiou cuon ']+.
_ I _ - n

CHZCO CHOAc ACO CH
l

E CHZOAc ¡CHZOAC

m/e 175 m/e 116

+ ll _ +

Icu=€ Tc -CH3 ¡JH—c|)————-)
CH o ___
¡\CH/ \C_CH - Ac20 /CH CH2

AcO 2 H 3 AGOo

m/e 217 m/e 115
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TABLA19. Picos principaïes de los espectros de masa de] giucononitriio aceti­
Iado y su anáïogo trideuteroacetiïado.

PER-0-ACETILGLUCONONITRILO PER-O-ACETIL(d3)GLUC0N0NITRIL0
m/e Intensidad (m/e 145=100) m/e Intensidad (m/e 151=100)

314 16 326 20
289 2 301 4
272 5 282 4
242 12 251 18
225 14 232 16
217 19 226 23
212 36 218 45
200 8 207 6

194 14
187 36 193 38
183 18 190 16
175 7 182 7
157 22 163 29

157 19
155 10

153 10
145 100 154 42

151 100
144 16 150 15

145 15
141 10

127 16 130 25
123 15 129 16
116 8 120 9
115 57 119 49

118 52
113 16

103 72 110 69
107 42
106 19

98 15
86 28

85 17 85 20
73 11 76 14

75 14
60 55 63 95
54 14 54 19
51 11 51 19
45 83
44 41 47 70
43 base 46 base
42 67

Los autores reaiizaron e] espectro de masa de] gïucononitriïo per­
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acetiiado y de un derivado anáiogo acetiïado con anhídrido acético perdeuterado

(Tabla 19).

La mayoria de ios iones que no contienen a} C-l se encuentran en los

espectros de compuestos simiïares, aunque 105 autores expiican 1a presencia de]

fragmento m/e 115 ya que en e] e.m. de] compuesto marcado se encuentran dos picos

que equivaïen a aque], a m/e 118 y m/e 119; 1a estructura de este üitimo es

bien conocida, pero e] otro derivaria de] ion m/e 217 por expuisión de

anhídrido acético (Esquema1).

Un significativo aporte a ios estudios de fragmentación de derivados

parciaimente metiiados estuvo dado por e] trabajo de Seymoury co].218 que

anaiizó todos 105 posibÏeS derivados dimetilados, trimetiiados y tetrametiiado

de 1a D-manopiranosa; también se introdujeron grupos trideuterometiio en

distintas posiciones, de modode identificar aïgunos de 10s fragmentos consti­

tuyentes de] espectro de masa. Se observó asimismo, y ta] como se esperaba,

un gran parecido con 10s espectros de derivados de D-giucosa metiiados en ias

mismas posiciones, aseverándose entonces que 105 modeios de fragmentación de

estos derivados dependen únicamente de 1a ubicación de los grupos metoxiio y son

independientes de 1a configuración de] azücar, de modoque sirven para ios

anáïisis por metiïación de aidohexanos en genera].

Reiteraron que Ios modelos de ios aidononitrilos son simiiares a

10s de Ios alditoïes, porque los fragmentos cargados procedentes de] extremo no

nitriïico de 1a moiécuia son idénticos a Ios de ios correspondientes a1dit01es.

De cuaïquier modo, ios modeios dados por Ios nitriios son más definitivos porque

se haiia presente en 1a moïécula sólo un grupo hidroxiïo primario.

Los autores deuterometiiaron aïgunos compuestos y ios anaiizaron

por c.g.1.-e.m. Los espectros de aigunos de esos productos eran débiies y se

confundian con e] 'background', de modoque sóïo se pudieron anaiizar ios cami­

nos de fragmentación principales que 11evaron a los iones más intensos. Por
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ejemplo, para e] caso de] aldononitrilo derivado de 1a 2,3,4,6-tetra-0-meti1­

manosa, los aut0res anaïizaron ocho derivados trideuterometiiados en distintas

posiciones. Asi (Esquema 2) dedujeron que 105 iones m/e 205 y m/e 145 contienen

ios metoxiios de C-3, C-4 y C-6 por 10 que e] fragmento debe representar 1a
225

porción C-3—-C-6. Se había propuesto anteriormente 1a estructura Ac30+

para e] ion de m/e 145, pero Ios datos de sustitución isotópica eliminaron esa

posibiiidad.

CEN 1+
ICH-OMe N CH-i-oue
I + I

oH-OMe \} CH2"-—'0Me pH-OMe
CH-OMe

¿H_OAC Dl m/e 45 C1 m/e 88
I

CHZOMe

\\ cui-one oHÉOMe c ÉOMe' - AcOH - MeOH H
CH-OMe ______> CH-OMe > CH
I ' I I

+ (¡zu-om; (¡zii-I CH..- ll

ÉH" OMe CH2OMe CH-OMe cn -0Me
CH 0Ac

l

CHZOMe 2 3
B1 m/e 205 B1 m/e 145 B1 m/e 113

A1 m/e 161
\-;:.';0H +

N cl:H_0Me HCHO cu =0Me Saz

‘1:CH2C0 fiH -—"‘-‘¿7 ÉH + on
CH-OMe CH CH=0Me+ 2x +

fiH OMe 44W,

cu-ou \\ A1 1m/e 101 A m/e 71
CHZOMe \ 2 3

-Me0H + +

2 CIIH'—"OMe onzorae
A2 m/e 119 C_0Ac - CH2C0 C_OHu _——)

CH2 CHZ

Ag m/e 129 A3 1-./e 87

ESQUEMA 2



Dos fragmentos importantes, A; y Ag de m/e 129 y 87, respectivamente

mostraron que e] metoxiio que 11eva 1a carga (ei de C-4) es e] que no se pierde

comometano], ta] comose verificó por sústitución con deuterio. Respecto de]

fragmento C1, de m/e 88 se demostró que existia igua] probabiïidad que

proviniera de C-2-—C—3o de C-3-—C-4. Para e] Dl, m/e 45, no deriva obiïgato­

riamente de C-6 (ei 65 % proviene por ruptura simpïe de aiii), sino que puede

derivar de otros carbonos que porten un metoxiïo, posiblemente con aiguna

transferencia de protón durante 1a ruptura. No han podido expiicar, en cambio,

los fragmentos de m/e 186 y m/e 96. E1 primero no contiene a1 grupo CNy

tendria ios carbonos 3, 4 y 6. En este compuesto Ios autores no anaiizaron

ios fragmentos de] Iado de] nitriio, porque eran de poca intensidad o estaban

ausentes.

Los derivados de Ios cuatro trimetiiéteres también fueron objeto

de espectros, conjuntamente con aïgunos derivados trideuterometiiados que

confirmaron algunas fragmentaciones.

E1 e.m. de] derivado de 1a 3,4,6-tri-0-meti1manosa (Esquema 3) es

similar a] de] tetrametilado: aparecen ias series A, B y e] fragmento D1ori­

ginados en los mismos caminos; además aparecen tres iones de m/e par, prove­

nientes de] extremo nitriiico (Esquema3) , evidenciándose que fueron estabili­

zados por 1a presencia de un acetoxiio cerca de C-l.

f5 1+ CEN CEN
ÉH'OAC ¿H-OAc - AcOH ¿H

Serie A L/// ÏH'OME ¿H-one g-OMe
Serie B ‘fH'OMP' c'HÏOMe (IZHÏOMeCH'OAc

01 ¿nzone \) cEN El m/e 186 EÏ m/e 126
CH"rm:

CH --—-0Me
+

F1 m/G 142

ESQUEMA 3
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En e] derivado de 1a 2,4,6-tri-0-meti1manosa aparece 1a serie A

compieta, pero además cinco fragmentos importantes de m/e par (Esquema 4).

c EN 7 +' cEN can (¡ZEN
¿ii-one CH-OMe — MeOH cn — CH co cu2 2I __) I _.___) I _____} l
CH-OAc CH’OAc (g-OAc C=0

I u

CIIH-OMe CHÏOMe ¿H CHÏOMe

CIIH-OAc 2 2

CH OMe G1 m/e 186 G2 m/e 154 G3 m/e 112
2

AL. «Li HCN -ACOH

s - A °“'°“e ÏÏ: ¿uu ÏÍNerie - e
(¡É-OAC u II

D1 our-one CH f“
+ CH==OMe CH-=0Me

1 + +

G2 "Ve 159 e; m/e 126 e; m/e 96

ESQUEMA 4

Tanto ios derivados de 1a 2,3,6- como de 1a 2,3,4-tri-0-meti1manosa

dieron espectros completamentediferentes de aque] de] tetrametiiderivado,

debido a 1a influencia de ios nuevos acetoxiios introducidos en 1a termina]

no nitriiica de esos compuestos.

Las fragmentaciones de] derivado 2,3,6-tri-0-meti1auo se expiican

en e] Esquema5. Se postuiaron dos fragmentos primarios fundamentales. Uno,

H1que puede originar una serie de otros cuatro fragmentos secundarios, por

pérdida de ácido acético de distintas posiciones. E1 otro fragmento primario.

I1 presenta 1a carga estabiiizada por e] acetoxiio; no existe un despïazamien—

to tota] de] ion m/e 189 por deuterometiiación de C-6. 10 que sugiere que otr:

fragmento con e] mismo m/e provendria de otra fuente.

E1 derivado de 1a 2,3.4-1ri-0-metilmanosa (ESquema ó) da fragmen­



1....= ' x +

(¡3‘I‘ (IJH'=OAC
CI:H—OMe 1 CH_0AC - AcOH
CH-OMe l

CH OMeI ­

CH-OAc 2 w} CHi-OAc N (¡Hi-oml I

CH-OAC I1 rn/e 189 CH-OH (ÏHI - I

CH20Me CHZOMe (Iza-OMe

J, Fragment° Dl Ig m/e 147 á m/e 129
+ + + +

(lll-{SOMe (¡JH=0Me 91 zone CH “—'0Me_ _ _ u
CH-0Ac ACOH c -0Ac CHZCO c=o M90” c=o
I II

(Im-om: (¡zu ¿H2 (I'mu I

CH2OMe CHZOMe CHZOMe CHZ

H 1 1 1 .1 m/e 233 H2 m/e 173 H2 rn/e 131 H4 rn/e 99

CH ¿OMe (,3ÉOMe

— AcOH ¿H_OAC - AcOH a“I .

cn finII

CH-OMe CH-OMe

H2 m/e 173 H2 m/e 113
ESQUEMA 5 2 3

= ' + ' +

f ‘N 1 (¡JHÉOMe (¡zu-¿one CHÉOMe
?H-0Me CH_0Me — AcOH c_0Me - AcOH ¿_0Me

_ 5 l 3 3

c,“ OMe CH-OAc l (¡É

‘ÏH'OMe CIIHZOAC ¿HZOAc ¿luz
CH-OAc _

¿uzoAc Jl m/e 233 a; m/e 173 JS m/e 113
+ +

CH=OMe CHS-OMe cu =0Me
l I

J/ - - Ac0H cn-oue - CHZCO cn-one —MeOH ¿H
(tEN I -———r—-%>I ----%> n
, {Im CH2 ïu

(¡JH’OMe CHssOAc ¿Ho CHO
CH'OMe

éu==oue Jl m/e 173 Jl m/e 131 Jl m/e 99
+ 2 3 4

+ + +
l'1 "1/e 158 CH-L'OMe eur-one CH:OMe

9 | I l
CH-OAc - ACOH CH '\.:S,.,f0 GHZ

- _ - I

¿HZOAC CH -0Ac CHO

ESQUEMA6 K1 m/e 189 K; m/e 129 K; m/e 37



tos con vaiores de m/e ya observados, pero aparentemente provenientes de

diferente camino. Los valores de m/e de 1a serie J son iguales a 105 de 1a H

(Esquema5), pero sus asignaciones (a1 igua] que ias de los picos de ias series

Ky L) se hicieron en base a 10s e.m. de los compuestos deuterometilados.

Para ios di-O-metilderivados no se hicieron compuestos con sustitución

isotópica, pero de cuaïquier modo1a información es suficiente comopara propo­

ner aïgunos caminos de fragmentación.

E1 derivado de 1a 3,4-di-0-metiimanosa (Esquema 7), da un espectro

parecido a] de] 2,3,4-trimeti1 derivado, conteniendo fragmentos de las series

J y K, pero también la serie E y e] fragmento F1 correspondientes a1 3,4,6­
trimetiiderivado.

E1 espectro de] derivado de 1a 3,6-di-0-meti1manosa (Esquema 8) es

también 1a yuxtaposición de caminos previamente descriptos en los Esquemas

2, 3 y 5.

Los fragmentos producidos en e] termina] no nitrilico de] derivado

de 2,4-dimeti1 éter (Esquema9) correspondena los de] 2,3,4-trimeti1ado,

mientras que los correspondientes a1 termina] nitrïlico son 1os de] 2,4,6- .

CEN 1+' can 1+" CEN 1+‘
I

¿H’OAC CH-OAc CH-OMe
l l l

CH- OMe CH -0Me (¡JH—0Ac
l I

CH -0Me CIIH-OAc CH-0Me

¿H-OAc CIIH-OAc (¡JH-CACI I

CHZOAC CHZOMe CHZOAc

Serie E Fragmento D1 Serie G

Fragmento F1 Fragmento F1 Serie K

Serie J Serie H

Serie K Serie I

ESQUEMA 7 ESQUEMA 8 ESQUEMA 9
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E1 derivado de 1a 2,3-di-0-meti1manosa da e] espectro más compiicado

de todos los estudiados, posibïemente debido a 1a gran cantidad de acetoxiios

juntos en e] extremo no nitrilico. En e] caso de 1a serie P (Esquema 10),

e] camino propuesto difiere de] postulado por Szafranek y co].215 (Esquema 1),

respecto de] átomo de carbono que pierde e] acetiio.

CEN 1+. c=N
¿H-OMe I - HCN ÉH‘OMe
' "”—”—__’_-> ?H_0Me '_——'__—'_____> c==0Me
ÏH OMe CH==0Me +

CH-OAc + 1
I

CH_OAC M1 m/e 114 M2 m/e 87
l + +

CHZOAC \ CH"—-‘0Ac cazo“. (¡:HÉOAC| - AcOH - CH C0
CH-OA C-OA 2 C=0
u ° ————> u ° ——> I

CH OAc CH CH
2 2 3

P1 m/e 217 P; rn/e 157 Pg m/e 115

+ + + +
CH:OMe CH2:0Me CH;OMe CHZOMe

I I |

CH-OAc — AcOH (Ii-om: - cuzco c=o - AcOH (¡3:0> I > 9
CIIH-OAC CH ' ¿H2 (¡JHl I I

CHZOAC CHZOAC CHZOAc CH2

N1 "Ve 261 N; m/e 201 N; m/e 159 Ni rn/e 99
- MeOH

cu+¿ CH; cu; CH:
CII-OAc - CHZCO c':=o - AcOH c=o — cnzco ¿:0

.> I _____> I I
¿H-OAc CH-OAc FH 7 CH2l l l ' I

CHZOAc CHZOAc CH-OAc' CHO

2 2 2 2
N2 m/e 229 N3 m/e 187 N4 m/e 127 N5 m/e 85

ESQUEMA 10

Las fragmentaciones fundamentales de] derivado de 2,6-dimeti1­

manosa pueden apreciarse en e] Esquema 11. E1 derivado de 1a 4,6-di-0-meti1­

manosa (Esquema 12) da un espectro de masa con ruptura fundamenta] en 1a posi­



ción 4, dando orígen a las series A y S.

CEN 1*" eau CEN
¿H-OMe CH-OMe CH-OMe CH-OMe
l | - Ac 0 - HCN "
CH-OAc CH-OA 2 H CHI ——> u c ¿2 É nCH-OAC CH-OAc =o C=0
l.

CH-OAC H=0Ac ¿H =0Ac ¿HT-“OAC
l + + +

CHZOMe 1 2 2
R m/e 286 R y R m/e 184 R m/e 1571 2 2 3

+ + + +

\\N CH==0Ac CH;:0Ac CH==0Ac CHLïOAcI I I I '

‘fH'OAC - AcOH fi'OA‘: — CHZCO f=° - MeOH ,C=°
(¡m-om ——> CH c142 ———> CH

l | ll

CHZOMe CHZOMe CHZOMe CH2

ol m/e 261 o; m/e 201 o; m/e 159 o; m/e 127

Fragmento D1

Serie I ESQUEMA11

?EN 1+' CEN ?EN CEN
I I

cil-om FH'OAC _ AcOH fi“ - CHZCO F112
I -0Ac > EÏH‘OAC > (II-OAC _fi\. E2=0
CH-OMe CH==0Me CHTIOMe CHTZOMe
I + + +

CHZOMe S1 m/e 214 52 m/e 154 S3 m/e 112

xSerie A

Fragmento D1

ESQUEMA 12

ESPECTROMETRIA DE MASA POR IONIZACION QUIMICA

química (e.m.-i.q.) ha sido empleada para e] anáïisis de azúcares

Una forma aïternativa de espectrometría de masa, por ionizacíón
226,227

En este método se utilizan presiones mayores en 1a cámara de ionización
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debido a 1a introducción de una pequeña presión constante de algún gas

ionizante en e] sistema (amoniaco, isobutano o metano ); ese gas es ionizado

por 1a corriente e1ectrónica y 1a carga es transferida a1 derivado de azúcar

vaporizado. Los espectros producidos son diferentes de los obtenidos por

impacto e1ectrónico, pero ambos se compïementanen 1a e1ucidación estructura].

Una utilidad de] método está dada en c.g.1.-e.m. de compuestos que no se

resueïven por c.g.1. y son dificiïes de diferenciar por e.m.-i.e., pero cuyo

peso molecuïar es diferente, de modoque puede determinarse su presencia por i.q.

E1 método se ha apïicado a Ios aldononitriïos. Se analizaron los

e.m. correspondientes a 105 derivados de fucosa, ramnosa, xiïosa, ribosa,

arabinosa, gïucosa, gaïactosa y manosa; también trabajaron con productos

parciaïmente metiïados comoe] 2,4-di-0-meti1 , 2,4,6-tri-0-meti1 y 2,3,4,6­

tetra-O-meti191ucononitriïo acetiïadoszzo. E1 pico base fue en todos 1os

casos e] (M+1-60) y se obtuvo como pico importante e] (M+1); también aparecie­

ron, en menor proporción, aïgunos fragmentos ya observados en impacto electró­

nico. También se utiïizó e.m.-i.q. empïeando comogas ionizante a1 metan0223.

E] espectro obtenido es intermedio entre e] que uti1izó amoniaco y e] de

impacto e1ectrónico.

Se evidencia que e] método de ionización quimica en e.m. presta su

utiïidad a 1a e1ucidación estructura], pero sólo comocompïementode] impacto

e1ectrónico.



DESCRIPCION Y DISCUSION

DE LOS

RESULTADOS OBTENIDOS



AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL CARRAGENANO

E1 aiga Iridaea undulosa Bory, previamente moiida, se sometió a una

extracción con agua a temperatura ambiente, se centrifugó y e] poïisacárido

se precipitó por agregado ïento de 1a soïución acuosa sobre tres volúmenes de

isopropano].

E1 carragenano así obtenido se purificó por redisoiución en agua y

reprecipitación con isopropano]. En este üïtimo paso se obtuvo un residuo

insolubie en agua que se separó por centrifugación y se secó por intercambio

de soiventes. Las propiedades de] carragenano concuerdan con ias ya infor­

11'126 (Tabia 1, Cap.II).madas por Matuïewicz y Cerezo

La cromatografía gas-Iíquido de los aidononitriios acetiïados derivados

de 1a hidróïisis ácida de] carragenano indicaron 1a presencia de gaïactosa y

trazas de xiiosa, comoünicos azúcares estables en medio ácido.

OBTENCION DE LÁ FRACCION SOLUBLE . ...

11,126 arribaron a 1a conc1usi6n :_Los estudios de Matuiewicz y Cerezo

que e] carragenano de Iridaea undulosa Bory podia fraccionarse haciendo uso ¿l

de] método habitual de agregado de cioruro de potasio a una soiución acuosa v

de] mismoy posterior separación de] ge] precipitado46. Así obtuvieron O.

ocho fracCiones de carragenano, que precipitaban a concentraciones defini­

das de cioruro de potasio, con diferentes rendimientos. Los datos anaïí­

ticos (Tabla 1, Cap.II) indicaron que esas ocho fracciones podían reagru­

parse en cuatro: una insoïubie a 0,10 Mpero que no respondía a 1as carac­

teristicas de un K-carragenano, sino que su precipitación se produciría
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por un porcentaje relativamente alto de proteina (13 %) y que, dada su

pequeñacontribución al sistema total, no fue estudiada en detalle ; las

seis fracciones intermedias originales podian reunirse en dos subgrupos:

aquellas numeradas 2, 3 y 4 que precipitaban a concentraciones de cloruro

de potasio entre 0,70 y 1,05 M, ricas en 3,6-anhidrogalactosa, y las frac­

ciones denominadas 5,6 y 7, precipitadas a concentraciones 1,20-1,65 Mde

cloruro de potasio, muypobres en 3,6-anhidrogalactosa, y en cambio enri­

quecidas en el éster sulfato; por último, quedaba la fracción soluble en

cloruro de potasio 2 M (Capitulo II).

Considerando que se han efectuado detallados estudios de metilación

127, restaba un estudio más exhaustivosobre ambas fracciones intermedias

acerca de la fracción soluble. Esta fracción, curiosamente, presenta un

contenido de 3,6-anhidrogalactosa mayor que la segunda de las fracciones

intermedias, lo que indica la existencia de otros factores que favorecen

su alta solubilidad. Esto se contrapone con los resultados obtenidos por

representantes de la escuela noruega46, para los cuales el contenido de

3,6-anhidrogalactosa era inversamente proporcional a la concentración de

cloruro de potasio a la cual la fracción precipitaba.

Resulta muyinteresante el estudio de esta fracción soluble dado

su contenido relativamente alto de 3,6eanhidrogalactosa, y la presencia

de una ancha banda de sulfatos en su espectro infrarrojo, indicativa de

diferentes tipos de sulfatación. Es de destacar que por tratamiento

alcalino del carragenano de Ibidaea undulosa Bory, se obtuvo un producto

(rendimiento 86,0 %) que al ser fraccionado con cloruro de potasio no daba

fracciones intennedias sino una insoluble (un K-carragenano, 53,6 %)y

otra soluble (rendimiento, 31,4 Z) en mayor proporción que en el producto

inicial (Tabla 4, Cap.II). Esto indica que dicho tratamiento ocasiona,



ademásde la esperada insolubilización de parte de las fracciones intermedias,

una mayor solubilidad de otra parte de dichas fracciones intermedias, aün

conteniendo éstas un alto porcentaje de 3,6-anhidrogalactosa. Tambiénel

carragenano de Chondruscrispus 46 dio, por tratamiento alcalino y fraccio­

namiento, una fracción soluble que tenia alto contenido de 3,6-anhidrogalac­

tosa. Sin embargo, el tratamiento alcalino y posterior fraccionamiento de

los carragenanos de afigaptina stezzata y Gigartina skottsbergii46 no

ocasionó variación en el contenido de 3,6-anhidrogalactosa de la fracción

soluble, aunque disminuyó el rendimiento de la misma.

En términos generales, no se han efectuado estudios estructurales

sobre fracciones solubles de carragenanos. Los trabajos de Rees denominan

'X-carragenano al material que permanece soluble luego de la precipitación

46 dicho )\—del l<-carragenano; sin embargo, para la escuela noruega

carragenano seria una mezcla de fracciones intermedia y soluble, con predo­

minio de la primera. Lo mismoocurre con todas las fracciones "solubles"

estudiadas.

Solamente ( además de los noruegos ) Stancioff y Stanley57 estudiaron

una fracción de Eucheumauncinatum soluble en cloruro de potasio 3 M, que

contendria al v-carragenano.

Esta conjunción de-causas hace especialmente interesante el estudio

de la fracción soluble del carragenano de Iridaea undulosa , ya que puede

aportar muchos datos acerca de los factores estructurales que promuevensu

solubilidad.

La fracción soluble se obtuvo por agregado de cloruro de potasio hasta

una concentración 2 M, con agitación, a una solución del carragenano purifi­

cado en agua. Finalmente el gel precipitado se separó por centrifugación, y

tras posterior diálisis, concentracióny liofilización se obtuvo la fracción



soluble en forma de un producto blanco y algodonoso. Obtenida de este modo,

la fracción representa un 18,2 %del peso del carragenano, lo cual resulta

mayor que lo informado por Matulewicz11 para el fraccionamiento en etapas.

Es de destacar que esta fracción muestra una variación de caracteristicas

analíticas entre diversos "batches" más acentuada que otras fracciones. E­

llo resulta lógico considerando que en la mismase acunulan influencias

debidas a las condiciones de precipitación del resto de las fracciones. Al

ser ésta una fracción soluble resulta, en consecuencia, de menor constancia

analítica, pero esas diferencias (Tabla 20) no afectan las conclusiones del

presente trabajo.

TABLA20. Rendimiento, composición y propiedades del carragenano soluble de
Iridaea undulosa.

CARRAGENANOSOLUBLE Obtenido por Obtenido por

precipitación precipitación
en etapasll. en bloque

Rendimiento ( %) 13,0 18,2

Galactosa (% anhidro) 34,6 48,3

3,6-anhidrogalactosa (%anhidro) 5,8 4,0

Sulfato (Z 503K) 40,1 44,2

Rel.molar Gal:3,6-anhgal:sulfato 1:0,19:1,57 1:0,09:1,24

6-sulfato (% 803K) 3,0 7,3

Viscosidad intrínseca (dl/g) 4,48 2,72

[d] en NaCl 0,1 M (°) 39,8 56,0
D



Resuita de interés destacar que una de las diferencias más notorias

entre ambosproductos (Tabïa 20) está dada por las proporciones relativas

de 3,6-anhidroga1actosa y gaiactosa 6-su1fato (su precursor biosintético o

por tratamiento alcaïino). Mientras que en e] producto aqui obtenido hay

8 unidades de 3,6-anhidroga1actosa y 19 de gaiactosa 6-su1fato por cada 100

residuos, en e] obtenido previamente11 habia 16 de] anhidroazücar y 10 de su

precursor; 1a cantidad tota] se mantiene (3,6-anhidroga1actosa + ga1actosa

6-su1fato), pero en e] producto aqui obtenido 1a existencia de] anhidroazü­
, . 55car esta mas "enmascarada" .

ESTUDIOS DE METILACION

E1 carragenano solubïe se metiió por e] método de Haworth228, que

consiste en 1a adición consecutiva de suifato de dimetilo e hidróxido de

sodio 30 %a1 poiisacárido previamente reducido con borohidruro de sodio y

disuelto en hidróxido de sodio 30 %. Este es e] ünico método que permite

obtener derivados metiïados sin degradar a 1a moiécuïa, ya que Ios métodos

modernos - mucho más rápidos y menos tediosos- producen a1quitranes impo­

sib1es de trabajar (A.S.Cerezo, comunicación personaï). Sóio en un caso,

Rees52 ïogró metilar un carragenano por e] método de Kuhny Trischmannzzg,

pero se trataba de un X-carragenano desuifatado, y por 10 tanto de un pro­

ducto exento de 3,6-anhidroga1actosa y suïfato. E1 intento de uti1izar e]

método para otro carragenano más rico en e] anhidroazücar provocó 1a des­

trucción de] producto48.

Se decidió trabajar a baja temperatura ( - 2° ), a fin de evitar 1a
11,127degradación observada por Matuïewicz y Cerezo en 1a primera secuencia



de metiïaciones. En este primer estudio de metiïación se comenzó1a tarea

con un gramo de producto a fin de controïar adecuadamente e1 rumbo tomado

por la metilación y efectuar 1os correspondientes dosajes de metoxilo y

sulfato.

E1 fina] de 1a metiïación se controló por constancia de 1a composición

de azúcares a] cabo de dos etapas de metiïación sucesivas.

Se efectuaron cinco pasos de metiïación, todos e11os a -2°. Los ren­

dimientos, contenidos de metoxilo, sulfato y 3,6-anhidroga1actosa pueden

apreciarse en 1a Tabla 21.

TABLA21. Rendimiento y contenidos de metoxiïo, su1fato y 3,6-anhidroga1ag
tosa de] poïisacárido obtenido a] cabo de cada etapa de metilación
de] carragenano soïuble.

Etapa de metilación Rendimiento Za Metoxilo Suïfato 3,6-anhidro­

( OCH3 %) (SOaNa %) gaïactosa %

0rigina1 0 30,6 5,8

1ra. 86,6 8,1 26,5 9,6

2da. 61,5 13,2 28,0 10,3

3ra. 99,7 12,6 26,7 8,0

4ta. 100,0 13,2 28,2 6,6

5ta. 95,2 15,2 25,9 5,7

aTomandoen cuenta e] metoxilo introducido y e] suïfato perdido de acuerdo a:

Rendimientof (Z) Wf (100 - 14 Mf/31 - 102 Sf/103)

wi (100 - 14 Mi/31 - 102 31/103)

x 100 ,

donde w, My S representan los pesos de] producto y sus contenidos respectivos
de metoxilo y su1fato, mientras 105 subindices i y f indican previo o posterior
a1 paso de metilación pertinente.



E1 porcentaje fina] de metoxiïo fue de] 15,2 %, 10 cua] concuerda con

10 obtenido para otros carragenanos, osciïante entre 9,8 y 16,3 %52’55y

con 10 informado por Matuiewicz y Cerezo127 para sus dos fracciones interme­

dias (10,8-13,2 %). E] mákimocontenido de metoxilo teórico para esta frac­

ción es de] 13,5 %, e] cua] no se encuentra muy lejos de] valor obtenido

considerando además que hubo desuifatación parcia] ( 1os datos analíticos

indican que 1a pérdida no fue muy pronunciada).

Contrariamente a 10 observado por Matuiewiczll, e] rendimiento en 1a

primer secuencia de metilación fue aito, y en cambio disminuyó en 1a segunda

etapa. De cuaïquier manera, e] rendimiento tota] (50,5 z) fue bueno te­

niendo en cuenta que fueron necesarias cinco etapas de metiiación.

Se aprecia también que existió degradación durante e] curso de 1a

metiiación, asociada con 1a desaparición de 3,6-anhidroga1actosa (Tabia 21);

también desapareció algo de sulfato (*—10%) con formación concomitante de

ias unidades 3,6-anhidrogaiactosidicas, 10 cua] es consistente con 1a

cicïación a1ca1ina de gaiactosa 6-su1fato y 2,6-disu1fato unidas por 1a

posición 4.

La hidróïisis de] poiisacárido metilado se efectuó con ácido fórmico

45 % (100°, 16 h); en estas condiciones se destruyen los derivados de 1a

3,6-anhidroga1actosa, por 10 que se anaïizó una mezcïa de gaïactosas

metiïadas.

En este primer anáiisis por metiïación se efectuó una eva1uación

conveniente de 1as condiciones de cromatografía gaseosa más aptas para 1a

separación de Ios derivados de 1as ga1actosas parciaimente metiiadas. Una

mezcla de éstas, obtenida por hidróiisis y disueïta posteriormente en etano],

se separó en dos porciones. Una fue derivatizada en forma de aiditoles ace­

tiiados y 1a otra en fonna de a1dononitrilos acetiiados; ambosderivados
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fueron cromatografiados en cuatro sistemas diferentes.

Los alditoles fueron identificados por sus tiempos de retención rela­

tivos y por el uso del sistema acoplado cromatografía gas liquido­

espectrometria de masa, tomando comoreferencia los datos de Lindberg y
201,204-206

colaboradores Los datos de los tiempos de retención en los

cuatro sistemas pueden apreciarse en la Tabla 22.

TABLA22. Tiemposde retención relativosa de los alditoles acetilados
derivados de galactosas parcialmente metiladas en cuatro sistemas
cromatográficos diferentes.

Galactosa metilada SISTEMAb

en posición: A B c D

2,3,4,6-tetra o,26(o,10) o,27(o,11) o,72(o,37) o,59(o,32)

2,4,6 + 2,3,6-tri 0,48(0,19) 0,48(0,19) 0,84(0,44) 0,76(0,41)

2,6 + 4,6-di o,75(o,3o) o,75(o,30) 0,93(0,48) 0,89(0,48)

6-mono 1,oo(o,40) 1,oo(o,4o) 1,00(o,52) 1.oo(o,54)

2,3-di 1,14(0,46)

2,4-di 1,24(o,5o)

2-mono 1,58(0,63) 1,55(0,61) 1,03(o,57) 1,11(0,61)

3(4)-mono 2,11(0,85)c 2,o7(o,83)c 1,16(0,60) 1,21(0,65)

Sin metilar 2,23(o,90)c 2,21(o,39)c 1,2o(o,62) 1,26(0,68)

aValorprincipal: relativo al 1,2,3,4,5-penta-0-acetil, 6-0-metilgalactitol;

valor entre paréntesis, relativo a (t tGaI), ver página 248.bVer en latetra+
Parte Experimental las caracteristicas de cada sistema. C Los derivados de

3-0-metilgalactosa y galactosa no se resuelven en estos sistemas.
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Con respecto a los aldononitriios, considerando que no habia

información suficiente sobre ios mismos para derivados metilados de 1a

gaiactosa, se efectuó un estudio más exhaustivo sobre 1a base de sus

fragmentaciones por espectrometria de masa y datos de Iiteratura218’219.

Todos los detalïes pueden apreciarse a partir de 1a página 245 de
230

este Capituio, y han dado origen a una pubïicación E1 sistema

ya había sido utíiizado por Matuiewicz y Cerezo127 para diferenciar la

3-0-meti1- y 1a 4-0-metiiga1actosa, indistinguibïes comoaiditoles dada

1a simetría de 1a moiécuia; de cuaiquier modo, existen otras ventajas

a favor de estos derivados.

En 1as Tablas 23 y 24 se muestran los porcentajes de azúcares

metilados después de 1a primera etapa de metiiación, derivatizados como

aïditoles y aidononitriios acetilados, respectivamente.

Luego, de 1a misma forma, las Tabïas 25 y 26 informan sobre 1a

segunda etapa en forma de cada uno de los derivados, ias Tablas 27 y 28

informan sobre 1a tercera etapa, 1as Tablas 29 y 30 sobre 1a cuarta

etapa y 1as Tablas 31 y 32 sobre 1a quinta y última etapa de metiiación,

en 1a cua] se considera a] producto totaïmente metilado.

En todos ios casos se informan reiaciones moïares.
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TABLA23. Composición (moles %) de los azúcares (derivatizados como O-acetil­

O-metiïaïditoles) obtenidos de] carragenano soïubïe después de 1a
1ra.etapa_de metiïación.

SISTEMA

Galactosa metiïada en: A B C D

2,6- + 4,6-d1' 34,8 34,0 33,1 32,0

6-mono 15,5 T Ï 11,8

2,3-di T 17,2 17,9 T2,3
2,4-di 1 12,7

2-mono 8,8 8,1 9,9

3-(4-)-mono T ï ï 12,4
38,7 40,6 39,2 ——

Sin meti’lar J, 1 i 31,0

TABLA24. Composición (moles %) de los azúcares (derivatizados como O-acetil­

O-metilaïdononitrilos) obtenidos de] carragenano soluble después
de 1a 1ra.etapa de metilación.

SISTEMA

Galactosa metiïada en: A B C D

2,6- + 4,6-di 32,8 35,4 33,4 32,9

6-mono(inc1uye dimetiladas) 17,5 19,1 19,1 15,9

2-m0n0 12,5 9,5 11,5 9,3

3-mono 7,0 2,2 T
_-—-—‘_-----‘ 10,8 12,0

4-mono 4,1 1,9 L

Sin metilar 26,1 31,8 25,2 30,0



TABLA25. Composición (moles %) de los azúcares (derivatizados como O-acetiï­

O-metiTaTditoïes) obtenidos de] carragenano soïubTe después de 1a
2da.etapa de metilación

SISTEMA

GaTactosa metiTada en: A B C D

2,3,4,6-tetra 0,4 0,7 2,1 1,5

Trimetiladas 3,1 3,8 5,9 5,7

2,6- + 4,6-di 47,5 48,0 37,3 42,4

6-mono 8,6 ï ï T
2,3-di 2,1 12,4 14,7 10,4

2,4-di 1,8

2-mono 4,0 3,6 5,3 4,3

3-(4-)mono T T 16,4 16,5
32,5 31,5 '——-——-----—

Sin metiTar l L 18,3 19,3

TABLA26. Composición (moTes %) de Tos azúcares (derivatizados como O-acetiT­

O-metiTaTdononitriTos) obtenidos de] carragenano 501ub1e después
de 1a 2da.etapa de metiïación.

SISTEMA

_Ealactosa metiTada en: A B C D

2,3,4,6-tetra 2,1 0,7 0,5 2,4

2,4,6-tri 3,1 2,4 2,7 1,9

2,3,6-tri 1,8 _ 1,9 1,0 1,3

2,6- + 4,6-di 47,0 51,5 40,1 44,5

6-mono (incïuye dimetiïadas) 12,8 11,6 14,3 11,0

2-mono 4,8 3,5 7,0 7,0

3-mono 7,6 6,7 1 1---------- 17,1 15,5
4-mono 6,1 6,2

Sin metiTar 14,6 15,6 17,2 16,4



TABLA27. Composición (moles %) de los azúcares (derivatizados como O-acetii­
O-metilaïditoles) obtenidos de] carragenano soiubïe después de 1a
3ra.etapa de metilación.

SISTEMA

Gaïactosa metiïada en: A" B C D

2,3,4,6-tetra 0,8 1,9 2,2 1,4

Trimetiïadas 4,6 5,3 7,3 6,3

2,6- + 4,6-di 50,7 51,2 39,4 45,3

6-mono 6,7 Ï Ï ï
2,3-di 2,4 5,9 13,7 10,5

2,4-di 2,1

2-mono a 3,2 3,3 4,2 3,9

3-(4-)mono T T T 21,2
29,4 32,4 33,2 ‘---—­

Sin metiïar l l 1 11,1

TABLA28. Composición (moles %) de 105 azúcares (derivatizados como O-acetil­
O-metílaidononitriïos) obtenidos de] carragenano soïuble después
de 1a 3ra.etapa de metilación.

SISTEMA

Galactosa metiïada en: A B C D

2,3,4,6-tetra 1,6 0,8 1,1 2,7

2,4,6-tri 3,2 3,3 3,8 2,5

2,3,6-tri 1,9 1,9 2,8 1,1

2,6-di 36,8 T Ï Ï
---- 55,7 50,0 53,7

4,6-di 18,2 1 1

6-mono(incluye dimetiïadas) 10,3 10,0 11,7 8,4

2-mono 3,1 2,3 3,7 4,0

3-mono 9,9 8,3 T--------- 17,0 18,6
4-mono 7,6 7,4

Sin metilar 7,5 10,3 9,8 9,0
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TABLA29. Composición (moïes %) de 1os azúcares (derivatizados como 0-aceti1­
0-meti1a1dito1es) obtenidos de] carragenano solubïe después de 1a
4ta.etapa de metilación.

SISTEMA

Galactosa metiïada en: _ A B C D

2,3,4,6-tetra 1,7 2,9 6,2 2,9

Trimetiladas 7,1 7,5 10,8 10,2

2,6- + 4,6-dí 56,4 58,3 56,4 58,8

6-mono 3,1 2,7 T Ï
2,3-di 3,6 T 6,1 7,0-—--- 2,1
2,4-di 2,7 l

2-mono 2,9 3,2 2,1 2,0

3-(4-)mono T T 16,1 16,622,4 23,3'——
Sin metiïar l L 2,4 2,5

TABLA30. Composición (moIes Z) de los azúcares (derivatizados como 0-aceti1­
O-metiïaïdononitrilos) obtenidos de] carragenanos solubïe después
de 1a 4ta.etapa de meti1ación

SISTEMA

Ga1actosa metiïada en: A B C D

2,3,4,6-tetra 1,4 2,0 3,4 4,0

2,4,6-tri 1 T 8,6 4,8
2,4 7,5 --——————————-———

2,3,6-tri 1 L 6,3 4,8

3,4,6-tri 2,6 2,0 5,2 4,2

2,6-di‘ T T 1 43,4
61,2 65,1 54,2 ---—

4,6-di L l i 12,7

6-mono(incluye dimetiïadas) 9,6 3,7 7,8 9,3

2-mono 2,9 2,9 4,4 2,9

3-mono 10,4 9,3 T---------- 9,3 12,5
4-mono 5,8 5,0 1

Sin metilar 3,7 2,4 1,0 1,5



TABLA31. Composición (moles %) de Tos azúcares (derivatizados como O-acetiT­
O-metiTaTditoTes) obtenidos de] carragenano solubTe después de 1a
5ta.etapa de metiTación.

SISTEMA

Galactosa metiTada en: A B C D

2,3,4,6-tetra 4,7 5,6 5,6 4,9

TrimetiTadas 8,7 8,3 12,6 13,4

2,6- + 4,6-di 51,4 52,3 60,8 64,8

6-mono T 1,9 T T12,2 -————-—-—
2,3-di T 6,1 7,6

4,7 i2,4-di 10,6 l

2-mono 4,0 8,5 4,1 2,8

3-(4-)mono + sin metiTar 8,5 18,5 11,0 6,5

TABLA32. Composición (moTes Z) de Tos azúcares (derivatizados como O-acetiT­
O-metiTaTdononitriTos) obtenidos de] carragenano soTubTe después
de Ta 5ta.etapa de metiTación.

SISTEMA

Galactosa metiTada en: A B C D

2,3,4,6—tetra 1,3 1,2 2,0 1,5

2,4,6-tri 1,9 T 2,6 T—— 4,0 ——— 5,2
2,3,6-tri 2,2 ¿ 3,4 i

3,4,6-tri 0,6 0,5 2,8 3,9

2,6-di 34,5 46,4 T——— 55,5 56,3
4,6-di 28,9 21,3 1 l

6-mono (incïuye dimetiïadas) 15,4 8,0 14,2 16,4

2-mono 1,5 1,4 2,1 0,8

3-mono 8,2 9,9 10,3 9,5

4-mono 5,4 6,1 6,0 5,4

Sin metiTar tr. 1,3 1,1 1,0



Puede apreciarse que existió coincidencia entre las relaciones molares

obtenidas en las distintas columnasy aün entre los dos derivados diferentes.

Determinados azúcares se separaron en algunos casos y en otros no lo hicie­

ron dependiendo de factores tales comosus relaciones cuantitativas. Sin

embargo, la complementación de los dos derivados y el uso de cuatro sistemas

cromatográficos diferentes permitieron en todas las secuencias la completa

identificación y cuantificación de los azúcares componentes. Los aldono­

nitrilos aportaron la resolución de: a) 2,3,6- , 2,4,6- y 3,4,6-tri-0-metil­

galactosa, b) 2,6- y 4,6-di-0-metilgalactosa, fundamentales en metilación

de carragenanos, y c) 3-, 4-0-metilgalactosa y galactosa sin metilar; las

dos primeras logran separarse de la tercera mediante el uso de los sistemas

Cy D para los correspondientes acetatos de alditol.

El uso de los alditoles como derivados, en cambio, produce un agrupa­

miento de los trimetilados entre si, de los dos dimetilados fundamentales

entre si, y el 3-0-metilgalactitol que es indistinguible por simetria del

4-0-metilgalactitol, logra resolverse del hexa-O-acetilgalactitol sólo en

los sistemas C y D. Sin embargo, el uso de los alditoles presenta la ven­

taja de resolver la 2,3- y la 2,4-di-O-metilgalactosas entre si y de la

6-0-metilgalactosa, lo cual no es factible con el uso de los aldononitri­

los acetiladosz30.

Con todos los datos obtenidos en las Tablas 23-32 se puede efectuar

un promedio, presentando asi un cuadro final con los resultados de la meti­

lación que puede observarse en la Tabla 33.



TABLA33. Composición (moles %) en azúcares de los poïisacáridos

metiïados obtenidos a1 cabo de 1as distintas etapas de
metilación de] carragenano soïubïe.

ETAPA DE METILACION

Galactosa metílada en: 1ra 2da. 3ra. 4ta. 5ta.

2,3,4,6-tetra - 1 2 3 3

2,3,6-tri - 2 2 3 4

2,4,6-tri - 3 3 3 3

3,4,6-tri tr tr. tr. 2 2

2,3-di 1 2 2 3 3

2,4-di Ï 2 2 2 5

2,6-d1‘ t f 34 t 36
33 45 58

4,6-d1' i 1 17 i 23

2-mono 10 5 3 3 3

3-mono 7 8 10 10 9

4-mono 5 7 9 6 5

6-mono 14 8 6 3 3

Sin metnar 28 17 10 . 3 1



Es de notar que en e] hidroïizado de] carragenano soïubie se detectó

1a presencia de xiiosa. Por hidróïisis de] poiisacárido metilado y poste­

rior cromatografía gaseosa- espectrometria de masa de ios correspondientes

aiditoies y aldononitriios acetiiados 5610 se 1a detectó en la forma de

2,3,4-tri-0-meti1xiiosa (Tabla 34). Este azúcar ya habia sido determina­

do en 1a hidróïisis de un carragenano metilado por Johnston y Perciva123;

TABLA34. Espectros de masa de] 1,5-di-0-aceti1-2,3,4-tri-0-metiIxiiitoï y
de] 5-0-aceti]-2,3,4-tri-0-meti]xi10nonitri10a.

1,5-di-O-aceti1-2,3,4- 5-0-aceti1-2,3,4-tri­
tri-O-metiixiiitol O-metiixilononitriio

m/e Intensidad Intensidadb m/e Intensidad AsignaciónC
relativa reïativa relativa

43 100 100 43 91 Ac+

45 5 11 45 27

58 8 8 87 9 3C

71 5 88 19 2M

87 8 9 101 33 3C

101 58 53 117 100 2C

117 60 52 126 5 4CN

161 13 8 129 6 3C

161 5 3C

a5610 se indican los picos con intensidad reiativa é 5 %. bDato de 1itera­

tura (ref.231). cVer 1a expiicación a partir de 1a página 251



e] hecho de no detectar unidades con menor grado de metiïación seria un

cïaro indicio que 1a xiïosa no proviene de xiïanos contaminante523, sino

que formaría parte de 1a cadena de] carragenano como unidad termina] y/o

ramificación. Ademásdebe destacarse que en 10s pasos intermedios de

metiïación tampoco se detectaron unidades submetiïadas en cantidades sen­

sibies, 10 cua] indicaria la facilidad con que este producto se metiïa to­

taimente, un indicio más de su carácter de unidad termina]. Los porcentajes

de este azúcar, referidos a] 100 %de ga1actosa pueden apreciarse en 1a Tabla

35.

TABLA35. Contenido de 2,3,4-tri-0-meti1xi105a (moles/100 moles de gaiactosas
metiïadas) en Ios polisacáridos obtenidos a] cabo de 1a metilación
de] carragenano soiubïe.

Derivado Sistema Etapa de metiiación

1ra. 2da. 3ra. 4ta. 5ta.

A 0,1 1,2 1,7 3,9 9,1

Aïditoles B 0,3 1,2 1,4 2,0 4,3

acetilados C 3,1 4,6

D n d n d n.d n d n d

3,2 1,9 2,1 2,2

A1dononitriïos B 1,3 1,9 2,2 5,2

acetilados C 2,4 4,7 3,5 2,9

D 1,9 2,4 4,6 4,0

PROMEDIO - 1,7 2,1 3,0 4,1

n.d.= no determinado.
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La aparición de unidades de galactosa parciaimente metiïadas en

función de 1a etapa de metiiación se observa en 1a figura 11.

Puede apreciarse que 1a curva de 1a gaiactosa sin metiïar es una

exponencia] que tiende a cero a "metiïación infinita"; 1a proporción de

unidades monometi1adas es máxima en 1a primera etapa, y Iuego va decreciendo

1evemente, ya que a su desaparición por pasar a azúcares más metiiados se

contrapone su aparición por metilación de 1a gaiactosa. La proporción de

unidades dimetiiadas, trimetiïadas y tetrametiladas va creciendo continua­



mente, en estos dos úitimos casos se mantiene en vaïores bajos, pero en e1

de las unidades dimetiladas 11egó cerca de] 70 Z para 1a üïtima etapa de

metiiación.

Por otra parte; y de los resuitados parciaies obtenidos, puede obser­

varse 1a reactividad reiativa de 105 distintos oxhidriïos de 1a gaiactosa

frente a 1a metiiación. En 1a Tabia 36 puede apreciarse e1.porcentaje de

cada oxhidriio que aparece metiiado en cada etapa de metiiación (tomado a

partir de Ios datos de 1a Tabïa 33).

TABLA36. Porcentaje de metiiación de cada oxhidriio de 1a gaiactosa en
cada etapa de metiiación.

Oxhidriio Etapa de metiïación

1ra. 2da. 3ra. 4ta. 5ta.

2-0H 35 45 48 53 57

3-0H 8 13 16 21 21

4-0H 17 28 33 38 41

6-0H 47 59 64 72 74

Considerando que a] cabo de 1a quinta etapa de metiïación, ésta ha

sido tota], es decir que ios oxhidriios que permanecensin metilar están

impiicados en uniones o se encuentran suifatados, se puede graficar e] por­

centaje de oxhidriios metiiados de cada tipo en función de] númerode etapas

( dichos porcentajes se determinan con respecto a 1a üitima etapa). Ese

gráfico se aprecia en 1a figura 12.

Las curvas tienen formas de tipo exponencial inversa, que se va

haciendo asintótica a] vaior 100 %. Sin embargo, a1 apreciar 1a forma en
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ETAPA DE METILACION

Figura 12. Metilación de cada oxhidriïo en función de 1a etapa de meti1ación.

que van creciendo, fundamentaïmente en los primeros pasos, cuando e]

grado de metiïación es inferior, se conc1uye de] gráfico (Fig.12) que 1a

capacidad de metiïación aumenta en e] orden 3-OH < 4-0H < 2-0H < 6-0H,
232

lo cua] concuerda con lo observado por Norrman para 1a Déglucosa; en

e] caso de] metiïmanósido, para e] que se ha estudiado su reactividad

233, 1as reactividades de] 3-0H yfrente a diversos agentes metiïantes

4-OHaparecen invertidas.

En este caso, en cambio, 1a metiïación parece seguir e] curso más

lógico de reactividad: e] oxhidrilo de 6- , más expuesto por ser primario

es e] más "fáciï" de metiïar; luego e1 2-, más ácido que e] resto de 105

oxhidriïos secundarios, y finaïmente los de 3- y 4-.
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234
Según Norrman e] oxhidriïo de 4- también presenta un efecto

inductivo de] oxigeno de] anillo y por ende es también algo más ácido ,

10 cua] expiica también su mayor reactividad, respecto de] 3-0H. Ya

se habia demostrado 1a mayor reactividad de] 4-0H (axial) frente a 1a
235

benciïación Sin embargo, se habian sugerido dificultades para 1a

metiïación de oxhidriïos axiaies (4-0H) de gaiactosas unidas en 1a posi­
236 84ción 3- y en 1a de poiisacáridos suïfatados .

AJUSTE DE LOS RESULTADOS DE METILACION

Luego de efectuado e] estudio, se rellenó una nueva coïumna de

ECNSS-Ma1 3 % (sistema A). Esta fase, que sueïe ser inestable, pre­

sentó una exceïente resolución en esta coïumna recién preparada, y es

asi que se recurrió a ella para rever los resuitados.

Los tiempos de retención de Ios aldononitriios en 1a nueva co­

1umnase encuentran en 1a página 250 , donde se profundizará e] estudio

de estos derivados; Ios que corresponden a Ios a1ditoles, pueden obser­

varse en 1a Tabïa 37.

Con 1a nueva resoïución brindada por 1os aïditoies, se Iogran

algunas separaciones adicionaïes: 105 trimetilados, que antes aparecían

comopico único ahora se resueïven en dos picos distintos, y 1a 3,6-di-0­

metilgaiactosa Iogra resoiverse de] resto aün en pequeña cantidad. Ade­

más por intermedio de los a1dononitriïos (ver página 250 ) se puede

resoiver 1a 6-0-metiiga1actosa de aïgunas unidades dimetiïadas antes

inseparables.



TABLA37. Tiempos de retención de los a1ditoies acetilados parciaïmente
metiïados derivados de‘la ga1actosa, en e] sistema A?

Galactosa metiïada en: T6É0_Me cr d Tï+g CI‘j

2,3,4,6-tetra 0,256 0,003 0,105 0,002

2,4,6-tri 0,459 0,002 0,188 0,002

2,3,6- + 3,4,6-tri 0,493 0,004 0,202 0,003

2,6- + 4,6-di 0,741 0,009 0,303 0,004

3,6-di 0,866 0,005 0,355 0,005

6-mono 1 0,409 0,005

2,3-di 1,161 0,006 0,473 0,006

2,4-di 1,261 0,006 0,516 0,006

2-mono 1,595 0,007 0,652 0,007

3-(4-)mono + sin metiïar 2,190 0,097 0,894 0,002

2,3,4-tri-0-Me-xiïosa 0,147 0,001 0,060 0,001

aPromedio de diez determinaciones. bRelativo a] tiempo de retención de]
1,2,3,4,5-penta-0-aceti1-6-0-metiïga1actit01. cReïativo a 1a sumade los
tiemposde retención de] 1,5-di-0-aceti]-2,3,4,6-tetra-0-metiIgaïactitoï
y de] hexa-O-acetilgaïactitol. d Desviación standard.

Es así que se obtiene un panorama compïeto de los resultados de

metiïación de] carragenano soïuble en 1a Tabïa 38.
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TABLA38. Composición (moïes z) de azúcares metiïados de Ios polisacáridos

obtenidos a1 cabo de las distintas etapas de metiïación de]

carragenano soluble.

Etapa de metiïación
Gaïactosa metiïada en:

1ra. 2da. 3ra. 4ta. 5ta.

2,3,4,6-tetra 0,4 0,5 0,7 2,2 3,1

2,4,6-tri 0,6 1,5 2,5 2,5 3,5

2,3,6-tri 0,3 1,3 2,0 2,9 1,3

3,4,6-tri 0,1 0,4 0,3 3,2 2,6

2,6-di 1 37,5 37,2 39,0 40,3
34,7

4,6-di l 9,3 15,3 17,1 19,4

3,6-di 1,2 1,5 1,5 1,1

2,3-di T 1,9 2,1 2,6 3,1
1,6

2,4-di 4 1,8 2,0 1,7 4,2

6-mono 16,6 8,7 6,3 2,0 1,6

2-mono 9,6 4,0 3,1 4,1 3,2

3-mono 6,1 9,2 10,4 11,8 7,8

4-mono 4,5 8,7 7,6 4,5 4,0

Sin metiïar 25,5 12,2 7,0 1,9 1,0

2,3,4-tri-0-meti1xiïosa - 1,7 2,1 2,9 3,8
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE METILACION

Comoya es conocido, la fonnación de geles en presencia del ion

potasio depende de la posibilidad que tienen los carragenanos de formar

dobles hélices inducidas por ese catión. Ya que la formación de dobles

hélices está condicionada a la confonnación de la molécula, y ésta queda

determinada por la estructura primaria de la misma, nuestro estudio se

abocó a conocer los factores estructurales que promuevenla solubilidad.

La estructura más insoluble es la adjudicada al K-carragenano

(Fig.6, Cap.II), en la que se alternan unidades de D-galactopiranosa 4­

sulfato y 3,6-anhidro-D-galactosa, en perfecta sucesión de uniones

dll-+3) y B-(l-n4). Esta secuencia da comoresultado una estructura en

conformación naturalmente helicoidal (fig. 13a).

Alguna proporción de las unidades de 3,6-anhidrogalactosa puede

55’237, lo cual tienehaber sido reemplazada por unidades de galactosa 6-sulfato

profundas implicancias en la forma total, ya que si bien ambas presentan

uniones B-(l-e4), se encuentran en conformación diferente, ya que la silla

1C4 ligada por dos uniones ecuatoriales fue reemplazada por la 4C1 que pre­

238 indica que ese reemplazo hasenta una unión axial. El modelo computado

producido un "kink" (pliegue) en la secuencia helicoidal regular (fig. 13b).

Aparecen asi zonas con la capacidad de formar dobles hélices se­

paradas por secuencias que actúan como kinks. Se forma un reticulado entre­

cruzado, y por lo tanto se produce un gel cuando esa estructura es lo sufi­

cientemente regular y cuando los kinks no son muchos. Sin kinks, se forma

una doble hélice que no tiene posibilidad de entrecruzarse, y por lo tanto
238

no hay gelificación Por el contrario, la presencia de numerosas unida­

des l'kink" hace que las zonas de interacción sean muycortas y que se difi­



Figura 13. Influencia de 1a estructura primaria en 1a conformación de 1a
molécuia. a) sin kinks; b) con un kink.

cuïte asi la formación de dobïes héiices; para formarse los geies se

requieren mayores concentraciones de cioruro de potasio, o bien su forma­

ción resuita impedida. Extrapoiando esos resultados, todo aque110 que

interrumpa 1a regularidad de 1as moïécuias, y que impida e] entrecruza­

miento de las dobies héiices resuitará en un incremento de 1a solubiiidad.

En e] caso de 1a fracción precipitada entre 0,70 y 1,05 Mde c10­

ruro de potasio, anaïizada por Matulewicz y Cere20127, rica en 3,6-anhi­

drogaiactosa, se evidenciaron cïaras desviaciones de 1a estructura de un

K-carragenano, que incïuian grandes cantidades de galactosa 2-su1fato

unidas por 1a posición 3- , y además un aïto porcentaje de unidades mono­

metiiadas (21,2 %),provenientes de puntos de ramificación o unidades disul­

fatadas, que determinarian 1a soiubilidad de] producto.
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La otra fracción intermedialze’127 encaja dentro de 1as caracteris­

ticas de un Árcarragenano, dada 1a aparición de 4,6-di-0-metiïga1actosa

y 3-0-metilga1actosa comoproductos preponderantes de hidróiisis de]

carragenano metilad0127. Sin embargoexisten otras unidades; sobresale

fundamentaimente 1a presencia de una tercera parte de unidades monometi­

1adas: a 1a antes indicada, proveniente de galactosa 2,6-disu1fato unida

por 1a posición 4- se sumanotras indicativas de ramificación, 10 cua]

podria quedar justificado por e] aïto contenido (4,6 %) de 2,3,4,6­

tetra-O-metilgaiactosa.

Con respecto a 1a fracción que estamos ana1izando, más soiuble

que 1a anterior pese a que contiene mayor proporción de 3,6-anhidroga1ac­

tosa, no se asemeja a 1a segunda fracción intermedia, ya que entre 1as

unidades de ga1actosa iigadas por 1a posición 3-, predominan 1as que

están sulfatadas en 0-4 ( y que indicarian una estructura de tipo ¡k­

o J- ) y es menor 1a proporción de ias suifatadas en 0-2, que represen­

tarian a un 1- o É-carragenano. Existe casi un 70 %de estas unidades

monosulfatadas, de ias cuaïes 1a mayor parte está representada por esos

dos azúcares. Sin embargo hay otros tipos de unidades, cubriendo casi

todas las posibiiidades. Entre ias otras unidades dimetiiadas se cuenta

un 3 %de 2,3-di-0-metiiga1actosa, caracteristica de un p-carragenano, y

un 4 Z de 2,4-di-0-metiiga1actosa, que podria representar una unidad de

gaïactosa ligada por 1a posición 3- y que porte un suifato en 0-6. ta]

83 por 13C-RMN;como se halió en un K-carragenano de PhyZZophora nervosa

también se ha atribuido esa posición 6- a ramificacionesse: en este caso

concuerda e] porcentaje de 2,3,4-tri-0-meti1xiïosa con e] de 2,4-di-0­

metiigaiactosa, 10 que avaiaria esa postuiación. L1ama1a atención 1a

virtua] ausencia de 3,6-di-0-metiïga1actosa, tipica de] E-carragenano, y

que habia sido sugerida para esta fracción125,
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Existe también un 17 % de unidades monometiladas: e] 8 % es 3-0­

metiigaiactosa, caracteristica de X-carragenanos. Las otras unidades

pueden representar gaiactosas disuïfatadas o puntos de ramificación

monosulfatados.

Las unidades trimetiladas son reïativamEnte escasas, pero 11ama

1a atención 1a presencia de 3,4,6-tri-0-meti]gaïactosa, indicativa de

unión (1—+2), hecho compïetamente nuevo en carragenanos. Esa unión

en 2- introduciria un neto cambio de ánguïo de 1a moiécula, haciéndoïa

voiver sobre si misma, lo cua] representa un "kink" más activo, que

impediria 1a formación de agregados y podria ser una de 1as causas de

1a soiubiiidad de este carragenano. Considerando e] peso moïecuiar

reiativamente alto de esta fracción, e] 3 Z de 2,3,4,6-tetra-0-meti1­

gaïactosa sumadoa 1a presencia de xiïosa termina], indicarian 1a
existencia de ramificaciones.

Puedeconciuirse que esta fracción muestra caracteristicas

intermedias entre ias de un X- y un F-carragenano, con algunos

factores nuevos como1a presencia de ramificaciones, las uniones (1-á2)

y 1a existencia de unidades atipicas. Estas aparecen también en es­

tudios posteriores sobre 1as dos subfracciones de] carragenano soïubïe

y serán discutidas más adeiante.

ACCION DEL DIMETILSULFOXIDO SOBRE EL CARRAGENANO SOLUBLE

Comoya se expïicó en e] Capituio IV, Usov y c01.68’146 uti1iza­

ron e] métodosoivolitico para producir 1a desuifatación de poïisacári­

dos suïfatados, de modode poder luego determinar inequivocamente las
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posiciones de unión y sulfatación por metilación ulterior.

El método solvolitico fue utilizado por Matulewicz y Cerezo149

para la desulfatación del carragenano total de Iridaea undulosa. Por

calentamiento durante 9 horas en dimetilsulfóxido conteniendo un 2 %de

piridina lograron disminuir el contenido de sulfato de 30,8 a 5,8 Z (

expresado como 504) con un rendimiento del 80 Z.

Cuando se intentó aplicar dicho método al carragenano soluble,

en primer lugar se encontraron dificultades por no ser dicho polisacárido

totalmente soluble en dimetilsulfóxido. Lo mismoya le habia acontecido

a Matulewicz y Cerezo (comunicación personal) con la segunda fracción

intermedia. De ese modola toma de alicuotas debió verificarse sobre

una suspensión; los resultados se presentan en la Tabla 39.

TABLA39. Desulfatación del carragenano soluble.

Tiempo Sulfato [oc]D Viscosidada 3,6-anhidrogalac­

(h ) (504 % (°) tosa

0 32,4 37,0 1,00 24,6

1 25,6 38,0 0,96 17,7

2,5 25,8 34,5 0,87 14,5

4,5 28,7 34,0 0,90 21,3

6,5 22,5 37,0 0,82 12,1

9,5 25,3 39,5 0,86 15,1

12 29,0 41,0 0,91 22,1

aRelativa a la viscosidad a t=0. b Porcentaje considerando un polímero

exento de sulfato.



Pese a la dispersión de los valores se observó que la pérdida

total de sulfato no superó el 20 %, que existió disminución de la

viscosidad, lo que podria indicar degradación parcial; lo mismoestaria

siendo sugerido por la disminucióneen el contenido de 3,6-anhidrogalactosa.

El poder rotatorio se mantuvoprácticamente invariable, lo cual es lógico

considerando la pequeña pérdida de sulfato experimentada.

Si bien la reacción de desulfatación no puede considerarse un

éxito, la observación del recipiente de reacción luego de 12 horas indujo

a creer que parte del polisacárido se habia solubilizado en el dimetilsul­

fóxido (ya que la solución era viscosa) y parte quedaba insoluble

(aunque "hinchado"). Se centrifugó la mezcla, se disolvió el residuo en

agua, y ambosse dializaron contra agua. Por liofilización se obtuvie­

ron los dos polisacáridos; los análisis indicaron que si bien los con­

tenidos de sulfato eran similares (28,5 %en el soluble en DMSOy 25,6 %

en el insoluble), la diferencia más notoria entre ambosera que el inso­

luble estaba prácticamente exento de 3,6-anhidrogalactosa, mientras que

en el soluble se concentraba toda la 3,6-anhidrogalactosa de la fracción;

además la viscosidad del producto soluble era menor que la del insolu­

ble. Resultó por ende interesante la separación ejercida por el dime­

tilsulfóxido.

Se tomaron entonces 100 mg de la sal de piridinio del carragenano

soluble con 15 ml de dimetilsulfóxido (en ausencia de piridina), y se

dejaron durante 24 horas con agitación violenta y constante, a tempera­

tura ambiente. Cuandose intentó centrifugar se observó que casi todo

era insoluble, lo cual denotaba que a temperatura ambiente prácticamente

no se verifica solubilización. Luego se dejó en estufa a 100°y se fueron

tomandoalicuotas a distintos tiempos, las cuales se centrifugaron, y se
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hicieron sobre las soïuciones reaccibnes coïorimétricas de azücares (

Figura 14).
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Figura 14. Solubilización de 1a sa] de piridinio de] carragenano
soïubïe a 1002 , en estufa.

Comose observa, en aproximadamente 3 horas de ca1entamiento se

11ega a1 máximo de so1ubi1ización. También se efectuó 1a misma reacción,

durante 4 horas, partiendo de 1a sa] de potasio de] producto. Los

resultados obtenidos pueden apreciarse en 1as Tablas 40 y 41.



TABLA40. Fraccionamiento de la sal de piridinio del carragenano soluble
con dimetilsulfóxido

Producto Rendimiento Relación molar [oqb(°) [fl]
Z : - :

( ) Gal 3,6 ahg 503K (dI/g)

Original 1:0,21:1,35 39,8 4,48

Soluble DMSO 55 1:0,31:0,99 44,9 1,84

Insoluble DMSO 26 1:0,05:1,20 42,0 3,45

TABLA41. Fraccionamiento de la sal de potasio del carragenano soluble
con dimetilsulfóxido.

Producto Rendimiento (%) Relación molar
Galactosa:3,6-anhgal:sulfato

Original 1:0,26:1,28

Soluble DMSO 44 1:0,13:0,96

Insoluble DMSO 17 1:0,15:0,88

En ambos casos se produjo desulfatación parcial; sin embargo,

en el caso de la sal potásica ésta fue acompañadapor destrucción de la

3,6-anhidrogalactosa y bajo rendimiento, claro indicio de degradación,

lo cual ya habia sido observado por Usov y colaboradore568’148.

Ademásde la ya observada degradación de la sal de potasio por

efecto del DMSO,puede observarse (Tabla 40) que mientras sobre la sal
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de piridinio se produce 1a separación de dos productos de caracteristicas

analíticas evidentemente diferentes, 1a sa] de potasio da dos productos

similares entre si, en ios cuaies posibïemente 1a solubiïización en e]

dimetiisuifóxido está gobernada por otros factores, y que, dada 1a

destrucción parcia] de] polisacárido aiii producida, no se estudiaron.

Dado que 3 horas de caïentamiento es un tiempo aigo proiongado, y

ante 1a evidencia de desuïfatación que alli ocurría, se efectuó e]

caïentamiento en dimetilsulfóxido mejorando ias condiciones de agitación,

a fin de acortar los tiempos y obtener fracciones no modificadas. Por

agitación mecánica vioïenta, se observó 1a curva de soiubiiización que

se aprecia en 1a figura 15:
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Figura 15. Soiubilización de 1a sa] de piridinio de] carragenano solubïe,
a 100° , con agitación.



En 40-50 minutos se ilegó a un máximode soiubiiización, aunque

1a reacción se mantuvo durante una hora.

Los datos anaiiticos de ias fracciones obtenidas en forma prepara­

tiva se indican en 1a Tabia 42.

TABLA42. Caracteristicas de los productos separados con DMSOa partir de]
carragenano soiubie.

Producto Carragenano Fracción Fracción
soiubie en soiubie en insoiubie
KC] 2M (C) DMSO (SD) en DMSO (ID)

Galactosa (anhidro %) 48,3 35,7 44,0

3,6-anhidroga1actosa (anh.%) 4,0 6,8 0,8

Sulfato ( 503K %) 44,2 31,6 40,1

Relación molar gaiactosa:3,6- _ _ . _ . _
anhidrogaïactosazsulfato 1.0,09.1,25 1.0,21.J,21 1.0,02.1,24

6-su1fato (% 503K) 7,3 5,6 8,4

Viscosidad intrínseca (dl/g) 2,72 0,97 3,18

uij (°) 56,0 39,6 74,2

Oxidación con periodatoa 2,3 2,2 2,7

Xilosab n.d. 2,9 9,3

Rendimiento ( %) 57,7 38,8

aUnidades anhidro promedio consumidas por mo] de periodato.

moies de gaiactosa.

b moies / 100



En este caso el producto de partida (carragenano C) tenia bajo

contenido de 3,6-anhidrogalactosa, pero de cualquier modose ha producido

una separación neta, con un insoluble en dimetilsulfóxido (carragenano ID,

38,8 Z) prácticamente exento del anhidroazücar y un soluble (carragenano

SD, 57,7 %) que lo contiene. Los datos sugieren que la desulfatación

fue nula comopuede desprenderse de las relaciones molares del producto

de partida y ambassubfracciones; la degradación - si existió - no fue

apreciable.

De los espectros infrarrojo de los tres productos (figura 16)

pueden obtenerse algunos datos adicionales: en el del carragenano C se

observa una banda ancha ubicada entre 820 y 850 cm'1 que indicarïa la

presencia de distintos tipos de sulfatación, con preminencia de los sulfa­

tos ubicados sobre oxhidrilos axiales (¡1- o O-carragenano). El

espectro del producto SDmuestra el mismo esquema, pero la señal ancha apa­

rece más desplazada hacia 845 cm'1 y existiría un hombro a 805 cm-1 que

representa el 2-sulfato de unidades de 3,6-anhidrogalactosa; se observa
1también el pico a 930 cm' característico del anillo 3,6-anhidrogalactosidi­

co. En el producto ID la banda principal de sulfato aparece desplazada

1, lo cual indicaria la presencia de unidades dehacia un máximo en 830 cm'

galactosa 2-sulfato ( le o E -carragenanos).

La cromatografía en geles de Sephadex 6-100 utilizando urea 7M

comosolvente (figura 17) indica que las fracciones SDe ID resultan exclu­

idas del gel, lo que indicaría un peso molecular mayor que 40.000; el

carragenano C en cambio, penetra en el gel, dando un pico ancho y asimétrico

centrado en una zona de peso molecular aparente 19.000 (figura 17), determi­

nado por referencia a polisacáridos no sulfatados. En cambio, la utiliza­

ción de la ecuación de Mark-Houwinka estos productos, con los datos de las
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Figura 17. Cromatografía en geïes de Sephadex 6-100 con urea 7Mde:

G———)carragenano C; 6---) carragenano SD y 6- w) carra­

genano ID.

ias.constantes brindados por Masson239para e] carragenano de Chondrus

crispus 11evan a un peso moiecular de 42.000 para e] carragenano C;

18.000 para e] SDy 48.000 para ei ID; Ios datos obtenidos por dosaje

de grupos reductores avaian aproximadamente estos üitimos valores (ver

luego, en los estudios de autohidróïisis). Eso podria indicar que e]

Iimite de exciusión para polisacáridos sulfatados estaria por encima

de] valor 40.000 determinado para 105 no suifatados; por otro lado



los pesos moleculares aparentemente mayores obtenidos para la fracción

SD podria indicar algún tipo de asociación no impedida por la urea 7M.

Esa asociación debe ser del tipo "no-ordenante" ya que los poderes

rotatorios de los productos (Tabla 43) no se alteran mayormenteen so­

luciones de urea 7M, cloruro de sodio o cloruro de potasio 2M.

TABLA43. Poderes rotatorios de los carragenanos en distintos medios.

CARRAGENANO Medio

NaCl 0,1 M NaCl 2 M KCl 2 M Urea 7 M
+ NaCl 0,1M

C 56,0 60,7 61,6 61,9

SD 39,2 46,3 40,7 40,3

ID 70,9 52,8 73,1 72,9

En todos los casos existió un leve crecimiento del poder rotatorio

en presencia de cloruro de potasio o urea, pero la diferencia fue pequeña.

La relación molar del producto SD (Tabla 42) se asemeja a la de

un Áfl-o M-carragenano. Su menor peso molecular también lo asimilaria

a esos productos. En cambio el producto ID, de mayor peso molecular

se vincularia más, por su relación molar galactosa:3,6-anhidrogalactosa:

sulfato a la definición de Rees de un X-carragenano.

De acuerdo a lo que se conoce hasta el momento, el dimetilsulfó­

xido es un excelente solvente para los hidratos de carbono en general24o.

Disuelve, por ejemplo, tanto a la amilosa comoa la amilopectina, y el

almidón puede fraccionarse, con su ayuda, por acción de otro solvente.
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Se ha comprobado también un aumento de la solubilidad con la tem­

peratura; dicho aumento está relacionado con la posibilidad de romper el

reticulado cristalino, y dadoel alto punto de ebullición del dimetilsul­

fóxido la temperatura puede incrementarse en forma considerable; por

otra parte el alto momentodipolar y la alta constante dieléctrica lo

hacen un buen solvente para los azúcares en general.

En el caso de los carragenanos solubles de Iridaea unduZosa , lo

observado, es decir la producción de un fraccionamiento por solubilización

a 100° y la inexistencia de este último a temperatura ambiente parecerian

indicar que el paso determinante de la solubilización es la ruptura del

reticulado, seguida de posterior solvatación. Los caracteres analíticos

evidencian que los productos obtenidos por solubilización (Tabla 42) no

son artificios producidos por el calentamiento breve, sino productos ori­

ginalmente presentes. Considerando que las estructuras de las dos frac­

ciones son similares se podria suponer, en primera aproximación, que las

interacciones al estado sólido serian parecidas, y por ende las diferencias

de energia de ruptura del reticulado estarian dadas únicamente por diferen­

cias en el tamaño de las moléculas. Se conoce ya que los l-carragenanos

son de mayor peso molecular que los K- o L-, y al ser los ¡1- o J- los

precursores biológicos de esos carragenanos es lógico suponer que el 'X­

carragenano será de mayor peso molecular que el ¡1-/ D- carragenano. Esto

resulta de acuerdo con las viscosidades intrínsecas de las fracciones SD

e ID, y seria por ende factible que el fraccionamiento estuviera determinado

por la diferencia de pesos moleculares.



ESTUDIOS DE METILACION DE AMBAS FRACCIONES

Dado que - aparentemente - los productos SD e ID representaban

componentesdiferentes, éstos fueron sometidos a1 correspondiente análisis

por metilación, 1a cua] se efectuó por e] ya mencionado método de Haworth228.

Sin embargo, debido a 1as pequeñas cantidades de materia] disponi­

bïe habia necesidad de adaptar e] método a las mismas. Se optó por efectuar

1a reacción en baïones de 25 m1 provistos de tapones pïásticos herméticos

que quedaban atravesados por dos agujas unidas a sendas jeringas desde las

cuaïes se hicieron caer, gota a gota, 10s reactivos. Cada ba16n IIevaba

en su interior un pequeño buzo magnético a1 que se hizo rotar con energia.

E1 contro] de 1a metiïación se efectuó verificando 1a constancia

de composición de monosacáridos tras dos etapas de metilación sucesivas,

por cromatografía gas-iiquido. Fueron necesarias cuatro secuencias de

metiiación, las tres primeras a 0°, y 1a última a temperatura ambiente,

para 11egar a tener ambos productos totaimente metilados. Las masas

utilizadas y obtenidas en cada secuencia pueden apreciarse en 1a Tab1a 44.

TABLA44. Rendimientos obtenidos en cada etapa de 1a metilación de ambas

fracciones de] carragenano "soïuble", SD e ID

ETAPA DE METILACION

1° 2° 3° 4°

Se partió de 50,5 mg 36,8 mg 30,6 mg 26,1 mg
SD

Se obtuvieron 39,8 mg 35,4 mg 27,7 mg 22,2 mg

Se partió de 53,8 mg 50,8 mg 42,2 mg 39,9 mg
ID

Se obtuvieron 54,5 mg 45,6 mg 42,1 mg 28,5!Ïfl



FRACCION INSOLUBLE EN DIMETILSULFOXIDO

Los resultados de 1a metiïación de 1a fracción insolubïe en dimetiï­

su1f6xido (ID), por derivatización a los correspondientes a1dit01es acetila­

dos y a1dononitrilos acetiïados pueden apreciarse en 1as Tablas 45 y 46,

respectivamente.

TABLA45. Composición (moles %) de azúcares (derivatizados como Oqaceti1-0—

metiïaïditoles) obtenidos de] carragenano ID tras cada etapa de

metilación.

ETAPA DE METILACION

Gaïactosa metilada en: 1ra. 2da. 3ra. 4ta.

2,3,4,6-tetra - 0,1 1,7
5,2

2,4,6-tri T T 2,3 j,
0,4 0,6 ---—-—“-’-‘

2,3,6- + 2,4,6-tri J J 2,6 3,8

2,6- + 4,6-di 6,4 18,2 46,4 51,8

3,6-di 0,4 1,7 4,9 3,4

6-mono Ï T Ï 9,312,7 14,3 13,1 ---­
2,3-di ¿ 1 1 1,1

2,4-di 0,9 1,8 6,8 7,3

2-mono' 2,8 2,8 3,2 1,1

3-(4-)mono + sin metilar 76,3 60,7 18,9 17,0
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TABLA46. Composición (moles Z) de azúcares (derivatízados como 0-acetí1-0­

metilaïdononitriïos) obtenidos de] carragenano ID tras cada etapa

de metilación.

ETAPA DE METILACION

Gaïactosa metilada en: 1ra. 2da. 3ra. 4ta.

2,3,4,6-tetra - - - tr.

2,4,6- + 2,3,6-trí 3,6 T 5,8 6,8

3,4,6-tri T gíz T 3,8
3,5 ----- 12,1 -—

2,6-di 1 7,1 ¿ 12,6

4,6- + 3,6-dí 6,2 19,1 40,5 53,8

2,3-di 0,9 1,0 1,6 1,6

6-mono + 2,4-di 14,4 12,9 10,0 4,6

2-mono 2,5 1,7 - 0,9

3-mono 4,9 13,3 11,0 6,8

4-mono 8,1 12,9 12,0 9,0

Sin metíïar 56,0 22,8 6,9 0,1

Por último, en 1a Tab1a 47 se pueden apreciar 1os resuïtados fí­

naïes de metiïación de esta fracción.

La metilación de] carragenano ID (Tabïa 47) se verificó en forma

lenta, comopuede desprenderse de] bajo grado de metiïacíón en 1a 1ra.etapa

donde 1a gaïactosa sin metilar prácticamente 11egaba a1 60 % de] tota], y

otro 30 Z se repartía entre 1as unidades monometíïadas, de las cuales



TABLA47. Composición (moles Z) de azúcares metíïados de 105 polisacáridos

obtenidos a1 cabo de 1as distintas etapas de metí1ación de]

carragenano ID.

ETAPA DE METILACÍON

Ga1actosa metiïada en: 1ra. 2da. 3ra. 4ta.

2,3,4,6-tetra - 0,1 0,9 tr.

2,4,6-trï T Ï 3,1 5,32,0

2,3,6-tri 1 4,8 1,4 0,8

3,4,6-tri - l 2,2 3,2

2,6-di 3,0 6,1 9,3 10,9

4,6-di 4,7 14,6 36,0 43,3

3,6—di 0,5 2,0 4,7 3,5

2,3-di 0,8 1,1 2,2 1,8

2,4-di 1,0 1,7 5,3 4,2

6-mono 12,5 12,0 8,1 5,3

2-mono 2,7 2,2 1,6 1,0

3-mono 5,2 14,7 8,9 6,7

4-mono 8,4 14,2 9,7 8,8

Sin metíïar 58,7 25,2 5,5 0,1

2,3,4-tri-0—meti]xilosa 0,5 1,4 1,2 5,0
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sobresalia la 6-0-metilgalactosa. En la segunda etapa disminuyó en más de

la mitad el contenido de galactosa, mientras que creció sensiblemente el

porcentaje del resto de las unidades, fundamentalmente3-, 4- y 4,6-di-0­

metilgalactosa; éste último monosacárido resultó ser el c0mponenteprincipal

del producto permetilado. Al llegar a la tercera etapa, se observan valores

muycercanos a los del producto final, y muy pocos indicios de submetilación.

El análisis del producto permetilado indica que el carragenano ID

está compuesto fundamentalmente por unidades monosulfatadas (64 Z), con

menor proporción de galactosas no sulfatadas (9 %) y disulfatadas (22 %),

aunque en realidad algunos de estos últimos residuos pueden representar

puntos de ramificación sustituidos por un ünico residuo de xilopiranosa (5 Z).

Solamente se detectaron trazas de tetra-O-metilgalactosa, lo cual confirma

el alto peso molecular de esta fracción. La proporción de 3,6-anhidrogalac­

tosa aumentó de 0,8 Z en el carragenano ID a 8,2 Z en el producto permetilado;

ésto demuestra que gran parte de las unidades enlazadas en la posición 4­

que portaban sulfato en 0-6 o en 0-2 y 0-6 han sufrido transformación alca­

lina en el medio de metilación, y consecuentemente los porcentajes de los

correspondientes azúcares metilados (2,3-di- y 3-0-metilgalactosa) exhibidos

en la Tabla 47 son menores que los reales.

Comopuede apreciarse, las unidades que se encuentran en mayor

proporción son las que caracterizan a un carragenano del tipo ¡mz 4,6-di­

O-metilgalactosa, indicativa de la unión en 3- y el sulfato en 2-, más 3-0­

metilgalactosa, indicativa de unión en 4- y sulfato en 2- y 6-. También

se aprecia un 11%de 2,6-di-0-metilgalactosa, que indica una galactosa-4­

sulfato unida por la posición 3-, caracteristica de J- y ¡H-carragenanos.

Existen otras unidades que son inusuales, a saber: a) galactosas

enlazadas por la posición 2- (indicadas por la 3,4,6-tri-0-metilgalactosa),
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que comoya S: expïicó provocan un giro en 1a dirección de 1a cadena, impi­

diendo 1a formación de agregados ordenados y favoreciendo un entrecruzamiento

de las cadenas que ocasiona aïtas viscosidades; b) 1a representada por 1a

4-0-metiiga1actosa ( 9 x), también encontrada en importantes proporciones en
127 . . .que se originariaotros carragenanos permctilados de Iridaea unduZosa

en un residuo de galactosa ïigado por 1a posición 3- y disulfatado en 2- y

6-, o con una ramificación y un suifato en esos puntos; en cuaiquiera de

105 casos se inhibe 1a función de esos oxhidriios como formadores de

uniones hidrógeno que estabilizan las dobies héiices; c) ias ya mencionadas

ramificaciones de xiiopiranosa, posibiemente unidas a 1a cadena principa]

a través de la posición 6- de gaïactosas iigadas por 3-, ta] comose sugirió

previamentess, 10 cua] está de acuerdo con e] hecho que 1a 2,4-di-0-meti1­

ga1actosa y e] derivado de xiïosa fueron haiiados en cantidades simiïares.

FRACCION SOLUBLE EN DIMETILSULFOXIDO

Los resultados de 1a metilación, es decir 1a composición moiar

aproximada (%) en monosacáridos, por derivatización a ios correspondientes

aïdito1es acetiIados y aïdononitriios acetilados se encuentran en las

Tabias 48 y 49, respectivamente.



TABLA48. Composición_(m01es %) de azúcares (derivatízados como O-acet11­

O-metiïalditoles) obtenidos de] carragenano SDtras cada

etapa de metiïación

ETAPA DE METILACION

Gaïactosa metiïada en: 1ra. 2da. 3ra. 4ta.

2,3,4,6-tetra - 0,3 2,2 2,4

2,4,6-tr1‘ T 2,0 2,1 4,9
2,4

2,3,6- + 3,4,6-tri l 1,8 2,5 4,1

2,6- + 4,6-di 28,8 49,8 49,2 55,5

3,6-di 2,0 3,1 5,0 6,4

6-mono Ï Ï ï 6,8
11 2 8,5 9,3

2,3-di l 1 l 0,6

2,4-di 1,8 3,1 6,7 2,6

2-mon0 10,4 4,1 5,7 3,9

3-(4-)mono + sin metiïar 43,3 27,3 17,4 12,8
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TABLA49. Composición (moles %) de azúcares (derivatizados como O-acetíï­

0-meti1a1dononitríïos) obtenidos de] carragenano SDtras cada

etapa de metiïacíón.

ETAPA DE METILACION

Gaïactosa metiïada en: 1ra. 2da. 3ra. 4ta.

2,3,4,6-tetra tr. 1,3 1,7 0,4

2,4,6-tri ï T Ï 7,0
3,3 5,1 7,6

2,3,6- + 3,4,6-tri l l l 3,8

2,6-dí 35,7 37,5 40,8 45,7

4,6 + 3,6-di 11,1 22,5 23,7 26,2

2,3-di 2,1 4,9 5,2 1,0

6-mono + 2,4-di 8,6 6,9 7,4 5,1

2-mono 10,4 1,5 1,0 1,0

3-mono 4,2 3,8 3,6 5,5

4-mono 7,2 8,0 7,8 4,3

Sin metiïar 17,5 8,5 1,2 0,1

Por üïtimo, los

promediados se observan en 1a Tabla 50.

resultados finales, íncïuyendo ambosderivados



TABLA50. Composición (moïes %) de azúcares metílados de Ios poïisacáridos

obtenidos a1 cabo de 1as distintas etapas de metiïación de]

carragenano SD.

ETAPA DE METILACION

Galactosa meti]ada.en: 1ra. 2da. 3ra. 4ta.

2,3,4,6-tetra - 0,8 1,9 1,3

2,4,6-tri Ï 2,2 2,7 5,7
2,8

2,3,6- + 3,4,6-trí L 2,0 3,2 3,9

2,6-di 29,4 34,2 36,1 41,1

4,6-di 7,5 17,4 15,7 16,9

3,6-di 1,7 3,2 5,3 6,7

2,3-dí 2,3 4,7 5,7 0,9

2,4-di 1,6 3,0 5,8 2,0

6-mono 8,0 3,7 2,3 4,9

2-m0n0 10,3 2,7 3,3 2,4

3-mono 5,2 4,4 4,1 6,1

4-mono 9,0 9,1 8,9 4,7

Sin metiïar 21,8 9,7 1,3 0,1

2,3,4-tri-O-meti1xiïosa 0,5 2,7 3,7 3,3
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La metiiación de este producto ha sido mucho más rápida que 1a de]

carragenano ID. Tras 1a primera etapa habia sólo un 20 %de gaiactosa,

mientras e] producto principa], 2,6-di-0-metilga1actosa 11egaba a] 30 %

y aparecían repartidas e] resto de unidades. Puede observarse como

llegada 1a segunda etapa son pocos 105 indicios de submetiiación, y e]

producto de 1a tercera etapa es similar a] permetiiado ( compárese con

10 ya enunciado para 1a metiïación de] carragenano ID, página 141-143).

A] igua] que con e] carragenano ID, e] estudio de metilación de]

carragenano SD permite apreciar e] predominio de ias unidades monosulfa­

tadas (68 Z), con cantidades menores de disuïfatadas (18 %) y no

sulfatadas (10 Z). Nuevamente se observa 1a presencia de xiiosa como

unidad termina], posiblemente en forma de ramificación. E1 porcentaje

de 3,6-anhidroga1actosa se incrementó a 8,3 %tras 1a metiiación, demos­

trando que e] medio aïcalino de metiiación produjo 1a formación de ese

azúcar a expensas de gaïactosas unidas en 4- y suïfatadas en 6-, ias

cuales, por ese motivo, están Subvaluadas en 1a Tabïa 50.

Contrariamente a 10 que ocurría con e] carragenano ID, 1a mayor

proporción de unidades dimetiiadas 1a tiene 1a 2,6-di-0-metiiga1actosa,

que caracteriza a flrcarragenanos, con cantidades menores de 4,6- ( X­

carragenano ) y 3,6-di-0-metiiga1actosa ( É -carragenano ). Tambiénse

encuentran, en menores proporciOnes todas ias demás unidades - usuaies

e inusuaies - antes ha11adas.

COMPARACION DE LOS CARRAGENANOS

Comoya pudo apreciarse a partir de 10s datos de] anáiisis y Ios

espectros infrarrojo existen notorias diferencias entre ias fracciones SD

e ID. Mientras 1a primera seria fundamentaïmente un carragenano de "tipo­



¡1", 1a segunda estaria constituida por un carragenano de] tipo-X

La existencia de esos dos carragenanos diferenciados fue postulada por

Reesss, quien no pudo separarïos a1 estado nativo sino que debió recurrir

a1 tratamiento alcaiino, con lo cua] 1a fracción fa, transformada aiii

en K-carragenano, pudo separarse de] l-carragenano tratado por

precipitación en soiuciones de cioruro de potasio.

Comose sabe (figura 1), 1a estructura idea] de] )\-carragenano

consiste en una cadena de D-gaiactosas con uniones alternadas CK-(l-93) y

p-(1—+4), con e] azúcar unido en 3- generaimente suifatado en 2- y a veces

sin suifato, y e] unido en 4-, con suifatos en 2- y 6-. Los estudios de

52’55 sobre metiiación de fracciones soiubles demostraron ciaramenteRees

1a presencia de 3-0-meti1, 4,6-di-0-meti], 2,6-di-0-meti] y 2,4,6-tri­

O-metiigaiactosa comoazúcares principaies, y mientras aumentaba progresi­

vamente 1a proporción de galactosas metiïadas en 3- , 4,6- y 2,4,6- a1

aumentar e] carácter X- de] carragenano, crecía 1a proporción de 2,6-di­

O-metiïgaiactosa y 3,6-anhidroga1actosa ( o su derivado 2-0-meti1ado) a1

aumentar e] carácter ¡u- de] producto. En este caso también se incremen­

taba 1a proporción de gaiactosa tetrametiiada, io que careció de

significación en aque] momento, pero puede asimilarse a1 ya mencionado

decremento de] peso moiecular en productos de ese tipo. E1 estudio de

metilación de] 'X-carragenano de Chondrus crispus determinó 1a presencia

de un 31 %de 4,6-diTO-metilga1actosa, 13 %de 2,4,6-tri-0-metiiga1actosa,

8 Z de 2,6-di-0-metiïga1actosa y e] resto de 3-0-metiiga1actosa52. En

otros carragenanos solubles, obtenidos a partir de ias aigas Gigartina

canaliculata yGigartina chamissoi 58, e] monosacárido preponderante junto

a 1a 4,6-di-0-metiiga1actosa fue 1a 3,6-di-O-metiiga1actosa, e indicó 1a

existencia de] ‘E-carragenano.
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En cuanto a los resultados de la metilación de los carragenanos

C, SD e ID llama primeramente la atención la gran variedad de unidades

metiladas, indicativas de diversos tipos de sulfatación y unión. Si

bien los resultados no pueden compararse con otros obtenidos anterior­

mente, donde la poca sensibilidad de los métodos hacia que sólo se

enumeraran los productos más importantes de metilación y posterior

hidrólisis, la comparación con otros carragenanos de Iridaea unduZosa127

indica claramente la relación directa entre el rango de concentraciones

de cloruro de potasio en que precipita la fracción y el número de

diferentes unidades metiladas que aparecen: en el producto que precipita

entre 0,70 y 1,05Mde KCl no se observan unidades tetra- ni trimetiladas,

sólo dos dimetiladas y tres monometiladas (cinco en total); en el pro­

ducto que precipita entre 1,55 y 1,65M de KClya aparece una gran diversi­

dad (doce diferentes) entre las cuales se destacan fundamentalmente las

que representan estructuras de tipo X- o É-. En los carragenanos

solubles aparecen prácticamente todas las posibilidades C catorce en

total); es evidente que la regularidad, indicada por la presencia de pocas

unidades diferentes, ayuda a la agregación ordenada inducida por el potasio,

mientras que la irregularidad de la molécula es un factor contra esa

agregación, es decir, un factor de solubilidad.

Si bien la variedad de unidades es comúna ambas fracciones, la

proporción de azúcares en los mismos permiten determinar el carácterÁX

del carragenano ID, y el caráctervh del SD, tal como lo indican sus

proporciones relativas de 2,6- y 4,6-di-O-metilgalactosa. Ello no obsta

para que ambos presenten ademásalgunas caracteristicas cruzadas, lo cual

se observa en mayor medida en la fracción SD, que presenta mayor tipo 1­

de lo que la fracción ID hace con el carácter-fl. Todo el resto de las

caracteristicas, incluyendo unidades inusuales es comúna ambos, con



diferencias de grado y no de clase.

TRATAMIENTO ALCALINO DEL CARRAGENANO C

A fin de confirmar que ambos productos obtenidos en el fraccionamiento

con dimetilsulfóxido, eran de la mismanaturaleza que la de los que separó
5 . . . . . .5 por tratamiento alcalino, se hacia imperioso efectuar ese tratamiento

11,126

Rees

a los carragenanos solubles de Iridaea undulosa. Matulewicz y Cerezo

habian efectuado ese tratamiento al carragenano total, pudiendo fraccionar

al producto tratado en dos subproductos: uno soluble y otro insoluble en

cloruro de potasio, mientras que estaba prácticamente exento de fracciones

intermedias.

El carragenano soluble a una concentración 2Mde KCl de Iridaea

unduZosa se sometió al tratamiento alcalino en las condiciones habituales,

aislándose un producto tratado con un rendimiento del 91,7 2, cuyas

caracteristicas se aprecian en la Tabla 51.

TABLA51. Tratamiento alcalino del carragenano "soluble" C.

Producto 3,6-anhidrogalactosa Sulfato Galactosa Rel.molar
Z (503K %) Z Gal:ahg:SO3K

Original (C) 4,0 44,1 48,3 v 1:0,09:1,24

Tratado (C-T) 15,4 39,8 39,6 1:0,44:1,37

El análisis de los resultados de ésta, y las otras Tablas subsiguien­

tes se efectuarán en base a las relaciones molares galactosa:3,6-anhidroga­

lactosazsulfato, ya que los datos porcentuales puedenestar afectados por



108. Se desprende (Tabïa 51) que1a retención de agua de estos productos

previamente a] tratamiento, por cada 100 azúcares en 1a cadena, habia 114

sulfatos y 8 unidades de 3,6-anhidroga1actosa; luego de] tratamiento,

pasaron a haber 95 suïfatos y 31 residuos de] anhidroazücar, es decir que

hubo una pérdida concomitante de sulfato (6-su1fato) para formar 3,6­

anhidrogalactosa. E1 espectro infrarrojo de] carragenano C-T (Fig. 18)

muestra una banda centrada a 840 cm'l, junto a otras a 930 y 805 cm'l,

ésta última indicativa de 3,6-anhidroga1actosa 2-su1fato, sugiriendo que

algunos residuos modificados por e] á1ca1i estaban unidos por 1a posición

4- y disuïfatados en 2- y 6-,

J
|000 300 ¡00 ¡(D

Frecuencia(cnf4)

Figura 18. Espectros infrarrojo de Ios carragenanos: a) C-T; b) C-TI y
c) C-TS.



A] fraccionar e] carragenano C-T con cïoruro de potasio, se obtuvo

un 34,7 Z de un producto que precipitaba a concentración 0,4M de KC], y un

59,2 % de un soiubie a KC] 2M, siendo e] resto (6,1 %) fracciones intermedias,

con un rendimiento tota] de fraccionamiento de] 95 Z (Tabia 52).

TABLA52. Fraccionamiento de] carragenano C-T.

Producto Rango de ppción. Rendimientoa Reiación moiar

M KC] % Galzahgzsuifato

C-T Tota] 1:0,44:1,37

C-TI 0-0,4 33,0 (34,7) 1 0,97:1,25

C-TN 0,4-2 5,8 ( 6,1) n.d.

C-TS so]. 2M 56,3 (59,2) 1:0,35:1,22

aEntre paréntesis se indica e] rendimiento respecto a1 tota] recuperado.

Este fraccionamiento es consistente con e] producido en dimeti]su1—

55 por 10s cuaies e] carragenano soiubiefóxido y con Ios resuitados de Rees

( antes llamado X-carragenano) se divide tras tratamiento a1ca1ino en dos

porciones: una insoluble, que por su relación moïar gaiactosa:3,6-anhidro­

gaïactosazsulfato debe corresponder a un K-carragenano, originada segura­

mente en un ¡A-carragenano tratado, y otra soïubïe que deberia correspOnder

Eunque sea en parte ) a 10 definido como un Á-carragenano tratado en medio

aicalino.

E1 poder rotatorio de 1a fracción C-TI en NaC] 0,1M era de 36,3°,

mientras que en KC] 0,1M fue de 53,8°, 10 que indica claramente 1a formación

de héïices de este producto en soiución, por infïuencia de] potasio, de

acuerdo a 1as postulaciones y teorias efectuadas por Rees y otros investi­



gadores desde inicios de la década pasada:

En primer lugar, dados los inconvenientes que traia la gelificación

del K-carragenano, se obtuvieron ( por tratamiento quimico ), segmentos de

L-carragenano de estructura ideal, para los que se comprobóclaramente la

existencia de una transición arrollamiento al azar-——9héliceal descender

la temperatura, por medición del incremento de rotación óptica241. Ese

aumento era del 68 %; un cálculo teórico del valor que deberian haber

tomado esas rotaciones en conformaciones promedio para esa transición

daba un incremento del 85 %, no muy distinto del valor experimental, y

además con valores absolutos de la rotación óptica muysimilares, lo que
242sugirió la existencia real de dicha transición Por otra parte, la

existencia de dobles hélices de K- y L-carragenanos al estado cristalino

ya habia sido probada por difracción de rayos X243, con uniones hidrógeno

entre el 0-2 de la unidad de galactosa enlazada (1-93) de una hélice y el
244

0-6 de la misma unidad correspondiente a otra hélice , comouniones inte­

riores a la doble hélice. Tambiénse llegó a calcular la entalpia y

entropía involucradas en la transición y a compararlas con las de otras
245dobles hélices naturales En todos estos trabajos no se habia evaluado

el efecto de las sales que, comose sabe, en el caso de las de potasio

promuevenla gelificación de algunos carragenanos. Posteriormente se

6246observ que la temperatura de transición aumentaba con la concentración

de KCl o NaCl, aunque el efecto de ambas sales era-distinto; esos datos

eran compatibles con una inducción de la transición arrollamiento ———>doble
247

hélice por parte de las sales. Másadelante se apreció que la

formación de dobles hélices en el L-carragenano era producida en la misma

medida por Li+, Na+, (CH3)4N+, K+, Rb+, Cs+ ó NH4+, pero los últimos cuatro

iones, al mismotiempo, producian gelificación, lo que indujo a Ree5247’248
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a formular la "teoria del dominio“, por la cual un número limitado de dobles

hélices se agrupan en racimos o dominios solubles, los que luego se asocian

con requerimientos catiónicos especificos en enrejados cohesivos (geles);

en el K-carragenano, en cambio, la formación de dobles hélices y su

agregación estarian vinculadas. Si bien su rol es desconocido, se observó

influencia del potasio, tanto en la formación de la hélice-como en su
249,posterior agregación en este último caso posiblemente el catión quede

inmovilizado en las zonas de unión del gel, aunque se desconoce el origen

molecular de este efectozso.

251 se manifestaron enLos representantes de la escuela noruega

desacuerdo con las postulaciones de Rees, y dudaron de la formación de las

dobles hélices, o por lo menos de su importancia en el mecanismo de gelifi­

cación, acentuando la posible acción de fuerzas intramoleculares y de puentes

252’253 confirmaronsalinos. Sin embargo, trabajos posteriores de Rees

- al menos para sus muestras de L-carragenano - la existencia de las

dobles hélices y descartaron la posibilidad del mecanismointramolecular;

también dedujeron que el incremento de rotación óptica al pasar de un estado

"todo-arrollamiento al azar" al estado "todo-hélice" era del 61,1 %252. La

250 apoya los postulados de Rees248’
251

inhibición de la gelificación por la urea

252 contra los de los investigadores noruegos

En nuestro caso, el incremento del poder rotatorio de “JSO % de

esta fracción indicaria que el carragenano C-TI forma dobles hélices en

presencia de potasio pero prácticamente no lo hace en la de sodio, indicando

la especificidad catiónica, pero al mismotiempo que la estructura primaria

permite la formación de hélices, y tal comodemuestra su insolubilidad en

cloruro de potasio 0,4M, su posterior agregación.

Análogamente el producto soluble C-TS presenta en NaCl 0,1M un poder



rotatorio de 12,0°; en urea 7M(conteniendo NaCl 0,1M) 12,0°; en NaCl 2M

era de 13,3°y en KCl 2Mde l7,0°. Aqui, dada la pequeña diferencia en el

valor absoluto de los datos, los resultados deben tomarse con cuidado, pero

podria desprenderse que pese a su imposibilidad de agregación, este

carragenano podria formar dobles hélices en presencia de ion potasio 2M, y

en mucha menor medida en presencia de sodio a la misma concentración; el

efecto de la urea seria nulo indicando que en NaCl 0,1M el carragenano se

encontraría en un estado de "todo-arrollamiento". El efecto seria, en

este caso del “440 %, lo que indicaria que factores estructurales le

impedirian a la molécula alcanzar el estado de "todo-hélice". El bajo

valor absoluto del poder rotatorio de esta fracción ya se habia observado

en productos similareslzó.

La relación molar Gal:3,6—ahg:sulfato del carragenano C-TI de

1:0,97:1,25 conjuntamente con la absorción a 805 cm"1 evidenciada en su

espectro infrarrojo (Fig.18) sugeririan para este carragenano una estructura

de tipo hibrido K-/ L- con predominio del primero, lo que indicaria

consecuentemente la presencia de estructuras de tipo ¡#-/ ü- en el carra­

genano C. Otras bandas de su espectro infrarrojo (Fig.18) a 845 y 930 cm’1

también concuerdan con esa clasificación, mientras que la aparición de un

pequeño hombroa 820 cm'1 sugeriria la existencia de pequeñas cantidades

de 6-Sulfato, pese al tratamiento alcalino efectuado; esa presencia es

consistente con la determinación de 2,4-di-0-metilgalactosa por permetilación

del carragenano C y sugiere la existencia de galactosas enlazadas por la

posición 3- y sulfatadas en 6- en C-TI, tal comofue determinado en otros

82’83; también esK-carragenanos naturales comoel de Phyllophora nervosa

consistente con la determinación de 4-0-metilgalactosa, que mostraria la

existencia de galactosas ligadas en 3- y disulfatadas en 2- y 6-, tal como
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se encontró en el polisacárido de Phchymenia hymantophora 254.

El carragenano modificado C-TS presenta una relación molar Gal:

3,6-ahg:sulfato de 1:0,35:1,22, lo que sugeriria la sulfatación de varias

unidades de 3,6-anhidrogalactosa, tal comoseria de prever por tratamiento

alcalino de un carragenano de tipo .X—. En el espectro infrarrojo se

1 que indicaria la presenciaobserva (Fig.18) una banda ancha a 800-850 cm­

de todo tipo de sulfato, irregularidad que puede ser uno de los factores de

solubilidad.

TRATAMIENTO ALCALINO DE LOS CARRAGENANOS SD E ID.

Para confirmar que la separación con dimetilsulfóxido producía las

fracciones que originaban los productos C-TI y C-TS, cada una de las fracciones

(SDe ID) se sometieron por separado al tratamiento alcalino en la forma

habitual, con los resultados que se observan en la Tabla 53.

TABLA53. Tratamiento alcalino de los carragenanos SD e ID.

Carragenano Rendimiento 3,6-ahg Sulfato Galactosa Relación molar
Z % (% 803K) % Gal:ahg:SO3K

SD-T 89,9 11,5 22,7 32,5 1:0,40:0,95

ID-T 91,1 11,3 33,5 29,6 1:0,43:1,54

Ambostratamientos han originado productos con similar relación

molar galactosa/3,6-anhidrogalactosa, aunque el ID-T presenta un grado de

sulfatación más alto que el SD-T.

El producto SD-T, obtenido con 90 % de rendimiento presenta una

relación molar Gal:3,6-ahg:sulfato de 1:0,40:0,95, o sea 29 unidades de
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3,6-anhidrogalactosa y 68 sulfatos por cada 100 azúcares, contra los 17 y

100, respectivamente, que habia originalmente en el SD ; estos datos indican

una pérdida de sulfato anómala.

La composición no es usual en carragenanos naturales, ya que los

Solubles contienen mayores proporciones de sulfato y los que gelifican

en cloruro de potasio, mayorcantidad de 3,6-anhidrogalactosa. El espectro

infrarrojo (Fig.19) muestra tres picos fundamentales a 930, 850 y 805 cm"1

para el ciclo 3,6-anhidrogalactosídico, los sulfatos sobre oxhidrilos

axiales de la galactosa (0-4) y la 3,6-anhidrogalactosa (0-2), característico

de un L-carragenano pese al bajo contenido de 3,6-anhidrogalactosa. Un

hombroa 820 cm'l sugeriria la presencia de 6-sulfato, el que lógicamente

no puede estar ubicado en galactosas enlazadas en 4-.

1%?
uma üm tu) km

Frecuencia (cm"1)

Figura 19. Espectros infrarrojo (700-1000 cm'l) de los carragenanos:
a) ID-T ; b) ID-TS ; c) SD-T ;d)SD-TI, e) SD-TS.
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La comparación de las relaciones molares del carragenano ID-T con

la del producto de partida ID (Tablas 42 y 53) indica que de 122 sulfatos y

2 unidades de 3,6-anhidrogalactosa por cada cien unidades de azúcar se

llegó a 108 y 30 respectivamente, lo que indica que habria una retención de

sulfato anómala, que quizá se deba a la pérdida por diálisis de fragmentos
255

de bajo grado de sulfatación, como se observó en otros caSos El

espectro infrarrojo de ID-T (Fig.19) muestra una absorción ancha entre 795

1 junto a un pico a 930 cm'l evidenciando ely 850 cm'l, centrada a 825 cm­

predominio de los sulfatos ubicados sobre oxhidrilos ecuatoriales de C-2

frente a los axiales de C-4; también las unidades de 3,6-anhidrogalactosa

presentarïan su 0-2 sulfatado comolo indica la alta proporción de sulfato.

Su relación molar se asemeja a la de los carragenanos de Eucheuma

uncinatum , Eucheuma isifbrme , AghardieZZa tenera y Gymnogongrus

furceZZatus 128 pero difiere de la de los Á-carragenanos.

El fraccionamiento de ambos productos con cloruro de potasio aporta

pruebas más concluyentes acerca de su naturaleza. En el caso del producto

ID-T (Tabla 54) se observa que se ha producido una fracción principal con

89 %de rendimiento, y proporciones menores de fracciones insolubles.

TABLA54. Fraccionamiento con cloruro de potasio del carragenano ID-T.

Fracción Rango KCl Rendimientoa Relación molar
Gal:3,6-ahg:sulfato

ID-ÏI 0-0,4 M 3,4 (4,3) 1:0,31:0,95

ID-TN 0,4-2 M 5,1 (6,5) 1:0,56:l,60

ID-TS sol. 2 M 70,5(89,2) 1:0,48:1,55

aEntre paréntesis se indica el rendimiento respecto al total recuperado.
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El carragenano ID-TI muestra una inusual relación molar Gal 3,6­

ahgzsulfato dado el bajo contenido de 3,6-anhidrogalactosa para una fracción

que gelifica. El ID-TNha incrementado notoriamente la proporción de

sulfato (42 %) y eso puede explicar su mayor solubilidad pese al aumento

de la proporción de 3,6-anhidrogalactosa (35 %), en función de una

estructura más cercana a la del lucarragenano, respecto del otro, más

cercano a un K-carragenano en lo que respecta a la proporción de sulfato.

Pese a un contenido de carrabiosa del 72 % (el doble de la 3,6-anhidrogalac­

tosa) este polisacárido es soluble en 0,4M de cloruro de potasio.

El producto principal ID-TS se asemeja bastante al ID-TN, pero

como es lógico suponer, se asemeja mucho más al producto de partida ID-T,

del cual es parte fundamental. La alta proporción de este producto indica

claramente que el carragenano ID estaba prácticamente exento de estructuras

del tipo de p- o J-carragenanos.

Este producto, similar por composición al producido en el trata­

miento alcalino del carragenano total de Iridaea unduZosa126y cuyo espectro

infrarrojo (Fig. 19) indica la presencia de cantidades importantes de

2-sulfato en ambas unidades ( y la ausencia de galactosa 4-sulfato ) ,

también presenta un contenido de carrabiosa del 65 %. Obsérvese que el

carragenano ID-TI es insoluble con un contenido de carrabiosa menor (47 Z);

la solubilidad de esta fracción podria deberse a que la carrabiosa no es

consecutiva, o bien a que a causa de la sulfatación no se produce la

agregación de las dobles hélices o su formación.

El fraccionamiento del carragenano SD-T (Tabla 55) con cloruro de

potasio produjo dos fracciones principales y una menor. El carragenano

SD-TI es relativamente pobre en 3,6-anhidrogalactosa aunque la relación

galactosa/sulfato es la usual en carragenanos insolubles. En su espectro



TABLA55. Fraccionamiento con cloruro de potasio del carragenano SD-T.

Fracción Rango KCl Rendimientoa Relación molar

z Gal:3,6-ahg:sulfato

SD-TI 0-0,4 M 48,6 (50,9) 1:0,57:0,84

SD-TN 0,4-2 M 6,0 ( 6,3) 1:0,59:1,34

SD-TS 501.2 M 40,9 (42,8) 1:0,26:0,92

aEntre paréntesis se indica el rendimiento respecto al total recuperado

infrarrojo (Fig.19) se observan absorciones a 805, 845 y 930 cm-1 que

indican que gran parte de las unidades 3,6-anhidrogalactosidicas están

sulfatadas, comoocurre. con el espectro de un {-carragenano, lo cual es

coherente con la solubilidad de este producto en cloruro de potasio 0,1M.

El producto SD-TN, obtenido en baja proporción como Suele ocurrir con

los carragenanos intermedios en productos tratados, presenta, con respecto

a la fracción anterior un incremento de sulfato del 60 %, lo cual podria

explicar su mayorsolubilidad.

El carragenano SD-TSobtenido con 43 % de rendimiento, muestra un

contenido de sulfato extrañamente bajo para carragenanos de tal solubilidad.

Su ancha banda en el espectro infrarrojo (Fig.19) centrada a 830 crn_1

indicaria el predominiode sulfatos sobre oxhidrilos ecuatoriales (0-2)

por sobre los ubicados en 0-4 y 0-6, y la virtual ausencia de Sulfatos

sobre el ciclo 3,6-anhidrogalactosidico.

Se confirma que - al obtenerse ambos productos - SD era una

mezcla de carragenanos de tipo 'u- y A- con predominio del primero; ID

también era una mezcla de ambos, pero con clara preminencia del k­
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carragenano, lo cual sugeriria que la separación producida con el dime­

tilsulfóxido estaria originada principalmente por diferencias de peso mo­

lecular y no estructurales. La fracción SD-TI se corresponde con el
55

carragenano de Rees luego del tratamiento alcalino, mientras las SD-TS

e ID-TS responden al X-carragenano tratado.

ESTUDIO DE METILACION DE LOS PRODUCTOS TRATADOS

A partir de los estudios de metilación de los carragenanos C, SDe

ID, y los resultados de los tratamientos alcalinos de esos mismosproduc­

tos, se obtuvo información sobre sus estructuras y los factores que

determinaron la separación con el dimetilsulfóxido. Con el objeto de

investigar más a fondo los mismos, y conocer algo más sobre los factores

estructurales que promuevensolubilidad, se decidió efectuar la metilación

de los tres productos principales obtenidos por tratamiento alcalino de

los carragenanos SDe ID y fraccionamiento de los productos obtenidos.

Ellos eran: a) el carragenano SD-TI, insoluble en cloruro de potasio 0,4M

y para el cual habiamos determinado, por los datos preliminares, una

estructura de tipo K-/ L-; b) el SD-TS, con estructura básica de 'X­

carragenano tratado, al igual que c) el ID-TS. Previamente a la metila­

ción podria suponerse que las diferencias básicas entre estos dos últimos

productos son básicamente de peso molecular.

Las metilaciones se efectuaron por el método de Haworthzzs, y se

recurrió a cuatro etapas de metilación ( cada una comprendida por cinco

pasos ), a temperatura ambiente, ya que al tratarse de productos modifica­

dos por álcali caliente, poco era el efecto nocivo adicional que podia
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acarrear 1a metiiación aicaiina. Los productos de las primeras etapas de

metiiación se hidrolizaron y derivatizaron comoaiditoies acetiiados; a]

verificarse constancia, e] producto permetilado (de 1a cuarta etapa)

también se hidroiizó y derivatizó en forma de aidononitriïos acetiiados.

La composición de los polisacáridos parciaimente metiiados, obteni­

dos a] cabo de cada etapa de metiiación, tras hidrólisis y derivatización

como0-aceti1-0-meti1a1dito]es, y de los polisacáridos permetiiados deri­

vatizados de aque] modo, y además comoO-acetil-O-metiiaidononitriios

obtenidos de] carragenano SD-TI se aprecia en 1a Tabia 56; los obtenidos

a partir de] carragenano SD-TS, en 1a Tabla 57, y los de] carragenano

ID-TS en 1a Tabia 58.

Puede apreciarse en ias Tablas 56, 57 y 58 que existió una mayor

rapidez en 1a metiiación de estos productos tratados‘respecto de ios

correspondientes previo a1 tratamiento, 10 que puede deberse a 1a mayor

temperatura utilizada ; además, anáiogamente a io antes observado, es

más rápida 1a metiiación de Ios carragenanos de tipo fl-/ J-/ K-/ t- que

ios de ia familia X-. E1 producto SD-TI (Tabla 56) se ha metiiado con

mayor rapidez, 10 que se desprende de ias pequeñas variaciones de compo­

sición a] pasar de 1a 2da. a 1a 4ta. etapa de metiiación. En cambio, e]

producto ID-TS (Tabla 58) presenta una variación más marcada, y 1a de]

carragenano SD-TSes intermedia. Dichas diferencias de velocidad, ya

observadas para ias fracciones SDe ID, también pueden estar ocasionadas

por diferencias de peso moiecuiar.

La composición en azúcares de los tres carragenanos permetiiados,

promediando ios datos obtenidos con ambos derivados, se observa en 1a

Tabla 59.
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TABLA56. Composición (moïes %) en azúcares de los polisacáridos obtenidos

a1 cabo de cada etapa de meti1ación de] carragenano SD-TI.

Derivado A1dit01es acetilados Aldononitriïos
aoetilados

Etapa 2da. 3ra. 4ta. 4ta.
Galactosa metilada en:

2,3,4,6-tetra 1,3 n.d. n.d. 0,6

2,4,6-tri Ï Í T 6,3
2,3,6-tri 5,2 12,9 23,0 0,6

3,4,6-tri i 1 J 6,0

2,6-di T T Ï 53,065,2 66,3
4,6-di l l 54,7

6,7“l
3,6-di 0,2 2,8

2,4-di T - Ï4,3 16,3
2,3-di i 1,4 20,6

6-mono 7,7 4,6 l 4,1

2-mono 1,5 - - 0,9

3-mono Ï ï T 0,6
4-mono 14,5 12,1 1,7 4,8

Sin metiïar

aE] pico está despïazado sobre e] tiempo de retención de] derivado de 3,6­
di-O-metilgaïactosa.
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TABLA57. Composición (moles Z) en azúcares de Ios poïisacáridos obtenidos

a] cabo de cada etapa de metilación de] carragenano SD-TS.

Derivado Alditoïes acetiïados Aïáononitriios
acetiïados

Etapa 2da. 3ra. 4ta. 4ta.

Gaïactosa metiïada en:

2,3,4,6-tetra n.d. n.d. 4,0 n d

2,4,6-tri 1 ï 1,4 9,9
2,3,6-tri 2,1 6,2 í 2,5

3,9
3,4,6-tri l 2,1

2,6-di T Ï Ï 9,1

4,6-di 1 1 l T
53,7

3,6-di 10,4 4.7 8,3 i

2,4-di í 4,3 3,9 T

2,3-di 28,1 13,5 T 10,4a
""‘ 17,2

6-mono 18,1 L

2-mono 0,6 0,3 0,1 1,2

3-mono Ï r T 2,5
4-mono 26,7 20,6 23,0 ’f

8,5
Sin metilar l

aE] pico está desp1azado sobre e] tiempo de retención de] derivado de 1a
6-0-metiIga1actosa.
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Composición (moïes %) en azúcares de Ios polisacáridos obtenidos

a] cabo de cada etapa de metiïación de] carragenano ID-TS.

Derivado Alditoïes acetiïados A1dononitrilos
acetilados

Etapa 2da. 3ra. 4ta. 4ta.

Galactosa meti1ada en:

2,3,4,6-tetra n.d. 3,4 3,5 n.d.

2,4,6-tri Ï ï ] 6,2
2,3,6-tri 1,6 7,2 12,6 4,5

3,4,6-tri 1 l 4,1T i ï
42,4 42,2 37,4

4,6-di I l 38,6V

3,6-di 1,7 5,6 12.6

2,4-di - 2,0 1,7
26,06

2,3-di - 6,1 3,5

6-mono 12,8 11,7 6,2
V

2-mono 2,4 1,8 - 4,0

3-mono T T T 1,7
4-mono 39,9 20,0 22,5 7,3

Sin metiïar ‘ i 1 0,9

aE] pico está desplazado sobre e] tiempo de retención de] derivado de 1a

6-0-metiïga1actosa.



TABLA59. Composición en azúcares (moles Z) parciaïmente metiïados,

estables en medio ácido, de Ios carragenanos SD-TI, SD-TSe ID-TS.

CARRAGENANO

Galactosa metiïada en: SD'TI SD'TS ID'TS

2,3,4,6-tetra 0,6 4,0 3,5

2,4,6-tri 8,7 5,5 5,7

2,3,6-tri 0,8 2,3 4,1

3,4,6-tri 8,4 1,9 3,7

2,6-di 50,7 7,7 6,0

4,6-di a 36,3 34,6

3,6-di 6,4a 9,5 12,9

2,4-di 16,3b 2,9 1,7

2,3-di b C 3,6

6-mono 4,1 12,6c 6,4

2-mono 0,5 0,6 1,9

IS-mono 0,4 3,8 2,7

4-mono 3,2 13,0d 11,8
__1

Sin metiiar ' - d 1,5

aE] contenido de 4,6-di-0-metiiga1actosa (minoritario) se incluye con e] de
1a 3,6-di-O-metiiga1actosa. bE1 de 2,3-di-0-metiiga1actosa (min.) con e] de
1a 2,4-di-0-metiïga1actosa. CE] de 2,3-di-0-metiïga1actosa (min.) con e] de

d
1a 6-0-metiiga1actosa. E1 de gaiactosa (min.) con e] de 1a 4-0-metiïga1ac­
tosa.
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La fracción SD-TI, a 1a que se habia adjudicado una estructura de

tipo L- (pag.161) presenta por metilación (Tabla 59) cantidades fundamen­

taies de 2,6-di-O-metiïga1actosa (50,7 %) formada a partir de ga1actosa

unida por 1a posición 3- y sulfatada'en C-4, y también cantidades signi­

ficativas de 2,4,6-tri-O-metiïgaïactosa (8,7 %), originada en las unidades

en1azadas de igual modo, pero exentas de suifato; 1a presencia de ambas

unidades está de acuerdo con sus propiedades de geïificación en KC]0,4M.

Aparecen otras unidades no usuales, como un 16,3 % de una mezcla cuyo

componentefundamenta] es 1a 2,4-di-0-metiïga1actosa, originada probabie­

mente en gaïactosas enïazadas por 1a posición 3- y sulfatadas en C-6, ta]

comose encontró en e] carragenano de Phyllophora nervosasz; este
1resultado concuerda con 1a pequeña absorción a 820 cm' en e] espectro

infrarrojo de SD-TI (Fig.19). Estas unidades también podrian actuar

como puntos de ramificaciónse. De 1a misma forma, 1a 4-0-metilga1actosa

(3,2 %) podria derivar de galactosa 2,6-disu1fato unida por 1a posición 3­

(ref.254), mientras que para 1a 6-0-metiiga1actosa se puede postuïar su

origen en gaïactosa 2,4-disu1fato enïazada por 1a posición 3-, en virtud

de que nunca se han encontrado grupos suïfato sobre C-3.

La 3,6-di-0-metiïga1actosa sugiere 1a presencia de unidades sulfa­

tadas en C-2 y ligadas por 1a posición 4-, caracteristicas de] E-carrage­

¿nano, y que en medio alcalino podrian formar e] 2,3-epóxido y entonces,

quizás, convertirse en otros productos, por 10 cua] e] porcentaje que

aparece en 1a Tabia 59 para este azúcar podria estar subvaïuado; sin

embargo, 1a comparación de 1os porcentajes de 3,6-di-0-metiïga1actosa,

simiïares en 1a permetilación de Ios carragenanos SD, SD-TI y SD-TS

(Tabïas 50 y 59) indicaria que por tratamiento aïcaïino de SD no se han

destruido estas unidades.
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El carragenano metilado SD-TSproduce por hidrólisis, una mezcla

de galactosas parcialmente metiladas entre las que se destaca la proveniente

de un residuo sulfatado en C-2 y unido en 3- (36,3 %), el que sumado a los

que tienen igual unión, pero sulfatados en 4- (7,7 Z) o sin sulfato (5,5 %),

constituye la mezcla usualmente hallada comomayoritaria en carragenanos

solubles a altas concentraciones de cloruro de potasio.

Resulta sorprendente hallar en un carragenano modificado por álcali,

3-0-metilgalactosa (3,8 %) , que ha sido tradicionalmente adjudicada a

unidades enlazadas por la posición 4- y disulfatadas en C-2 y C-6. Como

en este caso ese tipo de unidad no es posible, ya que la acción del álcali

la hubiera transformado en 3,6-anhidrogalactosa 2-sulfato, podria suponerse,

entre otras posibilidades, que parte de las galactosas unidas en 4- podrian

actuar como puntos de ramificación a través de C-6 (con sulfato en C-2), o

que algunas unidades estarian unidas por la posición 6- ( y disulfatadas

en C-2 y C-4).

Otros residuos no usuales están representados por la 2,3,6-tri-0­

metilgalactosa (2,3 %)y la 3,4,6-tri-0-metilgalactosa (1,9 Z), y nuevamente

se ha encontrado una proporción significativa (9,5 %) de 3,6-di-O-metilga­

lactosa, evidencia que confirma la contradicción con la supuesta labilidad

58 de la unidad que la origina. La 2,4-di-0-metilgalactosa (2,9 %)alcalina

y la 4-0-metilgalactosa (aprox. 11 %) se originarian en las unidades ya

antes mencionadas, ligadas por 3- y sulfatadas en 6-, o en 2- y 6-, respec­

82,254_ 10 que resulta confirmado portivamente, y tal comose habia sugerido

la absorción débil a 820 cm'l en el eSpectro infrarrojo de SD-TS(Fig.19).

La composición del carragenano ID-TS permetilado es similar a la del

carragenano SD-TS(Tabla 59). Se destaca la presencia de 4,6-di-0-metil­

galactosa (34,6 Z), caracteristica de X-carragenanos, tratados o no en

medio alcalino, y aparece también un 5,7 %de 2,4,6-tri-0-metilgalactosa



que caracteriza a esos productos. En cambio e] 6.0 %de 2,6-di-0-metiïga­

lactosa indicaria 1a presencia de aiguna estructura de tipo K-/ L- que

podria integrar (en pequeña proporción) bioques de poiisacárido de] tipo X2,

o bien podria responder a 1a presencia de moïécuias contaminantes con esas

estructuras.

Ademásde 1a 3-0-metiiga1actosa (2,7 %), ya discutida para e] carra­

genano SD-TS, se destaca 1a presencia de 2.3-di-0-metiiga1actosa (3,6 z,

Tabia 59), 10 cua] podria indicar tanto 1a presencia de ramificaciones en 1a

posición 6-, como1a unión de residuos de galactosa 4-su1fato por 1a posi­

ción 6-. La flexibilidad de 1a unión (1-a6) incrementaria 1a soiubiiidad

256 y dificultaria 1a formación de agregados. Todas 1asde 1a moiécuia

otras unidades poco usuaïes, haiiadas para SD-TStambién aparecen aquí:

2,3.6-tri-0-meti1gaïactosa (4,1 Z), 3,4,6-tri-0-meti1gaïactosa (3,7 Z),

2,4-di-0-metilga1actosa (1,7 Z), aita proporción de 3,6-di-0-metiiga1actosa

(12,9 %)y 4-0-metiiga1actosa (11,8 %). Su posibïes significado estruc­

tura] fue discutido previamente. En todos ios casos se encontraron

pequeñas proporciones de 2,3,4-tri-0-meti1xiiosa ( ver iuego, Tabia 60).

COMPOSICION DE LOS CARRAGENANOS "SOLUBLES" DE IRIDAEA UNDULOSA

En primer lugar, debe considerarse que 1a composición rea] de 1os

carragenanos debe corregirse respecto de ios vaiores obtenidos en e] anáii­

sis por metiiación, por dos factores: a) 1a transformación aïcalina que

ocurre durante 1a metiïación en los productos no tratados (C, SD e ID) de

galactosa 6-su1fato y gaiactosa 2,6-disu1fato en1azadas por 1a posición 4-;

1a proporción de dicha transformación puede estimarse dado que se conoce



e] contenido de 6-su1fato Iábiï de esas fracciones (Tabia 42), y b) 1a

presencia de 3,6-anhidroga1actosa o su derivado suifatado en 0-2, no

detectabie en e] anáiisis por metilación dada 1a inestabiiidad en medio

ácido de estos azúcares. Su.contenido es importante en e] caso de ios

productos tratados (SD-TI, SD-TSe ID-TS) aunque también es significativo

en e] de los productos C y SD. Los resuitados corregidos y expresados

en forma de posibïes unidades estructura1es se aprecian en 1a Tabia 60.

E1 carragenano "solubïe" obtenido de] a1ga Iridaea unduZosa (C)

tiene una composición y rotación óptica (Tabla 20) simiiar a las de los

carragenanos de Gigart'ina canaliculata y Gigartina chamissoi soiub'les

en cioruro de potasio 0,3My a los de] de Gigartina atropurpurea128,

que fueron clasificados comocarragenanos "soiubïes". La reiación moiar

galactosa/suïfato (2:2,5) es simiiar a 1a supuesta para 1a estructura

"ideal" de] ‘)\-carragenan052'53 (2:2,7), aunque con menor proporción de

suifato. y con una cantidad pequeña, pero significativa, de 3,6-anhidro­

galactosa (4,0 %).

A1 tratar e] poïisacárido C con borohidruro a1ca1ino, y fraccionar

el producto con cioruro de potasio, se obtuvieron dos fracciones princi­

païes, una soluble y otra insoïuhïe en cïoruro de potasio (Tabia 52), 10

que indica que e] polisacárido origina] contenía molécuias con estructuras

¡any ¡1- separadasss, y elïo fue coherente con 1a separación producida

por e] dimetiïsuifóxido.

La composición corregida.de1 carragenano C es más cohpiicada que

1a de Ios carragenanos de 1a misma aiga que precipitaron a 0,70-1,05 y

1,55-1,65M de cïoruro de potasi0127.



TABLA60. Composición de ios carragenanos "soiubies" y de sus principaies
productos de tratamiento aicalinoa.

CARRAGENANO

UNIDAD C SD ID SD-TI SD-TS ID-TS

Uhida por la posición 3­

Gaiactosa 2,9 4,0 4.2 5,4 4,3 3,8

Ga] 2-su1fato 16,2 11,8 '34,4 4,0b 28,4 22,8

Ga]'4-SU1fat0 897 6,1 4,0
Ga] 6-su1fato 3,5 1,4 3,3 9,5C 2,3 1,1

Ga] 2,4 -disu1fato 1,4 3,4 4,2 3.2 9,8d 4,2

Ga] 2,6-disu1fato 3,4 3,3 7.0 2,0 9,0 7,8

Ga] 4,6-disu1fato 2,6 1,7 tr. tr. tr. 1,3

Unidapor la posición 4­

Gaiactosa 1,1 2,7e tr. tr. 1,8 2,7

Ga] 2-su1fato tr. 4,6 2,7 4,0b 7,4 8,5

Ga] 6-su1fato 3,3 1‘ 9,5c 9,8d 2,4
17,5 25,5

Ga] 2,6-disu1fato 6,5 i L tr. 3,0 1,8

3,6-anhidroga1actosa o su
2_Su]fato 15,9 17,6 2,0 36,3 20,6 32,4

Otras

Gaiactosa unida por 2- 2,2 2.7e 2,6 5,2 1,5 2,4

Ga] termina] no reductora 2,6 tr. tr. tr. 3,1 2,3

Xi] termina] no reductora 3,2 2,4 3,8 1,3 1,0 1,7

aLas proporciones menores de] 1%se indican comotrazas (tr.).bE1 porcentaje
indica 1a suma de gaiactosa 2-su1fat0 eniazada por las posiciones 3- y 4-,
pero priva este üitimo.c’dSe indica 1a suma, pero priva e] ligado en 3-.eSe
indica 1a suma, pero priva e] 1igado en 4-.
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Las cantidades fundamentales de residuos unidos en 3-, no sulfatados

(2,9 Z) o sulfatados en C-2 (16,2 Z) o C-4 (33,6 Z) y los unidos en 4-,

sulfatados en 6- (3,3 Z) o en 2- y 6-( 6,5 Z), junto a las 3,6-anhidrogalac­

tosas (15,9 Z) (total, 78,4 %) están de acuerdo con adjudicarle al

carragenano C estructuras fundamentales de tipo fr y de tipo Xg. Como

es lógico suponer, la distribución de sulfato no es estadistica; debe

puntualizarse la presencia de unidades de xilopiranosa (3,2 %) como

azúcares terminales no reductores, indicativos de pequeña proporción de

ramificaciones, que seguramente tendrán una sola unidad de este azúcar.

Pese a que antiguamente se habia descartado su presencia en carragenanos,
23por considerarla parte de un xilano contaminante , Parolis detectó su

existencia comoterminal no reductora en los polisacáridos de PhyZZymenia

hierogZyphica y Puchymenia hymantophora 254 en proporción de 1,8­

2,5 Z. Este último polisacárido habia sido estudiado por Penmany Rees58

quienes no detectaron la presencia de xilosa, lo cual se adjudicó254 a la

extrema volatilidad del metilglicósido derivado, que habria desaparecido

durante la etapa de evaporación a presión reducida.

El análisis muestra la presencia de menores, pero significativas

cantidades de unidades estructurales antes desconocidas (Tabla 60).

Algunas de las galactosas parcialmente metiladas provenientes de las

mismashabian sido detectadas en los productos de hidrólisis de los

derivados permetilados de carragenanos "intermedios" de Iridaea undulosa

pero no habia sido discutida su presencialz7. Esas nuevas unidades tueron

confirmadas en los estudios efectuados sobre los carragenanos soluble (SD)

e insoluble (ID) en dimetilsulfóxido, y en el análisis de los productos

obtenidos a partir de ellos por tratamiento alcalino.



E1 carragenano ID contiene aprox. 65 % de unidades definidas

comocomponentes ciásicos de] X-carragenano (Tabïa 60), pero también

contiene cantidades importantes ( 8 15 Z) de unidades que pueden consi­

derarse integrantes de los ú-/ p-carragenanos. E1 hecho de haber encon­

trado un 10 %de productos insoiubïes en cïoruro de potasio por trata­

miento aïcaïino de ID (ID-TI + ID-TN), sugeriria que e] p-carragenano

existe comopolisacárido separado. Si esto fuera cierto, e] carragenano

ID no seria un copoïimero de bloques heterogéneos compuesto por regiones

"tipo-1 " y regiones "tipo-y " ni un polisacárido compuesto por unidades

'X- y ¡A- con residuos "inusuaïes" diseminados entre eiios, sino una

mggglg de dos carragenanos conteniendo estructuras de tipo 1- y de tipo

y.-, respectivamente y unidades inusuaies compietando 1as mo1écu1as.

Las unidades inusuaies ya fueron discutidas anteriormente, y

comprenden - entre otras - gaiactosas eniazadas (1-42), galactosa 2,6­

disuifato unida por 1a posición 3-, y ramificaciones con xiïosa. Estas

dos üïtimas fueron detectadas en e] poiisacárido de Puchymenia

hymantophora254 .

Los resuïtados de] análisis de] producto ID-TSresultan simi­

1ares a Ios de los productos C e ID en 10 que respecta a 1a diversificación

de unidades estructuraies y a 1a distribución de los grupos suïfato (

Tablas 38, 47 y 59). Un examen de 1a composición de ID-TS sugiere 1a

existencia de proporciones simiiares de 3,6vanhidroga1actosa (Bé,4 %) y

unidades de galactosa enlazadas por 1a posicion 3- de tipo 1- (es decir,

excïuidas aque11as que portan suifato en C-4); (35,5 %). La distribución

de grupos Suïfato en Ias unidades enïazadas por 1a posición 3- sugiere

que, aún si e] contenido de carrabiosa es consecutivo, 1a formación de 1a

estructura terciaria se veria impedida debido a 1a imposibiiidad de



ligarse por puentes de hidrógeno de cada hebra de la doble hélice.

La estructura de ID-TSes de un tipo nunca hallado en la naturaleza,

formalmente similar a la de un K- ó t-carragenano en la que los grupos

sulfato de las galactosas unidas por la posición 3-, han sido transferidos

del C-4 a C-2 y/o C-6 de esas mismas unidades. Se agrega también la ya

discutida posible presencia de uniones (1-a6) y/o (l-a2), indicadas por

la presencia de 2,3-di- y 3-0-metilgalactosa en los productos tratados.

Cerca de un80 Z de las unidades constitutivas del carragenano SD

(Tabla 60), responden a las estructuras clásicas de X- y ¡J-carragenanos.

Considerando que por tratamiento alcalino de SD se obtienen 57 % de produc­

tos insolubles y 43 Z de soluble ( Tabla 55 ) en cloruro de potasio, puede

deducirse, que tal como sucedía con ID, SD es una mezcla de carragenanos

tipo-fi y tipo-l , lo cual está de acuerdo con la hipótesis que el
fraccionamiento provocado por el dimetilsulfóxido no estaria basado en

estructuras. sino en pesos moleculares. De cualquier forma, y contraria—

mente a lo que ocurre con ID. SD está constituido fundamentalmente por

productos de tipo /¿-/ J—.

SD-TI tiene la composición de un L-carragenano, aunque con

contenido relativamente bajo de 3,6-anhidrogalactosa. Su contenido de

carrabiosa (72,6 Z. doble del porcentaje de 3.6-anhidrogalactosa ) está de

acuerdo con el porcentaje de estructura L- (67.9 Z, Tabla 60) y podria

justificar su insolubilidad en cloruro de potasio considerando que hemos

incluído en la estructura ¿-, únicamentelas unidades clásicas (3,6-anhi­

drogalactosa y su 2-sulfato y galactosa 4-sulfato)._ El resto de la

molécula se completa con las unidades inusuales ya discutidas anteriormente.

El producto SD-TSrepresenta una estructura nueva, similar a la de

ID-TS, ambasderivadas de polisacáridos con estructura parcial del tipo-1 ,



con la presencia de residuos inusuales, y la posible existencia de

fragmentos del tipo K-/ l- (no más del 10 %); dichos fragmentos integra­

rian bloques de tipo-X en forma de c0polimero o pequeñas inserciones,

dada la solubilidad del producto.

Las moléculas de SD-TScontienen todo el resto de factores promo­

tores de solubilidad antes mencionados, pero, tal comoen el caso de ID-TS

se suma a ellos el porcentaje de galactosa terminal (Tabla 60), que podria

sugerir que algunas cadenas laterales podrian estar constituidas'por

residuos únicos de galactosa.

Comoya se ha expresado, la presencia de 3,6vdi-0—metilgalactosa

en estos carragenanos tratados permetilados, y que sugeriria la presencia

de unidades de galactosa sulfatadas en C-2 y unidas por la posición 4-,

no se considera subvaluada debido a que su proporción no ha disminuido al

pasar del carragenano SD al SD-TI ni al SD-TS. Ello haria suponer que el

tratamiento alcalino no provoca la destrucción de esas unidades, comolo

habia sugerido Ree558. Además, la integración manual de los cromatogramas

de los productos de metanólisis de la fracción E-—del carragenano de

Gigartina canaZicuZata permetilada58, indica una relación molar de

4,6-di-O-metil/3,6«di-0—metilgalactosa de 55:45, consecuente con la

estructura propuesta para el E -carragenan058, pero no con una degradación

alcalina excesiva.

FACTORES SOLUBILIZANTES

Los carragenanos solubles en cloruro de potasio son aquellos que

carecen de la sustitución y/o la estereoquimica necesarias para formar

dobles hélices potasio-inducidasss. Algunas estructuras con esas



caracteristicas han sido definidas y llamadas 0-, ¡A-, l- ó E-, y si

bien es probable que no exista molécula alguna con un 100 % de esas

estructuras, sigue siendo válido que aquéllas pueden formar importantes

porciones de los polisacáridos solubles, constituidos en bloques en

copolimeros heterogéneos o diseminados entre otras estructuras con otros

factores solubilizantes.

Evidentemente, las solubilidades no sólo están determinadas por

el balance entre los factores hidrófóbicos y los hidrofilicos, sino por

estructuras cuya confonnación impide o dificulta la formación de hélices

248. Comose sabe, el prototipo de carragenanoy su posterior agregación

gelificable es el K-carragenano, en el cual se alternan unidades de

p-D-galactosa 4-sulfato y 3,6-anhidro-cx-D-galactosa, enlazadas respec­

tivamente (1-43) y (1-*4) (Fig.6). En el llamado L-carragenano, que

también gelifica pero suele hacerlo a concentraciones mayores de cloruro

de potasio, el residuo 3,6-anhidrogalactosidico se encuentra sulfatado

en C-2.

La doble hélice se estabiliza por uniones hidrógeno entre los

oxhidrilos de C-2 y C-6 de los residuos de D-galactosa correspondientes a

distintas hebra5248. Dadoque son los únicos oxhidrilos libres del L­

carragenano, la doble hélice se conoce comouna estructura "totalmente

hidrógeno-ligada".248

Parte de la secuencia disacaridica regular se encuentra

usualmente enmascarada por la presencia de otros residuos unidos (1-94),

que presentan diferente conf0nnación (ver página 124). Ese cambio se

refleja en una variación de la flexibilidad del "ovillo" desordenado en

solución257, y cuando por algün factor ( temperatura, presencia de catión

potasio ) se ordena la conformación, el residuo enmascarante interrumpe
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en ese punto la formación de la hélice plegando ("kinking") la cadena248.

En pequeña proporción, la existencia de esos residuos es esencia] para

238, ya que determina la combinación de cada cadenala fonnación del gel

con más de una cadena vecina para formar el reticulado; sin embargo,

cuando la proporción-de kinks se hace mayor, el polisacárido se torna

más soluble, y cuando esa proporción supera a la de 3.6-anhidrogalactosa,

los polisacáridos se hacen solubles en soluciones de cloruro de potasio,

y se los llama p- ó ü-carragenanos en lugar de K- ó L-.128.

El hecho que un polisacárido no pueda llegar a un 100 Z de

128 o que el producto no alcance la relación"carrabiosa consecutiva"

molar galactosa/3,6-anhidrogalactosa de 1:1 al ser tratado con borohidruro

alcalino, indican la presencia de kinks que no son unidades de galactosa

ligadas por la posición 4- y sulfatadas en C-658’128, comoocurre en el

E -carragenano de Gigartina atropurpureass.

Unaestructura de X-carragenano "ideal" puede transformarse

en medio alcalino en un polisacárido cuya geometria debe ser similar a

la del L-carragenan0257. Sin embargo, ha sido puntualizado que el

sulfato sobre la posición 2- de la unidad galactosidica previene de la

formación de dobles hélices, y por lo tanto el polímero se mantiene en

el estado de arrollamiento al azar257.

A todos esos factores de solubilidad ya conocidos, se pueden

agregar algunos nuevos, que comprenden dos grupos:

a) Untipo de factor, que afecta la estructura secundaria, deriva de la

existencia de uniones atipicas, como(1-92) y (1-46). La existencia

de la primera de las uniones se confirmó por la presencia de 3,4,6-tri­

O-metilgalactosa en los seis carragenanos estudiados, permetilados e

hidrolizados. Ese tipo de unión, rara en sistemas biológicos, impide



las conformaciones ordenadasfiab, por causar giros de ias cadenas.

Existen otros azúcares metiiados que también podrian indicar (entre

otras cosas) esa unión, como1a 3,6-di-O-metilga1actosa o 1a 3-0-meti1­

gaiactosa en ios productos tratados. De no ser asi, este üitimo azúcar

a1 igua] que 1a 2,3-di-0-metiiga1actosa podrian indicar 1a presencia de

uniones (l-a6), las que incrementan 1a fiexibiïidad de] poh’mer0256’257

y por ende su posibiiidad de enroiïamiento y su solubiiidad. E] mismo

efecto seria producido por 1a presencia de azúcares que actúan como

ramificaciones (xiiosas o gaiactosas ) posibiemente unidos a1 C-6 de

gaiactosas de 1a cadena principa]. Esta posibiiidad, de uniones (1-96)

ya había sido sugerida por Usov y co].77 para e] X-carragenano de

Tichocarpus crinitus.

b) E1 otro tipo de factor afectaría 1a estructura terciaria a1 dificuitar

1a formación de puente hidrógeno que, comose sabe, existe entre ios

oxhidriïos de C-2 de una hebra y de C—6de 1a otra hebra de gaiactosas

unidas (1-43). Cuaiquier sustituyente sobre C-2 y/o C-6 de esa unidad

de gaiactosa dificuitaria 1a unión hidrógeno, y por ende debiiitaria 1a

dob1e héïice. La gaiactosa 2-su1fato unida (l-e3), componente

fundamenta] de ios X—carragenanos seria uno de ios factores que promueven

1a soïubilidad de los l-carragenanos modificados p0r áicaii.

Sin embargo, es de hacer notar que ¡no se han efectuado estudios

acerca de 1a solubiiidad exacta de esos productos, ya que Rees55 10

denomina soiubïe, pero trabajando a 0,3M de KC]; eso no impiica que e]

producto no pueda precipitar a concentraciones mayores de 1a sa]. En

nuestro caso se verificó que ias fracciones SD-TSe ID-TS eran "soiubies",

pero en e11as habian grandes cantidades de diversos factores soiubiiizantes

sumadosa ias importantes caracteristicas X- de esos productos.
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Por el contrario, Usov y col. determinaron por RMNde C

que el “ K-carragenano" de Phyllophora nervosa presentaba gran parte de

sus unidades galactosidicas sulfatadas en C-6 en lugar de C-4, en

alternancia con unidades 3,6-anhidrogalactosidicas. Ese producto se

aislaba por precipitación en soluciones de KCl0,5M82.

Debepuntualizarse que las concentraciones de cloruro de potasio

utilizadas en amboscasos, debieron calcularse a partir de datos sumi­

nistrados por los autores de esos trabajos en la Parte Experimental, que

no fueron considerados en absoluto factores determinantes de la

solubilización o precipitación. Sin embargo, un rápido análisis de esos

resultados, llevaria a la conclusión, seguramente errónea, que es el

compromiso del 2-0H el que realmente importa para la sujeción de la doble

hélice, y que el del 6-0H tendria un papel menor. Si bien la última

palabra estaria dada por la determinación de las curvas de precipitación

de uno y otro producto ( en soluciones de cloruro de potasio), es probable,

que aün existiendo esa diferencia, ésta sea de grado y no de clase.

De cualquier modo, la presencia de 4-0-metilgalactosa, ya asignada

a galactosa 2,6-disulfato enlazada por la posición 3-, presente en el

polisacárido de Puchymenia hymantophora 254, tiene que ser un importantí­

simo factor solubilizante, que ha sido hallado en significativa proporción

en todos los carragenanos aqui estudiados (Tabla 60), pero fundamentalmente

en ID, SD-TSe ID-TS, todos pertenecientes a la familia A-, y que podria

ser una causa más de la solubilidad de los productos tratados.

Esta unidad también fue hallada en importantes proporciones en

los estudios de metilación de otros carragenanos intermedios de Iridaea

undulosa127, y aunque no fue discutido, el 13 % hallado en los productos

precipitados a 0,70-1,05M de cloruro de potasio (que fueron caracterizados



con estructuras parciales de tipo K-/ L-) explicaría ampliamenteel

porqué de la alta concentración de sal que se precisa para precipitar

un polisacárido que - de acuerdo a los factores clásicos - deberia

ser más insoluble.

La presencia de 2,4-di-0-metilgalactosa en los carragenanos

metilados también indica la existencia de galactosas enlazadas por la

posición 3- , presentando además una ramificación ( xilosa, por ejemplo )

o un sulfato en la posición 6-. Ambasbloquearian el oxhidrilo de esa

posición, impidiendo su susceptibilidad a las uniones hidrógeno.



ESTUDIOS DE AUTOHIDROLISIS

Dadoque la aplicación de la espectroscopia de resonancia

magnética nuclear a los carragenanos requiere que las soluciones concen­

tradas de los mismos sean de baja viscosidad, era necesario buscar un

método degradativo para los polisacáridos ya que el calentamiento de las

soluciones - otro de los métodos utilizados para bajar la viscosidad ­

se hacia imposible con el equipo que contamos.

Además, el método degradativo a emplear tenia que ser suave, es

decir, debia romper unas pocas uniones glicosidicas (si fuera posible,

especificamente) y nada ( o muy poco ) de éster sulfato a fin de conservar

en el producto degradado las caracteristicas estructurales del polisacárido

original.

El métodoelegido fue la autohidrólisis. Painter258 la utilizó

en 1959, con la intención de obtener mono-y oligosacáridos sulfatados, y

basó la reacción en la presencia de grupos ácidos fuertes y uniones

lábiles en un mismo producto. Se aplicó en un tipo especial de K­

carragenano (ahora llamado furcelarano, caracterizado por su incompleta

sulfatación), obtenido del alga FurceZZariafastigiata, cuya relación

molar galactosa:3,6-anhidrogalactosa:sulfato era de l:0,79:0,73. La

autohidrólisis se efectuó por agitación de una solución acuosa del polisa­

cárido con resina catiónica (H+) a 60°. Luegode filtrar, se dializó a

80°contra un gran volumen de agua que contenía carbonato de bario suspendido.

Painter notó que a las 6 horas el poder reductor del dializado llegó a

constancia; una vez aislado, ese dializado representaba un 40 %del peso

original. En experiencias posteriores ese porcentaje se elevó hasta

el 60 % por agregado de resina a la bolsa de diálisis, a fin de compensar



la solubilidad finita del carbonato de bario.

Los análisis efectuados indicaron que se perdió menos del 20 %

del sulfato original, y que el dializado estaba compuestopor: D-galactosa,

3,6-anhidro-D-galactosa, 4-0-B-D-galactopiranosil-3,6-anhidro-D-galactosa

(entre todos 35 Z) y por lo menos cinco mono-y oligosacáridos sulfatados

259 se diferenció, analizando losdiferentes (60 Z). Posteriormente

autohidrolizados de distintos carragenanos, a los 2- , 4- y 6- sulfatos

de D-galactosa y al 2-sulfato de 3,6-anhidrogalactosa, más alguna unidad

(no caracterizada) de galactosa disulfatada. Tambiénla autohidrólisis

108 para degradar K- y L-carragenanos y hacerlos aptos parafue utilizada

experiencias biológicas con animales. Se demostró total retención

del sulfato, alto rendimiento y claro descenso de la viscosidad (7,2 a

0,5 de viscosidad inherente) en 2 horas.

260 sobre la hidrólisis parcialLos estudios de quimicos noruegos

del ácido alginico llegaron a la conclusión que la concentración local

del protón es.diferente en las cercanias de la unión glicosidica y en el

seno de la solución, motivo por el cual los dextranos sulfatados o los

poliurónidos se hidrolizan más lentamente que sus análogos neutros en

solución fuertemente ácida, pero lo hacen más rápidamente a pH>>1.

AUTOHIDROLISIS DEL CARRAGENANO DE IRIDAEA UNDULOSA

Los primeros estudios, efectuados a fin de controlar el método

de autohidrólisis se efectuaron a temperatura ambiente. Se hizo pasar

por resina ácida una solución al 1%del carragenano total, diluyendo el

eluido hasta el 0,3%. El pH de la solución era de 2,45 y con ese valor

permaneció a lo largo del tiempo. Se determinó la viscosidad relativa

del producto a distintos intervalos (Fig.20); la temperatura promediofue
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Figura 20. Autohidrólisis de] carragenano a temperatura ambiente.

de 279. A 1as 50 horas se cortó 1a autohidróïisis por pasaje a través

de resina sódica. Esa soïución se diaiizó contra un volumen grande de

agua, obteniéndose 90 % de un producto que no atravesaba e] tubo de

diálisis y 9 Z de un dia1izab1e que anáiisis posteriores determinaron que

estaba compuesto fundamentaïmente por saïes.

En 1a Tab1a 61 pueden apreciarse aïgunas caracteristicas de]

producto degradado que no ha atravesado e] tubo de diáïisis, comparado

con ias de] carragenano de partida.

Puede observarse que 1a pérdida de suifato fue pequeña ( v\15 %),

y que no ha existido destrucción de 1a 3,6-anhidroga1actosa; a1 mismo

tiempo disminuyó e] peso moïecular a 1a sexta parte, y 1a viscosidad



TABLA61. Anáïisis de] producto autohidroïizado no diaïizable a temperatura
ambiente, y de] carragenano origina].

Producto origina] Autohidroïizado no
dializable

Peso Molecuiar 200.000 34.000

D116 7o,1° 116,8°

Sulfato (503K %) 40,6 34,2

3,6-anhidroga1actosa (% anh.) 6,4 6,6

yq\ (d1/g) 5,56 3,02

intrínseca a 1a mitad.

Con los ensayos subsiguientes, a mayores temperaturas, se observó

que 1a caida en 1a viscosidad era mucho más rápida; en un caso, a 50°se

tomaron muestras para 1a determinación de viscosidades intrínsecas y

pesos molecuiares (Tabïa 62).

TABLA62. Autohidróiisis de] carragenano a 50°.

Tiempo (horas) 0 0,5 1,5 3 5

tn] (dl/g) 4,66 3,91 2,60 1,71 n.d.

Peso moiecuïar 276.000 178.000 64.000 22.000 21.000

En otro caso se efectuó a 60°, observándose 1a caida en 1a visco­

sidad que se aprecia en 1a Tab1a 63.
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TABLA63. Autohidróiisis de] carragenano a 60°.

Tiempo (horas) 0 2 3

wire] 5,15 1,56 1,34 1,21

En este caso, se obtuvo un 72 % de producto no diaiizabie, con

un poder rotatorio de 49,3°, viscosidad intrínseca 0,14 y 26,4 %de suifato

(expresado como 503K); su diagrama de eiución en Sephadex G-25 (con NaC]

0,5 Mde soivente) indicó un único pico en e] voiumen de exciusión (Fig.21).

Este producto se sometió posteriormente a espectroscopia de RMNde 13€ (ver

más ade1ante).
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Figura 21. Cromatografía en geies de Sephadex G-25 con NaC] 0,5M de]
carragenano autohidroiizado no diaïizabïe.



Finaimente se efectuó una autohidróïisis a 60°, pero 11egando

hasta constancia, obteniéndose los resuïtados que se aprecian en 1a

Tabïa 64.

TABLA64. Autohidróïisis de] carragenano a 60°.

Tiempo (h) 0 1 2 3 4 5 6 8 10 16

T)re] 11,36 2,49 1,44 1,27 1,13 1,12 1,11 1,04 1 l

P.M. 33000 6700 2000 2000 1900

E1 peso moïecuïar 11ega cerca de 2.000; originaimente e] producto

contenia 6,4 Z de 3,6-anhidroga1actosa, por 10 cua] e] peso moiecuiar

promedio de cada unidad que contiene un residuo de 3,6-anhidroga1actosa

es de 144/0,064= 2.200. Esa concordancia entre ambos vaiores permite

suponer que 1a ruptura verificada es 1a 3,6-anhidroga1actosidica, que,

como se sabe, es 1a más 1ábi1.

AUTOHIDROLISIS DE UN PRODUCTO RICO EN 3,6-ANHIDROGALACTOSA

A fin de ca1cu1ar 1a constante de veiocidad de 1a reacción, y

comprobar que ésta se verifica por ruptura de 1a unión 3,6-anhidroga1ac­

tosidica, se sometió a autohidrólisis (de aqui en más, a 60°) a 1a

fracción insolubïe a una concentración 0,125Mde cioruro de potasio,

resultante de] tratamiento aicaiino de] carragenano de Iridaea
11,126unduZosa (TTl, cedida por 1a Dra.M.C.Matu1ewicz), que c0ntenia
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25,5 %de 3,6-anhidroga1actosa (reïación molar gaïactosa:3,6-anhidroga1ac­

tosazsulfato de 1,00:1,03:1,58), 10 que implica un peso molecuïar por cada

unidad de 3,6-anhidroga1actosa de 570 (promedio).

dos en esa autohidrólisis pueden apreciarse en 1a Tab1a 65.

Los resuïtados obteni­

TABLA65. Autohidróïisis de un carragenano rico en 3,6-anhidroga1actosa

Tiempo(h) P.M. A3’6_ahg Tiempo(h) P.M. A3’6_ahg

0 n.d. 5,19 9,5 1 325 2,95

0,5 68.600 3,04 11 1.223 2,23

1 18.500 5,06 13 928 2,00

2 6 400 2,64 15 824 4,41

3 3.700 4,63 18,5 768 1,19

4 2 650 4,61 21 719 2,13

5 2.400 3,60 24 779 0,92

6 1 820 3,60 28 711 1,82

7,5 1.480 3,73 32,5 676 3,31

42 787 0,66

aAbsorbancia debida a 1a 3,6-anhidroga1actosa muïtipïicada por e] factor
de dilución, Iuego de reducir con borohidruro de sodio.

Además de 1a determinación de 10s pesos molecuïares sobre 1as

aïicuotas, una porción se neutraïizó con carbonato de ca1cio, se redujo

con borohidruro de sodio y Iuego se determinó 1a 3,6-anhidroga1actosa

por reacción con resorcinoï-ácido clorhídrico 261
Ya que no se obtiene
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coior por reacción de] 3,6-anhidroga1actito] con e] reactivo, 1a absorción

se debe únicamente a 1a 3,6-anhidroga1actosa no reducida, es decir aquelia

que presenta unión giicosïdica; por ende, 1a disminución de esa absorción

está originada en 1a ruptura de uniones 3,6-anhidroga1actosidicas.

A las 7,5 horas de autohidróiisis se separó parte de la mezcia de

reacción y se aisïó tras neutra]ización,e1 carragenano TTIm(rendimiento,

82 %), en e] cua] se habia perdido N15 %de] suifato origina] (reiación

moiar gaiactosa/sulfato de 1:1,32).

Deduccióncinética

Si M0, Mt y Moo son ios pesos moleculares inicia], a1 tiempo t y

a1 tiempo infinito, respectivamente (este üitimo deberia ser teóricamente

igual a m, e] peso moiecuïar de cada unidad), y u0 y ut son e] número de

uniones lábiïes iniciaimente, y escindidas a1 tiempo t, respectivamente,

por largo de Cadena medio:

du
__L k (u - u ) H]
dt 0 t

pe” uo JE -1 [2) y “t: “b -1 [3]
Moa Mt

Entonces, de [l] , Ï2] y [3]

[4]
Q.Id; x.

,,___

ké: l

¿zLáz \__/
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Diferenciando [3] 2
dut = - (Mo/Mt th [5]

De [4] y [5]

—M_o_ e; = k u _ “_o [6]
M2 dt Mm Mtt

o bien (fi _k_( Mtz _ MwMt) [7]
dt M0°

Integrando Mt

t = -M,° th [8]
k 2

M0 (Mt ' “wMH

0 sea que 1 - ÏE?

Mo
1n N kt [9]1- r

Mt

En los casos en que Mt 5) M0° , 1a ecuación puede aproximarse

kt [10]
32

la
22

la

De 1a ecuación [9] se desprende que de una gráfica de

-1n (1 - Mw/Mt)en función de] tiempo, si 1a ruptura verificada es de

primer orden y existe un único tipo de unión iábil , debe obtenerse una



recta cuya ordenada al origen es -ln (1 - Mao/MO), término que es

aproximadamente igual a Men/M0, lo cual en muchos casos es cercano a cero,

y pendiente k, la constante de velocidad de la reacción.

Cálculo gg EEconstante gg velocidhd E

Puede observarse en la Tabla 65 que los valores de pesos molecu­

lares de los productos obtenidos en los últimos tramos de la autohidrólisis

se muestran aproximadamente constantes. El promedio de los mismos es 734,

y como tal se ha tomado el Mao . Ese valor no se encuentra muy lejos del

m teórico 570, y es lógico - con esos datos - considerar que las rupturas

verificadas fueron 3,6-anhidrogalactosidicas. Debemostener en cuenta,

además, que ya que tenemos como dato la absorbancia debida a 3,6-anhidro­

galactosa no reducida, puede calcularse independientemente la constante

de velocidad debida a ruptura de uniones anhidrogalactosidicas, de

acuerdo al método utilizado por Rees50 y Cerezo47 para rupturas ácidas,

es decir un gráfico de ln [(A0 - A..) / (At - A,,)] , donde A son

los valores de absorbancia ya informados. En la Tabla 66 pueden

apreciarse los valores que toman esos parámetros a distintos tiempos.



TABLA66. Parámetros para e] cálcuïo de k.

-192­

Tiempo (horas) —1n( 1 - mi) 1n(AO ' A”t At - A,o

0 0

0,5 0,0108 0,644

1 0,0405 0,029

2 0,122 0,828

3 0,221 0,132

4 0,324 0,137

5 0,365 0,432

6 0,516 0,432

7,5 0,685 0,389

9,5 0,807 0,682

11 0,917 1,060

13 1,565 1,218

15 2,214 0,189

18,5 3,117 2,146

21 oo 1,125

24 2,851 2,858

28 0° 1,362

32,5 “0' 0,536

42 2,698

aA = 5,19 y Ao.=0,66.0
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En 1a determinación de k por disminución de pesos moieculares,

que brinda mayor seguridad, sóio puede aprovecharse e] gráfico para ias

primeras 11 horas, ya que luego e] peso moiecuiar tiende a tornarse

constante; y e] error en e] vaïor de] iogaritmo crece infinitamente.

Cuandose graficaron ios resultados obtenidos (Fig.22) se

obtuvo una recta bastante bien ajustada, pese a existir una anomaiia:

1a recta no parte de] origen, 10 que indicaria 1a existencia de un

"tiempo de inducción" para 1a reacción, de 20-30 minutos.
2

La pendiente de 1a recta ( o sea ei vaior de k) es de 8,84.]0'

lo que indica una vida media (t1/2= in 2/k) de 7.8 horas.

(1{ti

C16­

Cl2­

4L A I

6 8 10o 2 4 horas

Figura 22. Determinación de 1a constante de veiocidad de autohidróiisis
de] carragenaho tratado TTI.
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La determinación de k considerando 1a ruptura de uniones 3,6-anhi­

drogaïactosidicas presenta un cümuïode dificultades experimentales que

provocan grandes osciïaciones entre tubo y tubo. Sin embargo, descartando

10s puntos muyalejados puede efectuarse e] gráfico y obtenerse una linea

recta (Fig.23) cuya pendiente (iguaï a k).de 8.10'2 indica una vida media

de 8,7 horas considerando todos ios puntos, o una pendiente de 8,14 . 10-2

ln
A,,—A.o '

Ak—Au

2,5­
///

/’///2' //
/'

z/
z’//

¡I/'
1,5 p ///

¡I//'o /
z’

. /’
1 r z//'

8 ¡///
/,/’

3' /
0,5' //

/’ ° .,/

e

4 8 12 16 20 24 28
TIEMPO (horas)

Figura 23. Determinación de 1a constante de velocidad de ruptura de uniones
3,6-anhidrogalactosidicas de] carragenano tratado TTI; C—--9con­
siderando todos 1os puntos; (-Ó considerando 1a primer parte.



(vida media de 8,5 horas) considerando el gráfico en su primer parte, o

sea hasta las 13 horas.

La similitud de ambosvalores llevaria a la conclusión que la

ruptura se verifica a través de uniones 3,6-anhidrogalactosidicas.

Los productos obtenidos TTIm (PM=1.480) y su equivalente total­

mente degradado TTIf (PM=734)se cromatografiaron en geles de Sephadex

G-25 con NaCl 0,5M como solvente, obteniéndose los diagramas que se

aprecian en la figura 24.
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Figura 24. Cromatografía en geles de Sephadex G-25 con NaCl 0,5M de los
carragenanos autohidrolizados (--) TTImy ("--O TTIf.

Se observa que el producto TTImse incluye en la columna,

dando una serie de picos cuya envolvente es una "gaussiana", tipica de



una degradación a] azar. En cambio e] producto TTIf da un pico

principal que seguramente comprendee] disacárido "ideaï" y otro pico

menor que corresponde a una entidad mayor, que probabïemente contiene

"kinks" no modificabies en medio a1ca1ino y podria ser fundamentaïmente

un tetrasacárido.

AUTOHIDROLISIS DEL CARRAGENANG SOLUBLE C

Se efectuó de] modohabitua], a 60°, con una fracción que

contenía 7,6 Z de 3,6-anhidroga1actosa (PMpromedio de cada unidad de

1.900). Los valores obtenidos pueden observarse en 1a Tabia 67.

TABLA67. Autohidrólisis de] carragenano C.

Tiempo (horas) n re] P.Moïecu1ar 1n((1-Mn/Mo)/(1-M,,/Mt))a

0 5,48 35.700

1 1,57 15.900 0,0810

2 1,27 14.300 0,0982

3 1,17 11.600 0,139

4 1,12 9.400 0,192

6 1,09 6.500 0,330

8 1,06 5.500 0,420

12 1,04 3.600 0,815

22 1 2.100

a M...= 2.100
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E1 rendimiento de] producto fina] aisïado fue de] 68 %; de]

gráfico de 1n((l-Mw/MO)/(1-Mw/Mt))versus tiempo se obtiene una recta

(Fig.25) cuya pendiente de 0,053, da una vida media de 13,1 horas, 10

cua] está por encima de] vaïor antes obtenido, pero 1a diferencia no es

lo suficientemente grande para justificar otro tipo de ruptura.

ln

1- mm}1-M-/M* '

///////
0,5 r /'/l/////

°////
4’/

-//Oo ////
’ J n . 1 . l

4 8 12

TlEMPO (horas)
Figura 25. Determinación de 1a constante de veïocidad de autohidrólisis

de] carragenano C.

AUTOHIDROLISIS DEL CARRAGENANO SD

La fracción SDcontenía 6,8 Z de 3,6-anhidroga1actosa (Tabïa 42),

10 que indica que e] vaïor teórico de Mu, deberia ser de 2.100. Los

resultados de 1a autohidróïisis de esta fracción, cuyo producto fina] se

aisïó con un rendimiento de] 68 % se aprecian en 1a Tabla 68. E1 conte­
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nido de sulfato decreció en un 30 % ( la relación molar galactosa/sulfato

pasó a 1:0,86).

TABLA68. Autohidrólisis del carragenano SD.

a b c

Tiempo (h) 1)re] P.Mol. -ln (1- 3:0 A3’6_ahg ln(%Q:2Ïqt- n

0 1,92 24.300 0,072 0,486 0

1 1,26 18.000 0,099 0,441 0,141

2 1,15 10,200 0,181 0,405 0,270

3 1,10 6.700 0,291 0,540 -0,147

4,5 1,08 4.800 0,434 0,387 0,342

6 1,05 4.150 0,523 0,451 0,108

9 1 3.100 0,788 0,670 -0,430

12 1 2.550 1,087 0,378 0,379

16 1 2.260 1,377 0,315 0,693

23,5 1 1.710 0,660 -0,411

30 1 1.650 0,166 2,744

36 1 1.720 0,144

aM.o= 1.690 . bAbsorbancia debida a la 3,6-anhidrogalactosa unida.

cA.,.= 0,144 y A = 0,486.0

Se observa un notorio decremento del peso molecular y la visco­

sidad; el valor final del peso molecular resultó algo inferior al

esperado, pero la diferencia fue pequeña, y no permite conjeturar sobre

la existencia de rupturas diferentes a las ya establecidas. El gráfico

de -ln (1- Moa/Mt ) vs. tiempo se observa en la figura 26.
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-ln

(1‘31?)

5 10 15
TIEMPO (horas)

Figura 26. Determinación de 1a constante de veïocidad de autohidróïisis
de] carragenano SD.

Nuevamentese aprecia 1a existencia de un corto periodo de inducción

para 1a reacción, a juzgar por 1a suave cunva a comienzo de 1a misma. La

pendiente de 1a recta obtenida ( k ) fue de 0,079 e indica una vida media

de 8,7 horas, simiïar a 1a ya obtenida para e] producto TTI.

Si se consideran Ios datos referidos a] contenido de 3,6-anhidro­
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galactosa enlazada (columnas 5 y 6 de la Tabla 68) vuelven a observarse

las fluctuaciones naturales originadas en el considerable error experi­

mental del método. Sin embargo, si se descartan los puntos muydispersos

respecto de una recta que pasa por el origen y se calcula la pendiente de

la mismautilizando los valores correspondientes a 1; 2; 4,5 ; 12;

16 y 30 horas :

Zr. 1 AQ ' AQ
Pendiente: k = ‘ " At - A.u = 100,2 = 0,079

1 1265,2

¿Elti)2

El valor obtenido es exactamente igual al hallado por el otro

método.

AUTOHIDROLISIS DEL CARRAGENANO ID

Podria haberse supuesto que dada la baja proporción de 3,6-anhi­

drogalactosa de la fracción ID (0,8 %, Tabla 42) su autohidrólisis iba a

progresar en forma muylenta y los fragmentos obtenidos seguirían siendo

de alta viscosidad, con lo que el método seria de poco provecho; pese a

ello se efectuó la autohidrólisis. El M.° teórico con ese contenido de

3,6-anhidrogalactosa, deberia ser de 18.000, es decir un valor del orden

del de polímeros naturales, comoel del carragenano SD intacto.

En la Tabla 69 se muestran los resultados obtenidos. Curiosamen­

te puede apreciarse comola viscosidad relativa se ha reducido en forma

considerable, pasando a la tercera parte de su valor en sólo 2 horas;

ese dato indicaria que el pequeñoporcentaje de 3,6-anhidrogalactosa
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TABLA69. Autohidróiisis dei carragenano ID

Tiempo (h) "ire, Peso moiecular -1n (1 - Mao/Mt)a

O 3,16 70.000

2 1,24 68.000 0,178

7 1,02 49.000 0,257

14 l 17.700 0,986

23 1 13.300 1,799

36 1 11.100 oo

aM = 11.100.

estaba integrando partes centraies de cadena y no únicamente bioques de

poiisacáridos contaminantes, es decir que tanto 1a pequeña porción ¡L-,

como 1a mayor lr que 1a integran presentan una pequeña proporción de

3,6-anhidroga1actosa cuya distribución es estadistica. E1 peso moiecuiar

decre:iópor debajo de] vaior esperado, y e] suifato, ta] comoen ios

productos anteriores, disminuyó notoriamente ( N125 %), pasando ia

reiación moiar gaiactosa/suifato a 1:0,32.

E1 gráfico que permite calcular 1a constante k se aprecia en

ia Figura 27. Pese a 1a presencia de unos pocos vaiores, y a 1a reiativa

dispersión de ios mismos (en especia] ios primeros, en ios cuaies 1a deter­

minación de] peso moiecuiar tiene más error), puede apreciarse 1a existencia

de] ya citado periodo de inducción; 1a recta más ajustada para ios puntos

tiene una pendiente de 0,087, que indica una vida media de 8,0 horas, si­

miiar a ias obtenidas anteriormente.
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5 1o 1.5 20 25

T l EMPO (horas)

Figura 27. Determinación de 1a constante de veïocidad de autohidróiisis
de] carragenano ID.

CONCLUSION

De los datos anteriormente obtenidos se desprende que 1a auto­

hidróiisis a 60° es un método que pennite.romper seiectivamente ias unio­

nes 3,6-anhidroga1actosidIcas, en una reacción que es de primer orden

respecto de 1a concentración de uniones de ese tipo, y cuya constante de

veiocidad es de 0,079-0,088 (vida media de 7,8-8,7 horas).

Pese a que dentro de] error experimenta] los vaiores obtenidos

fueron similares, debe considerarse que ias pequeñas diferencias entre

ias mismaspueden deberse a ias distintas caracteristicas de] materia]

ya que es de suponer que tenga influencia sobre 1a veiocidad de reacción



- 203 ­

la concentración local de ácido, que depende de la distribución y can­

tidad de grupos sulfato en la zona de la unión glicosidica. Si bien

ese factor ha sido considerado constante, y por lo tanto incluido en

la constante k, podria presentar algunas variaciones, con lo Cual la

reacción seria, más bien, de seudo-primer orden. Se evidenció además

una considerable ( AJ25 %) pérdida de sulfato, que fue mayor en los

productos "solubles".

La filtración en geles de Sephadex 6-25 de los carragenanos

C, SD e ID autohidrolizados se observa en la Figura 28. Los diagramas

de elución de C y SD son similares, con un pico importante en el volumen

de exclusión de la columna, pero también con áreas anchas en la zona

que se incluye en la columna, inclusive llegándose a resolver como

picos. La zona incluida es de mayor importancia en SD que en C, tal

comoera de esperar dado su mayor contenido de 3.6-anhidrogalactosa ini­

cial; el producto ID prácticamente no se incluye en el gel, aunque

'presenta zonas que si lo hacen, pero en menor magnitud que en los casos

anteriores, lo cual confirma la existencia de polímeros separados de

tipo ¡L-, más ricos en 3,6-anhidrogalactosa, que llegan a resolver un

pequeño pico, y una zona amplia en la cual la distribución de 3,6­

anhidrogalactosa puede ser estadistica.
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13
ESTUDIOS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE C

Comose ha explicado en el capitulo V de esta Tesis, la viscosi­

dad de las soluciones de polisacárido hace que la determinación de los

13€ se vea dificultada debido al ensanchamiento deespectros de RMNde

las señales correspondientes. Sin embargohay dos respuestas diferen­

tes para el problema, ambas basadas en reducir la viscosidad de las

soluciones concentradas de polisacárido. Una forma es efectuar el

espectro a alta temperatura (BO-95°), y la otra, buscar un método

degradativo que permita obtener fragmentos representativos de la

estructura original, y cuyas soluciones sean poco viscosas. Comoya

se describió a partir de la página 182, en este trabajo se utilizó el

método de autohidrólisis, mediante la cual se rompieron selectivamente

las uniones 3,6-anhidrogalactosidicas y la pérdida de sulfato, si bien

fue significativa, nunca superó el 30 %.

Las determinaciones espectroscópicas se efectuaron en un

13€ una frecuencia de 25,2 MHz.equipo de 100 MHz, lo cual implica, para

El ángulo de pulso utilizado fue de 90°, tal comoes habitual en molécu-'

las que contienen carbonos cuyo tiempo de relajación es bajo; el

tiempo de adquisición de datos fue de 0,8 segundos (máximoposible) sin

demora entre pulsos. En todos los casos, dada la amplia variedad de

carbonos, y pese a que la concentración de material fue de 90 mg/ml,

se hicieron imprescindibles alto númerode pulsos (90.000-300.000).
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AMPLIACION DE LOS DATOS DE LITERATURA

La interpretación de los espectros a obtener requiere las

asignaciones de las resonancias de compuestos modelo; en el capitulo

V se presentaron los estudios realizados al respecto, que básicamente

corresponden a los productos ricos en 3,6-anhidrogalactosa, como K-,

L-carragenanos, sus productos híbridos o exentos de sulfato. En

cambio, no se ha informado acerca de las asignaciones de productos

"solubles" del tipo de ¡1- ó l-carragenanos, salvo un derivado

74’83; los autores puntualizan las dificul­desulfatado de este ültimo

tades en la interpretación o en la obtención de espectros de productos

naturales de la familia l-. Para la interpretación de espectros era,

por lo tanto necesario ampliar la información obtenida hasta el momento.

Se consideró, en primera aproximación, que los efectos de los

distintos grupos sulfato sobre los carbonos del ciclo son aditivos; se

aplicaron dos formas distintas de cálculo, dependiendo del tipo de

unidad a asignar. El método (a), que utiliza únicamente comparaciones

con las asignaciones ya efectuadas a carragenanos (Tabla 16, pag. 76 ) se

considera más seguro. Este método se empleó , por ejemplo, para calcular

las asignaciones de un residuo enlazado por la posición 3- de B-galactosa

4-sulfato ubicado entre cx-galactosas, característico de y-carragenanos;

se tomó como base a la unidad F de la Tabla 16, o sea la B-galactosa ubi­

cada entre ec-galactosas; a las asignaciones de esa unidad F se le sumó

la diferencia entre las asignaciones de las unidades Ay E, que correspon­

den a galactosas ubicadas entre 3,6-anhidrogalactosas, sulfatada en C-4 y

no sulfatada, respectivamente (Tabla 16). Tambiénpudo utilizarse este
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método para calcular la asignación de una unidad analoga a la anterior,

pero sulfatada en C-6, sumándole a las asignaciones de la unidad F las

diferencias entre las de las unidades Dy E (Tabla 16).

El método (b), si bien es similar es menos confiable ya que se

basa en las diferencias que existen en los desplazamientos de los carbo­

nos de ct- y B-galactosas sulfatadas en distintas posiciones y los de los

169 (Tabla 14). Esas diferencias de despla­correspondientes monosacáridos

zamiento debidas a la presencia de grupos sulfato se sumaron a los despla­

zamientos de los carbonos de una unidad base y asi se obtuvieron los

datos para distintas unidades. Por ejemplo, para obtener las asignacio­

nes de los carbonos de un residuo enlazado por la posición 3- de

p-galactosa 2-sulfato ubicado entre oc-galactosas, característico de k­

carragenanos, se volvió a tomar como base a la unidad F de la Tabla 16,

y se sumóa la misma la diferencia de asignaciones entre la p-galactosa

2-sulfato y la B-galactosa169. El mismométodo se utilizó para calcular

los desplazamientos de unidades similares pero disulfatadas en C-2 y C-4,

en C-2 y C-6, o en estos dos residuos y el anterior, pero cuando se

hallan entre unidades 3,6-anhidrogalactosidicas, y para unidades de cc­

galactosa unida por la posición 4- y sulfatadas en C-2, C-6 6 en C-2 y C-6

ubicadas entre p-galactosas.

En el caso de las unidades de B-galactosa disulfatadas en C-2 y C-4

o en C-2 y C-6 ubicados entre residuos de 3,6-anhidrogalactosa, se puede

aplicar el método (b) de dos formas: utilizando comobase el carragenano

totalmente desulfatado o bien utilizando comobase el carragenano con uno

de esos grupos sulfato, dato que fue informad083; en este último caso

lo llamamos método (b'); por otra parte los desplazamientos de los

carbonos de esas mismas unidades, pero ubicadas entre residuos de d:­
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galactosa pueden calcularse por el método (b), de sumar las contribu­

ciones de ambos grupos sulfato separadamente sobre la base, o bien

sumandoel efecto del sulfato 2- (por el método (b)) sobre la unidad

monosulfatada que previamente se habia calcUlado por el método (a). A

esa combinación de métodos se la denominómétodo (c).

En todos los casos se consideran aditivos los-efectos de

los grupos sulfato, y se ignoran los posibles efectos cooperativos de

ambos, por ejemplo sobre el C-3 de los disulfatados en C-2 y C-4.

Debeconsiderarse que en los espectros que luego se detallarán

se ha encontrado una diferencia constante de +O,6 ppmcon los datos de

Usovy col.83; esa diferencia ya se ha incorporado a la Tabla 70, en

la que pueden apreciarse los desplazamientos de diferentes unidades

calculadas que amplían los datos de literatura.

Puede observarse en la Tabla que hay algunas unidades cuyos

desplazamientos se calcularon por dos métodos distintos. En lo que

respecta a las unidades contiguas a la que se estudia, si bien en los

primeros casos se ha puesto genéricamente "cc-galactosas" y en los

últimos " p-galactosas" es de suponer que la sulfatación de esas

unidades pueda producir alguna variación en la que se estudia. Por

analogía con las diferencias que produce la sulfatación de una unidad

de 3,6-anhidrogalactosa sobre la galactosa vecina, puede suponerse que

el efecto mayor se producirá cuando la unidad de oc-galactosa anterior

a la que se estudia (es decir, la más próxima al extremo no reductor)

está sulfatada en C-2, produciendo un desplazamiento campoarriba del

C-4 que es difícil de evaluar, pero que seguramente rondará 1-2 ppm

cuando ese carbono se encuentre Sulfatado, y será menor cuando no lo

esté. Esa influenCia, en menor medida puede llegar a extenderse hasta

el carbono anomérico.



TABLA

70.Desp1azamíentosquímicosde13

C-RMNca1cu1adosdediferentesunidadespresentesencarragenanos.

UNIDADUBICADAENTRE

DESPLAZAMIENTO

C-3

c-4

METODOa

VI

3)-B-Ga1actosa2-su1f.<x-ga1actosas 3)-B-Ga1actosa2,4-di-Sd-gaIactosas 3)-B-Ga1actosa2,6-di-S«x-gaïactosas 3)-B-Ga1actosa4-su1f.ci-galactosas 3)-B-Ga1actosa6-su1f.«#gaïactosas

103,8 103,9 103,8 103,8 103,9 105,4 105,5

78,5

66,4 74,3 74,1

VIII XV XVI XVII

3)-B-Ga1actosa2-su1f.3,6-a.h.g. 3)-p—Ga1actosa2,4-di-S3,6-a.h.g. 3)-B-Ga1actosa2,6-di-S3,6-a.h.g. 4)-x-Ga1actosa2-su1f.B-gaïactosas 4)-d-Ga1actosa2,6-di-SB-gaïactosas 4)-«-Ga1actosa6-su1f.p-gaïactosas

101,5 101,4 101,5 101,5 101,6
95,0 95,1 96,9

79,0 79,0 78,7 78,8 78,7 77,2 77,1 69,7

67,0 74,9 74,7 66,8 66,7 79,3 79,1 78,9

61,8 61,8 61,8 67,1 67,6 62,0 68,5 68,6

texto
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En lo que respecta a las unidades de oc-galactosa estudiadas es

probable que un sulfato sobre C-4 de la unidad de p-galactosa vecina

desplace en aproximadamente 0,5 ppm a campos más bajos a la señal de C-l

de las unidades XV, XVI ó XVII (Tabla 70) por analogía con lo que ocurre

con las 3,6-anhidrogalactosas correspondientes. El efecto de un sulfato

sobre C-2 de la unidad vecina resulta más dificil de evaluar, pero es

probable que tenga la misma dirección, y su magnitud sea del mismo orden.

El sulfato de C-6 aparentemente no'produciria efecto sobre el carbono

anomérico, pero si (0,2-0,3 ppm) sobre el resto de los carbonos, como

se desprende de lo que ocurre con la 3,6-anhidrogalactosa (Tabla 71).

Para las unidades de B-galactosa estudiadas VIII, IX y X , es

de suponer que el efecto de un sulfato sobre la unidad de 3,6-anhidroga­

lactosa vecina será similar al ya estudiado en el cambio K- -—;+L-,

es decir un desplazamiento de 2 ppm a campos más altos del C-4 y de 0,2

ppm a campos más altos del C-l.

Los datos de literatura83 modificados en 0,6 ppmy expresados

comoen la Tabla anterior, pueden apreciarse en la Tabla 71.

Puede apreciarse que, por simplicidad, las 13 unidades que

figuraban en la Tabla 16 se han reducido a 10 en la Tabla 71. Ello se

debe a que cuando las unidades anterior y posterior a la que se estudia

no son iguales, el efecto que produce la posterior (la más cercana al

extremo reductor) generalmente se verifica sobre el C-l de la unidad en

estudio, mientras que el efecto de la unidad anterior suele verificarse

sobre el carbono al que se une o sobre sus vecinos inmediatos. Asi,

por ejemplo, para una unidad de 3,6-anhidrogalactosa cuya unidad poste­

rior de galactosa está sulfatada en C-4, y cuya anteñor no porta sulfato,

el desplazamiento de C-l es igual al de la unidad XIX, mientras que los

del resto de los carbonos son iguales a los de la unidad XVIII(Tabla 71).
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TABLA71.DespïazamientosquímicosdeC-RMNdediferentesunidadespresentesencarragenanos.

UNIDADUBICADAENTRE'DESPLAZAMIENTO

C-lC-2C-3C-4C-5C-6

I3)—B-Ga1actosaGi-gaïactosas105,471,279,666,376,061,8 VII3)-p-Ga1actosa3,6-anh.ga1.103,170,881,066,975,961,9 XI3)-p-Ga1actosa4-su1fato3,6-anh.ga1.103,170,579,474,675,461,9 XII3)—p-Ga1actosa4-su1fato3,6-ah.g.2-su1f.102,970,679,472,675,461,9 XIII3)-B-Ga1actosa6-su1fato3,6-anb.ga1.103,270,580,866,673,667,7 XIV4)-u:-Ga1actosap-ga1actosas96,869,871,579,171,262,1 XVIII4)-3,6-anhidroga1actosaB-gaïactosas95,270,578,779,977,470,1 XIX4)-3,6-anhidroga1actosap-ga]4-su1fato95,770,378,979,777,470,0 XX4)-3,6-anhidroga12-su1fatop-ga]4-su1fato92,776,078,579,777,470,0

4)

XXI-3,6-anh1droga1actosap-gaï6-su1fato95,270,379,080,077,470,0
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De 1a misma f0rma, para una unidad de gaiactosa 4-su1fato cuya

unidad anhidrogaiactosidica posterior porta sulfato en C-2, y cuya

anterior no 10 porta, los C-l y C-2 presentan e] desplazamiento de 1a

unidad XII y e] resto los de 1a XI Anáiogamente una unidad de 3,6­

anhidrogalactosa cuya gaiactosa anterior está sulfatada en C-6 y cuya

posterior está sulfatada en C-4, presentará su C-l comosi estuviera

entre ias suifatadas en C-4 (unidad XIX) y sus C-2-—-C-6como si estu­

viera entre sulfatadas en C-6 (unidad XXI).

UTILIZACION DE UN PROGRAMA DE COMPUTADORA

Con ios datos habidos, de Iiteratura y calculados (Tabias 70 y 71)

era posibie comparar cada espectro obtenido. Sin embargo, dado 1o traba­

joso de] mismo, se diseñó un programa que cumpïiera dos finaiidades: a)

comparar individuaimente cada seña] obtenida con ias asignaciones tabu­

1adas y b) agrupar los picos comparados por unidades, y dar un porcentaje

de acuerdo de] espectro con cada tipo de unidad.

E1 programa CARRAG.FORse efectuó en e] 1enguaje FORTRAN IV, y

se utilizó 1a computadora recientemente adquirida por 1a Facuitad para

su compiiación y ejecución. E1 1istado de] programa es e] siguiente:

100 DIMENSIONG(25,6),D(40),DELTA(25,6,40),AG(25,15),PR(8)
200 0PEN(UNIT=7,NAME='CARRAG.DAT',TYPE='0LD')
300 OPEN(UNIT=8,NAME='CARRAG.RES',TYPE='NEW')
400 WRITE(8,10)
500 DATA(G(I,1),I=1,21)/105.4,2*103.8,2*103.9,105.4,105.5,103.1,
600 1 2*101.5,101.6,103.1,102.9,103.2,96.8,95..95.l,96.9.95.2,95.7,92.7
700 2 ,95.2/,(G(I,2),I=l,21)/71.2,79.4,2*79.2,2*70.9,70.8,79.,2*78.7,
800 3 70.5,70.6,70.5,69.8,77.2,77.1,69.7,70.5,70.3,7b.,70.3/,(G(I,3),
900 4 I=1,21)/79.6,78.5,76.9,78.3,78.,79.4,81.,79.9,78.3,79.7,2*79.4,

1000 5 80.8,71.5,69.5,69.3,71.2,78.7,78.9,78.5,79./,(G(I.4),I=1,21)/
1100 6 66.3,66.4,74.1,66.1,74.,66.,66.9,67.,74.7,66.7,74.6,72.6,66.6,
1200 7 79.l,79.3,79.1,78.9,79.9,2*79.7,80./,(G(I,5),I=1,21)/2*76.,75.5,
1300 8 73.7,75.5,73.7,2*75.9,75.4,73.6,2*75.4,73.6,71.2,71.1,68.9,69.,



1400
1500
1600
1700
1800
1900
2000
2100
2200
2300
2400
2500
2600
2700
2800
2900
3000
3100
3200
3300
3400
3500
3600
3700
3800
3900
4000
4100
4200
4300
4400
4500
4600
4700
4800
4900
5000
5100
5200
5300
5400
5500
5600
5700
5800
5900
6000
6100
6200
6300
6400
6500
6600
6700

9
0

15

16

35
45

100

130

150

200
10

H

20
25

28
27

110
160

4*77.4/,(G(I,6),I=1,21)/61.8,2*61.7,67.5,61.8,67.6,61.9,2*61.8,
67.6,2*61.9,67.7,62.1,62.,68.5,68.6,70.1,3*70./
D0 15 K=1,4o
D0 15 J=1,6
D0 15 I=1,21
DELTA(I,J,K)=1.
CONTINUE

DO 16 I=1,21
READ(7,20) (AG(I,L),L=1,15)
CONTINUE

READ(7,25) N,(PR(M),M=1,8)
WRITE(8,26) (PR(M),M=1,8)
READ(7,28) (D(K),K=1,N)
D0 100 K=1,N
WRITE(8,27) D(K)
D0 100 J=1,6
DO 100 I=1,21
IF (I.GE.2.AND.I.LE.6) G0 T0 35
IF (I.GE.8.AND.I.LE.10) co T0 35
IF (I.GE.15.AND.I.LE.17) co TO 35
IF (J.EQ.1) co T0 35
EPS=.31
co T0 45
EPS=1.01
IF (ABS(G(I,J)—D(K)).GT.EPS) co TO 100
DELTA(I,J,K)=ABS(G(I,J)-D(K))/(EPS*2.)
WRITE(8,50) J,(AG(I,L),L=1,15)
CONTINUE
WRITE(8,110)
D0 200 I=1,21
DTOT=O.
D0 150 J=1,6
DEL=1.
D0 130 K=1,N
IF(DELTA(I,J,K).GE.DEL) GOT0 130
DEL=DELTA(I,J,K)
CONTINUE
DTOT=DTOT + DEL
CONTINUE
PCEN=(1.-DTOT/6.)*100.
WRITE(8,160) (AG(I,L),L=1,15),PCEN
CONTINUE

_FORMAT (lH ,15X,'ASIGNACION DE SEÑALES DE RMN C-13 DE CARRAGENAN
os‘)
FORMAT(15A4)
FORMAT(5X,I2,8A4)
FORMAT(7X,'ESPECTRODE:',8A4)
FORMAT(12F6.1)
FORMAT(2X,F5.1,3X,'PUEDE CORRESPONDERA')
FORMAT(9X,‘CARBON0',11,' DE ',]5A4)
FORMAT(1H /15X,'PORCENTAJE DE SLMILITUD CON VALORES TABULADOS‘l)
FORMAT(5X,'CON',15A4,': ',F5.l,' 2')
STOP
END
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Este programa busca ios datos correspondientes en e] archivo

CARRAG.DAT,que contiene una serie de datos fijos, que son 105 nombres de

las veintiún unidades diferentes, y otra serie de datos variabïes, que

son dependientes de cada espectro obtenido: e] número de picos, e]

nombre de] producto y ios desp1azamientos quimicos de ios picos. E1

archivo CARRAG.DATtiene Ia siguiente forma:

100 3)—BETA-GALACTOSA ENTRE ALFA-GALACTOSAS
200 3)—BETA-GALACTOSA—2-SULFATO ENTRE ALFA-GALACTOSAS
300 3)-BETA—GALACTOSA-2,4-DISULF ENTRE ALFA-GALACTOSAS

5100 3)-BETA-GALACTOSA-4-SULFATO ENTRE 3,6-ANHIDROGALACTOSAS

2100 4)-3,6—ANHIDROGALACTOSA ENTRE GAL-6-SULFATO

y luego, a continuación, ios datos variabies, por ejempïo:

2200 17KAPPA-CARRAG.TRAT.ALC.0,125M
2300 61.8 69.9 70.1 71.6 72.6 74.2 75.4 75.7 77.1 77.4 78.3 78.9
2400 79.7 92.5 95.2 103.0 103.1

Comoya se ha expresado, e] programa cump1e dos funciones: en 1a

primera, hasta 1a sentencia 4100 compara cada uno de Ios picos incógnita

con los datos de las Tabias 70 y 71; cada pico es cotejado contra todos

los datos, y es iistado en ios siguientes casos:

a) para ios datos de Usov83, cuando su diferencia es menor o igua] a 0,3 ppm.

b) para datos calcuiados, cuando su diferencia es menor o igua] a 1 ppm.

c) para todos los datos de carbono 1, cuando su diferencia es menor o

igual a 1 ppm.

Este üitimo caso se efectuó considerando que en e] C-l sueïe haber

diferencias de despiazamiento mayores, debidas a 1as infiuencias de 1as



unidades vecinas.
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De esa forma, en e] archivo CARRAG.RESse obtiene

1a lista de cada pico y sus posibles asignaciones, por ejemplo:

5400
5500
5600
5700
5800

71. 6 PUEDE CORRESPONDER A

CARBONO 2 DE 3)—BETA-GALACTOSA—4-SULFATO
CARBONO 2 DE 3)-BETA-GALACTOSA-6-SULFATO
CARBONO 3 DE 4)-ALFA-GALACTOSA
CARBONO 3 DE 4)-ALFA—GALACTOSA-ó-SULFATO

ENTRE ALFA-GALACTOSAS
ENTRE ALFA-GALACTOSAS
ENTRE BETA-GALACTOSAS
ENTRE BETA-GALACTOSAS

A partir de 1a sentencia 4200 comienza 1a segunda parte de] pro­

grama, titulada "PORCENTAJE DE SIMILITUD CON VALORESTABULADOS", que

efectúa 1a integración de 10 antes evaïuado, es decir en cuanto se

aproxima e] espectro a cada unidad.

Para e110 se utilizó e] siguiente artificio matemático:

a) Se definió una variable DELTA(.I,J,K)= IG(I,J)-D(K)l / (2 x EPS),

donde I, J y K son los subindices que se refieren a 1a unidad (I varia

entre 1 y 21), e] número de carbono (J varia entre 1 y 6) y e] número

de pico incógnita (K varia entre 1 y N, donde N es e] número tota] de

picos incógnita), respectivamente; 105 G son 105 datos tabuïados y Ios

D ios datos de los picos de] espectro, y EPS vaie 0,31 para 1as unidades

registradas en Iiteratura y 1,01 para las ca1cu1adas.

5610 es váiida cuando

prefijado, en caso contrario DELTA(I,J,K)=1.

b
V

Esta iguaidad

e] pico entra dentro de] rango de error

Para cada unidad y cada carbono, se buscó entre todos los picos de]

eSpectro aque] que tuvo e] DELTAmás chico, es decir e] que esté más

cerca, y se 10 iguaïó a1 parámetro DEL(de no haber picos dentro de]

rango fijado, DEL= DELTAmaX=1).

V
C

parametro DTOT= ZDELJ.Jr].

Se evaiuó e] DELpara cada carbono, obteniéndose para cada unidad e]
s
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Obsérvese que, para cada unidad, e] vaïor DTOTseria igua] a cero

si existiera perfecta coincidencia de] espectro incógnita y e] tabuïado,

y seria igua] a 6 cuando no exista ninguna coincidencia. Con un sencillo

paso aritmético se 10 puede 11evar a porcentaje de similitud:

PCEN = (1 - DTOT/6) x 100. Una vez obtenido e] PCEN para 1a unidad,

este se escribe en e] archivo CARRAG.RES,y e] trabajo se repite para

cada una de 1as veintiún unidades. La respuesta queda en 1a forma:

19200 PORCENTAJE DE SIMILITUD CON VALORES TABULADOS
19300
19400 CON 3)—BETA-GALACTOSA ENTRE ALFA-GALACTOSAS 39.2 Z
19500 CON 3)—BETA-GALACTOSA—2-SULFATO ENTRE ALFA-GALACTOSAS 70.1 Z
19600 CON 3)—BETA—GALACTOSA-2,4-DISULF ENTRE ALFA-GALACTOSAS 88.4 Z

De este modose obtienen datos de simiïitud, que si bien no pueden

compararse en forma absoïuta entre si, ya que aque1ios ca1cu1ados (Tabïa

70) presentan porcentajes de acuerdo más a1tos, dada 1a forma de cálcuïo

que ios registrados en Iiteratura (Tab1a 71), 1a comparación puede

efectuarse en forma re1ativa, permitiendo asi determinar más rápidamente

aïgunos datos estructuraIes.

ESPECTROS DE LOS CARRAGENANOS TTI DEGRADADOS

1
Se determinaron Ios espectros de RMNde 3C de los productos

resuïtantes de 1a degradación autohidrolitica de] carragenano tipo K­

(ver página 187), obtenido por tratamiento a1ca1ino de] carragenano de

Iridaea undulosa y posterior precipitación con cioruro de potasio
11,1260,125M en una etapa media de degradación (TTIm) y en e] estado
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fina] (TTIf), es decir de hidróïisis máxima; también se obtuvieron Ios

espectros de Ios productos resuïtantes de 1a reducción con borohidruro

de sodio de 10s carragenanos anteriormente citados (TTIm-Ry TTIf-R).

Los espectros de los productos TTImy TTIm-Rpueden apreciarse en 1a

Figura 29; 105 de TTIf y TTIf-R en 1a Figura 30; los valores de despïa­

zamiento quimico correspondientes a los cuatro espectros se encuentran en

1a Tabla 72.

TABLA72. Desplazamientos quimicos de 105 picos principaïes obtenidos

en 10s espectros de RMNde 13€ de 105 productos de

autohidróïisis de] carragenano TTIa.

CARRAGENANO

TTIm TTIm-R TTIf TTIf-R

103,1(m) 103,0(m) 103,8(m) 104,0(m) h

103,0(m) 102,8(m) 103,0(d) h 103,0(d) h
97,1(md) 90,7(m)

95,2(m) 95,1(m) 87,8(m) 88,3(m)

92,5(d) 92,5(d) 87,5(d)
79,7(m) 79,6(m) 83,2(m) 82,6(d)
78,9(f) 78,8(f) h 79,5(d) 79,1(d) h
78,3(m) 78,2(m) 78,7(d) h

77,4(f) 77,3(f) 77,2(f) 77,4(f) '
77,1(m) 77,1(m) 76,2(m) 76,7(f)

76,6(d) 75,3(f) 75,4(f)
75,7(d) 75,7(d) 75,2(f) 74,4(d)
75,4(f) 75,3(f) 73,7(f) 73,8(f)
74,2(m) 74,2(m) 73,6(f)

73,6(d) 73,6(d) 72,5(f) 72,5(f)
72,6(f) 72,5(m) 71,6(m) h 71,8(f) h
71,6(m) 71,5(m) 70,5(d)
70,1(f) 70,0(f) h 70,0(d) h 70,1(d) h
69,9(f) h 69,9(f) h 67,0(md) 67,1(md)
67,1(md) 63,7(d) h 63,3(md) 63,9(m)

61,8(f) 61,7(f) 61,8(f) 62,0(f) h

aAbreviaturas: f=fuerte; m=medio; d=débi]; md=muydébi]; h= tiene hombro/s.
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Figura 29. Espectros '(25,2 MHz)de RMNde C de Ios carragenanos TTIm-Ry

TTIm.
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INTEPRETACION DE LOS ESPECTROS DE LOS CARRAGENANOS TTIm Y TTIm-R

Puede apreciarse (Tabla 72, Fig.29) que el espectro del producto

TTImcontiene más señales que las doce caracteristicas del K-carragenano

"ideal"82 (Tabla 71, unidades x1 y XIX).

De las comparaciones puede considerarse que:

Zona anomérica : la señal partida a 103,0-103,1 ppmcorresponde al C-l

de unidades de p-D-galactosa 4-sulfato (G-l) unida a 3,6-anhidrogalactosa;

la partición de la mismase origina en la presencia de algunas de esas

unidades 3,6-anhidrogalactosidicas portando sulfato en C-2 ( L-carragenano);

sus intensidades relativas se asemejan a las de los picos a 95,2 y 92,5

ppm, confirmando la asignación efectuada. Las otras dos señales

anoméricas importantes son esas dos citadas, es decir las que corresponden

al C-1 de unidades de 3,6-anhidrogalactosa sin (95,2 ppm)y con sulfato

(92,5 ppm)en C-2 (A-l y AS-l), unidas a residuos de galactosa 4-sulfato,

en concordancia con los valores informados para carragenanos de tipo K-/ L­

(Tabla 71). De acuerdo con los datos consignados en la Tabla 70, las

otras señales menores a 97,1 y 94,7 ppmpodrian representar "kinks"

producidos por oC-galactosas sin sulfato y con sulfato en C-2, respectiva;

mente, ya que la existencia de un sulfato en C-6 en o<-galactosas unidas

por la posición 4- es inconsistente con el tratamiento alcalino efectuado

a la fracción. La pequeña señal a 92,7 ppm, apenas separada de la

correspondiente al C-l de 3,6-anhidrogalactosa 2-sulfato unida a

p-galactosa 4-sulfato, podria indicar la presencia de unidades de ese tipo,

pero con un azúcar enlazado diferente, comopodria ser una B-galactosa 2­

sulfato, que caracterizaria algún pequeñobloque de carragenano de tipo lr

tratado.
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Zona C-Z-—-C-5: De acuerdo con 1a nomenciatura ya empleada (G , A y

AS para 1as unidades XI, XIXy XX, caracteristicas de K-carragenano las

dos primeras, y de L-carragenano 1a tercera), y a Ios datos de litera­

82’83, puede interpretarse que 1a seña] a 79,7 ppmcorresponde atura

A-4 y AS-4; 78,9 a A-3 y/o G-3; 78,3 a AS-3 ó algún kink (C-2 de p­

gaiactosa suifatada en C-2, C-4 de cx-galactosa, etc.); 77,4 ppm, ei pico

más aito, a A-5 y AS-S; su hombro a 77,1 ppm podria tener e] mismo origen

o podria derivar de kinks comoC-2 de cc-gaiactosa 2-su1fato, 6 C-3 de

una p-galactosa 4-su1fato ubicada entre oc-gaiactosas; 75,7 ppma AS-2;

75,4 ppm a G-5; los picos a 74,2 y 72,6 ppm son de más difici] asignación

pero si bien no se ajustan exactamente con ios datos de literatura,

podrian corresponderse con e] G-4 de ¡4- y L-carragenanos. La seña] a

71,6 ppmdeberia corresponder a kinks de] tipo de C-2 de p-galactosa unida

a gaiactosa, C-3 de oc-gaiactosa ó C-5 de oc-gaiactosa o su derivado

suifatado en C-2. La seña] a 70,1 ppm puede asignarse a A-2; 1a de

69,9 ppm a A-6 y AS-6. Todas ias asignaciones de ias señales que

sugeririan 1a presencia de kinks se obtuvieron en base a los datos de 1a

Tabia 70.

Zona primaria : La seña] a 61,8 ppm corresponde a G-6, mientras que 1a

pequeña seña] a 67,1 ppmpodria indicar parcial suifatación de] C-6, 10

cua], dado e] tratamiento alcalino no puede corresponder a gaiactosas

unidas por 1a posición 4-; esta seña] podria provenir de unidades de

p-gaiactosa 6-su1fato enïazada por 1a posición 3-, cuya presencia se

determinó en los estudios de metiiación (pag. 168); dicha unidad habia

sido detectada en ei poiisacárido de PhyZZophoranervosa82’83.

Espectro del producto TTIm-R: La observación de ia Tabia 72 y 1a Fig.29

indican que no existen grandes diferencias entre ios espectros de] productc



sin reducir y e] reducido, salvo 1a aparición de un pico partido a

63,7-63,6 ppm, evidentemente correspondiente a un carbono primario, y que

deriva de] C-1 de 1a unidad termina] reductora por e] tratamiento con

borohidruro. La partición de dicha seña] podria originarse en 1a

presencia y ausencia de suïfato en e] C-2 de 1a correspondiente unidad

3,6-anhidroga1actosidica. Llama 1a atención, sin embargo, 1a a1ta

intensidad de] pico considerando que en e] espectro de TTIm(Fig.29),

prácticamente no aparece 1a seña] correspondiente a1 C-l de 1a 3,6­

anhidrogalactosa termina] reductora. En parte, ese efecto podria

originarse en e] conocido crecimiento de 1as señaïes de carbonos

primarios dada 1a disminución de su tiempo de reiajación, y además a que,

ta] vez, 1as señaies de los C-1 1ibres aparezcan con menor intensidad

que e] resto de 1as señaïes, por tener un mayor tiempo de relajación,

ta] comoparece ocurrir con los carbonos anoméricos enlazados; sin

embargo, e] efecto observado es demasiado grande como para tener ese

unico motivo. Otras pequeñas diferencias con e] espectro de TTImson

un corrimiento constante de 0,1 ppmy aigunas aïteraciones en ias inten­

sidades reïativas de ias señales, comopor ejempio e] crecimiento de 1a

que corresponde a G-5 (75,3 ppm) y de 105 picos menores a 76,6 y 73,6 ppm.

Conclusión : A] observar ios picos ubicados en 1a zona anomérica de]

espectro de} carragenano TTIm, puede observarse que 1a relación de áreas

de los carbonos anoméricos que presentan unión B- a los que presentan

unión ec- es aproximadamente 1:1, a pesar que aigunas uniones cc-, ias

3,6-anhidrogaïactosidicas se rompieron a causa de 1a autohidróïisis; esa

re1ación es coherente con 1a postuïada aïternancia de uniones ci-(l-a3) y

p-(1—»4)entre gaiactosas.

Dentro de ias que presentan configuración o(*, habria aproxima­



damente un 25 % de 3,6-anhidrogalactosa, 18 % de su 2-sulfato y 7%de

residuos de oc-galactosa que actúa comokink; esos datos indicarian que

TTImtiene una estructura de tipo hibrido K-/ L- con algunas desviaciones,

en las que se presenta un 50 % de carácter lL-, 35 % de carácter L - y 15 %

de desviaciones. Esos datos son consistentes con la relación galactosa/

sulfato obtenida luego de la autohidrólisis de 1:1,32, evidenciándose que

se ha perdido sulfato con respecto al producto original (relación molar

galactosa/sulfato de 121,58). Dadas las intensidades de los picos

correspondientes a carbonos anoméricos podria deducirse que el sulfato

perdido seguramente estaba unido a la posición 2- de la unidad de

3,6-anhidrogalactosa, p0r lo cual el carácter L- del producto original

era mayor.

En lo que respecta a los datos de literatura para la unidad G

existe perfecta coincidencia con las señales asignadas a los carbonos 1,

5 y 6. Las que deberian corresponder a C-2 y C-3 no coinciden exactamente

con los datos de literatura, (70,5 y 79,4 ppmrespectivamente) pero se

aproximan a las ubicadas a 70,1 y 78,9 ppm; en lo que respecta al C-4

este desplazamiento es el que sufre mayor influencia cuando la unidad

3,6-anhidrogalactosidica anterior se halla sulfatada, ya que segun los

datos de literatura se halla en 74,6 ppmen Iá-carragenanos y_en 72,6 ppm

en L-carragenanos83 (recuérdese la modificación de + 0,6 ppmefectuada

a los datos de literatura). Aparecen dos señales en el espectro, pero

sus intensidades se encuentran invertidas respecto de lo que ocurre con

los carbonos anoméricos. Esas señales se encuentran a 74,2 y 72,6 ppm.

Al ser alimentada la computadora con los picos del espectro, se obser­

vó un 87,8 % de similitud con el de la unidad XIX (A), 82,2 % con XX(AS),

pero menores con los de las unidades G: 55,9 % (unidad XI) y 71,8 % (unidad

XII, Tabla 71).
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ESPECTRO DE LA K-CARRABIOSA

Dadoque e] producto TTIf, es decir e] autohidroïizado hasta

constancia de peso moiecular, tiene que estar compuesto por una impor­

tante proporción de K-carrabiosa, es decir e] disacárido que forma 1a

unidad repetitiva de] K-carragenano, cuya unidad reductora termina] es

1a 3,6-anhidrogaiactosidica, previamente debe interpretarse e] espectro

de dicho disacárido. Comoquedó demostrado por 1a filtración en geies

(Fig.24), e] producto TTIf presenta cantidades importantes de disacárido,

aunque también se observó 1a presencia de otros picos, atribuibïes a

1a existencia de productos con mayor grado de poïimerización, posible­

mente conteniendo "kinks" de oc-galactosa que no son Iábiïes, o bien

unidades de 3,6-anhidroga1actosa que no se han roto.

En 1iteratura están descriptos Ios espectros de 1a K-carrabiosa

y su derivado desuifatadolsg; en realidad corresponden a Ios productos

de 1a hidrólisis controlada de] K-carragenano (Tabia 73).

13
TABLA73. Despiazamientos quimicos de C-RMNde] K-carragenano83 y 1a

K-carrabiosa 89.

Carbono K- carragenano K.- carrabiosa

G-l 102,5 104,4
G-2 69,9 72,3

G-3 78,8 73,0

G-4 74,0 77,9

G-5 74,8 75,9

G-6 61,3 62,4

A-l 95,1 91,4
A-2 69,7 74,3
A-3 78,3 84,0

A-4 79,1 88,4
A-5 76,8 76,9

A-6 69,4 74,4



En primer iugar, e] S de 6-6 indica que existe una diferencia

constante de 1,1 ppmentre ambosespectros, sólo atribuibie a ios

distintos equipos utilizados; ademásde esa diferencia, existen otras

muynotorias, que 1amentab1ementeno fueron anaiizadas por ios autores

de] segundo trabajo189 quienes 5610 expresaron que ias señales

tienden a resultar más separadas (en e] disacárido) que en e] poiisa­

cárido".

Para las señales correspondientes a 1a unidad G ( p-gaiactosa 4­

suïfato), ias diferencias resultan muyfáciies de expiicar, considerando

que en e] poiimero, su 0-3 se encuentra giicosiïado, hecho que no ocurre

en e] disacárido, y sirve para expiicar 1a protección en 4,7 ppmde] G-3

a1 pasar a] disacárido, y 1a consiguiente desprotección en 1,3 y 2,8

ppm de Gv2 y G-4 por e] conocido efecto B. No existe aiteración de

los despiazamientos de G-5 y G-6 (siempre considerando 1a diferencia

constante de 1,1 ppm) y existe un pequeño despiazamiento (0,8 ppm a

campos más bajos) de] G—l, que seguramente se debe originar en 10s

cambios conformacionaïes producidos en e] anillo vecino de 3,6­

anhidrogaiactosa.

Las grandes diferencias, que merecen una expiicación son, en

cambio, aqueilas que competen a1 aniilo A y no han sido - hasta

ahora - satisfactoriamente expiicadas; sin embargo, 1a teoria de

262 puede expiicar aigunas de eiias.Beierbeck y co].

La diferencia se origina en que e] anilio de 3,6-anhidroga1actosa

a1 estar en una cadena de K-carragenano, forma naturaimente un puente,

cuyo ciclo piranósico se encuentra en conformación rígida 1C4; cuando

1a unión 3,6-anhidroga1actosidica se rompe, se iibera 1a tensión de]

puente, se abre e] hemiaceta] sobre 0-5 y queda un aniiio de cinco



miembros, con una cadena iaterai sobre C-3, y 1a continuación de 1a

cadena (un galactosiio en e] caso de] disacárido) sobre 0-4:

suave

Este aniilo de cinco miembros, cuando es parte de] puente, se

encuentra en conformación rígida 4E ( es decir, un sobre en e] cua] e]

C-4 se halïa por encima de] piano de] resto de los carbonos); en ese

caso los sustituyentes sobre C-3, C-4 y C-S se encuentran en posición

axia]. A] liberarse 1a tensión, ese aniilo queda en libertad de

adoptar cuaïquier conformación, y seguramente tomará las más estabïes,

3B),en las cuales ios grupos sobre C-3 y 6-4 queden ecuatoriaies (E4 ó

isociinaies-ecuatoriaies (E0 6 5E) o en menor grado isocïinaïes (E6 6

6E), mientras que eludirá ias conformaciones que dejen esos grupos

isociinaies-axiaies (OE ó E5) y más aún 1as axiaïes (4E 6 E3) , ya que

son menos estab1e5263.
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Debido a ese cambio conformaciona] se habrán de promover despia­

zamientos por creación de nuevas interacciones o por desaparición de ias

262, cada interacción entre hidrógenosantiguas; según Beierbeck y co].

1,3-sin-diaxia1es aumentará en "v4,5 ppme] despiazamiento de ios carbonos

a los que se unan; ese efecto es apïicabïe a este tipo de sistemas, y

también puede explicar ios despiazamientos anáïogos producidos entre

Ios espectros de] bicicio- [3,2,1] —octano264y de] cis-1,3-dimeti1­

cicïopentan0265, cuya simiïitud geométrica ( y mayor senciiiez estructu­

raï) respecto de los compuestos en estudio es evidente:

H3C

CH3

Bicic]o— [3,2,1] -octano cis-1,3-Dimetiiciciopentano

E1 carbono A-l se ha despïazado a 91,4 ppm, es decir 1a zona

donde aparecen los carbonos que forman parte de un aidehido que se ha

hidratado. E1 A-2 se ha desprotegido en 3,5 ppm; considerando que es

un carbono exociclico, no pueden apïicarse en plenitud Ios efectos

diaxiaies, dada 1a 1ibre rotación de esta cadena iateral; de cuaiquier

modo, ha aparecido una interacción de] H-2 con 10s hidrógenos de Ios

oxhidriios recientemente formados por hidratación de] aidehido de C-l,

y además también hay una nueva interacción con e] hidrógeno de C-4, si

ó 3es que e] aniiio se encuentra en Su confonnación preferencia] E4 E.



Dada 1a libre rotación, e] efecto tota] es un promedio, y 11ega en

este caso a 3,5 ppm. La seña] de C-3 también se desplaza a campos más

bajos, 4,6 ppm, 10 cua] podria tener su justificación en que, en 1a

conformación E4 se origina una interacción sin-diaxiaï entre los

hidrógenos H-3 y H-5.

La desprotección de 8,2 ppmexperimentada por e] carbono 4,

resuita más difici] de explicar: no puedenjustificarse interacciones

con e1 C-l de 1a vecina unidad de ga1actosa, ya que e] S de ese carbono

sóïo varió en 0,8 ppm. En cambio, se han generado nuevas interacciones

con e] hidrógeno de] oxhidriïo de C-5, y con ei H-2 (ambas sóio en

parte, dada 1a Iibre rotación), pero además, existe una interacción

nueva con e] hidrógeno de C-6, que en 1a conformación E4 es axial­

isoc1ina1, pero en 1a 5E, que también puede considerarse probabie, es

diaxia]; en cuaïquiera de ios dos casos, existiría una neta desprotección

( cuando 1a interacción es isociinai-axiai, e] efecto decrece 1evemente

a «¡3,5 ppm), que sumadaa 1as anteriores puede justificar 1a diferencia.

La seña] de A-5 sóïo cambió en l ppm; si bien ese carbono tiene a su

hidrógeno con una nueva interacción con e] H-3, existe un cambio

e1ectrónico debido a1 pasaje OR-—a0Hque puede compensar en parte esa

interacción. La seña] de A-6 se ha desprotegido en 4 ppm, 10 cua]

puede tener su explicación en 1a ya referida interacción de uno de sus

hidrógenos con e] H-4, o en parte con e] hidrógeno de] 5-0H. Todas

esas consideraciones no fueron tenidas en cuenta por Miiïer y co].189,

pero pueden expïicar razonabiemente todos Ios efectos indicados.

LOS ESPECTROS DE TTIf Y TTIf-R

En 1a Tabia 72 y 1a Fig 30 se aprecian Ios espectros de TTIf
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Figura 30. Espectros de RHNde 13€ (25,2 MHz) de 105 carragenanos TTIf-R y
TTIf.
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y TTIf-R. Teniendo en cuenta una diferencia constante de 0,5-0,6 ppm

189, e]a campos más altos con respecto a los datos de Miller y col.

espectro de TTIf tiene varios de los picos asignados a la K-carrabiosa,

pese a que como sabemos, no es realmente un disacárido puro.

En la zona anomérica aparecen dos señales a 103,8 y 103,0 ppm,

esta última con un hombro a 102,8 ppm. La primera corresponde a G-l

unida a una 3,6-anhidrogalactosa terminal reductora, es decir, el G-l

del disacárido. La señal a 103,0 ppmcorresponde a G-l unida a

3,6-anhidrogalactosa no reductora, de oligosacáridos mayores, mientras

que el pequeño hombro a 102,8 ppm indicaria un C-l de una unidad

enlazada a 3,6-anhidrogalactosa 2-sulfato. La intensidad relativa

de las señales a 103,8 y 103,0 ppmes similar a la observada entre el

pico principal y el menor en la filtración en geles de Sephadex de

este producto (Fig.24). La otra señal importante, a 90,7 ppm

corresponde a la forma hidrato del carbono aldehidico A-l. Existen

otros picos menores; uno ubicado a 101,3 ppmque podria corresponder

a p-galactosas sulfatadas en C-2, mientras que otros responderian a

residuos enlazados por unión ec-z los de 97,0 y 94,4 ppmrepresentarian

galactosa sin y con sulfato en C-2 que actuarian como "kink", mientras

que las que corresponden a 95,1 y 92,3 ppmpueden atribuirse a

3,6-anhidrogalactosas (sin y con sulfato en C-2) que no han sido

hidrolizadas. Todas estas señales comprendenazúcares incluidos en

unidades más grandes que las disacaridicas.

En la zona de C-2-——C—6,aparecen varios picos que se correspon­

9 las señales a 87,8 (A-4), 83,2den con los datos de Miller y col.18

(A-3), 77,2(G-4), 76,2(A-5), 75,3(G-5), 73,7(A-6), 73,6(A-2), 72,5(G-3),

71,6(G-2), y 61,8(G-6), es decir que completan todas las señales corres­

pondientes al espectro de la K-carrabiosa.
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Las señales correspondientes a otras unidades son muchomenores

en intensidad, debido posiblemente a la dispersión y variedad de las

mismas; se observa a 89,7 ppm un pequeño pico que podria corresponder

a AS-l, es decir al C-l de la L-carrabiosa, que difiere de la K- por

presentar sulfato en la posición 2- de la unidad de 3,6-anhidrogalactosa;

también a 81,5 ppm aparece una señal atribuible a AS-3 y a 79,5 ppm

a AS-2. Dada la baja intensidad de estas señales, y considerando que

el producto TTImposeia un 35 % de carácter L- (página 221), los datos

sugeririan que en la última parte de la reacción se ha producido

pérdida parcial del 2-sulfato de la 3,6-anhidrogalactosa.

También aparecen otros picos (Tabla 72) que pueden asimilarse a

carbonos pertenecientes a unidades mayores que el disacárido; entre

ellos pueden mencionarse los ubicados a 78,7 ppm(C-4 de oc-galactosas),

70,0 ppm ( que puede incluir los C-2, C-3 y C-5 de ec-galactosas), 67,0

ppm (C-6 de p-galactosa 6-sulfato, ya analizada en el espectro de TTIm)

y 63,3 ppm(que a falta de otra explicación, podria provenir del C-6

de cC-galactosas ó del C-5 de ca-xilosas). Si bien la intensidad de

las mismas representa un pequeño porcentaje del total, la del C-l

(103,0 ppm) de p-galactosas unidas a ellas es muchomás importante.

El espectro del correspondiente producto de reducción TTIf-R

muestra muypocas diferencias, salvo un corrimiento constante de 0,1-0,2

ppmy un incremento de la relación de intensidades G-1(disacárido)/G-1

(oligosacárido) que no tiene explicación. La diferencia más importante

está dada por la desaparición de la señal a 90,7 ppmde A-l, la cual

por reducción pasó a ser un carbono primario, a 63,9 ppm. La pequeña

señal a 89,7 ppm (AS-1) también desapareció, y alguno de los hombros

de ese pico podria representar a su producto de reducción. Las señales



correspondientes a la 3,6-anhidrogalactosa se han reducido en intensi­

dad y además se han desplazado; ya que los cambios producidos por la

reducción sobre A-4 y A-5 deben ser chicos, asignamos las señales a

76,7 y 88,3 ppma esos carbonos. Seria lógico suponer que el carbono

A-2 se ha protegido por la desaparición de uno de los oxhidrilos del

hidrato de aldehido, por lo que el hombroa 71,4 ppmpodria asignarse

a ese carbono. Para el A-3, en cambio, aparece un nuevo hidrógeno

por reducción del C-l, y es de esperar que se produzca un desplazamiento

inverso que puede juátificar la señal a 87,5 ppm. Con esas considera­

ciones, no pueden justificarse la señal a 82,6 ppmni la evidente

disminución de intensidad de los carbonos del anhidroazücar.

ESPECTRO DEL CARRAGENANO TOTAL AUTOHIDROLIZADO

El espectro del carragenano total de Iridaea unduZosamuestra,

comoes de esperar, gran dispersión de señales (Figura 31) debido a la

presencia de unidades muydiversas, y entre las que únicamente se

puede visualizar a las más importantes. Comoseñal anomérica sólo

puede apreciarse con seguridad la correspondiente al C-l de p-galactosa

no sulfatadas en la posición 2-, ubicadas entre cx-galactosas, y que

caracterizan a carragenanos de la familia p-/ 9-, que comosabemoslzó’

127 constituyen una porción importante del carragenano total. El resto

de las unidades aparece comoseñales anchas y pequeñas, indicando la

diversidad de las mismas.

El resto de las señales del espectro (salvo la que corresponde al

carbono primario, a 61,9 ppm) son anchas, con hombros, lo que indica la

variedad de carbonos presentes.
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13
Figura 31. Espectro de RMNde C (a 25,2 MHz) de] carragenano tota]

autohidroïizado.

Las asignaciones tentativas efectuadas son:

79,7-79,6 ppm: carbonos enïazados por unión gïicosidica (C-3 de gaïactosas

unidas por 1a posición 3- ó C-4 de gaïactosas unidas por

1a posición 4-) ó C-2 de p-gaïactosa 2-su1fato.

78,7 ppm: igua] asignación que 1a seña] anterior, o también C-3 de 3,6­

anhidrogaïactosa.

77,3 ppm: C-5 de 3,6-anhidroga1actosa y/o C-3 de p-gaïactosa 4-su1fato y/o

C-2 de oc-galactosa 2-su1fato.

Seña] centrada a 75,7 ppm: C-5 de p-gaIactosas (con o sin suïfato).

Seña] centrada a 72,7 ppm: Cw4de p-gaïactosa 4-su1fato.
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Señal centrada a 70,8 ppm: C-2 de p-galactosas no sulfatadas en C-2.

70,0 ppm: igual asignación que la señal anterior, y/o C-3 de oc­

galactosas y/o C-6 de 3,6-anhidrogalactosa.

69,6 ppm: C-6 de °<-galactosa 6-sulfato, y/o C-2, C-3 y C-5 de eC­

galactosas.

68,5 ppm: igual asignación que la señal anterior.

61,9 ppm: la más alta del espectro, indica C-6 de cualquier unidad de

galactosa; es la señal menosalterada por los factores con­

formacionales que afectan la molécula.

Se evidencia amplia variedad de carbonos, pero el espectro

está representado fundamentalmente por los que integran unidades de

tipo }1—,y algo menores de tipo )r. Ello es lógico, considerando

que al haber sufrido diálisis, esta muestra está exenta de la porción

del polisacárido autohidrolizado que era rica en 3,6-anhidrogalactosa

(fracción K—/ L-) y que comprende la fracción insoluble en KCl

O,70-1,05M (Tabla 1).

ESPECTRO DEL CARRAGENANO "SOLUBLE" C AUTOHIDROLIZADO

Pese a que se mantiene la variedad de señales, en este

espectro se observan lineas muchomás claras (Figura 32). En la

Tabla 74 se indican los picos principales del mismo.

En la región anomérica se pueden distinguir con facilidad

siete señales diferentes, entre las que se destaca la ubicada en 105,1
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Figura 32. Espectro de RMNde 13€ (a 25,2 MHz) de] carragenano C
autohidroiizado.

ppm, que corresponde a] C-l de una p-gaIactosa sin sulfato o sulfatada

en C-4 6 C-6, unida a cc-gaïactosa, y que según 1a composición caïcuIada

(Tabla 60) no comprendía más de] 40 % de1-carragenano. La seña] más

pequeña, a 103,8 ppmpodria ser 1a equivaïente, pero ubicada entre 3,6­

anhidrogaïactosas o bien 1a su1fatada en C-Z, unida a e<-ga]actosas. La

baja intensidad de 1a misma, comparada con e] resuïtado obtenido por

metilación podria indicar parcia] desulfatación de 1as unidades de

p-gaïactosa 2-su1fato. Las señaïes pequeñas, a 98,3-98,1 ppmtendrian
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TABLA74. Despiazamientos quimicos de Ios picos principaïes de]

espectro de RMNde 13€ de] carragenano C autohidrolizadoa.

105,1 (m) 79,8 (m) h 70,9 (f) h

103,8 (md) 78,6-78,5 (m) 69,9 (f)

98,3 (md) 77,4 (m) 69,4 (f) h

98,1 (md) 76,3-76,1 (m) 68,5 (f) h

97,3 (d) 75,8 (m) 65,9 (d)

95,1-94,3 (md) 75,3 (f) h 65,8 (d)

93,1 (md) 72,8 (f) h 61,9 (f)

aAbreviaturas: f=fuerte; m=medio ; d=débi1 ; md=muydébil ; h= presenta
hombro/s

que originarse en carbonos anoméricos enlazados por unión oc-; dada su

baja intensidad podrian ser cK-gaiactopiranósidos enïazados a 1a posición

2- de 1a unidad vecina o bien ck-xiiopiranósidos (ver página 116). La

otra seña], a 97,3 ppmy 1a zona posterior a 95,1-94,3 ppmrepresentan

diferentes unidades de oc-gaïactosa. Si bien en e] estudio de metilación

sóïo se obserüó un 11 %de estas unidades, a1 ser esta fracción más rica

en unidades enmascarantes y menos rica en 3,6-anhidroga1actosa que 1a

utilizada en e] estudio de metilación (Tab1a 20, página 104), ese por­

centaje podria crecer hasta ñu20 %. Es posibïe suponer que 1a seña]

fina a 97,3 ppmcorresponde a unidades que no portan suïfato en C-2,

mientras que 1a zona ampïia a NJ94,9 ppmsi 10 contiene, fundamentaïmente

en forma de] 2,6-disu1fato (unidad enmascarante). Esta última región

ancha podria contener también_a1 carbono anomérico de 3,6-anhidroga1actosa

y 1a seña] a 93,1 ppmsu 2-su1fato, ambas enlazadas por unión g1icosídica

(esta última seña] se discutirá 1uego).

E1 resto de 1as asignaciones podrian ser:

79,8 ppm: C-4 de oc-gaïactosas y/o C-4 de 3,6-anhidroga1actosas y/o C-3

de p-gaiactosas no suifatadas en C-4 y/o C-2 de p-gaïactosa
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2-su1fato.

78,6-78,5 ppm: igua] asignación que 1a seña] anterior, más C-3 de p­

gaïactosa 4-su1fato y C-3 de 3,6-anhidroga1actosa o

su 2-su1fato.

77,4 ppm: C-5 de 3,6-anhidroga1actosa y/o posiblemente C-3 de B-gaïactosa

4-su1fato de fl-/ 0- carragenanos.

76,3 a 75,3 ppm: C-5 de todas las p-gaiactosas presentes, pero pueden

inciuïrse en las señaies a campos más bajos 105 C-2

de 3,6-anhidroga1actosa 2-su1fato.

72,8 ppm: C-4 de p-gaiactosa 4-su1fato, en particuïar si 1a unidad pre­

cedente posee un 2-su1fato.

70,9 ppm: C-2 de p-gaïactosas no suïfatadas en C-2 y/o C-5 decx-gaiactosas

no suïfatadas en C-6. Los hombros que posee esta seña] po­

drian indicar e] C-2 de diferentes unidades de 3,6-anhidroga­

Iactosa.

69,9 y 69,4 ppm: C;2, C-5 y C-6 de e<-ga1actosa 6-su1fato y/o C-3 decx­

gaïactosa 2-su1fato. E1 pico a 69,9 ppmo aïguno de

sus hombros comprenden a] C-6 de 3,6-anhidroga1actosa.

68,5 ppm: C-3 de cn-gaIactosa 2-su1fato y/o C-5 ó C-6 de] 6-suïfato, ylo

C-6 de p-gaïactosa 6-su1fato.

65,9-65,8 ppm: puede corresponder a C-4 de p-galactosas no sulfatadas en

C-4 ; si bien se podria Sumar e] C-5 de unidades de p-D­

xiïopiranósido que integran cadenas 1atera1es,_estas üiti­

mas deberian aparecer a 8 mayores.

61,9 ppm: todos Ios C-6 1ibres.

Las c0nc1usiones que pueden obtenerse son simiïares a 1as brindadas

por los métodos quimicos; se observa e] predominio de los carragenanos



de tipo ¡L- por sobre los de tipo X-; los resultados obtenidos podrian

sugerir la pérdida de 2-sulfato de las unidades de p-galactosa que

caracterizan a los charragenanos, ya que además del ya mencionado

decremento de la intensidad del C-l correspondiente, no se observan

señales de importancia que puedan caracterizar a ese 2-sulfato. Para

la computadora, los datos más afinados se obtienen con unidades de

p-galactosa 4-sulfato entre o<-galactosas (}1-/ D- carragenano) yc<­

galactosa 6-sulfato ( ¡L-carragenano), mientras que también son impor­

tantes la oc-galactosa 2,6-disulfato ( D- y l-carragenanos),uc-galactosa

2-sulfato (g-carragenano) y entre las 3,6-anhidrogalactosas, la que

posee sulfato en el C-2 ( L-carragenano).

ESPECTRO DEL CARRAGENANO SD AUTOHIDROLIZADO

Pese a la amplia similitud del espectro de este producto ( Fig.

33) con el del producto total C, del que es parte fundamental (Fig.32),

las lineas son muchomás claras y finas denotando la parcial "purifica­

ción" de aquel producto. Los desplazamientos principales aparecen en

la Tabla 75.

TABLA75. Desplazamientos quimicos de los picos principales del espectro
de RMNde 13€ del carragenano SD autohidrolizadoa.

105,2 (f) 77,4 (f), 70,8 (fi h
103,9 (md) 76,3-76.2 (m) 69,8 (f)
98,1 (d) h 75,8 (m) 69,4 (f) h

97,2 (m) 75,3 (f) h 68,3 (m) h

93,1 (d) 74,0-73,8(d) 65,9 (d) h
79,7 (m) h 72.7 (f) h 61,9(1’)
78,6-78,5 (m) 71,4 (m)

aAbreviaturas: f=fuerte; m=medio;d=débil; md=muydébil; h=presenta hombro/s
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Figura 33. Espectro de RMNde 13€ (a 25,2 MHz) de] carragenano SD auto­
hidroïizado

Puede apreciarse que 1a Tab1a 75 es muy simiïar a 1a Tabla 74,

pese a que 1os espectros (Fig.33 y 32) no son tan simiïares. Dadas las

asignaciones anteriormente efectuadas, es innecesario repetirïas, y

resuïta más interesante comparar este espectro con e] anterior y con ios
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correspondientes datos quimicos, ya que, de acuerdo a lo que sabemos, 1a

fracción SDestá (con respecto a 1a C) enriquecida en carragenanos de

tipo ¡l-, y empobrecida en ios de tipo X2

La región anomérica es 1a de más fáci] interpretación; con

respecto a1 espectro de] carragenano C, ha crecido notoriamente 1a rela­

ción de intensidades entre las señaïes a 105,2 y 103,9 ppm, indicando un

enriquecimiento en unidades de p-galactosa que no poseen suifato en C-2,

unidas a oc-galactosa; si bien estos resuitados concuerdan con los datos

quimicos, deben anaiizarse con cuidado ya que dado e] mayor tiempo de

autohidróiisis de esta fracción (Tabias 67 y 68). podría haberse incre­

mentado 1a desaparición de] 2-su1fato. Por otra parte, ias señaies

correspondientes a ias oc-gaiactosas han crecido notabiemente, ta] como

ocurría con 10s resultados obtenidos mediante métodos quimicos (Tabia 60);

entre elias se destaca comoiinea fina 1a seña] a 97,2 ppmque caracteri­

zaria a ios residuos no suïfatados en c,2; seguramente se ha producido

una notoria pérdida de] 2-su1fato de esas unidades. ya que e] producto

preponderante de] tratamiento a1ca1ino de] carragenano SD (SD-TI) presen­

taba caracteristicas de L-carragenano (pag.161) por 105 que sus unidades

precursoras debian estar disuifatadas en C-2 y C-6. Se observa también

e] dob1e pico a “498,1 ppm, ya analizado, y resuita muy pequeña 1a seña]

a 95,0 ppmque indicaria oc-gaïactosas suifatadas en ia posición 2.; to­

dos estos datos son consistentes con una desuifatación de ios C-2 práctie

camente tota]. En cambio, iiama 1a atención e] pico a 93,1 ppm, de más

difíci] asignación ( Iuego será discutido); 1a seña] tabuiada más cercana

es 1a que indica 3,6-anhidroga1actosa 2-su1fato en1azada por unión glico­

sidica, a 92,7 ppm; seria curioso que esa unión no se haya roto cuando

ios datos de autohidrólisis indican una vida media simiïar para 1a ruptura
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de uniones totales y para la de uniones 3,6-anhidrogalactosídicas, y

este producto llegó a peso molecular constante. El resto de las seña­

les del espectro es muysimilar a las ya observadas para el producto C,

con pequeñas diferencias de intensidad.

CONCLUSIONES

Los trabajos realizados han demostrado que la espectroscopia

de RMN de 13 C permite determinar estructuras hibridas que de otro modo

se harían muydificultosas; por ejemplo, obsérvese las netas diferencias

que existen en las regiones anoméricas de los productos que precipitan

en soluciones de cloruro de potasio y aquellos que no lo hacen. La

región de los C-2——-Cv6es de interpretación más compleja, y los resulta­

dos sólo tienen utilidad para descartar la presencia de algunas unidades,

o para sugerir la presencia de otras cuyo desplazamiento se distingue

claramente del de las demás señales.

En la región anomérica habiamos distinguido diversas señales. cuya

asignación, de acuerdo a los datos de literatura y calculados, podria ser:

a) 105,2-105,1 ppm: p-galactosa sin sulfato en C-2. unida a ocvgalactosa.

b) 104,0-103,8 ppm:p-galactosa sulfatada en C-2, unida a oq-galactosa, o

p-galactosa 4-sulfato unida a 3,6-anhidrogalactosa

terminal.

c) lO3,1-103,0 ppm:p-galactosa 4-sulfato unida a 3,6-anhidrogalactosa

enlazada.

d) 103,0-102,8 ppm:B-galactosa 4-sulfato unida a 3,6-anhidrogalactosa

2-sulfato enlazada.

e) 98,3-98,1 ppm: posible cK-xilopiranósido o oC-galactosa unida por enlace
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atipico.

f) 97,3-97,1 ppm: Qc-galactosa no sulfatada en C-Z, unida a p-gaïactosa.

g) 95,2-95,1 ppm: 3,6-anhidroga1actosa unida a p-gaïactosa 4-su1fato.

h) 94,9-94,3 ppm: o<-ga]actosa suïfatada en C-2 unida a p-galactosa.

i) 93,1 ppm: ver discusión más adeïante.

j) 92,7-92,5 ppm: 3,6-anhidroga1actosa 2-su1fato unida a p-galactosa 4­

sulfato.

Debe tenerse en cuenta que para todas estas asignaciones se han

tomado como base los datos de Ios trabajos pubïicados por e] grupo de

Usov83; sin embargo, quedan aigunas incógnitas p1anteadas, muydifici­

les de evaïuar debido a 1a dificultosa correïación con Ios datos qui­

133 es e]micos por 1a pérdida de los 2-su1fato, que comoya es conocido

más ácido-15bi1 de todos los suïfatos.

Noexisten dificultades para 1a asignación de 1as señaïes a), b),

c), d), g) y j). Las señaïes de ias o<—ga1actosas f) y h) se basan en

los datos de Usov83 para e] krcarragenano desuïfatado, en e] que 1a

correspondiente seña] (Tabla 71) aparece a 96,8 ppm, a1 igual que en los

oïigosacáridos obtenidos por acetóïisis de] poïimero de Grateloupia

divaricata y e] mismodesuïfatad083. La región anomérica de] espectro

de este último producto pero con los su1fatos es más compïeja-y no fue

analizada en deta11e83, pero como es Iógico 1a seña] se despiaza a campos

más a1tos a causa de 1a suïfatación de] C-2; otra seña] que aparece a

98,5 ppmha sido atribuida a una porción agaroide ( con unidades L-) de

1a molécuia.

Sin embargo, en otros trabajos publicados recientemente por
190,266otros grupos se describieron Ios espectros de productos de tipo
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)¿-/ Q- antes y después de] tratamiento a1calino; en base a unos

pequeños picos que desaparecen por ese tratamiento, y que han sido

atribuidos'a unidades enmascarantes, se asignó 1a resonancia de] C-l

de p-galactosa 4-su1fato unida a "kinks" a 105,4 ppm (considerando e]

corrimiento constante)190’266 y Ias de Ios C-l de e(-ga1actosa 6-su1fato
190 266

a cv98,5 ppm y de cx-galactosa 2,6-disu1fato a 98,9 ppm ­

99,1 ppmlgo; e] resto de los carbonos anoméricos coincidían con nues­

tros datos. La asignación de 105,4 ppmtambién concuerda con 1a nuestra;

en cambio, las de las señaïes de ga1actosas unidas en configuración oc­

son muydistintas y alterarian notoriamente las asignaciones antes

efectuadas.

Pese a que estos datos se encontrarian avaïados por 1os resuï­

tados experimentales de esos autores, resuïta sorprendente que e] des­

p1azamiento quimico de una ga1actosa sulfatada en Cv2 sea mayor que el

correspondiente a 1a mismasin ese suïfato; dicha diferencia no fue
190justificada y además, 1a gran diferencia ( vc2 ppm) con los datos

83 no puede atribuirse a 1a introducción de] 4-su1fato en 1ade Usov

unidad de B-galactosa vecina, cuya infïuencia dificiïmente supere las

0,5 ppm. Por otra parte, nuestros datos. en los cuales e] principal

C-l de c(—ga1actosa aparece a 97,2 ppm, resultarian un ava] a nuestras

asignaciones, efectuadas en 1a Tabla 70 en base a ios datos de Usov83.

Es de remarcar que esa seña] aparece aün en e] producto tratado TTI,

caracterizando seguramente a una e(—ga1actosa que actúa como kink.

Resulta sorprendente 1a contraposición de asignaciones; esperemos que

futuros trabajos con compuestos modeio puedan resoïver 1as ambigüedades.

Obsérvese que si se tomaran como base los datos de Belïion et aZ.190’266

1a seña] e) deberia atribuirse a oc-gaïactosas "clásicas" y se haria de
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difici] asignación 1a unidad f).

Otro deta11e curioso de Ios espectros es 1a seña] a 93,1 ppm(i)

que aparece en 10s de Ios productos C y SD autohidroïizados, pero no en

los de los productos TTI. La asignación de 3,6—anhidroga1actosa

2-su1fato para 1a mismano estaria ava1ada por Ios datos de autohidrólisis

ya que esas uniones deberian haberse roto, salvo que se suponga que e]

2-su1fato dificuïta 1a autohidróïisis de] producto y que 1a coincidencia

observada en las vidas medias determinadas por 10s dos métodos es

meramente casual. Ademásya se habia observado (Tabïa 72) que esa

seña] aparecia a 92,5 ppm, por 10 que 1a seña] i) deberia indicar otro

tipo de unidad, que entre otras podria ser:

1) oc-gaïactosa no enlazada glicosidicamente, 10 cua]. si bien podria

estar avalado por e] hecho que estos productos 11eguen a un peso moïecuiar

menorque e] teórico, se contradice con Ios datos de autohidróïisis; por

otra parte, 1a aparición de estas señaïes impïicaria 1a existencia de

otras equiva1entes que corresponden a p-gaïactosa por mutarrotación.

2) oC-galactosa suïfatada en C-2 y eniazada g]icosidicamente; si bien

por Ios datos de 1a Tabïa 70 estas señaïes deberian aparecer 2 ppma

campos más bajos, podria suponerse que 1a presencia de] 2-su1fato causa,

además de 1a pérdida de una interacción diaxia] con e] hidrógeno de C-l,

una distorsión de 1a unión que disminuiria 1a interacción con e] hidró­

geno de] C-3 de la unidad vecina, ocasionando un desplazamiento adiciona];

obsérvese que en 1a 3,6-anhidroga1actosa existe un despïazamiento de ese

tipo: a1 su1fatarse e] C-2, se desplaza en 2.5 ppmaunque según algunos

autores266 supera 1as 3 ppma campos más bajos; ese efecto es mayor
169

que e] producido en 1a cú-gaiactosa 1ibre utiiizada comobase para e]

cálcuïo, y podria indicar que reaimente 1a asignación de 95.0 ppmpara
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el carbono anomérico de esas unidades está sobre-estimada.

Se puede concluir que la aplicación de la espectroscopia de

13€ a estos carragenanos solublesresonancia magnética nuclear de

recién está en su primer etapa, por lo que subsisten algunas dudas;

en el futuro se intentará profundizar a fin de aprovechar todas las

posibilidades y ventajas del método.
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SEPARACION E IDENTIFICACION DE LOS O-ACETIL-O-METILGALACTONONITRILOS

POR CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO Y ESPECTROMETRIA DE MASA

Ta] cua] se ha esbozado en e] capítuio VI, ios a1dit01es

acetiiados parciaimente metiiados han sido y son utilizados exitosa­

mente en cromatografía gas-1íquido-espectrometría de masa para la

elucidación estructura] de oligosacáridos y poïisacáridos por per­

metilación y posterior hidr61i515201'205.

Si bien los derivados son de fácil preparación y ios

cromatogramas producidos son senciiïos, e] método está 1imitado por

1a simetría de aigunos a1dit01es que hacen que, por ejemplo, 1a

3-0-meti1- y 1a 4-0-metiiga1actosa den por reducción e] mismoa1dito],

10 que requeriría de] uso de borodeuteriuro de sodio para 1a reduc­

ción de 1as a1dosas a fin de diferenciarïas.

Los O-acetii-O-metiiaidononitriios son aün de más fáci]

preparación, dan cromatogramas simples y retienen además 1a disimetría

208 de] c-1.

Si bien se habían pub1icado aigunos trabajos sobre separa­

ción por cromatografía gas-iíquido e identificación por espectrometria

de masa de los aidononitriios acetilados derivados de ios di-, tri- y
212,213 218,219 208,216tetrameti] éteres de D-gïucosa , D-xilosa

216

, D-manosa

y 6-desoxiazücareszl7, no había información compïeta212L-arabinosa

sobre 1a fragmentación de Ios monometiléteres de ninguna hexosa ni

dato aïguno de ios metiléteres de 1a D-gaiactosa, pese a que este

azúcar es un constituyente fundamenta] de numerosos polisacáridos
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naturales, al igual que sus derivados monometilados, habitualmente

presentes en cantidades importantes en diversos galactanos producidos

por las algas.

Es por ello que decidimos abocarnos a ese trabajo de separa­

ción e identificación de los metiléteres del D-galactononitrilo apro­

vechando las grandes cantidades de material proveniente de la metilación

en etapas de la fracción soluble en cloruro de potasio 2Mdel carra­

genano de Iridaea undulosa, complementandolas separaciones en dife­

rentes columnas (ver página 104 y subsiguientes), con la identificación

por espectrometria de masa y la confirmación con derivados patrón

sintetizados a partir de los azúcares libres (cedidos p0r los Dres. E.

G.Gros y E.E.Percival), los que fueron co-cromatografiadas y sometidos

a fragmentación por impacto electrónico.

El uso de estos derivados, que permite diferenciar la 3-0­

metilgalactosa de la 4-0-metilgalactosa dado que se retiene la disime­

tria del C-l fue iniciado por Matulewicz y Cere20127, quienes analizaron

la presencia de dichos azúcares monometilados en los hidrolizados de

las fracciones intennedias, insolubles en KCl0,70-1,05M y 1,55-l,65M,

y registraron los correspondientes espectros de masa de los aldononitri­

los acetilados derivados de esos azúcares monometi.ados (comunicación

personal).

En la Tabla 76 se pueden apreciar los tiempos de retención

relativos de los diferentes O-acetil-O-metil—D—galactononitrilos en

los cuatro sistemas cromatográficos utilizados. Las caracteristicas

de los mismos pueden apreciarse en la Parte Experimental (Cap.VIII),

correspondiendo el sistema A a una columna de ECNSS-Mal 3%, él B a

una columna formada por una mezcla de fases propuesta por Albersheim200
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y las C y D a dos condiciones diferentes en la coïumna de 0V-225 a1 3%.

TABLA76. Tiempos de retención de 105 0-aceti1-O-metilgaïactononitriïos.

O-metiïo en O-acetiio en TIEMPOSDE RETENCIONa’b

SISTEMA A

A B c 0

2,3,4,6 5 0,11 0,11 0,31 0,27

2,4,6 3,5 0,14 0,13 0,44 0,37

2,3,6 4,5 0,16 0,15 0,45 0,40

2,3,4 5,6 0,19

3,4,6 2,5 0,20 0,20 0,47 0,44

2,6 3,4,5 0,25 0,25C 0,51 0,48

4,6 2,3,5 0,27 0,28c 0,51 0,50

2,4 3,5,6 0,38 0,58 0,52

3,4 2,5,6 0,38

6d 2,3,4,5 0,38 0,38 0,57 0,57

2 3,4,5,6 0,56 0,55 0,61 0,63_

3 2,4,5,6 0,70 0,68 0,64 0,67

4 2,3,5,6 0,77 0,76 0,64 0,67

— 2,3,4,5,6 0,90 0,90 0,69 0,73

a . _ b . .
Reïativo a (t2,3’4,6_tetra_0_MeGa] + tGaÏ), Promedio de C1nC0deter­

minaciones, como minimo. C Generaimente se obtiene unicamente un pico
dcon un hombro. Los derivados de 1a 2,3- y 3.6-di-O-metiiga1actosa en

una mezcla de aidononitriïos de gaïactosas parciaïmente metiïadas pro­

venientes de 1a hidrólisis de un carragenano metiïado estaban inclui­

dos en este pico.
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Los tiempos de retención informados, comose aprecia, se han

referido a dos patrones, el de menor y mayor tiempo de retención, ya

que como sugirió Lindberg201 , de ese modo se reduce notablemente la

diferencia debida al envejecimiento de las columnas, que de acuerdo

a nuestros experimentos hace disminuir notoriamente el tiempo de re­

tención relativo a un ünico patrón, en especial para muestras aleja­

das del mismo.

La Figura 34 muestra un cromatograma tipico, con la separa­

ción de una mezcla de O-acetil-O-metilgalactononitrilos obtenida en

la hidrólisis del carragenano soluble.

De los datos de la Tabla 76 puede desprenderse que las

columnas A y B dan resultados casi idénticos, aunque en la segunda

columna no se distinguen generalmente los derivados de 2,6- y 4,6-di­

O-metilgalactosa. De los dos programas de la columna de 0V-225, el

segundo (D) es claramente más eficiente, pero aün en use caso no

puedendiferenciarse los derivados de la 3- y 4-0-metilgalactosas.

En conclusión, las mejores separaciones y los cromatogramas más claros

se obtuvieron por el uso de la columna de ECNSS-M3%, lo cual está de

acuerdo con los resultados obtenidos con los 0-acetil-O-metilmanononi­

tri105219.

Las grandes ventajas del uso de los nitrilos en reemplazo

de, o complementando a los alditoles está en que compuestos como la

2,6- y la 4,6-di-0-metilgalactosa; 3—,4-0-metilgalactosa y galactosa

o los trimetilados entre si pueden ser diferenciados, lo cual en general

no ocurre con los alditoles. El principal inconveniente estaria

fundamentalmente en la zona de los dimetilados, donde las 2,3- , 2.4-,

3,4- y 3,6-di-0-metilgalactosas no se resuelven y se superponen con el

derivado de la 6-O-metilgalactosa.
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Figura 34. Anáïisis por c.g.1.de una mezcïa de 0-meti]-D-ga1actononítrí­
105 acetiïados derivados de gaïactosas parciaïmente meti1adas
por hidróïisis de] carragenano soïubïe (sistema A). Derivan de:
a)2,3,4-tri-O-meti1xí]osa; b)2,3,4,6—tetra-O-metí1; c)2,4,6­
trí-O-meti] ; d)2,3,6-tri-0—met11 ; e)3,4,6-tri-0-meti1; f)
2,6-di-0-meti1; g) 4,6-dí-0-meti]; h)2,3 y 2,4-di-0-meti1; i)
6-0-meti1 ; j) 2-0-meti]; k) 3-0-meti1; 1)4-0-meti]ga1actosa y
m) galactosa sin metilar.



Sin embargo, es de hacer notar que cuando estas mismas

— 250 ­

muestras y otras fueron cromatografiadas en una coïumna de ECNSS-M

a] 3%recién relienada, Ios vaiores de los tiempos de retención se

alteraron muylevemente, pero logró resoïverse 1a zona de los dimetila­

dos en dos picos, respecto de 1a 6-0-meti1-, ya que e] derivado de 2,3­

di-O-metiïgalactosa queda en un pico aparte, seguramente junto a1 2,4­

dimetilado, y 1a 3,6-di-0-metiïga1actosa se uniría a 1a 4,6-dimeti1ada.

Los nuevos vaïores de tiempo de retención se aprecian en 1a Tabïa 77.

TABLA77. Tiemposde retención de los 0-aceti1-0-metiigaïactononitriios;
coïumna A recién re11enada?

Meülado enzb t6-0-MeGa1 GC ttetra+Ga1 Ü c

2,3,4,6 0,279 0,002 0,105 0,001

2,4,6 0,345 0,003 0 130 0,001

2,3,6 0,408 0,004 0,153 0,002

3,4,6 0,522 0,006 0,196 0,002

2,6 0,646 0,009 0,242 0,003'

4,6 0,714 0,007 0,268 0,002

2,3 0,904 0,007 0,340 0,004

6 1 0,377 0,002

2 1,476 0,006 0,556 0,004

3 1,852 0,009 0,697 0,006

4 2,073 0,009 0,780 0,006

- 2,377 0,014 0,895 0,001

aPromedio de 5 a 15 determinaciones.bAcetiiado en e] resto de posiciones.

CDesviación standard.



Tal comoen el caso de los acetatos de alditoles, se observa

una disminución del tiempo de retención al reemplazar los O-acetilos

por O-metilos. Unaexcepción estaria constituida por el 6-0-metil­

galactononitrilo acetilado, que muestra un tiempo de retención más

corto, del orden del observado para los derivados dimetilados.

Observandola Tabla 77, se puede intentar correlacionar los

tiempos de retención con factores conformacionales de la molécula.

Comoexpresó Seymour223, la molécula queda retenida en la fase liquida

de la columnacromatográfica por interacciones polares entre esa fase

y los grupos acetoxilo moderadamentepolares de la molécula. En la

página 84 del capitulo VI, ya habiamos puntualizado ese efecto para

aldononitrilos acetilados derivados de hexosas, pentosas, aminoazücares

y desoxiazücares. En el caso de unidades metiladas, el reemplazo de

uno de esos grupos polares (O-acetilo) por uno menos polar (O-metilo)

provoca una disminución de las interacciones con la fase estacionaria

y por ende, un acortamiento del tiempo de retención. Además, puede

razonarse fácilmente que la magnitud de ese acortamiento será mayor

cuando el reemplazo se produzca en un acetoxilo más expuesto a la

fase liquida, y en cambio será menor cuando ese acetoxilo esté más

impedido de interaccionar. El penta-O-acetilgalactononitrilo muestra,

en solución piridinica, una conformación extendida, planar y en zigzag

para la cadena carbonada224’267 y resultaría lógico postular esa

conformación de baja energia para la molécula en fase vapor. La

observación del modelo molecular del compuesto, indica claramente que

la posición del acetoxilo en C-6 es la más expuesta, por lo que resulta

lógico que de los derivados monometilados de la forma piranósica, el

metilado en C-6 presente el menor tiempo de retención, ya que la metila­



ción afecta notoriamente su posibilidad de interacción.

Del resto de los carbonos, el acetoxilo de C-2 también

está orientado hacia afuera224, quedandoesa posición más libre, lo

cual resulta avalado experimentalmente (Tablas 76 y 77) : el siguiente

tiempo de retención es el del 2-0-metil derivado.

Los factores estéricos que pesan sobre los acetoxilos de

C-3 y C-4 son similares, y resulta lógico que en algunos sistemas

estos dos derivados monometilados no se separen. Sin embargo, y com­

parando el penta-O-acetilgalactononitrilo con el hexa—0—acetilgalactitol

(en el cual C-3 y C-4 resultan equivalentes) existe un cambio del

grupo -CH20Ac de C-l por el CEEN , mucho menos voluminoso, y además

rigido e inmóvil. Por el contrario, el C-6 sigue estando en forma de

- CH20Acy su interacción con el C-4, mayor que con el C-3, hace que

aquella posición se vea algo más impedida a interaccionar con la fase

estacionaria, lo cual coincide con el resultado experimental (Tablas

76 y 77) de un 3-0-metilgalactononitrilo con menor tiempo de retención

que el 4-0emetilado, ya que en este último el metilo "ingresa" a una

posición más impedida.

Cuandoel C-6 está metilado, esta última diferencia deja

de tener validez, ya que el -CH20Meterminal no interfiere; es asi

que el derivado de la 2,4,6-tri-0-metilgalactosa tiene menor tiempo

de retención que la 2,3,6-tri-0-metilada; también la 3,6»di-0-meti­

lada presenta un tiempo de retención mayor - o a lo sumo igual- que

la 4,6-di-0-metilada.

El orden de exposición a interacciones externas seria

entonces:

0-6 > 0-2 3 0-3 a: 0-4
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La predicción de 1a secuencia iógica dentro de cada grupo

seria:

Trimetiiados: tr de 2,4,6- c: 2,3,6° <. 3,4,6- <: 2,3,4­

Dimetflados: tr de 2,6- < 4,6- 9'. 3,6- <2,3— < 2,4- < 3,4­

Monometiiados: tr de 6- <¡ 2- (x 3- <_ 4­

La realidad experimenta] (Tablas 76 y 77) prácticamente

concuerda con 1a predicción teórica.

ESPECTROMETRIA DE MASA DE LOS O-ACETIL-O-METILGALACTONONITRILOS

La fragmentación, ta] como se describió en e] capitulo VI de

esta Tesis, es para los aidononitriios acetiiados y metilados análoga

a 1a de ios correspondientes aiditoles, es decir que ios fragmentos

primarios se forman generaimente a partir de] ion moïecular (éste no

aparece) por ruptura oc entre dos átomos de carbono de 1a cadena

principal. De ias cuatro rupturas posibies:
| .+ |

H—?70Me H'C;OM9 1

H’?_OM° H-ó-OMe

I 4 H á OMH-C-OMe - = e
1/ —* * 2
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l I

H-C-OMe H—c—0Me
I —-———————9

H’ ílgAC H—(¡TLOAC 3

I +' ti é "(DflxcH-C-—OAc _ '”
I/ + 4

ii-C -—&3f\c H —-É--CLAC
I

‘Jas preferidas son aqueïias que fijan 1a carga positiva en e] oxigeno

de] éter (1 y 2), y de entre eïlas 1a 1, porque conduce a un radical

metoxilado termina], más estabie que e] acetoxiïado. Por 10 tanto,

1a ruptura se verifica fundamentaïmente entre carbonos que poseen meto­

xiïos vecinaïes, en menor lugar entre carbonos con metoxiïo y acetoxilo

( locaïizándose fundamentalmente 1a carga en e] metoxiio) y menos aún

entre carbonos que 11evan aetoxilos vecinaïes. Luego, esos fragmentos

primarios asi formados, pierden moïécuïas neutras comoácido acético,

cetena, metano], formaidehido o ácido cianhidrico para dar fragmentos

secundarios, generaïmente más intensos.

En e] caso de los nitrilos, a1 igua] que en e] de 105 a1dit01es

1as fragmentaciones son simpïes y c1aras; Ios nitriïos son modeïos aün

más definitorios dada 1a asimetría de 1a moïécu1a; en genera], e] grupo

ciano protege a] derivado de 1a ruptura C-1—-C-2215.

Las diferentes series de iones producidas sueïen denotarsezls’223

con un número que se corresponde a 1a cantidad de át0mos de carbono de

1a cadena principal y 1as 1etras CNo C dependiente de si se trata de]

fragmento de] extremo nitriïico o no nitrïïico de 1a moïécula, comose

aprecia en 1a Figura 35.
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l 4CN ÍH_°R

SCN ÍH’ORL_—__ p-- - - o- - -- - -"I’
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Figura 35. Nomenciaturautiïizada para 1as distintas series.

Existen ademásotras rupturas originadas en los grupos acetiio

libres para dar e] CH3C0+,que sueie ser e] pico base (m/e 43) y ios

correspondientes diaceti1— y triacetii-oxonio de m/e 103 y 145 respecti­

vamente. Otra ruptura corresponde a1 fragmento de m/e 88, un ion radi­

cai formado a partir de moiéculas con dos grupos metoxiio vecinaïes, cuya

estructura es
1+­

er-Cí
MeO OMe

y que denominaremos 2M.

En genera] ios picos de ias series C sueien superar en intensi­

dad a Ios de ias CN223, y por 10 expresado anteriormente, 1a serie 5C no

existe.

E1 espectro de masay ias asignaciones para e] 5-0-aceti]-2,3,4,6­

tetra-O-meti]-D-ga1actononitri10 se aprecia en 1a Tabia 78.
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TABLA78. Picos principaies y asignaciones en e] espectro de masa de]

5-0-aceti1-2,3,4,6-tetra-O-meti1-D-ga1actononitri10.

m/e I(% base) 'Asignación m/e I(% base) Asignación

43 100 Ac+

45 54 1C 89 7

71 10 3C 101 10 3C

74 7 113 7 4C

75 7 2C 117 10 2C

85 7 129 36 3C

87 20 3C 145 27 4C

88 22 2M 161 25 3C

E1 espectro concuerda bien con e] informado por Seymour y

co].218 para e] correspondiente derivado de manosa metilada en las mis­

mas posiciones, y comose aprecia no existen fragmentos identificabies

a 1a serie CN. Es muy posible que ios metoxiios cercanos a1 grupo

ciano desestabiiicen ios iones de ese tipo, y además, 1a presencia de

metoxilos vecinaies haga predominante ese tipo de ruptura, dejando 1a

carga en e] metoxiio de] extremo no nitriiico: eiio justifica 1a

preminencia de ias series 3C y 4C.

'Los espectros de masa de 10s derivados trimetiiados y di­

acetilados de] gaiactononitriio pueden verse en 1a Tabia 79. Nuevamente

existe coincidencia (aproximada) con los datos para ios derivados anáio­
212 218

gos de 1a glucosa y manosa . Puede observarse 1a presencia de

picos característicos dentro de] grupo, es decir aquelios que permiten
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TABLA79. Picos principaies de los espectros de masa de ios derivados

tri-O-metiiados y di-O-acetilados de] D-gaïactononitrilo.

Metiïo en 2.4.6 2,3,6 2,3,4 3.4.6

l °/, Asignación °/, Asignación 0/, Asignación _ °/. Asignaciónm e

43 1oo Ac+ 100 Ac“ 1oo Ac+ 100 Ac+

45 36 1C 24 1C 24 72_ IC
70 7

71 8 3C 6 8 13 3C

73 4 12 3CN _

74 3 11

75 4 2C 7 2C

85 6

87 13 3C 26 3C 26 3C 34 3C

88 7 2M 17 2M 18 2M

89 9

95 4

96 12* 4CN

99 14 4C 14 4C 26 4C 14 4C

100 12 3CN

101 30 3C 5 6 45 3C

103 5

112 27* acn

113 5 20 4C 6 4C 8 4C

114 5 3CN 5 '

115 4 3C 7 3C

117 4 2C 6 2C 7 4C

119 8* 3C

126 6 4CN 3 4CN 4 4CN

127 8* pos 4CN

129 30 3C 25 3C 38 3C 71 3C

131 8* 4c '

142 13" 3CN

145 25* 4C

147 4* 3C

154 18* 4CN

157 3 3C

159 5 4C

161 13 3C 3 38 3C

186 19 4CN

189 7* 3C

205 4' 4C

' pico característico dentro de] grupo de trimeti'lados.
pos.= posiblemente
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e] reconocimiento de ios azúcares metiiados en diferentes posiciones.

Es asi que, por ejempio e] derivado de 1a 2,4,6-tri-O-metiiga­

lactosa muestra preminencia de ios fragmentos originados en ias series

3C y 4CN, ya que no posee metoxiios vecinaies, y en estos dos fragmentos

se conserva 1a carga en e] metoxiio de C-4. Dichos fragmentos pertene­

cen a ias series que en e] Capituio VI de esta Tesis se denotaron como

A y G, respectivamente. La segunda de estas series da en fonna carac­

teristica 10s picos a m/e 154, 127, 112 y 96. E1 pico a m/e 186 si

bien no aparece en ios otros derivados trimetiiados de gaiactosa y

212 218 para e] 3,4,6-tri-0-meti1manono­glucosa fue infonnado por Seymour

nitriio acetiiado aunque en muchamenorproporción. Otras caracteris­

ticas de] espectro de este azúcar es 1a ausencia de] pico a m/e 88,

indicativo de moiécuias con metoxiios vecinaies, o sea de] resto de ios

derivados trimetiiados.

E1 2,3,6- y 2,3,4-tri-0-metiiga1actononitri10 acetiiado, y a]

igua] que e] gaiactonenitrilo tetrametiiado, muestran poca tendencia a

1a aparición de picos originados en ias series CNdebido a 1a presencia

desestabiiizante de ios metoxiios en C-2 y en C-3. Para ambosderiva­

dos trimetiiados se hacen importantes ias series 4C y 3C, aunque esta

üitima iocaiice, para e] 2,3,6-trimeti1ado, 1a carga sobre e] acetoxiio

de C-4. Para este azúcar resulta característico e] pico a m/e 147 (

serie 3C) y en nuestro caso e] m/e 131 (serie 4C), pero también puede

diferenciarse e] azúcar por 1a alta intensidad de] pico a m/e 113.

En e] caso de] derivado de 2,3,4-tri-0-metiigaiactosa, e]

pico de 1a serie 3C a m/e 189 es característico y por nuestros resuitados

también 10 es e] m/e 159, hecho que no ocurrió para e] derivado de
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manosa218. La intensidad de] pico a m/e 99 también resulta caracteris­

tica. En e] capituio VI (página 94 ) estas series fueron denominadas

H, I, J y K, respectivamente. E1 derivado de 3,4,6-tri-0-metiigaiactosa

muestra, además de picos notorios de ias series 3C y 4C (antes A y B),

Ios de ias series 3CNfundamentaïmente, y en menor medida 105 de 1a 4CN.

Son característicos ios picos a m/e 205, 145, 142 y 119 y además es

importante e] pico a m/e 161.

Los cuatro espectros de masa exhiben picos de a1ta intensidad

a m/e 129 y m/e 45. Este üitimo se origina en 1a pérdida de] C-6

(serie lC), pero también ocurre en e] 2,3,4-tri-0-meti1 derivado, 10

cua] indica aiguna ruptura con transferencia de protón, comosugirió

Seymour218.

Los espectros de masa de algunos derivados di-O-metiiados y

tri-O-acetiiados de] gaïactononitriio puedenobservarse en 1a Tabia 80.

Puede apreciarse que sóio figuran cuatro de las seis unidades

dimetiladas posibïes, derivadas de 1a forma piranósica. Para determinar

la "especificidad" de ios picos con 10s dos compuestos no presentes, se

218 para los derivados de-Ia manosa,tuvieron en cuenta Ios datos de Seymour

considerando que no existen diferencias.

E1 derivado de 2,6-di«0—metiiga1actosa muestra en su espectro de

masa 1a presencia ue 1a serie 5CN(antes R) por pérdida de] radica]

'CHZOMe,reSultando entonces característicos los picos a m/e 286 y 157

( e] resto de los picos de esta serie aparecen en e] espectro de] derivado

2‘18). De ios fragmentos en e] extremo node 1a 3,6«di-0-meti1manosa

nitrilico, aparecen por igua] 1as series 4C, 3Cy 2C, en ias que se

mantiene 1a carga sobre un RCH==OAC. Todos esos picos carecen de vaior

comparativo por aparecer en otros compuestos dimetilados.
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Tabla 80. Picos principaïes en 105 espectros de masa de aïgunos derivados
di-O-metilados y tri-O-acetilados de] D-gaïactononitrilo.

Metiio en 2,6 4,6 2.4 3,4

y; Asignación gg Asignación '1g Asignación WL Asignación
m/e

43 100 A? 100 Ac+ 100 Ac‘.‘ 100 Ac+

45 44 1c 30 1c 5

JO 3 ZCN

71 4

74 5

Js 5 2c

87 32 3C 8 3c 18 3C 27 3c

95 4 4CNa

95 11* 4cn

99 1o 4c 1o 4c 12 4c

101 20* 3c

103 3 Ac20H+
112 28 4CN 25 4cu

113 9 4m"

.115 21 scu

117 14 2c

.126 3 4CN 28 4CN

127 5 4c 7 4C

129. .16 3c 22 3c 32 3c 56 ac

145 4 Ac3o+
154 16 4cu 1a 4CN

155 6 4CNa

157 .73 scn

159 18 4c a 4cn

161 11* 3c

169 14 sc"
.184 14 scu

186 20 4CN 6 4ch

139 9 3c 17 3c

201 1 4C

211 4 scu

214 16* 4cu

215 2 4cua

261 1 4c‘

286 1* scu

¿ Pico característico entre las unidades dimetiïadas.
para los 2.3- y 3.6-di-0-meti1manononitrilos acetiïados.cuenta Ios datos de Seymoury co].

a Ver texto (pag.262-263).

La especificidad fue evaïuada teniendo en
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Se produce en cambio en este compuesto y en otros con bajo

indice de metiiación un nuevo tipo de ruptura originado en 1a pérdida

de fragmentos neutros (ácido acético y cetena) a partir de] ion moïecu­

1ar, resultando iones radicales. Esta ruptura es caracteristica de

Ios derivados de a1dononitrilos, ya que los iones radicaies producidos

se estabiïizan por conjugación a Io largo de 1a cadena. Ya habia

existido una sugerencia para este tipo de pérdida por parte de

215, quienes justificaron aïgunos fragmentos de]Szafranek et a1.

giucononitriïo peracetiiado. Esto fue avalado por e] desplazamiento

producido por deuteroacetiïación. De este modose forman los picos a

m/e 211 y 169 de este compuesto, en esta serie que denominamos 6CN

(Esquema 13).

Esta serie resuïta, dentro de Ios dimetiiados y según nuestros

resultados, caracteristica para e] 2,6-di-0-meti1 derivado; sin embargo,
218

Seymoury co]. , aün sin asignarïa informan estos picos en otros deri­

vados dimetiïados con metoxiio en C-6, pero con menor intensidad que en

este caso.

+

CEN 7)“ CEN1+ CEN 1 cai“
l I

¿H-OMe c —0Me C-OMe í-OMe
l II II CH

CH-OAC ' 2 ACOH CH + CH ' CHzco I
I ¿H C-—OAC C:O
CH’OAC II H I
I Cti

CH_OAC CH-OAC I 2

¿HzoMe CHQOMG CHQOMe CH2OMG
\ V 4

m/e m/e

ESQUEMA 13
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E1 espectro de masa de] 4,6-di-0-metiigaiactononitri10

acetilado muestra, casi exclusivamente, los picos correspondientes a

1as series 4CN, 3C y 1C (S, A y D según 1a nomenciatura anterior).

Los correspondientes picos a m/e 214, 161 y 101 distinguen inequívoca­

mente a] derivado. Existen además en e] espectro de este compuesto

cuatro picos, aparentemente reiacionados entre si por 1a pérdida de

ácido acético y cetena, a m/e 215, 155, 113 y 95. La existencia de

estos mismos picos en e] espectro de] derivado de 1a 4-0-metiïga1actosa

seria un indicio de 1a presencia de 1a unidad C-1——-C-4en esos frag­

mentos. Existen dos expiicaciones posibles para los mismos; una

podria originarse en una migración de hidrógeno y pérdida de acetato

H

AcOHC few-om
=+ OR

/CH-—-CH \ Ï—NH
Aco OMe ÏH—OAC +

CH_OAC OAC

( RZACO Me)
m/e 215

- AcOH

+ + __+

CENH CENH ï=NH
| ' _

C - Ac0H i’m“ - CHZCO ï’ o

g Í“ sz
l __ M _
CH_OMG CH O e QH OMe

m/e 95 m/e 155 m/e 113

ESQUEMA 14
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de vinileno ( en e] caso de] metiïado en 0-4) o acetato de 2-metoxivini10

(en e] caso de] 4,6-dimeti1ado). (Esquema 14).

Este tipo de ruptura ocurriria únicamente en los aïdononitriïos

metiïados en C-4 debido a] efecto estabiiizante que tiene e] metoxilo en

esa posición sobre e] radica] formado. E1 hecho de que no se forme en

otros derivados con mayor cantidad de metoxiïos (como por ejemp10 10s de

las 2,4,6- o 3,4,6-tri-0-metilga1actosa) podria deberse a 1a ruptura

preferencia] de otras uniones antes que ésta, dada 1a existencia de

muchosmetoxiïos, que estabiïizan 1a carga.

Por 1a otra explicación, quizá más razonabïe, se podria

atribuir 1a existencia de] pico a m/e 215 únicamente a 1a abundancia

isotópica de] m/e 214, dada su baja contribución, y e] resto de los

picos con origen en e] fragmento a m/e 214 (serie 4CN) por pérdida de

radica] acetato (Ac0-), para dar un ion radica] estabiïizado por

resonancia:

1 +- __ 1'+°

CH-OAC A0. CH-OAc C-OAc
l La | |l _---->m/e113
CH-OAC fiH CH ere95

CHÏOMe CH—OMG CH2OMP\ J

m/e 214 m/e 155

Este tipo de ruptura es similar a 1a justificada para 1a

fragmentación de] derivado de 3-0-metilga1actosa (ver más adelante).

E1 derivado de 2,4-di-0-metiïga1actosa da fundamentalment
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fragmentos de las series 4CNy 3C (a1 igua] que 1a 2,4,6-tri-0-meti1ada),

denominadas anteriormente G y K, aunque también se evidencian aïgunos

picos de las series 2CNy 4C (Tabïa 80). Resuita característico el

pico de 1a serie 4CNa m/e 96. También e] pico a m/e 186 de esa serie

aparece en gran proporción, lo que lo distingue de] derivado de 3,4-di-0­

metiïgaïactosa. Este último muestra un espectro senciilo con picos

originados en Ias series 3C, 4C y 4CN(K, J y E), pero sóio aigunos, y

en alta proporción (Tabia 80). Es asi, que si bien no existen picos

característicos, este azúcar es fáciimente reconocibïe por la alta

intensidad de su pico a m/e 126 (serie 4CN)y también por 1a importan­

cia re1ativa de los picos a m/e 189 y 129 (serie 3C).

Teniendo en cuenta los datos de Seymoury co].218 para

distinguir e] 3,6-di-0-meti1 derivado se puedenutiiizar especificamente

los picos de 1a serie 4C a m/e 233 y 131 y semi-especificamente (es de­

cir, aprovechando su alta intensidad) a] m/e 113.

En cambio, e] 2,3-di-0-meti1 derivado puede distinguirse fá­

cilmente por Ios fragmentos de 1a serie 4C a m/e 261, 201 y 187.

GALACTONONITRILOS MONOMETILADOS Y TETRAACETILADOS

Los modeios de fragmentación de 10s derivados tetraÁO-acetila­

dos de los mono-O-metiigaiactononitriïos no habian sido -hasta e] mo­

mento de pubiicación de] trabajo (ref.230)- analizados en deta11e, pero

siguen las mismas regïas vistas hasta ahora. Los espectros pueden apre­

ciarse, conjuntamente con e] de] penta-O-aceti]galactononitri10-en 1a

Tabla 81.



TABLA81. Picos principales en ios espectros de masa de ios derivados

mono-O-metiïadosy tetra-O-acetiiados de] D-gaïactononitrilo
y en e] de] penta-O-acetiigalactononitriio.

Hetilo en 2­ 6­ No

Asignación Asignación 5G Asignación ‘% Asignaciór WLAsignación

115 10

184 9*

187 14*

289 2'

+

+
2C.Ac20H

3C

4C

+
2C.Ac30

3C.5CN

SCN

4C

pos.5C
SCN

4C

100

16

13*

5*

Ac+

3CN

4C

4c

2c A OH+¡CZ

4C

3CN

4C

3C

4C

100

6'!

N

3C

4CN

+

2C.Ac20H
4CN

4CNa

3C

2c.Ac3o+
4CN

4CNa

3C

4CNa

4C

pos.SC

100

6CN

3C

4C

100 Ac+

13 2c,Ac20H+

H U'Í

+
2C.Ac30

* Pico característico entre las unidades monometiladas.
a Ver texto (pag.262 y 263).
pos.=posiblemente
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Los modeios de fragmentación son reaïmente característicos.

Por ejempio, e] 2-0-meti1derivado muestra fundamentalmente 1as rupturas

originadas en las series 4C y 5CN,aunque también aparecen otras series

(3C, 2C _yposiblemente 5C).(Ver Tabia 81 _yEsquema 15).

'I+­

CH:OAC CH:OH

ClH-OMG SERIE 2C l -CH2C0 I

CIH_OAC CH20AC OAC

CI:H_OAC m/e 145 m/e 103 +

CH_OAC SERIE3C CIHEOAC c HéOAc (¡HL-CAC— AcOH -CH co

CH2OAc N C¡H-0Ac ("Z-OAc 2 Cl:
LP

rá CHZOAc CH2 CH3
‘31 m/e 217 m/e 157 m/e 11501

C _:_N C EN
I |

CH-OMe CH-OMe (¡H-OMe_ I _

CH-OAc ACOH CH2 _HCN_ CH
I - CH2C0 l lCH-OAc CZO C30

l

CH-TOAC CH-T-OAc ¿HÏOAC
+ + +

m/e 286 m/e 184 m/e 157

LSERIE 4C A ox . C

-2». \

ÏH_OAC AcO \\ l 0+CH-OAC ' ACZO /
0+ AcOH

H-OAc m/e 127

CH2OAC ACO 1- CH2C0m/e 187 .

m/e 289 O \
C)+

ESQUEMA 15 m/e 85
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La serie 5CNes inusua], ya que ocurre por ruptura entre dos

carbonos acetoxiiados. E1 pico a m/e 184 de esta serie es caracteris­

tico de] compuesto. Tambiénresuïtan característicos los picos de 1a

serie 4C, a m/e 289 y 187, este ü1timo de bastante intensidad. Esta

serie también aparece en e] espectro de masa de] gaiactononitriïo pen­

taacetiiado. E1 fragmento a m/e 70 que se formaría por ruptura de

1a unión C-2-——C-3,pero manteniendo 1a carga sobre e] metoxiio

(serie 2CN) no existe, lo que está de acuerdo con e] hecho que un frag­

mento de] termina] nitriiico sólo es estabïe cuando 11eva un acetoxiio

vecino a1 C-l.

E1 espectro de] 3-0-meti] derivado muestra análogamente dos

series fundamentales, en este caso más predecibies: 1a 4C y 1a 3CN,

manteniéndose en ambos casos 1a carga sobre e] metoxiio. También

aparecen aigunos fragmentos de 1a serie 3C (Esquema 16).

De 1a serie 4C, resultan característicos Ios picos a m/e 201

y 99, y de 1a serie 3CN, m/e 142 y 83. En este üitimo caso, y aná;

logamente a 10 postuïado para e] derivado de 4,6-di-0-metilga1actosa

(página 263), 1a pérdida de radica] acetato se justifica por 1a forma-.

ción de un ion radica] estabiiizado por conjugación a lo iargo de 1a

cadena. E1 pico a m/e 83 también habia sido informado por Seymour218

para e] espectro de] derivado de 3,6-di-0-meti1manosa.

Anáiogamente a] compuesto anterior, e] espectro de1 derivado

de Á-O-metiigaiactosa muestra dos caminos de fragmentación caracteris­

ticos, o sea e] 4CNy e] 3C, originados en rupturas que dejan 1a carga

sobre un metoxiio. Ademásexisten pequeñas proporciones de 1as series

4C, 2C y probabiemente también 1a 5C. Los caminos indicados se pueden

apreciar en e] Esquema 17.



¿H_OMP SERIE 4C
—————>

SERIE 3CN

H-OMe

m/e 83

SERIE 3C

Ver Esquema 15

ESQUEMA 16

|

CH-OAc

CH;OM9

|

(H-OAC
|

CHZOAC

m/e 261

- MeOH

- CHZCO
- Ac0H

+

9+2
CZO
|

CH
H

CH-OAC
m/e 127

j: CHZCO

- AcOH
_—-————>
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CHÉOMG
|

F-OAC

EH

m/e 201

l

- CHZCO

CH¿0Me

c‘:o

¿H2

¿HzoAC

m/e 159



_ 1+ _

CH-OAc _ _ CH
SERIE 4CN CH_0AC Ac0H CH CHZCO 2

¿MAC ———>¿OA -——-i ¿:0
á CH-OAC I C lH-OM l .—.—. _

| e CH-ÏOMe CH+OMe CH-;OMe

(¡H-CAC m/e 214 m/e 154 m/e 112

\____:_559;____> Fragmentos m/e 155, 113 y 95,
ERIE 3C ver página 262

+ + t

CH=OMe CH‘SOMe C|H"—'OMel - A OH I - CH co

CIH-OAG ——c—% c —0Ac _—2——} c :o
|| I

CH20AC CH2 CH3

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

ESQUEMA 17

Ta] como se expiicó para e] derivado 4,6-di-0-meti1ado,

también aparecen 10s picos a.m[e 155, 113 y 95 (páginas 262 y 263), adjuñ

dicados a 1a serie 4CN, posibiemente por pérdida de radica] acetato a

partir de] ion m/e 214. La serie 3C muestra un único fragmento caracte­

rístico, e] mle 189; 1a 4CNpresenta tres fragmentos que distinguen a1

derivado. De elios, e] último, m/e 112 es e] más importante.

E1 espectro de] derivado de 6-0-metilga1actosa (Esquema

18) muestra característicamente Ios iones de 1as series 1C (m/e 45) y

2C (m/e 117), pero también se encuentran muchos iones de 1as series 3C

y 4C, y anáiogamente a] ga1actononitri10 penta-O-acetiiado, e] ion de 1a

serie 5CN, m/e 212, que también es característico entre los monometi1ados.
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CEN 1+ CIEN 1+. CsN
1 I

C-OAc ICl--OH CH-OAc

IÉH ¡CH éH-OAC
c': o C = O c|H—oAcI

CH2 #Hz CH=OAc
| +

<9
{o m/e 155 qt,

m/e 197 4’40 ‘59

#04, - CHZCO

+ — AcOH
CH=OAc _ 7+­C=N
I SERIE
CH-OAC ( 4C I
l C H-OAC

CH-OAc | \I CH-OAc
CHZOMe ¡ 0*

CH-OAC
I

CH-OA

A OH ' C CEN- c

14m2“) CHQOMG m/e 212
+ +

CHÉOAC lSERIE 3C CH2"-=OMe CHzoAc
l

C :O m/e 45

2 Í m/e 117l CH-OA .Ï

CH2OMe l C w ¡CH-OAc
m/e 159 Il

CH-OMe

- MeOI/ m/e129
CH'ÏOAc CH'ÉOAC _ CHco CH-ZOH
I - CH co I 2 ¡

f-OAC —2¿ C:0 CH
l I

CH2 CH3 CH-OMe
m/e 157 m/e 115 rn/e 87

ESQUEMA 18



Sin embargo, e] pico más altamente característico, que no aparece en e]

espectro de ningún derivado tetra- ,tri-, di- o monometiiadoes e] de

2, para e] cua] no dieronm/e 197, ya informado por Kochetkov y co].21

ninguna expïicación. Este se origina, anáiogamente a1 de] derivado de

2,6-di-O-metiiga1actosa, en 1a pérdida de fragmentos neutros para dar

un ion radica] estabiïizado por resonancia, que después da otro fragmento

estabie (Esquema 18).

Con respecto a] penta-O-aceti1ga1actononitri10, da un espectro

215 para e]muysenciiio, simiiar a1 informado por Szafranek y co].

derivado análogo de giucosa. Conteniendo a] nitrógeno, aparecen sóio

dos fragmentos de 1a serie 5CN, y 1uego ios ya conocidos (pag. 88 ) de

1as series 2C, 3C y 4C , más los aciioxonios de m/e 103 y 145. A eiios

hay que sumarïes e] pico a m/e 225, ion radica] formado pOr 1a ya conocida

pérdida de fragmentos neutros (serie 6CN). La misma ruptura justifica

además ios fragmentos de m/e 183, 165 y 123 informados por Szafranek y
215

co] (Esquema 19).
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CH-OAc

CH-OAc

CH-OAc

%H—0Ac
CH20AC

ESQUEMA 19

N 7‘“

- 2 ACOH

- CH C0

o 272 ­

m/e 123



ESTUDIO DEL RESIDUO PROVENIENTE DE LA PURIFICACION DEL CARRAGENANO CRUDO

Comoya se mencionó (página 100) . e] carragenano se obtuvo por

precipitación a partir de] agregado de su solución acuosa sobre tres

voiümenes de isopropano]. Cuandoeste carragenano se purificó por

redisolución en agua, Se observó que un 8-10 % de su peso, permanecía

insoïub1e11’126.

Matuiewicz11 había informado que ese residuo contenía 6 % de ni­

trógeno (37,5 % de proteína), 2,5% de azufre (9,3 % de 503K) y por hidró­

1isis de 1a porción de hidratos de carbono se obtenía una mezcïa de

gïucosa y galactosa en reiación 4:1.

Cuandose efectuaron ios anáiisis correspondientes a cinco mues­

tras diferentes de este residuo, obtenidas en distintos fraccionamientos

de] carragenano, se observaron ios resultados que se aprecian en 1a Tabla 82.

TABLA82. Anáiisis de diferentes muestras de residuo insoiubie

MUESTRA PROTEINA SULFATO 3,6-ANHIDRO- FOSFORO REL.MOLAR

(N% x 6,25) (503K z) GALACTOSA% (P z) GLUEGAL

A 54,1 10,5 1,5 0.12 2,90 1

B 62,2 7,7 1,4 0,18 2,34 1

c 36,8 8,9 1,7 0,12 3,60:1

D 47,1 10,1 1,6 0.30 3,03 1

E 52,2 9,8 1.6 0.17 2,96:1
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Se evidencia aproximada concordancia entre ias diversas muestras,

y también con 105 resuitados de Matuiewiczll, aunque saivo 1a muestra c

que encaja mejor con los vaiores antes naiiados, en e] resto de ias mues­

tras e] contenido de proteina es sensibiemente mayor (¿v‘50 %)y ia reia­

ción giucosazgaïactosa menor ( LA 3:1). Se observan también pequeñas

cantidades de 3,6-anhidroga1actosa y fósforo.

Matuiewicz11 habia efectuado e] análisis de 10s aminoácidos com­

ponentes de 1a porción proteica de este residuo. En 1a Tabia 83 pueden

apreciarse ios resuitados correspondientes a ias cinco muestras aqui

estudiadas, y 1a comparación con 1a determinada por Matuiewiczll.

Se observa que ios resuitados anaiiticos no difieren mayormente

entre ias distintas muestras. E1 ünico aminoácido cuya variación es

grande es 1a arginina, 10 cua] podria deberse a su destrucción parcia]

durante 1a hidróiisis en algunos casos. E110podria indicar que 1a

arginina es uno de ios aminoácidos más importantes. Otros aminoácidos

importantes son 105 ácidos aspártico y giutámico; todos estos datos

evidenciarian e] predominio de los aminoácidos polares por sobre ios no

poïares, entre Ios cuaies 1a ieucina y 1a a1anina son ios más importantes.

Dadas1as parecidas caracteristicas analíticas de todas las

muestras (Tabias 82 y 83), todas eiias se unieron en un solo residuo

insoiubie (RI);
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TABLA83. Composición en aminoácidos de distintas muestras de residuo
insoïubiea.

AMINOACIDO g/100 g proteina

A B C D E F Promedio

Ac.aspártico 13,6 12,7 12,5 11,9 12,0 13,7 12,7 i 0,4

Treonina 4,5 6,1 5,1 5,2 4,4 2,9 4,7 + 1,1

Serina 7,0 8,8 6,2 6,3 6,2 6,1 6,8 + 1,0

Ac.giutámico 16,6 16,5 12,7 11,0 12,4 13,6 13,8 i 2,1

Prolina 4,0 3,6 3,8 3,4 3,0 7,3 4,2 i 1,5

Glicina 4,4 5,5 4,8 4,7 4,0 4,4 '4,6 i 0,5

A1anina 7,7 8,1 7,7 6,7 6,0 8,6 7,5 1 0,9

Valina 6,4 5,9 5,8 5,8 5,2 7,1 6,0 i 0,6

Metionina 0,2 1,3 0,7 0,4 0,0 1,2 0,6 i 0,5

Isoïeucina 5,0 4,5 4,6 3,9 4,5 4,5 4,5 i 0,3

Leucina 8,7 9,3 9,3 8,2 7,3 10,0 8,8 t 0,9

Tirosina 4,8 4,8 5,2 3,8 3,1 4,0 4,3 i 0,8

Feniiaïanina 5,7 4,9 5,0 4,1 4,2 5,9 5,0 i 0,7

Histidina 1,3 0,4 2,0 3,0 3.5 0,0 1,7 i 1,4

Lisina 3,7 5,1 4,7 4,9 7,0 3,5 4,8 i 1,2

Arginina 6,5 2,5 9,8 16,8 17,0 7,0 9,9 i 5,9

aEn ias condiciones de operación no pueden dosarse triptofano, hidroxiproïi­
bna ni hidroxilisina. Datos de Matulewicz (ref.11).
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EXTRACCION ACUOSA DEL RESIDUO INSOLUBLE

Debe tenerse en cuenta el extraño comportamiento del residuo

insoluble (RI); era extraido del alga por solubilización en agua, junto

con el carragenano, y luego, al intentar disolverlo no se solubilizaba.

Dadasesas caracteristicas, y la presencia de proteina, sulfato,

glucosa y galactosa, se hacia interesante ahondar en el estudio del produc­

to para intentar separar diferentes componenteso llegar a identificar

- al menos parcialmente - estructuras de productos que contuvieran

aquellas porciones.

Se decidió entonces intentar una extracción acuosa del RI.

Cuandoésta se efectuó (en una relación 1 % de residuo a agua, varias

horas) y se centrifugó el residuo, se observó que la solución obtenida

resultaba coloreada y sumamenteviscosa. Se aislaron por liofilización

los productos soluble e insoluble, y este último volvió a tratarse con

agua de la misma forma, repitiendo el proceso de modo tal de completar

cuatro extracciones, cuyas caracteristicas se aprecian en la Tabla 84.

Puede apreciarse que el aumento de la solubilidad (es decir

una progresión en la Tabla 84 desde abajo hacia arriba) es paralelo a

un increme to en el contenido de sulfato, 3,6-anhidrogalactosa y galactosa,

es decir los componentes tipicos de un carragenano. En cambio, en el

sentido inverso aumentó la proporción de los componentes "extraños", glu­

cosa y proteina.

Ese tipo de separación indicaria la presencia de algún tipo

de carragenano - que por algún motivo precipitó de su solución acuosa -,

"asociado" a algün glucano y proteina; por extracción acuosa se obtiene

un producto que está enriquecido en el carragenano.



TABLA84.Extracciónacuosade]residuoRI.Rendimientosyanáiisis. FRACCIONRendim.ProteinaSulfato3,6-anh.HidratosRe1.m01arRe1.m01ar.aprox.

Z%(503K%)gaiactosadecarbonoGïuzGaiGa1:3,6-ahg:SO3K

%%

Residuo)inso]ub1eorig.52,59,181,529,02.95211:0,23:1,70

(RI

5°IUÏLÉ_Ï;a-QXtraC°i°n1810,417,962,139,50,89211:0,11:1,17 5°‘“ï¿5_gïa'extra°Ci°"525,69,520,937,01,1511:0,06:0,75 So]uï¿g_g;a-extraCCï°"232,47,961,140,02,92:11:0,12:1.06 S°‘”ï¿á_2ïa'extra°°‘°"232,97,031,137,52,69:11o,12:o,94 Insoïubïefina](RIF)6651,24.350,626,14,95:11:0,15:1,35
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Por el otro lado, la relación molar galactosa23,6-anhidrogalactosa:

sulfato obtenida en forma aproximada para los cuatro productos solubiliza­

dos es similar (Tabla 84), lo que indicaria que en todos los pasos de

solubilización se extrae el mismotipo de carragenano, mientras que el

que queda insoluble en el RIF presentaría un contenido de sulfato relativo

algo mayor.

Cuandose efectuó la turbidimetrian’125 del producto soluble

RS-l, se comprobóla ausencia de fracciones que precipiten con cloruro de

potasio, indicando que se trataba de un producto "soluble".

A fin de separar - de ser posible - el "carragenano" del resto de

material se recurrió a una resina DEAESephadex A-50. Yaphe y col.268'270

ya la habian utilizado para separar tres fracciones del ágar de distintas

especies; con agua eluian la agarosa neutra, con NaCl 0,5M agarosa sulfa­

tada y con NaCl 2,5M galactanos de grado de sulfatación más alto, no

gelificantes y exentos de 3,6-anhidrogalactosa270.

Cuando el producto RS-l se sembró en una columna de esa resina,

ésta se volvió opaca y por elución con agua se obtuvo el diagrama indicado

en la figura 36.

Cuando se cambió el solvente a NaCl 0,5M no se eluyó ningún producto,

y lo mismo ocurrió con soluciones de cloruro de sodio 1M, 2My aün 4M, es

decir que el producto iónico no era eluido de la columna. Yaphey col.268

ya habian informado que quedaban productos altamente sulfatados unidos en

forma irreversible a la resina.

Por liofilización se aisló el producto no iónico, y éste repre­

sentaba cerca del 50 %del peso original; cuando se cromatografió en

geles de Sephadex G-100 utilizando urea 7Mcomo eluyente se obtuvo un único

pico en la zona del volumen de exclusión.



v 279 ­

ABSORBANCIÑ‘

Figura 36. Diagrama de e1ución de] producto RS-l en una resina DEAE­

Sephadex A-SO, con agua; *'(---) Hidratos de carbono;
(—-) proteina.

SEPARACION PREPARATIVA Y ÏRACCIONAMIENTO DEL PRODUCTO RS

Vistos Ios resultados obtenidos se decidió verificar 1a separación

en forma preparativa partiendo de casi dos gramos de residuo insoïubie,

con 10 que se obtuvo 18,4 % de materia] soïuble (RS) y 73,4 % de

en este caso sóTo se efectuó una extracción, dadas iasinsolubie (RIF);

Los datosexiguas proporciones obtenidas en las subsiguientes (Tabïa 84).

anaïiticos de] producto RS se observan en 1a Tabla 85.



TABLA85. Composición de] producto RS.

Rendimiento. 18,4 Z

Hidratos de carbono % 45,8

Proteina % 24,9

3,6-anhidroga1actosa Z 2,1

Suifato (como 503K %) 16,6

( ) Giu 44,1Reiación moiar moles %
de azúcares Ga] 51’1

Xi] 2,1

Ara 0,4

Man 0,7

Ram 1,5

Se observa que saivo e] contenido de proteina, que creció notoria­

mente, e] resto de 105 dosajes dieron resuitados similares a ios de] pro­

ducto RS-l antes obtenido. Por e] otro 1ado, 1a hidróiisis tota] de]

producto y 1a cromatografía gaseosa de Ios correspondientes a1dononitri10s

acetiiados efectuada posteriormente, indicaron, además de 1a presencia de

glucosa y gaiactosa, 1a existencia de vestigios de otros azúcares (Tabla 85).

E1 producto RS se cromatografió sobre DEAE-SephadexA-SO; por eiu­

ción con agua hasta reacción negativa de hidratos de carbono se obtuvo una

soiución que por concentración y 1iofi1ización dio un 53 %de un producto

con aspecto de degradado (RS-N).

Comoya se habia mencionado, la resina no permitía 1a eiución de

más productos; sin embargo, a1 dejar 1a resina con NaC] 4Mpor varios

dias, y 1uego hervir brevemente la solución. reempiazar e] decantado por



- 281 ­

soïución salina fresca y repetir e] procedimiento. se obtenia una soïu­

ción acuosa viscosa y que por diálisis y liofiiización dio un 37 %de un

producto iónico (RS-I).

Dado que e] aspecto de] producto RS-Nindicaba que éste tenia

bajo peso molecuiar, se decidió dia1izar una solución de] mismocontra

un volumen grande de agua, y se obtuvo de esa forma una pequeña porción

dentro de] tubo de diáïisis ( 7%, RS-NI) y e] resto (88 %, RS-NE)diaii­

zaba, confirmando e] bajo peso moiecular de esta fracción.

E1 aspecto de] producto RS-NEy aïgunos caracteres anaïiticos

( porcentaje de proteina + hidratos de carbono de RS-N= 60 %), hicieron

pensar en 1a posibïe presencia de materia] 1iposoïub1e, por lo que este

producto se extrajo con c10roformo/metano] 2:1, de] modocïásicamente

utiïizado para desiipidar materia] bioiógico. Esa extracción permitió

obtener por centrifugación un residuo RS-NER(28 %) y 1a evaporación de

los soiventes orgánicos permitió recuperar 63 Z de sóïido (RS-NEC).

E1 sistema tota] de separación utilizado se indica en e] Esquema

20 y 1as caracteristicas de ios productos obtenidos pueden observarse en

1a Tabla 86.

En dicha Tabla (pag. 283) se observa nitidamente que se acentuó

1a diferencia en 1a composición pues 1a gaïactosa era e] azúcar principal

en e] producto RS-I y la glucosa en e] RS-N, ya que todas sus subfracciones

son ricas en ese azúcar. E1 carragenano estaria asociado a proteina, 1a

cua] está presente en todo e] resto de fracciones.
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TABLA86. Rendimiento y composición de Ios productos obtenidos por

fraccionamiento de] materia] RS

Producto Rend.a H.d.C.b Proteina 3,6-agc 503K Reïación moïar (moies
% % % Z % %) de azúcares

Giu Ga] Xi] Ara Man Ram

RS-I 37 36 10 3,2 39,8 6,8 82,0 1,5 4,3 2,6 2,8

RS-N 53 29 30 0 0 -—-no determinado

RS-NI 7 61 24 82,7 11,0 - 0,2 3,6 5,0

RS-NE 88 n.d. n.d. no determinado

RS-NER 28 56 16 95,5 d 0,2 1,2 1,9 1,2

RS-NEC 63 22 29 — - 88,7 - 0,7 7,1 3,5

aRendimiento considerando e] producto a partir de] cua] fue obtenido.

bHidratos de carbono. c3,6-anhidroga1actosa. d Hay trazas de galactosa in­

cluidas en e] porcentaje de gïucosa.

ANALISIS PRELIMINAR DE DOS FRACCIONES

Fracción RS-EEB

Desde e] punto de vista de su estudio como hidrato de carbono,

e] más interesante resultaba e] producto RS-NERpor su bajo peso moiecuiar,

su importante proporción de hidratos de carbono y 1a presencia mayoritaria

de giucosa por hidrólisis.

. E1 peso moïecuïar determinado por dosaje de grupos reductores,

para 1a porción de hidratos de carbono, fue de 790, 10 que indicaria una
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estructura promediotetra- o pentasacaridica, si es que todas las cadenas

poseen su unidad termina] reductora 1ibre. E1 poder rotatorio

( agua, c=3,385) fue de 41,1° , lo cua] no concuerda con lo que habitual­

mente se encuentra en gluco-oiigosacáridos enïazados por unión 6-, cuyos

poderes rotatorios suelen ser menores, ni por unión 0<-, en ios que sueie

ser bastante mayor, y ello podria indicar 1a presencia de ambos tipos

de unión.

El espectro de 1H-RMNde] producto se encuentra en 1a Figura 37.

Además de 1a compleja zona de 1a resonancia de 105 protones H-2 ——H-6,

pueden distinguirse en e] espectro tres señaies que corresponden a car­

bonos anoméricos, ubicadas a 5 5,44, 5,01 y 4,74 ppm, con una re1ación

aproximada de intensidades de 1:1:2, Io cua], sumadoa] peso moiecuiar

antes calcuiado podria indicar una estructura de tetrasacárido para 1a

porción de azúcares de] producto. Las asignaciones efectuadas a los

protones anoméricos de di- y oiigosacáridos de giucosazn’z72 se

encuentran en 1a Tabïa 87.

La aparición de las tres señaies en este caso, debiendo repre­

sentar una de e11as a un hidrógeno de un carbono anomérico termina] (no

giicosiïado) parecería indicar que 1a seña] a 5,44 ppmrepresenta a una

unidad de giucosa iigada o(-(l-46) ó o<-(1-—a4) o aún otras posibiïi­

dades, como una o(-(l—ñ2) con 1a unidad siguiente en configuración p, o

un azúcar termina] reductor unido por 1a posición 2-.

La seña] a 5,01 ppmdeberia indicar inequivocamente Ta presencia

de una unión o(—(1—46),mientras que 1a seña] a 4,74 ppm puede indicar

glucosa unida p-(l-A3) fundamentaimente o bien p-(l-aZ) y/o termina].

Debeconsiderarse que dada 1a mutarrotación, e] azúcar termina] debe estar

comomezcia de anómeros, aunque se ha encontrado que sueie privar e] p por
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I v IT‘IÑ'T‘ I'Ñ'Íï I'v r l. v l v'
6,0 5,5 5,0 4,5 4,0 3.5 3,0 ppm

Figura 37. Espectro de lH-RMN (a 100 MHz, de 3.0-6,0 ppm) de] producto RS-NER.

(con eliminación de] pico de] HOD).
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TABLA87. Desplazamientos quimicos de los protones anoméricos correspon­

dientes a di- y oligoglucósid05271'272,

CONFIGURACION DEL CARBONO ANOMERICO

cx; B

(1-52){sig.oca 5,10-5,13 ppm 4,63-4,65 ppm
. a I

Punto al S‘Q’P 5a39-5.41 ppm 4,74-4,77 ppm

que Se “"e (1—»3) 5,36-5,38 ppm 4,74-4,75 ppm

(1-ñ4) 5,40-5,41 ppm 4,51-4,52 ppm

(l-fiG) 4,98-4,99 ppm 4,50-4,56 ppm

Unido por 4- 6 6- á 5 23_5 24 ppm ó 4,66-4,68 ppm
D 9 b

. 5,26-5,28 ppm _
Termina] Unido por 3- 4,69 4,71 ppm

reductor Unido por 2- 5,45-5,47 ppm 4,77-4,83 ppm

aEl desplazamiento varia notoriamente si la unidad a la que está enlazado

tiene configuración cz ó p. b La asignación dependió de los autores (ref.

271 y 272).

271, por lo que la señal de éste ültimo podria no verse, opor sobre el ei

ser un pequeño hombro que alcanza a observarse a Á 5,36 ppm.

El producto fue tratado con oá-amilasa, que produce la ruptura de

algunas uniones cá-(l-a4), pero resultó intacto por ese tratamiento lo que

indica que el sustrato es inmunea esa acción amilolitica, bien por falta de

esas uniones o por la existencia de otras vecinas que bloqueen su acción

(comolas ci-(l-p6)).

Queda entonces, comoestructura más probable para este producto

la de un tetrasacárido de glucosa, con uniones e<-(1-+3), cK-(l-*6) y

P-(l-ñ3) entre los monómeros,pudiendo ser en realidad l-ñ2 cualquiera de
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las uniones asignadas como1-*3, si es que la unidad siguiente tiene su

carbono anomérico con configuración p. La terminal reductora se encontraría

fundamentalmente con configuración p, y estaria unida por la posición 2­

ó 3-.

La alta viscosidad de la solución, debida posiblemente a la alta

concentración utilizada y a la presencia de proteina produjo el ensancha­

miento de las señales que impidió determinar las constantes de acoplamiento.

Fracción RS-NI

Podria suponerse que este producto es similar al anteriormente

estudiado, con diferencia de peso molecular entre ambos. El espectro de

lH-RMNdel producto (Fig.38) es de más dificil interpretación debido a la

imposibilidad de eliminación del pico de HODdel mismo. De cualquier modo,

en la zona anomérica alcanzan a verse señales a 5,42, 5,02 y 4,75 ppm; pese

a que la relación de intensidades no es la mismaque la anteriormente encon­

trada, especialmente por la disminución de la señal que caracteriza uniones

o<-(l-+6), el tipo de uniones es el mismoque el anteriormente encontrado,

lo que permitiría sugerir algún "parentesco" estructural con el producto

RS-NER. Se alcanzan a ver también dos picos anchos a 81,0 y.1,4 ppm, pro­

bablemente debidos a la porción proteica o lipidica del producto.

rgï ji . . l . . . . l . . . 1 . . . . I . ¡ y . ¡ j . . . l jzgj

6 5 4 3 ppm

Figura 38. Espectro de 1H-RMNa 100 MHz(3,0-6,0 ppm) de la fracción RS-NI
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CONSIDERACIONES GENERALES

El secado final de los productos se efectuó en desecador

a presión reducida, sobre cloruro de calcio, y en algunos casos sobre

lentejas de hidróxido de sodio.

Las evaporaciones se realizaron a presión reducida en un

evaporador rotat0rio Büchi, y a temperaturas del baño por debajo de 45°.

Los productos se llevaron a sequedad por liofilización; éstas

se efectuaron en un aparato Eliovac TD2001, a presiones menores de

150 micrones de Hg, y temperaturas del condensador cercanas a los 40°

bajo cero. Las muestras se dejaron en desecador de vacio una noche

previamente a ser pesadas y/o manipuladas.

Las extracciones y los fraccionamientos se efectuaron a

temperatura ambiente (salvo indicación en contrario) con agitación

mecánica constante. Los productos precipitados se separaron por

centrifugación y después de ser lavados (y cuando fue necesario,

dializados) se concentraron y liofilizaron. El germicida utilizado

en todos los casos fue la m-toluidina.

Las soluciones y suspensiones utilizadas para las deter­

minaciones cuantitativas se mezclaron con un Rotamixer (Hook &

Tucker Ins.,Ltd.).

Las diálisis se efectuaron a temperatura ambiente utili­

zando tubos de celulosa (Arthur H. ThomasCo., E.E.U.U.), anudados

en ambos extremos, y la selección del diámetro del tubo dependió del

volumende solución a dializar. Las diálisis se llevaron a cabo una

noche contra agua corriente, y luego contra agua destilada renovada

cada 24 horas.
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Los poderes rotatorios fueron determinados a temperatura

ambiente en un polarimetro Perkin-Elmer 141 con una lámpara de sodio

( 589 nm ), en un tubo de 1 dm, con un volumen interno de aprox. 1 ml;

a menosque se indique lo contrario, la concentración utilizada fue de

0,3-0,5 % (p/v). En los casos en que fue necesario se dejó estabilizar

la solución en la celda del polarimetro durante una noche.

Las muestras para microanálisis se secaron sobre pen­

tóxido de fósforo.

Las determinaciones colorimétricas se realizaron con un

espectrofotómetro BeckmanDU,y la concentración se determinó por

referencia a curvas patrón; se utilizaron celdas de cuarzo de 1 cm de

longitud óptica ó 0,5 cm, dependiendo del volumen de solución

disponible.

Los espectros de absorción en el infrarrojo fueron

determinados con espectrofotómetros Perkin-Elmer 421, Perkin-Elmer

137B-Infracord o Perkin—Elmer7108, utilizando peliculas de polisacárido

obtenidas por concentración de soluciones acuosas del producto al 0,5 %

a sequedad sobre una superficie de mercurio, o bien en fonna de

pastillas con bromurode potasio.

Los espectros de masa fueron realizados con un

espectrómetro de masa Varian MATCH-7Aa un potencial de ionización de

70 eV, mediante introducción directa, con distintas temperaturas de

entrada, indicándose únicamente los espectros obtenidos en condiciones

óptimas. La combinación cromatografía gas-liquido- espectrometria

de masa se efectuó con el mismo espectrómetro combinado a un

cromatógrafo Varian 1400, y adosado a un procesador de datos de la
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misma marca, sistema MAT166, con una termina] de video Tektronix

4010-1.

Los dosajes de proteina de Ios productos insolubïes se

11evaron a cabo por determinación de nitrógeno por e] método de
73

Dumas-Preg]2 y muïtipïicación de dicho contenido por e] factor 6,25.

E1 contenido de metoxiïo se determinó por e] método de
274 , . . .. Tanto este ana1151s comoe] anterior se efectuaron enBelcher

e] 1aboratorio de Microanáïisis de] Departamento de Quimica Orgánica

(UMYMFOR-FCEyN).

CROMATOGRAFIA SOBRE GELES

Sephadex g-_5

Los estudios de 1a composición de 1as mezcïas de diferentes

carragenanos autohidrolizados se efectuaron por cromatografía sobre

geïes de Sephadex G-25 (figuras 21, 24 y 28).

E1 ge] se preparó por agregado de] producto comercial (AB

Pharmacia, Uppsaïa) seco a un exceso de] soïvente utiïizado (soiuéión

de cïoruro de sodio 0,5M); la suspensión se dejó “hinchar” durante

tres horas a temperatura ambiente.

Una vez producida 1a hidratación, se Ilenó 1a coïumna (1,2

x 60 cm) con una suspensión diluida de] ge]. E1 voïumen de exc1usión

se determinó por sembrado de una soïución de Blue Dextran 2000 (2 mg/

0,3 m1 ), recoïección de fracciones y lectura de la absorbancia a 254 nm.
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Sephadex 9-199

El control de homogeneidad de los productos C, SD e ID (figura

17) y RS (página 278) se efectuó por cromatografía sobre geles de

Sephadex 6-100.

La preparación del gel se efectuó del modoantes indicado,

con adecuación del tiempo y temperatura de hidratación al tipo de gel,

y con la utilización de solución de urea 7Mcomosolvente; la

columna, de dimensiones similares, fue calibrada con dextranos de

peso molecular conocid0275.

En_ambos casos se sembraron muestras de 3-5 mg de producto

en 0,3 ml de solvente y se recogieron fracciones de 1 ml utilizando

un colector automático con célula fotoeléCtrica ( Gilson ).

CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO

Las cromatografias gas-liquido se efectuaron en cromató­

grafos Hewlett-Packard modelos 5830 y 5840 A, equipados con detector

de ionización de llama. graficador e integrador automático.

Se consideró que la masa de cada producto era proporcional

al área de cada pico.

Columnasy condiciones utilizadas

En todos los casos se utilizaron columnas de 180 cm de largo



y 2 mmde diámetro interno. La coïumna A era de vidrio, Was

correspondientes a B y C de acero inoxidabie. E1 gas portador fue

nitrógeno, con un flujo mantenido en 25-30 mI/min.

Los rellenos y las condiciones uti1izadas fueron:

A: 3 Z de ECNSS-Msobre Gas-Chrom Q (100-120 mesh), isotérmica a

180°C.

B: 0,2 %de po]i(succinato de etiiengïicol) (HIEFF-ZBP);0,2 %de

po]i(adipato de etiiengïicoï) (HIEFF-ZAP)y 0,4 %de si1icona

XF-1150 sobre Gas-Chrom P, isotérmica a 170°C.

C: 3 % de 0V-225 sobre Gas-Chrom Q (100-120 mesh) programada desde

150°C hasta 245°C, a una velocidad de 8°/minuto, y 1uego

isotérmica a 245°.

D: igua] coïumna que C, pero programada de 185°C a 245°C, a 4°/minuto

y 1uego isotérmica a 245°.

E: igua] columna que A, pero isotérmica a 190°C.

E1 detector y 1a cámara de inyección se mantuvieron a 210°C

en Ios casos A, B y E, y a 260°C en C y D.

En las cromatografias gas-liquido acopiadas a espectrómetro de

masa se utiiizó e] re11eno A, pero en una co1umna de 120 cm de iargo, y

se utiïizó he1io comogas portador.
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DETERMINACION DE LOS AZUCARES COMPONENTES

Hidrólisis ácida total de los Eolisacáridos

Los polisacáridos (2 mg) se hidrolizaron por calentamiento

con ácido trifluoroacético 2N (0,5 ml) durante 2 horas, a 121°, en

tubo cerradozoo. Luego se llevó a sequedad bajo corriente de

nitrógeno (tras centrifugación si fuera necesario), se tomóel

hidrolizado con agua y se llevó nuevamente a sequedad, repitiendo el

procedimiento hasta eliminar totalmente el ácido (lo que se reconoce

por el olor). La muestra se dejó en desecador de vacio una noche

antes de ser derivatizada.

Preparación de los aldononitrilos peracetilados

La mezcla de azúcares se trató con 10 mg de clorhidrato de

hidroxilamina y 1 ml de piridina anhidra en un tubo o vial cerrado, a

85°, durante 20-30 minutos. Luego se abrió el tubo, se dejó enfriar

y se agregó 1 ml de anhídrido acético, manteniendo la mezcla de reacción

20-30 minutos más a 85°. La solución se dejó enfriar y extrajo en

cloroformo/agua (1:1, 1 ml); la fase acuosa se separó y reextrajo

con cloroformo, Los extractos clorofórmicos combinados se lavaron

con solución satUrada de bicarbonato de sodio, y con agua, y luego

se secaron con sulfato de sodio. El extracto clorofórmico se

evaporó a sequedad, y el residuo obtenido se disolvió en cloroformo

( 20 ¡ú ) inmediatamente antes de inyectar en el cromatógrafo.
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Cromatografía gas-quuido

La mezcla de a1dononitriïos acetiiados se cromatografió

en e] sistema E (página 293 ). E1 mismo permite una fácil reso­

1ución de ios principaïes azúcares componentes de mezcïas de hidro­

lizados de heteropoïisacáridos, aunque también se han sugerido

212’214’223. Los tiempos. de retención obtenidosotros relienos

-(re1ativos a1 penta-O-acetiIgaïactononitrilo) se aprecian en 1a

Tabla 88. Los vaïores alïï registrados son promedio de por lo

menos ocho determinaciones independientes, y son iguaïes a 105 de

standards sintetizados a partir de azúcares comerciales de] mismo

modo.

TABLA88. Tiempos de retención re1ativosa de Ios a1dononitriïos

peracetilados derivados de aïgunas a1dosas.

a

NitriTo Tr

Tetra-0-aceti1- Ramnononitrilo 0,177 i 0,006

Tetra-O-acetiï- Arabononitrilo 0,313 t 0,010

Tetra-O-acetii- Xilononitriio 0,405 i 0,007

Penta-O-acetii- Manononitriïo 0,690 i 0,008

Penta-O-acetii- Gïucononitriïo 0,901 i 0,010

Penta-O-acetii- Gaïactononitri1o 1,000

aRelativo a1 t = 36,67 minutos.penta-O-acetiigaïactononitrilo
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DETERMINACION DE 3,6-ANHIDROGALACTOSA

Se lievó a cabo con e] reactivo de resorcinol-ácido clorhídrico

desarrollado por Yaphe276, posteriormente modificado por Yaphey

Arsenaultzól.

Soluciones necesarias

Se preparó una soiución madre de 1,1-dimetoxietano (acetaï)

pesando 700 mg de] mismo y 11evando a 100 m1 con agua destilada.

La soiución de trabajo, de 0,28 mg por mi1i1itro se preparó por

disolución 1:25 con agua destiiada. Esta solución es estabïe por

un mes.

La solución de resorcino] se preparó disoiviendo 15 mg de

este producto en 10 m1 de agua destiiada. Esta solución, guardada

en refrigerador, en frasco color carameio, puede conservarse una

semana.

E1 reactivo de resorcino] se preparó añadiendo 100 m1 de

ácido cïorhidrico 12M(d 1,19, grado analítico) sobre 9 m1 de 1a

soiución de resorcino], y agregando a esta mezcla 1 m1 de 1a soiución

de trabajo de] acetaï. Este reactivo es estable 5610 durante tres

horas.

Procedimiento

0,8 m1 de una soïución conteniendo entre 5 y 40 ¡4g/m1 de

3,6vanhidroga1actosa o su equivaiente en poiisacárido, contenidos en
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un tubo de ensayo, se pusieron en baño de hieïo, y se agregaron 4 m1

de] reactivo de resorcino]. Se mezcló, se tapó con una boïita de

vidrio y se mantuvo en e] baño de hieïo entre 3 y 30 minutos. Se

puso en baño de agua a 20° durante 4 minutos , y 1uego se calentó a

80° durante 10 minutos. Se enfrió 1,5 minutos en baño de hielo y

se midió 1a absorbancia de] color desarroiiado a 555 nmdentro de

Ios primeros 15 minutos. Conviene 11evar a cabo la reacción bajo

1uz difusa ya que e] color disminuye por exposición a 1a luz solar.

Paraieïamente se efectuó un bïanco con agua destiïada. La

cantidad de 3,6-anhidroga1actosa se determinó por referencia a

curvas patrón y se expresó como porcentaje de] componente anhidro

(162-18).

Observaciones

Si bien e] método es especifico para 1a 3,6-anhidroga1actosa

( o fructosa ) da co1or en menor proporción con otros azúcares, como

puede apreciarse en 1a Tabla 89.

Construcción de 1a curva patrón

Se disolvieron 33 mgde 3,6-anhidroga1actosa dietiïditioacetaï

en 50 m1 de agua. A 5 m1 de esta soiución se 1e agregaron 33 mg de

cïoruro mercürico y 13 mg de carbonato de cadmio, y se caïentaron a

50° durante una hora. Se 11evó entonces a 50 m1, obteniéndose una

soïución de 40 ¡Ag/m]de 3,6-anhidroga1actosa. Se efectuaron 1as

diïuciones a partir de 1a mismay se graficó 1a absorbancia de estas

soiuciones testigo en función de 1a concentración.
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TABLA89. Especificidad de] reactivo de resorcín01261.

Azúcar Reïación de coïora

Fructosa 100

3,6-anhidroga1actosa 92

Ribosa 5

Xilosa 4

Manosa 2,5

Gïucosa 2

Gaïactosa 1

Ramnosa 1

Arabinosa 1

Fucosa 1

aRelación de coïor = Absorbancia de 0,18 ¡Amoïes de azúcar x 100.
Absorbancia de 0,18 ¡¿mo]es de fructosa

DETERMINACION CUANTITATIVA DE LOS HIDRATOS DE CARBONO TOTALES

Se uti1izó e] métodocoïorimétrico de] fenoï-ácido sulfúrico,

de acuerdp a 1a técnica descripta por Smith y c01.277.
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Reactivos necesarios

Acido sulfürico grado analítico 98 % ( Merck ).

SOlución de fenol al 5 % en agua, obtenida por disolución de

50 g de fenol (bidestilado a presión reducida en corriente de nitró­

geno) en 1 litro de agua. Esta solución es estable durante varios

meses conservada a temperatura ambiente.

Procedimiento

A 0,5 ml de solución conteniendo hasta 70 pg azúcares/ ml

se agregaron 0,5 ml de fenol y se mezcló. Con un dispensador se

dejaron caer 2,5 ml de ácido sulfúrico concentrado directamente so­

bre la superficie de la solución a fin de asegurar un máximocalen­

tamiento. Al cabo de JO minutos los tubos se agitaron y mantuvie­

ron 20 minutos más a temperatura ambiente; paralelamente se

efectuó un blanco con agua destilada. Se midió la absorbancia del

color desarrollado a 490 nm. La cantidad de azúcar se determinó

por referencia a curvas patrón y se expresó comoporcentaje de azú­

car anhidro.

Determinación de galactosa en presencia de 3,6-anhidrogalactosa

Si el dosaje se efectüa en un polisacárido sin hidrolizar, la

absorbancia medida es sumade las absorbancias de la 3,6-anhidrogalac­

tosa y la galactosa presentes. La contribución del anhidroazücar
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puede determinarse conociendo 1a concentración de] mismo (determinada

por e] método de] resorcinoï-ácido cïorhidrico) e interpoïando en 1a

curva patrón de] meti1-3,6-anhidroga1actopiranósido; se determina

entonces 1a absorbancia debida a 1a ga1actosa por diferencia, y se

calcula su contenido a partir de 1a curva patrón correspondiente.

También puede determinarse 1a galactosa en un polisacárido

hidrolizado, aprovechando 1a hidróïisis efectuada para 1a determi­

nación de suïfato inorgánico; en este caso 1a 3,6-anhidroga1actosa

es destruida y 1a gaiactosa puede determinarse directamente. Este

üitimo método no es recomendable para poïisacárídos con gran propor­

ción de 3,6-anhidroga1actosa.

Construcción de curvas patrón

A partir de soluciones madre de gaïactosa y meti]-3,6­

anhidrogalactopiranósido se efectuaron las diïuciones correspondientes

(hasta 70 ¡Kg azúcar/ m1) y se graficó 1a absorbancia en función de

1a concentración.

DETERMINACION DE SULFATO

La detenninación de] éster suifato de Ios polisacáridos se

efectuó tras hidróïisis de 105 mismos, por e] método turbidimétrico

de Dodgson278’279.
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Soluciones necesarias

El reactivo de cloruro de bario-gelatina debe prepararse

cuidadosamente: se disolvieron 200 mg de gelatina (Oxoid, exenta de

sulfatos) en 40 ml de agua a 60-70°, y la solución resultante se dejó

en heladera durante por lo menos 6 horas. Luego se disolvieron 200

mgde cloruro de bario (grado analítico) en el fluido semigelatinoso

y se dejó durante 2-3 horas más. El reactivo asi preparado es

estable durante una semana en la heladera.

La solución de ácido tricloroacético se preparó pesando 15 g

del ácido y llevando a 500 ml con agua destilada. La solución resul­

tante se guardó en la heladera.

Procedimiento

El polisacárido (0,5-2 mg) se disolvió en la cantidad necesaria

de ácido clorhídrico 1N para obtener una solución con una concentración

final de sulfato de 20-200 ¡pg SO4 / 0,2 ml. Un volumen exactamente

medido de esta solución-(aproximadamente 0,5 ml) se trasvasó a un tubo

de ensayo chico, el cual se cerró a la llama y se mantuvo a IDS-110°

durante 4-5 horas.

Luego de enfriado, el contenido del tubo se mezcló antes de

abrirlo, y 0,2 ml del mismo se adicionaron a 3,8 ml de la solución de

ácido tricloroacético. Luego de mezclar se agregó l ml del reactivo

de gelatina-cloruro de bario, se mezcló y se dejó a temperatura ambien­



- 302 ­

te durante 15-20 minutos. Se midió la absorbancia de la solución a

360 nm contra un blanco obtenido en las mismas condiciones con 0,2 ml

de HCl 1N. La medición debe hacerse en la primera hora, ya que luego

el sulfato de bario tiende a precipitar.

La cantidad de sulfato se determinó por referencia a curvas

patrón obtenidas en las mismas condiciones con soluciones de sulfato

de sodio en ácido clorhídrico lN.

Observaciones

Este dosaje no puede efectuarse en presencia de polisacáridos

sulfatados sin hidrolizar, ya que estos dan complejos turbios con

gelatina.

DETERMINACION DEL 6-SULFATO

Se llevó a cabo por el método de ReesSI.

A una solución de 7 mg de polisacárido en 3,5 ml de agua se

adicionaron 7 mg de borohidruro de sodio, y se dejó una noche a tempe­

ratura ambiente. Se agregaron entonces 1,75 ml de hidróxido de sodio

3Ny 14 mg más de borohidruro de sodio. Se calentó en tubo cerrado

a 80° y se extrajeron alicuotas a las 2 , 3 , 4 y 5 horas (según

los datos de Matulewicz11 se llega a constancia en el contenido de

3,6-anhidrogalactosa luego de 4 horas de calentamiento). A cada

alícuota, convenientemente diluida se le determinó el contenido de
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3,6-anhidroga1actosa por e] método de] resorcin01—ácido clorhídricozól,

y se comparó con un contro] mantenido a temperatura ambiente (Tabla 90).

La diferencia en e] contenido de 3,6-anhidroga1actosa se

adjudicó a1 6-su1fato originaïmente presente, y en base a ello se

calcuïó:

119

% 6-su1fato (como 803K) ïzz x (% 3,6-ahgfina] —% 3,6-ahg )inic.

TABLA90. Determinación de] contenido de 6-su1fato en ios carragenanos
C, SD e ID.

Tiempo Porcentaje de 3,6-anhidroga1actosa

(h) c so ID

0 3,5 5,2 0,7

2 11,9 11,0 5,2

3 11,6 12,0 9,3

4 12,3 11,6 10,7

5 12,4 12,0 10,9

Diferencia 8,9 6,8 10,2

6-su1fato 7,3 5,6 8,4

DOSAJE DE GRUPOS REDUCTORES

Se “tíïízar°n= a) E] método iodométrico de Somogyizso’281
239

que fue utilizado por Masson para 1a evaluación de pesos moiecuiares
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en 1a degradación térmica de carragenanos, y b) e] método de Nelson.

a) Método de Somogyi

Soiuciones necesarias

El reactivo de Somogyi se preparó de 1a siguiente manera:

7,5 g de sa] de La Rocheile (tartrato de sodio y potasio) y 7,5 g de

carbonato de sodio anhidro se disolvieron en 50 m1 de agua caïiente.

Se añadieron entonces 10 m1 de solución de hidróxido de sodio 1Ny

1uego, con agitación, 2 g de suifato cüprico pentahidratado disueltos

en agua (20 mi), y se ïïevó a ebuiiición para eiiminar e] aire.

Paraleiamente 45 g de sulfato de sodio anhidro se disoivieron en 120

m1 de agua hirviendo. Ambassoiuciones caïientes se mezciaron, se

agregaron 2 g de ioduro de potasio disueltos en un pequeño voiumen

de agua, y 1,5 m1 de iodato de potasio lN. Se dejó enfriar, y se

llevó a 250 m]. Este reactivo es estable.

La soïución de tiosuifato de sodio 0,005N se preparó a

partir de una solución madre 0,1N por dilución y agregando además 2 m1

de hidróxido de sodio 10%por cada Iitro de soiución en e] momento

de diiuir.

Solución de almidón a] 1 %.

Procedimiento

1 m1 de soiución conteniendo hasta 300 ¡ug de gaiactosa o

su equivaiente en poiisacárido y 1 m1 de] reactivo de Somogyi se
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dejaron 15 minutos en un tubo tapado con una bolita de vidrio, en

baño de agua hirviendo. El tubo se sacó del baño, se dejó enfriar

y se agregaron 0,5 ml de ácido sulfúrico 2N con una pipeta de punta

ancha. Se tituló con la solución de tiosulfato de sodio 0,005N,

utilizando una bureta de 10 ml graduada a 0,05 ml. Cuando el color

amarillo del iodo disminuyó notoriamente se agregaron 0,2 ml del

reactivo de almidón al 1 %y se prosiguió la titulación hasta desapa­

rición del color azul. Paralelamente se efectuó la mismatitulación

con un blanco de agua destilada tratado en las mismas condiciones.

Curva patrón Z determinación del peso molecular

Se obtuvo una curva patrón con soluciones de galactosa

(50-300 f4g/ml) y se descontó al consumo del blanco el volumen utili­

zado en cada determinación (B-M), lo cual se graficó contra la

correspondiente concentración de galactosa. Con ello se obtuvo una

recta de cuya pendiente se tomó el equivalente de tiosulfato a

galactosa. Con esos datos, para un polisacárido cuya concentración

se conoce:

Ñ; 180. c . E(B-m)

donde

Ñ; : peso molecular promedio numérico del producto

180 : peso molecular de la galactosa

c : concentración del polímero en ¡pg/ml

B : ml de tiosulfato 0,005N c0nsumidos en el blanco
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m : ml de tiosulfato 0,005N consumidos en la muestra

E : equivalente tiosulfato-galactosa ( ml tiosulfato 0,005N que se

consumen bor cada ¡pg de galactosa ).

En los estudios de autohidrólisis el método se utilizó con

alicuotas de la solución convenientemente diluidas ( 1 ml con pesos

moleculares mayores de 2.000, 0,5 ml entre 1.200 y 2.000 y asi

sucesivamente ). (Ver más adelante).

_b) Método gg Nelson

En el caso del carragenano autohidrolizado (Tabla 61 y 62), se

utilizó para eldoaje una adaptación del método de Nelson282.

Reactivos necesarios

Solución A: 1,2 g de tartrato de sodio y potasio y 2,4 g de

carbonato de sodio anhidro se disolvieron en 25 ml de agua; con

agitación se añadió una solución de 0,4 g de CuSO4.5H20en agua, y a

continuación también se agregaron 1,6 g de bicarbonato de sodio.

Una solución conteniendo 18.9 de sulfato de sodio anhidro en 50 ml de

agua se hirvió, y ambas soluciones se mezclaron y llevaron a 200 ml.

Luego de una semana, se utilizó la solución sobrenadante clara.

Solución B: A 2,5 mg de molibdato de amonio en 45 ml de agua

se añadieron 2,1 ml de ácido sulfúrico concentrado, seguidos de 0,3 g

de arseniato de sodio e hidrógeno heptahidratado ( NazHASO4.7H20)di­

sueltos en 3 ml de agua. La solución se mezcló y dejó 24 horas a 37°

en botella color caramelo con tapa de vidrio.
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Procedimiento

A 1 ml de solución, conteniendo hasta 150 ¡1g de glucosa o

su equivalente en polisacárido se agregó 1 ml de solución A, se calentó

10 minutos en un baño de agua hirviendo y se enfrió en hielo. Se

agregaron 0,5 ml de solución B, mezclando hasta disolución total del

óxido cuproso, se añadieron 2 ml de agua y se esperó por lo menos 15

minutos. Las absorbancias a 520 nm se midieron antes de los 40

minutos (la sensibilidad es máximaa 660 nm, no asi la reproducibili­

dad). Paralelamente se efectuó un blanco con agua destilada. El

contenido de azúcares reductores se determinó por referencia a curvas

patrón obtenidas de la mismamanera con soluciones de galactosa.

DETERMINACION CUANTITATIVA DE LAS PROTEINAS TOTALES

En el caso de los productos solubles, se llevó a cabo por

el método descripto por Lowryy col.283.

Soluciones necesarias

Solución A: carbonato de sodio 2 % en hidróxido de sodio 0,1N.

Solución B: sulfato cüprico pentahidratado al 0,5 Z en una

solución de tartrato de sodio y potasio al 1 %.

Solución C: mezclar 50 ml de solución A con l ml de solución B;

esta solución sólo es estable por 24 horas.

Solución D: reactivo de Folin-Ciocalteu (Merck o Sigma), diluido

al medio inmediatamente antes de ser usado. La absorbancia de la

solución resultante debe ser inferior a 0,040 medida contra un blanco
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de agua destilada.

Procedimiento

A 0,4 ml de solución conteniendo hasta 0,5 mg de proteina

por ml se agregaron 2 ml de solución C; se mezclaron y dejaron a

temperatura ambiente por lo menos diez minutos. Se adicionaron

rápidamente y con agitación 0,2 ml de solución D y se mezclaron

dentro de los dos segundos, y al cabo de 30 minutos o más se midió

la absorbancia a 600 nm, contra un blanco obtenido en las mismas

condiciones con agua destilada. Esta longitud de onda resulta

óptima ya que combina alto coeficiente de extinción con el cumpli­

miento de la ley de Beer. La cantidad de proteina se determinó

por referencia a curvas patrón.

Construcción de la curva patrón

Se obtuvo graficando la absorbancia de soluciones conteniendo’

hasta 500 ¡Ag/ ml de albúmina de suero bovino en agua versus la concen­

tración de las mismas.

DETERMINACION DE LOS AMINOACIDOS COMPONENTES

Hidrólisis de las proteinas

El producto a analizar (contenienu: aproximadamente 0,5 mg

de proteina) se hidrolizó con ácido clorhídrico 6N (10 ml) que conte­
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nia fenol l %. , por calentamiento en ampolla cerrada al vacío,

durante 24 horas a 105°. El hidrolizado se enfrió, centrifugó y

el ácido se eliminó por evaporación al vacio hasta casi sequedad,

seguida de tres evaporaciones sucesivas de pequeños volúmenes de

agua agregada, después de lo cual se dejó en desecador de vacio sobre

hidróxido de sodio durante una noche. El hidrolizado se tomó con

agua caliente, se centrifugó y llevó a sequedad, repitiendo el proce­

dimiento dos veces más. Finalmente el hidrolizado, disuelto en 1 ml

de agua se pasó por una pequeña columna de resina Amberlite IR-120

(H+); la columna se lavó con agua para eliminar aniones y material

no iónico (azúcares). Los aminoácidos se eluyeron con amoniaco 4N

utilizando ninhidrina para determinar el final de la elución. La

solución se llevó a seco a presión reducida, seguida de evaporaciones

sucesivas de pequeños volúmenes de metanol agregado.

Asi se obtuvo la fracción con los aminoácidos que fue utili­

zada para el análisis que se detalla a continuación.

Dosaje con el analizador automático

La determinación de los aminoácidos estables en medio ácido

¿84 en un Techniconse llevó a cabo con el método de Spackman y col.

Sequential MultiSample Aminoacids Analyser TMSZ(Technicon Corporation).

De los datos obtenidos se calculó el porcentaje de cada

aminoácido en base a:

g aminoácido anhidro h. a. k. M.
l l 1 1

100 g proteina '__"_ ' x 100
Zh1 a1 k1 Mi
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, donde:

hi : altura de cada pico (cm)

ai : ancho de cada pico a la altura media (cm)

kí 1 constante para cada aminoácido (nmoi/cmz)

M. : peso molecuiar de cada aminoácido anhidro (PM-18)

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FOSFORO

Se utiiizó e] métodoespectrofotométrico de Bartlett285.

Reactivos necesarios

Peróxido de hidrógeno 30 %, exento de fósforo.

Acido suifürico grado anaïitico, 10N.

Solución de moiibdato de amonio ( (NH4)6 M07024’4H20), en

agua, a1 0,22 %.

Reactivo de Fiske y Subba Row: se preparó disoïviendo 0,5 g

de ácido lvaminonaft-2-01-4-su1fónico en 200 m1 de soïución de bisui­

fito de sodio 15 % recién preparada; luego se agregó 1 g de suifito

de sodio anhidro, se fiïtró 1a soiución y se guardó en frasco coior

caramelo.

Procedimiento

En un tubo de ensayos se colocaron hasta 2 m1 de solución de
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la muestra, conteniendo menos de 5 ¡4g de fósforo, y 0,5 ml de ácido

sulfúrico lON; ese tubo se dejó en estufa a ISO-160° durante 3 horas

y se añadieron ( luego de enfriar ) dos gotas de H202 30 %. Se

volvió a dejar en la estufa 1,5 horas más, para destruir los residuos

carbonosos formados; se dejó enfriar, se añadieron 4,6 ml de la

solución de molibdato y 0,2 ml del reactivo de Fiske y Subba Rowy se

mezcló. Se calentó 7 minutos en baño de agua hirviendo; luego de

5 minutos el color alcanza su máximoy permanece estable; se puede

determinar su absorbancia a 830 nm.

Construcción de la curxa Eatígn

La cantidad de fósforo se estimó por referencia a curvas

patrón, obtenidas para soluciones de diferente concentración de

ortofosfato disódico ( NaZHP04'7H20).

Esto se logró con diferentes volúmenes (0,4-2 ml) de una

solución madre que contenía 2,5 ¡lg P/ml, llevando las soluciones a

4,1 ml con agua destilada; se añadieron 0,5 ml de ácido sulfúrico

lON, 0,2 ml de solución de molibdato de amonio 5 %y 0,2 ml del reac­

tivo de Fiske y Subba Row; después de calentar, se leyó la absorban­

cia del modohabitual.

OXIDACION CON PERIODATO

Se disolvieron 2 mg de muestra (C, ID y SD) en 1 ml de so­

lución de metaperiodato de sodio 0,015M, y se dejó en ausencia de luz,

a temperatura ambiente; se midió el consumode periodato a distintos



- 312 —

tiempos hasta que se observó constancia en e] consumo de] oxidante

y/o sobreoxidación.

Determinación de] consumo de periodato

Se 11evó a cabo por e] método espectrofotométrico de

Guthrie286. Se midieron 1as absorbancias a 223 nmde soiuciones

testigo de metaperiodato de sodio 0,015My iodato de potasio 0,015M,

diluidas 250 veces, y se hizo 10 propio con aiicuotas de 1a mezcia

de oxidación, diïuida también 250 veces. E1 consumo de periodato

se determinó de acuerdo a:

- Abs
Periodato consumido (mM) = 15 . l - Absgeriodato mUestra

Absperiodato ' bsiodato

Se graficaron los vaïores de consumode periodato en función

de] tiempo de oxidación hasta constancia ( Figuras 39, 40 y 41) y con

ese dato se calcuiaron las unidades de monosacárido oxidadas por mo]

de periodato consumido, de acuerdo a:

n° de unidades E . 1000

mo] de 104' V. I . M

, donde:

p = peso de 1a muestra (mg)

V = voïumen de soïución de muestra (m1)

I = periodato consumido (mM)

M = peso moiecuïar de 1a unidad de monosacárido, caicuiado conociendo
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1a composición de] poiisacarido y tomando los pesos moiecuiares de ios

monosacáridos en 1a cadena C162 para 1a galactosa y 144 para 1a 3,6­

anhidrogaiactosa) y de] sulfato (119, 503K).

En e] caso de las fracciones C, SD e ID (Tabla 42), esos M

eran 342, 322 y 355 respectivamente.

VISCOSIMETRIA

Las viscosidades reiativas se determinaron con un viscosimetro

tipo Cannon—Fenske,midiendo e] tiempo requerido (por 1a solución de]

producto y por e] soïvente ) para pasar entre dos marcas.

Entonces:

t[isolución solución
1)re] fisoivente tsolvente

Para 1a determinación de viscosidades intrínsecas, se efec­

tuó 1a determinación de 1a viscosidad reiativa para soïuciones de dife­

rente concentración de poïisacárido en cioruro de sodio 0,1M. En

algunos casos (Tabla 931 se utiiizó un viscosimetro de tipo Ubbeiohde,

que permite efectuar todas 1as determinaciones diiuyendo 1a misma soiu­

ción origina], ya que 1a viscosidad reiativa se hace independiente de]

volumen tota] de solución empieado.

Conlas viscosidades relativas, se determinaron ias viscosida­

des especificas (l1esp = nre] - J ) y se obtuvo e] vaior de la visco­



Sidad intrinseca por grafica de qred (=‘qesp/ c ) en func10n de c
( concentración, en g/100 mi), y extrapoïando a di1ución infinita

(c = 0 ); 1a ordenada a1 origen da e] valor de 1a viscosidad intrin­

seca [fi] Paraieiamente se graficó (1n 1)re¡)/c (=*]inh ) en

función de 1a concentración, y una nueva extrapoiación a cero permi­

tió obtener otro vaior de 1a viscosidad intrínseca. Cuandoe]

trabajo es cuidadosamente realizado, ambos vaiores deben ser aproxima­

damente iguales, y se toma comoviscosidad intrínseca ([wfl ) a]

promedio de ambos (Tabias 91-94).

TABLA91. Determinación de las viscosidades intrínsecas de ios

carragenanos C, SD e ID

Carragenano concentración tiempo T1reï ¡“red Tïinh
(g/dï) ‘ (seg) (dl/9) (dl/g)

0,237 317,9 1,731 3,080 2,311

C 0,148 262,9 1,432 2,910 2,419

0,099 236,1 1,286 2,890 2,541

— 183,6 l
2,73 2,71

0,225 231,2 1,265 1,177 1,044

SD 0,141 210,7 1,153 1,086 1,010

0,094 200,8 1,098 1,050 1,002

— 182,8 l l
0,96 0,97

0,232 377,1 2,048 3,084 4,509

ID 0,145 289,3 1,571 3,111 3,933

0,097 249,7 1,356 3,146 3,678

- 184,1 V
3,19 3,17



TABLA 92. Determinación de ias viscosidades intrínsecas de 105

productos fraccionados en forma analítica con DMSO(Tabia 40).

Producto Concentración Tiempo «¡reI «1red qlinh

(g/dï) (seg) (di/9) (di/g)

0,205 261,2 1,434 2,115 1,757

So].DMSO 0,128 228,9 1,256 2,001 1,781

0,093 215,7 1,184 1,973 1,811

183,2 1 1
1,84 1,84

0,202 419,8 2,304 6,440 4,122

Ins.DMSO 0,127 303,0 1,653 5,237 4,018

0,092 258,9 1,421 4,571 3,815

183,9 l l
3,30 3,59

TABLA93. Determinación de 1as viscosidades intrínsecas de] carragenano
origina] y autohidroïizado a temperatura ambiente (Tabla 61).

Concentración
Carragenano Tiempo «¡re1 «Nred Ininh

(g/dï) (seg) (dï/g) (d1/9)

0,2496 121,1 3,392 9,583 -4,894
0,1567 79,4 2,224 7,804 5,098

_0rigina1 0,0998 61,1 1,711 7,126 5,382
0,0499 46,8 1,311 6,228 5,423

- 35,7 i
5,54 5,57

0,270 75,4 2,112 4,119 2,769

0,189 60,3 1,689 3,646 2,773
Autohidroliz. 0,108 48,9 1,370 3,426 2,915

0,054 42,0 1,176 3,268 3,002
- J, J

35’7 3,01 3,03



TABLA94. Determinación de 1as viscosidades intrínsecas de los pro­
ductos de 1a autohidróïisis a 50° (Tab1a 62).

laïgfi?dggli8is ConcentraCión Tiempo aire] “red ninh

(horas) (g/dï) (seg) (dï/g) (dï/g)

0,0573 332,2 1,356 6,22 5,32 i
0 0,0436 306,9 1,253 5,80 5,17

0,0352 293,3 1,198 5,61 5,12

244,9 1
4,63 4,70

0,0573 310,2 1,267 4,66 4,13

0,5 0,0436 292,6 1,195 4,46 4,08

0,0352 282,6 1,154 4,37 4,06

244,9 l l
3,88 3,94

0,0573 289,5 1,182 3,18 2,92

1,5 0,0436 278,0 1,135 3,08 2,89

0,0352 270,4 1,104 2,97 2,82

244,9 l 1
2,57 2,63

0,0573 275,3 1,124 2,16 2,04

3 0,0436 266,9 1,090 2,05 1,97

0,0352 262,5 1,074 2,09 2,02

244,9 l 1
1,69 1,73



CARACTERISTICAS DEL MATERIAL

Se utilizó el alga roja Iridaea undulosa Bory, recogida en

invierno en Puerto Deseado, provincia de Santa Cruz. La recolección

fue manual, y el secado, al aire libre, bajo fuertes vientos.

AISLAMIENTO DEL CARRAGENANO

El alga seca se pulverizó con un molino Wiley (malla 20); 53,2

g se extrajeron mediante agitación mecánica con 2600 ml de agua, durante

24 horas y a temperatura ambiente. El extracto se centrifugó, se

separó el residuo (que se secó con etanol y luego con éter) y'la solu­

ción acuosa se volcó lentamente y con agitación sobre 10 litros de

isopropanol, El carragenano precipitó en forma de fibras, y se secó

por intercambio de solventes (etanol y luego éter), y por último en

desecador a presión reducida hasta constancia de peso. Se obtuvieron

asi 23,8 g (45 %) de carragenano, el que se purificó por redisolución.

en agua (1500 ml), centrifugación y reprecipitación con tres volúmenes

de isopropanol, obteniéndose 18,3 g de carragenano purificado (34 %) y

1,6 g de un residuo insoluble en agua ( 7 %del carragenano a purifi­

car).

FRACCIONAMIENTO: OBTENCION DE LA FRACCION SOLUBLE

Se utilizó para el fraccionamiento la técnica descripta por
11,126Matulewicz y Cerezo , pero se efectuó un sólo agregado de cloruro
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de potasio para llevar a una concentración de 2M, ya que en nuestro

caso resultaba de interés la fracción soluble a estas concentraciones.

Para ello, 9,70 g de carragenano purificado se disolvieron en 4 litros

de agua mediante agitación mecánica; se efectuaron entonces pequeños

agregados de cloruro de potasio finamente molido, y la solución se

agitó durante 30-60 minutos. Asi se llevó hasta una concentración

de 2M(298 g de sal) y se dejó reposar; se centrifugó, enfriando

previamente la suspensión en baño de hielo. La porción soluble se

recuperó por diálisis contra agua, concentración y liofilización,

obteniéndose 1,77 g (18,2 %) del carragenano C. El gel centrifugado

se redisolvió en agua, dializó y liofilizó, obteniéndose 6,03 g

( 62,2 Z) de producto insoluble en cloruro de potasio 2M.

RESIDUO INSOLUBLE

Se analizaron varias tandas del residuo insoluble proveniente

de la purificación del carragenano crudo, y dadas sus similares Carac­

teristicas analíticas se reunieron en uno solo (Cap. VII, pag.274).

Redisolución

561 mg de residuo insoluble RI se extrajeron, con agitación

magnética con 56 ml de agua, a temperatura ambiente (27°), durante 8

horas. Se dejó reposar durante la noche, y se volvió a agitar dos

horas más. Se centrifugó y el residuo (tras agregado de agua) y la

solución se liofilizaron; se obtuvieron asi 450 mgde residuo (80 Z)

y 99 mg de producto soluble (18 Z, RS-l). El residuo (450 mg) se
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volvió a extraer del mismo modo, con 45 ml de agua quedando 413 mg

de insoluble (92 Z) y 23 mg de soluble (5 %, RS-Z). El primero de

ellos volvió a tratarse con 42 ml de agua, obteniéndose 8,8 mg de

soluble (2 Z, RS-3) y 393 mg (95 %) de residuo, el cual se trató

con 40 ml de agua, recuperándose finalmente 372 mg (95 Z, RIF) de

residuo y 8,4 mg (2 %, RS-4) de porción soluble. El producto RS-l

se cromatografió sobre DEAESephadex A-SO (5 mg en 4 ml de resina

'suspendida, obteniéndose por lectura de la absorbancia a 280 nm

(directa sobre la solución) y 490 nm(por reacción previa con

fenol-ácido sulfúrico) el diagrama que se observa en la Figura 36.

El fraccionamiento en fonna preparativa se efectuó con

1,98 g de residuo insoluble original tratados del modohabitual con

200 ml de agua, obteniéndose 362,8 mg (18,4 Z) de fracción soluble

RS y 1,45 g (73,4 %) de residuo insoluble RIF.

Separación del producto neutro y e] producto iónico

215 mg de la fracción solubilizada RS se disolvieron en 20 ml

de agua, y se hicieron pasar a través de una columna que contenía

aproximadamente 150 ml de resina DEAESephadex A-50 (Cl') equilibrada

con agua. Se eluyó con agua hasta reacción negativa de fenol-ácido

sulfúric0277, por concentración y liofilización se obtuvieron 114,5 mg

(53 z) de un producto de color caramelo (RS-N).

El material de la columna, cuyo aspecto habia cambiado noto­

riamente ya que se habia tornado opaco, se trató con cloruro de sodio

4Mdurante 72 horas y luego el contenido se pasó a un frasco Erlenmeyer



donde se dejó en baño de agua hirviendo durante 15 minutos. Se dejó

decantar, se separó 1a soiución, y e] ge] se voivió a caientar 15 minuv

tos con solución saiina fresca. Se juntaron todos los extractos, se

dializaron, concentraron y 1iofi1izaron, obteniéndose 79 mg ( 37 %) de

producto iónico RS-I.

E1 producto no iónico se dializó en sistema cerrado: 5 m1 de

su solución contra 200 m1 de agua destiiada con agitación. E1 conte­

nido de] tubo y ias aguas externas de diáiisis se controiaron por 1a

reacción de fenoinácido suifüric0277, comprobándose1a presencia de

5 y 35 mg de hidratos de carbono, respectivamente (expresados como

gaiactosa). Finalmente, por iiofilización se aislaron ambosproduc­

tos, obteniéndose 8,3 mg de no-diaiizabie (7 %, RS-NI) (una vez centri­

fugada una pequeña proporción insoiuble) y 99,0 mg de diaiizabie ( 88 %,

RS-NE).

Este üitimo fue extraido con cioroformo/metanoi de 1a fonna

habituaïmente utilizada para 1a extracción de lípidos : 99 mg de

muestra fueron tratados con 15 m1 de una mezcïa de cloroformo y metano]

en reiación 2:1 (v/v), 3 horas a temperatura ambiente, con agitación

magnética, Se centrifugó, e] insoiuble se tomó con agua y se 1iofi­

iizó z 27,7 m9 (28 %, RS-NER). La soiución orgánica se evaporó en

corriente de nitrógeno y sobre un frasco previamente tarado. Una vez

seco se dejó 2 horas en desecador de vacio, se pesó (62,3 mg, 63 %,

RS-NEC)y se redisoivió en cioroformo, guardándose a -20°.

Acción de 1a o<—ami1asa sobre RS-NER

2 mg de producto RS-NERse disoivieron en 0,4 m1 de buffer
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de fosfato de potasio (0,1M, pH 7) que contenían 16 ¡Agde (x-amiiasa

bacteriana (Merck), y se incubó 1a solución a 25°, durante 48 horas,

con agitación magnética, segün 1a técnica infonmada por Albersheim y

co].287.

Se tomaron aïicuotas de 1a soiución a tiempo cero y a ias 48

horas, y se determinó e] poder reductor de 1as mismas por e] método de
.280,281Somogyi (pag.304).

ACCION DEL DMSO SOBRE EL CARRAGENANO SOLUBLE

Intento de desulfatación

Se 11evó a cabo por 1a técnica descripta por Matuïewicz y

Cerezol49; se disolvió e] carragenano soïubïe (265 mg) en 27 m1 de

agua, se agregaron 50 mg de borohidruro de sodio y se dejó a tempera­

tura ambiente, una noche. La soïución resuitante se hizo pasar a

través de una coïumna que contenía resina Dowex50 (H+), recogiéndose

sobre un frasco que contenia solución de piridina en agua a1 20 z, y

utiiizando 1a reacción de fenol-ácido suifürico277 para determinar

e] fina] de 1a e1ución. La soiución se diaïizó y liofiiizó, obte­

niéndose 219 mg ( 83 Z) de sa] piridinica.

A este producto se adicionaron 28 m] de dimetilsulfóxido con­

teniendo 2 % de piridina, y se ca1entó a 100°. Se fueron tomando

aïicuotas de 1a soiución a distintos tiempos, ias que se dia1izaron y

1iofi1izaron, efectuándose 105 correspondientes anáïisis de 3,6—anhi­

drogaïactosa, sulfato, viscosidad relativa y poder rotatorio (Tabla

39). La mezcia de reacción fina] se centrifugó, separándose un soïu­
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ble y un insoluble que se recuperaron por diálisis y posterior

liofilización, en relación 6:4 aproximadamente(página 129 ).

Fraccionamiento de las sales de piridinio y potasio

A 100 mg de carragenano soluble (sal de piridinio) se añadieron

15 ml de DMSOy se dejó la suspensión en un "shaker" durante 24 horas.

Se tomó una pequeña porción, se centrifugó y sobre 0,1 ml de soluble se
_ ., , . . . 2efectuo una reacc10n de fenol-ac1do sulfurico 77 comprobándose muy poca

solubilización (menos del 10 %del valor final). Se dejó en estufa a

100° , y a intervalos regulares de tiempo se repitió el procedimiento;

al cabo de 5 horas la reacción se detuvo y la mezcla resultante se

centrifugó. Por diálisis y liofilización de la solución se obtuvieron

55,8 mg (56 Z) de producto soluble en DMSO. El residuo fue disuelto

en agua, se lo dializó y liofilizó (26,3 mg, 26 %). El rendimiento

total del fraccionamiento fue del 81 %.

Cuando se trabajó con la sal de potasio (110 mg) se obtuvieron

48 mg de soluble y 19 mg de insoluble en DMSO,con un rendimiento tota]

del 61 %.

Fraccionamiento definitivo

,La fracción soluble en cloruro de potasio 2M(967 mg) se

transformó en la correspondiente sal de piridinio por el procedimiento

descripto anteriormente, obteniéndose 886 mgde dicha sal (80 Z de ren­

dimiento ).

En un balón de dos bocas de 500 ml se colocaron 697 mg de
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este producto y 105 ml de dimetilsulfóxido. En una boca se adaptó

un agitador mecánico con cierre de Teflón. Con la otra boca tapada,

se calentó a 100° y se fueron tomandoalicuotas a intervalos de

tiempo regulares. Cada alícuota se trató del modoantes indicado

para determinar la proporción relativa de hidratos de carbono disuel­

tos; cuando se llegó a los 60 minutos se detuvo la reacción.

Ambosproductos se aislaron de la forma habitual, obteniéndose 402

mg (57,7 %) de soluble en DMSO(SD) y 270 mg (38,8 %) de insoluble

(ID).

El rendimiento total fue'del 96 %, lo cual puede atribuirse

al corto tiempo de solubilización.

DETERMINACION DE LAS CURVAS DE SOLUBILIDAD EN KC] POR TURBIDIMETRIA

Se llevó a cabo por el método de Matulewicz y Cerezolzs, con

adaptación a menores cantidades de polisacárido: se preparó una

solución conteniendo de 12 a 15 mg de polisacárido en 5 ml de agua,

y ésta se centrifugó para eliminar material suspendido. Se midió la

absorbancia a 450 nm; tras agregar una cantidad medida de cloruro

de potasio y homogeneizar 10 segundos en un mixer, se mantuvo 15 mi­

nutos a temperatura ambiente y se volvió a homogeneizar en un mixer,

midiéndose luego la absorbancia a 450 nm, Se repitió el procedi­

miento en etapas hasta llegar a una concentración de cloruro de

y dAbs/dcKCl

se determinó la curva de solubilidad del productolzs.

potasio 1,8M, Por gráfica de Absorbancia vs. c KC]

VS . CKC-l
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TRATAMIENTO ALCALINO

Se utilizó e] método descripto por Rees y co].55

106,6 mg de fracción solubTe C se disolvieron en agua (53 m1)

y se adicionaron 50 mg de borohidruro de sodio. A1 cabo de 24

horas se agregó más borohidruro de sodio (90 mg) y 26,5 m1 de soïu­

ción de hidróxido de sodio 3M. En base a los antecedentes previos

(dosaje de 6-su1fato) se_ca1entó a 80° durante 5 horas. Luego 1a

soïución se diaTizó, concentró y iiofiiizó, obteniéndose 83,9 mg

(92 %, considerando e] suïfato'eTiminado) de producto tratado.

Este tratamiento se repitió de idéntico modocon 61,2 mg de

cada una de 1as fracciones obtenidas por disoiución diferencia] en

DMSO,obteniéndose 42,0 mg (31'%) de] ID tratado (ID-T) y 39,3 mg

(90 %) de] SD tratado (SD-T).

Estos productos tratados se fraccionaron con cïoruro de potasio

por Tos procedimientos ya informados (página 318).

ESTUDIOS DE METILACION

Todos los carragenanos fueron metiiados por e] método de

Haworth228.

1,0 g de carragenano (fracción soiuble en KC] 2M) fue disueTto

en agua (30 m1) en un baTón de tres bocas, a temperatura ambiente, y

se adicionaron 100 mg de borohidruro de sodio. A1 cabo de 24 horas

se agregaron 30 m1 de hidróxido de sodio 60 %. Luego, se mantuvo

agitación mecánica por Ta boca superior, y en Tas Tateraïes, esmeri­

Tadas, se aditaron sendas ampoTTasdesde las cuales se agregaron
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simultáneamente y gota a gota 8 ml de sulfato de dimetilo y 20 ml de

hidróxido de sodio al 30 % (las soluciones alcalinas se burbujearon

con nitrógeno antes de ser utilizadas), con agitación violenta

durante 2 horas, manteniendo el medio de reacción refrigerado con

una mezcla hielo-agua-sal a —2°. Una vez terminado el agregado se

mantuvo la agitación durante 7 h0ras, y luego se conservó el balón

en el congelador hasta la mañana siguiente. De ese modo se efectuaron

cuatro agregados más de ambos reactivos en las mismas condiciones,

durante cinco dias consecutivos. El polisacárido parcialmente meti­

lado se recuperó por cuidadosa diálisis, concentración y liofilización

( 0,860 g, %metoxilo= 8,1 ).

Este producto se sigui6_remetilando del mismomodo hasta cons­

tancia en la composición de los monosacáridos obtenidos por hidrólisis,

lo cual requirió cuatro secuencias de metilación más (cada una de las

cuales comprendía cinco agregados). En la segunda secuencia se partió

de 0,798 g del polisacárido parcialmente metilado previamente aislado,

y se obtuvieron 0,518 g de un producto con 13,2 % de metoxilo. En

la tercera, se utilizaron 0,464 g y se obtuvieron 0,452 g (metoxilo,

12,6 %). En la cuarta secuencia se metilaron 0,386 g y se obtuvieron

0,389 g cen un contenido de metoxilo de 13,2 %. En la quinta y última,

a partir de 0,297 g se obtuvieron 0,276 g del producto permetilado, con

15,2 %de metoxilo. Eh todos los casos se trabajó a -2°, y las canti­

dades de álcali y agente metilante se adecuaron en cada caso a la

cantidad de polisacárido utilizada. En todos los casos las soluciones

resultantes se dializaron y después centrifugaron, ya que presentaban

copiosos precipitados; luego se determinó que esos insolubles estaban

compuestos fundamentalmente por carbonato de calcio.
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Las metilaciones de los otros productos fueron realizadas

algunas técnicas experimentales distintas. Las de ambassubfraccio­

nes (SD e ID) se realizaron a 0°(agua/hielo) con agitación magnética,

en balones de 25 ml tapados con tapones plásticos, los cuales se per­

foraron y atravesaron con jeringas plásticas, mediante las cuales se

inyectaron, en l hora , ambos reactivos. Las adiciones efectuadas

eran de 0,3 ml de sulfato de dimetilo y 0,75 ml de hidróxido de sodio

al 30 %. Las cantidades obtenidas por cada secuencia de metilación

(cuatro en total) se pueden observar en la Tabla 44.

Los productos tratados con álcali (SD-TI, SD-TSe ID-TS) fueron

metilados del mismomodo, pero las cantidades empleadas fueron aün

menores ( A.115mg) y a temperatura ambiente;

HIDROLISIS DE LOS POLISACARIDOS METILADOS

El polisacárido resultante de cada etapa de metilación (1-5 mg)

se disolvió en 0,5 ml de ácido fórmico 45 % (v/v) y la solución se

calentó en un vial cerrado, a 100°, durante 16 horas. El ácido fórmico

se eliminó por evaporación a presión reducida hasta casi sequedad,

seguida de evaporaciones sucesivas de pequeños volúmenes de agua

agregada, después de lo cual se tomó con agua (0,5 ml) y se agregaron

gotas de solución de amoniacodiluido para neutralizar el ácido sulfú­

rico producido por la hidrólisis de los grupos sulfato.

Se llevó a sequedad, se guardó en desecador de vacio una noche

y luego el hidrolizado se tomó con etanol (2 ml), se centrifugó, y la

solución etanólica se dividió en dos partes iguales, las que se llevaron

a sequedad por separado.
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Derivatización comoaldononitrilos acetilados parcialmente metilados

Unode los extractos etanólicos, llevado a sequedad se dejó

en desecador una noche y se trató del modo indicado para la obtención

de los aldononitrilos peracetilados (página 294 ), aunque se tomaron

precauciones especiales para evitar la evaporación de productos de alto

grado de metilación. En el primer análisis los productos se sometieron

a cromatografía gas-liquido en los sistemas A, B , C y D. En el

análisis de rutina posterior se recurrió únicamente al sistema A. Los

resultados obtenidos pueden apreciarse en el Capítulo VII, página ¿50.

Los distintos patrones de galactosa parcialmente metilada ¿e

trataron del mismo modo.

Derivatización comoalditoles acetilados parcialmente metilados

Al otro extracto etanólico (una vez seco) se lo tomó con agua

(0,5 mll y se adicionó borohidruro de sodio (5 mg) y se dejó a tempera­

tura ambiente durante una noche. A partir de alli se utilizaron dos

procedimientos distintos:

a ) Siguiendo la técnica de Albersheim y col.200 se destruyó

el exceso de borohidruro con ácido acético glacial, gota a gota, hasta

cese de efervescencia. Se llevó a seco a presión reducida, y el ácido

bórico fonnado se eliminó por adición sucesiva de 0,5 ml de metanol

( x 5 veces 1 y evaporación. La acetilación se efectuó en vial cerrado,

por agregado de 0,5 ml de anhídrido acético, y calentamiento durante

3 horas a 121°, actuando el acetato de sodio formado comocatalizador.
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El anhídrido acético se eliminó por sucesivos agregados de tolueno, y

evaporación a presión reducida. La muestra se extrajo con cloroformo/

agua (izl; 1,5 ml) , se lavó la fase clorofórmica y se secó con sulfato

de sodio anhidro. Una vez llevado a seco, y por agregado de cloroformo

(aprox. 20 ¡¿l ) se tuvo la solución lista para la inyección cromato­

gráfica.

b) Siguiendo el método clásico206 , se agregaron a la solución

unas gotas de ácido acético diluido y luego se descationizó por agre­

gado de resina Dowex50 (H+). Se filtró y llevó a seco, y para elimi­

nar el ácido bórico formado se adicionaron y evaporaron consecutivamente

cinco agregados sucesivos de 0,5 ml de metanol. Tras llevar a sequedad

se dejó en desecador una noche y luego se adicionaron 0,8 ml de una

mezcla anhídrido acético/piridina 1:1 y se calentó durante 45 minutos

a 100°. Cuandose enfrió se volcó sobre clorofonno/agua (1:1; 1,5 ml);

la fase acuosa se re-extrajo con cloroformo, y los extractos orgánicos

unidos se lavaron con agua, solución saturada de bicarbonato de sodio

y nuevamente agua. Se secó con sulfato de sodio y se evaporó el

cloroformo; por agregado de 20 ¡Al de clorofonmo se tuvo la mezcla

lista para la inyección.

Para la primera serie de metilaciones se utilizaron los sistemas

cromatográficos A, B, C y D, pero el análisis de rutina se efectuó en

el sistema A.

Las identificaciones en el sistema c.g.l.-e.m. se efectuaron

con una columna del tipo A (ver página 293).
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ESTUDIOS DE AUTOHIDROLISIS

Se realizaron experiencias con distintas fracciones. El

métodogeneral, de autohidrólisis a 60° se inició por disolución de

300 mg de producto en 30 ml de agua. Luego, se hizo pasar la solución

a través de una columna (2 x 15 cm) de resina Dowex50 (H+), recogiendo

el eluido en una probeta sumergida en un baño de hielo. Se lavó la

columna con pequeñas porciones de agua destilada, hasta que en la

probeta se completaron 100 ml de solución del carragenano en fonma H+ .

La solución se tranfirió a un Erlenmeyer, el cual se sumergió en un baño

termostatizado a 60°. A partir del primer momento,y a intervalos de

tiempo regulares se determinó la viscosidad relativa con una alícuota

de 5 ml, que luego de terminada la medición se reintegró al frasco;

con otra alícuota se determinó el peso molecular por dosaje de grupos

reductores (página 306 ), y otra pequeña alícuota se adicionó sobre una

punta de espátula de carbonato de calcio contenida en un tubo de ensayos.

Esta ültima serie de tubos se fue guardando en congelador hasta que,

completada la autohidrólisis, se agregó borohidruro de sodio a cada

tubo, se dejó una noche a temperatura ambiente , y sobre la suspensión

decantada se tomó una muestra sobre la que se determinó el porcentrje

de 3,6-anhidrogalactosa por el método del resoróinol-ácido clorhídric0261.

Unavez finalizada la autohidrólisis (por constancia de peso

molecular o por toma de una muestra apta para RMNde 13€) se retiró la

mezcla de reacción del baño y se agregaron 500 mg de carbonato de bario

(exento de cloruros). Se dejó unas horas, con agitación ocasional y

luego se centrifugó. La solución se filtró con ayuda de una placa

filtrante para eliminar el resto de sales de bario insolubles (las que

no contenían hidratos de carbono), y luego se hizo pasar la solución
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, . . +
a traves de una coïumna conteniendo re51na Dowex50 (Na ) para obtener

los productos en forma de sa] sódica. Finalmente se concentró y

1iofi1izó, obteniéndose rendimientos entre e] 60 y e] 80 Z.

ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Los espectros se efectuaron a temperatura ambiente en un

equipo Varian XL-lOOcon computadora 620 L-100 que efectuó 1a corres­

pondiente transformada de Fourier.

RMN- 1H

Los espectros de ios productos RS-NI y RS-NERse obtuvieron

con soiuciones de V"5 y 10 mg de Ios mismos, respectivamente, en 0,4

m1 de agua deuterada. Previamente ias muestras fueron disueltas en

agua deuterada y iiofiïizadas, varias veces, a fin de intercambiar

sus protones oxhidriiicos. Dada 1a variedad de protones existentes,

se debieron acumuiar 300 puïsos en e] primer caso y 200 en e] segundo.

A fin de e1iminar e] pico debido a] HODse efectuó 1a siguiente secuencia

de pulsos: 180°- Z -90°.

RMN de l3C

Los espectros de Ios productos autohidroiizados se obtuvieron

a 25,2 MHz, con soluciones de v‘35 mg de ios mismos en 0,4 m1 de

H20/020 1:1, con un ancho espectra] de 5000 Hz, ánguios de puïso de 90°,

tiempos de repetición máximos(0,8 seg) y sin espera entre pulsos.

Los despiazamientos quimicos indicados se refieren a1 tetrametiï­
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siiano por reiación a dioxano comopatrón externo.

En todos 105 casos se efectuó desacople protónico tota] y se

utilizó comofrecuencia de cierre de campo1a resonancia de] deuterio.

E1 número de puïsos empïeado fue e] siguiente:

TTIm, 271.000 ; TTIm-R, 289.200 ; TTIf, 95.100 ; TTIf-R,

268.500 ; carragenano tota] autohidroiizado, 93.200 g carragenano

C autohidroïizado, 181.600 y carragenano SDautohidroiizado, 193.500.

Reducción de ios productos TTImy TTIf———————_—

La reducción de los residuos terminales de los productos TTIm

y TTIf se lievó a cabo agregando a una soiución acuosa de ios mismos

(40 mg en 1 m1 de agua), 40 mg de borohidruro de sodio; se dejó toda

1a noche y 1uego se 11evó con ácido colorhidrico diluido hasta pH 5.

Se evaporó hasta casi sequedad y se agregó metano] varias veces para

eiiminar e] ácido bórico formado; se iievó a sequedad y ios productos

obtenidos se anaiizaron por espectroscopia de resonancia magnética

nuciear de 13€.
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RESUMEN

Los objetivos de este trabajo de Tesis fueron caracterizar a

los carragenanos "solubles" del alga roja Iridaea undulosa , poniendo

énfasis en los factores estructurales que promuevensu solubilidad,

y hallar métodos apropiados para profundizar este tipo de estudios.

Se desarrollaron los siguientes temas:

1 ) Una revisión taxonómica de las algas, incluyendo la presentación de

los principales géneros, las formas de reproducción de las florideas y

la ubicación taxonómica de la Iridaea unduZosa Bory.

2) Un resumen que abarca los trabajos quimicos llevados a cabo sobre los

carragenanos desde su descubrimiento hasta la actualidad; por separado

se detallan los estudios efectuados sobre los carragenanos de Iridbea

undulosa.

3) Una descripción del estado en que se halla la industria y el comercio

de las algas y sus mucilagos (agar, carragenanos, ácido alginico) en los

distintos paises productores; también se describen los usos de esos

mucilagos y las perspectivas, con el desarrollo del cultivo( maricultura).

4) Una reseña histórica de los métodos utilizados para la desulfatación de

polisacáridos y otros productos; se analizan las ventajas y desventajas

de los distintos procedimientos.

5) La descripción de las aplicaciones de la espectroscopia de resonancia
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13€ para la elucidación estructural de carragenanosmagnética nuclear de

y un resumen de los estudios efectuados con compuestos más sencillos,

comopolisacáridos de estructura más simple, oligo- y monosacáridos y

los derivados sulfatados de estos últimos.

6) Ya que el uso de alditoles acetilados comoderivados volátiles en

aplicaciones útiles en cromatografía gas-liquido y espectrometria de masa

para la determinación de la identidad y cuantificación de monosacáridos

es ampliamenteconocido, se describe la utilidad de los aldononitrilos

acetilados comoderivados de azúcares con sus oxhidrilos libres y/o

metilados; se enuncian también los principales caminos de fragmentación

en la espectrometria de masa por impacto electrónico de los aldononitri­

los di-, tri- y tetra-O-metilados.

JL La descripción y discusión de los resultados obtenidos en este

trabajo de investigación, que puedensubdividirse en siete partes:

7.1.- El carragenano soluble (C) en cloruro de potasio 2Mse aisló por

precipitación en bloque de los productos insolubles a esa concentración

de cloruro de potasio. Los datos analíticos indicaron la presencia de

distintos tipos de sulfato.

El carragenano C se.metiló por una secuencia de cinco metilacio­

nes de Haworth; la evaluación de los resultados de metilación permitió

determinar que paralelamente se produjo degradación parcial, ya que hubo

pérdida de sulfato, destrucción de 3,6-anhidrogalactosa y ciclación

alcalina de algunas unidades de galactosa sulfatadas en C—6. El análisis

del curso de la metilación permitió evaluar también la reactividad de

los distintos oxhidrilos frente a la metilación, comprobándoseel orden

0-6 > 0-2 > 0-4 > 0-3. Los resultados evidenciaron el predominio de
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unidades monosulfatadas y no ramificadas en e] carragenano C, entre ias

que se destacaban 1a indicada por 2,6-di-0-meti1- (40,3 %)y 4,6-di-0­

metiigaïactosa (19,4 %), que sugieren'que este carragenano está funda­

mentalmente compuesto por unidades de tipo ¡L- y 1-. Fue significativa

también 1a determinación de 2,3,4-tri-O-meti1xiiosa sin haberse encontrado

otros derivados metiiados de este azücar, y 1a presencia de diversos

productos metiiados que indicaron 1a existencia de unidades desconocidas

hasta e] momento.

7.2.- E1 carragenano soïuble C se sometió a 1a acción de] dimetiïsuifó­

xido a fin de desuifatarlo; se comprobóque 1a pérdida de sulfato era

escasa (20 %), pero que en 1a reacción se producia 1a separación de un

producto que se solubiiizaba en e] DMSOy otro que permanecía insoïuble

en e] misnn, y que e] primero estaba enriquecido en 3,6vanhidroga1actosa;

se investigó la acción de] DMSOen diferentes condiciones, c0mprobándose

que 1a separación sóio era efectiva con 1a sa] de piridinio de] producto,

y que e] tiempo de solubiiización podia acortarse notoriamente.

Una vez efectuado e1 fraccionamiento preparativo se obtuvo un

producto soïubïe (SD, rendimiento 57,7 %) y un insoïubïe (ID, 38,8 %).'

Los anáiisis indicaron que 1a fracción ID estaba prácticamente exenta de

3,62anhidroga1actosa, mientras que 1a SD contenía 6,8 %f2 ese azúcar;

pudo observarse también que e] motivo de] fraccionamiento fue fundamen­

taïmente 1a diferencia en ios pesos moiecuiares, sin que se haya compro­

bado desulfatación concomitante ni degradación apreciable.

Los carragenanos SD e ID fueron metiïados (Haworth). Los re­

sultados para e] carragenano ID confirmaron 10 que podia predecirse con

ios datos preliminares, es decir una estructura en 1a que predominan

los azúcares que caracterizan a un k-carragenano: 4,6-di-0-metilga1actosa

(43,3 2) y 3v0—meti]ga1actosa(6,7 %), aunque también aparecen unidades



que indican la presencia de carragenano de tipo /1-, y azúcares que

indican unidades “inusuales”: uniones (1-62), galactosa 2,6-disulfato

enlazada por la posición 3-, residuos de xilopiranosa que actúa como

ramificación, posiblemente unida a la cadena principal a través de la

posición 6-.

En el carragenano SDmetilado, en cambio, predomina la 2,6-di­

O-metilgalactosa (41,1 %) que caracteriza a los [l-carragenanos,

mientras que se encuentran proporciones importantes de 4,6-di-O-metil­

galactosa (16,9 %) que caracteriza a Á-carragenanos; también se hallan

las otras unidades inusuales antes determinadas.

7.3.- Por tratamiento alcalino del carragenano C, por cada 100 unidades

se produjo un incremento de 23 unidades de 3,6-anhidrogalactosa, con la

desaparición concomitante de 19 sulfatos. Por fraccionamiento con clo­

ruro de potasio se observó la presencia de 33,0 %de material insoluble

a 0,4M de KCl (C—TI) y 56,3 % de soluble en KCl 2M (C-TS), siendo minima

la proporción de fracciones intermedias; ésto indicaba - y confirmaba

nuestros resultados anteriores - la presencia de productos de tipo /J­

y X: en el carragenano C.

El tratamiento alcalino del carragenano ID y su posterior frac­

cionamiento con cloruro de potasio indicaron que sólo se producía una

fracción principal, soluble en KCl 2M(IDwTS, 89,2 %), y escasa propor­

ción de material insoluble, lo que estaba de acuerdo con el carácter 'X

del carragenano ID. En cambio, el tratamiento alcalino y fraccionamien­

to del carragenano SDdio por resultado la presencia de dos fracciones

principales: insoluble en KCl 0,4M (50,9 %, SD-TI) y soluble en KCl 2M

(42,8 %, SD-TS), lo que indicaba la gran proporción de material presente

en el carragenano SDque no correspondía a un ¡A-carragenano.

Los carragenanos ID-TS, SDvTIy SD-TSfueron sometidos a metilación;



en SD-TI se comprobóla presencia fundamental de 2,6-di-0-metilgalactosa

(50,7 Z) que caracteriza una estructura de K- ó L-carragenano, con uni­

dades inusuales y en los carragenanos ID-TS y SD-TSse destaca la presen»

cia de 4,6-di-0-metilgalactosa, indicando que ambos - estructuralmente

muy similares - provienen de un producto de tipo 'X-, en el que los

residuos inusuales comprendenimportantes proporciones.

Se ha analizado la composición de los seis carragenanos estudia­

dos, describiendo sus posibles estructuras, las caracteristicas de las

unidades que los forman, y fundamentalmente los factores estructurales

que serian los promotores de su solubilidad.

7.4.- Se estudió la autohidrólisis del carragenano; en las primeras

experiencias se demostró que a 60° se producia apreciable degradación

con pérdida de sulfato del 15 Z. Con los estudios realizados sobre

los productos C, SD , ID antes obtenidos, y sobre el producto TTI, más

rico en 3,6-anhidrogalactosa se demostró que por autohidrólisis a 60°

pueden romperse selectivamente las uniones 3,6-anhidrogalactosidicas

en una reacción que es de primer orden respecto de la concentración de

esas uniones, y cuya vida media es de 7,8-8,7 horas; la pérdida de

sulfato fue de aproximadamente 25 %.

7.5.- Los produCtos autohidrolizados se sometieron a espectroscopia de

13€. Previamente se ampliaron los datosresonancia magnética nuclear de

de literatura , calculando los efectos de los grupos sulfato sobre los

desplazamientos de unidades tabuladas; por otra parte se desarrolló un

programa de computadora que permitió agilizar las comparaciones y cotejar

las similitudes de un dado espectro con diferentes productos caracteris­

ticos.

Se informaron los espectros de siete productos diferentes, anali­
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zando sus posibies asignaciones y los significados estructuraies de ias

mismas; por otra parte se justificaron las asignaciones efectuadas en

e] espectro de 1a K-carrabiosa, y se discutieron'ïas efectuadas a

ciertos carragenanos insoiubles naturaies antes y después de] tratamiento

a1ca1ino.

7.6.- Comoaporte a 1a determinación de 1a estructura de carragenanos

y otros galactanos se ha estudiado 1a separación e identificación de los

0-aceti1-0-metiigalactononitriios por cromatografía gas-iiquido y espec­

trometria de masa. Se informaron los tiempos de retención de Ios

distintos azúcares y su posibies re1ación con factores conformacionaies;

por otra parte se informaron 10s picos principaies en Ios espectros de

masa de los acetatos de ios gaiactononitriios parciaimente metiiados;

ios de los di-, tri- y tetrametiléteres concuerdancon Ios registrados

para derivados de otras hexosas. Se estudiaron las rupturas para ios

monometi] derivados, hasta ahora no analizados y se describieron los

caminos principaies de fragmentación. Se encontró un camino que es

especifico para aigunos aidononitriios (derivados de gaiactosa, 6-0­

metiigaiactosa y 2,6-di-0-metiiga1actosa) que presenta 1a pérdida de

fragmentos neutros (ácido acético y cetena) a partir de] ion molecuiar.

7.7.- Se estudió un residuo proveniente de 1a purificación de] carrage­

nano crudo que era insolubie en agua; se efectuaron anáiisis de dife­

rentes fracciones de] mismoy ias caracteristicas fueron similares. E]

residuo (RI) se extrajo exhaustivamente con agua, comprobándose que un

18 %se soiubiiizaba en e] primer intento (RS). Esta fracción, rica en

proteina, y que por hidróiisis mostraba 1a presencia de giucosa, gaiactosa

y sulfato, se fraccionó con 1a ayuda de resina Sephadex DEAEA-50, con 10

que se obtuvo, por eïución con agua un producto no iónico (RS-N, 53 %), y
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por elución con NaCl 4M, en caliente, uno iónico (RS-I, 37 Z). El se­

gundo tiene las caracteristicas de un carragenano, y al primero se lo

dializó en sistema cerrado obteniéndose un dializable (RS-NE,88 %) y

un no-dializable (RS-NI, 7 Z); éste último estaba enriquecido en hidra­

tos de carbono y en ambosel producto principal por hidrólisis era la

glucosa. El producto RS-NEse sometió a extracción con cloroformo/

metanol, quedando un 28 % de residuo (RS-NER) y un 63 % de soluble

(RS-NEC). Se presentan algunos análisis preliminares de las fracciones.

8) La descripción de las técnicas experimentales y los materiales

ñ Qïfifiutilizados.
/

V._. /'\
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