BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Estudio de los carragenanos
"solubles” del alga roja Iridaea
undulosa Bory (Familia:
Cigartinaceae)

Stortz, Carlos Arturo

1984

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

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

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

Cita tipo APA:

Stortz, Carlos Arturo. (1984). Estudio de los carragenanos "solubles" del alga roja Iridaea
undulosa Bory (Familia: Cigartinaceae). Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1866_Stortz.pdf

Cita tipo Chicago:

Stortz, Carlos Arturo. "Estudio de los carragenanos "solubles" del alga roja Iridaea undulosa Bory
(Familia: Cigartinaceae)". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad
de Buenos Aires. 1984. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1866_Stortz.pdf

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1866_Stortz.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1866_Stortz.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

Tema de Tesis

ESTUDIO DE LOS CARRAGENANOS " SOLUBLES "
DEL ALGA ROJA IRIDAEA UNDULOSA BORY

( Familia: Gigartinaceae )

Autor

CARLOS ARTURO STORTZ

Director de Tesis

Dr. Alberto S, CEREZO

Lugar de trabajo

Departamento de Quimica Orgdnica

Tesis presentada para optar al titulo de
DOCTOR EN CIENCIAS QUIMICAS
1984

- 1866 -
o 2



* A mis padres

* A Miriam, mi esposa



Mi mds sincero agradecimiento al Doctor Alberto S.
Cerezo, Director de este trabajo de Tesis, quien
me guid a lo largo de estos afios, porque ademds de
haber sido Jefe, supo ser un compaiiero mds, y a su
valioso aporte cientifico agregs su e:ccepcional.

calidad humana.



Agradezco también:

A los Doctores Eduardo G. Gros y Elizabeth E,
Percival, por las muestras de galactosas metiladas,

A la Dra. Elsa N. Lacoste de Diaz, por las criterio-
sas sugerencias y la bibliograffa suministrada para la preparacion del
Capitulo I ("Las algas") de esta Tesis.

Al Dr.0. Kuhnemann y al CIBIMA (Centro de Investiga-
cién en Biologia Marina) por el asesoramiento en la clasificacién del
alga Iridaea undulosa.

A UMYMFOR (CONICET-FCEyN) por el equipo técnico
suministrado,

A las Lic, Maria Rivero y Marfa M.de Moglia por las
cromatografias gas-1fquido realizadas,.

Al Sr. Jorge Aznarez por la realizacién de espectros
de masa y cromatograffas gas-l1iquido acopladas a espectrémetro de masa.

Al Dr.Gerardo Burton y al Sr.Gustavo Arabehety por
la realizacion de espectros de resonancia magnética nuclear.

A la Dra. B,B, de Deferrari y a la Lic, Marta Z.
Marcote por los microandlisis realizados,

A la Srta.Alicia Arenaza por los espectros infrarrojo

realizados,

A mis queridas compafieras de laboratorio, Lic. Hélen
Tortorella y Ma,Angélica Di Giacomo, y Dras. Adriana E.Manzi, Ma.Nélida
Mazzini y Ma.Cristina Matulewicz, por su comprensi6n, compafierismo y
tolerancia, indispensabhles para la realizacién de este trabajo, A la
Dra. Matulewicz agradezco ademds su minuciosa revisién de los manuscritos
de esta Tesis, y las muestras de carragenano TTI y residuo insoluble.

A todos los buenos amigos que me hicieron sobrellevar
estos anos de trabajo en un ambiente de camaraderia y cordialidad.

A todo el personal del Departamento de Quimica Orgédnica,
profesores, docentes auxiliares, personal técnico y no docentes por su
disposicién y apoyo.



INDICE

CAPITULO I: LAS ALGAS

Generalidades
Taxonomia de algas
Las rodofitas

Reproduccidn de las florideas

Clave taxon6émica dentro de las florideas
Ubicacidn taxondémica de la Iridaea undulosa Bory

12
13
14

CAPITULO II: LOS CARRAGENANOS

Primeros estudios
Ultimos estudios

Factores ecolégicos, estacionales y sexuales
Estudios realizados en la Repiblica Argentina
Los carragenanos de Iridaea undulosa Bory
Tratamiento alcalino del carragenano

17

18
25
28
31
31
36

CAPITULO III: INDUSTRIA Y COMERCIO DE LAS ALGAS Y SUS

MUCILAGOS EN EL MUNDO

Introduccién

Evolucion industrial
Estado actual de la industria

Prospectiva industrial y precios
Mercados y usos del carragenano y otros mucilagos
Procesado del alga productora de carragenanos

Cultivo del alga

(maricultura)

38

39
39
40
42
43
46
47




CAPITULO IV: METODOS DE DESULFATACION 49
Desulfatacion acida 50
Desulfatacion solvolitica 55
CAPITULO V: APLICACIONES DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
DE 13C A LA DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA
DE POLISACARIDOS 63
Introduccién 64
Monosacdridos sulfatados 66
Aplicacifén a oligosacaridos 68
Aplicacién a polisacaridos 69
Aplicacidn a carragenanos y compuestos similares 71
CAPITULO VI: USO DE LOS ALDONCNITRILOS ACETILADOS EN LOS
ESTUDIOS ESTRUCTURALES DE POLISACARIDOS 79
Resefia historica 80
Espectrometria de masa de los aldononitrilos acetilados
y de sus derivados metilados 85
Espectrometria de masa por ionizacidn quimica 97
CAPITULO VII: DESCRIPCION Y DISCUSION DE LOS
RESULTADOS OBTENIDOS 99
Aislamiento y purificacidon del carragenano 100
Obtencidon de la fraccidon soluble 100
Estudios de metilacidn 104
Ajuste de los resultados de metilacion 121
Andlisis de los resultados de metilacion 124



Accion del dimetilsulfoxido sobre el carragenano soluble 127

Estudios de metilacion de ambas fracciones
Fraccién insoluble en dimetilsulféxido
Fraccion soluble en dimetilsulféxido
Comparacién de los carragenanos

Tratamiento alcalino del carragenano C
Tratamiento alcalino de los carragenanos SD e ID
Estudio de metilaci6n de los productos tratados

Composicidn de los carragenanos "solubles" de Iridaea
undulosa

Factores solubilizantes

Estudios de autohidrélisis
Autohidrélisis del carragenano de Iridaea undulosa

Autohidrdélisis de un producto rico en 3,6-anhidro-
galactosa

Autohidrélisis del carragenano soluble C
Autohidrélisis del carragenano SD
Autohidrélisis del carragenano ID
Conclusibn

13C

Estudios de resonancia magnética nuclear de
Ampliacién de los datos de literatura
Utilizaci6n de un programa de computadora
Espectros de los carragenanos TTI degradados

Interpretaci6n de los espectros de los carragenanos
TTIm y TTIm-R

Espectro de la K-carrabiosa

Los espectros de TTIf y TTIf-R

Espectro del carragenano total autohidrolizado
Espectro del carragenano "soluble" C autohidrolizado
Espectro del carragenano SD autohidrolizado
Conclusiones

139
140
144
148
151
157
162

170
176

182
183

187
196
197
200
202

205
206
212
216

219
223
227
231
233
237
240



Separaci6n e identificacion de los O-acetil-O-metilgalac-
tononitrilos por cromatografia gas-1iquido y

espectrometria de masa 245

Espectrometria de masa de los O-acetil-0-metil-
galactononitrilos 253

Galactononitrilos monometilados y tetraacetilados 264

Estudio del residuo proveniente de la purificacion del

carragenano crudo 273

Extraccion acuosa del residuo insoluble 276

Separacidn preparativa y fraccionamiento del

producto RS 279

Analisis preliminar de dos fracciones 283
CAPITULO VIII: PARTE EXPERIMENTAL 288
Consideraciones generales 289
Cromatografia sobre geles 291
Cromatografia gas-liquido 292
Determinacién de los azicares componentes 294
Determinaci6on de 3,6-anhidrogalactosa 296
Determinacién cuantitativa de los hidratos de carbono
totales 298
Determinacidon de sulfato 300
Determinacidon del 6-sulfato 302
Dosaje de grupos reductores 303
Determinacidn cuantitativa de las proteinas totales 307
Determinacidn de los aminodcidos componentes 308
Determinacidon del contenido de f6sforo 310
Oxidacion con periodato 311
Viscosimetria 314
Caracteristicas del material 318
Aislamiento del carragenano 318
Fraccionamiento: obtencidn de la fracci6én soluble 318

Residuo insoluble 319



Accidén del DMSO sobre el carragenano soluble 322
Determinacién de las curvas de solubilidad en KCI

por turbidimetria 324
Tratamiento alcalino 325
Estudios de metilacién 325
Hidrélisis de los polisacaridos metilados 327
Estudios de autohidrélisis 330
Espectroscopia de resonancia magnética nuclear 331
RESUMEN 333
BIBLIOGRAFIA 340
INDICE DE AUTORES 353




INTRODUCCION

E1 alga roja Iridaea undulosa Bory sintetiza, en funcién de
sus necesidades biolégicas y ecolégicas, un conjunto (sistema) de
carragenanos cuyas estructuras forman parte de lo que se ha denominado
una familia de polisacdridos, es decir un conjunto con estructuras
variantes sin solucién de continuidad entre dos estructuras limite,
pese a que tomados individualmente pueden presentar diferencias conside-
rables. Este concepto de "familia" ha sido muy Gtil, y se espera
poder extenderlo al &gar, para relacionar asf los productos mds impor-
tantes sintetizados por las algas rojas.

En un trabajo anterior se habia comenzado a estudiar el
sistema de carragenanos producido por este alga cosechada en invierno
en las costas patagdnicas. Se determiné asi su distribucién en funcidn
de la solubilidad de sus componentes en soluciones de cloruro de potasio
de diferente concentraci6n, con lo que se obtuvo un panorama claro de
la composicién del sistema, y se estudiaron en particular las 1lamadas
"fracciones intermedias",

La determinaci6n estructural en polisacdridos altamente
polidispersos como éstos tiene fundamentalmente sentido estadfistico,
por lo cual los estudios realizados buscaron principalmente relacionar
los factores estructurales con propiedades como la solubilidad y la
formacién de geles que dependen de las estructuras secundarias y

terciarias de estos productos.

Ademds del mero interés académico de estos trabajos, el valor
econémico de los carragenanos introduce un interés prdctico; dicho
valor depende precisamente de la capacidad de gelificar, y esa capacidad

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



reaccidén sencilla. Es asi que puede comprenderse la importancia de la
determinaci6n de las variables moleculares que inducen a la gelificacibn
y las que no lo hacen, y el conocimiento de la relacidn que existe entre
unos y otros productos.

En este trabajo de Tesis se encard fundamentalmente el estudio
de otra fraccibn importante de dicho sistema, los carragenanos "solubles",
es decir aquellas moléculas solubles en cloruro de potaéio 2M, limite de
concentracién utilizada en el estudio de estos sistemas, La investiga-
ci6én de esos productos es la mds complicada de todo el conjunto, dado
que : a) en la fraccién "soluble" se acumulan todos los carragenanos no
precipitables, y b) es previsible que -al menos en parte- dicha solubi-
lidad provenga de la presencia de zonas aperiddicas en las moléculas.
Estas dificultades explican los pocos antecedentes que existen del estu-
dio de estos productos,.

E1 interés principal de este trabajo radica en:

a) E1 estudio de la composicién de la fraccibén soluble a fin de obtener
evidencias sobre el tipo de moléculas que la componen.

b) La identificacion de los factores estructurales que determinan las
propiedades fisicas de los carragenanos, profundizando la bisqueda de las
zonas aperibdicas, su distribuci6n y su influencia sobre la estructura
secundaria de la molécula.

c) Dados los resultados del item anterior, se investigaron los mecanismos
de gelacibn, 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 polisacdridos, y por ende sobre su
capacidad gelificante,

d) El1 hallazgo de métodos experimentales que pueden facilitar el estudio

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

técnicas se harfan trabajosos y/o imposibles.



Los resultados obtenidos han sido fructiferos y han permitido
ampliar considerablemente 1os conocimientos sobre las estructuras de

estos productos y las relaciones entre las mismas y sus propiedades.



Capitulo I

LAS ALGAS



GENERALIDADES

Dentro de 1o que los botdnicos denominan "algas" existe un nimero de
vegetales muy numeroso y diferenciado, que vive en el mar, en aguas dulces o
en terrenos semiacudticos. Las hay unicelulares, pero también multicelulares,
con diferenciacién morfoldgica bien marcada; su tamafio puede variar entre 1 pmy
30 metros. Los caracteres reproductivos son diversos, ya que la reproduccidn
por esporas asexuales moviles o inméviles, en algunos casos coexiste con repro-
duccién sexual. Existe divisidn directa en algas unicelulares y fragmentacion
del talo (cuerpo del alga, carente de raiz, tallo y hojas) en algunas pluricelu-
lares.

Es por eso que el nombre ALGA resulta en si demasiado amplio para acunar
como phylum a todas las especies, y la agrupacidon como tal es realmente artifi-

cial. El estudio taxondmico tienen entonces gran importancia para distinguirlas.

TAXONOMIA DE ALGAS

Los criterios taxondmicos son muy diversos, y han dado origen a numerosas
controversias que aln hoy subsisten. Antiguamente1 se hablaba de una division
(Thallophyta) que abarcaba a algas y a hongos. Las algas, a su vez, podian
dividirse segin el color de sus pigmentos en cuatro clases: verdes, verde-azula-
das, pardas y rojas.

Clasificaciones mads modernas dividieron a las algas en diez c]asesz:
cloroficeas, dinoficeas, rodoficeas, sifonales, feoficeas, bacilarioficeas,
crisoficeas, xantoficeas, criptoficeas y cianoficeas. Estudios taxonémicos
posteriores han agregado a esas clases a las euglenoides y las caroficeas, y
eliminaron las sifonales. De cualquier modo, las diferencias eran tan marcadas

en algunos casos que alcanzaron para transformar las clases en divisiones (phyla),



pese a que alin subsisten diferencias entre los distintos textos. Las modifica-
ciones se fueron sucediendo; en una clasificacion aceptada en 1982 se determind

la presencia de 10 divisiones y 17 c]ases3:

Division 1: PROCHLOROPHYTA

Clase dnica: PROCHLOROPHYCEAE, introducida en 1976 para una inica especie (
Prochloron didemmi ), y cuya separacién de las Cyanophyta ha sido criticada.

Divisidn 2: CYANOPHYTA (algas azul-verdosas)

Clase Gnica: CYANOPHYCEAE, antes 1lamada MYXOPHYCEAE y también SCHIZOPHYCEAE, con
150 géneros y mds de 1.200 especies cuya clasificacidn estda discutida. Si]va3
acepta la presencia de cinco 6rdenes: Chroococales ( Anacystis, Aphanocapsa,
Gloeocapsa, Chroococcus, Microcystis, Chlorogloea, Tubiella ), Chamaesiphonales
( Chamaesiphon, Siphononema, Clastidium, Cyanocystis), Pleurocapsales [ Hyella,
Dermocarpa, Pleurocapsa, Hydrococcus), Nostocales ( Arthrospira, Lyngbya,
Oscillatoria, Phormidium, Anabaena, Nostoec, Calothriz, Rivularia, Scytonema) Yy
Stigonematales ( Stigonema, Loriella, Mastigocladus, Capsosira). Algunos
autores1 incluyen los dos Gltimos drdenes en Hormogonales y Oscillatoriales.

Divisién 3: RHODOPHYTA (algas rojas)

Ver luego (pag. 9 ) la clasificacidn.

Divisién 4: CRYPTOPHYTA (criptomonadas)

Clase dnica: CRYPTOPHYCEAE: comprende unos pocos organismos unicelulares, de
dudosa inclusion entre las algas. Comprende dos érdenes: las Cryptomonadales
( Chilomonas, Cryptomonas, Hillealy Tetragonidiales (Tetragonidiwml.

Division 5: CHLOROPHYTA

lra.Clase: PRASINOPHYCEAE, clase de fitoflagelados relativamente nueva, cuyos
miembros antes se distribuian entre las cloro- , cripto- , criso- y xantoficeas.
Se divide en cinco 6rdenes: Pedinomonadales (Pedinomonas) , Nephroselmidales (

Dolichomastis, Nephroselmis), Pterospermatales ( Coccopterum, Pterocystis),
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Pyramimonadales ( Asteromonas, Halosphaera, Prasinochloris ) y Prasinocladales (
Prasinocladus, Tetraselmis, Platymonas).
2da.clase: CHLOROPHYCEAE, de las algas verdes, compuesta por 450 géneros y 6500
especies, casi todas de agua dulce. Pese a las coﬁtroversias, hay que reconocer
hoy su division en dieciseis Ordenes, agrupables en cuatro subclases. Los
érdenes son: Volvocales ( Chlamydomonas, Hematococcus, Gonium, Volvox ), Tetraspo-
rales (Gloeocystis, Tetraspora ), Chlorococcales(Chlorococcunm, Hydrodictyonm,
Pediastrum, Chlorella, Coelastrum, Oocystis, Prototheca, Scenedesmus ), Chlorosar-
cinales ( Chlorosarcina, Plaonphyla, Tetracystis ), Ulotrichales ( Microspora,
Stichococcus, Ulothrix ), Ulvales (Enteromorpha, Ulva, Ulvaria), Chaetophorales
(Chaetophora, Coleochete, Ulvella ), Trentepohliales (Trentepohlia), Sphaero-
pleales (Sphaeroplaea), Prasiolales o Schizogoniales(Prasiola, Schizogonium),
Cladophorales (Basicladia, Chaetomorpha, Cladophora), todos ellos agrupados en
la subclase Chlorophycidae; Oedogoniales (Bulbochaete, Oedogonium),de la subclase
Oedogoniophycidae; Zygnematales, antes 1lamadas conyugadas ( Spirogyra, Cosmarium,
Desmidium, Euastrum, Peniwm, Roya, Spirotacnia ) de 1a subclase Zygnematophy-
cidae; Siphonocladales ( Valonia, Dictyosphaeria), Caulerpales (Caulerpa, Bryopsis,
Codium, Derbesia, Chlorodesmis, Halimeda ) y Dasycladales ( Dasycladus,
Acetabularia ), agrupados en la subclase Siphonocladophycidae, anteriormente com-

prendidas en la clase sifona]esz.

3ra.clase: CHAROPHYCEAE, compuesta por un Gnico orden: las Charales y una dnica
familia: Characeae. Los 200 cardofitos vivientes se agrupan en seis géneros de
los cuales son fundamentales Chara y Nitella. Se las conoce como ovas o0 brozas
de agua4.

Divisién 6: EUGLENOPHYTA

Clase Gnica: EUGLENOPHYCEAE, compuesta por las euglenoides, especies unicelulares de
algas flageladas, con cerca de 500 especies. Al orden fundamental, Euglenales (

Astasia, Euglena, Phacus J, se agregaron otros cinco : Rhabdomonadales (
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Rhabdomonas, Menoidiwm ), Eutreptiales(Eutreptia, Distigma), Sphenomonadales
( Anisonema, Calycimonas, Petalomonas, Sphenomonas), Heteronematales ( Dinema,
Entosiphon, Urceolus ) y Euglenamorphales ( Euglenamorpha ).

Divisién 7: CHROMOPHYTA, que agrupa algas de diversos tipos, antes separadas.

lra.Clase: CHRYSOPHYCEAE, o algas doradas, con 80 géneros y 300 especies, dis-
tribuidas en once 6rdenes: Chromulinales o Chrysocapsales ( Chromulina,
Gloeochrystis, 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 ( Apedinella, Palatinella, Pedinella ).

2da.Clase: DICTYOCHOPHYCEAE o SILICOFLAGELLATOPHYCEAE, grupo relativamente
nuevo y escaso que comprende unicamente al orden Dictyochales, con una inica
familia y cuatro géneros: Dictyocha, Distepharus, Mesocena, Octactis.

3ra.Clase: BACILLARIOPHYCEAE, de las diatomeas, caracterizada por tener una
pared silicificada (fristula). Es la clase mds numerosa, ya que dentro de
170 géneros engloba mds de 6.000 especies. Se divide en dos subclases: las
Centrobacillariophycidae (11dmadas también céntricas o centrales) y las Penna-
sibacillariophycidae ( pennadas o pennales). Las primeras se subdividen en
tres ordenes: Eupodiscales o Discales ( Coscinodiscus, Cyclotella, Lauderia,
Skeletonema, Thalassiosira ), Rhizosoleniales o Soleniales ( Rhizosolenia,
Ditylum ) y Biddulphiales (Biddulphia, Lithodesmiwm ). Las Pennadas, compren-
den siete drdenes: Fragilariales ( Tabellaria, Fragilaria, Opephora), Euno-

tiales (Actinella, Desmogoniwm ), Achnanthales(4chnanthes, Cocconeis),



Naviculales (Amphipleura, Navicula, Pinnularia, Amphora, Cymbella, Gomphonema ),
Epithemiales (Denticula, Epithemia ), Bacillariales o Nitzchiales ( Bacillaria,
Nitzchia, Hantzchia ) y Surirellales ( Cymatopleura, Surirella ).

4ta.Clase: PHAEOPHYCEAE o algas pafdas; antiguamente representaba un phylum con
tres clases: Isogeneratae, Heterogeneratae y Cyclosporeae. Hoy3 se aceptan
quince ordenes agrupados en tres subclases para el millar de especies que la
componen; la subclase Phaeophycidae engloba los siguientes Ordenes: Ectocarpa-
les ( Ectocarpus, Giffordia ), Ralfsiales ( Nemoderma, Analipus), Chordariales
( Chordaria, Elachista), Sporochnales ( Sporochnus, Nereia), Desmarestiales (
Desmarestia, Arthrocladia ), Cutleriales ( Cutleria ), Sphacelariales(Halopteris,
Sphacelaria, Cladostephus), Tilopteridales ( Haplospora, Tilopteris ), Dictyosi-
phonales ( Dictyosiphon, Punctaria, Coiloderma), Scytosiphonales ( Seytosiphon,
Petalonia ) y por Gltimo Laminariales (Chorda, Costaria, Laminaria, Macrocystis,
Nereocystis, Alaria, Ecklonta, Undaria, Lessonia ); en éste G1timo Orden las
familias Laminariaceae y Lessoniaceae son conocidas por la produccion del acido
alginico. La subclase Dictyotophycidae comprende al 6rden Dictyotales (
Dictyopteris, Dictyota, Padina ); la subclase Fucophycidae que se corresponde
con la antigua clase Cyclosporeae , comprende tres Grdenes: Ascoseirales (
Ascoseira), Fucales, productoras en muchos casos de fucoidina ( Hormosira, Fucus,
Ascophyllum, Himanthalia, Cystoseira, Halidrys, Sargasswm) y Durvillaeales (
Durvillaea ).

5ta.Clase: XANTOPHYCEAE o algas amarillo-verdosas, antiguamente 1lamadas Hetero-
kontae; comprende 400 especies distribuidas en seis Grdenes: Rhizochloridales (
Myxochloris, Rhizochloris), Chloramoebales o Heterochloridales ( Nephrochloris,
Chloramoeba, Polykyrtos ), Heterogloales (Pelagocystis, Gloeochloris ),

Mischococcales o Heterococcales ( Chlorosaccus, Dioxys, Mischococcus, Monodus
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entre muchos otros ), Tribonematales o Heterotrichales ( Heterotrichella,
Tribonema, Heterothrix, Bumilleria ), y Vaucheriales o Heterosiphonales (
Vaucheria, Botrydium ).

6ta.Clase: RAPHIDOPHYCEAE o CHLOROMONADOPHYCEAE, pequefia clase de organismos
unicelulares biflagelados, compuesta por un Gnico 6rden, Raphidomonadales y
dos familias para sus diecisiete géneros. Los principales son: Reckertia,
Raphidomonas, Trentonia, Vacuolaria, Hornellia.

Division 8: EUSTIGMATOPHYTA

Clase dnica: EUSTIGMATOPHYCEAE, recientemente separada de las Xantpphyceae,
y a la que se agregaron algunas especies de Chlorophyceae, totalizando doce
eustigmatofitos. Los tres géneros que la integran son Chlorobotrys,
Pseudocharaciopsis y Vischeria.

Division 9: HAPTOPHYTA

Clase Gnica: HAPTOPHYCEAE o PRYMNESIOPHYCEAE, también recientemente escindidas
de las Chrysophyceae. Comprende tres ordenes: Pavlovales ( Diacronema,
Pavlova ), Prymnesiales ( Chrysotila, Phaeocystis, Isochrysis, Prymmesium),
y Coccolithophorales o Coccosphaerales ( Ochrosphaera, Chrysonema, Caleidiscus,
Hymenomonas, Pleurochrysis entre muchos otros ).

Division 10: DINOPHYTA, antes 1lamado PYRROPHYTA

Clase dnica: DINOPHYCEAE, incluye cerca de 150 géneros y 1.000 especies de
dinoflagelados. Se divide en dos subclases, que antes se consideraban clases:
las Desmophycidae (antes Desmophyceae o Desmokontae) con s6lo treinta especies
repartidas en cuatro 6rdenes: Desmomastigales (Desmomastix, Adinomonas ),
Prorocentrales ( Prorocentrum ), Protaspidales (Protaspis ) y Desmocapsales
( Desmocapsa); las Dinophycidae, con doce érdenes: Blastodiniales ( Dipiomorpha,
Haplozoon ), Chytriodiniales (Chytriodinis), Gymnodiniales ( Amphidiniwn,

Gymmodinium, Oxyrrhis), Peridiniales (Glenodiniwm, Peridinium, Gonyaulax ),
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Dinophysales ( Dinophysis, Dinoceras, Oxyphysis), Noctilucales (. Noectiluca),

Gloeodiniales ( Gloeodiniwn ), Dinamoebales ( Dinamoeba ), Pyrocystales (

Diplodiniwm, Pyrocystis ), Phytodiniales ( Cystodinium, Dinococcus, Tetradinium

), Zooxanthellales ( ‘Endodinium, Zooxanthella ) y Dinotrichalespinothriz,

Dinoclonium ).

También se incluyen en esta division tres clases de monadas parasitas,
pero que no se consideran algas: las Ebriphyceae, Ellobiophyceae y Syndiniophyceae.
Se han efectuado algunos estudios quimiotaxondémicos generales, que permi-

ten diferenciar algunas c'lasesz’3 sobre la base de los siguientes componentes:
Clorofilas: todas las clases contienen clorofila-a ; ademds, las cloroficeas
contienen importantes proporciones de clorofila-b, que también se encuentra en
procloro- , prasino- , caro- y euglenoficeas. Existe clorofila-c en cripto- ,
dictioco- , bacilario- , feo- , xanto- , rafido- , hapto- y dinoficeas.
Carotenos: salvo las criptoficeas, en las que priva el -caroteno, el resto
tiene como componente principal al B-caroteno. Hay también cantidades menores
de -caroteno en rodo- , prasino- y cloroficeas y Y-caroteno en esta Gltima
clase.
Xantofilas: son muy variadas en proporci6n y nimero; las fundamentales son: de
cloro- , caro- y rodoficeas la luteina ; de feo-, rafido- , hapto- , criso- y
bacilarioficeas la fucoxantina; de eustigmatoficeas la violaxantina; de dinofi-
ceas la peridinina; de cianoficeas la mixoxantina; de criptoficeas la aloxantina;
de prasinoficeas la sifoneina y de xantoficeas la diadinoxantina.
Ficobilinas: en las rodoficeas la principal es la r-ficoeritrina, y les da color
rojo; en las cianoficeas la c-ficocianina que da color azul.

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

leucosina las crisoficeas , manitol las feoficeas, almidon de florideas y floridé-

sido ( 2-gliceril- x-D-gatactopiranésido) las rodoficeas ; casi todo el resto



-9 -

contiene almidon y otros glucanos con uniones «-(1-4), aunque las eugleno- ,
hapto- , criso- , bacilario- y feoficeas presentan glucanos con uniones B-(1—3)
(1aminarano, crisolaminarano, paramilén).

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

ficeas no hay pared celular; en otros casos hay predominio de 1a celulosa
(rodoficeas florideas, cloro- , caro- , criso- , feo-,xanto- y dinoficeas ),
acompafiada de material péctico (crisoficeas ), galactanos sulfatados (rodoficeas
florideas ), dcidos alginicos y mucopolisacdridos sulfatados (feoficeas ).
Existen pectinas y mucopolisacdridos en cianoficeas; xilanos y mananos en
rodoficeas bangioficidas y cloroficeas ; en muchos casos la pared estd

calcificada o silicificada.

LAS RODOFITAS

Las rodofitas son en un 95 % marinas. Son de agua dulce 1o0s géneros
Batrachospermum, Lemanea, Hildenbrandtia entre otros y hay géneros que son
indistintamente de mar o agua dulce. La dnica clase, RHODOPHYCEAE se divide
en dos subclases que en algin momento se elevaron a la categoria de clases;
se compone de 560 géneros y cerca de 4.000 especiesG’s.

Subclase 1lra: BANGIOPHYCIDAE. Son las mds sencillas; incluyen 25 géneros y

100 especies, agrupadas en cinco drdenes:

Orden Porphyridiales: incluye la familia Porphyridiaceae (Porphyridiwm ), uni-
celulares que a veces forman agregados mucilaginosos irregulares.

Orden Goniotrichales: filamentosos, con la familia Goniotrichaceae (Goniotrichum )
y Phragmonemataceae ( Phragmonema, yanodesma ).

Orden Bangiales: el mds importante, con dos familias: Erythrupeltidaceae (

Smithora, Erythrotrichia ) y Bangiaceae ( Bangia, Porphyrc ), siendo estos

dos Gltimos géneros los mas importantes y conocidos por la produccidn del
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porfirano, mucilago extensamente estudiado.

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

Orden Rhodochaetales: con la familia Rhodochaetaceae y el (nico género
Rhodochaete.

Subclase 2da.: FLORIDEOPHYCIDAE. Es la mas importante; 1los seis Ordenes origi-

3 ahora han sido ampliados a diez3:

nales

Orden Acrochaetiales: es el mds primario; formaba parte antiguamente5 de las
Nemalionales., como familia (Acrochaetiaceae o Chantransiaceae). Agrupa
cinco géneros, de los cuales los principales son Acrochaetium y Rhodochorton.

Orden Nemaliales (antes Nemalionales): sufrid varias divisiones, que originaron
los O6rdenes Acrochaetiales, Chaetangiales y Bonnermisoniales. Alguna§ espe-
cies son de agua dulce. Se divide en cinco familias: Batrachospermaceae (
Batrachospermum, Tuomeya ), Lemaneaceae (Lemanea ), Helminthocladiaceae (
Helminthocladia, Nemalion, Liagora ), Thoreaceae ( Thorea ) y Naccariaceae
( Naccaria ).

Orden Chaetangiales: también originado en el anterior, s6lo compuesto por la
familia Chaetangiaceae ( Chaetangiwnm, Galazaura, Scinaia).

Orden Gelidiales: incluye (nicamente la familia Gelidiaceae, conocida por la
produccién de agar; comprende 11 géneros y 70 especies ( Acanthopeltis,
Gelidiwm, Pterocladia ).

Orden Bonnemaisoniales: formd parte de las Nema]iona]es5 e incluye sbdlo tres
géneros: Asparagopsis, Bonnemaisonia y Delisea.

Orden Cryptonemiales: comprende 100 géneros y 900 especies, distribuidas en doce
familias: Dumontiaceae ( Dilsea, Dwmontia, Dudresnaya), Rhizophyllidaceae (
Rhizophyllis, Ochtodes ), Polyideaceae ( Rhodopeltis, Polyides ), Squamariaceae (
Peysonnelia ), Hildenbrandtiaceae ( Hildenmbrandia ), Corallinaeceae(Epilithon,

Lithothammion, Lithophyllum, Corallina, Melobesia, Bossiella entre muchos otros ),



Endocladiaceae ( Gloiopeltis ), Tichocarpaceae ( Tichocarpus ), Cryptonemia-
ceae o Gratelowiaceae ( Gratelowia, Phyllimenia, Aeodes, Cryptonemia ),
Gloiosiphonaceae (Gloiosiphénia ), Callymeniaceae ( Callophyllis ) y Choreoco-
laceae (Choreocolax ).

Orden Gigartinales: comprende 80 géneros y cerca de 800 especies, y segin
Ky]in5’6 se divide en veintidn familias: Gracilariaceae ( Gracilaria,
Gelidiopsis ), Cruoriaceae(Petrocelis, Cruoria ), Nemastomataceae(Nemastoma,
Schizymenia ), Calosiphoniaceae ( Calosiphonia ), Sebdeniaceae(Sebdenia),
Plocamiaceae ( Plocamium ), Sphaerococcaceae ( Caulacanthus, Sphaerococcus),
Stictosporaceae ( Stictosporum ), Sarcodiaceae ( Sarcodia, Nizymenia )
Furcellariaceae ( Furcellaria, Neurocaulon ), Solieriaceae ( Sarconema,
Opuntiella, Agardhiella, Solieria, Eucheuma, Anatheca ), Rissoellaceae (
Rissoella ), Rhabdoniaceae ( Catenella, Rhabdonia ), Rhodophyllidaceae (
Rhodophyllis, Acanthococcus ), Hypneaceae (Hypnea ), Mychodeaceae (  Mychodea
), Dicranemaceae ( Dicranema ), Acrotylaceae ( Acrotylus ), Phyllophoraceae (
Phyllophora, Ahnfeltia ), Gigartinaceae (Chondrus, Iridaea, Rhodoglossum,
Gigartina ) ( el género Gigartina s6lo ya comprende noventa especies ), y
Chondriellaceae ( Chondriella).

Orden Rhodymeniales: comprende 35 géneros y 200 especies distribuidas en dos
familias: Lomentariaceae ( Lomentaria ) y Rhodymeniaceae ( Hymenocladia,
Botyrocladia, Rhodymenia, Chrysymenta, .Erythrocolon, Fauchea ).

Orden Palmariales: recientemente introducido para los géneros Coriophyllum,
Halosaccion, Leptosarca, Palmaria Y Rhodophysema , antiguamente incluidos
entre las Cryptonemiales ( familia Squamariaceae ) y Rhodymeniales.

Orden Ceramiales: con 200 géneros y casi mil especies, a este drden se lo divide

en cuatro fami]ia53’5

: Ceramiaceae ( Callithammion, Ceramium, Corynospora,
Ptilota, Microcladia, Plumaria ), Dasyaceae ( Heterosiphonia ),

Delesseriaceae ( Delesseria, Phycodrys, Polyneura, Botryoglossum, Nitrophyllum,



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

Polysiphonia, Rhodomela ).

REPRODUCCION DE LAS FLORIDEAS

Las rodofitas, y especialmente las florideas estdn entre las algas de
mds elevada organizacién ; la multiplicacién de las mismas es muy diferente en
los distintos Ordenes.

Presentan reproduccidn sexual ( oogdmica) y asexual ; rara vez se repro-
ducen por fragmentacidn del talo. Los organos sexuales masculino y femenino
se 1laman espermatangio y carpogonio, respectivamente ; tienen también Grganos
reproductivos asexuales . Del espermatangio ( o espermatocisto) salen los
espermacios o gametas masculinas inmoviles; éstas son 1levadas por las aguas y
llegan a la planta femenina, la cual como prolongacidn de su carpogonio presenta
una proyeccion externa llamada tricégino ; al llegar el espermacio se produce
la fecundacion. Se forma una cigota u odspora que genera filamentos gonimo-
bldsticos cuyas células terminales producen las carposporas; éstas pueden for-
marse directa o indirectamente, en el dltimo caso el nicleo cigético se trans-
fiere a una célula auxiliar formada antes o después de la fecundacid6n; todo
ese conjunto de células se denomina carposporofito. En las florideas més
sencillas se produce la division meidtica de la cigota de modo que el carpospo-
rofito origina carposporas haploides. En el resto de las florideas, en cambio,
la cigota genera un carposporofito diploide por mitosis, sus carposporas también
son diploides y en lugar de producirse a partir de ellas el gametofito (planta
sexual ) se origina otro vegetal auténomo, el tetrasporofito, diploide. Es

aqui donde se produce la meiosis para dar tetrasporas haploides que originan el
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gametofito. Existe entonces alternancia entre una generacién sexual ( el
gametofito ) y una fase (el carposporofito), aunque en la mayoria (trigenética )
no puede haber produccidn directa del gametofito a partir del carposporofito

sino por intermedio de una tercera generacidn: la tetrasporofitica. E1 ciclo

vital resulta:

!
’M/-/ TETRASPOROFITO 4 \

TETRASPORAS i __— - CARPOSPORAS
1 aigener — _ ——
GAMETOFITOS ¢~ ~ CARPOSPOROFITO
n 2n

. espe i
espermatangio permacio

carpogonio ——— nilcleo femenino

CLAVE TAXONOMICA DENTRO DE LAS FLORIDEAS

Fue Ky]in5’6 quien estableci6 los criterios taxondémicos dentro de
cada orden. El origen de la clasificacion estd generalmente basado en la forma
de reproduccion ; por ejemplo, dentr. de las florideas, se dividen en 3 grupos:

a) Las que carecen de célula auxiliar.
b) Las que tienen la célula auxiliar preformada para la fecundacién.

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

la fecundacion.

6 en el grupo (a) las que presentan

Con los seis ordenes de Ky]ins’
generacion carposporofitica haploide son las NEMALIONALES; las que presentan el

estado tetrasporofitico son las GELIDIALES. En el arupo (b) existen tres



variantes para la célula auxiliar: que ésta se encuentre en una division
accesoria (CRYPTONEMIALES), que actie como célula auxiliar una célula normal
del talo (GIGARTINALES) o que se produzca a partir de un filamento bicelular
de la base del carpogonio (RHODYMENIALES ). En el grupo (c) se ubica el orden
CERAMIALES. Deben agregarse ahora, con la nueva clasificacidn, al grupo
(a) las Acrochaetiales, Chaetangiales y Bonnemaisoniales, y al (b) las Palma-
riales.

Dentro del o6rden Gigartinales, existen tres criterios fundamentales
para la clasificacion:
a) Si el gonimoblasto se genera de la parte interna o externa del talo.
b) Si los tetrasporangios estdn divididos en forma seriada o cruciada.

c) Si el talo es de construccidon central (uniaxial) o es de tipo surtidor.

UBICACION TAXONOMICA DE LA IRIDAEA UNDULOSA BORY

La clasificacion del alga investigada es:

Division: RHODOPHYTA

Clase: RHODOPHYCEAE
Subclase: FLORIDEOPHYCIDAE
Orden: GIGARTINALES
Familia: GIGARTINACEAE
Género: IRIDAEA

A partir del trabajo original de descripcion del género Iridaea

7

por el bidlogo francés Bory de Saint-Vincent’ en 1826, se han sucedido contro-

versias acerca de la exacta ubicacion de 1a misma.

8

En primer lugar fue Levring~ en 1960 al estudiar la flora marina
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chilena , que determind que las especies sudamericanas del género Iridaea
clasificadas por Bory necesitaban una revision, ya que muchas habfan sido
caracterizadas con unos pocos especimenes. Es mds, el nimero de especies
podia reducirse considerablemente, quedando a 1o sumo tres o cuatro, ya que
existian numerosas formas transicionales. Asi determiné que la Iridaea
undulosa Bory, la Iridaea ciliata KUtzing y la Iridaea crispata Bory son
probablemente "formas ecoldgicas" de una misma especie, que en algin momento
se denominé Iridaea augustinae Bory. De cualquier modo, Levring reconoci6
que esa revisién no podia efectuarse con especies de herbario, ya que hubiese
necesitado de observaciones de campo.

9 quien a fin de obtener su Doctorado evaludé la taxono-

Luego fue Kim
mia de los géneros Chondrus,Gigartina, Iridaea, Rhodoglossum y Besa dentro
de las Gigartinaceae y establecid criterios taxondmicos adecuados para
distinguir los géneros y cada especie dentro de aquellos. Con ese criterio
dedujo que la clave vigente hasta el momento era inapropiada, concluyendo que
deberian existir solo dos géneros entre las Gigartinaceae : Chondrus y
Gigartina, quedando Rhodoglosswn e Iridaea como sindnimos de Gigartina ,
reclasificando y cambiando de familia a otros. Efectudé un estudio sumamente
detallado de todas las especies conocidas, concluyendo que los dos géneros
podian diferenciarse 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 jovenes 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 jo-

venes del gonimoblasto habitualmente redondeadas; filamentos no entrelazados.



Las pequefnas diferencias existentes con los géneros Iridaea y Rhodoglossum
se descartan y la Iridaea undulosa Bory resultaria reclasificada como
Gigartina undulosa(Bory) Kim.

10 que realizd un estudio posterior sobre

En cambio, un grupo chileno
las algas Iridaea boryana, I.laminarioides, I.caespitipes, I.crispata
I.ciliata e I.undulosa se manifestd en desacuerdo con Kim9 y su inclusion
de esas especies en el género Gigartina.

Caracterizaron para ello al género Iridaeca de acuerdo a la siguiente
descripcidn: talo membranoso con una o mds frondes erectas creciendo de un sostén
adhesivo discoidal; dicho fronde es multiaxial y tiene un dpice agudo y una base
redondeada; la estructura histolégica presenta una médula filamentosa y una
corteza compuesta de filamentos anticlinales lateralmente adjuntados formando la

epidermis de la.capa externa; la planta tetraspdrica heterotdlica con soros

encastrados y tetrasporos con divisidn transversal; la cistocarpica con cisto-
carpos globosos, encajados y distribuidos en la superficie de 1a fronde con o

sin pericarpo; una rama carpogonial tricelular; el soporte actda como célula
auxiliar y produce el gonimoblasto; tiene como hdbitat las costas rocosas.

De cualquier modo, observando las especies -‘coinciden con Levring8
que las Iridaea boryana, laminarioides y caespitipes son la misma alga, mientras
las I.crispata, I.ctliata e I.undulosaconstituyen otro complejo. Todas estas
G1timas tienen ap6fisis ribeteada, base de 1a fronde cuneada o reniforme con
emergencias simples (I.undulosa ), ramificadas (I.ciliata ); por otra parte la
I.crispata tiene base cordada con emergencias. De cualquier modo, son insegu-
ras ya que existen formas de transicidn cuando se examinan muchos especimenes

del mismo lugar. Proponen como nombre prioritario Iridaea crispata Bory,

manteniendo al resto como sinénimos.



Capitulo II

LOS CARRAGENANOS



PRIMEROS ESTUDIOS

Todo 1o 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.Matu]ewiczll.
Se habia dividido en un primer periodo, de "descubrimiento", en

el que inicialmente Schmidt, en 1844 ais16 el mucilago de Chondrus cpispuslz,

y luego estudios posteriores determinaron que se trataba de un galactano

13-17, estimando en 28 % el contenido de

19

sulfatado que contendria fructosa

16 18

galactosa™ . Haas informaron al mismo tiempo -cerca

y Rusell-Wells
de 1921- de la obtencidn de la entonces 1lamada "carragenina", comprobando
que se trataba de un éster sulfato de un galactano, en forma de sal cdlcica.

Posteriormente 10s mismos autores20 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 solucidn de hidréxido de sodio caliente.

21

Butler®™ informé del aislamiento del mucilago y observé que al

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

el polisacdrido gelificaba,

Luego se 1legé a un segundo periodo, que comenz6 a mediauos de

la cuarta década de este siglo y correspondié a las primeras determinaciones
estructurales y al descubrimiento de mucilagos similares provenientes de
otras algas. En base a los primeros estudios de metilacién de la carrage-
nina de Chondrus crispus se determind la presencia de 2,6-di-O-metilgalactosa
y 2-0—metilga1actosa22. por 1o que se supuso que el tipo de unidn era (1-3),

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



de unidn fue confirmada posteriormente por metilacion de la carragenina

desu]fatadaz3 y por acetdlisis, metilacién y oxidacion con periodat024. Pa-

ralelamente se descubrieron mucilagos provenientes de otras algas que

tenian caracteristicas similares a los del Chondruscomenzando a utilizarse

25-28

el nombre "carragenina" para todos ellos E1 andlisis de los

mucilagos de Iridaea laminarioides y Chondrus ocellatus hizo considerar la

29’30, aunque luego se optd

por la primera, adjudicdndose la posicion del sulfato a C-628.

posible presencia de uniones (1-—3) y (1—4)

En el tercer periodo, que comenzé cerca de 1950 se demostrod

experimentalmente la presencia de mas de un "componente" en los carragena-
nos, y que aquellos podian separarse por la propiedad que tenia uno ( el
1lamado K -carragenano) de formar geles en presencia de cloruro de potasio

0,125 M, permaneciendo el resto ( A-carragenano) en so]uc16n3l, Dos

trabajos anteriores ya daban cuenta de la polidispersidn del mucT]ago32’33.

E1 jon potasio, utilizado para la gelificacidén podia reemplazarse por
cesio, rubidio o amonio, pero no por sodio o litio que no tenian efecto
a]gun031’34. E1 método de fraccionamiento se aplicé a mucilagos de
diversas algas; también se demostrc’)34 la polidispersién de los K-y A-
carragenanos al afadir gradualmente etanol a una solucidn del polisacdrido;
se comprob6 asi que el fraccionamiento con cloruro de potasio nc estaba
ocasionado por el tamano del polisacdrido sino que las diferentes solubili-
dades reflejaban distintas composiciones o estructuras34,

Otro descubrimiento importante de este periodo estuvo dado por

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

anhidro-D-galactosa, responsable de las anteriores reacciones positivas de
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35 36

cetosas. En primer lugar, E,Percival en 1954~ y Tuego 0'Neill™" en

1955 lograron determinar la presencia de este aziicar que fue dosado como

5-hidroximetilfurfural, producto en el que se transforma cuantitativamente

por hidrdlisis contro]ada36,

A partir de alli comenzaron a efectuarse estudios estructurales

37

de las fracciones K- y A- del carragenano por separado; O0'Neill”’ deter-

mind 1a estructura del K-carragenano de Chordrus crispus : el aislamiento
por mercaptélisis parcial de 4-0-B-D-galactopiranosil-3,6-anhidro-D-galactosa
dietilditioacetal con alto rendimiento y el no consumo de periodato sugerian

una estructura que fue la que luego se confirmb para el K-carragenano:
-53)-B-D-Galp-4-sulfato-(1-»4)-3,6-anhidro-a-D-Galp-(1

Algunos estudios de este periodo intentaron describir estructuras

38,39 40,41

de carragenanos con poco éxito s Yy en otros se ha informado de la

existencia de polisacdridos cuya estructura era similar a la del K-carragenano.
Del mismo periodo proviene la aplicacib6n de la espectroscopia

infrarroja a la determinacién de las posiciones de los grupos sulfato del

polisacarido, Asi, trabajando con compuestos modelo se determiné que

ademas de la banda a 1240 cm'1 correspondiente a la tensidén S=0 e indepen-

1

diente de la posicidon del sulfato, existe una zona a 800-900 cm ~ qu. depende

38,41-45

de 1a posicidn del hidroxilo esterificado, Se concluy6 que los

ésteres sulfato sobre hidroxilos primarios absorben a 820 cm'l, los ubicados
sobre hidroxilos secundarios ecuatoriales a 830 cm—1 y los que estdn sobre

secundarios axiales a 850 cm'l, Con ello se confirm6 la presencia de

unidades de galactosa-4-sulfato en el K-carragenano44. La espectroscopia
infrarroja es hasta hoy una herramienta importante en los estudios quimicos

de carragenanos, especialmente en determinaciones estructurales de productos



con uno o a lo sumo dos tipos de sulfato,

En el cuarto periodo, que comenzd cerca de 1963 se 1legd a la

conclusidn que el carragenano no es un producto puro ni una mezcla de dos o
mas polisacaridos sino una verdadera familia de compuestos, con estructuras
y propiedades que varian continuamente dentro de 1o que podrian considerarse
extremos idealizados, Estos estudios fueron encarados paralelamente por
la escuela inglesa de Rees y la escuela noruega de Haug,

La escuela inglesa, con mds de una decena de trabajos publicados
en el tema carragenanos y otros paralelos, plantea la posibilidad de
relacionar a los polisacdridos a través de una estructura bdsica variante,
en cambio la escuela noruega, con dos trabajos publicados, considera que el
modelo que se basa en las estructuras del A- y K -carragenanos es una
"super—simp]ificacién"46.

E1 problema puede tener tres respuestas:
a) E1 carragenano consiste de s6lo dos compuestos, quimicamente bien defini-
dos (K y X )
b) Consiste de tres o mds fracciones bien definidas,
c) Consiste de una mezcla de moléculas con una composicidén quimica variante,
sin soluci6n de continuidad,

Mediante fraccionamiento con cloruro de potasio se 'iemostrc’)46

que
la primera respuesta es falsa, Los trabajos de la escuela noruega apuntan
a confirmar la tercer alternativa, mientras que 1o elaborado por la escuela
inglesa se acerca mds a la segunda respuesta.

E1 fraccionamiento con cloruro de potasio permitidé también a los
autores de la escuela noruega46 definir operativamente tres fracciones: una

insoluble, que precipita a concentraciones de cloruro de potasio menores que

0,125 M y concuerda con la llamada fraccién K-, otra intermedia, que



precipita a concentraciones de cloruro de potasio mayores que 0,125 M, y
otra soluble a todas las concentraciones de cloruro de potasio (la mdxima
concentracién utilizada fue 1,5 M), Este sistema de fraccionamiento

47,48

fue utilizado paralelamente en los trabajos de Cerezo y complementado

con el tratamiento alcalino de los productos49.
En el andlisis de estructuras de fracciones definidas aplicado
por la escuela inglesa se 1legd a constatar la estructura del A-carragenano,

50,51 como mediante un

tanto aprovechando el tratamiento alcalino del mismo
estudio de meti]ac16n52. Estudios posteriores la confirmaron por medio
de otros métodos®3»%* (Fig.1).

Se ampli6 la definicidn estructural del l-carragenano52 a un

polisacdrido exento de unidades de D-galactosa-4-sulfato y 3,6-anhidro-D-

galactosa en el extremo de un espectro de estructura bdsica variante.

HO

RO

Rz ~ 70°/o 503— ’ 30 °/o H

Figura 1: X-carragenano.



Posteriormente l1a escuela inglesa fue descubriendo nuevas
fracciones, algunas naturales y otras producto del tratamiento alcalino de las
primeras. Asi se defini6 un m-carragenano (Fig,2) a través de un producto

53,55 refraccio-

resultante del tratamiento alcalino de un carragenano soluble
nado con cloruro de potasio; el (-carragenano, aislado del alga Eucheuma
spinosum56 (Fig.3); el / -carragenano (Fig,4), obtenido también a través
del tratamiento alcalino y refraccionamiento de un carragenan057. yel §-

carragenano (Fig.5), presente en el carragenano de Gigartina atrOPMPpuPeasa.

0350 ,
0,50 ©
R HC OH
\\ O
HO
| HO —In
Figura 2: M-carragenano
0550 o
CH,OH ]
2 0 yd
. / O O
O
HO
- 0s03 —n

Figura 3: L -carragenano



Figura 4:

Figura 5:

) -carragenano

HO

E -carragenano

OH

HOH2C

HO
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Al mismo tiempo se confirmé la estructura del K -carragenano pre-

viamente propuesta por 0'Ne1”l]37 (Fig.6); se mencioné la posibilidad que

algunas unidades de 3,6-anhidrogalactosa estén reemplazadas por otras de

galactosa 6-sulfato 6 galactosa 2,6-disulfato y/o que otras de aquellas



-~ 25 -

[~ 0,50 o
CHQOH 0] - f

OH

OH .

Figura 6: K -carragenano

unidades estén sulfatadas en el oxhidrilo del C-2, para poder explicar la

relacioén molar galactosa/ 3,6-anhidrogalactosa/ sulfato de 1:0,83:1,1759;

diversos estudios confirmaron la estructura propuesta53’59'61,

ULTIMOS ESTUDIOS

En los dltimos afios, los trabajos sobre carragenanos han sido
encarados desde un punto de vista fundamentalmente industrial, con las
consiguientes interrelaciones botdnicas y/o ecolégicas (ver pag.28 ),

pero sin mayores estudios estructurales,

Sin embargo, un grupo del Instituto Zelinsky de Mosci, a cargo
de Anatoly I.Usov comenzé en 1967 la publicacién de una serie "Polisacadridos

de algas"” en la revista local Zhurnal Obshchei Khimii , y posteriormente,



tras su creacidn, en Bioorganicheskaya Khimiya . La serie, que comprendid

32 articulos hasta 1981 se abocé a estudios estructurales de diversos polisacd-
ridos de algas, fundamentalmente rodéfitas, Los estudios incluyeron

andlisis previos, fraccionamientos, métodos degradativos parciales (desulfata-

cién solvolitica, metanélisis, acetdlisis, tratamiento alcalino, hidrélisis

parcial ), andlisis por metilacién y en los Gltimos afios, espectroscopia de

resonancia magnética nuclear de 130.

Si bien la mayor parte de los polisacdridos estudiados eran
galactanos sulfatados con cantidades variables de 3,6-anhidrogalactosa, muchos
de ellos no podian definirse como carragenanos, algunos debido a la presencia
de unidades metiladas, como la 2-0-metilgalactosa en el polisacdrido de

Laingia pacificd?-68 4 14 6-0-metilgalactosa en el polisacdrido de Odonthalia

corymbifera bautizado odonta]an069'70; otros debido a la presencia de

unidades de L-galactosa, como en el polisacdrido de Grateulopia divaricata7l'74.

u otras unidades L- en polisacdridos agaroides como el de Rhodomela Zarix75’75,
De cualquier forma, los polisacdridos extraidos del alga Tichocarpus
77-79

erinitus  tienen estructuras tipicas de carragenanos Para el X-

carragenano de alli obtenido los autores determinaron una desviacién de la
estructura alternante ideal por degradacién de Smith del producto desulfatado;
dada la aparicidn de dcido férmico y el rendimiento relativamente bajo en
2-0-B-galactopiranosiltreitol (que tebricamente deberia ser el dnico producto
para la estructura ideal) sugirieron la existencia de uniones (1——%6)77.

También en su estudio sobre polisacdridos de algas del Mar de Japén, Usov80
describid seis nuevas fuentes de carragenanos,

Resulta importante senalar el aporte de este grupo a la quimica

estructural de carragenanos al estudiar las aplicaciones de la espectroscopia

13 81-83

de resonancia magnética nuclear de ~~C a los mismos y a oligosacaridos



re]acionados74 (ver Cap. V).

Otros trabajos vinculados con el tema son los del grupo sudafricano
de J.R.Nunn y H.Parolis, que publicaron una serie de 9 articulos: "Polisacdridos

sulfatados de Grateulopiaceae", haciendo andlisis estructurales de los po]isacéi

84,85 ( aeodano ), Phyllimenia cornea86’87 ( filimenano

91,92

ridos de Aeodes orbitosa

)» Aeodes quoideaBB_gO Y Pachymenia carmosa

E1 resto de los trabajos ha traido informacidn sobre nuevas fuentes
de carragenanos y estudios preliminares de los mismos ( carbohidratos totales,
monosacdridos presentes, 3,6-anhidrogalactosa, sulfato, poder rotatorio, visco-

sidad, poder gelificante) ; como lnico dato estructural se consignd el espectro

infrarrojo. Trabajos de este tipo se han realizado en Ch11e93, Hawaii94'96,
Tanzania97'101, Rusiaso, Per0102’103 y Nueva Ze]anda104'106.
107

Un trabajo del grupo canadiense de Mc Candless presenta la ex-

traccion de un carragenano que contiene unidades de dcido pirdvico, obtenido
de algas del género Petrocelis. Al estudiar su estructura proponen un nuevo
tipo de carragenano, al que continuando con la nomenclatura usual, denominan
T -carragenano, consistente idealmente de unidades alternantes de 4,6-0-

(1-carboxietiliden)-B-D-galactopiranosil-2-sulfato unido en 3-, y d-D-

COOH

H4C

0S05

Fig.7: Y-carragenano.



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

FACTORES ECOLOGICOS, ESTACIONALES Y SEXUALES

Como ya se ha mencionado anteriormente, los botdnicos han prestado
108
(

especial atencidén a estos aspectos. En el primer trabajo 1965) se sugiri6
que existian variaciones estacionales para el carragenano de Chondrus crispus
recogido de ciertas regiones. En el proveniente de Nova Scotia las muestras
de otofio daban menores rendimientos. Ademds desde el verano hasta el fin del
otofio, la rotacién especifica del K -carragenano crecia de +50° a + 148°,
mientras que la del A- decrecia de + 24° a + 7°, 1o que no ocurrié con muestras
de otras zonas.

Posteriormente, para 1972 comenzaron a efectuarse estudios mds
completos. En un trabajo, también con C.crispugog se postuld que la edad,
hdbitat y estaci6n no tienen mayor efecto sobre la relacién K/A , pero que
los carragenanos de poblaciones sublitorales tienen mayor viscosidad y menor
fuerza de gel que los litorales. Otro trabajo posterior110 11eg6 a concluir
la inexistencia de efectos estacionales en C.crispus, 1o cual se confirmé

105,106 para otras algas.

Tuego
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 %emenina ( los gameté-

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

y de las esporas que desarrollan como resultado de esa unidn se origina una

planta asexual, el tetrasporéfito. Este Gltimo luego produce tetrasporas que



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

forma similares ; se las encuentra juntas y s6lo se las distingue cuando son

fertilesi0d:

En uno de los primeros trabajos efectuados al respect0104'se
determiné el rendimiento total de carragenanos y la relacién K/ en cada una
de las formas para cuatro especies de Gigartina neocelandesas (G.decipiens,
angulata, atropurpureay lahicata). Los niveles totales de carragenano no
variaron entre las generaciones gametofitica 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 gametdfitos se evidenciaron grandes variaciones de esa relacion
( 0,28 - 4,8 ), aunque generalmente estuvo por encima de 1. En cambio la
relacion en los tetraspordfitos siempre se halld por debajo de 0,23 y 1legé
hasta 0,02. Estos resultados sugieren una virtual ausencia de K -carragenano
en la generaci6n tetrasporofitica, si bien dichas plantas conservan niveles
tipicos (50-60 % del peso seco del alga) de carragenano total. Se sugirié al

50

respecto que la enzima postulada por Rees” que cataliza la conversidon del A-

al K-carragenano estaria ausente en el tetrasporéfito o bien que el )\~
presente seria inmune a su accion, Es de destacar que los carragenanos aqui
mencionados como K-y A- indican diferencia de solubilidad en cloruro de
potasio y no estructuras definidas. Como se sabe, el "precursor" del K-
carragenano es el )1-55 y no el A- , aunque ambos son solubles.

111

Otro trabajo confirmé que en Chondrusel rendimiento total no

variaba y que las relaciones X/ X\ eran 2,0-4,1 en los gamet6fitos y 0,02-

0,17 en los tetraspordfitos.

Paralelamente otro grupo112 efectud sus estudios con la misma alga,

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



cuantioso, su anico aval quimico es la espectroscopia infrarroja, los datos

analiticos y la solubilidad en cloruro de potasio. Al mismo tiempo, el esquema

sigue 1os lineamientos de la "escuela inglesa".
Las conclusiones a que arribaron fueron:

a) Los tetrasporéfitos producen carragenano soluble "indistinguible del X)-
carragenano" , el cual tratado con &lcali es "igual" al A-carragenano
purificado modificado. E1 escaso material insoluble "no es" K-carragenano.

b) Los gamet6fitos producen fundamentalmente fracciones insolubles, mds algo de
intermedia (0,15-1,0 M de KC1) y soluble. El1 insoluble se"identificd" (
espectro IR) como un K-carragenano, mientras la fraccién intermedia es
curiosamente definida como una "mezcla de K-carragenano y fraccion soluble”,
también por datos de infrarrojo. La porcion soluble contiene una cantidad
de 3,6-anhidrogalactosa mayor del 10 % lo que la "distingue" del X-carragenano.
E1 tratamiento alcalino de esta Gltima fraccion ocasiona la aparicion de dos
fracciones: un K-carragenano, inso]uﬂ]e en KC1 y una fraccion soluble cuyo
espectro infrarrojo la distingue de los A- 6 JM-carragenanos tratados, por
1o que la consideran un nuevo carragenano.

Lamentablemente esta y las otras fracciones no fueron estudiadas con
un criterio quimico estructural, 1o que hubiera servido para caracterizarlas mds
claramente.

De cualquier forma queda clara la presencia de carragenanos solubles
fundamentalmente en el tetraspordfito, e insolubles en los gametéfitos; ese
mismo comportamiento se confirmd en otras especies productoras de carragenanos113

( Iridaea cordata, I.heterocarpa, I.lineana, I.cornucopiae, Gigartina exasperata

y G.papillata), obteniéndose 93 % de K-carragenano en los gametéfitos y 95 % del

X- en los tetraspor6fitos.



ESTUDIOS REALIZADOS EN LA REPUBLICA ARGENTINA

Los primeros estudios estuvieron dirigidos hacia los ficocoloides de
Iridaea laminarioides e I.cordata y sus comparaciones con el carragenano de

Chondrus crispus De ese modo, en la década del 50' se sucedieron las Tesis

114 115 116 117 118

, Steinitz , Torcat Rojas » Hajdu .

121

doctorales de Luzzati , Bardn

119 120

y Cassini™™"; Lacoste de Diaz 122

Bludau publicé un trabajo y Goémez Artero

en 1961 efectud un resumen de todos esos estudios.
Mas adelante, los carragenanos de Iridaea cordata , reclasificada
como Gigartina skottsbergit fueron estudiados desde un punto de vista

estructural por Cerezo47’48’123’124.

LOS CARRAGENANOS DE IRIDAEA UNDULOSA Bory

Los estudios fueron abordados por la Dra. M.C.Matulewicz en su Tesis
Doctora]ll. E1 carragenano, obtenido por extraccion acuosa del alga Iridaea
undulosaB,, y posterior precipitacién con isopropanol, se aislé con un rendimien-
to del 53 % y fue purificado ulteriormente por redisolucidn en agua y reprecipi-
tacién. Al disolver en este caso el carragenano en agué queddé un producto
jnsoluble ( 8-10 %) que fue centrifugado y cuyos andlisis denotaron la presencia
de hidratos de carbono (glucosa y galactosa) y alta proporci6n de protefina.

E1 andlisis del carragenano purificado indicé una relacion molar
galactosa/ 3,6-anhidrogalactosa/ sulfato de 1,00:0,18:1,39 con poder gelificante

nulo. E1 poder rotatorio de + 70,1° era del orden del encontrado para otros
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carragenanos, aunque la viscosidad intrinseca (5,6 d1/g) era aigo menor, lo
que indicaria un menor peso molecular.

Antes de efectuar el fraccionamiento se determiné la curva de precipi-
tacién analitica (por el método también desarrollado en dicha Tesisll’lzs),
donde se evidencid la ausencia de fraccion K- y se observd que gran parte
del carragenano estaba constituido por fraccidén intermedia.

E1 fraccionamiento final permiti6 afslar ocho fracciones (Tabla 1),
todas las cuales precipitaron en estrechos rangos de concentracién de cloruro
de potasio, con precipitaciones difusas, de poca importancia, entre ellas.

126

Los datos analiticos de esas ocho fracciones permitieron reagruparlas en

cuatro:
1) Fraccién insoluble a 0,10 M de cloruro de potasio

De acuerdo con la definicibn operativa , deberia corresponder a un
K-carragenano, pero el bajo contenido de 3,6-anhidrogalactosa, su nula capa-
cidad de gelificacion y el espectro infrarrojo indicaron que se trataba de una
fraccion tipicamente soluble cuya precipitacidn pudo depender de otros factores
como la contaminacidn con un alto porcentaje de proteina. De cualquier modo,
dado el bajo rendimiento ( 0,5 %) esta fraccidn carecid de interés para ser
estudiada posteriormente.

11) Fracecién insoluble a 0,10-1,05 M de cloruro de potasio.

Corresponde a tres subfracciones del carragenano (2, 3 y 4) gue pre-
cipitaron a 0,70-0,90 ; 0,90-0,95 y 0,95-1,05 M de KC1. Las tres evidencian
similitudes analiticas (Tabla 1), con una relacién molar promedio galactosa/
3,6-anhidrogalactosa/sulfato de 1,00:0,50:1,20, es decir que esta fraccidn es
la mds rica en anhidrogalactosa y la mds pobre en sulfato de todo el carragena-
no. E1 espectro infrarrojo indicd, mediante el pico a 840 cm_1 la presencia

de unidades de galactopiranosa-4-sulfato. Un estudio de metilacién posterior
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confirmé Ta presencia de esa unidad en gran proporcién.

de esta fraccion
Los resultados obtenidos (Tabla 2) indican una estructura bisica de K- &
t - carragenano con algunas desviaciones de la estructura cldsica, tal como 1o

indica su relacidon molar de azlcares y sulfato.

TABLA 2: Composicidon de 1a mezcla de aziicares producida en la metilacién e hi-
drolisis de la fraccién insoluble en 0,70-1,05 M de cloruro de potasio
del carragenano de Iridaea undulosa.

Azicar Relacion molar %
2,6-di-0-metilgalactosa 51,3
4,6-di-0O-metilgalactosa 25,6
3-0-metilgalactosa 4,6
4-0-metilgalactosa 13,4
6-0-metilgalactosa 3,2

Rel.molar de 2-0-metil-3,6-anhidrogalactosa/3,6-anhidrogalactosa = 3,5:1

Puede verse ademas, una alta cantidad de 4,6-di-0O-metilgalactosa,
indicativa de galactosa 2-sulfato unida en 0-3, ademds de la cldsica unidad
que indica la galactosa 4-sulfato unida por 0-3. No han sido detectadas? en
cambio, unidades trimetiladadas ni 2,3-di-0-metilgalactosa que indican galactosas
unidas en 0-4, sulfatadas en 0-6 6 sin sulfato, consideradas como "kinks"126’128.
En cambio se encontrd un alto porcentaje (21,2 %) de unidades mono-
metiladas, las que seguramente determinaron las propiedades de solubilidad del

carragenano. Estas podrian responder a puntos de ramificacidén monosulfatados

0 unidades disulfatadas; ambas incrementarian la solubilidad de 1a molécula.



111) Fraccién insoluble a 1,05-2,00 M de cloruro de potasio.

También corresponde a tres fracciones de parecidas caracteristicas ana-
Titicas, precipitadas a cloruro de potasio 1,20-1,25 M ; 1,35-1,40 M y 1,55-1,60 M
(Tabla 1). La relaci6n molar promedio Gal/3,6-a.h.g./sulfato de 1,00:0,05:1,45
es la tipica de un A-carragenano. Ademds esta fraccién presenta una proporcién
relativamente alta de 6-sulfato, 1o cual fue corroborado por su banda a 815 cm'1

en el espectro infrarrojo. Una de las subfracciones ha sido sometida a andlisis

por meti1acién127 (Tabla 3). Aquf la aparicidon de cantidades relativamente altas

TABLA 3: Composicidn de la mezcla de azicares producida en la metilacidn e
hidr6lisis de la fraccién 7.

Azlcar Relacion molar %
2,3,4,6-tetra-0-metilgalactosa 4,6
2,3,6-tri-0-metilgalactosa 4,2
2,4,6-tri-0-metilgalactosa 10,7
2,6-di-0-metilgalactosa 4,2
4,6-di-0-metilgalactosa 24,1
3,6-di-0-metilgalactosa 8,0
2,3-di-0-metilgalactosa 3,4
2,4-di-0-metilgalactosa 4,6
3-0-metilgalactosa 19,5
4-0-metilgalactosa 9,6
6-0-metilgalactosa 3,1
Galactosa 3,4

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

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



cantidades menores de otros azicares dimetilados (G-4-S y G-6-S unidas en 0-3 ;
G-2-S unida en 0-4 ) y trimetilados ( galactosa no sulfatada unida en 0-3 u 0-4).

De cualquier modo resultd significativo el alto contenido en aziicares monometi-
lados, 10 que sumado al alto porcentaje de tetrametilgalactosa, serfa indicativo
de ramificaciones.
IV) Fraceién soluble en cloruro de potasio 2,00 M.

Esta fraccidon, por su relacién molar (Tabla 1) curiosamente evidencid mis

3,6-anhidrogalactosa y menos 6-sulfato que las fracciones del grupo anterior. El

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

126

2-sulfato. El1 tratamiento alcalino de esta fraccién dio un producto con bajo

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

ancha antes citada. Ello se atribuyé a la presencia de residuos de galactosa-2-
sulfato unidos en 0-4, caracteristicos del ¥-carragenano, que se eliminarfan en
58

meaio alcalino para dar un epbxido Esta fraccion daba trazas de xilosa por

hidrdélisis.

TRATAMIENTO ALCALING DEL CARRAGENANO

E1 carragenano de Iridaea undulosa, que se someti6 a tratamiento con
borohidruro alcalino hasta contenido constante de 3,6-anhidroga]aczosa11, se
obtuvo con un rendimiento del 86 %. E1 producto obtenido formé geles en presencia
de cloruro de potasio, y mostrd menor viscosidad y poder rotatorio que el carrage-
nano de partida.

Este carragenano modificado fue fraccionado tambiér con cloruro de
potasio, obteniéndose dos fracciones fundamentales: un K-carragenano (54 %) )
una fraccién soluble (31 %) con cantidades insignificantes de *racciones interm=-

dias (Tabla 4). E1l alto rendimiento en fraccién soluble, que duplicé la del

carragenano de partida indico que el tratamiento alcalino provocé un incrementc



TABLA 4: Composicidn y propiedades del carragenano modificads con dlcali y de
las fracciones obtenidas del mismo por precipitacién con KCI.

Fracc. Rango de  Rendim. Gal AHG® SO.K % Gal:AHG:SOK [, [1]

?P015?; (%) Anh.% Anh.% (Relac.molar) (°) (d1/g)
M KC |

Total 8,0 22,2 22,8 37,4 1,00:1,15:2,30 +37,1 2,76
1 0-0,125 53,6 27,7 25,5 32,3 1,00:1,03:1,58 +48,2 2,15
0,125-0,50 1,9 25,2 23,1 36,4 1,00:1,03:1,97 +52,8 NDb

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

S W

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

b

a3,6-anh1’droga1actosa. no determinado. © soluble a 2,00 M.

de la solubilidad de algunos carragenanos intermedios.

La fraccidn insoluble (1, Tabla 4) muestra una relacién molar G/A/S
concordante con la esperada para un K-carragenano, pero con un exceso de sulfatos.
Ademds de la banda caracteristica de G-4-S, su espectro infrarrojo mostré la

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

La fraccidon soluble evidencid en su espectro infrarrojo un pradominio
d2 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, 1o que se explicé tentativament2 por la presencia del sulfato en 0-¢.

Método turbidimétrico: Matulewicz y Cerezo125 también elaboraron un método para 1a

determinacion de curvas de precipitacién mediante el cual pudieron evaluar la exis-
‘tenci: de fracciones por la turbidez producida a distintas concentraciunes de clo-
rurc de ootasio. 1 método es igualmente Gtil al anteriormente uti]izado46, pero

se efectl@a 2n un tiempo mencr y con inferior cantidad de sustancia.



Capitulo I

INDUSTRIA 'Y COMERCIO

DE LAS ALGAS Y SUS

MUCILAGOS EN EL MUNDO



INTRODUCCION

E1 aprovechamiento de las algas resulta de creciente importancia en un
gran namero de paises en desarrollo, que conservan las reservas de las mismas.
Como alimento han sido utilizadas por varios siglos y su demanda actual se
estima en 200.000 toneladas anuales, fundamentalmente en Oriente. Encuentran
aplicacion como forraje algunas algas pardas, por ser fuentes de iodo y otros
elementos, utilizdndose ademds como fertilizantes por su contenido en materia
orgénica y potasio ; @&stos dos Gltimos usos han disminuido drdsticamente en
los Gltimos tiempos.

En cambio, la demanda de algas se ha tornado de fundamental importancia
por la obtenci6n de los ficocoloides o mucilagos de las mismas ( carragenanos,
dgar, alginatos), la cual ha crecido rdpidamente en la década pasada. En 1970
el consumo de algas y subproductos alcanzaba los 50 millones de d6lares, mientras
que diez afios después excedib los 350 mi]]oneslzg.

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 pub]icado129
en 1981 un informe al respecto basado en investigaciones personales en la
industria, el comercio y los laboratorios de investigacidn, para 10 cual -ha

sido muy dGtil el Décimo Simposio 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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E1 dgar es elaborado por los japoneses desde hace 350 afios, y esa
industria fue un monopo]iq hasta el advenimiento de la Segunda Guerra Mundial,
en que se dispersd por el mundo; las principales fuentes estdn ahora en Africa,
Sudamérica y Asia.

La produccidn de alginatos con fines comerciales se inici6 en los
Estados Unidos en 1929, pero la industria se expandid en gran escala en los
dltimos veinticinco afios. Las principales fuentes estdn en Noruega, la costa
pacifica de América, Islandia, Irlanda, Sudifrica, Australia (Tasmania) y Gran
Bretana.

Los carragenanos (Cap.II) se extraen de ciertas algas rojas y su
produccidn industrial se inici6 en el Reino Unido en 1948, incrementdndose en

estos Gltimos afios. Se halla vinculado con este mucilago el furcelarano,

producido por primera vez en 1940 en Dinamarca y denominado por ello " agar
danés ". Quimicamente guarda grandes similitudes con el WX-carragenano y por
eso se 1o incluye en el mismo grupo. El1 alga utilizada para su manufactura
se encuentra en el Mar del Norte , al sur del Mar Baltico y en Canadd ( Isla

Principe Eduardo y estuario del rio San Lorenzo ).

ESTADO ACTUAL DE LA INDUSTRIA

Como puede apreciarse en la Tabla 5, la industria mundial de algas
procesa 150.000 toneladas de las mismas anualmente, valuadas en 61 millones de
délares; se producen 40.000 toneladas de mucilagos, equivalentes de 300
millones de délares.

En 1a Tabla 6 puede observarse la produccién de alga y carragenano

discriminada entre los distintos pafses. Las naciones en desarrollo producen



TABLA 5: Produccion mundial de algas y sus mucilagos (1980)

Producto AGAR ALGINATOS CARRAGENANOS? TOTAL

Cantidad

(toneladas) 28.000 80.000 40.000 148.000
ALGAS

Valor

(millones U$S) 25 20 16 61

Cantidad

(toneladas) 7.000 22.000 10.000 39.000
MUCILAGOS

Valor

(millones ugs) | 117 125 55 297
Fuente : ITC129. a incluye furcelarano.

TABLA 6: Produccibn de alga seca productora de carragenano y del correspondien-
te mucilago por pais (1980) y exportacién del mismo.

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

Argentina - poco 1

Canada 7.000 -

Corea 300 100 1

Chile 4.650 -

Dinamarca 6.000 4.400° 22 4.2502

Espana 2.000 500 2 ND

Estados Unidos - 4.500 2P 1.700

Filipinas 15.000 -

Francia - 2.800 ND

Jap6n 1.600 400 100

Méjico 600 -

Perd 470 -

Portugal 400 100 1

Reino Unido - 100 1€

Singapur 1.000 -

Tanzania 150 -

TOTAL 40.000 12.900

Fuente: ITC129. aInc]uye 1.000 toneladas de furcelarano en una fabrica.

bUna fabrica se cerré en 1980. © Se cerré en 1979. ND= no hay datos.



cerca del 50 % del total de algas, pero sdlo alcanzan el 12 % de la elaboracifn
de las mismas, la que es mayoritariamente 1levada a cabo en los pafses indus-
trializados por unas pocas companias.

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 Gltimos afios. Chile es otro
de los paises en desarrollo que produce gran cantidad de algas; sin embargo,
la produccién de carragenano en dichos pafses es casi nula. Para poder
compartir la elaboracidn esos paises deberian en primer lugar producir mis

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

fuenteslzg.

Las companias danesas, francesas y norteamericanas producen el 90 %
de los carragenanos del mundo; la danesa es la Unica productora mundial de
furcelarano. Jap6n y Espana también producen algunas cantidades del mucilago;
de los paises en desarrollo sélo Corea y la Argentina operan pequefios volimenes,
mientras en Filipinas se comenz0 a efectuar una semi-refinacién. También en
Chile se planea alguna facilidad de procesado en el futuro cercano.

Las algas utilizadas para la produccidn de carragenanos son fundamen-
talmente de los géneros Eucheuma (Filipinas), Iridaea (Chilc), Gigartina (Peri),

Chondrus (Irlanda y Canadd) e Hypnea  (otros pafses).

PROSPECTIVA INDUSTRIAL Y PRECIOS

Cerca del 60 % del alginato es utilizado en la indus ria; la recesidn

mundial ha afectado esa aplicacidon, pero pese a ello la dem.“ca sigue siendo

abundante.

La declinaci6én de la produccidén del &agar por parte de Jepdn fue acompa-
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fiada por un incremento proporcional de la misma por parte de Chile y Espafa.

Sin embargo, la produccién total permanece estdtica, lo cual ha modificado
los precios; los efectos del cultivo (maricultura) pueden llegar a incrementar
la produccidn, y por ende a estabilizar los precios.

La demanda del agar de grado bacteriolbgico crece, especialmente por
los programas de control de enfermedades de los paises desarrollados, lo cual
ha provocado escasez de este tipo de dgar.

En el caso de los carragenanos, la provision por parte de la maricultura
del alga correspondiente, ha contribuido a estabilizar los precios; el K-
carragenano se cotizaba en el Reino Unido a £ 3/kg. en 1975, pasando a £ 4
en 1978 y a 5,08 en 1981; el -carragenano costaba un 10 % mds; el carrage-
nano semirrefinado utilizado en alimentos para animales domésticos se vendia
a £ 2,20/kg. en 1981. En los Estados Unidos, los precios del producto de
viscosidad media eran de U$S 5,50 /kg. en 1978 y de 6,10 en 1980.

Como puede deducirse a partir de todo lo anteriormente discutido, los
factores que controlan la expansién de la industria de algas son: el precio de
los mucilagos ( y su comparacidn 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 afos. En el futuro cercano se espera que la expansidn provenga de la

industria alimentaria, para la cual los tres mucilagos son ampliamente utiliza-

dos.

MERCADOS Y USOS DEL CARRAGENANO Y OTROS MUCILAGOS

La demanda proviene fundamentalmente de los paises industrializados.

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

los Estados Unidos y Europa occidental. E1 resto se reparte entre todo el

mundo, siendo pequefia la proporcion que corresponde a los paises en desarrollo.
E1 carragenano es un agente estabilizante y gelatinizante en comidas,

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

pueden apreciarse en la Tabla 7.

TABLA 7: Usos de los carragenanos en el Japdn (1980)

Uso final del producto Proporcién (%)
Dulces y confituras 15
Cosméticos 15
Helados 13
Saborizantes (flavourings) 12
Productos carneos 12
Pastas de pescado 10
Salsas 10
Industria de la seda 10
Otros usos 3

Como se observa, cerca del 70 % se consume en la industria alimenta-
ria; en otros mercados diferentes del Japon el patrdn de usos es similar, con la
diferencia que Japdn es el (nico pais que utiliza el carragenano en la industria
de la seda, y en cambio no 1o 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 como agente suspensivo y gelificante, en proporcidon cercana

al 1 %. Se lo usa en gran nimero de productos que incluyen desayunos
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instantdneos, comidas dietéticas, mermeladas, jarabes, caldos, comidas para
nifios, productos ldcteos ( helados, yoghurts, chocolates 17quidos). 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 impresidn textil de cortinas de alta calidad y géneros para
tapiceria; hasta 1979 esa empresa producia 100 toneladas por afio para su
propio uso; hoy importa el producto.

Tal como en la alimentacién, 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 champlies; actda como hidratante
y da viscosidad a lociones, cremas y otros cosméticos. También se 1o usa como
agente de suspension en las "comidas" de bario empleadas como contrastantes de
rayos X. La mayor parte del mercado no alimentario estd en los refrescantes
s6lidos de ambientes y las pastas dentales.

E1 furcelarano se utiliza en contadas ocasiones, fundamentalmente en
productos ldcteos (postres instantdneos) y pastas de pescado.

El &gar se utiliza también principalmente con fines alimentarios, en
mermeladas y sopas, lo misro que en dulces, mezclado con gelatina. También
se utiliza como medio de cultivo y como laxante.

E1 alginato, en cambio, s6lo se utiliza en la alimentacidn en un 30 %,
y su aplicacién fundamental estd en la impresidn textil, principalmente de

algodén. También se 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 producia a partir de Chondrus
crispus Y Gigartina stellata . La industria utiliza ahora diferentes algas
rojas para producir distintos tipos de carragenanos.

E1 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 eldstico mientras que el tratamiento con sales de potasio
origina un gel firme. En esta etapa se suele blanquear al producto mediante
el agregado de solucidn 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 proporcion del 3 % y se
suele calentar a 90-95° durante 2 horas; se filtra en caliente lo mads rdpido
posible pues gelifica al enfriar. La solucién ( al 1 % aproximadamente ) se
concentra al 3-4% en evaporadores de vacfo.

Inicialmente se aislaba el carragenano por secado en tambores, método
que ain hoy se utiliza, pero se obtiene un producto de mejor calidad por preci-
pitacién con iguales volimenes de isopropanol. Entonces se enfria la mezcla,
se separa el carragenano, se 1o seca y muele; el inconveniente de este método
son los efluentes industriales que contienen jsopropanol y sélidos de alta
demanda biol6gica de oxigeno.

Suele agregarse a las aguas de extraccidon algdn fosfato soluble ( 1 kg/
10.000 litros ) para aumentar el rendimiento, y en algunos casos se l1leva a pH
levemente alcalino ( 7,2 ); a veces se modifica el proceso bdsico tratando a
presion el producto con hidroxido de sodio, a fin de obtener un producto con

alta fuerza de gel.



- 47 -

Ya que la separacidn del carragenano en sus fracciones K-y A- no es
facil en la industria, se estd investigando en Nova Scotia (Canadd) la posibi-
1lidad de cultivar plantas diploides de Chondrus crispus que produzcan el A-
carragenano, y gametofiticas que produzcan el K-carragenano. Se intenta
explotar este descubrimiento112 aunque el secreto industrial impide conocer los

130

progresos reales; s6lo la empresa CECA S.A. informd algo al respecto.

CULTIVO DE ALGAS ( MARICULTURA)

Las algas utilizadas con fines industriales fueron tradicionalmente
las "silvestres" , pero en la década pasada se comenzaron a cultivar algunas
algas de importancia comercial, 1o que puede 1legar a alterar en algunos anos
la distribucidn industrial.

La maricultura ofrece la ventaja de la facilidad de cosechado 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 produccién de Euchewna;
otros paises en desarrollo estudian su aplicacion.

E1 cultivo de Eucheuma es desarrollado en Filipinas en "granjas" que
cubrian en total 4 hectdreas en 1973; hoy dia la proporcién ha crecido enor-
memente , con setecientos predios de aproximadamente media hectdrea cada uno,
produciendo cerca de 15.000 toneladas de alga para exportar. L1 rendimiento
anual por hectdrea es cercano a los U$S 20.000.

En Taiwan se cultivan también varias especies de Gracilaria 131, en
300 hectdreas, conjuntamente con peces. Se cortan piezas de alga y se ponen en
un gigantesco estanque que contiene ademds mil peces ( Chanos chanos ) por ha.

A veces en lugar de ese pez se utilizan camarones ( Penaeus monodon) 0 cangrejos
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culiu serrata ). E1 alga crece rdpidamente, mientras el animal se alimenta

e

\

de los epifitos. Asi se obtienen 40 toneladas/hectdrea de Gracilaria de alta
calidad. Del mismo modo se cultiva Laminarza en China132.

Como se ha expresado existen prespectivas de cultivar por separado
Chondrus crispus 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:

a) En cultivo, el alga C.crispus flota; en la naturaleza estd adherida a las
rocas.

b) Es deseable un enriquecimiento con nitrdgeno y fosfato.

c) E1 cultivo es mds eficiente a pH 7,8.

d) La temperatura Gptima estd entre los 15 y los 20°.

g) E1 tanque puede ser de 2 m de profundidad si la agitacidn es adecuada.

f) E1 contenido en carragenano en algas crecidas en agua de mar enriquecida es
bajo, mientras el contenido en nitrdgeno es anormalmente alto.

g) Ambos contenidos se normalizan cultivando las algas en agua de mar comin por

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

h) E1 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 Simposi0 ya mencionado

( Suecia, 1980 ).
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METODOS DE

DESULFATACION



DESULFATACIGON ACIDA

Los estudios de metilacidén de polisacdridos sulfatados, y entre ellos
de los carragenanos presentan el inconveniente que no permiten precisar en
forma univoca la posicidn de la unidn glicosidica y del éster sulfato; se
obtienen asi grandes cantidades de azicares di- y monometilados.

En los primeros estudios la obtencién dé 2,6-di-0-metilgalactosa a
partir de Tos productos metilados de Chondrus crispus 22 Yy Gigartina
steZZata27 hicieron suponer que la unién estaba sobre 0-3 y el sulfato en 0-4
ya que éste era resistente a la hidrélisis alcalina. Tomando como antecedente
el trabajo efectuado por Hassid30 , aquello fue confirmado por Percival,
en 195023: se tratd el polisacdrido con &cido oxdlico 0,1 N, a 100°y de ese
modo se produjo una degradaci6n parcial del producto, éste se torné dializable
y perdid al mismo tiempo un 25 % de su sulfato original; se obtuvo como pro-

ducto de metilacidén e hidrdlisis la 2,4,6-tri-0O-metilgalactosa, 1o cual

confirmé 1o antes postulado, es decir la unién en 0-3 y el sulfato en 0-4.

24 se efectué la acetd6lisis del

Poco después, en otro trabajo
carragenano de Chondrus crispus, obteniéndose un producto fuertemente degra-
dado pero exento de sulfato. Se aprecidé que en ambos casos se produjo una
gran proporcidn de ruptura de los enlaces glicosidicos, que representaba la
fuerte competencia de estos métodos hidroliticos.

Es as1 que se efectuaron algunos estudios cinéticos semicuantitativos
para comparar las velocidades de hidrélisis de la unién glicosidica y del éster
sulfato, y al mismo tiempo determinar la influencia de 1a posicidn de este
dltimo. Con respecto a este punto, Rees133 compar6é las velocidades de libera-

ci6n de sulfato de algunos monosacdridos sulfatados con dcido clorhidrico 0,25 N

a 100°, observando rdpida liberacidén de los sulfatos unidos a oxhidrilos ecua-
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toriales ( 2- y 3- para la galactosa), intermedia para los axiales ( 4- ) y mas
lenta para los primarios ( 6- ) permitiéndose asi diferenciar el tipo de
sulfato en un polisacdrido con la realizacidon de un estudio cinético.

En otro trabajo134 se demostrd que la ruptura de las uniones glicosidicas
es mayor que la hidrélisis de los sulfatos primarios, pudiéndose de ese modo
obtener , por hidr6lisis controlada ( proceso inverso a la desulfatacidn )
monosacaridos sulfatados. Al mismo tiempo135 se midieron las velocidades de
hidrélisis de varios metilglicdésidos sulfatados y no sulfatados con acido
clorhidrico 1,5 N.  Se observd que el metil-B-D-galactopirandésido se hidroliza
cerca de ocho veces mas rdpidamente que su derivado sulfatado en 6- , mientras
los metil-D-glucopirandsidos 1o hacen tres veces mds rdpido que sus derivados
sulfatados en 3- , 1o que indica que esos grupos sulfato estabilizan las uniones
glicosidicas de los azicares a los que estdn esterificados, y que el efecto del
6-sulfato seria mayor que el del 3-sulfato. Ello puede justificarse por la
formacidn de un ion carbonio en C-1 como paso determinante de la velocidad en
las hidrélisis dcidas de gh‘cc‘)sidos136 » €n cuyo caso se produce un cambio

conformacional de la silla a semisi]1a137’138:

\K:ft:::;\:&” rdpida lenta \i:fi::::/x rapida

R()H 2

:E-C)+

y se sugirié que durante esta etapa los sustituyentes voluminosos que ocupa-
ban posiciones ecuatoriales incrementan las interacciones estéricas y como

consecuencia aumentan la estabilidad a la -hidr6lisis dcida, 1o que ha sido com-

probado con otros sustituyentesl37’l38.

Un importante método de desulfatacibén, que ya habia sido indirectamente

sugerido en un trabajo anteriormente citado23 fue utilizado por Kantor y



Schubert139 para la condroitina-sulfato, empleando cloruro de hidrégeno
metanélico. En este caso, se efectu6 a temperatura ambiente y partiendo de

un producto con 19,3 % de sulfato (como SO3K) se 11egd, mediante dos tratamien-
tos con HC1 0;06 M a una muestra practicamente exenta de azufre. Con dicho

tratamiento los grupos carboxilo propios de ese polisacdrido se metilaron de
erdo a la reaccion:

acuer CH300C —@—OH +
KOOC—(G)—0SOzK + 2 CH3OH + HCI KSO4CHg + KCL + HoO

E1 rendimiento en producto desulfatado no dializable fue del 80 % y
la recuperacion del KSO4CH3 (pesado Tuego como sulfato de bario ) del 90 %.

En ese trabajo, dado el buen rendimiento en producto no dializable se
supuso que no existid una disminucidn significativa en la longitud de la cadena,
pese a que el HC)l metandlico se utiliza - a mayores concentraciones y tempera-
turas - para la metan6lisis de polisacdridos; con éste método se mejord

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

la aceté]isisl40.

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

A-carragenano; debieron forzarse las condiciones y el tiempo de reaccidn,
pero a partir de un producto con 31,1 % de SO3 se obtuvo otro con un 2 % del
mismo, con un 60 % de rendimiento , sin efectuar dialisis. Los espectros
infrarrojo tomados en fases intermedias de la desulfataci6n demostraron que
existe una rdpida eliminacidn del sulfato ecuatorial seguida de una mds lenta
de los unidos a oxhidrilos axiales y primarios, tal como se habia visto para
los monosacéridosl33. E1 método, de cualquier modo, resultd fuertemente
despolimerizante tal como lo demostrd el alto porcentaje de 2,3,4,6-tetra-0-
metilgalactosa obtenida por metilacién e hidrélisis del A-carragenano
desulfatado. Los cdlculos indican que se rompieron catorce de cada cien unio-

nes glicosidicas; sin embargo lograron aislarse cantidades iquales de dos
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unidades trimetiladas lo que evidencid que existia en el .X-carragenano

la misma proporcidn de uniones (1—3) y (1—4); esos estudios, complementados

con la metilacion del carragenano intacto permitieron concluir con la

estructura propuesta para el X-carragenanosz.
E1 método de desulfatacién con cloruro de hidrdégeno metanélico es

evidentemente apropiado para polisacdridos del tipo de la condroitina, que

al contener dcidos urdnicos posee uniones sumamente dificiles de hidrolizar,

por 1o que la degradacidn es minima. Es asi que el método fue utilizado por

Perciva]141 para el polisacdrido del alga verde Enteromorpha compressa que

contenia ramnosa (45 %), dcidos urbnicos ( 18 %) , cantidades menores de glu-

cosa y xilosa, y sulfato (16 %, como 504). La accién de HC1 metan6lico 0,09 M

ocasiond la produccidon de un polisacarido con 0,75 % de sulfato; en ese caso

la presencia de dcidos urdnicos provocaba una estabilizacién de las uniones

glicosidicas.
E1 mismo método fue utilizado por el grupo de Nunn y Par01i586 para
el polisacdrido del alga roja Phyllimenia cornea denominado filimenano; se

87 que dicho polisacdrido

demostrd en un posterior andlisis por metilaci6n
era muy parecido al X-carragenano en cuanto a la alternancia de uniones
«-(1—3) y B-(1—>4) entre unidades de D-galactosa, mostrando ademds trazas

de xilosa y 3,6-anhidrogalactosa, aunque difiere fundamentalmente de los
carragenanos por tener una alta proporcidén (=25 %) de unidades de galactosa
metiladas ( fundamentalmente en 0-2, y en menor proporci6n en 0-4 y 0-6) en el
polisacarido original. Su contenido de SO4 era de 19,6 % y este producto fue
desulfatado totalmente por la accidén del HCl metandélico 0,15 M durante 48 horas,
con excelente rendimiento; una concentracidn de reactivo 0,1 M hizo decrecer

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

bien no existen &cidos urdénicos el gran porcentaje de unidades metiladas
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137,138

estabiliza las uniones glicosidicas y por ende no se produce degradacidn

aparente.

Cerezo124 también aplicé el método para un carragenano intermedio de
Gigartina skottsbergii , pero la cantidad de sulfato 1legd s6lo a la mitad en
el intento de obtener un buen rendimiento.

También se utilizd el cloruro de hidrdgeno metanélico en el Instituto
Zelinsky de Moscid, por el grupo que posteriormente comenzara a aplicar la
desulfatacion solvolitica. En el caso la aplicaron a un \-carragenano de
Tichocarpus crinitus (Gigartinales, Tichocarpaceae)77. Para evaluar la posible
destruccidn del polimero se controld por filtracidon en geles de Sephadex,
observando que se mantiene el pico principal en el producto desulfatado, pero
acompafiado de una extendida zona de fragmentos de menor peso molecular, lo

que indica que la desulfatacidn estuvo acompafada de ruptura de las uniones

glicosidicas (Fig. 8)

o7
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Fig.8 : Filtracion en geles de Sephadex del )A-polisacdrido (e--e) y su derivado desul-
fatado (0—o) en Sephadex G-75 ( columna 65 x 1, KC1 1 M- Ref.77)



- 55 -

Los K-carragenanos o polisacdridos similares son imposibles de
desulfatar por este método debido a la gran labilidad de la union

3,6-anhidrogalactosidica.

DESULFATACION SOLVOLITICA

Vistos los inconvenientes que tenfan las soluciones de HC1 en metanol
para eliminar los grupos sulfato, debido a la.destruccion de la cadena poli-
mérica, y luego de infructuosos trabajos con diferentes dcidos, se encard la
investigacion hacia otros métodos. Es asf que uno de los grupos del quimico
ruso Kochetkov, dirigido por Usov se abocé a estudiar la desulfatacidén por
solvolisis, es decir por la accidén de solventes orgdnicos.

Tomaron como base la reversibilidad de la reaccidn del tridxido de
azufre con monosacdridos en piridinal42 ; ademds, en 1957 algunos sulfatos de

143

esteroide se habian sometido a solvolisis : se demostrd que con los sulfatos

de piridinio y potasio del colestan-3B-ol y del colesterol se producia rapida
solvolisis en dioxano aln a temperatura ambiente. En piridina, acetona o
etanol la reaccion era lenta, pero se completaba por calentamiento; la sal de
piridinio era mds efectiva que la de potasio; en cloroformo aidn forzando las
condiciones l1os sulfatos eran inertes. Cuando se probdé la facilidad de
solvolisis de esos .esteroides utilizando distintos éteres como solvente se
comprobé que la reaccidn disminuia en el orden: dioxano =~ tetrahidrofurano >
éter etilico > éter isopropilico > anisol, es decir en orden decreciente de
disponibilidad del par electrénico del oxigeno. De acuerdo a ello se

postuldé un mecanismo del tipo:



;C—O—SOs —> =C-0 + R20—503

(
0
R/ \R-

+ -
R,0-S03 + Ho0 ——— ROR + HT + HSO4

E1 mecanismo requiere cantidades equimoleculares de agua; los
autores aclararon que si bien usaron solventes secos, no se tomaron precau-

ciones para excluir trazas de agua.

144 describi6é el mecanismo y la cinética de esas

Otro trabajo
'solvdlisis, pero con el sulfato en forma dcida; se comprobd que la reaccién
era de primer orden, por 1o menos hasta el 70 % de iniciada; las determina-

ciones se hicieron en varios solventes (Tabla 8).

TABLA 8: Velocidades de la desulfatacion solvolitica de la dehidroisoandros-

terona sulfato de hidrégen0144.

SOLVENTE k (seg™!) Temp. (°C)
Agua con HC1 2 N muy chica 27
Etano] 3,2 x 107° 26
Benceno + 10% etanol 5,1 x 10'5 26
Cloroformo + 10% etanol 8,0 x 1076 26,5
Cloruro de metileno 1,2 x 10'4 26
Acetona 1,5 x 1073 26
Eter etflico 2,1 x 1073 27
Tetrahidrofurano (THF) 7,0 x 1072 29
THF + 3% agua 3,4 x 1074 26

THF + 6% agua 1,7 x 1072 26




- 57 -

Puede obervarse que un incremento en la polaridad provoca una dismi-
nucidén en la velocidad de reaccién. En este caso los sulfatos estdn en su
forma acida, y al agregar piridina se observé un descenso de la velocidad

debido a la formacidn de 1a sal.

145

E1 método se usdé luego en sulfolipidos calentando a éstos sim-

plemente en dioxano. Se observ6 retencion de la configuracidn, y se confirmd

143

el esquema solvolitico antes postulado favorecido ademds por la estabilidad

del complejo dioxano-tridxido de azufre.
Con esos antecedentes el grupo antes mencionado se abocd en primer

146,147

lugar a 1a desulfatacidon de monosacaridos sulfatados Utilizaron como

solventes dioxano, piridina y dimetilsulf6xido (Tabla 9), obteniendo los mejores

TABLA 9: Desulfatacion solvolfitica de monosacdridos sulfatados.

Azicar reactante Producto Solvente Rendimiento
( %)
Metil-2,3,6-tri-0-benzoil Metil-2,3,6-tri-0- Dioxano 90
- -D-galactopirangsido- benzoil-a-D- Piridina 72
-4-sulfato (sal de pirid.) [ galactopirandsido DMSO 97
Metil-2,3,4-tri-0-acetil- Metil-2,3,4-tri-0- Dioxano 76
& -D-glucopirandsido-6- acetil-=x-D- Piridina 68
sulfato (sal de piridinio) | glucopiranésido DMSO 70
1,2:3,4-di-0-isopropiliden-| 1,2:3,4-di-0- Dioxano 74
«-D-galac.opiranosa-6- isopropiliden- <-D- Piridina 27
sulfato (sal de bario) galactopiranosa
(sal de piridinio) Dioxano 70
Piridina 47

rendimientos por solvolisis en dioxano, tal como fue anticipado para los

143’144. E1 dimetilsulféxido (DMSO) también da buenos resultados,

esteroides
mientras que en piridina la reaccidn ocurre dificultosamente. Es interesante

destacar que no se destruyen grupos labiles como el acetilo, benzoilo o




isopropilideno. De todos esos datos dedujeron que el mejor medio para la
eliminacién del grupo sulfato en monosacdridos protegidos, solubles en dioxano,
es trabajar en este solvente con la sal piridinica; como ésta es a veces de
dificil obtencidn, los autores demostraron que agregando clorhidrato de piridina
al medio de reaccifn, la desulfatacidon es activada, y los rendimientos son
excelentes cualquiera sea el catidn utilizado.

E1 método solvolitico, dado su éxito, se aplicoé rdpidamente a un polisa-

carido, en este caso el del alga roja Laingia pacific&46’68.

El1 estudio
realizado fue bastante exhaustivo; se concluyd que no existe desulfatacién en
un medio heterogéneo: no varia la proporcion de sulfato cuando el polisacarido
es calentado en dioxan068. Por otro lado, al trabajar en dimetilsulfdxido es
efectiva la sal de piridinio pero no la de sodio. Aidn en los casos en que la
desulfatacién es efectiva, la filtraci6n en geles de Sephadex muestra que se
produce una considerable ruptura de las uniones glicosidicas, la que se evita
en gran parte cuando se agrega al medio de reaccion un 2 % de piridina, pese

a que en este caso la velocidad de solv6lisis es menor. En la Tabla 10 pueden
apreciarse los efectos de diferentes medios desulfatantes.

Los autores comprobaron68 que una segunda solvélisis no reduce del todo
el contenido de sulfato residual salvo que sea precedida por una reconversion
del polisacdrido a su sal de piridinio, en cuyo caso el sulfato baja hasta
casi desaparicién (Tabla 10, ftem 8). Se justificaria entonces la presencia
de sulfato residual luego de la primera desulfataci6n por conversién
incompleta del producto original a su sal piridinica por el tratamiento con
intercambiador catibnico.

Por otra parte puede apreciarse en la Tabla 10 como en el polisacdrido,

rico en 3,6-anhidrogalactosa se destruye la tercera parte de este aziicar por

tratamiento con HCl1 metanélico, mientras que permanece inalterado por desulfa-
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tacidon solvolitica; 1o mismo ocurre con la relacion de los otros azicares.

TABLA 10: Desulfatacidn solvolitica del polisacdrido de Laingia pacifica 68

MEDIO DE REACCION CONDICIONES Re? | 5037k 3,6-a%] a/m/xC
%
Polisacdrido original - - 12 9 5,4:0.6:1
1. 0,09M HC1 en metanol sal de Na-20°-3x7 h.| 40 1,2 3,6 |4 :0,7:1
2. Dioxano sal de Na 6 Py-eb. | 70 12 ND ND
3. Dimetilformamida sal de Py-100°-8 h. | 80 4,1 ND ND
4. Dimetilsulfdxido sal de Na-100°-3 h, | 75 12 ND ND
5. sal de Py-100°-4 h. | 75 2,9 10,6 [5,4:0,6:1
6. DMSO + 2 % piridina sal de Py-100°-4 h. {90 3,2 ND 5,5:0,7:1
7. DMSO + 2 % piridina sal de Py-100°-8 h. | 86 1,4 9,5 15,9:0,7:1
8. DMSO + 2 % piridina s.de Py de 6.-8 h. |80 0,28 | ND 5,2:0,7:1

4 Rendimiento % . b

2-0-metilgalactosa/xilosa.

3,6-anhidrogalactosa.

€ Relacién molar galactosa/

Posteriormente, ¥y a fin de evaluar mejor las condiciones de desulfa-

tacion, los autores rusos efectuaron un estudio con un dextrano sulfatado

por su accesibilidad y alto contenido de sulfato ( 48 % ).

148

En primer lugar

estudiaron la metandlisis dcida (Tabla 11). Se encontraron con lo que ya

conocian, es decir la tremenda ruptura de uniones glicosidicas que acompafd a

la desulfatacidon cuando ésta se completd.

Ademds se detecté la presencia en

el hidrolizado de manosa y xilosa, azlicares que no estaban presentes original-

mente 10 que sugiere a los autores que el método tendria reacciones laterales;

ya que el metanol no es un desulfatante efectivo

143,144

los autores ensayaron
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su reemplazo parcial por DMSO o dioxano (Tabla 11).

TABLA 11: Efecto de la metandlisis dcida en la desulfatacién del dextrano
sulfatado (HC1 0,2 M; cuatro tratamientos de 8 h c/u, a 20°).

SOLVENTE SULFATO RENDIMIENTO
(0, %) (%)
‘Metanol 0,62 7,4
Metanol / dioxano (80:20) 25 32,6
Metanol / dioxano (50:50) 9,45 28
Metanol / dioxano (20:80) 29 33
Metanol / dioxano ( 4:96) 39 42
Metanol / DMSO (80:20) 7,08 32,4
Metanol / DMSO (50:50) 8,4 31,3
Metanol / DMSO (20:80) 18,7 24,3
Metanol / DMSO ( 4:96) 30 23,3

La variacidn de las proporciones metanol/dioxano y metanol/DMSO indica
que al disminuir la proporcién de metanol se produce un decremento en el proceso
de desulfatacidn, pero al mismo tiempo se mantiene un nivel similar de degradacién
como 1o mostrd la cromatografia en geles de Sephadex.

Continuando su estudio los autores evaluaron la desulfatacién del
dextrano al calentario en dimetilsulfb6xido, investigando la influencia del catién
( sodio, cetavidn, amonio o piridinio); esta Gltima era la mis efectiva en la
desulfatacidén como se aprecia en la Tabla 12. Puede verse ademds que, en
contraste con el polisacdrido de Laingia pacifica, el dextrano se desulfata en
forma de sal sddica, aunque con menor rendimiento. Por otra parte no es

necesario convertir el polisacdrido a su sal piridinica, ya que alcanza con
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agregar clorhidrato de piridina o cloruro de amonio en cantidades equimolares
al polisacarido; en cambio, la sal de cetavidn es inerte a la desulfatacion,

ain en presencia de cloruro de amonio.

TABLA 12: Desulfatacidn del dextrano sulfatado con DMSO ( 100°, 10-15 hr)

SAL DE SOLVENTE AGREGADO SULFATO (% 504) RENDIMIENTO
inicial | final *
Sodio DMSO 48 11 29
Sodio DMSO + 2% piridina 48 24 76
Sodio Py.HC1 48 11 60
Sodio NH4C1 48 12 54
Sodio Et3N.HC1 48 13 25
Piridinio 40 9,6 50
Amonio 49 9,7 32
Cetavlodn 20,6 21 73
Cetavldn NH4C1 20,6 19,3 43

Para favorecer la solubilidad del dextrano en dioxano, buen agente
desulfatante de monosacdridos pero pobre para polisacdridos, se probaron las
sales de trietil- , tri-n-butil- y tri-n-octilamonio de dicho dextrano. Las
dos primeras no se disuelven en dioxano y no ocurre desulfatacién; en cambio,
la sal de trioctilamonio se "hincha" en dioxano, da buena desulfatacidn en
condiciones suaves y excelente rendimiento, siendo la recomenda:!a por los autores
para productos naturales.

Matulewicz y Cerezo149 utilizaron el método solvolitico para el carrage-

nano de Iridaea undulosa (sal piridinica). Lo efectuaron en dimetilsulféxido
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con un 2% de piridina, es decir las mejores condiciones de Usov y co].146.

La desulfatacidon total fue del 81 %, con un alto rendimiento ( 80 %) en 9 horas;

un mayor calentamiento produjo despolimerizacidn sin cambio de la composicién.

Los autores hicieron toma de alicuotas a distintos tiempos, y los datos anali-

ticos para las mismas pueden observarse en la Tabla 13.

TABLA 13: Etapas en la desulfatacidn del carragenano de Iridaea undulosa.

TIEMPO SULFATO RENDIMIENTO ([a], VISCOSIDAD 3,6-AHG %%

(h) (SO4 %) (%) (°) 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

3valores normalizados para el carragenano no sulfatado.

Se observa disminucidn de la viscosidad, pero no existe pérdida

notoria de 3,6-anhidrogalactosa.

E1 método solvolitico ha sido poco usado por el momento pero

aparece como promisorio para la complicada quimica estructural de los polisa-

caridos sulfatados.
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INTRODUCCION

En los Gltimos afnos se han popularizado las aplicaciones de la espectros-

13C debido al amplio interés que pre-

copia de resonancia magnética nuclear de
sentaban y dada la comercializacidon de aparatos destinados a la misma ( Bruker,
de origen aleman ; JEOL japonés y Varian norteamericano), con generadores de
pulso y computadores que ejecutan la acumulacidn de sefiales (FID) y producen
la correspondiente transformada de Fourier.

Las aplicaciones a hidratos de carbono se vieron inmensamente facilita-
das por los estudios sobre influencias estéricas en los desplazamientos de RMN

13 150-153 154

C de ciclohexanos substituidos , inositoles y las leyes generales

155-157

de

para polioles

158

Los primeros estudios datan de 1969; Perlin trabajo con glucosa

159 interpretaron los espectros de casi

enriquecida, y luego Hall y Jonson
todos los monosacdridos sencillos (con riqueza isotépica natural) y sus

metilglicésidos, con 1o que pudieron distinguir tres tipos de desplazamientos:

Del carbono anomérico a $ 91-105 ppm.

De los carbonos con oxhidrilo secundario a § 67-77 ppm.

Del carbono con oxhidrilo primario a § 61-63 ppm.
160,161

En esos trabajos y otros posteriores se verificaron algunas

regularidades en los desplazamientos producidos por anomerizacidn y/o epimeri-

zacidon; mas adelante se extendieron a otros cambios. Shashkov y Chizhov162

63

y Perh’n1 recopilaron los trabajos publicados hasta ese momento y efectuaron

las siqguientes generalizaciones:

1) La anomerizaci6n altera el § del C-1 de la D-glucosa, galactosa, arabinosa
y xilosa ( en aproximadamente 4 ppm a campos mds altos al pasar del anémero

B al « ), pero tiene poco efecto sobre e: C-1 de D-alosa, manosa, lixosa y



4)

6)

7)

ribosa.

La anomerizacidon afecta mds nitidamente a los desplazamientos de los
carbonos 3 y 5 (por interaccidn 1,3-diaxial), menos al del carbono vecino
C-2, y tiene muy poco efecto sobre los carbonos 4 y 6, mds alejados. Es
por eso que el § del C-4 en hexosas, pentosas y sus glicésidos siempre
aparece a 69-72,5 ppm.

Al pasar los azdcares libres a glicdésidos, el C-1 se desprotege en
algunas ppm. En este caso, la diferencia de desplazamiento entre los
anémeros a« y B permanece aproximadamente constante.

E1 reemplazo de un oxhidrilo ecuatorial en C-2 por uno axial (glucosa —
manosa ), afecta la posicion del C-1 de forma diferente: en el anémero «
la inversidn causa un desplazamiento a campos mds bajos de 2 ppm; en el P

163,164 describi6

el mismo corrimiento es hacia campos mds altos. Perlin
un método con el cual se pueden sumar contribuciones por epimerizacidn y
asi calcular los J de cada carbono.

Las furanosas muestran, en general, las seflales a campos mas bajos que
las piranosas a ellas relacionadas.

La O-metilacibén provoca un desplazamiento hacia campos mds bajos del
carbono «C de 7-11 ppm; Tlos que poseen metoxilos axiales siempre se encuen-
tran en un campo 3-4,5 ppm mds alto que los ecuatoriales; el carbono B se
desplaza cerca de 1 ppm a campos mds altos si su oxhidrilo es ecuatorial
igual que el metoxilo « , y 4-5 ppm si es axial. Si el metoxilo estd en

164 g efecto Y

posicién axial, su efecto sobre el carbono B es chico
es casi insignificante ( 0-0,3 ppm).

E1 reemplazo de una union C-0 por una C-H (desoxiazicares) o C-C (azica-
res ramificados) causa un marcado desplazamiento a campos mds altos de la

sefial dada la menor electronegatividad de los dtomos reemplazantes. Tanto
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en los 2-desoxi como en los 6-desoxiaziicares el desplazamiento es de
38 a 45 ppmlsg.
8) Las sehales de carbonos unidos a amino o acetamido se desplazan a campos
15-20 ppm mas altos que los del carbono oxhidrilicolss. E1 efecto B es

de 2-3 ppm a campos mds altos.

MONOSACARIDOS SULFATADOS

La influencia de la sulfatacion fue estudiada en primer lugar por

166 y luego por otros 67-169

Honda y col.
Los japoneses166 compararon el espectro de la glucosa con los de sus
derivados sulfatados en 3- y 6-. Al17 comprobaron que el carbono cuyo oxhi-
drilo estd 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 proteccién de 1,1-2,2 ppm en
el primer caso y 0-0,3 ppm en el segundo, es decir que el efecto es similar

167 13

al de la O-metilacién. Un grupo ruso utilizé los espectros de RMN de “~C

para confirmar la estructura de productos sintetizados como metil-3-0-
metilmanopirandésidos sulfatados en 2- , 4- y 6- ; el canadiense Ragan168
estudié la influencia de la sulfatacion en fenoles, pero sin lugar a dudas

el estudio mds completo lo efectudé un grupo austra]iano169 utilizando un
método de desplazamiento isotépico diferencial (d.i.s.) inducido por deuterio

170. Analizaron

desarrollado en 1979 a fin de facilitar las asignaciones
los espectros de los 2- , 3- , 4- y 6- O-sulfatos de D-glucosa y D-galactosa,
del 2,3,4,6-tetra-0-acetil-p-D-glucosa 1-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.
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Se observd que los sulfatos sobre 0-3 y 0-4 causan un mayor despla-
zamiento (7,1-9,4 ppm) sobre el carbono o, mientras que el efecto del sulfato
sobre C-6 es menor (6,3-6,6 ppm). En cambio, el compuesto sulfatado en 1-,
3610 presenta un desplazamiento de su carbono o de 2,3 ppm 1o que se explicé
por el diferente entorno hallado. La influencia sobre el carbono B se en-
cuentra dentro de lo antes expresado: entre 1y 2,5 ppm, pero en general
cerca de 1,5 ppm a campos mds altos. Crece levemente en los compuestos
sulfatados en 6- y desciende a 0,6-1 ppm cuando se trata de la galactosa 4-

sulfato, que contiene ese grupo axial (Tabla 14).

APLICACION A OLIGOSACARIDOS

Las primeras aplicaciones a oligosacdridos .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

174

maltosas y sus metilglicésidos y octaacetatos , trehalosa, melibiosa

y cic]odextrinasl77.

Se supuso que la glicosilacion afecta a la sefial del mismo modo que
la metilacidn, y que aquella no afecta a los carbonos en Y6 § respecto de
la unidon glicosidica.

La comparacidon ce los oligémeros con derivados metilados fue 1levada

1,178,179 quienes estudiaron los espectros de glucobiosas,

a cabo por Usui y co
glucotriosc: y glucanos y 1os compararon con los de glucopiranosas metiladas
en distintas posiciones, equivalentes a la otra unidad. Para los disacdridos

concluyeron i.s siguientes reglas:

1) La senal de C-1 de la unidad reductora se encuentra en el mismo campo

que 'a correspondiente piranosa, salvo en disacdridos 1-2 (kojibiosa y



3)

4)

5)
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soforosa ), donde el efecto B difiere entre glicosilacién y metilacién.

La sefial de C-1' (no reductora) con unién «, resuena a 97,5-101 ppm, y

con unidn B a 104-105 ppm. En las oC,@- y B,B- trehalosas (unién 1-1)

Tos § son 94,8 y 100,7 ppm respectivamente, es dec.r que la diferencia entre
ambas se mantiene.

Es sabido que la metilacidon de oxhidrilos causa una desproteccién de 7--11
ppm a los carbonos «, ubicando las senales de C-2, C-3 & C-4 en la zona de
80-87 ppm; estas reglas se mantienen para las glucobiosas: si el monosac:-
rido unido To hace por enlace B el corrimiento es andlogo a 1a metilacion;
si fuera el desplazamiento quimico del carbono correspondiente (C-2, 3,
4 6 6) sufre un corrimiento a campos mds altos de 1,5 a 5 npm al comparar
con los correspondientes &teres.

Los desplazamientos de los carbonos de la unidad reductora no enlazados
coinciden con los de los éteres metilicos, habiéndose observado pequefias
diferencias para el carbono pa Ta unidn por distinto efecto de metoxilo y
glicosilo.

Los desplazanientos de los carbonos C-2' — (C-6' de l1a unidid no reductora

son comparables a los de los correspondientes metilglicésidos.

APLICACION A POLISACARIDOS

13

La espectroscopia de RMN de ~~C de polisacdaridos resultd d:sde el

comienzo 1a mds complicada, adn considerando la solucidon del problema inverso,

0 sea la asignacion de 1ineas del espectro de un polisacdrido de 2structura

conocida. Ademds, el ensanchamiento de sefiales debido a la viscosidad de

1a

soluciéon jugd un rol fundamental, pese¢ a la variedad de despl:zamientos;

por otra parte se produce otro tipo de eisanchamiento de las sen. les debida a la



inhomogeneidad conformacional de la cadena produciéndose una "dispersién"
(spreading-out) de las sefiales de carbonos monotipicos. Todos esos aspectos
hacen que en algunos casos se dificulte el andlisis de 1ineas de la zona donde
resuenan los carbonos no anoméricos ni enlazados, llegando - para polimeros
de baja regularidad - a una amplia zona no resuelta, similar a la region
metilénica en RMN proténica de esteroidesl62.

En algunos casos, el espectro sélo presenta utilidad en la zona del
carbono anomérico o los carbonos enlazados donde la resolucién es suficiente
adn cuando las 1ineas sean anchas. En cambio, el espectro de polisacdridos
altamente regulares es relativamente sencillo; incluso, en cierto sentido,
es menos complejo que el de di- u oligosacaridos pues no se complica por las
sefiales del extremo reductor.

Como modelos para la interpretacidon se utilizan monosacaridos metilados
y oligémeros de estructura relacionada; los primeros estudios fueron reali-

180‘182. En algunos casos, con polimeros poco

zados por el canadiense Gorin
solubles es preciso degradar previamente enzimdtica o quimicamente la muestra,
dada la alta concentracidn requerida; de cualquier modo, es imprescindible
una gran acumulacidén de pulsos para lograr un buen espectro, y en gran parte
de los casos éste se favorece por calentamiento a fin de disminuir la visco-

83

. .1 .9z . . . . .
sidad. Gorin recopilé todo lo concerniente a aplicaciones a polisacdridos

hasta 1979.

Se han efectuado numerosos estudios con dextranos unidos en distintas
posiciones, pululanos, mananos lineales y ramificados, glicomananos diversos,
galactofurananos, heparinas y condroitinas, polisacaridos sulfatados de algas
( ver mids adelante), glucanos fosforados, dcidos teicoicos, polisacdridos que
contenian dcido sidlico y 3-desoxi-octulosilénico (KDO), dcido alginico,

xilanos,etc.
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También se estudiaron derivados sintéticos solubles en solventes orga-

183. En gran parte de

nicos, como acetatos y éteres metilicos o bencilicos
los casos se han resuelto problemas que antes eran de dificil solucién, ya
que puede detectarse rapidamente la presencia de grupos poco comunes (

acetatos, fosfatos, metilos, sulfatos, carboxilatos, carbonos aldehidicos,etc.).

APLICACION A CARRAGENANOS Y COMPUESTOS SIMILARES

184

Hasta 1977 (salvo una breve mencidn previa® ') no se habfan efectuado

13

estudios de RMN de "“C de galactanos sulfatados de algas rojas. Simultdnea-

mente dos grupos, uno ruse y otro canadiense iniciaron su tarea.

185 al registrar y compa-

E1 primer aporte fue efectuado por Usov y col.
rar el espectro del metil-3,6-anhidro-( -D-galactopiranésido y sus 2-0-metil- ,
4-0-metil y 2,4-di-0-metil éteres, todo ello fundamental punto de partida
para la interpretaci6n de los espectros de esos galactanos. En todos los
casos el carbono anomérico aparecid cerca de 99 ppm y el C-6 se desplazé
cerca de 70 ppm.

Luego vinieron los trabajos de aplicacién directa. E1 grupo ruso81
logrd obtener, tras numerosisimas dificultades 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 B-D-
galactopiranosa unida en 3- y 3,6-anhidro-o-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.

E1 K- carragenano, en cambio, también estd sulfatado en 4- pero no

presenta unidades metiladas y la 3,6-anhidrogalactosa es de configuracién D.
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Se distinguieron tres regiones del espectro: A(100-105 ppm) del C-1 de la
galactosa; B (92-99 ppm) del C-1 de la 3,6-anhidrogalactosa , y C (55-62 ppm)
con los C-6 de la galactosa y los carbonos metoxilicos (Tabla 15).

13

TABLA 15: Picos caracteristicos en Tos espectros de RMN de"“C de algunos

polisacdridos de algas.

POL ISACARIDO REGION ESPECTRAL

A B C
Agarosa 102,3 98,2 61,3
Odontalano 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

4 De Tichocarpus crinitus . b De Phyllophora nervosa.

Como se observa, en la regién A no existe mayor variacién. En la
B, en cambio, a 98,2 ppm aparece la sefial caracteristica del carbono anomérico
de la 3,6-anhidro--L-galactosa. En el espectro del odontalano se agrega
otra sefal a 96,6 ocasionada por la influencia del sulfato de la unidad vecina;
los dos picos de la regidén B del K-carragenano también coinciden con el carbo-
no anomérico de las unidades de 3,6-anhidro-o-D-galactosa unidas a galactosa
sulfatada y sin sulfatar. La regi6n C muestra en tres casos el pico caracte-
ristico del carbono unido a oxhidrilo primario; el del odontalano, en cambio
exhibe a 59,0 ppm el carbono metoxilico, y a consecuencia de esa metoxilacion
hay un neto desplazamiento del C-6 a otras regiones del espectro.

E1 grupo canadiense de Yaphe, en primer lugar analizé los espectros

de los oligosacdridos obtenidos por hidrdélisis enzimdtica de agarosalsﬁ, y

1uego187 los de dgar, K-carragenano e \-carragenano, pero tomando en cuenta
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Gnicamente las sefiales correspondientes al carbono anomérico. Para el &gar
las sefiales aparecieron a 103,4 y 99,2 ppm; para el K -carragenano a 103,4 y
96,2 ppm; para un K-carragenano parcialmente desulfatado a 103,6 , 96,1 y
95,6 ppm y para el \|-carragenano a 103,2 y 93,1 ppm. Como se aprecia hay
una diferencia de ~1 ppm con el trabajo del grupo ruso; ello fue posteriormen-
te adjudicado83 a diferentes métodos de calculo por la utilizacion de TMS
como standard interno o externo.

Prosiguiendo con sus estudios, el grupo ruso efectud un andlisis mds

detallado de los espectros de polisacdridos de la familia del égar188 y

también de la del K-carragenan082: se estudiaron W- y L-carragenanos con
distintas irregularidades, asigndndose todos los picos. También se determi-
naron las estructuras de algunos otros galactanos con estructuras no aclaradas
hasta entonces. Todos estos trabajos se hicieron en soluciones al 5 % en
agua deuterada, pero calentando a 80 6 95° para disminuir la viscosidad.

Otra importante contribucidon estuvo dada por la aplicacion del método
al estudio estructural de un galactano sulfatado de Grateloupta divaricata74
con cantidades insignificantes de 3,6-anhidrogalactosa. Ya se habTa demos-

72,73 que la molécula de ese polisacdrido presenta una

trado quimicamente
estructura alternante de unidades o(1—3)- y p(l-ﬁ4)-ga1actosa; la unidad
3-N-sustituida es D-galactosa, y la 4-0O-sustituida es en algunos casos D- y
en otros L-galactosa; dichas unidades se encuentran sulfatadas en distintas
posiciones. Se combinan asi las caracteristicas del agar y el carragenano.
Es asi que se separaron por acetdlisis del galactano cinco oligosa-
caridos que se utilizaron como compuestos modelo, y al adjudicar las sefiales
se observo que el desplazamiento quimico de la sefal de C-1 no s6lo dependia

de la configuracidon del centro glicosidico y la posicidén de 1a unién con la

unidad vecina sino también de la configuracién absoluta de ambas unidades;
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Figura 9. Espectros de RMN de "°C del K -carragenano de Tichocarpus

erinitus (a), K-carragenano de Phyllophora nervosa (b) y
A-carragenano desulfatado.

estos estudios permitieron la interpretacion completa del espectro del
galactano desulfatado. Se observaron cuatro sehales anoméricas y de su
integracion se dedujeron las caracteristicas principales del producto. El
espectro del polisacdrido sulfatado es bastante mds complicado, debido a la
presencia de grupos sulfato ocupando diferentes posiciones, y también por la

xilosa y 3,6-anhidrogalactosa ( que eran destruidas en la desulfatacién).



La region anomérica puede interpretarse, pero la de los C-2—C-6 es de

imposible interpretacién. En la figura 9 se observan algunos espectros
caracteristicos.
Otro trabajo de un grupo austrah‘ano189 interpretd los espectros de

carrabiosa y agarobiosa, es decir los disacdridos formados por hidrélisis
controlada de K-carragenano y &gar, respectivamente.
Usov y col. resumieron83 posteriormente todo lo realizado en espec-

13C de galactanos de algas rojas. All7 se desarrollaron

troscopia RMN de
los espectros de varios tipos distintos de polisacdridos de ese origen,
tanto de las familias del &gar y porfirano (con unidades L-) como de la familia
de los carragenanos; los valores principales de § 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 estan 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 ppm al estar sulfatado el 0-2 de la unidad 3,6-anhidrogalac-
tosidica precedente, posiblemente por interaccidén entre ambos sulfatos. Las
estructuras hibridas K-LU , muy comunes en la naturaleza pueden reconocerse
y caracterizarse por sus espectros, por integracidon de los picos a 95,1 y
92,1 ppm. Otros hibridos encontrados alnan estructuras de WK-carragenano y
su derivado desulfatado; el furcelarano seria un triple hibrido entre (-, K-
y K-carragenano desulfatado. Los \-carragenanos solamente pudieron dar
buenos espectros al estar desulfatados ( fig. 9 c).

E1 andlisis del espectro del 'K-carragenano' de Phyllophora nervosa

permitid detectar algunas peculiaridades interesantes de la estructura del
p:ﬂisacérido82 (fig. 9 b). Si bien una serie de sefiales concuerda con las

del K-carragenano (fig. 9a) o su derivado desulfatado, se observo un
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desdoblamiento de 1a senal correspondiente a C-6; la comparacion de intensi-
dades permitié concluir que la mayoria de las unidades de B-D-galactopiranosa
estarian sulfatadas en C-6, y una menor proporcion en C-4, mientras que estarian
ausentes las 4,6-disulfatadas o las no sulfatadas. Esta distribucién de
sulfatos es completamente inusual en carragenanos.

190 ofectus un estudio sobre 1o que ellos

Un trabajo francés mas reciente
11aman "precursores bioldgicos" de carragenanos, que no son mds que fracciones
purificadas de los carragenanos de Euchewna spinoswm, Euchewma cottonit,
Chondrus crispus, Gigartina stellata, Ahnfeltia concinna y Ahnfeltia
gigartinoides. Efectuaron los espectros de todos esos productos antes y
después del tratamiento alcalino, obteniendo con ello informacidn sobre el tipo
de precursor presente en cada carragenano.

En conclusidn, la resonancia magnética nuclear de 13C permite

determinar estructuras bdsicas de galactanos de algas rojas por un método no

degradativo.



Capitulo VI

USO DE LOS ALDONONITRILOS
ACETILADOS EN LOS
ESTUDIOS ESTRUCTURALES

DE POLISACARIDOS
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RESENA HISTORICA

Con el avance de las técnicas de cromatografia gaseosa en los labo-
ratorios, comenzd la blsqueda de derivados apropiados para los hidratos de
carbono, que tuvieran la suficiente volatilidad como para 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 monosacdridos
diferentes, provenientes de hidrolizados de heteropolisacdridos o polisacdridos
complejos, y por el otro lado mezclas de derivados O-metilados, obtenidos por
permetilacidén de polisacdridos y posterior hidrdlisis con el objeto de adquirir

informacién estructural de los polimeros.

Se ha pretendido utilizar varios derivados de azicares, entre ellos

191 191,192 193

los acetatos ~ ", trifluoroacetatos , isopropilidén-acetales s

butanoboronatoslg4, y fundamentalmente los derivados trimetilsililados de los

191 191,197. Dichos

azﬁcareslgs’lgs, de sus metilglicdsidos 0 alditoles
métodos tienen la desventaja de dar cromatogramas complejos, ya que algunas
sustancias suelen dar mds 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 a]dito]197'199, método que fue mejorado por Albersheim y
co].200 para hidrolizados de paredes celulares vegetales, para lo que recomen-
daron el uso de una columna cromatogrdfica de 0,2% de poli(succinato de
etilénglicol), 0,2% de poli(adipato de etilénglicol) y 0,4% de silicona XF-1150
en Gas-Chrom P. Los acetatos de alditol también fueron utilizados con éxito
por el grupo sueco de Lindbergzm’202 para la separacién de metiléteres prove-

nientes de la hidrdlisis de polisacdridos permetilados. Estos trabajos fueron

complementados con estudios de fragmentacidn por espectrometria de masa por
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impacto electrénico (e.m.-i.e.)203'207. Debido a la extensi6n de los estudios
el método fue rdpidamente aceptado y es el mds comunmente utilizado hoy en
cromatografia gas-1iquido (c.g.1.) de hidratos de carbono. Sin embargo,
presenta una limitacién ocasionada por la simetria de la molécula del alditol;
asi, por ejemplo, la 3-O-metilgalactosa y la 4-0O-metilgalactosa dan por reduc-
cién el mismo alditol, al igual que la 2,3-di-O-metilxilosa y la 3,4-di-0-
metilxilosa; se requiere entonces el uso del borodeuteriuro de sodio para la
reduccion de las aldosas obtenidas para diferenciarlas por e.m.

La preparacidn de los alditoles acetilados 1leva algin tiempo, pese a la
sencillez del método. E1 paso de reduccidn se efectla rdapidamente, pero luego
hay que destruir el exceso de borohidruro de sodio, mediante el uso de resina
dcida y/o dcido acético. Tras la evaporacidn del agua, debe eliminarse el
dcido bdrico formado pues interfiere en el posterior paso de acetilacién;
ésto se efectda mediante consecutivos agregados y evaporaciones de metanol (x 5),
para eliminarlo en forma de borato de metilo, voldtil. Recién luego de 1levado
a seco se deja en desecador de vacio y posteriormente se acetila.

Lance y Jones208 superaron las dificultades provenientes de la simetria
del alditol preparando, para una serie de metiléteres de D-xilosa, los acetatos
de los D-xilononitrilos parcialmente metilados. En el método de preparacidn
simplemente hay que producir la oxima y luego, en un solo paso en el mismo
frasco de reaccion, ésta se deshidrata y se acetilan los oxhidrilos libres por
calentamiento con anhidrido acético y piridina. E1 método permitié separar
casi todos los metiléteres de xilosa utilizados (Tabla 17). En el mismo
trabajo los autore5208 prepararon en gran escala el derivado de la 2-0-
metilxilosa ( 3,4,5-tri-0-acetil-2-0-metil-D-xilononitrilo), probaron su

estructura por resonancia magnética nuclear y demostraron su estabilidad al

calentamiento a 190°C.



TABLA 17. Separacion de los metiléteres de D-xilosa como aldononitrilos
acetilados.

D-XILOSA TIEMPO DE RETENCION®

O0-metilo en 0-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

dpelativo al 2,5-di-0-acetil-3,4-di-0-metil-D-xilononitrilo, en LAC-4R-886 al
10%, isotérmica a 200°.

La facilidad de preparacion del derivado, su alta estabilidad y las

ventajas separativas que presentaba dieron lugar a nuevos trabajos sobre el tema.

203 y en la

211

Se los utilizd para identificar un hidrolizado de pulpa de madera

210

demostracidn de la existencia natural de metiléteres de xilosa y galactosa

en vegetales.

En 1971, Kochetkov y co].212 informaron la separacion de una mezcla
que contenia los principales monosacdridos en forma de sus aldononitrilos aceti-
lados, y efectua;on un estudio por e.m.-i.e. de algunos glicononitrilos acetila-
dos parcialmente metilados, y los consideraron aptos para la identificacién
espectrométrica, aunque no informaron los tiempos de retenci6n de c.g.1. Estos
fueron proporcionados posteriormente por Koval y c01.213. Otros grupos infor-

. . . .. 214
maron sobre derivados de monosacdridos sencillos, tanto en cuanto a separacwn21
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215

como a su fragmentacion , sugiriendo en este dltimo caso rutas de ruptura

mediante marcacidon con deuterio. Otro grupo ruso informé de la separacioén y

principales caracteristicas espectrales de aldononitrilos derivados de

216 217

metiléteres de xilosa, arabinosa y 6-desoxiazicares® ',

En una importante contribuci6n a la e.m. de derivados metilados de los
manononitrilos acetilados, Seymour y co].218 informaron la separacién de los
di- , tri- y tetrametiléteres de D-manopiranosa por c.g.l. Por introduccién
de grupos trideuterometilo, se identificaron fragmentos constituyentes de los

espectros de masa, que permitieron relacionarlos con las estructuras originales.

219

En otro trabajo posterior™"~, también aplicado a derivados de D-manosa,

se informé su separacibn y algunas caracteristicas espectrales, pero empleando

también derivados metilados de la forma furanfésica de ese azicar en adicion a

. P ... 218
los piranésicos ya conocidos 1 .

En estos trabajos se acortd notablemente el tiempo de reaccidn sugerido

por Lance y Jones208 para la formacion de los aldononitrilos, como sugirié

212

Kochetkov ; Seymour y col.218 mejoraron la calidad del cromatograma por

extraccion cloroférmica del derivado y lavado con agua del extracto; en otro

220

trabajo se sugiri6 un lavado con HC1 3 M, posteriormente agua, solucidn

saturada de NaCO3H y nuevamente agua para completar la eliminacion de piridina

221,222 sugiri6 el uso de

y anhidrido acético. Posteriormente
1-metilimidazol en reemplazo de 1a piridina como catalizador y solvente en la
fofmacién de la oxima y acetilacion; de ese modo se acorté notablemente el tiem-
po de reaccién ( 10 minutos en total ) y se baj6é - al mismo tiempo - la tempe-
ratura de trabajo.

221,223 se utilizaron técnicas de espectrometria

En los Gltimos trabajos
de masa por ionizacién quimica (e.m.-i.q.), que permiten indicar el peso molecu-

lar del derivado y la cantidad de oxhidrilos acetilados y metilados que posee.
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223 informaron la separacidn de

En un extenso trabajo, Seymour y col.
distintas aldosas derivatizadas como aldononitrilos, algunas conteniendo
grupos acetamido, amino, desoxi o tfo, en diversas columnas; pudieron resolver
todas las familias de compuestos estudiadas, salvo 1os pares ribosa-fucosa y
manosa-talosa. Los autores intentaron correlacionar la configuracién de las
moléculas con el tiempo de retencidon; a igualdad de nimero de acetoxilos pre-
sentes, ordenaron los aziicares de acuerdo a la cantidad de pares de acetoxilos
ets en la férmula de Fischer de la molécula. Asi, para las aldohexosas, la
alosa tiene 3 pares, altrosa, manosa y talosa 2, glucosa, gulosa y galactosa 1
y la idosa ninguno; se observd que a mayor cantidad de esos pares, menor era
el tiempo de retencidn, lo cual se adjudicé 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 estdn menos expuestos y por
ende, es menor el tiempo de retencidn.

Ademds los acetoxilos pueden reemplazarse por grupos mis polares que
aumentan el tiempo de retenci6n (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 mds el tiempo de retencién que un grupo no
terminal (2-desoxi); incluso sugieren aditividad de los efectos.

Este fue el primer trabajo que intentd correlacionar los tiempos de
retencién con las configuraciones; los hechos experimentales no parecen con-
tradecir lo esbozado. Sin embargo Seymour no relaciona los tr con las confor-
maciones, que son las que tienen verdadero sentido fisico. Como se sabe, los
pares cits en la proyeccidn de Fischer suelen ocupar una posicién antZ en la
conformacion preferida de l1a molécula, que en el caso de los manono- y galacto-
nonitrilos es planar, en zig-zag y extendida para la cadena carbonada, mientras

224

que en el glucononitrilo hay una pequefia desviaci6n de esa conformacion”“".

Los autores no explican, entonces, cual es el efecto de esos grupos
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anti en la disminucién del tiempo de retencién.

ESPECTROMETRIA DE MASA DE LOS ALDONONITRILOS ACETILADOS Y DE SUS DERIVADOS

METILADOS

Como se expuso anteriormente, se han analizado los espectros de masa
de varios derivados metilados de los aldononitrilos acetilados. Es muy fdcil
ademds, correlacionar algunas de esas rupturas con las de los alditoles aceti-

203-207

lados, que han sido ampliamente estudiadas » ¥y que s6lo difieren de é&stos

en el C-1.

Los primeros estudios del tema fueron encarados por el grupo de

212 215,218

Kochetkov y luego bien complementados por marcacidén con deuterio

212; ninguno

En primer lugar se trabajé con derivados de monosacdridos sencillos
de Tos mismos da el ion molecular, pero todos dan los iones a m/e (M-73) y (M-98),
correspondientes a la pérdida de -CHZOAc y NC-&H-OAC » respectivamente. Ambos
jones, asi como los formados por ruptura de otras uniones carbono-carbono son

los fragmentos primarios ( Figura 10) que dan series de otros fragmentos, méds
intensos, secundarios, por eliminacidn simple o consecutiva de dcido acético (60)y
cetena (42), tal como en la fragmentacidén de alditoles acetilados. En ninguno

de los espectros estudiados aparecen los iones de las unidades C-1—C-2 (m/e 98)

y C-1—C-2—C-3 (m/e 170).

=N

—0

(m/e 98) H-C-OAc

L . L Y . O e e - - — 1

L(m/e 170) H-C-OAc

m/e 242 H-C—-OAC m/e 217
________ scin. U
m/e 314 H-C-OAc m/e 145
L e e e e e e e — —— — — = ——
én OAC m/e 73
2

Figura 10.



TABLA 18. Picos mds intensos en los espectros de masa

parcialmente metilados.

ALDONONITRILO ACETILADO DE
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de algunos aldononitrilos

m/e

3-0-Me-
glucosa

4-0-Me-
galact.

6-0-Me-| 2,3,4-} 2,3,6-
glucosal tri-0-| tri-0-
Me-Glc| Me-Glc

3,4,6-
tri-0-
Me-Glc

2,4,6-
tri-0-
Me-Glc

2,3,4,6-
tetra-0-
Me-Glc

2,3,4-
tri-0-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 el caso de los derivados parcialmente metjlados, tal como en el
de los correspondientes alditoles acetilados, la ruptura se verifica fundamen-
talmente entre dtomcs de carbono que 1levan metoxilos vecinales. Los frag-
mentos primarios asi formados eliminan moléculas de formaldehido (30), metanol
(32), cetena (42), dcido acético (60) o acetato de metoximetilo (14) para dar
los fragmentos secundarios. Los picos principales de los espectros obtenidos

212 pueden observarse en la Tabla 18.

por Kochetkov y su grupo

También se registraron 1os espectros de masa de aldononitrilos ace-
tilados con la utilizacion de marcacién con deuterio que permitid sugerir
algunos caminos de fragmentacidn.

Los estudios indicaron pérdida de cetena, radical acetato, dtido
acético y anhidrido acético a partir de los fragmentos primarios producidos
por ruptura de las uniones C-C, o bien a partir del ion molecular.

En los compuestos estudiados el grupo ciano- protege al derivado

de la ruptura C-1—C-2; el espectro de masa del per-O-acetilglucononitrilo

presenta el modelo de fragmentacion que se aprecia en el Esquema 1.

C=N I+. ?E fEN
éHOAc ?HOAC CHOAc AcO
| - CH,CO | - AcOH
CHOAe —— > CHOAc 2 CHOAc
[ i _ | \\)+
CHOAc ?HOAC ?HOAC
| _ _ _
?HOAC CHn;OAc CH—;OH AcO ‘~1</
CH,0Ac C=N
m/e 314 m/e 272
\/ m/e 212
+
CH==0Ac
| AcO
?HOAC - Ac 0 N AcOH - CH CO
(I:HOAC ’ O+ o +
CH,OAc
2 AcO
m/e 289 m/e 187 m/e 127 m/e 85

ESQUEMA 1 (continla en la pag.siguiente)



ESQUEMA 1 (continuacién):

C=N 1 +.
]
CHOAG \
| + + +
CHOAc _ CH,~=0Ac ('31-1 Z=0Ac CH.CO CH=-OH
; -
(|:HOAc CH,OAc —2 CH,0Ac
?HOAC m/e 73 .
CH,0Ac m/e 145 m/e 103
C=N (I:EN
1
CHOAc - CH2C0 CHOAc
! S N
CHOAc &HOAC
I i
CH=0Ac CH=0H
m/e 242 m/e 200
l - AcO.
C=N J+. (I':EN T+. (|:E T+.
(IZHOAc - CH2C0 CHOAc - CH2C0 CHOH
| 1 —c )
CH (I:HZ CH,
gHOAc CHO éHO
J, m/e 183 m/e 141 m/e 99
+ + + +
CH=0Ac (l:H =0Ac (|IH-'—‘—‘OAc (IIH‘-"—'OH
| - AcOH - CH,CO - CH,CO
CH 2 CH 2 CH
?HOAC — il —
CH,OAc CHOAc CHOH CHOH
m/e 217 m/e 157 m/e 115 m/c 73
?Hi'OH C'HOH 1+.
- CH,CO - AcO° |
2 CHOA CH
Lo —_— |
— CH.,OAc CH.OAc
= 2 2
m/e 175 m/e 116
+ +
CH=0 —C-CH CH==0
! 3 3 R | |
CH 30 - Ac0 CH —CH
IMer?! c-cH €2 / 2
AcO 2 i 3 AcO
m/e 217 m/e 115

- 88 -
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TABLA 19. Picos principales ce los espectros de masa del glucononitrilo aceti-
lado y su andloge trideuteroacetilado.

PER-O-ACETILGLUCONONITRILO PER-O-ACETIL(d3)GLUCONONITRIL0
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 autcres realizaron el espectro de masa del glucononitrilo per-
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acetilado y de un derivado anélogo acetilado con anhidrido acético perdeuterado
(Tabla 19).

La mayoria de los iones que no contienen at C-1 se encuentran en los
espectros de compuestos similares, aunque los autores explican la presencia del
fragmento m/e 115 ya que en el e.m. del compuesto marcado se encuentran dos picos
que equivalen a aquel, a m/e 118 y m/e 119; la estructura de este G1timo es
bien conocida, pero el otro derivaria del ion m/e 217 por expulsidn de
anhidrido acético (Esquema 1).

Un significativo aporte a los estudios de fragmentacidon de derivados

parcialmente metilados estuvo dado por el trabajo de Seymour y co].218 q

ue
analiz6é todos los posibles derivados dimetilados, trimetilados y tetrametilado
de 1a D-manopiranosa; también se introdujeron grupos trideuterometilo en
distintas posiciones, de modo de identificar algunos de los fragmentos consti-
tuyentes del espectro de masa. Se observd asimismo, y tal como se esperaba,
un gran parecido con los espectros de derivados de D-glucosa metilados en las
mismas posiciones, aseverandose entonces que l1os modelos de fragmentacién de
estos derivados dependen iinicamente de la ubicacidn de 1os grupos metoxilo y son
independientes de la configuraci6n del aziicar, de modo que sirven para los
andlisis por metilacion de aldohexanos en general.

Reiteraron que los modelos de 1os aldononitrilos son similares a
los de los alditoles, porque los fragmentos cargados procedentes del extremo no
nitrilico de la molécula son idénticos a los de los correspondienfes alditoles.
De cualquier modo, los modelos dados por los nitrilos son mds definitivos porque
se halla presente en la molécula sélo un grupo hidroxilo primario.

Los autores deuterometilaron algunos compuestos y los analizaron
por c.g.1.-e.m.  Los espectros de algunos de esos productos eran débiles y se
confundian con el 'background', de modo que s6lo se pudieron analizar los cami-

nos de fragmentacidn principales que 1levaron a los iones mas intensos. Por
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ejemplo, para el caso del aldononitrilo derivado de la 2,3,4,6-tetra-0-metil-
manosa, los autores analizaron ocho derivados trideuterometilados en distintas
posiciones. Asi (Esquema 2) dedujeron que los iones m/e 205 y m/e 145 contienen
los metoxilos de C-3, C-4 y C-6 por 1o que el fragmento debe representar la
porcion C-3—C-6. Se habia propuesto anteriormente225 la estructura Ac30+

para el ion de m/e 145, pero los datos de sustitucidn isotépica eliminaron esa

posibilidad.
— T+
C=N
CH-OMe o cH-FoMe
| + !
CH-OMe T CH,=0Me CH-OMe
CH-OMe
L o D, m/e 45 C;, m/e 88
|
CH,,OMe
+ + +
CH=0Me (IZH ==0Me C ==0OMe
! - AcOH - MeOH 1
CH-OMe ———  CH-OMe S, CH
1 ) 1 !
+ (|:H-0Ac <|:|H CH
- n"
?H‘“OMe CH,OMe CH-OMe CH -OMe
CH OAc
I
CH,OMe 2 3
B1 m/e 205 B1 m/e 145 B1 m/e 113
A1 m/e 161
\-;tJOH + +
\ (lIH =-OMe HCHO CH ==OMe CH,
i I
\L—CH ,C0 cn —_ cl':IH + (llll-l
+ CH-OMe ﬂ ) CH7=0Me
CIIH—OMe —
o \ AL m/e 101 !
m/e A m/e 71
CH,0Me \ 2 3
-MeOH +
) (|:H =:OMe (IZH :0Me
AZ m/e 119 ¢-0Ac - CH2C0 N ﬁ-OH
i 7
CH, CH,
A3 m/e 129 A e 87

ESQUEMA 2



Dos fTragmentos imucrtantes, A; y Ag de m/e 129 y 87, respectivamente
mostraron que el metoxilo que 1leva la carga (el de C-4) es el que no se pierde
como metanol, tal como se verificé por sustitucion con deuterio. Respecto del
fragmento Cl’ de m/e 88 se demostrd que existia igual probabilidad que
proviniera de C-2—C-3 o de C-3—(C-4. Para el Dl’ m/e 45, no deriva obTigato-
riamente de C-6 (el 65 % proviene por ruptura simple de alli), sino que puede
derivar de otros carbonos que porten un metoxilo, posiblemente con alguna
transferencia de protén durante la ruptura. No han podido explicar, en cambio,
los fragmentos de m/e 186 y m/e 96. E1 primero no contiene al grupo CN y
tendria los carbonos 3, 4 y 6. En este compuesto los autores no analizaron
los fragmentos del lado del nitrilo, porque eran de poca intensidad o estaban
ausentes.

Los derivados de los cuatro trimetiléteres también fueron objeto
de espectros, conjuntamente con algunos derivados trideuterometilados que
confirmaron algunas fragmentaciones.

E1 e.m. del derivado de la 3,4,6-tri-O-metilmanosa (Esquema 3) es
similar al del tetrametilado: aparecen las series A, B y el fragmento D1 ori-
ginados en los mismos caminos; ademds aparecen tres iones de m/e par, prove-
nientes del extremo nitrilico (Esquema 3) , evidencidndose que fueron estabili-

zados por la presencia de un acetoxilo cerca de C-1.

¢=N I C=N C=N
CH-OAc _ CH-OAc - ACOH . Ca
Serie A CH-OMe 7 CH-OMe 7 E-oMe
Serie BJ/ CH-0n éH:-one éHTOMe
CH-0Ac
D, (lIHZO}!e ! c =N E, m/e 186 Ef m/e 126
CH-OAc
CH ==0Me
+
Fl m/e 142

ESQUEMA 3
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En el derivado de la 2,4,6-tri-O-metilmanosa aparece la serie A

completa, pero ademds cinco fragmentos importantes de m/e par (Esquema 4).

csNy I+ ?EN =N ?EN
Li-oMe (IZH—OMe - MeOH CH - CH,CO CH,
| LN _ i )
CH-OAc (IZH-OAc é-OAc C=0
|
CIIH -OMe CH0Me CH OMe CH ~=0Me
|
CH-OAc 2 2
éHZOMe G1 m/e 186 G2 m/e 154 G3 m/e 112
L J,- HCN -AcOH
Serie A i EEo: - HCHO (é:: i
erie -
C-OAc TR i
D, CH==0Me CH CH
+ CH==0OMe CH -=OMe
1 ¥ *
G, m/e 159 63 m/e 126 Gg m/e 96
ESQUEMA 4

Tanto los derivados de la 2,3,6- como de la 2,3,4-tri-0-metilmanosa
dieron espectros completamente diferentes de aquel del tetrametilderivado,
debido a la influencia de los nuevos acetoxilos introducidos en la terminal
no nitrilica de esos compuestos.

Las fragmentaciones del derivado 2,3,6-tri-0O-metilauo se explican
en el Esquema 5. Se postularon dos fragmentos primarios fundamentales. Uno,
H1 que puede originar una serie de otros cuatro fragmentos secundarios, por
pérdida de dcido acético de distintas posiciones. El1 otro fragmento primario.
I1 presenta la carga estabilizada por el acetoxilo; no existe un desplazam:er-
to total del ion m/e 189 por deuterometilacion de C-6, lo que sugiere que oir:
fragmento con el mismo m/e provendria de otra fuente.

E1 derivade de la 2,3.3-:1ri-0O-metilmancsa (Esquema 6) de& fragmer-



=N _11 - - =+
¢ =K CH=0ac
(IZH—OMe ' CH-OAc - AcOH
CH-OMe I
i CH.,OMe _ \
CH-0Ac 2 % cI:HEOAc (fH—‘t'OAC
(IZH’OAC I1 m/e 189 CH-OH C
i : |
CH_,OMe \ CH,,OMe CH -OMe
\L Fragmento D, 13 m/e 147 % m/e 129
+ + + +
cHE oMe CH =0Me CH 0N cH FoMe
| - AcOH | - CH,CO - MeOH |
CH-0A C-OAc 2 C=0 C=0
| ¢ —_— _ —_—
G -OAc C c, G
CH,,Ote CH ,OMe CH, OMe cH,
Hy m/e 233 H% m/e 173 Hy m/e 131 H}; m/e 99
et Tome ¢ Fore
- AcOH | - AcOH
CH-0A C
R ———
CH G
!
(IIH—OMe CH-OMe
e m/e 173 2 m/e 113
ESQUEMA 5 2 3
= 1+ +
P ! ‘;'HifOMe CH-=0Me cx Fome
lCH-OMe CH-OMe - AcOH lC-OMe - AcOH <':-0Me
N > ; 3
CHi-OMe CH-OAc tu ¢
CH-OtMe (':HZOAc &HZOAC ('LI'HZ
CH-0Ac ]
(':HZOAC J; me 233 Jg m/e 173 Jg m/e 113
+ + +
cuE:0Me CH ~:0Me CH =0Me
| |
\l, - AcOH L CH-OMe - CH,CO  CH-OMe - MeOH ¢n
C=N ' — — 1
' 3 o, b
CH -OMe CH»OAc Lo CHO
CH-OMe 1
|
CuzoMe J% m/e 173 J3 m/e 131 .J,} m/e 99
+ + +
Ly m/e 158 CH-=-0Me CH=0Me CH “OMe
1
CH-0OAc - AcOH EH wtinCO CI:H2
EHZOAC ; CH -OAc T (IZHO
ESQUEMA 6 Ky m/e 189 Ky m/e 129 K:I; m/e 87



tos con valores de m/e ya observados, pero aparentemente provenientes de
diferente camino. Los valores de m/e de la serie J son iguales a los de la H
(Esquema 5), pero sus asignaciones (al igual que las de los picos de las series
Ky L) se hicieron en base a los e.m. de los compuestos deuterometilados.

Para los di-0-metilderivados no se hicieron compuestos con sustitucion
isotdpica, pero de cualquier modo la informaci6n es suficiente como para propo-
ner algunos caminos de fragmentacidn.

E1 derivado de la 3,4-di-0-metilmanosa (Esquema 7), da un espectro
parecido al del 2,3,4-trimetil derivado, conteniendo fragmentos de las series
J y K, pero también la serie E y el fragmento F1 correspondientes al 3,4,6-
trimetilderivado.

E1 espectro del derivado de la 3,6-di-0-metilmanosa (Esquema 8) es
también la yuxtaposicion de caminos previamente descriptos en los Esquemas
2, 3y5.

Los fragmentos producidos en el terminal no nitrilico del derivado
de 2,4-dimetil éter (Esquema 9) correspondena los del 2,3,4-trimetilado,

mientras que los correspondientes al terminal nitrilico son los del 2,4,6- .

<

c=n 1+ C=N 1+ c=y It
&H'OAC CH-0Ac (IIH-OMe
] | |
CH-OMe $H—0Me ?H-OAC
]
CH-OMe ?H-OAc CH-OMe
éH—OAc ?H—OAC éH—OAc
] I
CH,0Ac CH,OMe CH,0Ac
Serie E Fragmento D1 Serie G
Fragmento F1 Fragmento F1 Serie K
Serie J Serie H
Serie K Serie 1

ESQUEMA 7 ESQUEMA 8 ESQUEMA 9
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E1 derivado de la 2,3-di-O-metilmanosa da el espectro mds complicado
de todos los estudiados, posiblemente debido a la gran cantidad de acetoxilos
juntos en el extremo no nitrilico. En el caso de la serie P (Esquema 10),
el camino propuesto difiere del postulado por Szafranek y co].215 (Esquema 1),

respecto del dtomo de carbono que pierde el acetilo.

c=N 1+ c=n
' = CH-OMe
- I -
?H OMe s CH-OMe HCN N gztom
CH-OMe | S + €
CH-0Ac 1
1
?H_OAC M1 m/e 114 M2 m/e 87
+ +
CH,0Ac \\ CH=0Ac CH = OAe ?HiOAc
I - AcOH - CH,CO
CH-0Ac C-0OAc 2 Cc=0
| — —_—
CH., OAc CH CH
2 2 3
P, m/e 217 Py m/e 157 Pl m/e 115
+ + + +
CH ::=OMe CH == 0OMe CH::OMe CH=-0OMe
I I |
CH-OAc - AcOH <":-0Ac - CH,CO C=0 - AcOH =0
N | ~
éH-OAc CH 7 énz EEEEE— ﬁH
|
CHZOAc CHZOAC CHZOAc CH2
Ny m/e 261 Ny m/e 201 N} m/e 159 Nj m/e 99
- MeOH
fH'PL CH;' <|:H2+ CH;'
b-oac - CHC0  Ce0 - ACOH C=0 - CHyCO ¢=0
CO — I > I
éH -0Ac ('IH -OAc FH CH2
! i ' 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 del derivado de 2,6-dimetil-
manosa pueden apreciarse en el Esquema 11. E1 derivado de la 4,6-di-0-metil-

manosa (Esquema 12) da un espectro de masa con ruptura fundamental en 1a posi-



cién 4, dando origen a las series A y S.

C=SN 1+- c=N ?EN
éH-OMe CH-OMe CH-OMe CH-OMe
I | - Ac,0 - HCN |
CH-0A CH-O0A o CH
Goae awone NP b, TN
CH-OAc CH -OAc =0 C=0
l4
CH-0OAc &H:=0Ac &H:=0Ac éH==0Ac
| + + +
CHZOMe 1 2 2
R, m/e 286 R, y R, m/e 184 RS m/e 157
1 2 2 3
+ + + +
\\N CH=0Ac CH=:0Ac CH:==0Ac CH=:0Ac
| | | | )
TIOAC T _acon  §ORe _omco OO - MeoH ¢
. —_—
?H O0OAc ——— ?H ?Hz _— ﬁH
CH,OMe CH,OMe CH,OMe CH,
Q, m/e 261 0; m/e 201 03 m/e 159 0y m/e 127
Fragmento D1
Serie 1 ESQUEMA 11
?;N T+ C=N ?EN C=N
I I
Ez—OAc CH-OAc - AcOH ot - CH,CO R,
l -0Ac > ?H-OAc > (IJ-OAc —_—_ > ('3=0
CH-OMe CH ~=0Me CH ==0Me CH —OMe
| + + n
CHZOMe S1 m/e 214 S2 m/e 154 S3 m/e 112
&Serie A
Fragmento D1
ESQUEMA 12

ESPECTROMETRIA DE MASA POR IONIZACION QUIMICA

Una forma alternativa de espectrometria de masa, por ionizacion

quimica (e.m.-i.q.) ha sido empleada para el andlisis de azﬁcare5226’227.

En este método se utilizan presiones mayores en la cdmara de ionizacién
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debido a la introduccidén de una pequena presidon constante de algin gas
ionizante en el sistema (amoniaco, isobutano o metano ); ese gas es jonizado
por la corriente electrdonica y la carga es transferida al derivado de azicar
vaporizado. Los espectros producidos son diferentes de 1os obtenidos por
impacto electrdnico, pero ambos se complementan en la elucidacién estructural.
Una utilidad del método estd dada en c.g.1.-e.m. de compuestos que no se

resuelven por c.g.1. y son dificiles de diferenciar por e.m.-i.e., pero cuyo
peso molecular es diferente, de modo que puede determinarse su presencia por i.q.

E1 método se ha aplicado a los aldononitrilos. Se analizaron los
e.m. correspondientes a los derivados de fucosa, ramnosa, xilosa, ribosa,
arabinosa, glucosa, galactosa y manosa; también trabajaron con productos
parcialmente metilados como el 2,4-di-0-metil , 2,4,6-tri-O-metil y 2,3,4,6-
tetra-0-metilglucononitrilo aceti]adoszzo. E1 pico base fue en todos los
casos el (M+1-60) y se obtuvo como pico importante el (M+l); también aparecie-
ron, en menor proporcidn, algunos fragmentos ya observados en impacto electrd-
nico. También se utilizdé e.m.-i.q. empleando como gas ionizante al metan0223.
E1 espectro obtenido es intermedio entre el que utilizé amoniaco y el de
impacto electrdnico.

Se evidencia que el método de jonizacién quimica en e.m. presta su

utilidad a la elucidacion estructural, pero s6io como complemento del impacto

electronico.



DESCRIPCION Y DISCUSION

DE LOS

RESULTADOS OBTENIDOS



AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL CARRAGENANO

E1 alga Iridaea undulosa Bory, previamente molida, se someti6 a una
extraccién con agua a temperatura ambiente, se centrifugé y el polisacdrido
se precipitd por agregado lento de la solucidn acuosa sobre tres volimenes de
isopropanol.

E1 carragenano asi obtenido se purificd por redisolucién en agua y
reprecipitacion con isopropanol. En este G1timo paso se obtuvo un residuo
insoluble en agua que se separd por centrifugacidn y se secd por intercambio
de solventes. Las propiedades del carragenano concuerdan con las ya infor-

madas por Matulewicz y Cerezoll’126

(Tabla 1, Cap.II).
La cromatografia gas-1iquido de los aldononitrilos acetilados derivados
de la hidrdlisis dcida del carragenano indicaron la presencia de galactosa y

trazas de xilosa, como (nicos azicares estables en medio acido.

OBTENCION DE LA FRACCION SOLUBLE .o

11,126 5 yribaron a 1a conclusién L

Los estudios de Matulewicz y Cerezo
que el carragenano de Iridaea undulosa Bory podia fraccionarse haciendo uso lon
del método habitual de agregado de cloruro de potasio a una solucidn acuosa ..
del mismo y posterior separacion del gel precipitado46. Asi obtuvierun .
ocho fracciones de carragenano, que precipitaban a concentraciones defini-
das de cloruro de potasio, con diferentes rendimientos. Los datos anali-
ticos (Tabla 1, Cap.II) indicaron que esas ocho fracciones podfan reagru-

parse en cuatro: una insoluble a 0,10 M pero que no respondia a las carac-

teristicas de un K-carragenano, sino que su precipitacién se produciria
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por un porcentaje relativamente alto de proteina (13 %) y que, dada su
pequena contribucidon 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 M de
cloruro de potasio, muy pobres en 3,6-anhidrogalactosa, y en cambio enri-
quecidas en el éster sulfato; por Gltimo, quedaba la fraccion soluble en
cloruro de potasio 2 M (Capftulo II).

Considerando que se han efectuado detallados estudios de metilacién

127, restaba un estudio mds exhaustivo

sobre ambas fracciones intermedias
acerca de 1a fraccidén solubie. Esta fraccibn, curiosamente, presenta un
contenido de 3,6-anhidrogalactosa mayor que la segunda de las fracciones
intermedias, 1o 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 concentracidn de
cloruro de potasio a la cual la fraccién precipitaba.

Resulta muy interesante el estudio de esta fraccién soluble dado
su contenido relativamente alto de 3,6-anhidrogalactosa, y la presencia
de una ancha banda de sulfatos en su espectro infrarrojo, indicativa de
diferentes tipos de sulfataci6n. Es de destacar que por tratamiento
alcalino del carragenano de Iridaea undulosa Bory, se obtuvo un producto
(rendimiento 86,0 %) que al ser fraccionado con cloruro de potasio no daba
fracciones intermedias sino una insoluble (un K-carragenano, 53,6 %) y
otra soluble (rendimiento, 31,4 %) en mayor proporcién que en el producto

inicial (Tabla 4, Cap.II). Esto indica que dicho tratamiento ocasiona,



ademds de la esperada insolubilizacidon de parte de las fracciones intermedias,
una mayor solubilidad de otra parte de dichas fracciones intermedias, ain
conteniendo éstas un alto porcentaje de 3,6-anhidrogalactosa. También el
carragenano de Chondrus crispus 46 dio, por tratamiento alcalino y fraccio-
namiento, una fraccidon soluble que tenia alto contenido de 3,6-anhidrogalac-
tosa. Sin embargo, el tratamiento alcalino y posterior fraccionamiento de
los carragenanos de Gigartina stellata Yy Gigartina skottsbergii46 no

ocasiond variacidn en el contenido de 3,6-anhidrogalactosa de la fraccion
soluble, aunque disminuy6é el rendimiento de 1a misma.

En términos generales, no se han efectuado estudios estructurales
sobre fracciones solubles de carragenanos. Los trabajos de Rees denominan
‘A-carragenano al material que permanece soluble luego de la precipitacidn
del K -carragenano; sin embargo, para la escuela noruega46 dicho )\-
carragenano seria una mezcla de fracciones intermedia y soluble, con predo-
minio de la primera. Lo mismo ocurre con todas las fracciones "solubles"
estudiadas.

57 estudiaron

Solamente ( ademds de los noruegos ) Stancioff y Stanley
una fraccidén de Eucheuma uncinatum soluble en cloruro de potasio 3 M, que
contendria al V-carragenano.

Esta conjuncién de causas hace especialmente interesante el estudio
de la fraccion soluble del carragenano de Iridaea undulosa , ya que puede
aportar muchos datos acerca de los factores estructurales que promueven su
solubilidad.

La fraccién soluble se obtuvo por agregado de cloruro de potasio hasta
una concentraci6n 2 M, con agitacién, a una solucidn del carragenano purifi-

cado en agua. Finalmente el gel precipitado se separd por centrifugacidn, y

tras posterior didlisis, concentracion y liofilizacién se obtuvo la fraccidn



soluble en forma de un producto blanco y algodonoso. Obtenida de este modo,
la fraccidn representa un 18,2 % del peso del carragenano, lo cual resulta

mayor que lo informado por Matu]ewicz11

para el fraccionamiento en etapas.
Es de destacar que esta fraccidon muestra una variacidn de caracteristicas
analiticas entre diversos "batches" mds acentuada que otras fracciones. E-
11o resulta 16gico considerando que en la misma se acumulan influencias
debidas a las condiciones de precipitacidn del resto de las fracciones. Al
ser ésta una fraccion soluble resufta, en consecuencia, de menor constancia

analitica, pero esas diferencias (Tabla 20) no afectan las conclusiones del

presente trabajo.

TABLA 20. Rendimiento, composicidn y propiedades del carragenano soluble de

Iridaea undulosa.

CARRAGENANO SOLUBLE Obtenido por Obtenido por
precipitacién precipitacion
en etapasll. en bloque

Rendimiento ( %) 13,0 182

Galactosa (% anhidro) 34,6 48,3

3,6-anhidrogalactosa (% anhidro) 5,8 4,0

Sulfato (% SO3K) 40,1 44,2

Rel.molar Gal:3,6-anhgal:sulfato 1:0,19:1,57 1:0,09:1,24

6-sulfato (% SO3K) 3,0 7,3

Viscosidad intrinseca (d1/g) 4,48 2,72

(] en NaCl 0,1 M (°) 39,8 56,0

D




Resulta de interés destacar que una de las diferencias mds notorias
entre ambos productos (Tabla 20) estd dada por las proporciones relativas
de 3,6-anhidrogalactosa y galactosa 6-sulfato (su precursor biosintético o
por tratamiento alcalino). Mientras que en el producto aqui obtenido hay
8 unidades de 3,6-anhidrogalactosa y 19 de galactosa 6-sulfato por cada 100

1 habia 16 del anhidroazicar y 10 de su

residuos, en el obtenido previamente
precursor; la cantidad total se mantiene (3,6-anhidrogalactosa + galactosa
6-sulfato), pero en el producto aqui obtenido la existencia del anhidroazi-

. - 55
car estd mds "enmascarada"“".

ESTUDIOS DE METILACION

E1 carragenano soluble se metild por el método de Haworthzze, que

consiste en la adicibn consecutiva de sulfato de dimetilo e hidréxido de
sodio 30 % al polisacdrido previamente reducido con borohidruro de sodio y
disuelto en hidréxido de sodio 30 %. Este es el {nico método que permite
obtener derivados metilados sin degradar a la molécula, ya que los métodos
modernos - mucho mds rdpidos y menos tediosos- producen alquitranes impo-
sibles de trabajar (A.S.Cerezo, comunicacidn personal). S61o en un caso,
Rees52 logrd metilar un carragenano por el método de Kuhn y Trischmannzzg,
pero se trataba de un X-carragenano desulfatedo, y por lo tanto de un pro-
ducto exento de 3,6-anhidrogalactosa y sulfato. E1 intento de utilizar el
método para otro carragenano mds rico en el anhidroazicar provocd la des-
trucci6n del producto48.

Se decidi6 trabajar a baja temperatura ( - 2° ), a fin de evitar la

11,127

degradacién observada por Matulewicz y Cerezo en la primera secuencia



de metilaciones. En este primer estudio de metilacidn se comenzé la tarea
con un gramo de producto a fin de controlar adecuadamente el rumbo tomado
por la metilacidon y efectuar los correspondientes dosajes de metoxilo y
sulfato.

E1 final de 1a metilacién se controlé por constancia de la composicidn
de azicares al cabo de dos etapas de metilacidn sucesivas.

Se efectuaron cinco pasos de metilacion, todos ellos a -2°. Los ren-
dimientos, contenidos de metoxilo, sulfato y 3,6-anhidrogalactosa pueden

apreciarse en la Tabla 21.

TABLA 21. Rendimiento y contenidos de metoxilo, sulfato y 3,6-anhidrogalac
tosa del polisacarido obtenido al cabo de cada etapa de metilacidn
del carragenano soluble.

Etapa de metilaci6n Rendimiento %° Metoxilo Sulfato 3,6-anhidro-
( OCH3 %) (SO3Na %) galactosa %

Original 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
S5ta. 95,2 15,2 25,9 5,7

4Tomando en cuenta el metoxilo introducido y el sulfato perdido de acuerdo a:

Rend‘imientof (%) We (100 - 14 Mf/31 - 102 Sf/103) x 100
wi (100 - 14 Mi/31 - 102 51/103)

?

donde W, M y S representan los pesos del producto y sus contenidos respectivos
de metoxilo y sulfato, mientras los subindices i y f indican previo o posterior

al paso de metilacidn pertinente.



E1 porcentaje final de metoxilo fue del 15,2 %, lo cual concuerda con

lo obtenido para otros carragenanos, oscilante entre 9,8 y 16,3 %52’55 y

127 . .
para sus dos fracciones interme-

con lo informado por Matulewicz y Cerezo
dias (10,8-13,2 %). El mdximo contenido de metoxilo te6rico para esta frac-
cion es del 13,5 %, el cual no se encuentra muy lejos del valor obtenido
considerando ademds que hubo desulfatacién parcial ( los datos analiticos
indican que la pérdida no fue muy pronunciada).

11

Contrariamente a lo observado por Matulewicz™", el rendimiento en la

primer secuencia de metilacién fue alto, y en cambio disminuyé en la segunda
etapa. De cualquier manera, el rendimiento total (50,5 %) fue bueno te-
niendo en cuenta que fueron necesarias cinco etapas de metilacién.

Se aprecia también que existid degradacién durante el curso de la
metilacién, asociada con la desaparicién de 3,6-anhidrogalactosa (Tabla 21);
también desaparecid algo de sulfato (~10 %) con formacidn concomitante de
las unidades 3,6-anhidrogalactosidicas, lo cual es consistente con la
ciclacion alcalina de galactosa 6-sulfato y 2,6-disulfato unidas por la
posicidn 4.

La hidr6lisis del polisacdrido metilado se efectué con dcido férmico
45 % (100°, 16 h); en estas condiciones se destruyen los derivados de la
3,6-anhidrogalactosa, por 1o que se analiz6 una mezcla de galactosas
metiladas.

En este primer andlisis por metilacidon se efectudé una evaluacién
conveniente de las condiciones de cromatografia gaseosa mds aptas para la
separacion de los derivados de las galactosas parcialmente metiladas. Una
mezcla de éstas, obtenida por hidrélisis y disuelta posteriormente en etanol,
se separ6 en dos porciones. Una fue derivatizada en forma de alditoles ace-

tilados y la otra en forma de aldononitrilos acetilados; ambos derivados
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fueron cromatografiados en cuatro sistemas diferentes.

Los alditoles fueron identificados por sus tiempos de retencidén rela-
tivos y por el uso del sistema acoplado cromatografia gas 1iquido-
espectrometria de masa, tomando como referencia los datos de Lindberg y

201,204-206

colaboradores Los datos de los tiempos de retencién en los

cuatro sistemas pueden apreciarse en la Tabla 22.

TABLA 22. Tiempos de retencidn relativos® de los alditoles acetilados
derivados de galactosas parcialmente metiladas en cuatro sistemas
cromatogrdficos diferentes.

Galactosa metilada SISTEMAb

en posicion: A B C D
2,3,4,6-tetra 0,26(0,10) 0,27(0,11) 0,72(0,37) 0,59(0,32)
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 0,75(0,30) 0,75(0,30) 0,93(0,48) 0,89(0,48)
6-mono 1,00(0,40) 1,00(0,40) 1,00(0,52) 1,00(0,54)
2,3-di 1,14(0,46)

2,4-di 1,24(0,50)

2-mono 1,58(0,63) 1,55(0,61) 1,08(0,57) 1,11(0,61)
3(4)-mono 2,11(0,85)¢ 2,07(0,83)¢ 1,16(0,60)  1,21(0,65)
Sin metilar 2.23(0,90)C 2,21(0,89)c 1,20(0,62) 1,26(0,68)

3yalor principal: relativo al 1,2,3,4,5-penta-0-acetil, 6-0-metilgalactitol;
p . . . b

valor entre paréntesis, relativo a (ttetra+tGa1)’ ver pagina 248 ."Ver en la

Parte Experimental las caracteristicas de cada sistema. € Los derivados de

3-0-metilgalactosa y galactosa no se resuelven en estos sistemas.
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Con respecto a los aldononitrilos, considerando que no habfia
informacion suficiente sobre 1os mismos para derivados meti]ados‘de la
galactosa, se efectud un estudio mds exhaustivo sobre la base de sus
fragmentaciones por espectrometria de masa y datos de 11teratura218’219.
Todos los detalles pueden apreciarse a partir de la pégina 245 de

230

este Capitulo, y han dado origen a una publicacidn E1l sistema

ya habia sido utilizado por Matulewicz y Cerezo127

para diferenciar la
3-0-metil- y la 4-0O-metilgalactosa, indistinguibles como alditoles dada
la simetria de la molécula; de cualquier modo, existen otras ventajas

a favor de estos derivados.

En las Tablas 23 y 24 se muestran los porcentajes de azilcares
metilados después de la primera etapa de metilacidn, derivatizados como
alditoles y aldononitrilos acetilados, respectivamente.

Luego, de la misma forma, las Tablas 25 y 26 informan sobre la
segunda etapa en forma de cada uno de los derivados, las Tablas 27 y 28
informan sobre la tercera etapa, las Tablas 29 y 30 sobre la cuarta
etapa y las Tablas 31 y 32 sobre la quinta y Gltima etapa de metilacién,

en la cual se considera al producto totalmente metilado.

En todos 1os casos se informan relaciones molares.
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TABLA 23. Composicidn (moles %) de los azicares (derivatizados como 0-acetil-
0-metilalditoles) obtenidos del carragenano soluble después de la
lra.etapa de metilacidn.

SISTEMA
Galactosa metilada en: A B C D
2,6- + 4,6-di 34,8 34,0 33,1 32,0
6-mono 15,5 T I 11,8
2,3-di 4 17,2 17,9 T
2,3 1
2,4-di d 12,7
2-mono 8,8 8,1 9,9 1
3-(4-)-mono ) f ) 12,4
38,7 40,6 39,2 _—
Sin metilar U ! J 31,0

TABLA 24. Composicion (moles %) de los azicares (derivatizados como 0-acetil-
0-metilaldononitrilos) obtenidos del carragenano soluble después
de la lra.etapa de metilacion.

SISTEMA

Galactosa metilada en: A B c D
2,6- + 4,6-di 32,8 35,4 33,4 32,9
6-mono (incluye dimetiladas) 17,5 19,1 19,1 15,9
2-mono 12,5 9,5 11,5 9,3
3-mono 7,0 2,2 T 1

10,8 12,0
4-mono 4,1 1,9 | !

Sin metilar 26,1 31,8 25,2 30,0



TABLA 25. Composici6n (moles %) de los azicares (derivatizados como 0-acetil-
O-metilalditoles) obtenidos del carragenano soluble después de la
2da.etapa de metilacién

SISTEMA

Galactosa metilada 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 T I I
2,3-di 2,1 12,4 14,7 10,4
2,4-di 1,8 l 1

2-mono 4,0 3,6 5,3 4,3
3-(4-)mono T T 16,4 16,5

32,5 31,5
Sin metilar l l 18,3 19,3

TABLA 26. Composicidn (moles %) de los azicares (derivatizados como O-acetil-
0-metilaldononitrilos) obtenidos del carragenano soluble después
de la 2da.etapa de metilacién.

SISTEMA

Galactosa metilada 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 (incluye dimetiladas) 12,8 11,6 14,3 11,0
2-mono 4,8 3,5 7,0 7,0
3-mono 7,6 6,7 T T

17,1 15,5
4-mono 6,1 6,2 l J

Sin metilar 14,6 15,6 17,2 16,4



TABLA 27. Composicién (moles %) de los azficares (derivatizados como O-acetil-
0-metilalditoles) obtenidos del carragenano soluble después de la
3ra.etapa de metilacion.

SISTEMA
Galactosa metilada en: A B C D
2,3,4,6-tetra 0,8 1,9 2,2 1,4
Trimetiladas 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 T I I
2,3-di 2,4 5,9 13,7 10,5
2,4-di 2,1 l l l
2-mono - 3,2 3,3 4,2 3,9
3-(4-)mono T 7 T 21,2
29,4 32,4 33,2 E—
Sin metilar l l | 11,1

TABLA 28. Composicién (moles %) de los aziicares (derivatizados como O-acetil-
O-metilaldononitrilos) obtenidos del carragenano soluble después
de la 3ra.etapa de metilacién.

SISTEMA
Galactosa metilada 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 1 ! 1
—— 55,7 50,0 53,7
4,6-di 18,2 l }
6-mono (incluye dimetiladas) 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 T
17,0 18,6
4-mono 7,6 7,4 l l

Sin metilar 7,5 10,3 9,8 9,0
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TABLA 29. Composicidn (moles %) de los aziicares (derivatizados como O-acetil-
0-metilalditoles) obtenidos del carragenano soluble después de la
4ta.etapa de metilacion.

SISTEMA

Galactosa metilada 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-di 56,4 58,3 56,4 58,8
6-mono 3,1 2,7 T T
2,3-di 3,6 1 6,1 7,0

- 2,1
2,4-di 2,7 |
2-mono 2,9 3,2 2,1 2,0
3-(4-)mono 1 ! 16,1 16,6

22,4 23,3

Sin metilar l L 2,4 2,5

TABLA 30. Composicién (moles %) de los aziicares (derivatizados como O-acetil-
0-metilaldononitrilos) obtenidos del carragenanos soluble después
de la 4ta.etapa de metilacidn

SISTEMA

Galactosa metilada en: A B C D
2,3,4,6-tetra 1,4 2,0 3,4 4.0
2,4,6-tri 1 1 8,6 4,8

2,4 7,5
2,3,6-tri J l 6,3 4,8
3,4,6-tri 2,6 2,0 5,2 4,2
2,6-di 1 T 1 43,4

61,2 65,1 54,2 _—
4,6-di L l J 12,7
6-mono (incluye dimetiladas) 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 T

9,3 12,5

4-mono 5,8 5,0 ! J

Sin metilar 3,7 2,4 1,0 1,5




TABLA 31. Composicién (moles %) de los azlcares (derivatizados como O-acetil-
0-metilalditoles) obtenidos del carragenano soluble después de 1a
S5ta.etapa de metilacion.

SISTEMA
Galactosa metilada en: A B C D
2,3,4,6-tetra 4,7 5,6 5,6 4,9
Trimetiladas 8,7 8,3 12,6 13,4
2,6- + 4,6-di 51,4 52,3 60,8 64,8
6-mono 1 1,9 T T
12,2 —_—
2,3-di | T 6.1 7,6
— 4,7 l
2,4-di 10,6 l
2-mono 4,0 8,5 4,1 2,8
3-(4-)mono + sin metilar 8,5 18,5 11,0 6,5

TABLA 32. Composicifn (moles %) de los azicares (derivatizados como Q-acetil-
O-metilaldononitrilos) obtenidos del carragenano soluble después
de la 5Sta.etapa de metilacién.

SISTEMA
Galactosa metilada 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 !
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
6-mono (incluye dimetiladas) 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 metilar tr. 1,3 1,1 1,0




Puede apreciarse que existid coincidencia entre las relaciones molares

obtenidas en las distintas columnas y aln entre los dos derivados diferentes.
Determinados aziicares se separaron en algunos casos y en otros no lo hicie-

ron dependiendo de factores tales como sus relaciones cuantitativas. Sin
embargo, la complementacion de los dos derivados y el uso de cuatro sistemas
cromatograficos diferentes permitieron en todas las secuencias la completa
identificacidn y cuantificacién de los azicares componentes. Los aldono-
nitrilos aportaron la resolucién 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 metilacion
de carragenanos, y c) 3-, 4-O-metilgalactosa y galactosa sin metilar; las
dos primeras logran separarse de la tercera mediante el uso de los sistemas
C y D para los correspondientes acetatos de alditol.

E1 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-0O-acetilgalactitol sélo 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, 1o cual no es factible con el uso de los aldononitri-

los aceti]ad05230.

Con todos los datos obtenidos en las Tablas 23-32 se puede efectuar
un promedio, presentando asi un cuadro final con los resultidos de la meti-

lacidén que puede observarse en la Tabla 33.



TABLA 33. Composicion (moles %) en azicares de los polisacaridos

metilados obtenidos al cabo de las distintas etapas de

metilacion del carragenano soluble.

ETAPA DE METILACION

Galactosa metilada en: lra. 2da. 3ra. 4ta. Sta.
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 i 2 2 2 5
2,6-di f ) 34 ) 36
33 45 58
4,6-di ) | 17 ) 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 metilar 28 17 10 3 1




Es de notar que en el hidrolizado del carragenano soluble se detecté
la presencia de xilosa. Por hidrélisis del polisacdrido metilado y poste-
rior cromatografia gaseosa- espectrometria de masa de los correspondientes
alditoles y aldononitrilos acetilados s6lo se la detectd en la forma de
2,3,4-tri-0-metilxilosa (Tabla 34). Este azlcar ya habia sido determina-

do en la hidr6lisis de un carragenano metilado por Johnston y Perciva123;

TABLA 34. Espectros de masa del 1,5-di-0-acetil-2,3,4-tri-O-metilxilitol y
del 5-0-acetil-2,3,4-tri-0-metilxilononitrilo?.

1,5-di-0-acetil-2,3,4- 5-0-acetil-2,3,4-tri-
tri-0-metilxilitol O-metilxilononitrilo
m/e Intensidad Intensidadb m/e Intensidad Asignaciénc
relativa relativa 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

45510 se indican los picos con intensidad relativa = 5 %. bDato de litera-

tura (ref.231). “Ver 1a explicacién a partir de la pdgina 253.



el hecho de no detectar unidades con menor grado de metilacién seria un

claro indicio que la xilosa no proviene de xilanos contaminante523, sino

que formaria parte de la cadena del carragenano como unidad terminal y/o
ramificacion. Ademds debe destacarse que en los pasos intermedios de
metilacidén tampoco se detectaron unidades submetiladas en cantidades sen-
sibles, lo cual indicaria la facilidad con que este producto se metila to-
talmente, un indicio mas de su cardcter de unidad terminal. Los porcentajes
de este azicar, referidos al 100 % de galactosa pueden apreciarse en la Tabla

35.

TABLA 35. Contenido de 2,3,4-tri-0-metilxilosa (moles/100 moles de galactosas
metiladas) en los polisacdridos obtenidos al cabo de la metilacidn
del carragenano soluble.

Derivado Sistema Etapa de metilacidn
lra. 2da. 3ra. 4ta. 5ta.
A 0,1 1,2 1,7 3,9 9,1
Alditoles 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
Aldononitrilos 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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FIGURA 11. Aparicidn y desaparicion de galactosas en funcidn de la etapa
de metilacion.

—----=--- sin metilar
--- monometiladas

dimetiladas

it +rimetiladas
---------- — tetrametilada

La aparicidn de unidades de galactosa parcialmente metiladas en
funcidn de la etapa de metilacidon se observa en la figura 11.

Puede apreciarse que la curva de la galactosa sin metilar es una
exponencial que tiende a cero a "metilacidon infinita"; 1la proporcidn de
unidades monometiladas es mdxima en la primera etapa, y luego va decreciendo
levemente, ya que a su desaparicidn por pasar a azicares mds metilados se
contrapone su aparicidén por metilacidon de la galactosa. La proporcifn de

unidades dimetiladas, trimetiladas y tetrametiladas va creciendo continua-



mente, en estos dos Gltimos casos se mantiene en valores bajos, pero en el
de las unidades dimetiladas 1legd cerca del 70 % para la dltima etapa de
metilacién.

Por otra parte, y de los resultados parciales obtenidos, puede obser-
varse la reactividad relativa de los distintos oxhidrilos de la galactosa
frente a la metilaci6n. En la Tabla 36 puede apreciarse el porcentaje de
cada oxhidrilo que aparece metilado en cada etapa de metilacién (tomado a

partir de los datos de la Tabla 33).

TABLA 36. Porcentaje de metilacién de cada oxhidrilo de la galactosa en
cada etapa de metilacion.

Oxhidrilo Etapa de metilacion
lra. 2da. 3ra. 4ta. S5ta.
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 al cabo de la quinta etapa de metilacidn, ésta ha
sido total, es decir que los oxhidrilos que permanecen sin metilar estan
implicados en uniones o se encuentran sulfatados, se puede graficar el por-
centaje de oxhidrilos metilados de cada tipo en funcidén del nimero de etapas
( dichos porcentajes se determinan con respecto a la Gltima etapa). Ese
grafico se aprecia en la figura 12.

Las curvas tienen formas de tipo exponencial inversa, que se va

haciendo asintética al valor 100 %. Sin embargo, al apreciar la forma en
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Figura 12. Metilaci6n de cada oxhidrilo en funcién de 1a etapa de metilacidn.

que van creciendo, fundamentalmente en los primeros pasos, cuando el
grado de metilacién es inferior, se concluye del grafico (Fig.12) que la
capacidad de metilacion aumenta en el orden 3-OH < 4-0H < 2-0H < 6-0H,
1o cual concuerda con lo observado por Norrman232 para la D-glucosa; en
el caso del metilmandsido, para el que se ha estudiado su reactividad
frente a diversos agentes.meti]ante5233, las reactividades del 3-0H y
4-0H aparecen invertidas.

En este caso, en cambio, 1a metilacién parece seguir el curso mds
16gico de reactividad: el oxhidrilo de 6- , mas expuesto por ser primario

es el mds "fdacil" de metilar; luego el 2-, mds dcido que el resto de los

oxhidrilos secundarios, y finalmente los de 3- y 4-.
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234

Segiin Norrman el oxhidrilo de 4- también presenta un efecto

inductivo del oxigeno del anillo y por ende es también algo mds dcido ,
lo cual explica también su mayor reactividad, respecto del 3-0H. Ya

se habia demostrado la mayor reactividad del 4-O0H (axial) frente a la

235

bencilacion Sin embargo, se habian sugerido dificultades para la

metilacion de oxhidrilos axiales (4-0OH) de galactosas unidas en la posi-

236 84

cibn 3- y en la de polisacdridos sulfatados” .

AJUSTE DE LOS RESULTADOS DE METILACION

Luego de efectuado el estudio, se rellendé una nueva columna de
ECNSS-M al 3 % (sistema A). Esta fase, que suele ser inestable, pre-
senté una excelente resolucidén en esta columna recién preparada, y es
asi que se recurri6 a ella para rever los resultados.

Los tiempos de retencidn de los aldononitrilos en la nueva co-
lumna se encuentran en la pdgina 250 , donde se profundizara el estudio
de estos derivados; 1los que corresponden a los alditoles, pueden obser-
varse en la Tabla 37.

Con la nueva resolucién brindada por los alditoles, se logran
algunas separaciones adicionales: los trimetilados, que antes aparecian
como pico Gnico ahora se resuelven en dos picos distintos, y la 3,6-di-0-
metilgalactosa logra resolverse del resto ain en pequefia cantidad. Ade-
mis por intermedio de los aldononitrilos (ver pdgina 250 ) se puede
resolver la 6-0-metilgalactosa de algunas unidades dimetiladas antes

inseparables.



TABLA 37. Tiempos de retencién de los alditoles acetilados parcialmente
metilados derivados de la galactosa, en el sistema Al

Galactosa metilada en: TG?O—Me a d T§+g g d

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 metilar 2,190 0,097 0,894 0,002
2,3,4-tri-0-Me-xilosa 0,147 0,001 0,060 0,001

qpromedio de diez determinaciones."bRe]ativo al tiempo de retencion del
1,2,3,4,5-penta-0-acetil-6-0-metilgalactitol. “Relativo a la suma de los
tiempos de retencion del 1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metilgalactitol
y del hexa-0-acetilgalactitol. d Desviaci6n standard,

Es asi que se obtiene un panorama completo de los resultados de

metilacidn del carragenano soluble en la Tabla 38.
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TABLA 38. Composici6n (moles %) de azicares metilados de los polisacaridos
obtenidos al cabo de las distintas etapas de metilacién del

carragenano soluble.

Etapa de metilacidn

Galactosa metilada en:

lra. 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 it 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 ¥+ 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 metilar 25,5 12,2 7,0 1,9 1,0
2,3,4-tri-0-metilxilosa - 1,7 2,1 2,9 3,8
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE METILACION

Como ya es conocido, la formacidén de geles en presencia del ion
potasio depende de la posibilidad que tienen los carragenanos de formar
dobles hélices inducidas por ese catién. Ya que la formacidn de dobles
hélices estd condicionada a la conformacién de la molécula, y ésta queda
determinada por la estructura primaria de la misma, nuestro estudio se
aboco a conocer los factores estructurales que promueven la solubilidad.

La estructura mds 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 sucesion de uniones
*(1-3) y B-(1—4). Esta secuencia da como resultado una estructura en
conformaci6n naturalmente helicoidal (fig. 13a).

Alguna proporcidén de las unidades de 3,6-anhidrogalactosa puede

55’237, 1o cual tiene

haber sido reemplazada por unidades de galactosa 6-sulfato
profundas implicancias en la forma total, ya que si bien ambas presentan

uniones PB-(1—4), se encuentran en conformacidn diferente, ya que la silla
1C4 ligada por dos uniones ecuatoriales fue reemplazada por la 4C1 que pre-

238 indica que ese reemplazo ha

senta una uni6n axial. E1 modelo computado
producido un "kink" (pliegue) en la secuencia helicoidal regular (fig. 13b).
Aparecen asf zonas con la capacidad de formar dobles hélices se-
paradas por secuencias que actldan como kinks. Se forma un reticulado entre-
cruzado, y por lo tanto se produce un gel cuando esa estructura es 1o sufi-
cientemente regular y cuando 1os kinks no son muchos. Sin kinks, se forma
una doble hélice que no tiene posibilidad de entrecruzarse, y por lo tanto

238

no hay gelificacidn Por el contrario, la presencia de numerosas unida-

des "kink" hace que las zonas de interaccidn sean muy cortas y que se difi-



Figura 13. Influencia de la estructura primaria en la conformacién de la
molécula. a) sin kinks; b) con un kink.

culte asi la formacidén de dobles hélices; para formarse los geles se
requieren mayores concentraciones de cloruro de potasio, o bien su forma-
cion resulta impedida. Extrapolando esos resultados, todo aquello que
interrumpa la regqularidad de las moléculas, y que impida el entrecruza-
miento de las dobles hélices resultard en un incremento de la solubilidad.
En el caso de la fraccién precipitada entre 0,70 y 1,05 M de clo-

127, rica en 3,6-anhi-

ruro de potasio, analizada por Matulewicz y Cerezo
drogalactosa, se evidenciaron claras desviaciones de la estructura de un
K-carragenano, que incluian grandes cantidades de galactosa 2-sulfato
unidas por la posicidén 3- , y ademds un alto porcentaje de unidades mono-
metiladas (21,2 %),provenientes de puntos de ramificacién o unidades disul-

fatadas, que determinarian la solubilidad del producto.
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126,127 encaja dentro de las caracteris-

La otra fraccion intermedia
ticas de un krcarragenano, dada la aparicion de 4,6-di-0O-metilgalactosa
y 3-0O-metilgalactosa como productos preponderantes de hidr6lisis del

127. Sin embargo existen otras unidades; sobresale

carragenano metilado
fundamentalmente la presencia de una tercera parte de unidades monometi-
ladas: a la antes indicada, proveniente de galactosa 2,6-disulfato unida
por la posicién 4- se suman otras indicativas de ramificacidén, lo cual
podria quedar justificado por el alto contenido (4,6 %) de 2,3,4,6-
tetra-0-metilgalactosa.

Con respecto a la fraccion que estamos analizando, mis soluble
que la anterior pese a que contiene mayor proporcién de 3,6-anhidrogalac-
tosa, no se asemeja a la segunda fraccion intermedia, ya que entre las
unidades de galactosa ligadas por la posicidon 3-, predominan las que
estdn sulfatadas en 0-4 ( y que indicarian una estructura de tipo M-

0 V- ) y es menor la proporcién de las sulfatadas en 0-2, que represen-
tarfan a un X- o E-carragenano. Existe casi un 70 % de estas unidades
monosulfatadas, de las cuales la mayor parte estd representada por esos
dos azlcares. Sin embargo hay otros tipos de unidades, cubriendo casi
todas las posibilidades. Entre las otras unidades dimetiladas se cuenta
un 3 % de 2,3-di-0-metilgalactosa, caracteristica de un pm-carragenano, y
un 4 % de 2,4-di-0-metilgalactosa, que podrfa representar una unidad de
galactosa ligada por la posicibn 3- y que porte un sulfato en 0-6. tal
como se halld en un K-carragenano de Phyllophora nervosa83 por 13C-RMN;
también se ha atribuido esa posicién 6- a ramificacionesse: en este caso
concuerda el porcentaje de 2,3,4-tri-O-metilxilosa con el de 2,4-di-0-
metilgalactosa, 1o que avalaria esa postulacion. Llama la atencién la

virtual ausencia de 3,6-di-O-metilgalactosa, tipica del Y¥-carragenano, y

que habia sido sugerida para esta fracciénlze,
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Existe también un 17 % de unidades monometiladas: el 8 % es 3-0-
metiiga]actosa, caracteristica de X—carragenanos. Las otras unidades
pueden representar galactosas disulfatadas o puntos de ramificacion
monosulfatados.

Las unidades trimetiladas son relativamente escasas, pero 1lama
la atencidn la presencia de 3,4,6-tri-O-metilgalactosa, indicativa de
unidn (1—-2), hecho completamente nuevo en carragenanos. Esa unidn
en 2- introduciria un neto cambio de dngulo de la molécula, haciéndola
volver sobre si misma, lo cual representa un "kink" mds activo, que
impediria la formacidn de agregados y podria ser una de las causas de
la solubilidad de este carragenano. Considerando el peso molecular
relativamente alto de esta fraccion, el 3 % de 2,3,4,6-tetra-0-metil-
galactosa sumado a la presencia de xilosa terminal, 1ndi;arfan la
existencia de ramificaciones.

Puede concluirse que esta fraccion muestra caracteristicas
intermedias entre las de un A- y un M-carragenano, con algunos
factores nuevos como la presencia de ramificaciones, las uniones (1-2)
y la existencia de unidades atipicas. Estas aparecen también en es-
tudios posteriores sobre las dos subfracciones del carragenano soluble

y serdn discutidas mas adelante.

ACCION DEL DIMETILSULFOXIDO SOBRE EL CARRAGENANO SOLUBLE

1.68,146 4iq4za-

Como ya se explicd en el Capitulo IV, Usov y co
ron el método solvolitico para producir la desulfatacidon de polisacdri-

dos sulfatados, de modo de poder luego determinar inequivocamente las
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posiciones de unidén y sulfatacidon por metilacién ulterior.

E1 método solvolitico fue utilizado por Matulewicz y Cerezo149
para la desulfatacidn del carragenano total de Iridaea undulosa. Por
calentamiento durante 9 horas en dimetilsulfdoxido conteniendo un 2 % de
piridina lograron disminuir el contenido de sulfato de 39,8 a 5,8 % (
expresado como 504) con un rendimiento del 80 %.

Cuando se intentd aplicar dicho método al carragenano soluble,
en primer lugar se encontraron dificultades por no ser dicho polisacarido
totalmente soluble en dimetilsulfoxido. Lo mismo ya le habia acontecido
a Matulewicz y Cerezo (comunicacidn personal) con la segunda fraccidn

intermedia. De ese modo la toma de alicuotas debié verificarse sobre

una suspension; 1los resultados se presentan en la Tabla 39.

TABLA 39. Desulfatacidn del carragenano soluble,

Tiempo Sulfato [«], Viscosidad? 3,6-anhidrogalac-

(h ) (S0, %) () 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

%Relativa a la viscosidad a t=0. b Porcentaje considerando un polimero

exento de sulfato.



Pese a la dispersidn de los valores se observd que la pérdida
total de sulfato no superd el 20 %, que existi6 disminucidn de la
viscosidad, lo que podria indicar degradacidon parcial; 1lo mismo estaria
siendo sugerido por la disminuciéneen el contenido de 3,6-anhidrogalactosa.

E1 poder rotatorio s e mantuvo prdcticamente invariable, 1o cual es 16gico
considerando la pequena pérdida de sulfato experimentada.

Si bien Ta reaccion de desulfatacién no puede considerarse un
éxito, la observacidn del recipiente de reaccion luego de 12 horas indujo
a creer que parte del polisacdarido se habia solubilizado en el dimetilsul-
foxido (ya que la solucidn era viscosa) y parte quedaba insoluble
(aunque "hinchado"). Se centrifugé la mezcla, se disolvidé el residuo en
agua, y ambos se dializaron contra agua. FPor liofilizacion se obtuvie-
ron los dos polisacdridos; Tlos andlisis indicaron que si bien los con-
tenidos de sulfato eran similares (28,5 % en el soluble en DMSO y 25,6 %
en el insoluble), la diferencia mds notoria entre ambos era que el inso-
luble estaba prdcticamente exento de 3,6-anhidrogatactosa, mientras que
en el soluble se concentraba toda la 3,6-anhidrogalactosa de la fraccidn;

ademds la viscosidad del producto soluble era menor que la del insolu-
ble. Resultd por ende interesante la separacion ejercida por el dime-
tilsulféxido.

Se tomaron entonces 100 mg de 1a sal de piridinio del carragenano
soluble con 15 ml de dimetilsulféxido (en ausencia de piridina), y se
dejaron durante 24 horas con agitacidén violenta y constante, a tempera-
tura ambiente. Cuando se intentd centrifugar se observé que casi todo
era insoluble, 1o cual denotaba que a temperatura ambiente practicamente
no se verifica solubilizacion. Luego se dej6 en estufa a 100°y se fueron

tomando alicuotas a distintos tiempos, las cuales se centrifugaron, y se
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hicieron sobre las soluciones reacciones colorimétricas de azdcares (

Figura 14).

Figura 14. Solubilizacidn
soluble a 100%

Como se observa, en
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de la sal de piridinio del carragenano

, en estufa.

aproximadamente 3 horas de calentamiento se

1lega al maximo de solubilizacidn.

durante 4 horas, partiendo de la sal de potasio del producto.

También se efectu6é la misma reaccién,

Los

resul tados obtenidos pueden apreciarse en las Tablas 40 y 41.



TABLA 40. Fraccionamiento de la sal de piridinio del carragenano soluble
con dimetilsulféoxido

Producto Rendimiento Relacién molar CINGS [ﬂ]
% : - :
( ) Gal:3,6-ahg 503K (d1/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

TABLA 41. Fraccionamiento de la sal de potasio del carragenano soluble
con dimetilsulféoxido.

Producto Rendimiento (%) Relacién 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 desulfatacién parcial; sin embargo,
en el caso de la sal potdsica ésta fue acompahada por destruccién de la
3,6-anhidrogatlactosa y bajo rendimiento, claro indicio de degradacion,
To cual ya habia sido observado por Usov y colaboradore568’148.

Ademds de la ya observada degradacién 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 la separacién de dos productos de caracteristicas
analiticas evidentemente diferentes, la sal de potasio da dos productos
similares entre si, en los cua]gs posiblemente la solubilizacidon en el
dimetilsulféxido estd gobernada por otros factores, y que, dada la
destruccidn parcial del polisacarido alli producida, no se estudiaron.
Dado que 3 horas de calentamiento es un tiempo algo prolongado, y
ante la evidencia de desulfatacion que alli ocurria, se efectud el
calentamiento en dimetilsulfoxido mejorando las condiciones de agitacion,
a fin de acortar los tiempos y obtener fracciones no modificadas. Por
agitacidon mecdnica violenta, se observoé la curva de solubilizacidn que

se aprecia en la figura 15:
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Figura 15. Solubilizacidn de la sal de piridinio del carragenano soluble,
a 100° , con agitacion.



En 40-50 minutos se 11egd a un madximo de solubilizacién, aunque
la reaccion se mantuvo durante una hora.

Los datos analiticos de las fracciones obtenidas en forma prepara-

tiva se indican en la Tabla 42.

TABLA 42. Caracteristicas de los productos separados con DMSO a partir del
carragenano soluble.

Producto Carragenano Fraccién Fraccion
soluble en soluble en insoluble
KC1 2M (C) DMSO (SD) en DMSO (ID)
Galactosa (anhidro %) 48,3 35,7 44,0
3,6-anhidrogalactosa (anh.%) 4,0 6,8 0,8
Sulfato ( SO3K %) 44,2 31,6 40,1
Relacion molar galactosa:3,6- . . . . ) .
anhidrogalactosa:sul fato 1:0,09:1,25 1:0,21:1,21 1:0,02:1,24
6-sulfato (% SO3K) 7,3 5,6 8,4
Viscosidad intrinseca (d1/g) 2,72 0,97 3,18
<]y (°) 56,0 39,6 74,2
Jdxidacién con periodatoa 2,3 2,2 2,7
Xi]osab n.d. 2,9 9,3
Rendimiento ( %) 57,7 38,8

b

%Unidades anhidro promedio consumidas por mol de periodato. =~ moles / 100

moles de galactosa.



En este caso el producto de partida (carragenano C) tenia bajo
contenido de 3,6-anhidrogalactosa, pero de cualquier modo se ha producido
una separacidén neta, con un insoluble en dimetilsulféxido (carragenano ID,
38,8 %) prdcticamente exento del anhidroaziicar y un soluble (carragenano
SD, 57,7 %) que 1o contiene. Los datos sugieren que la desulfatacidn
fue nula como puede desprenderse de ltas relaciones molares del producto
de partida y ambas subfracciones; 1la degradacién - si existié - no fue
apreciable.

De los espectros infrarrojo de los tres productos (figura 16)
pueden obtenerse algunos datos adicionales: en el del carragenano C se

1 que indicaria la

observa una banda ancha ubicada entre 820 y 850 cm”
presencia de distintos tipos de sulfatacidon, con preminencia de los sulfa-
tos ubicados sobre oxhidrilos axiales ( M- o J-carragenano). El
espectro del producto SD muestra el mismo esquema, pero la senal ancha apa-
rece mis desplazada hacia 845 em ! y existiria un hombro a 805 em ! que
representa el 2-sulfato de unidades de 3,6-anhidrogalactosa; se observa

1

también el pico a 930 cm ~ caracteristico del anillo 3,6-anhidroga1acto§1di-

co. En el producto ID la banda principal de sulfato aparece desplazada

1, 1o cual indicaria la presencia de unidades de

hacia un mdximo en 830 cm
galactosa 2-sulfato ( X-o0 § -carragenanos).

La cromatografia en geles de Sephadex G-100 utilizando urea 7M
como solvente (figura 17) indica que las fracciones SD e ID resultan exclu-
idas del gel, lo que indicaria 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 polisacaridos no sulfatados. En cambio, la utiliza-

cion de la ecuacidn de Mark-Houwink a estos productos, con los datos de las
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Figura 17. Cromatografia en geles de Sephadex G-100 con urea 7M de:
(—) carragenano C; (---) carragenano SD y (—- carra-

genano ID.

las .constantes brindados por Masson239 para el carragenano de Chondrus

erispus llevan a un peso molecular de 42.000 para el carragenano C;
18.000 para el SD y 48.000 para el ID; 1los datos obtenidos por dosaje
de grupos reductores avalan aproximadamente estos Gltimos valores (ver
luego, en los estudios de autohidrdlisis). Eso podria indicar que el
1imite de exclusidn para polisacdridos sulfatados estaria por encima

del valor 40.000 determinado para los no sulfatados; por otro lado



los pesos moleculares aparentemente mayores obtenidos para la fraccidn

SD podria indicar algin tipo de asociacidén no impedida por la urea 7M.
Esa asociacion debe ser del tipo "no-ordenante" ya que los poderes

rotatorios de los productos (Tabla 43) no se alteran mayormente en so-

luciones de urea 7M, cloruro de sodio o cloruro de potasio 2M.

TABLA 43. Poderes rotatorios de los carragenanos en distintos medios.

CARRAGENANO Medio
NaCl 0,1 M NaCl 2 M KCT 2 M Urea 7 M
+ NaCl 0,IM
o 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 existid un leve crecimiento del poder rotatorio
en presencia de cloruro de potasio o urea, pero la diferencia fue pequena.
La relacién molar del producto SD (Tabla 42) se asemeja a la de
un M- o Y-carragenano. Su menor peso molecular también lo asimilaria
a esos productos. En cambio el producto ID, de mayor peso molecular
se vincularia mds, por su relacion molar galactosa:3,6-anhidrogalactosa:
sulfato a la definicién de Rees de un A-carragenano.
De acuerdo a 1o que se conoce hasta el momento, el dimetilsulfo-
xido es un excelente solvente para los hidratos de carbono en genera]240.

Disuelve, por ejemplo, tanto a la amilosa como a la amilopectina, y el

almidén puede fraccionarse, con su ayuda, por accion de otro solvente.
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Se ha comprobado también un aumento de la solubilidad con la tem-
peratura; dicho aumento estd relacionado con la posibiiidad de romper el
reticulado cristalino, y dado el alto punto de ebullicion del dimetilsul-
foxido la temperatura puede incrementarse en forma considerable; por
otra parte el alto momento dipolar y la alta constante dieléctrica 1o
hacen un buen solvente para los azicares en general.

En el caso de los carragenanos solubles de Iridaea undulosa, 10
observado, es decir la produccion de un fraccionamiento por solubilizaciodn
a 100° y la inexistencia de este Gltimo a temperatura ambiente parecerian
indicar que el paso determinante de la solubilizacion es la ruptura del
reticulado, seguida de posterior solvatacion. Los caracteres analiticos
evidencian que los productos obtenidos por solubilizacién (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 aproximacifn, que las
interacciones al estado s6lido serian parecidas, y por ende las diferencias
de energia de ruptura del reticulado estarian dadas Gnicamente por diferen-
cias en el tamafio de las moléculas. Se conoce ya que los A-carragenanos
son de mayor peso molecular que los K- 0 (-, y al ser los p-o )- 1os
precursores bioldgicos de esos carragenanos es 16gico suponer que el A-
carragenano serd de mayor peso molecular que el M-/ D- carragenano. Esto
resulta de acuerdo con las viscosidades intrinsecas 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
componentes diferentes, éstos fueron sometidos al correspondiente andlisis
por metilacidon, la cual se efectud por el va mencionado método de Haworth228.

Sin embargo, debido a las pequenias cantidades de material disponi-
ble habia necesidad de adaptar el método a las mismas. Se opt6 por efectuar
la reaccidon en balones de 25 ml provistos de tapones pldsticos herméticos
que quedaban atravesados por dos agujas unidas a sendas jeringas desde las
cuales se hicieron caer, gota a gota, los reactivos. Cada balén 1levaba
en su interior un pequeno buzo magnético al que se hizo rotar con energia.

E1 control de 1la metilacion se efectud verificando la constancia
de composicion de monosacdridos tras dos etapas de metilacidn sucesivas,
por cromatografia gas-liquido. Fueron necesarias cuatro secuencias de
metilacidén, las tres primeras a 0°, y la Gltima a temperatura ambiente,
para llegar a tener ambos productos totalmente metilados. Las masas

utilizadas y obtenidas en cada secuencia pueden apreciarse en la Tabla 44.

TABLA 44. Rendimientos obtenidos en cada etapa de la metilaci6n de ambas
fracciones del carragenano "soluble", SD e ID

ETAPA DE METILACION
10 20 30 40

Se partid 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 parti6 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 mg




FRACCION INSOLUBLE EN DIMETILSULFOXIDO

Los resultados de 1a metilacién de la fraccidén insoluble en dimetil-

sulfoxido (ID), por derivatizaci6én a los correspondientes alditoles acetila-

dos y aldononitrilos acetilados pueden apreciarse en las Tablas 45 y 46,

respectivamente.

TABLA 45. Composicion (moles %) de azicares (derivatizados como O-acetil-0-

metilalditoles) obtenidos del carragenano ID tras cada etapa de

metilacion.

ETAPA DE METILACION

Galactosa metilada en: 1ra. 2da. 3ra. 4ta.
2,3,4,6-tetra - 0,1 1,7 t
5,2
2,4,6-tri ) 2,3 i
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 T T 9,3
12,7 14,3 13,1
2,3-di 1 | l 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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TABLA 46. Composicion (moles %) de azlcares (derivatizados como 0-acetil-O-
metilaldononitrilos) obtenidos del carragenano ID tras cada etapa

de metilacibn,

ETAPA DE METILACION

Galactosa metilada en: lra. 2da. 3ra. 4ta.
2,3,4,6-tetra - - - tr.
2,8,6- + 2,3,6-tri 3,6 t 5,8 6,8
3,4,6-tri 1 giz 1 3,8
3,5 —_— 12,1 -
2,6-di l 7,1 J 12,6
4,6- + 3,6-di 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 metilar 56,0 22,8 6,9 0,1

Por Gltimo, en la Tabla 47 se pueden apreciar los resultades fi-
nales de metilacion de esta fraccidn.

La metilacidn del carragenano ID (Tabla 47) se verific6 en forma
lenta, como puede desprenderse del bajo grado de metilacién en la lra.etapa
donde la galactosa sin metilar practicamente 1legaba al 60 % del total, y

otro 30 % se repartia entre las unidades monometiladas, de las cuales



TABLA 47. Composici6n (moles %) de azicares metilados de los polisacdridos
obtenidos al cabo de las distintas etapas de metilacién del

carragenano ID.

ETAPA DE METILACION

Galactosa metilada en: lra. 2da. 3ra. 4ta.
2,3,4,6-tetra - 0,1 0,9 tr.
2,4,6-tri 1 T 3,1 5,3
2,0
2,3,6-tri J 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 metilar 58,7 25,2 5,5 0,1

2,3,4-tri-0-metilxilosa 0,5 1,4 1,2 5,0
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sobresalia la 6-O-metilgalactosa. En la segunda etapa disminuyé en mds de

la mitad el contenido de galactosa, mientras que creci6 sensiblemente el

porcentaje del resto de las unidades, fundamentalmente 3-, 4- y 4,6-di-0-

metilgalactosa; éste Gltimo monosacdrido resulté ser el componente principal

del producto permetilado. Al llegar a la tercera etapa, se observan valores

muy cercanos a los del producto final, y muy pocos indicios de submetilacidn.
E1 andlisis del producto permetilado indica que el carragenano ID

estd compuesto fundamentalmente por unidades monosulfatadas (64 %), con

menor proporcidn de galactosas no sulfatadas (9 %) y disulfatadas (22 %),

aunque en realidad algunos de estos Gltimos residuos pueden representar

puntos de ramificacién sustituidos por un (nico residuo de xilopiranosa (5 %).

Solamente se detectaron trazas de tetra-0O-metilgalactosa, 1o cual confirma

el alto peso molecular de esta fraccion. La proporcidon de 3,6-anhidrogalac-

tosa aumentd de 0,8 % en el carragenano ID a 8,2 % en el producto permetilado;

ésto demuestra que gran parte de las unidades enlazadas en la posicidn 4-

que portaban sulfato en 0-6 o en 0-2 y 0-6 han sufrido transformacidén alca-

1ina en el medio de metilacidn, y consecuentemente 1os porcentajes de los

correspondientes azicares metilados (2,3-di- y 3-O-metilgalactosa) exhibidos

en la Tabla 47 son menores que los reales.

Como puede apreciarse, las unidades que se encuentran en mayor
proporcién son las que caracterizan a un carragenano del tipo A-: 4,6-di-
O-metilgalactosa, indicativa de la union en 3- y el sulfato en 2-, mds 3-0-
metilgalactosa, indicativa de uni6n en 4- y suifato en 2- y 6-. También
se aprecia un 11% de 2,6-di-0-metilgalactosa, que indica una galactosa-4-
sulfato unida por la posicién 3-, caracteristica de J- y }H—carragenanos.

Existen otras unidades que son inusuales, a saber: a) galactosas

enlazadas por la posicién 2- (indicadas por la 3,4,6-tri-0O-metilgalactosa),
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que como ya S explicé provocan un giro en la direcci6n de la cadena, impi-
diendo 1a formacion de agregados ordenados y favoreciendo un entrecruzamiento
de las cadenas que ocasiona altas viscosidades; b) la representada por 1la
4-0-metilgalactosa ( 9 %), también encontrada en importantes proporciones en

127 .. -
que se originaria

otros carragenanos permetilados de Iridaea undulosa
en un residuo de galactosa ligado por la posicién 3- y disulfatado en 2- y
6-, 0 con una ramificacidn y un sulfato en esos puntos; en cualquiera de
los casos se inhibe 1a funcidn de esos oxhidrilos como formadores de

uniones hidrégeno que estabilizan las dobles hélices; c) las ya mencionadas
ramificaciones de xilopiranosa, posiblemente unidas a la cadena principal

a través de la posicion 6- de galactosas ligadas por 3-, tal como se sugiri6

58

previamente“~, lo cual estd de acuerdo con el hecho que la 2,4-di-0-metil-

galactosa y el derivado de xilosa fueron hallados en cantidades similares.

FRACCION SOLUBLE EN DIMETILSULFOXIDO

Los resultados de la metilacién, es decir la composicién molar
aproximada (%) en monosacdridos, por derivatizacidon a los correspondientes

alditoles acetilados y aldononitrilos acetilados se encuentran en las

Tablas 48 y 49, respectivamente,



TABLA 48. Composicion (moles %) de aziicares (derivatizados como O-acetil-
O-metilalditoles) obtenidos del carragenano SD tras cada

etapa de metilacién

ETAPA DE METILACION

Galactosa metilada en: Ira. 2da. 3ra. 4ta.
2,3,4,6-tetra - 0,3 2,2 2,4
2,4,6-tri [ 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 T T T 6,8
11,2 8,5 9,3
2,3-di l l l 0,6
2,4-di 1,8 3,1 6,7 2,6
2-mono 10,4 4,1 5,7 3,9

3-(4-)mono + sin metilar 43,3 27,3 17,4 12,8
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TABLA 49. Composici6n (moles %) de azlcares (derivatizados como O-acetil-

O-metilaldononitrilos) obtenidos del carragenano SD tras cada

etapa de metilacién.

ETAPA DE METILACION

Galactosa metilada en: 1lra, 2da. 3ra. 4ta.
2,3,4,6-tetra tr. 1,3 1,7 0,4
2,4,6-tri T T T 7,0
3,3 5,1 7,6
2,3,6- + 3,4,6-tri l l 3,8
2,6-di 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 metilar 17,5 8,5 . 1,2 0,1

Por G1timo. los resultados finales, incluyendo ambos derivados

promediados se observan en la Tabla 50.



TABLA 50. Composicion (moles %) de azlcares metilados de 1os polisacdridos
obtenidos al cabo de las distintas etapas de metilacién del

carragenano SD.

ETAPA DE METILACION

Galactosa metilada.en: 1ra, 2da. 3ra. 4ta.
2,3,4,6-tetra - 0,8 1,9 1,3
2,4,6-tri T 2,2 2,7 5,7
2,8
2,3,6- + 3,4,6-tri 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-di 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-mono 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 metilar 21,8 9,7 1,3 0,1

2,3,4-tri-0O-metilxilosa 0,5 2,7 3,7 3,3
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La metilacién de este producto ha sido mucho mds rdpida que la del
carragenano ID. Tras la primera etapa habia s6lo un 20 % de galactosa,
mientras el producto principal, 2,6-di-0-metilgalactosa 1legaba al 30 %
y aparecian repartidas el resto de unidades. Puede observarse como
1legada la segunda etapa son pocos los indicios de submetilacidn, y el
producto de la tercera etapa es similar al pe;meti]ado ( comparese con
1o ya enunciado para la metilacién del carragenano ID, pagina 141-143).

Al igual que con el carragenano ID, el estudio de metilacion del
carragenano SD permite apreciar el predominio de las unidades monosulfa-
tadas (68 %), con cantidades menores de disulfatadas (18 %) y no
sulfatadas (10 %). Nuevamente se observa la presencia de xilosa como
unidad terminal, posiblemente en forma de ramificacién. El porcentaje
de 3,6-anhidrogalactosa se incrementd a 8,3 % tras la metilacion, demos-
trando que el medio alcalino de metilaci6n produjo la formacidn de ese
aziicar a expensas de galactosas unidas en 4- y sulfatadas en 6-, las
cuales, por ese motivo, estdn subvaluadas en la Tabla 50.

Contrariamente a lo que ocurria con el carragenano ID, la mayor
proporcion de unidades dimetiladas la tiene la 2,6-di-0-metilgalactosa,

que caracteriza a J-carragenanos, con cantidades menores de 4,6- ( A-

carragenano ) y 3,6-di-O-metilgalactosa ( § -carragenano ). También se
encuentran, en menores proporciones todas las demds unidades - usuales
e inusuales - antes halladas.

COMPARACION DE LOS CARRAGENANOS

Como ya pudo apreciarse a partir de los datos del andlisis y los
espectros infrarrojo existen notorias diferencias entre las fracciones SD

e ID. Mientras la primera serfia fundamentalmente un carragenano de "tipo-



M", la segunda estaria constituida por un carragenano del tipo-\

La existencia de esos dos carragenanos diferenciados fue postulada por
Reesss, quien no pudo separarlos al estado nativo sino que debié recurrir
al tratamiento alcalino, con lo cual la fraccién J-» transformada alli
en HK-carragenano, pudo separarse del \-carragenano tratado por
precipitacién en soluciones de cloruro de potasio.

Como se sabe (figura 1), la estructura ideal del 7\-carragenano
consiste en una cadena de D-galactosas con uniones alternadas &-(1—3) y
B-(1—4), con el azicar unido en 3- generalmente sulfatado en 2- y a veces
sin sulfato, y el unido en 4-, con sulfatos en 2- y 6-. Los estudios de

52,55 sobre metilacion de fracciones solubles demostraron claramente

Rees
la presencia de 3-0-metil, 4,6-di-O-metil, 2,6-di-O-metil y 2,4,6-tri-
O-metilgalactosa como azucares principales, y mientras aumentaba progresi-
vamente la proporcion de galactosas metiladas en 3- , 4,6- y 2,4,6- al
aumentar.el cardcter A- del carragenano, crecia la proporcidén de 2,6-di-
O-metilgalactosa y 3,6-anhidrogalactosa ( o su derivado 2-0O-metilado) a)l
aumentar el caracter M- del producto. En este caso tamb}én se incremen-
taba la proporcidon de galactosa tetrametilada, 1o que carecid de
significacidn en aquel momento, pero puede asimilarse al ya mencionado
decremento del peso molecular en productos de ese tipo. E1 estudio de
metilacion del 'X-carragenano de Chondrus crispus determiné la presencia
dé un 31 % de 4,6—d170-meti]ga]actosa, 13 % de 2,4,6-tri-0O-metilgalactosa,
8 % de 2,6-di-0-metilgalactosa y el resto de 3-0-meti]ga1actosa52. En
otros carragenanos solubles, obtenidos a partir de las algas Gigartina

58, el monosacdrido preponderante junto

canaliculata y Gigartina chamissot
a la 4,6-di-0O-metilgalactosa fue la 3,6-di-O-metilgalactosa, e indicé la

existencia del ¥-carragenano.
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En cuanto a los resultados de la metilacion de los carragenanos
C, SD e ID 11ama primeramente la atencidon la gran variedad de unidades
metiladas, indicativas de diversos tipos de sulfatacidn y union. Si
bien los resultados no pueden compararse con otros obtenidos anterior-
mente, donde la poca sensibilidad de los métodos hacia que sélo se
enumeraran los productos mds importantes de metilacidon y posterior
hidr6lisis, la comparacidén con otros carragenanos de Iridaea undulosa 127
indica claramente la relacion directa entre el rango de concentraciones
de cloruro de potasio en que precipita la fraccién y el ndmero de
diferentes unidades metiladas que aparecen: en el producto que precipita
entre 0,70 y 1,05M de KC1 no se observan unidades tetra- ni trimetiladas,
s6lo dos dimetiladas y tres monometiladas (cinco en total); en el pro-
ducto que precipita entre 1,55 y 1,65M de KC1 ya aparece una gran diversi-
dad (doce diferentes) entre las cuales se destacan fundamentalmente las
que representan estructuras de tipo A- o §-. En los carragenanos
solubles aparecen practicamente todas las posibilidades (' catorce en
total); es evidente que la regularidad, indicada por la presencia de pocas
unidades diferentes, ayuda a la agregacién ordenada inducida por el potasio,
mientras que la irregularidad de 1a molécula es un factor contra esa
agregacion, s decir, un factor de solubilidad.

Si bien la variedad de unidades es comin a ambas fracciones, la
proporcion de azlcares en 10s mismos permiten determinar el cardcter-A\
del carragenano ID, y el caréctervn del SD, tal como lo indican sus
proporciones relativas de 2,6- y 4,6-di-0-metilgalactosa. E1lo no obsta
para que ambos presenten ademds algunas caracteristicas cruzadas, lo cual
se observa en mayor medida en la fracci6én SD, que presenta mayor tipo A-

de 1o que la fraccidon ID hace con el carécter-}L Todo el resto de las

caracteristicas, incluyendo unidades inusuales es comin a 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 dimetilsulfoxido, eran de la misma naturaleza que la de los que separd

55 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 practicamente exento de fracciones
intermedias.

E1 carragenano soluble a una concentracién 2M de KC)l de Iridaea
undulosa se sometid al tratamiento alcalino en las condiciones habituales,
aisldndose un producto tratado con un rendimiento del 91,7 %, cuyas

caracteristicas se aprecian en la Tabla 51.

TABLA 51. Tratamiento alcalino del carragenano "soluble" C.

Producto 3,b-anhidrogalactosa| Sulfato| Galactosa | Rel.molar

% (SO3K %) % Gal:ahg:S0,K
Original (C) 4,0 44,1 48,3 | 1:0,09:1,24
Tratado (C-T) 15,4 39,8 39,6 1:0,44:1,37

E1 andlisis de los resultados de ésta, y las otras Tablas subsiguien-
tes se efectuardn en base a las relaciones molares galactosa:3,6-anhidroga-

lactosa:sulfato, ya que los datos porcentuales pueden estar afectados por



108. Se desprende (Tabla 51) que

la retencidon de agua de estos productos
previamente al tratamiento, por cada 100 azicares en la cadena, habia 114
sulfatos y 8 unidades de 3,6-anhidrogalactosa; luego del tratamiento,
pasaron a haber 95 sulfatos y 31 residuos del anhidroazicar, es decir que
hubo una pérdida concomitante de sulfato (6-sulfato) para formar 3,6-
anhidrogalactosa. E1 espectro infrarrojo del carragenano C-T (Fig. 18)
muestra una banda centrada a 840 cm'l, junto a otras a 930 y 805 cm-l,
ésta Ultima indicativa de 3,6-anhidrogalactosa 2-sulfato, sugiriendo que

algunos residuos modificados por el dlcali estaban unidos por la posicidn

4- y disulfatados en 2- y 6-.

-k

oo 300 300

é’r—

Frecuencia (cm™1)

Figura 18. Espectros infrarrojo de los carragenanos: a) C-T; b) C-TI y
c) C-TS.



A1 fraccionar el carragenano C-T con cloruro de potasio, se obtuvo
un 34,7 % de un producto que precipitaba a concentracién 0,4M de KC1, y un
59,2 % de un soluble a KC1 2M, siendo el resto (6,1 %) fracciones intermedias,

con un rendimiento total de fraccionamiento del 95 % (Tabla 52).

TABLA 52. Fraccionamiento del carragenano C-T.

Producto Rango de ppcién, Rendimiento® Relacibn molar
M KC1 % Gal:ahg:sul fato
C-T Total 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 sol. 2M 56,3 (59,2) 1:0,35:1,22

qntre paréntesis se indica el rendimiento respecto al total recuperado.

Este fraccionamiento es consistente con el producido en dimetilsul-
foxido y con los resultados de Rees55 por los cuales el carragenano soluble
( antes 1lamado A-carragenano) se divide tras tratamiento alcalino en dos
porciones: una insoluble, que por su relacién molar galactosa:3,6-anhidro-
galactosa:sulfato debe corresponder a un K-carragenano, originada segura-
mente en un /A-carragenano tratado, y otra soluble que deberia corresponder
fainque sea en parte ) a lo definido como un A-carragenano tratado en medio
alcalino.

E1 poder rotatorio de la fraccion C-TI en NaCl 0,1M era de 36,3°,
mientras que en KCi 0,1M fue de 53,8°, 1o que indica claramente la formacion
de hélices de este producto en solucidn, por influencia del potasio, de

acuerdo a las postulaciones y teorias efectuadas por Rees y otros investi-



gadores desde inicios de la década pasada:

En primer lugar, dados los inconvenientes que trafa la gelificacidn
del HK-carragenano, se obtuvieron ( por tratamiento quimico ), segmentos de
L-carragenano de estructura ideal, para los que se comprobé claramente la

existencia de una transicidn arrollamiento al azar —>hélice al descender

la temperatura, por medicidén del incremento de rotacidn 6ptica241. Ese

aumento era del 68 %; un cdlculo tedrico del valor que deberian haber
tomado esas rotaciones en conformaciones promedio para esa transicidn
daba un incremento del 85 %, no muy distinto del valor experimental, y

ademds con valores absolutos de la rotacion éptica muy similares, lo que

242

sugirid la existencia real de dicha transicién Por otra parte, la

existencia de dobles hélices de K- y t(-carragenanos al estado cristalino

243

ya habfa sido probada por difraccion de rayos X , con uniones hidrégeno

entre el 0-2 de la unidad de galactosa enlazada (1—3) de una hélice y el

244

0-6 de la misma unidad correspondiente a otra hélice” ', como uniones inte-

riores a la doble hélice. También se 1leg6é a calcular la entalpia y

entropia involucradas en la transici6n y a compararlas con las de otras

dobles hélices natura]e5245. En todos estos trabajos no se habia evaluado

el efecto de las sales que, como se sabe, en el caso de las de potasio

promueven la gelificacion de algunos carragenanos. Posteriormente se

6246

observ que la temperatura de transicidn aumentaba con la concentracién

de KC1 o NaCl, aunque el efecto de ambas sales era-distinto; esos datos

eran compatibles con una induccién de la transicién arrollamiento — doble

247

hélice por parte de las sales. Mas adelante se aprecid que la

formacion de dobles hélices en el (-carragenano era producida en la misma

medida por Li+, Na+, (CH3)4N+, K+, Rb+, Cs+ 0 NH4+, pero los @ltimos cuatro

iones, al mismo tiempo, producian gelificacién, 1o que indujo a Ree5247’248
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a formular la "teoria del dominio", por la cual un numero limitado de dobles
hélices se agrupan en racimos o dominios solubles, los que luego se asocian
con requerimientos catidnicos especificos en enrejados cohesivos (geles);

en el K-carragenano, en cambio, la formacion de dobles hé&lices y su
agregacion estarian vinculadas. Si bien su rol es desconocido, se observd

influencia del potasio, tanto en la formacidon de la hélice.como en su

posterior agregac16n249; en este Galtimo caso posiblemente el catidn quede

inmovilizado en las zonas de unidon del gel, aunque se desconoce el origen

molecular de este efectozso.

251

Los representantes de la escuela noruega se manifestaron en

desacuerdo con las postulaciones de Rees, y dudaron de la formacidon de las
dobles hélices, o por 1o menos de su importancia en el mecanismo de gelifi-

cacion, acentuando la posible accidén de fuerzas intramoleculares y de puentes

252,253

salinos. Sin embargo, trabajos posteriores de Rees confirmaron

- al menos para sus muestras de L-carragenano - la existencia de las
dobles hélices y descartaron la posibilidad del mecanismo intramolecular;

también dedujeron que el incremento de rotacidén Gptica al pasar de un estado

"todo-arrollamiento al azar" al estado "todo-hélice" era del 61,1 %252. La

250 apoya los postulados de Ree5248’

251

inhibicidon de la gelificacidon por la urea
252 contra los de los investigadores noruegos
En nuestro caso, el incremento del poder rotatorio de "™ 50 % de
esta fraccién indicaria que el carragenano C-TI forma dobles hélices en
presencia de potasio pero practicamente no 1o hace en la de sodio, indicando
la especificidad catidnica, pero al mismo tiempo que la estructura primaria
permite la formacidn de hélices, y tal como demuestra su insolubilidad en

cloruro de potasio 0,4M, su posterior agregacion.

Andlogamente 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°% en KC1 2M de 17,0°. Aqui, dada la pequefia diferencia en el
valor absoluto de los datos, los resultados deben tomarse con cuidado, pero
podria desprenderse que pese a su imposibilidad de agregacifn, este
carragenano podria formar dobles hélices en presencia de ion potasio 2M, y
en mucha menor medida en presencia de sodio a la misma concentracidn; el
efecto de la urea seria nulo indicando que en NaCl 0,1M el carragenano se
encontraria en un estado de "todo-arrollamiento". E1 efecto seria, en
este caso del "™~ 40 %, lo que indicaria que factores estructurales le
impedirian a la molécula alcanzar el estado de '"todo-hélice". EI bajo
valor absoluto del poder rotatorio de esta fraccion ya se habia observado
en productos simi]are5126.

La relacidén molar Gal:3,6-ahg:sulfato del carragenano C-TI de
1:0,97:1,25 conjuntamerite con la absorcién a 805 cm“‘l evidenciada en su
espectro infrarrojo (Fig.18) sugeririan para este carragenano una estructura
de tipo hibrido K-/ (- con predominio del primero, 10 que indicaria
consecuentemente la presencia de estructuras de tipo M-/ V- en el carra-
genano C. Otras bandas de su espectro infrarrojo (Fig.18) a 845 y 930 cm'1
también concuerdan con esa clasificacidon, mientras que la aparicién de un

i sugeriria la existencia de pequefias cantidades

pequefio hombro a 820 cm_
de 6-sulfato, pese al tratamiento alcalino efectuado; esa presencia es
consistente con la determinaci6n de 2,4-di-O-metilgalactosa por permetilacién
del carragenano C y sugiere la existencia de galactosas enlazadas por la
posicién 3- y sulfatadas en 6- en C-TI, tal como fue determinado en otros
K-carragenanos naturales como el de Phyllophora nervosa 82’83; también es
consistente con la determinacidon 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 encontrd en el polisacdrido de Pachymenia hymantophora 254,

E1 carragenano modificado C-TS presenta una relacion molar Gal:
3,6-ahg:sulfato de 1:0,35:1,22, 1o que sugériria la sulfatacién de varias
unidades de 3,6-anhidrogalactosa, tal como seria de prever por tratamiento
alcalino de un carragenano de tipo ‘X—. En el espectro infrarrojo se

1 que indicaria la presencia

observa (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 separacidon con dimetilsulfdoxido producia las

fracciones que originaban los productos C-TI y C-TS, cada una de las fracciones

(SD e ID) se sometieron por separado al tratamiento alcalino en la forma

habitual, con los resultados que se observan en la Tabla 53.

TABLA 53. Tratamiento alcalino de los carragenanos SD e ID.

Carragenano | Rendimiento 3,6-ahg | Sulfato | Galactosa|Relacidén molar
% % (% SO3K) % Gal:ahg:SOK
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

Ambos tratamientos han originado productos con similar relacién
molar galactosa/3,6-anhidrogalactosa, aunque el ID-T presenta un grado de
sulfatacion mas alto que el SD-T.

E1 producto SD-T, obtenido con 90 % de rendimiento presenta una

relacion 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 azicares, contra los 17 y
100, respectivamente, que habia originalmente en el SD ; estos datos indican
una pérdida de sulfato andémala.

La composicidén no es usual en carragenanos naturales, ya que 10s
solubles contienen mayores proporciones de sulfato y los que gelifican
en cloruro de potasio, mayor cantidad de 3,6-anhidrogalactosa. E1 espectro
infrarrojo (Fig.19) muestra tres picos fundamentales a 930, 850 y 805 cm—1
para el ciclo 3,6-anhidrogalactosidico, los sulfatos sobre oxhidrilos
axiales de la galactosa (0-4) y la 3,6-anhidrogalactosa (0-2), caracteristico
de un t-carragenano pese al bajo contenido de 3,6-anhidrogalactosa. Un

hombro a 820 cm_1 sugeriria la presencia de 6-sulfato, el que 16gicamente

no puede estar ubicado en galactosas enlazadas en 4-.

ioop 0 %0 WO
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 comparacidon 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 azdcar se
1legd a 108 y 30 respectivamente, 1o que indica que habria una retencifn de
sulfato anémala, que quizd se deba a la pérdida por dialisis de fragmentos
de bajo grado de sulfatacién, como se observé en otros caSosZSS. El
espectro infrarrojo de ID-T (Fig.19) muestra una absorcidn ancha entre 795

1 1 1 evidenciando el

y 850 cm , centrada a 825 cm ~ junto a un pico a 930 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
presentarian su 0-2 sulfatado como 1o indica la alta proporcién de sulfato.

Su relacion molar se asemeja a la de los carragenanos de Eucheuma
uncinatum , Eucheuma isiforme , Aghardiella tenera Yy Gymmogongrus
furcellatus 128 pero difiere de la de los k—carragenanos.

E1 fraccionamiento de ambos productos con cloruro de potasio aporta
pruebas mas concluyentes acerca de su naturaleza. En el caso del producto
ID-T (Tabla 54) se observa que se ha producido una fraccién principal con

89 % de rendimiento, y proporciones menores de fracciones insolubles.

TABLA 54. Fraccionamiento con cloruro de potasio del carragenano ID-T.

Fraccidn Rango KCl Rendimiento® Relacidén molar
Gal:3,6-ahg:sulfato

ID-TI 0-0,4 M 3,4 (4,3) 1:0,31:0,95
ID-TN 0,4-2 M 5,1 (6,5) 1:0,56:1,60
ID-TS sol. 2 M 70,5(89,2) 1:0,48:1,55

qntre paréntesis se indica el rendimiento respecto al total recuperado.
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E1 carragenano ID-TI muestra una inusual relacidon molar Gal:3,6-
ahg:sulfato dado el bajo contenido de 3,6-anhidrogalactosa para una fraccidn
que gelifica. E1 ID-TN ha incrementado notoriamente la proporciéon de
sulfato (42 %) y eso puede explicar su mayor solubilidad pese al aumento
de la proporcién de 3,6-anhidrogalactosa (35 %), en funcidn de una
estructura mds cercana a la del t-carragenano, respecto del otro, mds
cercano a un K-carragenano en 1o que respecta a la proporcién de sulfato.
Pese a un contenido de carrabiosa del 72 % (el doble de la 3,6-anhidrogalac-
tosa) este polisacdrido es soluble en 0,4M de cloruro de potasio.

E1 producto principal ID-TS se asemeja bastante al ID-TN, pero
como es 16gico suponer, se asemeja mucho mas al producto de partida ID-T,
del cual es parte fundamental. La alta proporcion de este producto indica
claramente que el carragenano ID estaba practicamente exento de estructuras
del tipo de M- o J-carragenanos.

Este producto, similar por composicién al producido en el trata-
miento alcalino del carragenano total de Iridaea undulosa126 Yy 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 %);
la solubilidad de esta fraccidon podria deberse a que la carrabiosa no es
consecutiva, o bien a que a causa de la sulfatacidon no se produce la
agregacion de las dobles hélices o su formacién.

E1 fraccionamiento del carragenano SD-T (Tabla 55) con cloruro de
potasio produjo dos fracciones principales y una menor. E1 carragenano
SD-TI es relativamente pobre en 3,6-anhidrogalactosa aunque la relacidn

galactosa/sulfato es la usual en carragenanos insolubies. En su espectro



TABLA 55. Fraccionamiento con cloruro de potasio del carragenano SD-T.

Fraccién Rango KC1 Rendimiento® Relacién molar
% 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 sol.2 M 40,9 (42,8) 1.0,26:0,92

qntre 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 estan
sulfatadas, como ocurre. con el espectro de un (-carragenano, lo cual es
coherente con la solubilidad de este producto en cloruro de potasio 0,1M.
E1 producto SD-TN, obtenido en baja proporcidon como suele ocurrir con

los carragenanos intermedios en productos tratados, presenta, con respecto
a la fraccidn anterior un incremento de sulfato del 60 %, lo cual podria
explicar su mayor solubilidad.

E1 carragenano SD-TS obtenido con 43 % de rendimiento, muestra un
contenido de sulfato extrafamente bajo para carragenanos de tal solubilidad.
Su ancha banda en el espectro infrarrojo (Fig.19) centrada a 830 cm'1
indicaria el predominio de 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 \-
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carragenano, 10 cuai sugeriria que la separacidn producida con el dime-
tilsulfoxido estaria originada principalmente por diferencias de peso mo-
lecular y no estructurales. La fraccion SD-TI se corresponde con el

55

carragenano de Rees™  luego del tratamiento alcalino, mientras las SD-TS

e ID-TS responden al \-carragenano tratado.

ESTUDIO DE METILACION DE LOS PRODUCTOS TRATADOS

A partir de los estudios de metilacidon de los carragenanos C, SD e
ID, y los resultados de los tratamientos alcalinos de esos mismos produc-
tos, se obtuvo informacidn sobre sus estructuras y los factores que
determinaron la separacién con el dimetilsulféxido. Con el objeto de
investigar mds a fondo los mismos, y conocer algo mds sobre los factores
estructurales que promueven solubilidad, se decidid efectuar la metilacién
de los tres productos principales obtenidos por tratamiento alcalino de
los carragenanos SD e 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-/ (-; b) el SD-TS, con estructura bisica de X\-
carragenano tratado, al igual que c) el ID-TS. Previamente a la metila-
cién podria suponerse que las diferencias bdsicas entre estos dos Gltimos
productos son bdsicamente de peso molecular.

Las metilaciones se efectuaron por el método de Haworth228, y se

recurri6 a cuatro etapas de metilacidén ( cada una comprendida por cinco
pasos ), a temperatura ambiente, ya que al tratarse de productos modifica-

dos por &lcali caliente, poco era el efecto nocivo adicional que podia



- 163 -

acarrear la metilacién alcalina. Los productos de las primeras etapas de
metilacion se hidrolizaron y derivatizaron como alditoles acetilados; al
verificarse constancia, el producto permetilado (de la cuarta etapa)
también se hidrolizé y derivatizé en forma de aldononitrilos acetilados.

La composicién de los polisacdridos parcialmente metilados, obteni-
dos al cabo de cada etapa de metilacidn, tras hidrélisis y derivatizacion
como O-acetil-O-metilalditoles, y de los polisacdridos permetilados deri-
vatizados de aquel modo, y ademds como 0O-acetil-O-metilaldononitrilos
obtenidos del carragenano SD-TI se aprecia en la Tabla 56; 1los obtenidos
a partir del carragenano SD-TS, en la Tabla 57, y los del carragenano

ID-TS en la Tabla 58.

Puede apreciarse en las Tablas 56, 57 y 58 que existidé una mayor
rapidez en la metilacidén de estos productos tratados respecto de los
correspondientes previo al tratamiento, 1o que puede deberse a la mayor
temperatura utilizada ; ademds, andlogamente a lo antes observado, es
mas rdpida la metilacidn de los carragenanos de tipo u-/ -/ K-/ (- que
los de la familia A-. El producto SD-TI (Tabla 56) se ha metilado con
mayor rapidez, lo que se desprende de las pequefias variaciones de compo-
sicion al pasar de la 2da. a la 4ta. etapa de metilacién. En cambio, el
producto ID-TS (Tabla 58) presenta una variaci6n mds marcada, y la del
carragenano SD-TS es intermedia. Dichas diferencias de velocidad, ya
ebservadas para las fracciones SD e ID, también pueden estar ocasionadas
por diferencias de peso molecular.

La composicifén en azicares de los tres carragenanos permetilados,
promediando los datos obtenidos con ambos derivados, se observa en la

Tabla 59.
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TABLA 56. Composicion (moles %) en aziicares de los polisacdridos obtenidos

al cabo de cada etapa de metilacion del carragenano SD-TI.

Derivado Alditoles acetilados Aldononitrilos
acetilados
Etapa 2da. 3ra. 4ta. 4ta.
Galactosa metilada en:
2,3,4,6-tetra 1,3 n.d. n.d. . 0,6
. A 4 4
2,4,6-tri 6,3
2,3,6-tri 5,2 12,9 23,0 0,6
3,4,6-tri | \ ] 6,0
2,6-di 1 1 T 53,0
65,2 66,3
4,6-di J l 54,7
6,72
3,6-di 0,2 2,8
4
2,4-di 1 - f
4,3 - 16,3
2,3-di i 1,4 20,6
6-mono 7,7 4,6 | 4,1
2-mono 1,5 - - 0,9
A
3-mono T T 0,6
4-mono 14,5 12,1 1,7 4,8
Sin metilar l J l -

3 pico estd desplazado sobre el tiempo de retencidn del derivado de 3,6-
di-O-metilgalactosa.



- 165 -

TABLA 57. Composicidn (moles %) en azicares de los polisacdridos obtenidos

al cabo de cada etapa de metilacidn del carragenano SD-TS.

Derivado Alditoles acetilados A]éononitri]os
acetilados

Etapa 2da. 3ra. 4ta. 4ta.
Galactosa metilada en:
2,3,4,6-tetra n.d. n.d. 4,0 n.d.

A ﬂh
2,4,6-tri 1,4 9,9
2,3,6-tri 2,1 6,2 I 2,5
3,9
3,4,6"tri . |, l 2,1
A
2,6-di T T 9,1
32,1 32,3 38,4 - r
4,6-di i l l T
53,7
3,6-di 10,4 4,7 8,3 J
2,4-di 4,3 3,9 T
2,3-di 28,1 13,5 T 10,42
- 17,2
6-mono | 18,1 L
2-mono 0,6 0,3 0,1 1,2
3-mono T T T 2,5
4-mono 26,7 20,6 23,0 1
8,5

Sin metilar i

3 pico estd desplazado sobre el tiempo de retencién del derivado de la
6-0-metilgalactosa.
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TABLA 58. Composicidn (moles %) en aziicares de los polisacdridos obtenidos

al cabo de cada etapa de metilacion del carragenano ID-TS.

Derivado Alditoles acetilados Aldononitrilos
acetilados
Etapa 2da. 3ra. 4ta. 4ta.
Galactosa metilada en:
2,3,4,6-tetra n.d. 3,4 3,5 n.d.
A A A
2,4,6-tri 6,2
2,3,6-tri 1,6 7,2 12,6 4,5
3,4,6-tri y | J 4,1
A A N
2,6-di 6,7
42,4 42,2 37,4
4,6-di l 38,6
N v/
3,6-di 1,7 5,6 12,6
2,4'di - 290 1l7
26,0°
2,3-di - 6,1 3,5
6-mono 12,8 11,7 6,2
v
2-mono 2,4 1,8 - 4,0
'y
3-mono ﬂ\ i 1,7
4-mono 39,9 20,0 22,5 7,3
Sin metilar - 0,9
Y W v

ag pico estd desplazado sobre el tiempo de retencién del derivado de la
6-0-metilgalactosa.



TABLA 59. Composici6n en azicares (moles %) parcialmente metilados,

estables en medio dcido, de los carragenanos SD-TI, SD-TS e ID-TS.

CARRAGENANO
Galactosa metilada en: SD-TI SD-TS ID-T5
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 6,42 9,5 12,9
2,4-di 16,3P 2,9 1,7
2,3-di b ¢ 3,6
6-mono 4,1 12,6° 6,4
2-mono 0,5 o 0,6 1,9
.;-mono 0,4 3,8 2,7
4-mono 3,2 13,09 11,8
Sin metilar ° - d 1,5—_ﬂ

31 contenido de 4,6-di-0-metilgalactosa (minoritario) se incluye con el de
la 3,6-di-0-metilgalactosa. PEy de 2,3-di-0-metilgalactosa (min.) con el de
la 2,4-di-0-metilgalactosa. “E1 de 2,3-di-0-metilgalactosa (min.) con el de

d

la 6-0-metilgalactosa. E1 de galactosa (min.) con el de la 4-0-metilgalac-

tosa.
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La fraccidén SD-TI, a la que se habia adjudicado una estructura de
tipo t- (pag.l16l) presenta por metilaci6n (Tabla 59) cantidades fundamen-
tales de 2,6-di-O-metilgalactosa (50,7 %) formada a partir de galactosa
unida por la posicidén 3- y sulfatada en C-4, y también cantidades signi-
ficativas de 2,4,6-tri-O-metilgalactosa (8,7 %), originada en las unidades
enlazadas de igual modo, pero exentas de sulfato; la presencia de ambas
unidades estd de acuerdo con sus propiedades de gelificacidén en KC1 0,4M.
Aparecen otras unidades no usuales, como un 16,3 % de una mezcla cuyo
componente fundamental es la 2,4-di-0O-metilgalactosa, originada probable-
mente en galactosas enlazadas por la posici6n 3- y sulfatadas en C-6, tal
como se encontrd en el carragenano de Phyllophora nervosa82; este
resultado concuerda con la pequeiia absorcidn a 820 cm—1 en el espectro
infrarrojo de SD-TI (Fig.19). Estas unidades también podrian actuar
como puntos de ramificaciénss. De 1a misma forma, la 4-O-metilgalactosa
(3,2 %) podria derivar de galactosa 2,6-disulfato unida por la posicién 3-
(ref.254), mientras que para la 6-O-metilgalactosa se puede postular su
origen en galactosa 2,4-disulfato enlazada por la posicidén 3-, en virtud
de que nunca se han encontrado grupos sulfato sobre C-3.

La 3,6-di-0-metilgalactosa sugiere la presencia de unidades sulfa-
tadas en C-2 y ligadas por la posici6n 4-, caracteristicas del & -carrage-
nano, y que en medio alcalino podrian formar el 2,3-epéxido y entonces,
quizds, convertirse en otros productos, por 1o cual el porcentaje que
aparece en la Tabla 59 para este azicar podria estar subvaluado; sin
embargo, la comparacidn de los porcentajes de 3,6-di-O-metilgalactosa,
similares en la permetilacidén de los carragenanos SD, SD-TI y SD-TS
(Tablas 50 y 59) indicaria que por tratamiento alcalino de SD no se han

destruido estas unidades.
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E1 carragenano metilado SD-TS produce por hidrélisis, 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 iguai unidn, pero sulfatados en 4- (7,7 %) o sin sulfato (5,5 %),
constituye la mezcla usualmente hallada como mayoritaria en carragenanos
solubles a altas concentraciones de cloruro de potasio.

Resulta sorprendente hallar en un carragenano modificado por dlcali,
3-0-metilgalactosa (3,8 %) , que ha sido tradicionalmente adjudicada a
unidades enlazadas por la posicidon 4- y disulfatadas en C-2 y C-6. Como
en este caso ese tipo de unidad no es posible, ya que la accion del dlcali
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 ramificacion a través de C-6 (con sulfato en C-2), o
que algunas unidades estarian unidas por la posicidn 6- ( y disulfatadas
en C-2 y C-4).

Otros residuos no usuales estdn representados por la 2,3,6-tri-0-
metilgalactosa (2,3 %) y la 3,4,6-tri-O-metilgalactosa (1,9 %), y nuevamente
se ha encontrado una proporcién significativa (9,5 %) de 3,6-di-0-metilga-
lactosa, evidencia que confirma la contradiccién con la supuesta labilidad
a]cah’na58 de la unidad que la origina. La 2,4-di-O-metilgalactosa (2,9 %)
y la .4-0O-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

tivamente, y tal como se habfa sugerido » 10 que resulta confirmado por

1 en el espectro infrarrojo de SD-TS (Fig.19).

la absorci6én débil a 820 cm™
La composicion 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 %), caracteristica de \-carragenanos, tratados o no en

medio alcalino, y aparece también un 5,7 % de 2,4,6-tri-O-metilgalactosa



que caracteriza a esos productos. En cambio el 6,0 % de 2,6-di-0-metilga-
lactosa indicaria la presencia de alguna estructura de tipo K-/ L- que
podria integrar (en pequefia proporci6n) bloques de polisacdrido del tipo A-,
o bien podria responder a la presencia de moléculas contaminantes con esas
estructuras.

Ademds de la 3-0-metilgalactosa (2,7 %), ya discutida para el carra-
genano SD-TS, se destaca la presencia de 2,3-di-0O-metilgalactosa (3,6 %,
Tabla 59), 1o cual podrfa indicar tanto la presencia de ramificaciones en la
posicién 6-, como la uni6én de residuos de galactosa 4-sulfato por la posi-
cién 6-. La flexibilidad de 1a unién (1—6) incrementaria la solubilidad

de la molécu]azs6

y dificultarfa la formacioén de agregados. Todas las
otras unidades poco usuales, halladas para SD-TS también aparecen aqui:
2,3,6-tri-0-metilgalactosa (4,1 %), 3,4,6-tri-O-metilgalactosa (3,7 %),
2,4-di-0-metilgalactosa (1,7 %), alta proporcion de 3,6-di-O-metilgalactosa
(12,9 %) y 4-0-metilgalactosa (11,8 %). Su posibles significado estruc-

tural fue discutido previamente. En todos los casos se encontraron

pequefas proporciones de 2,3,4-tri-0-metilxilosa ( ver luego, Tabla 60).

COMPOSICION DE LOS CARRAGENANOS "SOLUBLES" DE IRIDAEA UNDULOSA

En primer lugar, debe considerarse que la composicién real de los
carragenanos debe corregirse respecto de los valores obtenidos en el anali-
sis por metilacién, por dos factores: a) la transformacién alcalina que
ocurre durante la metilacién en los productos no tratados (C, SD e ID) de
galactosa 6-sulfato y galactosa 2,6-disulfato enlazadas por la posicidn 4-;

la proporcién de dicha transformacidon puede estimarse dado que se conoce



el contenido de 6-sulfato 1dbil de esas fracciones (Tabla 42), y b) la
presencia de 3,6-anhidrogalactosa o su derivado sulfatado en 0-2, no
detectable en el andlisis por metilacién dada la inestabilidad en medio
dcido de estos azidcares. Su.contenido es importante en el caso de los
productos tratados (SD-TI, SD-TS e ID-TS) aunque también es significativo
en el de los productos C y SD. Los resultados corregidbs y expresados

en forma de posibles unidades estructurales se aprecian en la Tabla 60.

E1 carragenano "soluble" obtenido del alga Iridaea undulosa (C)
tiene una composicién y rotacién 6ptica (Tabla 20) similar a las de los
carragenanos de Gigartina canaliculata y Gigartina chamissot solubles
en cloruro de potasio 0,3M y a los del de Gigartina atropurpurealze,
que fueron clasificados como carragenanos "solubles". La relacion molar
galactosa/sulfato (2:2,5) es similar a la supuesta para la estructura
"ideal" del l-carragenan052’53 (2:2,7), aunque con menor proporci6n de
sulfato, y con una cantidad pequena, pero significativa, de 3,6-anhidro-
galactosa (4,0 %).

Al tratar el polisacdrido C con borohidruro alcalino, y fraccionar
el producto con cloruro de potasio, se obtuvieron dos fracciones princi-
pales, una soluble y otra insoluble en cloruro de potasio (Tabla 52), lo
que indica que el polisacdrido original contenia moléculas con estructuras

55, y ello fue coherente con la separacién producida

X<y M- separadas
por el dimetilsulféxido.

La composici6én corregida del carragenano C es mis complicada que
la de los carragenanos de la misma alga que precipitaron a 0,70-1,05 y

1,55-1,65M de cloruro de potasiolzy.



TABLA 60. Composicion de los carragenanos "solubles" y de sus principales

productos de tratamiento alcalino?.

CARRAGENANO
UNIDAD C SD ID SD-TI SD-TS ID-TS
Unida por la posicién 3-
Galactosa 2,9 4,0 4,2 5,4 4,3 3,8
Gal 2-sulfato 16,2 11,8 34,4 4,0° 28,4 22,8
Gal -4-sulfato 33,6 28,6 8,7 31,6 6,1 4,0
Gal 6-sulfato 3,5 1,4 3,3 9,5¢ 2,3 1,1
Gal 2,4 -disulfato 1,4 3,4 4,2 3,2 9,89 4,2
Gal 2,6-disulfato 3,4 3,3 7,0 2,0 9,0 7,8
Gal 4,6-disulfato 2,6 1,7 tr. tr. tr. 1,3
Unida por la posicién 4-
Galactosa 1,1 2,7% tr. tr. 1,8 2,7
Gal 2-sulfato tr. 4,6 2,7 4,0° 7,4 85
Gal 6-sulfato 3,3 0 9,5¢ 9,89 2.4
17,5 25,5
Gal 2,6-disulfato 6,5 l J tr. 3,0 1,8
3,6-anhidrogalactosa o su
2-sulfato 15,9 17,6 2,0 36,3 20,6 32,4
Otras
Galactosa unida por 2- 2,2 2,7 2,6 5,2 1,5 2,4
Gal terminal no reductora 2,6 tr. tr. tr. 3,1 2,3
Xil terminal no reductora 3,2 2,4 3,8 1,3 1,0 1,7

3 as proporciones menores del 1% se indican como trazas (tr.)-b51 porcentaje
indica la suma de galactosa 2-sulfato enlazada por las posiciones 3- y 4-,
pero priva este G1timo.C»dse indica 1a suma, pero priva el ligado en 3-.6se
indica la suma, pero priva el ligado en 4-,



- 173 -

Las cantidades fundamentales de residuos unidos en 3-, no sulfatados
(2,9 %) o sulfatados en C-2 (16,2 %) o C-4 (33,6 %) y los unidos en 4-,
sulfatados en 6- (3,3 %) o en 2- y 6-( 6,5 %), junto a las 3,6-anhidrogalac-
tosas (15,9 %) (total, 78,4 %) estdn de acuerdo con adjudicarle al
carragenano C estructuras fundamentales de tipo p- y de tipo A-. Como
es 16gico suponer, la distribucidn de sulfato no es estadistica; debe
puntualizarse la presencia de unidades de xilopiranosa (3,2 %) como
azdcares terminales no reductores, indicativos de pequefia proporcidn de
ramificaciones, que seguramente tendran una sola unidad de este azicar.
Pese a que antiguamente se habia descartado su presencia en carragenanos,

23

por considerarla parte de un xilano contaminante”™, Parolis detecté su

existencia como terminal no reductora en los polisacdridos de Phyllymenia

hieroglyphica y Pachymenia hymantophora 254 en proporcibén de 1,8-

2,5 %. Este Gltimo polisacdrido habfa sido estudiado por Penman y Rees58

quienes no detectaron la presencia de xilosa, lo cual se adjudicé254 a

la
extrema volatilidad del metilglicésido derivado, que habria desaparecido
durante la etapa de evaporacién a presidon reducida.

El andlisis muestra la presencia de menores, pero significativas
cantidades de unidades estructurales antes desconocidaé (Tabla 60).
Algunas de las galactosas par~ialmente metiladas provenientes de las
mismas habian sido deteéctadas en los productos de hidr6lisis de los
derivados permetilados de carragenanos "intermedios" de Iridaea undulosa
pero no habia sido discutida su presencia127. Esas nuevas unidades fueron
confirmadas en los estudios efectuados sobre los carragenanos soluble (SD)

e insoluble (ID) en dimetilsulféxido, y en el andlisis de los productos

obtenidos a partir de ellos por tratamiento alcalino.



E1 carragenano ID contiene aprox. 65 % de unidades definidas
como componentes cldsicos del \-carragenano (Tabla 60), pero también
contiene cantidades importantes ( ®~ 15 %) de unidades que pueden consi-
derarse integrantes de los J-/ J-carragenanos. E1 hecho de haber encon-
trado un 10 % de productos insolubles en cloruro de potasio por trata-
miento alcalino de ID (ID-TI + ID-TN), sugeriria que el M-carragenano
existe como polisacdrido separado. Si esto fuera cierto, el carragenano
ID no seria un copolimero de bloques heterogéneos compuesto por regiones
"tipo-: " y regiones "tipo-p " ni un polisacadrido compuesto por unidades
\-y M- con residuos "inusuales" diseminados entre ellos, sino una
mezcla de dos carragenanos conteniendo estructuras de tipo - y de tipo
M -, respectivamente y unidades inusuales completando las moléculas.

Las unidades inusuales ya fueron discutidas anteriormente, y
comprenden - entre otras - galactosas enlazadas (1—2), galactosa 2,6-
disulfato unida por la posicién 3-, y ramificaciones con xilosa. Estas
dos Gltimas fueron detectadas en el polisacdrido de Pachymenia

hymantophora254.

Los resultados del analisis del producto ID-TS resultan simi-
lares a los de los productos C e ID en 1o que respecta a la diversificacion
de unidades estructurales y a la distribucién de los grupos sulfato (
Tablas 38, 47 y 59). Un examen de la composici6n de ID-TS sugiere la
existencia de proporciones:simi]ares de 3,6-~anhidrogalactosa (3é,4 %)y
unidades de galactosa enlazadas por la posicibn 3- de tipo X- (es decir,
excluidas aquellas que portan sulfato en C-4), (35,5 %). La distribucién
de grupos sulfato en las unidades enlazadas por la posicidon 3- sugiere
que, ain si el contenido de carrabiosa es consecutivo, la formacidn de la

estructura terciaria se veria impedida debido a 1a imposibilidad de



ligarse por puentes de hidr6geno de cada hebra de la doble hélice.

La estructura de ID-TS es de un tipo nunca hallado en la naturaleza,
formalmente similar a la de un K- 6 t(-carragenano en la que los grupos
sulfato de las galactosas unidas por la posicién 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 (1-6) y/o (1-2), indicadas por
la presencia de 2,3-di- y 3-0-metilgalactosa en los productos tratados.

Cerca de un80 % de las unidades constitutivas del carragenano SD
(Tabla 60), responden a las estructuras cldsicas de A-y -carragenanos.
Considerando que por tratamiento alcalino de SD se obtienen 57 % de produc-
tos insolubles y 43 % de soluble ( Tabla 55 ) en cloruro de potasio, puede
deducirse, que tal como sucedia con ID, SD es una mezcla de carragenanos
tipo-f* y tipo-\ , 10 cual estd de acuerdo con la hipltesis que el
fraccionamiento provocado por el dimetilsulféxido no estarfa basado en
estructuras, sino en pesos moleculares. De cualquier forma, y contraria-
mente a 1o que ocurre con ID, SD estd constituido fundamentalmente por
productos de tipo M-/ V.

SD-TI tiene la composici6én de un L-carragenano, aunque con
contenido relativamente bajo de 3,6-anhidrogalactosa. Su contenido de
carrabiosa (72,6 %, doble del porcentaje de 3,6-anhidrogalactosa ) estd de
acuerdo con el porcentaje de estructura (- (67,9 %, Tabla 60) y podria
Jjustificar su insolubilidad en cioruro de potasio considerando que hemos
inclufdo en la estructura (-, Unicamente las unidades cldsicas (3,6-anhi-
drogalactosa y su 2-sulfato y galactosa 4-su]fato)._ E1 resto de la
molécula se completa con las unidades inusuales ya discutidas anteriormente.

E1 producto SD-TS representa una estructura nueva, similar a la de

ID-TS, ambas derivadas de polisacdridos con estructura parcial del tipo-) ,



con la presencia de residuos inusuales, y la posible existencia de
fragmentos del tipo K-/ (- (no mds del 10 %); dichos fragmentos integra-
rian bloques de tipo-k en forma de copolimero o pequefas inserciones,
dada la solubilidad del producto.

Las moléculas de SD-TS contienen todo el resto de factores promo-
tores de solubilidad antes mencionados, pero, tal como en 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 Gnicos de galactosa.

Como ya se ha expresado, la presencia de 3,6-di-O-metilgalactosa
en estos carragenanos tratados permetilados, y que sugeriria la presencia
de unidades de galactosa sulfatadas en C-2 y unidas por la posicibn 4-,
no se considera subvaluada debido a que su proporcién 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 destrucci6n de esas unidades, como lo
habta sugerido Reessa. Ademds, la integracion manual de los cromatogramas
de los productos de metanélisis de la fracci6n ¥ - del carragenano de

58, indica una relaci6n molar de

Gigartina canaliculata permetilada
4,6-di-0-~metil/3,6~di-0-metilgalactosa de 55:45, consecuente con la
estructura propuesta para el § -carragenanosa, pero no con una degradacidn

alcalina excesiva.

FACTORES SOLUBILIZANTES

Los carragenanos solubles en cloruro de potasio son aquellos que

carecen de la sustitucién y/o 1a estereoquimica necesarias para formar

dobles hélices potasio—inducidassg. Algunas estructuras con esas



caracteristicas han sido definidas y 1lamadas V-, M= - 6 t-, ysi
bien es probable que no exista molécula alguna con un 100 % de esas
estructuras, sigue siendo vdalido que aquéllas pueden formar importantes
porciones de los polisacdridos solubles, constituidos en bloques en
copolimeros heterogéneos o diseminados entre otras estructuras con otros
factores solubilizantes.

Evidentemente, las solubilidades no s6lo estdn determinadas por
el balance entre los factores hidr6fébicos y los hidrofilicos, sino por
estructuras cuya comformaci6én impide o dificulta la formacion de hélices

248. Como se sabe, el prototipo de carragenano

Yy su posterior agregaciodn
gelificable es el K-carragenano, en el cual se alternan unidades de
B-D-galactosa 4-sulfato y 3,6-anhidro- «-D-galactosa, enlazadas respec-
tivamente (1—3) y (1—4) (Fig.6). En el 1lamado t-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 hidrdgeno entre los
oxhidrilos de C-2 y C-6 de los residuos de D-galactosa correspondientes a
distintas hebra5248. Dado que son los dnicos oxhidrilos libres del -
carragenano, la doble hélice se conoce como una estructura "totalmente
hidrégeno-ligada".248

Parte de la secuencia disacaridica regular se encuentra
usualmente enmascarada por la presencia de otros residuos unidos (1-48),
que presentan diferente conformacién (ver pagina 124). Ese cambio se
refleja en una variacién de la flexibilidad del "ovillo" desordenado en

257

solucién“’’, y cuando por algln factor ( temperatura, presencia de catién

potasio ) se ordena la conformaci6n, el residuo enmascarante interrumpe
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en ese punto la formaci6n de la hélice plegando ("kinking") 1la cadena248.

En pequefia proporcidn, la existencia de esos residuos es esencial para

238, ya que determina la combinacidén de cada cadena

la formacion del gel
con mds de una cadena vecina para formar el reticulado; sin embargo,
cuando la proporcidn de kinks se hace mayor, el polisacdrido se torna
mds soluble, y cuando esa proporcifn supera a la de 3,6-anhidrogalactosa,
los polisacdridos se hacen solubles en soluciones de cloruro de potasio,
y se los 1lama u- & J-carragenanos en lugar de K- 6 L-.128.

E1 hecho que un polisacdrido no pueda llegar a un 100 % de

128 o que el producto no alcance la relacién

"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

658,128

ligadas por la posicion 4- y sulfatadas en C- » como ocurre en el

§ -carragenano de Gigartina atropurpureasg.

Una estructura de A-carragenano "ideal" puede transformarse
en medio alcalino en un polisacdrido cuya geometria debe ser similar a
la del L-carragenan0257. Sin embargo, ha sido puntualizado que el
sulfato sobre la posicifn 2- de la unidad galactosidica previene de la
formacibén de dobles hélices, y por lo tanto el polimero 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) Un tipo de factor, que afecta la estructura secundaria, deriva de la

existencia de uniones atfpicas, como (1—2) y (1—6). La existencia

de la primera de las uniones se confirmé por la presencia de 3,4,6-tri-

O-metilgalactosa en los seis carragenanos estudiados, permetilados e

hidrolizados. Ese tipo de unidn, rara en sistemas biolégicos, impide



las conformaciones ordenada5238b, por <ausdr giros de las cadenas.
Existen otros azicares metilados que también podrian indicar (entre
otras cosas) esa unién, como la 3,6-di-O-metilgalactosa o la 3-0-metil-
galactosa en los productos tratados. De no ser asi, este Gltimo azlcar
al iqual que la 2,3-di-0-metilgalactosa podrian indicar la presencia de
uniones (1—6), las que incrementan la flexibilidad del poh’merozss’257
y por ende su posibilidad de enrollamiento y su solubilidad. E1 mismo
efecto seria producido por la presencia de azlcares que actidan como
ramificaciones (xilosas o galactosas ) posiblemente unidos al C-6 de
galactosas de la cadena principal. Esta posibilidad, de uniones (1-6)
ya habia sido sugerida por Usov y co].77 para el A-carragenano de
Tichocarpus crinitus.
b) E1 otro tipo de factor afectarfa la estructura terciaria al dificultar

la formacidon de puente hidrdégeno que, como se sabe, existe entre los
oxhidrilos de C-2 de una hebra y de C-6 de la otra hebra de galactosas
unidas (1—-3). Cualquier sustituyente sobre C-2 y/o C-6 de esa unidad
de galactosa dificultaria la unidn hidrdgeno, y por ende debilitaria la
doble hélice. La galactosa 2-sulfato unida (1—3), componente
fundamental de los \-carragenanos seria uno de los factores que promueven
la solubilidad de los X\-carragenanos modificados por dlcali.

Sin embargo, es de hacer notar que no se han efectuado estudios

acerca de la solubilidad exacta de esos productos, ya que Rees55 1o
denomina soluble, pero trabajando a 0,3M de KC1; eso no implica que el
producto no pueda precipitar a concentraciones mayores de la sal. En
nuestro caso se verific6 que las fracciones SD-TS e ID-TS eran "solubles",

pero en ellas habfan grandes cantidades de diversos factores solubilizantes

sumados a las importantes caracteristicas A- de esos productos.



82,83 13

Por el contrario, Usov y col. determinaron por RMN de "°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 precipitacion en soluciones de KC1 O,5M82.

Debe puntualizarse que las concentraciones de cloruro de potasio
utilizadas en ambos casos, 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
solubilizacion o precipitacién. Sin embargo, un rdpido andlisis de esos
resultados, llevaria a la conclusién, seguramente errdnea, que es el
compromiso del 2-OH el que realmente importa para la sujecibn de la doble
hélice, y que el del 6-0H tendria un papel menor. Si bien la Gltima
palabra estaria dada por la determinacidén de las curvas de precipitacion
de uno y otro producto ( en soluciones de cloruro de potasio), es probable,
que ain existiendo esa diferencia, ésta sea de grado y no de clase.

De cualquier modo, la presencia de 4-0O-metilgalactosa, ya asignada
a galactosa 2,6-disulfato enlazada por la posicidén 3-, presente en el

254, tiene que ser un importanti-

polisacdrido de Pachymenia hymantophora
simo factor solubilizante, que ha sido hallado en significativa proporcion
en todos los carragenanos aqui estudiados (Tabla 60), pero fundamentalmente
en 1D, SD-TS e ID-TS, todos pertenecientes a la familia A-, y que podria
ser una causa mds de la solubilidad de Tos productos tratados.

Esta unidad también fue hallada en importantes proporciones en
los estudios de metilacién 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-/ t-) explicaria ampliamente el
porqué de la alta concentracidén de sal que se precisa para precipitar
un polisacarido que - de acuerdo a los factores clasicos - deberia
ser mds insoluble.

La presencia de 2,4-di-O-metilgalactosa en los carragenanos
metilados también indica la existencia de galactosas enlazadas por la
posicién 3- , presentando ademis una ramificacién ( xilosa, por ejemplo )
o un sulfato en la posici6n 6-. Ambas bloquearfan el oxhidrilo de esa

posicion, impidiendo su susceptibilidad a las uniones hidrégeno.



ESTUDIOS DE AUTOHIDROLISIS

Dado que la aplicacién de la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear a los carragenanos requiere que las soluciones concen-
tradas de Tos mismos sean de baja viscosidad, era necesario buscar un
método degradativo para los polisacdridos ya que el calentamiento de las
soluciones - otro de los métodos utilizados para bajar la viscosidad -
se hacia imposible con el equipo que contamos.

Ademds, el método degradativo a emplear tenfa que ser suave, es
decir, debia romper unas pocas uniones glicosfdicas (si fuera posible,
especificamente) y nada ( o muy poco ) de éster sulfato a fin de conservar
en el producto degradado las caracteristicas estructurales del polisacarido
original.

258 Ja utilizé

E1 método elegido fue la autohidr6lisis. Painter
en 1959, con ]a intencion de obtener mono- y oligosacdridos sulfatados, y
basé 1a reaccién en la presencia de grupos dcidos fuertes y uniones
labiles en un mismo producto. Se aplicd en un tipo especial de K-
carragenano (ahora 1lamado furcelarano, caracterizado por su incompleta
sulfatacion), obtenido del alga Furcellaria fastigiata, cuya relacién
molar galactosa:3,6-anhidrogalactosa:sulfato era de 1:0,79:0,73. La
autohidrélisis se efectué por agitacidén de una solucidén acuosa del polisa-
carido con resina catiobnica (H+) a 60°. Luego de filtrar, se dializé a
80°contra un gran volumen de agua que contenia carbonato de bario suspendido.
Painter notd que a las 6 horas el poder reductor del dializado 11egb a
constancia; una vez aislado, ese dializado representaba un 40 % del peso

original. En experiencias posteriores ese porcentaje se elevé hasta

el 60 % por agregado de resina a la bolsa de didlisis, a fin de compensar



la solubilidad finita del carbonato de bario.

Los andlisis efectuados indicaron que se perdi6 menos del 20 %
del sulfato original, y que el dializado estaba compuesto por: D-galactosa,
3,6-anhidro-D-galactosa, 4-0-B-D-galactopiranosil-3,6-anhidro-D-galactosa
(entre todos 35 %) y por lo menos cinco mono- y oligosacdridos sulfatados

259 se diferenci6, analizando los

diferentes (60 %). Posteriormente
autohidrolizados de distintos carragenanos, a los 2- , 4- y 6- sulfatos

de D-galactosa y al 2-sulfato de 3,6-anhidrogalactosa, mds alguna unidad
(no caracterizada) de galactosa disulfatada. También la autohidr6lisis

fue uti]izada108

para degradar K- y (-carragenanos y hacerlos aptos para
experiencias bioldgicas con animales. Se demostr6 total retencibn

del sulfato, alto rendimiento y claro descenso de la viscosidad (7,2 a
0,5 de viscosidad inherente) en 2 horas.

260 sobre la hidré6lisis parcial

Los estudios de quimicos noruegos
del dcido alginico 1legaron a la conclusidn que la concentracidén local
del prot6n es.diferente en las cercanias de la unién glicosidica y en el
seno de la soluci6n, motivo por el cual los dextranos sulfatados o los

poliurdnidos se hidrolizan mds lentamente que sus andlogos neutros en

solucién fuertemente &cida, pero lo hacen mds rdpidamente a pH> 1.

AUTOHIDROLISIS DEL CARRAGENANO DE IRIDAEA UNDULOSA

Los primeros estudios, efectuados a fin de controlar el método
de autohidr6lisis se efectuaron a temperatura ambiente. Se hizo pasar
por resina dcida una solucién al 1% del carragenano total, diluyendo el
eluido hasta el 0,3%. E1l pH de la solucibn era de 2,45 y con ese valor
permaneci6 a lo largo del tiempo. Se determin6 la viscosidad relativa

del producto a distintos intervalos (Fig.20); la temperatura promedio fue
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Figura 20. Autohidrélisis del carragenano a temperatura ambiente.

de 27°. A las 50 horas se cortd la autohidr6lisis por pasaje a través
de resina sd6dica. Esa soluci6n se dializ6 contra un volumen grande de
agua, obteniéndose 90 % de un producto que no atravesaba el tubo de
didlisis y 9 % de un dializable que andlisis posteriores determinaron que
estaba compuesto fundamentalmente por sales.

En la Tabla 61 pueden apreciarse algunas caracteristicas del
producto degradado que no ha atravesado el tubo de didlisis, comparado
con las del carragenano de partida.

Puede observarse que la pérdida de sulfato fue pequefia ( “~15 %),
y que no ha existido destruccién de la 3,6-anhidrogalactosa; al mismo

tiempo disminuyé el peso molecular a la sexta parte, y la viscosidad



TABLA 61. Analisis del producto autohidrolizado no dializable a temperatura
ambiente, y del carragenano original.

Producto original Autohidrolizado no
dializable

Peso Molecular 200.000 34.000
(], 70,1° 116,8°
Sulfato (SO3K %) 40,6 34,2
3,6-anhidrogalactosa (% anh.) 6,4 6,6
[\ (d1/g) 5,56 3,02

intrinseca a la mitad.

Con los ensayos subsiguientes, a mayores temperaturas, se observé
que la cafda en la viscosidad era mucho mis rdpida; en un caso, a 50°se
tomaron muestras para la determinacidn de viscosidades intrinsecas y

pesos moleculares (Tabla 62).

TABLA 62. Autohidrélisis del carragenano a 50°.

Tiempo (horas) 0 0,5 1,5 3 5
1 (d1/9) 4,66 3,91 2,60 1,71 n.d.
Peso molecular 276.000 178.000  64.000 22.000  21.000

En otro caso se efectué a 60°, observiandose la caida en la visco-

sidad que se aprecia en la Tabla 63.
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TABLA 63. Autohidr6lisis del carragenano a 60°,

Tiempo (horas) 0 2 3

Mrel 5,15 1,56 1,34 1,21

En este caso, se obtuvo un 72 % de producto no dializable, con
un poder rotatorio de 49,3°, viscosidad intrinseca 0,14 y 26,4 % de sulfato
(expresado como SO3K); su diagrama de elucién en Sephadex G-25 (con NaCl

0,5 M de solvente) indicd un Gnico pico en el volumen de exclusién (Fig.21).

Este producto se sometid posteriormente a espectroscopia de RMN de 13C (ver

mids adelante).
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Figura 21. Cromatografia en geles de Sephadex G-25 con NaCl 0,5M del
carragenano autohidrolizado no dializable.



Finalmente se efectud una autohidrdlisis a 60°, pero llegando
hasta constancia, obteniéndose los resultados que se aprecian en la

Tabla 64.

TABLA 64. Autohidrdlisis del carragenano a 60°,

Tiempo (h) 0 1 2 3 4 5 6 8 10 16

M rel 11,36 2,49 1,44 1,27 1,13 1,12 1,11 1,04 1 1

P.M. 33000 6700 2000 2000 1900

E1 peso molecular 1lega cerca de 2,000; originalmente el producto
contenia 6,4 % de 3,6-anhidrogalactosa, por 1o cual el peso molecular
promedio de cada unidad que contiene un residuo de 3,6-anhidrogalactosa
es de 144/0,064= 2.200. Esa concordancia entre ambos valores permite
suponer que la ruptura verificada es la 3,6-anhidrogalactosidica, que,

como se sabe, es la mas 1abil.

AUTOHIDROLISIS DE UN PRODUCTO RICO EN 3,6-ANHIDROGALACTOSA

A fin de calcular la constante de velocidad de la reaccibn, y
comprobar que ésta se verifica por ruptura de la unién 3,6-anhidrogalac-
tosidica, se sometié a autohidrélisis (de aqui en mds, a 60°) a la
fraccion insoluble a una concentracidon 0,125M de cloruro de potasio,
resultante del tratamiento alcalino del carragenano de Iridaea

11,126 (

undulosa TTI, cedida por 1a Dra.M.C.Matulewicz), que contenfa
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25,5 % de 3,6-anhidrogalactosa (relacién molar galactosa:3,6-anhidrogalac-
tosa:sulfato de 1,00:1,03:1,58), 1o que implica un peso molecular por cada
unidad de 3,6-anhidrogalactosa de 570 (promedio). Los resultados obteni-

dos en esa autohidrélisis pueden aprecjarse en la Tabla 65.

TABLA 65. Autohidrélisis de un carragenano rico en 3,6-anhidrogalactosa

Tiempo(h) P.M. Ag,ﬁ_ahg Tiempo(h) P.M. A§’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

qabsorbancia debida a la 3,6-anhidrogalactosa multiplicada por el factor
de dilucidon, luego de reducir con borohidruro de sodio.

Ademds de l1a determinacion de los pesos moleculares sobre las
alicuotas, una porcidén se neutralizdé con carbonato de calcio, se redujo
con borohidruro de sodio y Tuego se determiné la 3,6-anhidrogalactosa

. 2 . . . e . 261 .
por reaccion con resorcinol-acido clorhidrico™ . Ya que no se obtiene
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color por reaccidon del 3,6-anhidrogalactitol con el reactivo, la absorcion
se debe (nicamente a la 3,6-anhidrogalactosa no reducida, es decir aquella
que presenta unidon glicosidica; por ende, la disminucion de esa absorcidn
esta originada en la ruptura de uniones 3,6-anhidrogalactosidicas.

A las 7,5 horas de autohidrélisis se separd parte de la mezcla de
reaccidén y se aisl1é tras neutraljzacidn,el carragenano TTIm (rendimiento,
82 %), en el cual se habia perdido ~v15 % del sulfato original (relacién

molar galactosa/sulfato de 1:1,32).

Deduceidn cinética

Si MO, Mt Y Moo son los pesos moleculares inicial, al tiempo t y
al tiempo infinito, respectivamente (este Gltimo deberfa ser tedricamente

jgual a m, el peso molecular de cada unidad), y Ug ¥ Uy son el ndmero de

t
uniones labiles inicialmente, y escindidas al tiempo t, respectivamente,

por largo de cadena medio:

du
_t k (uy - u,) n)
dt 0 t
pero Uy My _ 2 up = My (3]
Moo M
t
Entonces, de [1] , IZJ y [3]
dt Moo Mt



Diferenciando [3] 2
dut = - (MO/Mt ). th (5]
De (4] y (5]
’&)_ % = k hb _ M_O (6]
Mt2 dt Meo Mt
o bien % -k Mt2 _ Mqut) (7]
Integrando Mt
t = My M, 8]
k 2
My (M - MM, )
0 sea que 1- !E?
Mo
In m kt (9]
1 -
My

En los casos en

(=
s

que M, > Me

kt

2|
14
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» la ecuacién puede aproximarse

(101

De la ecuacién [9] se desprende que de una grdafica de

-1n (1 - M.,/Mt) en funcidn del tiempo, si la ruptura verificada es de

primer orden y existe un Gnico tipo de uni6én 1abil, debe obtenerse una



recta cuya ordenada al origen es -In (1 - Meo /Mo), término que es
aproximadamente igual a MCQ/MO, lo cual en muchos casos es cercano a cero,

y pendiente k, la constante de velocidad de 1a reaccion.

Cdleulo de E eonstante @ veloecidad Zf

Puede observarse en la Tabla 65 que los valores de pesos molecu-
lares de los productos obtenidos en los Gltimos tramos de la autohidrdlisis
se muestran aproximadamente constantes. E1 promedio de los mismos es 734,
y como tal se ha tomado el My . Ese valor no se encuentra muy lejos del
m tebérico 570, y es 16gico - con esos datos - considerar que las rupturas
verificadas fueron 3,6-anhidrogalactosidicas. Debemos tener en cuenta,
ademds, 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 dcidas,
es decir un grdfico de 1n [(Ao -AL) / (At - A,;)] , donde A son
los valores de absorbancia ya informados. En la Tabla 66 pueden

apreciarse los valores que toman esos pardmetros a distintos tiempos.



TABLA 66. Parametros para el cdlculo de k.
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Tiempo (horas) -In(1- QT") 'In(:0 - 2“’
¢ - Aw

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 S 1,125
24 2,851 2,858
28 S 1,362
32,5 = 0,536
42 2,698
4n.= 5,19 y A..=0,66.

0
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En la determinacién de k por disminucion de pesos moleculares,
que brinda mayor seguridad, s6élo puede aprovecharse el grafico para las
primeras 11 horas, ya que luego el peso molecular tiende a tornarse
constante, y el error en el valor del logaritmo crece infinitamente.

Cuando se graficaron los resultados obtenidos (Fig.22) se
obtuvo una recta bastante bien ajustada, pese a existir una anomalia:
la recta no parte del origen, 1o que indicaria la existencia de un
"tiempo de induccion" para la reaccién, de 20-30 minutos.

2

La pendiente de la recta ( o sea el valor de k) es de 8,84.10™°,

1o que indica una vida media (t1/2= In 2/k) de 7,8 horas.

~Iln

& T

)

0.6}

0.2

A, A

0 é Z 6 8 10 horas

Figura 22. Determinacidon de la constante de velocidad de autohidrélisis
del carragenano tratado TTI.
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La determinacidon de k considerando la ruptura de uniones 3,6-anhi-

drogalactosidicas presenta un cimulo de dificultades experimentales que

provocan grandes oscilaciones entre tubo y tubo. Sin embargo, descartando

los puntos muy alejados puede efectuarse el grdfico y obtenerse una 1inea

8.10’2 indica una vida media

de 8,7 horas considerando todos los puntos, o una pendiente de 8,14 . 10"2

recta (Fig.23) cuya pendiente (igual a k) de

ln
A -A. *
Ak —Aw

2,5

1.5 s/
Vs

»
N

0,5‘ V4

&

A

12
TIEMPO

16 20
(horas)

24

28

Figura 23. Determinacidén de la constante de velocidad de ruptura de uniones
3,6-anhidrogalactosidicas del carragenano tratado TTI; (----1 con-
siderando todos los puntos; (—) considerando la primer parte.



(vida media de 8,5 horas) considerando el grdfico en su primer parte, o
sea hasta las 13 horas.

La similitud de ambos valores llevaria a la conclusién 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 1os diagramas que se

aprecian en la figura 24.
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0 10 20 30 40 50 50 mil

VOLUMEN DE ELUCION

Figura 24. Cromatografia en geles de Sephadex G-25 con NaCl 0,5M de los
carragenanos autohidrolizados (—) TTIm y (----) TTIf.

Se observa que el producto TTIm se incluye en la columna,

dando una serie de picos cuya envolvente es una "gaussiana", tipica de



una degradaci6n al azar.

En cambio el producto TTIf da un pico

principal que seguramente comprende el disacdrido "ideal" y otro pico

menor que corresponde a una entidad mayor, que probablemente contiene

"kinks" no modificables en

un tetrasacdrido.

AUTOHIDROLISIS DEL CARRAGENANC SOLUBLE C

medio alcalino y podria ser fundamentalmente

Se efectud del modo habitual, a 60°, con una fraccién que

contenia 7,6 % de 3,6-anhidrogalactosa (PM promedio de cada unidad de

1.900). Los valores obtenidos pueden observarse en la Tabla 67.

TABLA 67. Autohidrélisis del carragenano C.

Tiempo (horas) " rel P.Molecular ln((l-Mn/MO)/(l-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

@ ML= 2.100
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E1 rendimiento del producto final aislado fue del 68 %; del
gréfico de ln((l—M»/MO)/(l—Mm/Mt)) versus tiempo se obtiene una recta
(Fig.25) cuya pendiente de 0,053, da una vida media de 13,1 horas, lo
cual estda por encima del valor antes obtenido, pero la diferencia no es

lo suficientemente grande para justificar otro tipo de ruptura.

) ln
1 - M/M,]
{1 - MQ/M{J
//
///
0,5F /,’//
/’
-
e
7~
~
-
<
5
3 /./
L’/ a 1 A 1 N 1
4 8 12

TIEMPO (horas)
Figura 25. Determinacion de la constante de velocidad de autohidrdlisis
del carragenano C.

AUTOHIDROLISIS DEL CARRAGENANO SD

La fraccién SD contenfa 6,8 % de 3,6-anhidrogalactosa (Tabla 42),
lo que indica que el valor tedérico de Mw deberia ser de 2.100. Los
resultados de la autohidrélisis de esta fraccifén, cuyo producto final se

ais1é con un rendimiento del 68 % se aprecian en la Tabla 68. El1 conte-
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nido de sulfato decreci6 en un 30 % ( la relacién molar galactosa/sulfato

pasé a 1:0,86).

TABLA 68. Autohidrdlisis del carragenano SD.

a b c
Tiempo (h) 1)re1 P.Mol. -1n (1- %i% A3,6-ahg ]n(%QE%fq
A=
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

b

%Meo= 1.690 . CAbsorbancia debida a la 3,6-anhidrogalactosa unida.

A= 0,144 y Ag= 0,486.

Se observa un notorio decremento del peso molecular y la visco-
sidad; el valor final del peso molecular resulté algo inferior al
esperado, pero la diferencia fue pequeha, y no permite conjeturar sobre
la existencia de rupturas diferentes a las ya establecidas. E1 grdfico

de -1n (1- Moo /M, ) vs. tiempo se observa en la figura 26.
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-ln

&

5 10 15
TIEMPO (horas)

Figura 26. Determinacidn de la constante de velocidad de autohidrdlisis
del carragenano SD.

Nuevamente se aprecia la existencia de un corto perfodo de inducciédn
para la reacci6n, a Juzgar por la suave curva a comienzo de la misma. La
pendiente de la recta obtenida ( k ) fue de 0,079 e indica una vida media
de 8,7 horas, similar a la ya obtenida para el producto TTI.

Si se consideran los datos referidos al 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-
menta! del método. Sin embargo, si se descartan los puntos muy dispersos
respecto de una recta que pasa por el origen y se calcula la pendiente de
la misma utilizando los valores correspondientes a 13 25 4,5 3 12;

16 y 30 horas :

Pendiente = A, - Ag = _100,2 = 0,079

L 1265,2

Z(ti)z

E1 valor obtenido es exactamente igual al hallado por el otro

método.

AUTOHIDROLISIS DEL CARRAGENANO ID

Podria haberse supuesto que dada la baja proporci6n de 3,6-anhi-
drogalactosa de la fracci6n ID (0,8 %, Tabla 42) su autohidr6lisis iba a
progresar en forma muy lenta y los fragmentos obtenidos seguirian siendo
de alta viscosidad, con lo que el método seria de poco provecho; pese a
ello se efectu6 la autohidr6lisis. E1 My, tedrico con ese contenido de
3,6-anhidrogalactosa, deberia ser de 18.000, es decir un valor del orden
del de polimeros naturales, como el del carragenano SD intacto.

En 1a Tabla 69 se muestran los resultados obtenidos. Curiosamen-
te puede apreciarse como la viscosidad relativa se ha reducido en forma
considerable, pasando a 1la tercera parte de su valor en sélo 2 horas;

ese dato indicaria que el pequefio porcentaje de 3,6-anhidrogalactosa
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TABLA 69. Autohidrélisis del carragenano ID

Tiempo (h) ‘ﬁre] Peso molecular -In (1 - M,‘,/Mt)a
0 3,16 70.000
2 1,24 68.000 0,178
7 1,02 49,000 0,257
14 1 17.700 0,986
23 1 13.300 1,799
36 1 11.100 0
q = 11.100.

estaba integrando partes centrales de cadena y no Unicamente bloques de
polisacaridos contaminantes, es decir que tanto la pequefia porcién um-,
como la mayor X- que la integran presentan una pequefia proporcién de
3,6-anhidrogalactosa cuya distribucidén es estadistica. E1 peso molecular
decrecid por debajo del valor esperado, y el sulfato, tal como en los
productos anteriores, disminuyé notoriamente ( ~ 25 %), pasando la
relacion molar galactosa/sulfato a 1:0,%2.

E1 grdfico que permite calcular la constante k se aprecia en
la Figura 27. Pese a la presencia de unos pocos valores, y a la relativa
dispersién de los mismos (en especial los primeros, en los cuales la deter-
minacién del peso molecular tiene mis error), puede apreciarse la existencia
del ya citado periodo de induccion; la recta mds ajustada para los puntos
tiene una pendiente de 0,087, que indica una vida media de 8,0 horas, si-

milar a las obtenidas anteriormente.
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Figura 27. Determinacion de la constante de velocidad de autohidrélisis
del carragenano ID.

CONCLUSION

De los datos anteriormente obtenidos se desprende que la auto-
hidr6lisis a 60° es un método que permite.romper selectivamente las unio-
nes 3,6-anhidrogalactosidicas, en una reaccién que es de primer orden
respecto de la concentraci6n de uniones de ese tipo, y cuya constante de
velocidad es de 0,079-0,088 (vida media de 7,8-8,7 horas).

Pese a que dentro del error experimental los valores obtenidos
fueron similares, debe considerarse que las pequefias diferencias entre
las mismas pueden deberse a las distintas caracteristicas del material

ya que es de suponer que tenga influencia sobre la velocidad de reaccidn
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la concentracién local de acido, que depende de la distribucién y can-
tidad de grupos sulfato en la zopa de la unidn glicosidica. Si bien
ese factor ha sido considerado constante, y por 1o tanto incluido en
la constante k, podria presentar algunas variaciones, con lo cual la
reaccion seria, mds bien, de seudo-primer orden. Se evidenci6 adem&s
una considerable ( ~v 25 %) pérdida de sulfato, que fue mayor en los
productos "solubles".

La filtracidn en geles de Sephadex G-25 de los carragenanos
C, SD e ID autohidrolizados se observa en la Figura 28. Los diagramas
de elucibn de C y SD son similares, con un pico importante en el volumen
de exclusidn de la columna, pero también con dreas anchas en la zona
que se incluye en la columna, inclusive 1legdndose a resolver como
picos. La zona incluida es de mayor importancia en SD que en C, tal
como era de esperar dado su mayor contenido de 3,6-anhidrogalactosa ini-
cial; el producto ID prdcticamente no se incluye en el gel, aunque
"presenta zonas que si 1o hacen, pero en menor magnitud que en los casos
anteriores, lo cual confirma la existencia de polimeros separados de
tipo M-, mas ricos en 3,6-anhidrogalactosa, que llegan a resolver un
pequefio pico, y una zona amplia en la cual la distribuci6n de 3,6-

anhidrogalactosa puede ser estadistica,
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Figura 28. Cromatografia en geles de Sephadex G-25 con NaCl 0,5M

de los carragenanos C, SD e ID.
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13

ESTUDIOS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE "~C

Como se ha explicado en el capitulo V de esta Tesis, la viscosi-
dad de las soluciones de polisacdrido hace que la determinacidon de los

13C se vea dificultada debido al ensanchamiento de

espectros de RMN de
las sefiales correspondientes. Sin embargo hay dos respuestas diferen-
tes para el problema, ambas basadas en reducir la viscosidad de las
soluciones concentradas de polisacadrido. Una forma es efectuar el
espectro a alta temperatura (80-95°), y la otra, buscar un método
degradativo que permita obtener fragmentos representativos de la
estructura original, y cuyas soluciones sean poco viscosas. Como ya
se describi6 a partir de la pagina 182, en este trabajo se utilizé el
método de autohidrdlisis, mediante la cual se rompieron selectivamente
las uniones 3,6-anhidrogalactosidicas y la pérdida de sulfato, si bien
fue significativa, nunca superé el 30 %.

Las determinaciones espectroscopicas se efectuaron en un

13; una frecuencia de 25,2 MHz.

equipo de 100 MHz, 1o cual implica, para
E1 dngulo de pulso utilizado fue de 90°, tal como es habitual en molécu-
las que contienen carbonos cuyo tiempo de relajacidn es bajo; el

tiempo de adquisicién de datos fue de 0,8 segundos (mdximo posible) sin
demora entre pulsos. En todos los casos, dada la amplia variedad de

carbonos, y pese a que la concentracién de material fue de 90 mg/ml,

se hicieron imprescindibles alto nimero de pulsos (90.000-300.000).
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AMPLIACION DE LOS DATOS DE LITERATURA

La interpretacién de Tos espectros a obtener requiere las
asignaciones de las resonancias de compuestos modelo; en el capitulo
V se presentaron 1os estudios realizados al respecto, que bdsicamente
corresponden a 1os productos ricos en 3,6-anhidrogalactosa, como K-,
L-carragenanos, sus productos hibridos o exentos de sulfato. En
cambio, no se ha %nfonmado acerca de las asignaciones de productos
"solubles" del tipo de M- 0 l—carragenanos, salvo un derivado
desulfatado de este Gltimo74’83; los autores puntualizan las dificul-
tades en la interpretacidon o en la obtencion de espectros de productos
naturales de la familia A-. Para la interpretacidn de espectros era,
por 1o tanto necesario ampliar la informacibn obtenida hasta el momento.

Se consider6, en primera aproximacidn, que los efectos de los
distintos grupos sulfato sobre los carbonos del ciclo son aditivos; se
aplicaron dos formas distintas de calculo, dependiendo del tipo de
unidad a asignar. El método (a), que utiliza dnicamente comparaciones
con las asignaciones ya efectuadas a carragenanos (Tabla 16, pag. 76 ) se
considera mds seguro. Este método se emple6 , por ejemplo, para calcular
las asignaciones de un residuo enlazado por la posici6n 3- de B-galactosa
4-sulfato ubicado entre oc-galactosas, caracteristico de Ji-carragenanos;
se tom6 como base a la unidad F de 1a Tabla 16, o sea la B-galactosa ubi-
cada entre oc-galactosas; a las asignaciones de esa unidad F se le sumé
la diferencia entre las asignaciones de las unidades A y E, que correspon-
den a galactosas ubicadas entre 3,6-anhidrogalactosas, sulfatada en C-4 y

no sulfatada, respectivamente (Tabla 16). También pudo utilizarse este
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método para calcular la asignaci6én de una unidad 4analoga a la anterior,
pero sulfatada en C-6, sumandole a las asignaciones de la unidad F las
diferencias entre las de las unidades D y E (Tabla 16).
E1 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 o(- y P-galactosas sulfatadas en distintas posiciones y los de los
correspondientes monosacéridos169 (Tabla 14). Esas diferencias de despla-
zamiento debidas a la presencia de grupos sulfato se sumaron a los despla-
zamientos de 1os 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 posicién 3- de
p-galactosa 2-sulfato ubicado entre oc-galactosas, caracteristico de \-
carragenanos, se volvid a tomar como base a la unidad F de la Tabla 16,
y se sumb6 a la misma la diferencia de asignaciones entre la B-galactosa
2-sulfato y la B—ga]actosaleg. E1 mismo método se utilizé para calcular
los desplazamientos de unidades similares pero disulfatadas en C-2 y C-4,
en C-2 y C-6, 0 en estos dos residuos y el anterior, pero cuando se
hallan entre unidades 3,6-anhidrogalactosidicas, y para unidades de «-
galactosa unida por la posicidon 4- y sulfatadas en C-2, C-6 6 en C-2 y C-6
ubicadas entre B-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 como base el carragenano
totalmente desulfatado o bien utilizando como base el carragenano con uno
de esos grupos sulfato, dato que fue informad083; en este dltimo caso
1o 1lamamos método (b'); por otra parte los desplazamientos de los

carbonos de esas mismas unidades, pero ubicadas entre residuos de oC -
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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
sumando el efecto del sulfato 2- (por el método (b)) sobre la unidad
monosulfatada que previamente se habfa calculado por el método (a). A
esa combinacion de métodos se la denominémétodo (c).

En todos los casos se consideran aditivos Tlos 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.

Debe considerarse que en los espectros que luego se detallaran
se ha encontrado una diferencia constante de +0,6 ppm con los datos de
Usov y co].83; esa diferencia ya se ha incorporado a la Tabla 70, en
la que pueden apreciarse los desplazamientos de diferentes unidades
calculadas que amplian los datos de literatura.

Puede observarse en la Tabla que hay algunas unidades cuyos
desplazamientos se calcularon por dos métodos distintos. En To que
respecta a las unidades contiguas a la que se estudia, si bien en los
primeros casos se ha puesto genéricamente "&-galactosas”" y en los
d1timos " B-galactosas” es de suponer que la sulfatacion de esas
unidades pueda producir alguna variacion en la que se estudia. Por
analogia con las diferencias que produce la sulfatacién de una unidad
de 3,6-anhidrogalactosa sobre la galactosa vecina, puede suponerse que
el efecto mayor se producird cuando la unidad de o -galactosa anterior
a la que se estudia (es decir, la mas préxima al extremo no reductor)
estd sulfatada en C-2, produciendo un desplazamiento campo arriba del
C-4 que es dificil de evaluar, pero que seguramente rondard 1-2 ppm
cuando ese carbono se encuentre sulfatado, y serd menor cuando no lo

esté. Esa influencia, en menor medida puede 1legar a extenderse hasta

el carbono anomérico.
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En 1o que respecta a las unidades de oC-galactosa estudiadas es
probable que un sulfato sobre C-4 de la unidad de -galactosa vecina
desplace en aproximadamente 0,5 ppm a campos mds bajos a la sefial de C-1
de las unidades XV, XVI 6 XVII (Tabla 70) por analogia con lo que ocurre
con las 3,6-anhidrogalactosas correspondientes. E1 efecto de un sulfato
sobre C-2 de l1a unidad vecina resulta mas dificil de evaluar, pero es
probable que tenga 1a misma direccion, y su magnitud sea del mismo orden.
E1 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 10 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 serd similar al ya estudiado en el cambio K- —» (-,
es decir un desplazamiento de 2 ppm a campos mas altos del C-4 y de 0,2
ppm a campos mds altos del C-1.

83 modificados en 0,6 ppm y expresados

Los datos de literatura
como en 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 cuendo las unidades anterior y posterior a 1a que se estudia
no son iguales, el efecto que produce la posterior (la mds cercana al
extremo reductor) generalmente se verifica sobre el C-1 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. AsfT,
por ejemplo, para una unidad de 3,6-anhidrogalactosa cuya unidad poste-
rior de galactosa estd sulfatada en C-4, y cuya anterior no porta sulfato,

el desplazamiento de C-1 es igual al de la unidad XIX, mientras que los

del resto de los carboros son iguales a los de la unidad XVIII(Tabla 71).
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De Ta misma forma, para una unidad de galactosa 4-sulfato cuya

unidad anhidrogalactosidica posterior porta sulfato en C-2, y cuya

anterior no lo porta, los C-1 y C-2 presentan el desplazamiento de la

unidad XII y el resto los de la XI Andlogamente una unidad de 3,6-

anhidrogalactosa cuya galactosa anterior esta sulfatada en C-6 y cuya

posterior estd sulfatada en C-4, presentard su C-1 como si estuviera

entre las sulfatadas en C-4 (unidad XIX) y sus C-2—C-6 como si estu-

viera entre sulfatadas en C-6 (unidad XXI).

UTILIZACION DE UN PROGRAMA DE COMPUTADORA

Con los datos habidos, de literatura y calculados (Tablas 70 y 71)

era posible comparar cada espectro obtenido. Sin embargo, dado lo traba-

joso del mismo, se disefi6 un programa que cumpliera dos finalidades: a)

comparar individualmente cada senal obtenida con las asignaciones tabu-

ladas y b) agrupar 1los picos comparados por unidades, y dar un porcentaje

de acuerdo del espectro con cada tipo de unidad.

E1 programa CARRAG.FOR se efectud en el lenguaje FORTRAN IV, y

se utiliz6 la computadora recientemente adquirida por la Facultad para

su compilacién y ejecucién. E1 listado del programa es el siguiente:

100
200
300
400
500
600
700
800
900
1000
1100
1200
1300

O~V &N

DIMENSION G(25,6),D(40),DELTA(25,6,40),AG(25,15),PR(8)

OPEN (UNIT=7,NAME="'CARRAG.DAT' ,TYPE="'0OLD")

OPEN (UNIT=8,NAME="'CARRAG.RES', TYPE="'NEW')

WRITE(8,10)
DATA(G(I,1),I=1,21)/105.4,2%103.8,2%103.9,105.4,105.5,103.1,
2%101.5,101.6,103.1,102.9,103.2,96.8,95.,95.1,96.9.95.2,95.7,92.7
,95.2/,(G(1,2),1=1,21)/71.2,79.4,2%79.2,2%70.9,70.8,79.,2%78.7,
70.5,70.6,70.5,69.8,77.2,77.1,69.7,70.5,70.3,76.,70.3/,(G(1,3),
1=1,21)/79.6,78.5,76.9,78.3,78.,79.4,81.,79.9,78.3,79.7,2%79.4,
80.8,71.5,69.5,69.3,71.2,78.7,78.9,78.5,79./,(G(1,4) ,I=1,21)/
66.3,66.4,74.1,66.1,74.,66.,66.9,67.,74.7,66.7,74.6,72.6,66.6,
79.1,79.3,79.1,78.9,79.9,2%79.7,80./,(G(1,5),1=1,21)/2%76.,75.5,
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

15

16

35
45

100

130

150

200
10

20
25
26
28
27
50
110
160

9 4%77.4/,(G(1,6),1=1,21)/61.8,2%61.7,67.5,61.8,67.6,61.9,2%61.8,
0 67.6,2%61.9,67.7,62.1,62.,68.5,68.6,70.1,3%70./

DO 15 K=1,40

DO 15 J=1,6

DO 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)

DO 100 K=1,N

WRITE(8,27) D(K)

DO 100 J=1,6

DO 100 I=1,21

IF (I.GE.2.AND.I.LE.6) GO TO 35

IF (I1.GE.8.AND.I.LE.10) GO TO 35

IF (I.GE.15.AND.I.LE.17) GO TO 35

IF (J.EQ.1) GO TO 35

EPS=. 31

GO TO 45

EPS=1.01

IF (ABS(G(I,J)-D(K)).GT.EPS) GO 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)

DO 200 I=1,21

DTOT=0.

DO 150 J=1,6

DEL=1.

DO 130 K=1,N

IF(DELTA(I,J,K) .GE.DEL) GO TO 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 (1H ,15X,'ASIGNACION DE SENALES DE RMN C-13 DE CARRAGENAN
108")

FORMAT (15A4)

FORMAT (5X,12,8A4)

FORMAT(7X, 'ESPECTRO DE:',8A4)

FORMAT(12F6.1)

FORMAT(2X,FS.1,3X, 'PUEDE CORRESPONDER A')

FORMAT(9X, 'CARBONO ',I1,' DE ', 15A4)

FORMAT(1H /15X, 'PORCENTAJE DE SIMILITUD CON VALORES TABULADOS'/)
FORMAT(5X,'CON ',15A4,': ',F5.1,' %')

STOP

END
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Este programa busca los datos correspondientes en el archivo
CARRAG.DAT, que contiene una serie de datos fijos, que son 1os nombres de
las veintildn unidades diferentes, y otra serie de datos variables, que
son dependientes de cada espectro obtenido: el nimero de picos, el
nombre del producto y los desplazamientos quimicos de los picos. EIl

archivo CARRAG.DAT tiene la 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

1100 3) -BETA-GALACTOSA-4-SULFATO ENTRE 3, 6-ANHIDROGALACTOSAS
2100 4)-3,6~-ANHIDROGALACTOSA ENTRE GAL-6-SULFATO

y luego, a continuacién, los datos variables, por ejemplo:

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

Como ya se ha expresado, el programa cumple dos funciones: en la
primera, hasta la sentencia 4100 compara cada uno de los picos incégnita
con los datos de las Tablas 70 y 71; cada pico es cotejado contra todos
los datos, y es listado en los siguientes casos:
a) para los datos de Usov83, cuando su diferencia es menor o igual a 0,3 ppm.
b) para datos calculados, cuando su diferencia es menor o igual a 1 ppm.
c) para todos los datos de carbono 1, cuando su diferencia es menor o
jgual a 1 ppm.
Este Gltimo caso se efectud considerando que en el C-1 suele haber

diferencias de desplazamiento mayores, debidas a las influencias de las



unidades vecinas.
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De esa forma, en el archivo CARRAG.RES se obtiene

la 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-6-SULFATO

ENTRE ALFA-GALACTOSAS
ENTRE ALFA-GALACTOSAS
ENTRE BETA-GALACTOSAS
ENTRE BETA-GALACTOSAS

A partir de la sentencia 4200 comienza la segunda parte del pro-

grama, titulada "PORCENTAJE DE SIMILITUD CON VALORES TABULADOS", que

efectia la integracidon de 1o antes evaluado, es decir en cuanto se

aproxima el espectro a cada unidad.

Para ello se utilizé el siquiente artificio matemdtico:

a) Se definié una variable DELTA(I,J,K) = lG(I,J)-D(K)I / (2 x EPS),

donde I, J y K son los subindices que se refieren a la unidad (I varia

entre 1 y 21), el nimero de carbono (J varia entre 1 y 6) y el nimero

de pico incégnita (K varia entre 1 y N, donde N es el nimero total de

picos incbégnita), respectivamente;

los G son los datos tabulados y los

D los datos de los picos del espectro, y EPS vale 0,31 para las unidades

registradas en literatura y 1,01 para las calculadas. Esta igualdad

s6lo es valida cuando

prefijado, en caso contrario DELTA(I,J,K)=1.

el pico entra dentro del rango de error

b) Para cada unidad y cada carbono, se buscdé entre todos los picos del

espectro aquel que tuvo el DELTA mds chico, es decir el que esté mas

cerca, y se lo igualé al pardmetro DEL (de no haber picos dentro del

rango fijado, DEL= DELTAmax=1)‘

c) Se evalué el DEL para cada carbono, obteniéndose para cada unidad el

6
parametro DTOT = ZiDELj

Jxl
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Obsérvese que, para cada unidad, el valor DTOT seria igual a cero
si existiera perfecta coincidencia del espectro incégnita y el tabulado,
y seria igual a 6 cuando no exista ninguna coincidencia, Con un sencillo
paso aritmético se 1o puede llevar a porcentaje de similitud:

PCEN = (1 - DTOT/6) x 100, Una vez obtenido el PCEN para la unidad,

este se escribe en el archivo CARRAG.RES, y el trabajo se repite para

cada una de las veintidn unidades. La respuesta queda en la forma:

19200 PORCENTAJE DE SIMILITUD CON VALORES TABULADOS

19300

19400 CON 3)-BETA-GALACTOSA ENTRE ALFA-GALACTOSAS 39.2 %
19500 CON 3)-BETA-GALACTOSA-2-SULFATO ENTRE ALFA-GALACTOSAS 70.1 %
19600 CON 3)-BETA-GALACTOSA-2,4-DISULF ENTRE ALFA-GALACTOSAS 88.4 %

De este modo se obtienen datos de similitud, que si bien no pueden
compararse en forma absoluta entre si, ya que aquellos calculados (Tabla
70) presentan porcentajes de acuerdo mds altos, dada la forma de cdlculo
que los registrados en literatura (Tabla 71), la comparacién puede
efectuarse en forma relativa, permitiendo asi determinar mds rapidamente

algunos datos estructurales,

ESPECTROS DE LOS CARRAGENANOS TTI DEGRADADOS

13

Se determinaron los espectros de RMN de “~C de los productos

resultantes de la degradacién autohidrolitica del carragenano tipo K-
(ver pagina 187 ), obtenido por tratamiento alcalino del carragenano de
Iridaea undulosa y posterior precipitacidon con cloruro de potasio

11,126

0,125M , en una etapa media de degradacién (TTIm) y en el estado
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final (TTIf), es decir de hidrélisis mdxima; también se obtuvieron los
espectros de los productos resultantes de la reduccién con borohidruro

de sodio de los carragenanos anteriormente citados (TTIm-R y TTIf-R).

Los espectros de los productos TTIm y TTIm-R pueden apreciarse en la
Figura 29; los de TTIf y TTIf-R en la Figura 30; los valores de despla-
zamiento quimico correspondientes a los cuatro espectros se encuentran en

la Tabla 72.

TABLA 72. Desplazamientos quimicos de los picos principales obtenidos
en los espectros de RMN de 13C de los productos de
autohidrdlisis del carragenano TTI8.

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) 77,8(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) 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

3pbreviaturas: f=fuerte; m=medio; d=débil; md=muy débil; h= tiene hombro/s.
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Figura 29. Espectros (25,2 MHz) de RMN de "“C de los carragenanos TTIm-R y

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
TTIm contiene mas sefiales que las doce caracteristicas del K-carragenano

“idea1 "8 (

Tabla 71, unidades XI y XIX).

De las comparaciones puede considerarse que:
Zona anomérica . la sehal partida a 103,0-103,1 ppm corresponde al C-1
de unidades de f-D-galactosa 4-sulfato (G-1) unida a 3,6-anhidrogalactosa;
la particion de la misma se 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 asignacién efectuada. Las otras dos sefales
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-1 y AS-1), unidas a residuos de galactosa 4-sulfato,
en concordancia con los valores informados para carragenanos de tipo K-/ (-
(Tabla 71). De acuerdo con los datos consignados en la Tabla 70, las
otras sefnales menores a 97,1 y 94,7 ppm podrian representar "kinks"
producidos por o« -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 posicidén 4- es inconsistente con el tratamiento alcalino efectuado
a la fraccion. La pequefia senal a 92,7 ppm, apenas separada de la
correspondiente al C-1 de 3,6-anhidrogalactosa 2-sulfato unida a
B-galactosa 4-sulfato, podria indicar la presencia de unidades de ese tipo,
pero con un azicar enlazado diferente, como podria ser una f-galactosa 2-

sulfato, que caracterizaria algdn pequeno bloque de carragenano de tipo A-

tratado.
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Zona C-2—C-&: De acuerdo con la nomenclatura ya empleada (G , Ay
AS para las unidades XI, XIX y XX, caracteristicas de K-carragenano las
dos primeras, y de L-carragenano la tercera), y a los datos de litera-

82’83, puede interpretarse que la sefial a 79,7 ppm corresponde a

tura
A-4 y AS-4; 78,9 a A-3 y/o G-3; 78,3 a AS-3 6 algln kink (C-2 de B-
galactosa sulfatada en C-2, C-4 de o-galactosa, etc.); 77,4 ppm, el pico
mds alto, a A-5 y AS-5; su hombro a 77,1 ppm podria tener el mismo origen
o podria derivar de kinks como C-2 de «-galactosa 2-sulfato, 6 C-3 de

una B-galactosa 4-sulfato ubicada entre oc-galactosas; 75,7 ppm a AS-2;
75,4 ppm a G-5; los picos a 74,2 y 72,6 ppm son de mds dificil asignacién
pero si bien no se ajustan exactamente con los datos de literatura,
podrian corresponderse con el G-4 de K- y ( -carragenanos, La senal a
71,6 ppm deberia corresponder a kinks del tipo de C-2 de B-galactosa unida
a galactosa, C-3 de oc-galactosa 6 C-5 de oc-galactosa o su derivado
sulfatado en C-2. La sefial a 70,1 ppm puede asignarse a A-2; la de

69,9 ppm a A-6 y AS-6. Todas las asignaciones de las sefales que
sugeririan la presencia de kinks se obtuvieron en base a los datos de la
Tabla 70.

Zona primaria : La senal a 61,8 ppm corresponde a G-6, mientras que la
pequena senal a 67,1 ppm podria indicar parcial sulfatacidén del C-6, lo
cual, dado el tratamiento alcalino no puede corresponder a galactosas
unidas por la posicién 4-; esta sefial podria provenir de unidades de
B-galactosa 6-sulfato enlazada por la posicidén 3-, cuya presencia se
determiné en los estudios de metilacién (pag. 168); dicha unidad habfia
sido detectada en el polisacarido de Phyllophora nervosa82’83.

Espectro del producto TTIm-R: La observacidon de la Tabla 72 y 1a Fig.29

indican que no existen grandes diferencias entre los espectros del productc



sin reducir y el reducido, salvo la aparicién de un pico partido a
63,7-63,6 ppm, evidentemente correspondiente a un carbono primario, y que
deriva del C-1 de la un%dad terminal reductora por el tratamiento con
borohidruro. La particién de dicha senal podria originarse en la
presencia y ausencia de sulfato en el C-2 de la correspondiente unidad
3,6-anhidrogalactosidica. Llama la atencidn, sin embargo, la alta
intensidad del pico considerando que en el espectro de TTIm (Fig.29),
practicamente no aparece la sefial correspondiente al C-1 de la 3,6-
anhidrogalactosa terminal reductora. En parte, ese efecto podria
originarse en el conocido crecimiento de las sefiales de carbonos
primarios dada la disminucién de su tiempo de relajaci6én, y ademds a que,
tal vez, las sefnales de los C-1 libres aparezcan con menor intensidad

que el resto de las sefiales, por tener un mayor tiempo de relajacion,

tal como parece ocurrir con los carbonos anoméricos enlazados; sin
embargo, el efecto observado es demasiado grande como para tener ese
unico motivo. Otras pequefias diferencias con el espectro de TTIm son

un corrimiento constante de 0,1 ppm y algunas alteraciones en las inten-
sidades relativas de las sefiales, como por ejemplo el crecimiento de 1la
que corresponde a G-5 (75,3 ppm) y de los picos menores a 76,6 y 73,6 ppm.
Conclusidén : Al observar los picos ubicados en la zona anomérica del
espectro del carragenano TTIm, puede observarse que la relacifon de dreas
de los carbonos anoméricos que presentan unidn B- a los que presentan
unidn «- es aproximadamente 1:1, a pesar que algunas uniones o -, las
3,6-anhidrogalactosidicas se rompieron a causa de la autohidr6lisis; esa
relacién es coherente con la postulada alternancia de uniones o-(1-—3) y
B-(1-4) entre galactosas.

Dentro de las que presentan configuracién o -, habria aproxima-



damente un 25 % de 3,6-anhidrogalactosa, 18 % de su 2-sulfato y 7% de
residuos de oC-galactosa que actia como kink; esos datos indicarian que
TTIm tiene una estructura de tipo hibrido K-/ L- con algunas desviaciones,
en las que se presenta un 50 % de cardacter K-, 35 % de cardcter L-y 15 %
de desviaciones. Esos datos son consistentes con la relacidn galactosa/
sulfato obtenida luego de la autohidrélisis de 1:1,32, evidencidndose que
se ha perdido sulfato con respecto al producto original (relacion molar
galactosa/sulfato de 1:1,58). Dadas las intensidades de los picos
correspondientes a carbonos anoméricos podria deducirse que el sulfato
perdido seguramente estaba unido a la posicién 2- de la unidad de
3,6-anhidrogalactosa, por lo cual el cardcter (- del producto original
era mayor.

En 1o que respecta a los datos de literatura para la unidad G
existe perfecta coincidencia con las sefiales asignadas a los carbonos 1,
5y 6. Las que deberian corresponder a C-2 y C-3 no coinciden exactamente
con los datos de literatura, (70,5 y 79,4 ppm respectivamente) 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 ppm en K-carragenanos y.en 72,6 ppm
en L-carragenanos83 (recuérdese 1la modificacion de + 0,6 ppm efectuada
a los datos de literaturc). Aparecen dos sefiales en el espectro, pero
sus intensidades se encuentran invertidas respecto de 1o que ocurre con
los carbonos anoméricos. Esas sefiales se encuentran a 74,2 y 72,6 ppm.

Al ser alimentada la computadora con los picos del espectro, se obser-
v6 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

Dado que el producto TTIf, es decir el autohidrolizado hasta
constancia de peso molecular, tiéne que estar compuesto por una impor-
tante proporcidn de K-carrabiosa, es decir el disacarido que forma la
unidad repetitiva del K-carragenano, cuya unidad reductora terminal es
la 3,6-anhidrogalactosidica, previamente debe interpretarse el espectro
de dicho disacarido. Como quedd demostrado por la filtracidén en geles
(Fig.24), el producto TTIf presenta cantidades importantes de disacdrido,
aunque también se observé la presencia de otros picos, atribuibles a
la existencia de productos con mayor grado de polimerizacién, posible-
mente conteniendo "kinks" de oc-galactosa que no son ldbiles, o bien
unidades de 3,6-anhidrogalactosa que no se han roto.

En literatura estan descriptos los espectros de la w-carrabiosa
189

y su derivado desulfatado™ "; en realidad corresponden a los productos

de la hidrélisis controlada del K-carragenano (Tabla 73).

TABLA 73. Desplazamientos quimicos de 13C--RMN del K-carragenano83 y la
K-carrabiosaleg.

Carbono K- carragenano K - carrabiosa
G-1 102,5 104,4
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-1 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 lugar, el § de G-6 indica que existe una diferencia
constante de 1,1 ppm entre ambos espectros, s6lo atribuible a los
distintos equipos utilizados; ademég de esa diferencia, existen otras
muy notorias, que lamentablemente no fueron analizadas por los autores

89 . - -
1 quienes s6lo expresaron que las senales

del segundo trabajo
tienden a resultar mds separadas (en el disacdrido) que en el polisa-
carido".

Para las sefiales correspondientes a la unidad G ( B-galactosa 4-
sulfato), las diferencias resultan muy faciles de explicar, considerando
que en el polimero, su 0-3 se encuentra glicosilado, hecho que no ocurre
en el disacarido, y sirve para explicar la proteccién en 4,7 ppm del G-3
al pasar al disacédrido, y la consiguiente desprotecci6n en 1,3 y 2,8
ppm de G-2 y G-4 por el conocido efecto B. No existe alteracidn de
los desplazamientos de G-5 y G-6 (siempre considerando la diferencia
constante de 1,1 ppm) y existe un pequefio desplazamiento (0,8 ppm a
campos mas bajos) del G-1, que seguramente se debe originar en los
cambios conformacionales producidos en el anillo vecino de 3,6-
anhidrogalactosa.

Las grandes diferencias, que merecen una explicacibén son, en
cambio, aquellas que competen al anillo A y no han sido - hasta
ahora - satisfactoriamente explicadas; sin embargo, la teoria de

262 puede explicar algunas de ellas.

Beierbeck y col.

La diferencia se origina en que el anillo de 3,6-anhidrogalactosa
al estar en una cadena de K-carragenano, forma naturalmente un puente,
cuyo ciclo piran6sico se encuentra en conformacidén rigida 1C4; cuando

la unién 3,6-anhidrogalactosidica se rompe, se libera la tensién del

puente, se abre el hemiacetal sobre 0-5 y queda un anillo de cinco



miembros, con una cadena lateral sobre C-3, y la continuacién de la

cadena (un galactosilo en el caso del disacdrido) sobre 0-4:

A0

OH

v

suave

Este anillo de cinco miembros, cuando es parte del puente, se

4

encuentra en conformacién rigida 'E ( es decir, un sobre en el cual el

C-4 se halla por encima del plano del resto de los carbonos); en ese
caso los sustituyentes sobre C-3, C-4 y C-5 se encuentran en posicion
axial. Al liberarse la tensidn, ese anillo queda en libertad de

adoptar cualquier conformacidon, y seguramente tomard las mds estables,

3

en las cuales los grupos sobre C-3 y ©-4 queden ecuatoriales (E4 6 “E),

jsoclinales-ecuatoriales (E0 6 5E) o en menor grado ijsoclinales (E6 6

6E), mientras que eludird las conformaciones que dejen esos grupos

. . . 0
jsoclinales-axiales (

son menos estab1e5263.

E o ES) y mas adn las axiales (4E 6 E3) , ya que
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Debido a ese cambio conformacional se habrén de promover despla-
zamientos por creacidn de nuevas interacciones o por desaparicion de las

262, cada interaccién entre hidrégenos

antiguas; segin Beierbeck y col.
1,3-sin-diaxiales aumentard en ~v4,5 ppm el desplazamiento de los carbonos
a los que se unan; ese efecto es aplicable a este tipo de sistemas, y
también puede explicar los desplazamientos andlogos producidos entre

los espectros del biciclo- [3,2,1] -octan0264 y del eis-1,3-dimetil-
cic]opentan0265, cuya similitud geométrica ( y mayor sencillez estructu-

ral) respecto de los compuestos en estudio es evidente:

HyC

CH

Biciclo- [3,2,1] -octano ets-1,3-Dimetilciclopentano

E1 carbono A-1 se ha desplazado a 91,4 ppm, es decir la zona
donde aparecen los carbonos que forman parte de un aldehido que se ha
hidratado. E1 A-2 se ha desprotegido en 3,5 ppm; considerando que es
un carbono exociclico, no pueden aplicarse en plenitud los efectos
diaxiales, dada la libre rotacidon de esta cadena lateral; de cualquier
modo, ha aparecido una interacci6n del H-2 con los hidrégenos de los
oxhidrilos recientemente formados por hidratacién del aldehido de C-1,
y ademds también hay una nueva interaccién con el hidrdégeno de C-4, si

es que el anillo se encuentra en su conformacién preferencial E4 6 3E.



Dada la libre rotacidn, el efecto total es un promedio, y 1lega en

este caso a 3,5 ppm. La sefial de C-3 también se desplaza a campos mis
bajos, 4,6 ppm, 1o cual podria tener su justificacién en que, en la
conformacioén E4 se origina una interaccion sin-diaxial entre los
hidrogenos H-3 y H-5.

La desproteccidon de 8,2 ppm experimentada por el carbono 4,
resulta mas dificil de explicar: no pueden justificarse interacciones
con el C-1 de la vecina unidad de galactosa, ya que el § de ese carbono
s6lo vari6 en 0,8 ppm, En cambio, se han generado nuevas interacciones
con el hidrégeno del oxhidrilo de C-5, y con el H-2 (ambas s6lo en
parte, dada la libre rotaci6n), pero ademds, existe una interaccién
nueva con el hidrdgeno de C-6, que en 1a conformacion E4 es axijal-
isoclinal, pero en la 5E, que tambijén puede considerarse probable, es
diaxial; en cualquiera de los dos casos, existiria una neta desproteccién
( cuando la interaccidn es isoclinal-axial, el efecto decrece levemente
a ~ 3,5 ppm), que sumada a las anteriores puede justificar la diferencia.
La sefial de A-5 s6lo cambid en 1 ppm; si bien ese carbono tiene a su
hidrégeno con una nueva interaccidn con el H-3, existe un cambio
electronico debido al pasaje OR— 0OH que puede compensar en parte esa
interacci6n. La sefal de A-6 se ha desprotegido en 4 ppm, lo cual
puede tener su explicacidn en la ya referida interaccién de uno de sus
hidrégenos con el H-4, o en parte con el hidrbégeno del 5-OH. Todas
esas consideraciones no fueron tenidas en cuenta por Miller y co].lsg,

pero pueden explicar razonablemente todos los efectos indicados.

LOS ESPECTROS DE TTIf Y TTIf-R

En la Tabla 72 y la Fig.30 se aprecian los espectros de TTIf



TTIf-R

TTIf
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Figura 30. Espectros de RHMN de 13C (25,2 MHz) de los 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, el

a campos mds 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 disacdrido puro.
En la zona anomérica aparecen dos sefales a 103,8 y 103,0 ppm,

esta Gltima con un hombro a 102,8 ppm. La primera corresponde a G-1
unida a una 3,6-anhidrogalactosa terminal reductora, es decir, el G-1
del disacdrido. La sefial a 103,0 ppm corresponde a G-1 unida a
3,6-anhidrogalactosa no reductora, de oligosacdridos mayores, mientras
que el pequefno hombro a 102,8 ppm indicaria un C-1 de una unidad
enlazada a 3,6-anhidrogalactosa 2-sulfato. La intensidad relativa
de las sefiales a 103,8 y 103,0 ppm es similar a 1a observada entre el
pico principal y el menor en la filtracién en geles de Sephadex de
este producto (Fig.24). La otra sefial importante, a 90,7 ppm
corresponde a la forma hidrato del carbono aldehidico A-1. Existen
otros picos menores; uno ubicado a 101,3 ppm que podria corresponder
a B-galactosas sulfatadas en C-2, mientras que otros responderian a
residuos enlazados por unién «-: los de 97,0 y 94,4 ppm representarian
galactosa sin y con sulfato en C-2 que actuarian como "kink", mientras
que las que corresponden a 95,1 y 92,3 ppm pueden atribuirse a
3,6-anhidrogalactosas (sin y con sulfato en C-2) que no han sido
hidrolizadas. Todas estas sefiales comprenden azlcares incluidos en
unidades mds grandes que las disacaridicas.

En 1a zona de C-2 —C-6, aparecen varios picos que se correspon-
den con los datos de Miller y cot. 189 las sefales a 87,8 (A-4), 83,2
(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 sefales corres-

pondientes al espectro de 1a K-carrabiosa.
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Las sefales correspondientes a otras unidades son mucho menores
en intensidad, debido posiblemente a la dispersidn y variedad de las
mismas; se observa a 89,7 ppm un pequefio pico que podria corresponder
a AS-1, es decir al C-1 de la (-carrabiosa, que difiere de 1a K- por
presentar sulfato en la posici6n 2- de la unidad de 3,6-anhidrogalactosa;
también a 81,5 ppm aparece una sefial atribuible a AS-3 y a 79,5 ppm
a AS-2. Dada la baja intensidad de estas sefales, y considerando que
el producto TTIm poseia un 35 % de cardcter (- (pdgina 221), los datos
sugeririan que en la Gltima parte de 1a reaccidén 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 disacarido; 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 o<-galactosas), 67,0
ppm (C-6 de B-galactosa 6-sulfato, ya analizada en el espectro de TTIm)
y 63,3 ppm (que a falta de otra explicaci6n, podria provenir del C-6
de «KL-galactosas 6 del C-5 de «-xilosas). Si bien la intensidad de
las mismas representa un pequefo porcentaje del total, la del C-1
(103,0 ppm) de B-galactosas unidas a ellas es mucho mds importante.

E1 espectro del correspondiente producto de reduccidn TTIf-R
muestra muy pocas diferencias, salvo un corrimiento constante de 0,1-0,2
ppm y un incremento de la relacién de intensidades G-1(disacérido)/G-1
(oligosacdrido) que no tiene explicacién. La diferencia mis importante
estd dada por la desaparici6n de la sehal a 90,7 ppm de A-1, la cual
por reduccién pasé a ser un carbono primario, a 63,9 ppm. La pequefa
sefial a 89,7 ppm (AS-1) también desapareci6, y alguno de los hombros

de ese pico podria representar a su producto de reduccién. Las sefales



correspondientes a la 3,6-anhidrogalactosa se han reducido en intensi-
dad y ademds se han desplazado; ya que los cambios producidos por la
reduccion sobre A-4 y A-5 deben ser chicos, asignamos las sefiales a

76,7 y 88,3 ppm a esos carbonos. Seria 16gico suponer que el carbono
A-2 se ha protegido por la desaparicién de uno de los oxhidrilos del
hidrato de aldehido, por 1o que el hombro a 71,4 ppm podria asignarse

a ese carbono. Para el A-3, en cambio, aparece un nuevo hidrégeno

por reduccidén del C-1, y es de esperar que se produzca un desplazamiento
inverso que puede justificar la sepal a 87,5 ppm. Con esas considera-
ciones, no pueden justificarse la sefial a 82,6 ppm ni la evidente

disminucion de intensidad de los carbonos del anhidroazicar.

ESPECTRO DEL CARRAGENANO TOTAL AUTOHIDROLIZADO

E1 espectro del carragenano total de Iridaea undulosa muestra,
como es de esperar, gran disﬁersién de sefiales (Figura 31) debido a la
presencia de unidades muy diversas, y entre las que Gnicamente se
puede visualizar a las mas importantes. Como sehal anomérica sélo
puede apreciarse con seguridad la correspondiente al C-1 de B-galactosa
no sulfatadas en la posicidon 2-, ubicadas entre ~<-galactosas, y que

caracterizan a carragenanos de la familia M-/ V-, que como sabem05126’

127 constituyen una porci6n importante del carragenano total. El resto
ge las unidades aparece como sefiales anchas y pequefias, indicando la
diversidad de las mismas.

E1 resto de las sefales del espectro (salvo la que corresponde al

carbono primario, a 61,9 ppm) son anchas, con hombros, 10 que indica la

variedad de carbonos presentes.
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110 100 90 80 70 60 ppm

Figura 31. Espectro de RMN de 13C (a 25,2 MHz) del carragenano total
autohidrolizado,

Las asignaciones tentativas efectuadas son:

79,7-79,6 ppm: carbonos enlazados por unién glicosidica (C-3 de galactosas
unidas por la posicidén 3- 6 C-4 de galactosas unidas por
la posicién 4-) 6 C-2 de P-galactosa 2-sulfato.
78,7 ppm: igual asignacion que la sehal anterior, o también C-3 de 3,6-
anhidrogalactosa.
77,3 ppm: C-5 de 3,6-anhidrogalactosa y/o C-3 de p-galactosa 4-sulfato y/o
C-2 de < -galactosa 2-sulfato.
Sefial centrada a 75,7 ppm: C-5 de p-galactosas (con o sin sulfato).

Sefal centrada a 72,7 ppm: C-4 de B-galactosa 4-sulfato.
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Senal centrada a 70,8 ppm: C-2 de B-galactosas no sulfatadas en C-2.

70,0 ppm: igual asignacidon que la sefial anterior, y/o C-3 de «-
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 -
galactosas.

68,5 ppm: igual asignacidn que la sefial anterior.

61,9 ppm: la mas alta del espectro, indica C-6 de cualquier unidad de
galactosa; es la senal menos alterada por los factores con-

formacionales que afectan la molécula.

Se evidencia amplia variedad de carbonos, pero el espectro
estd representado fundamentalmente por 1os que integran unidades de
tipo M-, y algo menores de tipo X-. Ello es 1égico, considerando
que al haber sufrido didlisis, esta muestra estd exenta de 1a porcién
del polisacdrido autohidrolizado que era rica en 3,6-anhidrogalactosa
(fraccién K-/ L-) y que comprende la fraccién insoluble en KC1

0,70-1,05M (Tabla 1).

ESPECTRO DEL CARRAGENANO "SOLUBLE" C AUTOHIDROLIZADO

Pese a que se mantiene la variedad de sefiales, en este
espectro se observan 1ineas mucho mds claras (Figura 32). En la
Tabla 74 se indican 1os picos principales del mismo.

En 1a regidén anomérica se pueden distinguir con facilidad

siete senales diferentes, entre las que se destaca la ubicada en 105,1
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13

Figura 32, Espectro de RMN de “°C (a 25,2 MHz) del carragenano C

autohidrolizado.

ppm, que corresponde al C-1 de una B-galactosa sin suifato o sulfatada

en C-4 6 C-6, unida a o<-galactosa, y que segiin la composicién calculada
(Tabla 60) no comprendia mds del 40 % del <arragenano, La sefial mas
pequeiia, a 103,8 ppm podria ser la equivalente, pero ubicada entre 3,6-
anhidrogalactosas o bien la sulfatada en C-2, unida a «-galactosas. La
baja intensidad de la misma, comparada con el resultado obtenido por
metilacion podria indicar parcial desulfatacion de las unidades de

B-galactosa 2-sulfato. Las sefales pequefias, a 98,3-98,1 ppm tendrian
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TABLA 74. Desplazamientos quimicos de los picos principales del

13

espectro de RMN de ~~C del carragenano C autohidrolizado?.

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

d . . P P
Abreviaturas: f=fuerte; m=medio ; d=débil ; md=muy débil ; h= presenta
hombro/s

que originarse en carbonos anoméricos enlazados por unién o-; dada su

baja intensidad podrfan ser o-galactopiranésidos enlazados a la posicién
2- de la unidad vecina o bien <-xilopiranésidos (ver pagina 116). La
otra sefial, a 97,3 ppm y la zona posterior a 95,1-94,3 ppm representan
diferentes unidades de o<-galactosa. Si bien en el estudio de metilacién
s61o se observé un 11 % de estas unidades, al ser esta fraccidn mds rica
en unidades enmascarantes y menos rica en 3,6-anhidrogalactosa que la
utilizada en el estudio de metilaci6én (Tabla 20, pagina 104), ese por-
centaje podria crecer hasta ~20 %. Es posible suponer que la sefal
fina a 97,3 ppm corresponde a unidades que no portan sulfato en C-2,
mientras que la zona amplia a ~94,9 ppm si 1o contiene, fundamentalmente
en forma del 2,6-disulfato (unidad enmascarante). Esta Gltima regién
ancha podr%a contener también al carbono anomérico de 3,6-anhidrogalactosa
y 1a sefal a 93,1 ppm su 2-sulfato, ambas enlazadas por unién glicosidica
(esta Gltima sefial se discutird Tluego).

El resto de 1las dsignaciones podrian ser:
79,8 ppm: C-4 de e -galactosas y/o C-4 de 3,6-anhidrogalactosas y/o C-3

de B-galactosas no sulfatadas en C-4 y/o C-2 de B-galactosa
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2-sulfato.
78,6-78,5 ppm: igual asignacidén que la sefial anterior, mas C-3 de B-
galactosa 4-sulfato y C-3 de 3,6-anhidrogalactosa o
su 2-sulfato.

77,4 ppm: C-5 de 3,6-anhidrogalactosa y/o posiblemente C-3 de B-galactosa
4-sulfato de m-/ )- carragenanos.

76,3 a 75,3 ppm: C-5 de todas las B-galactosas presentes, pero pueden

incluirse en las sefiales a campos mas bajos los C-2
de 3,6-anhidrogalactosa 2-sulfato.

72,8 ppm: C-4 de B-galactosa 4-sulfato, en particular si la unidad pre-
cedente posee un 2-sulfato.

70,9 ppm: C-2 de B-galactosas no sulfatadas en C-2 y/o C-5 de x-galactosas
no sulfatadas en C-6. Los hombros que posee esta senal po-
drian indicar el C-2 de diferentes unidades de 3,6-anhidroga-
lactosa.

69,9 y 69,4 ppm: C;Z, C-5 y C-6 de ~-galactosa 6-sulfato y/o C-3 de -
galactosa 2-sulfato. E1 pico a 69,9 ppm o alguno de
sus hombros comprenden al C-6 de 3,6-anhidrogalactosa.

68,5 ppm: C-3 de «-galactosa 2-sulfato y/o C-5 6 C-6 del 6-suifato, y/o
C-6 de B-galactosa 6-sulfato.

65,9-65,8 ppm: puede corresponder a C-4 de B-galactosas no sulfatadas en

C-4 ; si bien se podria sumar el C-5 de unidades de p-D-
xilopiranésido que integran cadenas laterales, estas dlti-
mas deberfan aparecer a & mayores.

61,9 ppm: todos los C-6 libres.

Las conclusiones que pueden obtenerse son similares a las brindadas

por 1os métodos quimicos; se observa el predominio de los carragenanos



de tipo M- por sobre los de tipo A-; Tlos resultados obtenidos podrian
sugerir la pérdida de 2-sulfato de las unidades de B-galactosa que
caracterizan a los A-carragenanos, ya que ademis del ya mencionado
decremento de la intensidad del C-1 correspondiente, no se observan
sefales de importancia que puedan caracterizar a ese 2-sulfato. Para

la computadora, los datos mds afinados se obtienen con unidades de
B-galactosa 4-sulfato entre o¢-galactosas (}L-/ )- carragenano) yo-
galactosa 6-sulfato ( }L-carragenano), mientras que también son impor-
tantes la oc-galactosa 2,6-disulfato ( )- y X-carragenanos),~-galactosa
2-sulfato (¥ - 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 1ineas son mucho mas claras y finas denotando la parcial "purifica-
cién" de aquel producto. Los desplazamientos principales aparecen en
la Tabla 75.

TABLA 75. Desplazamientos quimicos de los picos principales del espectro
de RMN de 13C del carragenano SD autohidrolizado?.

105,2 (f) 77,4 (f). 70,8 (f) 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 (f)
78,6-78,5 (m) 71,4 (m)

Apbreviaturas: f=fuerte; m=medio; d=débil; md=muy débil; h=presenta hombro/s
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Figura 33. Espectro de RMN de "°C (a 25,2 MHz) del carragenano SD auto-

hidrolizado

Puede apreciarse que la Tabla 75 es muy similar a la Tabla 74,
pese a que los espectros (Fig.33 y 32) no son tan similares. Dadas las
asignaciones anteriormente efectuadas, es innecesario repetirlas, y

resulta mds interesante comparar este espectro con el anterior y con los
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correspondientes datos quimicos, ya que, de acuerdo a 1o que sabemos, la
fraccién SD estd (con respecto a la C) enriquecida en carragenanos de
tipo M-, y empobrecida en los de tipo );-.

La regi6n anomérica es la de mas facil interpretacién; con
respecto al espectro del carragenano C, ha crecido notoriamente la rela-
cion de intensidades entre las sefales a 105,2 y 103,9 ppm, indicando un
enriquecimiento en unidades de B-galactosa que no poseen sulfato en C-2,
unidas a oc-galactosa; si bien estos resultados concuerdan con los datos
quimicos, deben analizarse con cuidado ya que dado el mayor tiempo de
autohidr6lisis de esta fraccidn (Tablas 67 y 68), podrfa haberse incre-
mentado la desaparici6n del 2-sulfato. Por otra parte, las sefales
correspondientes a las oc-galactosas han crecido notablemente, tal como
ocurria con los resultados obtenidos mediante métodos quimicos (Tabla 60);
entre ellas se destaca como 1inea fina la sefial a 97,2 ppm que caracteri-
zaria a los residuos no sulfatados en C-2; seguramente se ha producido
una notoria pérdida del 2-sulfato de esas unidades, ya que el producto
preponderante del tratamiento alcalino del carragenano SD (SD-TI) presen-
taba caracterfisticas de U -carragenano (pag.161) por los que sus unidades
precursoras debfan estar disulfatadas en C-2 y C-6. Se observa también
el doble pico a ~ 98,1 ppm, ya analizado, y resulta muy pequeiia la senal
a 95,0 ppm que indicaria oc-galactosas sulfatadas en la posici6n 2-; to-
dos estos datos son consistentes con una desulfatacién de los C-2 practi-
camente total, En cambio, 1lama la atenci6n el pico a 93,1 ppm, de mas
diffcil asignacién ( Tuego serd discutido); 1la sefal tabulada mds cercana
es la que indica 3,6-anhidrogalactosa 2-sulfato enlazada por unién glico-
sidica, a 92,7 ppm; seria curioso que esa uni6n no se haya roto cuando

los datos de autohidrdlisis indican una vida media similar para la ruptura
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de uniones totales y para la de uniones 3,6-anhidrogalactosidicas, y
este producto 11egd a peso molecular constante, El1 resto de las sefia-
les del espectro es muy similar a las ya observadas para el producto C,

con pequeiias 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 harian muy dificultosas; 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
regioén de los C-2—C-6 es de interpretacion mis compleja, y los resulta-
dos s6lo tienen utilidad para descartar la presencia de algunas unidades,
0 para sugerir la presencia de otras cuyo desplazamiento se distingue
claramente del de las demds senales.

En la regidén anomérica habfamos distinguido diversas sefiales, cuya

asignacidn, de acuerdo a los datos de literatura y calculados, podria ser:

a) 105,2-105,1 ppm: B-galactosa sin sulfato en C-2, unida a oc-galactosa.

b) 104,0-103,8 ppm: B-galactosa sulfatada en C-2, unida a oC-galactosa, o
p-galactosa 4-sulfato unida a 3,6-anhidrogalactosa
terminal,

c) 103,1-103,0 ppm: B-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 «<-xilopiran6sido o oC-galactosa unida por enlace
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atipico.
f) 97,3-97,1 ppm: ¢ -galactosa no sulfatada en C-2, unida a p-ga]actosa.
g) 95,2-95,1 ppm: 3,6-anhidrogalactosa unida a B-galactosa 4-sulfato.
h) 94,9-94,3 ppm: o -galactosa sulfatada en C-2 unida a p-galactosa.
i) 93,1 ppm: ver discusidn mds adelante.
j) 92,7-92,5 ppm: 3,6-anhidrogalactosa 2-sulfato unida a B-galactosa 4-

sulfato.

Debe tenerse en cuenta que para todas estas asignaciones se han

tomado como base los datos de los trabajos publicados por el grupo de

Usov83; sin embargo, quedan algunas incégnitas planteadas, muy difici-

les de evaluar debido a la dificultosa correlaci6n con los datos qui-

133

micos por la pérdida de los 2-sulfato, que como ya es conocido es el

mas dcido-1abil de todos los sulfatos.
No existen dificultades para la asignacién de las senales a), b),

c), d), g) y j). Las sehales de las «-galactosas f) y h) se basan en

83

los datos de Usov" > para el A-carragenano desulfatado, en el que la

correspondiente sefial (Tabla 71) aparece a 96,8 ppm, al igual que en los

oligosacdridos obtenidos por acet6lisis del polimero de Grateloupia

divaricata y el mismo desu]fatad083. La region anomérica del espec*ro

de este G1timo producto pero con los sulfatos es mas compleja-y no fue

83, pero como es 16gico la sefial se desplaza a campos

analizada en detalle
mds altos a causa de la sulfatacidn del C-2; otra sefal que aparece a
98,5 ppm ha sido atribuida a una porci6n agaroide ( con unidades L-) de

1a molécula.

Sin embargo, en otros trabajos publicados recientemente por

190,266

otros grupos se describieron los espectros de productos de tipo
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)l-/ D- antes y después del tratamiento alcalino; en base a unos
pequefios picos que desaparecen por ese tratamiento, y que han sido
atribuidos ‘a unidades enmascarantes, se asign6 la resonancia del C-1

de B-galactosa 4-sulfato unida a "kinks" a 105,4 ppm (considerando el

)190’266 y las de los C-1 de oc-galactosa 6-sulfato

y de o<-galactosa 2,6-disulfato a 98,9 ppm266 -

corrimiento constante

a ~.98,5 ppm190

99,1 ppmlgo; el resto de los carbonos anoméricos coincidian con nues-
tros datos. La asignacion de 105,4 ppm también concuerda con la nuestra;
en cambio, las de las sefales de galactosas unidas en configuracion oc-
son muy distintas y alterarian notoriamente las asignaciones antes
efectuadas.

Pese a que estos datos se encontrarfan avalados por los resul-
tados experimentales de esos autores, resulta sorprendente que el des-
plazamiento quimico de una galactosa sulfatada en C-2 sea mayor que el
correspondiente a la misma sin ese sulfato; dicha diferencia no fue

190

justificada y ademds, la gran diferencia ( ~ 2 ppm) con los datos

83 no puede atribuirse a 1a introduccién del 4-sulfato en la

de Usov
unidad de B-galactosa vecina, cuya influencia dificilmente supere las
0,5 ppm. Por otra parte, nuestros datos, en los cuales el principal
C-1 de oc-galactosa aparece a 97,2 ppm, resultarian un aval a nuestras
asignaciones, efectuadas en ]ahTab]a 70 en base a los datos de Usov83.
Es de remarcar que esa sefial aparece aln en el producto tratado TTI,
caracterizando seguramente a una oC-galactosa que actia como kink.
Resulta sorprendente la contraposicidén de asignaciones; esperemos que
futuros trabajos con compuestos modelo puedan resolver las ambigiedades.
Obsérvese que si se tomaran como base los datos de Bellion et aZ.190’266

la sefial e) deberia atribuirse a oc-galactosas "cldsicas" y se harfa de
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dificil asignacién la unidad f).

Otro detalle curioso de los espectros es la sefial a 93,1 ppm (i)
que aparece en los de los productos C y SD autohidrolizados, pero no en
los de Tos productos TTI. La asignaci6n de 3,6-anhidrogalactosa
2-sulfato para la misma no estaria avalada por los datos de autohidrélisis
ya que esas uniones deberian haberse roto, salvo jue se suponga que el
2-sulfato dificulta la autohidrélisis del producto y que la coincidencia
observada en las vidas medias determinadas por los dos métodos es
meramente casual, Ademds ya se habfa observado (Tabla 72) que esa
sefial aparecia a 92,5 ppm, por 1o que la sefal i) deberia indicar otro
tipo de unidad, que entre otras podria ser:

1) «<-galactosa no enlazada glicosidicamente, 1o cual, si bien podria
estar avalado por el hecho que estos productos lleguen a un peso molecular
menor que el tedrico, se contradice con los datos de autohidrélisis; por
otra parte, la aparicidn de estas sehales implicaria la existencia de
otras equivalentes que corresponden a p—ga]actosa por mutarrotacién.

2) o -galactosa sulfatada en C-2 y enlazada glicosidicamente; si bien
por los datos de la Tabla 70 estas sefales deberfan aparecer 2 ppm a
campos mas bajos, podrfa suponerse que la presencia del 2-sulfato causé,
ademds de la pérdida de una interaccidon diaxial con el hidr6geno de C-1,
una distorsidon de 1a unidn que disminuiria la interaccién con el hidré-
geno del C-2 de la unidad vecina, ocasionando un desplazamiento adicional;
obsérvese que en la 3,6-anhidrogalactosa existe un desplazamiento de ese
tipo: al sulfatarse el C-2, se desplaza en 2,5 ppm aunque segin algunos

autores266 supera las 3 ppm a campos mds bajos; ese efecto es mayor

169

que el producido en la «-galactosa libre utilizada como base para el

cdlculo, y podria indicar que realmente la asignacidén de 95,0 ppm para
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el carbono anomérico de esas unidades estd sobre-estimada.

Se puede concluir que la aplicacién de la espectroscopia de

13C a estos carragenanos solubles

resonancia magnética nuclear de
recién estd en su primer etapa, por lo que subsisten algunas dudas;
en el futuro se intentard 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

Tal cual se ha esbozado en el capitulo VI, los alditoles
acetilados parcialmente metilados han sido y son utilizados exitosa-
mente en cromatografia gas-1iquido-espectrometria de masa para la
elucidacién estructural de oligosacdridos y polisacdridos por per-
metilacién y posterior hidr6115i5201—205.

Si bien los derivados son de facil preparacibn y los
cromatogramas producidos son sencillos, el método estd limitado por
la simetria de algunos alditoles que hacen que, por ejemplo, la
3-0-metil- y la 4-0O-metilgalactosa den por reduccibén el mismo alditol,
10 que requeriria del uso de borodeuteriuro de sodio para la reduc-
cion de las aldosas a fin de diferenciarlas.

Los O-acetil-O-metilaldononitrilos son ain de mas fdcil
preparacidon, dan cromatogramas simples y retienen ademds la disimetria
208 4e1 c-1.

Si bien se habian publicado algunos trabajos sobre separa-
cion por cromatografia gas-l1iquido e identificacién por espectrometria
de masa de los aldononitrilos acetilados derivados de los di-, tri-y

tetrametil éteres de D—glucosa212’213, D—manosa218’219, 208’216,

216 217

D-xilosa

, no habia informacidn comp]eta212

L-arabinosa y 6-desoxiazicares
sobre la fragmentacion de los monometiléteres de ninguna hexosa ni
dato alguno de los metiléteres de la D-galactosa, pese a que este

azicar es un constituyente fundamental de numerosos polisacdridos
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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-
cion e identificacion de los metiléteres del D-galactononitrilo apro-
vechando las grandes cantidades de material proveniente de la metilacién
en etapas de la fraccidn soluble en cloruro de potasio 2M del carra-
genano de Iridaea undulosa, complementando las separaciones en dife-
rentes columnas (ver pdgina 104 y subsiguientes), con la identificacidn
por espectrometria de masa y la confirmacidn con derivados patrdn
sintetizados a partir de los azlcares libres (cedidos por los Dres. E.
G.Gros y E.E,Percival), los que fueron co-cromatografiadas y sometidos
a fragmentacidon por impacto electrénico.

E1 uso de estos derivados, que permite diferenciar la 3-0-
metilgalactosa de la 4-0O-metilgalactosa dado que se retiene la disime-
tria del C-1 fue iniciado por Matulewicz y Cere20127, quienes analizaron
la presencia de dichos azicares monometilados en los hidrolizados de
las fracciones intermedias, insolubles en KC1 0,70-1,05M y 1,55-1,65M,

y registraron los correspondientes espectros de masa de los aldononitri-
los acetilados derivados de esos azicares monometi.ados (comunicacidn
personal).

En 1a Tabla 76 se pueden apreciar los tiempos de retencidn
relativos de los diferentes 0-acetil-O-metil-D-galactononitrilos en
Tos cuatro sistemas cromatogrdficos utilizados. Las caracteristicas
de los mismos pueden apreciarse en la Parte Experimental (Cap.VIII),
correspondiendo el sistema A a una columna de ECNSS-M al 3%, el B a

una columna formada por una mezcla de fases propuesta por A]bersheim200
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y las C y D a dos condiciones diferentes en la columna de 0V-225 al 3%.

TABLA 76. Tiempos de retencidon de los O-acetil-O-metilgalactononitrilos.

0-metilo en 0-acetilo en TIEMPOS DE RETENCION?*P
SISTEMA )
A B c D

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, 5,6 0,19

3,4,6 2,5 0,20 0,20 0,47 0,44
2,6 3,4,5 0,25 0,25 0,51 0,48
4,6 2,3,5 0,27 0,28° 0,51 0,50
2,4 3,5,6 0,38 0,58 0,52
3,4 2,5,6 0,38

6¢ 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 . .
Relativo a (t2,3,4,6-tetra-0-MeGa1 + tGa1)’ Promedio de cinco deter-

minaciones, como minimo. © Generalmente se obtiene unicamente un pico

con un hombro.d Los derivados de la 2,3- y 3,6-di-O-metilgalactosa en

una mezcla de aldononitrilos de galactosas parcialmente metiladas pro-

venientes de 1a hidr6lisis de un carragenano metilado estaban inclui-

dos en este pico.
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Los tiempos de retencidon informados, como se aprecia, Sse han
referido a dos patrones, el de menor y mayor tiempo de retencién, ya

que como sugirid Lindber9201

, de ese modo se reduce not§b1emente la
diferencia debida al envejecimiento de las columnas, que de acuerdo
a nuestros experimentos hace disminuir notoriamente el tiempo de re-
tencién relativo a un dnico patron, en especial para muestras aleja-
das del mismo.

La Figura 34 muestra un cromatograma tfpico, con la separa-
cion de una mezcla de O-acetil-O-metilgalactononitrilos obtenida en
1a hidrélisis del carragenano soluble.

De los datos de la Tabla 76 puede desprenderse que las

columnas A y B dan resultados casi idéhnticos, aunque en la segunda
columna no se distinguen generalmente los derivados de 2,6- y 4,6-di-
O—metilga]acfosa. De los dos programas de la columna de 0V-225, el
segundo (D) es claramente mds eficiente, pero aiin en «se caso no
pueden diferenciarse los derivados de la 3- y 4-0-metilgalactosas.
En conclusibn, las mejores separaciones y los cromatogramas mas claros
se obtuvieron por el uso de la columna de ECNSS-M 3%, 1o cual estd de
acuerdo con los resultados obtenidos con los 0-acetil-0-metilmanononi-
tr1105219.

Las grandes ventajas del uso de los nitrilos en reemplazo
de, o complementando a los alditoles estd en que compuestos como la
2,6- y la 4,6-di-0-metilgalactosa; 3-, 4-O-metilgalactosa y galactosa
o los trimetilados entre si pueden ser diferenciados, 1o 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 6-0-metilgalactosa.
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Figura 34, Andlisis por c.g.l.de una mezcla de O-metil-D-galactononitri-
los acetilados derivados de galactosas parcialmente metiladas
por hidr6lisis del carragenano soluble (sistema A). Derivan de:

a)2,3,4-tri-0-metilxilosa; b)2,3,4,6-tetra-0-metil; c)2,4,6-
tri-0-metil ; d)2,3,6-tri-0O-metil ; e)3,4,6-tri-0-metil; f)
2,6-di-0-metil; g) 4,6-di-O-metil; h)2,3 y 2,4-di-0-metil; i)
6-0-metil ; j) 2-0-metil; k) 3-0-metil; 1)4-0O-metilgalactosa y
m) galactosa sin metilar,
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Sin embargo, es de hacer notar que cuando estas mismas
muestras y otras fueron cromatografiadas en una columna de ECNSS-M
al 3% recién rellenada, los valores de los tiempos de retencién se
alteraron muy levemente, pero logr6 resolverse la zona de los dimetila-
dos en dos picos, respecto de la 6-0-metil-, ya que el derivado de 2,3-
di-O-metilgalactosa queda en un pico aparte, seguramente junto al 2,4-
dimetilado, y la 3,6-di-0O-metilgalactosa se uniria a la 4,6-dimetilada.

Los nuevos valores de tiempo de retencién se aprecian en la Tabla 77.

TABLA 77. Tiempos de retencién de los O-acetil-O-metilgalactononitrilos;
columna A recién rellenada

Metilado en: P t6-0-MeGa'| G—C Itetra+Ga1 gc
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 0,0u4
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

®promedio de 5 a 15 determinaciones.bAcetilado en el resto de posiciones.

CDesviacion standard.



Tal como en el caso de los acetatos de alditoles, se observa
una disminucién del tiempo de retencidn al reemplazar los 0O-acetilos
por O-metilos. Una excepcién estaria constituida por el 6-0-metil-
galactononitrilo acetilado, que muestra un tiempo de retenci6n mas
corto, del orden del observado para los derivados dimetilados.

Observando la Tabla 77, se puede intentar correlacionar los
tiempos de retencidn con factores conformacionales de la molécula,

223, la molécula queda retenida en la fase liquida

Como expres0 Seymour
de la columna cromatografica por interacciones polares entre esa fase
y los grupos acetoxilo moderadamente polares de la molécula. En la
pagina 84 del capitulo VI, ya habiamos puntualizado ese efecto para
aldononitrilos acetilados derivados de hexosas, pentosas, aminoazicares
y desoxiaziicares, En el caso de unidades metiladas, el reemplazo de
uno de esos grupos polares (0-acetilo) por uno menos polar (O-metilo)
provoca una disminucién de las interacciones con la fase estacionaria
y por ende, un acortamiento del tiempo de retencién. Ademds, puede
razonarse facilmente que la magnitud de ese acortamiento serda mayor
cuando el reemplazo se produzca en un acetoxilo mas expuesto a la

fase 1iquida, y en cambio serd menor cuando ese acetoxilo esté mds
impedido de interaccionar. E1 penta-0-acetilgalactononitrilo muestra,
en solucidn piridinica, una conformacion extendida, planar y en zigzag

para la cadena carbonada?24:267

y resultaria 16gico postular esa
conformacion de baja energia para la molécula en fase vapor, La
observacidn del modelo molecular del compuesto, indica claramente que
la posici6on del acetoxilo en C-6 es la mds expuesta, por lo que resulta

16gico que de los derivados monometilados de l1a forma piranésica, el

metilado en C-6 presente el menor tiempo de retencién, ya que la metila-



cién afecta notoriamente su posibilidad de interaccién.
Del resto de los carbonos, el acetoxilo de C-2 también

estda orientado hacia afuera224

, quedando esa posicidon mas libre, 1o
cual resulta avalado experimentalmente (Tablas 76 y 77) : el siguiente
tiempo de retencidn 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 16gico 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 -CHZOAc de C-1 por el C=N , mucho menos voluminoso, y ademas
rigido e inmévil. Por el contrario, el C-6 sique estando en forma de
- CHZOAc Yy su interaccion con el C-4, mayor que con el C-3, hace que
aquella posicidén se vea algo mds impedida a interaccicnar con la fase
estacionaria, 1o cual coincide con el resultado experimental (Tablas
76 y 77) de un 3-O-metilgalactononitrilo con menor tiempo de retencidn
que el 4-0-metilado, ya que en este Gltimo el metilo "ingresa" a una
posici6n mis impedida.

Cuando el C-6 estd metilado, esta Gltima diferencia deja
de tener validez, ya que el -CHZOMe terminal no interfiere; es asi
que el derivado de la 2,4,6-tri-0-metilgalactosa tiene menor tiempo
de retencién que la 2,3,6-tri-0-metilada; también la 3,6-di-0O-meti-
lada presenta un tiempo de retencidn mayor - o a lo sumo igual- que
la 4,6-di-0-metilada.

E1 orden de exposicidon a interacciones externas seria

entonces:

0-6 > 0-2 > 0-3 =~ 0-4
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La prediccidon de la secuencia 16gica dentro de cada grupo
seria:
Trimetilados: tr de 2,4,6- ~ 2,3,6- ¢ 3,4,6- < 2,3,4-
Dimetilados: t, de 2,6- { 4,6-3,6- {2,3- { 2,4- € 3,8-

Monometilados: t _ de 6- { 2- < 3- ( 4

La realidad experimental (Tablas 76 y 77) prdacticamente

concuerda con la prediccidn tebrica.

ESPECTROMETRIA DE MASA DE LOS O-ACETIL-O-METILGALACTONONITRILOS

La fragmentacién, tal como se describid en el capitulo VI de
esta Tesis, es para los aldononitrilos acetilados y meti]adgs andloga
a la de los correspondientes alditoles, es decir que Tlos fragmentos
primarios se forman generalmente a partir del ion moiecular (éste no
aparece) por ruptura o entre dos dtomos de carbono de la cadena

principal. De las cuatro rupturas posibles:

l ot |

H-C50Me H-COMe 1
H—(l:_OMP H—(::"'OME‘
o H=C=OM
{~C—OM -C30Me
H L/ e . i 22
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|
H-C—OMe H—C—OMe

| —_—
H- 'ClgAC H— (lZiO Ac 3
L+ H é —=QAc
H-—-C —+0Ac e
|/ * A
H—c —OAc H—C —O0Ac

~Jas preferidas son aquellas que fijan la carga positiva en el oxigeno
del éter (1 y 2), y de entre ellas la 1, porque conduce a un radical
metoxilado terminal, mds estable que el acetoxilado. Por lo tanto,

1a ruptura se verifica fundamentalmente entre carbonos que poseen meto-
xilos vecinales, en menor lugar entre carbonos con metoxilo y acetoxilo
( localizéndose fundamentalmente la carga en el metoxilo) y menos ain
entre carbonos que llevan aetoxilos vecinales. Luego, esos fragmentos
primarios asi formados, pierden moléculas neutras como dcido acético,
cetena, metanol, formaldehido o &cido cianhidrico para dar fragmentos
secundarios, generalmente mds intensos.

En el caso de los nitrilos, al igual que en el de los alditoles

las fragmentaciones son simples y claras; 1los nitrilos son modelos aln
mds definitorios dada la asimetria de la molécula; en general, el grupo

ciano protege al derivado de la ruptura C-1——C—2215.

Las diferentes series de iones producidas suelen denotarsezm’223
con un nimero que se corresponde a la cantidad de atomos de carbono de
la cadena principal y las letras CN o C dependiente de si se trata del

fragmento del extremo nitrilico o no nitrilico de 1a molécula, como se

aprecia en la Figura 35.



- 5C
Le R
4C I R=Ac
3CN CH-OR
e o — -
TR S
5CN CH-OR 2c |
CH,OR

Figura 35. Nomenclatura utilizada para las distintas series.

Existen ademds otras rupturas originadas en los grupos acetilo
libres para dar el CH3C0+, que suele ser el pico base (m/e 43) y los
correspondientes diacetil- y triacetil-oxonio de m/e 103 y 145 respecti-
vamente. Otra ruptura corresponde al fragmento de m/e 88, un ion radi-
cal formado a partir de moléculas con dos grupos metoxilo vecinales, cuya

estructura es

T+

y que denominaremos 2M.
En general los picos de las series C suelen superar en intensi-

dad a los de las CN223

, Y por 1o expresado anteriormente, la serie 5C no
existe.
E1 espectro de masa y las asignaciones para el 5-0-acetil-2,3,4,6-

tetra-0-metil-D-galactononitrilo se aprecia en la Tabla 78.
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TABLA 78. Picos principales y asignaciones en el espectro de masa del

5-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-galactononitrilo.

m/e I(% base) "Asignacién m/e I(% base) Asignacidn

43 100 Act

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 M 161 25 3C

E1 espectro concuerda bien con el informacdo por Seymour y

218 para el correspondiente derivado de manosa metilada en las mis-

col.
mas posiciones, y como se aprecia no existen fragmentos identificables

a la serie CN. Es muy posible que los metoxilos cercanos al grupo
ciano desestabilicen los iones de ese tipo, y ademds, la presencia de
metoxilos vecinales haga predominante ese tipo de ruptura, dejando la
carga en el metoxilo del extremo no nitrilico: ello justifica la
preminencia de las series 3C y 4C.

Los espectros de masa de los derivados trimetilados y di-
acetilados del galactononitrilo pueden verse en la Tabla 79. Nuevamente
existe coincidencia (aproximada) con los datos para los derivados andlo-

212 218

gos de la glucosa y manosa " ~. Puede observarse la presencia de

picos caracteristicos dentro del grupo, es decir aquellos que permiten
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TABLA 79. Picos principales de 1os espectros de masa de los derivados

tri-0O-metilados y di-O-acetilados del D-galactononitrilo.

Metilo en 2,4,6 2,3,6 2,3.4 3,4,6
y %  Asignacién| ¢, Asignacién| o/ Asignacién{ % Asignacién
m/je
43 100 Act 100  Ac 100 act 100 act
45 36 1C 24 1C 24 72 1C
70 7
71 8 3 6 8 13 3
73 4 12 3CN .
74 3 11
75 4 2 7 2C
85 6
87 13 3¢ 26 3c 26 3¢ 34 3¢
88 7 M 17 2M 18 M
89 9
95 4
96 12* 4CN
99 14 ac 14 4 26 4c 14 ac
100 12 3CN
101 30 kn 5 6 45 3c
103 5
112 27* 4CN
113 5 20 4 6 4C 8 4C
114 5 3CN 5 '
115 4 3 7 3c
117 4 2C 6 2C 7 4C
119 8* 3C
126 6 4CN 3 4aCN ] 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% 3
154 18* 4CN
157 3 3
159 5 ac
161 13 3C 3 38 3c
186 19 4CN
189 7* 3C
205 4 4

* pico caracterfstico dentro del grupo de trimetilados,

pos.= posiblemente
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el reconocimiento de los azlcares metilados en diferentes posiciones.

Es asi que, por ejemplo el derivado de la 2,4,6-tri-0-metilga-
lactosa muestra preminencia de los fragmentos originados en las series
3C y 8CN, ya que no posee metoxilos vecinales, y en estos dos fragmentos
se conserva la carga en el metoxilo de C-4, Dichos fragmentos pertene-
cen a las series que en el Capitulo VI de esta Tesis se denotaron como
A y G, respectivamente. La segunda de estas series da en forma carac-
teristica los picos a m/e 154, 127, 112 y 96. E1  pico a m/e 186 si
bien no aparece en los otros derivados trimetilados de galactosa y

212 218 para el 3,4,6-tri-0-metilmanono-

glucosa fue informado por Seymour
nitrilo acetilado aunque en mucha menor proporcién. Otras caracteris-
ticas del espectro de este azicar es la ausencia del pico a m/e 88,
indicativo de moléculas con metoxilos vecinales, o sea del resto de los
derivados trimetilados.

E1 2,3,6- y 2,3,4-tri-0-metilgalactononitrilo acetilado, y al
igual que el galactonenitrilo tetrametilado, muestran poca tendencia a
la aparicion de picos originados en las series CN debido a la presencia
desestabilizante de los metoxilos en C-2 y en C-3. Para ambos deriva-
dos trimetilados se hacen importantes las series 4C y 3C, aunque esta
taltima localice, para el 2,3,6-trimetilado, la carga sobre el acetoxilo
de C-4. Para este azlicar resulta caracteristico el pico a m/e 147 (
serie 3C) y en nuestro caso el m/e 131 (serie 4C), pero también puede
diferenciarse el azicar por la alta intensidad del pico a m/e 113.

En el caso del derivado de 2,3,4-tri-0O-metilgalactosa, el

pico de la serie 3C a m/e 189 es caracteristico y por nuestros resultados

también lo es el m/e 159, hecho que no ocurrid para el derivado de
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manosa218. La intensidad del pico a m/e 99 también resulta caracteris-
tica. En el capitulo VI (pdgina 94 ) estas series fueron denominadas
H, I, J y K, respectivamente. E1 derivado de 3,4,6-tri-0-metilgalactosa
muestra, ademds de picos notorios de las series 3C y 4C (antes A y B),
los de las series 3CN fundamentalmente, y en menor medida los de la 4CN.
Son caracteristicos los picos a m/e 205, 145, 142 y 119 y ademds es
importante el pico a m/e 161.

Los cuatro espectros de masa exhiben picos de alta intensidad
a m/e 129 y m/e 45. Este Gltimo se origina en la pérdida del C-6
(serie 1C), pero también ocurre en el 2,3,4-tri-0-metil derivado, lo
cual indica alguna ruptura con transferencia de protén, como sugirid
Seymour218.

Los espectros de masa de algunos derivados di-O-metilados y
tri-0-acetilados del galactononitrilo pueden observarse en la Tabla 80.

Puede apreciarse que sblo figuran cuatro de las seis unidades
dimetiladas posibles, derivadas de la forma piranésice. Para determinar
la "especificidad" de los picos con los dos compuestos no presentes, se

218 para los derivados de-la manosa,

tuvieron en cuenta los datos de Seymour
considerando que no existen diferencias.

E1 derivado de 2,6-di-O-metilgalactosa muestra en su espectro de
masa la presencia ue la serie 5CN (antes R) por pérdida del radical
'CHZOMe, resultando entonces caracteristicos los picos a m/e 286 y 157
( el resto de los picos de esta serie aparecen en el espectro del derivado

218). De los fragmentos en el extremo no

de la 3,6-di-0-metilmanosa
nitrilico, aparecen por igual las series 4C, 3C y 2C, en las que se
mantiene la carga sobre un RCH=0Ac. Todos esos picos carecen de valor

comparativo por aparecer en otros compuestos dimetilados.
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Tabla 80. Picos principales en los espectros de masa de algunos derivados
di-0-metilados y tri-O-acetilados del D-galactononitrilo.

Metilo en 2,6 4,6 2,4 3,4
A Asignacién| o Asignacién| -9, Asignaci6n % Asignacibn
m/e
43 100 act 100  act 100 Act 100 Act
45 44 ac 30 1C 5
70 3 2CN
71 4
74
75 5 2C
87 32 3C 8 3C 18 3C 27 3C
a5 1o acn®
9% 11* 4CN
99 10 4c 10 4c 12 4C
101 20* 3C
103 3 Ac,OH"
112 28 4CN 26 4CN
113 9 4cne
115 21 5CN
117 14 2C
126 3 4CN 28 4CN
127 5 4C 7 4C
129 16 3C 22 3c 32 3C 56 ac
145 4 Acq0"
154 16 4CN 18 4CN
155 6 acn®
157 J* 5CN
159 18 4C 8 4CN
161 11* 3C
169 14 6CN
184 14 5CN
186 20 4CN 6 4ACH
189 | 3C 17 3C
201 1 AC
211 4 6CN
214 16* 4CN
215 2 4cn®
261 1 ac’
286 1> 5CN
* Pico caracteristico entre las unidades dimetiladas, La especificidad fue evaluada teniendo en
cuenta los datos de Seymour y col.218 para los 2,3- y 3,6-di-0-metilmanononitrilos acetilados.

3 Ver texto (pag.262-263),
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Se produce en cambio en este compuesto y en otros con bajo
indice de metilacidn un nuevo tipo de ruptura originado en la pérdida
de fragmentos neutros (dcido acético y cetena) a partir del ion molecu-
lar, resultando iones radicales. Esta ruptura es caracteristica de
los derivados de aldononitrilos, ya que los iones radicales producidos
se estabilizan por conjugacion a lo largo de la cadena. Ya habia
existido una sugerencia para este tipo de pérdida por parte de

215, quienes justificaron algunos fragmentos del

Szafranek et al.
glucononitrilo peracetilado. Esto fue avalado por el desplazamiento
producido por deuteroacetilacién. De este modo se forman 1oS picos a
m/e 211 y 169 de este compuesto, en esta serie que denominamos 6CN
(Esquema 13).

Esta serie resulta, dentro de los dimetilados y segln nuestros
resultados, caracteristica para el 2,6-di-0-metil derivado; sin embargo,

218

Seymour y col. , aln sin asignarla informan estos picos en otros deri-

vados dimetilados con metoxilo en C-6, pero con menor intensidad que en

este caso.
+
c=n c=n c=N | lCEN—H
| |
éH—OMe C-0Me C—OMe EI:—OMG
| I I L
> _ > =0
CH-OAc |C|H ﬁ OAc |
| CH
CH-OAc (|?H-0Ac $H l 2
éHQOMe CHQOMG CHQOMG CHQOMG
. \j "l
m/e 211 m/e 169

ESQUEMA 13
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E1 espectro de masa del 4,6-di-O-metilgalactononitrilo
acetilado muestra, casi exclusivamente, los picos correspondientes a
las series 4CN, 3C y 1C (S, A y D segiin 1a nomenclatura anterior).

Los correspondientes picos a m/e 214, 161 y 101 distinguen inequivoca-
mente al derivado. Existen ademds en el espectro de este compuesto
cuatro picos, aparentemente relacionados entre si por la pérdida de
acido acético y cetena, a m/e 215, 155, 113 y 95. La existencia de
estos mismos picos en el espectro del derivado de la 4-O-metilgalactosa
seria un indicio de la presencia de la unidad C-1—C-4 en esos frag-
mentos. Existen dos explicaciones posibles para los mismos; una

podria originarse en una migracién de hidrégeno y pérdida de acetato

CEN’"H\CH—OR
AcOHC //gH——OAc .
CH—CH \\\\\\\\s ?ENH OR
AcO OMe %H_OAC +
CH—OAc OAc
( R=Ac o Me) CH—OMe
m}e 215
- AcOH
C EKJH ?EﬁH (l:'E-ltlH
(‘Z ~ AcOH E_OAC - CH,C0 ? =0
I <« — CH " CHy
&H_OMG éH-—OMe C!H—OMe
m/e 95 m/e 155 m/e 113

ESQUEMA 14



- 263 -

de vinileno ( en el caso del metilado en 0-4) o acetato de 2-metoxivinilo
(en el caso del 4,6-dimetilado). (Esquema 14).

Este tipo de ruptura ocurriria Gnicamente en los aldononitrilos
metilados en C-4 debido al efecto estabilizante que tiene el metoxilo en
esa posicién sobre el radical formado. E1 hecho de que no se forme en
otros derivados con mayor cantidad de metoxilos (como por ejemplo los de
las 2,4,6- o 3,4,6-tri-0-metilgalactosa) podria deberse a la ruptura
preferencial de otras uniones antes que ésta, dada la existencia de
muchos metoxilos, que estabilizan la carga.

Por la otra explicacion, quiza mas razonable, se podria
atribuir la existencia del pico a m/e 215 Gnicamente a la abundancia
isotopica del m/e 214, dada su baja contribucién, y el resto de los
picos con origen en el fragmento a m/e 214 (serie 4CN) por pérdida de

radical acetato (Ac0-), para dar un ion radical estabiljzado por

resonancia:
T+ I+

g
CH-OAc  _pco- CH—OAc ¢ —OAc
| Al L I - .-y m/e 113
CH-0Ac ﬁH ?H y m/e 95
CH?OM@ CH-OMe CHzoMe

\ Jd
m/e 214 m/e 155

Este tipo de ruptura es similar a la justificada para la
fragmentacidon del derivado de 3-O-metilgalactosa (ver mds adelante).

E1 derivado de 2,4-di-0-metilgalactosa da fundamentalment.



- 264 -

fragmentos de las series 4CN y 3C (al igual que la 2,4,6-tri-O-metilada),
denominadas anteriormente G y K, aunque también se evidencian algunos
picos de las series 2CN y 4C (Tabla 80). Resulta caracteristico el

pico de la serie 4CN a m/e 96. También el pico a m/e 186 de esa serie
aparece en gran proporcidn, 1o que 1o distingue del derivado de 3,4-di-0-
metilgalactosa. Este G1timo muestra un espectro sencillo con picos
originados en las series 3C, 4C y 4CN (K, J y E), pero sélo algunos, y

en alta proporcion (Tabla 80). Es asi, que si bien no existen picos
caracteristicos, este azicar es facilmente reconocible por la alta
intensidad de su pico a m/e 126 (serie 4CN) y también por la importan-
cia relativa de los picos a m/e 189 y 129 (serie 3C).

Teniendo en cuenta los datos de Seymour y co].218 para
distinguir el 3,6-di-0-metil derivado se pueden utilizar especificamente
los picos de la serie 4C a m/e 233 y 131 y semi-especificamente (es de-
cir, aprovechando su alta intensidad) al m/e 113.

En cambio, el 2,3-di-0-metil derivado puede distinguirse fa-

cilmente por los fragmentos de la serie 4C a m/e 261, 201 y 187.

GALACTONONITRILOS MONOMETILADOS Y TETRAACETILADOS

Los modelos de fragmentacién de los derivados tetra;O-acetila-
dos de los mono-0-metilgalactononitrilos no habian sido -hasta el mo-
mento de publicacidon del trabajo (ref.230)- analizados en detalle, pero
siguen las mismas reglas vistas hasta ahora. Los espectros pueden apre-
ciarse, conjuntamente con el del penta-0-acetilgalactononitrilo-en la

Tabla 81.



TABLA 81. Picos principales en los espectros de masa de los derivados
mono-0-metilados y tetra-0-acetilados del D-galactononitrilo

y en el del penta-0-acetilgalactononitrilo.

Metilo en 2- 3- 4- 6-

No

m/e

9o, Asignacién | °, Asignacién | 9 Asignacién %  Asignacién

% Asignacién

43 100 Ac 100 Ac 100 Ac 100 Ac
45 31* 1C
74 3
83 10*  3CN
85 7 4 16 4C
87 12 3¢ 18 3C
95 5 4CN
99 0% 4cC
103 9 2c.Ac20H+ 4 2c.Ac20H+ 6 zc.Aczon+
112 30* 4CN
113 11 acN®
115 10 3¢ 12 3¢ 9 3¢
117 10+ 2¢C
127 9 4C 16 4
129 23 3C 8 1C
142 13*  3CN
145 9 2C,Ac0’ 5 20,Ac0’
154 19* 4CN
155 7 4cN® 4  6CN
157 5  3C,5CN 5 3C
159 4 4 9 4c
184 9%  5CN
187 14*  4C
189 6* 3C
197 10* 6CN
201 5« 4C
212 ' 5% SCN
214 1T 12% acN
215 2 4cN?
217 33 4 3
225
261 1 3 ac 2 4C
273 2 pos.5C 2 pos,5C
286 2 SCN A
289 2*  ac
314

100 Act

13 zc,Aczou+

+
15 2C.Ac30

6 5CN

2 6CN

2 5CN

* Pico caracteristico entre las unidades monometiladas.
2 Ver texto (pag.262 y 263),
pos.=posiblemente
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Los modelos de fragmentacidon son realmente caracteristicos.
Por ejemplo, el 2-O-metilderivado muestra fundamentalmente las rupturas
originadas en las series 4C y 5CN, aunque también aparecen otras series

(3C, 2C y posiblemente 5C).(Ver Tabla 81 y Esquema 15).

I B
i CHZOA CHZOH
CIH—OMG SERIE 2C - c -CH2C0 |
CH-OAc CHyOAc GHp OAc
(IZH—O Ac m/e 145 m/e 103
| +
(I:H-OAC SERIE 5 CI,H-'EOAC CI-H-EL:OAC CH==0Ac
- AcOH -CH,,CO
CHoAc 3 (H0Ac ——— C—0ac 2 c=0
) CH,0Ac CH, CHy
'A
‘:‘?) m/e 217 m/e 157 m/e 115
Z
C|.=_N CI=_-‘N
CIH—OMe CH-OMe CH—-OMe
- AcOH I .
CH—OAC A CH AR CH
- CH.CO
(|:H—OAc 2 cI =0 C=0
CH=QAc CH=OAc éH.—..‘OAc
+ + +
m/e 286 m/e 184 m/e 157
SERIE 4C el
N/ C
+ N\
(IZH—OAc AcO I -
CH=0Ac - A0 \ /AC'OH
> O+
H—OAc m/e 127
CH , OAc Ac O 1 = CH,CO
m/e 187 \
m/e 289 0 \
O+
ESQUEMA 15 n/e 85
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La serie 5CN es inusual, ya que ocurre por ruptura entre dos
carbonos acetoxilados. E1 pico a m/e 184 de esta serie es caractgris-
tico del compuesto. También resultan caracteristicos los picos de la
serie 4C, a m/e 289 y 187, este Gltimo de bastante intensidad. Esta
serie también aparece en el espectro de masa del galactononitrilo pen-
taacetilado. EI1 fragmento a m/e 70 que se formaria por ruptura de
la unidn C-2—C-3, pero manteniendo la carga sobre el metoxilo
(serie 2CN) no existe, lo que estd de acuerdo con el hecho que un frag-
mento del terminal nitrilico s6lo es estable cuando 1leva un acetoxilo
vecino al C-1.

E1 espectro del 3-0-metil derivado muestra analogamente dos
series fundamentales, en este caso mas predecibles: la 4C y la 3CN,
manteniéndose en ambos casos la carga sobre el metoxilo. También
aparecen algunos fragmentos de la serie 3C (Esquema 16).

De la serie 4C, resultan caracteristicos los picos a m/e 201
y 99, y de la serie 3CN, m/e 142 y 83. En este ultimo caso, y and-
logamente a lo postulado para el derivado de 4,6-di-0-metilgalactosa
(pagina 263), la pérdida de radical acetato se justifica por la forma-.
cion de un ion radical estabilizado por conjugacion a lo largo de la
cadena. El1 pico a m/e 83 también habia sido informado por Se_ymour218
para el espectro del derivado de 3,6-di-O-metilmanosa.

Andalogamente al compuesto anterior, el espectro del derivado
de 4-0-metilgalactosa muestra dos caminos de fragmentacidn caracteris-
ticos, o sea el 4CN y el 3C, originados en rupturas que dejan la carga
sobre un metoxilo. Ademds existen pequehas proporciones de las series
4C, 2C y probablemente también la 5C. Los caminos indicados se pueden

apreciar en el Esquema 17.



+.
C=N 1
|
CH-OAc
éH—OMP SERIE 4C
l ?
(H-O0OAc
I
CH—OAc
l
CH20AC
SERIE 3CN
C=N
l
CH—-0Ac
|
CH=—=0OMe
+
m/e 142
J:Aw-
T+
C =N
l
CH
I
CH—OMe
m/e 83
SERIE 3C

Ver Esquema 15

ESQUEMA 16

CHEOMe
|
CH—O0Ac

|
CH—0Ac
|
CHZOAC
m/e 261

- MeOH
- CHZCO
- AcOH

CHo
C=0
CH

CH—-0Ac
m/e 127

j: CH2C0

CHy
=0
CHs
CHO
m/e 85

m/e 99
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1+
C=N C=N C=N ?EN
CH—OAcC | | ] CH
SERIE 4N CH—OAc - AcOH  CH CH,,CO0 9
|
CH-0Ac — | D Lo
é CH-0Ac I l
H—OM l = _
| ¢ CH=OMe CH+OM9 CH‘:OMG
CIH_OAC m/e 214 m/e 154 m/e 112
\ - AcO- _,  Fragmentos m/e 155, 113 y 95,
ERIE 3C ver pagina 262
+ + +
CH=0OMe CH=OMe CH=0OMe
| - AcOH | - CH,C0 |
CIH—OAG ———) C—0Ac — clzo
I
CH,y0AC CHo CHa
m/e 189 m/e 129 m/e 87
ESQUEMA 17

Tal como se explicd para el derivado 4,6-di-0-metilado,
también aparecen los picos a m/e 155, 113 y 95 (pdginas 262 y 263), adju-
dicados a la serie 4CN, posiblemente por pérdida de radical acetato a
partir del ion m/e 214, La serie 3C muestra un Gnico fragmento caracte-
ristico, el m/e 183; la 4CN presenta tres fragmentos que distinguen al
derivado, De ellos, el Gltimo, m/e 112 es el mds importante.

El espectro del derivado de 6-0-metilgalactosa (Esquema
18) muestra caracteristicamente los iones de las series 1C (m/e 45) y
2C (m/e 117), pero también se encuentran muchos iones de las series 3C
y 4C, y andlogamente al galactononitrilo penta-0-acetilado, el jon de la

serie 5CN, m/e 212, que también es caracteristico entre los monometilados.
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c=N * = N T+ C=N
! I
C—0Ac lCI—OH CH-OAc
- CH,CO
" 2L, o %H—OAC
¢=0 Cz0 CH-0 Ac
|
CH, #Hz CH=0 Ac
| +
&
¢ m/e 155 Q>
m/e 197 'P"é‘& oY
' (9% - CH,CO
- AcOH
+
CH==0Ac¢ —_ I+
C=N
l SERIE
CH—0Ac ¢ 4 I
I CH-0OAc
CH—O0Ac [ \\
l CH-OAc
CH., OMe , 0+
CH-OAc
|
CH-OA
| c C=N
- AcOH
l—CHZCO CHOMe m/e 212
+ +
CH:-EOAC J/SERIE 3C CH2'—‘-OM9 CH=0Ac
| |
C=0 m/e 45
2 l m/e 117
[ CH-0A X
CH,OMe | y \‘QEEL$ CH=0AC
CH20M9 CH
m/e 159 I
CH—-OMe
- MeOF/ m/e 129
CHEOAC CHEOAC - MO\ CHeOH
| - CH,cO0 | 2 I
f—OAc — 2y (C=0 CH
| | ”
CHy CH3 CH—OMe
m/e 157 m/e 115 m/e 87

ESQUEMA 18




Sin embargo, el pico mas altamente caracteristico, que no aparece en el
espectro de ningin derivado tetra- ,tri-, di- o monometilado es el de

m/e 197, ya informado por Kochetkov y co].212

, para el cual no dieron
ninguna explicaciéon. Este se origina, andlogamente al del derivado de
2,6-di-0-metilgalactosa, en la pérdida de fragmentos neutros para dar
un ion radical estabilizado por resonancia, que después da otro fragmento
estable (Esquema 18).

Con respecto al penta-0O-acetilgalactononitrilo, da un espectro

215 para el

muy sencillo, similar al informado por Szafranek y col.
derivado andlogo de glucosa. Conteniendo al nitrdgeno, aparecen sélo

dos fragmentos de la serie 5CN, y Tuego los ya conocidos (pag. 88 ) de
las series 2C, 3C y 4C , mds los aciloxonios de m/e 103 y 145. A ellos
hay que sumarles el pico a m/e 225, ion radical formado por la ya conocida
pérdida de fragmentos neutros (serie 6CN). La misma ruptura justifica

ademds los fragmentos de m/e 183, 165 y 123 informados por Szafranek y

co].215 (Esquema 19).
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ESTUCIO DEL RESIDUO PROVENIENTE DE LA PURIFICACION DEL CARRAGENANO CRUDO

Como ya se menciond (pagina 100) , el carragenano se obtuvo por
precipitacidén a partir del agregado de su solucidén acuosa sobre tres
voldmenes de isopropanol, Cuando este carragenano se purificé por
redisolucidn en agua, s¢ observé que un 8-10 % de su peso, permanecia
inso]ub]e11’126.

Matu]ewiczll habia informado que ese residuo contenia 6 % de ni-
trégeno (37,5 % de proteina), 2,5% de azufre (9,3 % de SO3K) y por hidré-
1isis de la porcidn de hidratos de carbono se obtenia una mezcla de
glucosa y galactosa en relacién 4:1,

Cuando se efectuaron los andlisis correspondientes a cinco mues-

tras diferentes de este residuo, obtenidas en distintos fraccionamientos

del carragenano, se observaron los resultados que se aprecian en la Tabla 82.

TABLA 82, Andlisis de diferentes muestras de residuo insoluble

MUESTRA PROTEINA SULFATO 3,6-ANHIDRO-  FOSFORO REL .MOLAR
(N% x 6,25) (SO3K %) GALACTOSA % (P %) GLU:GAL
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 las diversas muestras,
y también con los resultados de Matu]ewiczll, aunque salvo la muestra ¢
que encaja mejor con los valores antes hallados, en el resto de las mues-
tras el contenido de proteina es sensiblemente mayor (~~50 %) y la rela-
cion glucosa:galactosa menor ( “ 3:1), Se observan también pequefas
cantidades de 3,6-anhidrogalactosa y fésforo.

Matu]ewicz11

habia efectuado el andlisis de los aminodcidos com-
ponentes de la porcidn proteica de este residuo, En la Tabla 83 pueden
apreciarse los resultados correspondientes a las cinco muestras aqui

estudiadas, y la comparacion con la determinada por Matu]ewiczll.

Se observa que los resultados analiticos no difieren mayormente
entre las distintas muestras. E1 dnico aminodcido cuya variacidn es
grande es la arginina, lo cual podria deberse a su destruccién parcial
durante la hidrélisis en algunos casos. Ello podria indicar que la
arginina es uno de los aminodcidos mas importantes, Otros aminoacidos
importantes son los acidos aspartico y glutamico; todos estos datos
evidenciarian el predominio de los aminodcidos polares por sobre los no
polares, entre los cuales la leucina y la alanina son los mds importantes,

Dadas las parecidas caracteristicas analiticas de todas las
muestras (Tablas 82 y 83), todas ellas se unieron en un solo residuo

insoluble (RI),
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TABLA 83, Composicion en aminodcidos de distintas muestras de residuo
insoluble?,

AMINOACIDO g/100 g proteina

A B c D E F Promedio

Ac.aspartico 13,6 12,7 12,5 11,9 12,0 13,7 12,7 + 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.glutdmico 16,6 16,5 12,7 11,0 12,4 13,6 13,8 + 2,1

Prolina 4,0 3,6 3,8 3,4 3,0 7,3 4,2 + 1,5
Glicina 4,4 5,5 4,8 4,7 4,0 4,4 4,6 + 0,5
Alanina 7,7 8,1 7,7 6,7 6,0 8,6 7,5 +0,9
Valina 6,4 5,9 5,8 5,8 5,2 7,1 6,0 + 0,6
Metionina 0,2 1,3 0,7 0,4 0,0 1,2 0,6 + 0,5
Isoleucina 5,0 4,5 4,6 3,9 4,5 4,5 4,5 + 0,3
Leucina 8,7 9,3 9,3 8,2 7,3 10,0 8,8 + 0,9
Tirosina 4,8 4,8 5,2 3,8 3,1 4,0 4,3+0,8
Fenilalanina 5,7 4,9 5,0 4,1 4,2 5,9 5,0 + 0,7
Histidina 1,3 0,4 2,0 3,0 3,5 0,0 1,7+ 1,4
Lisina 3,7 5,1 4,7 4,9 7,0 3,5 4,8 + 1,2
Arginina 6,5 2,5 9,8 16,8 17,0 7,0 9,9 +5,9

3En las condiciones de operacién no pueden dosarse triptofano, hidroxiproli-

na ni hidroxilisina. © Datos de Matulewicz (ref.11).
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EXTRACCION ACUOSA DEL RESIDUO INSOLUBLE

Debe tenerse en cuenta el extrafio comportamiento del residuo
insoluble (RI); era extraido del alga por solubilizacidén en agua, junto
con el carragenano, y luego, al intentar disolverlo no se solubilizaba.

Dadas esas caracteristicas, y la presencia de proteina, sulfato,
glucosa y galactosa, se hacia interesante ahondar en el estudio del produc-
to para intentar separar diferentes componentes o llegar a identificar
- al menos parcialmente - estructuras de productos que contuvieran
aquellas porciones,

Se decidi6 entonces intentar una extraccibén acuosa del RI,

Cuando 8sta se efectué (en una relacién 1 % de residuo a agua, varias
horas) y se centrifugé el residuo, se observ6 que l1a solucidn obtenida
resultaba coloreada y sumamente viscosa, Se aislaron por liofilizacidn
los productos soluble e insoluble, y este dGltimo volvié 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 progresidén 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 aumenté la proporcidon de los componentes "extranos", glu-
cosa y proteina,

Ese tipo de separaci6n indicaria la presencia de algin tipo

de carragenano - que por algin motivo precipitd de su solucidén acuosa -,
"asociado" a alglin glucano y proteina; por extraccién acuosa se obtiene

un producto que estéd enriquecido en el carragenano,
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Por el otro lado, la relacién molar galactosa:3,6-anhidrogalactosa:
sulfato obtenida en forma aproximada para los cuatro productos solubiliza-
dos es similar (Tabla 84), 1o que indicaria que en todos los pasos de
solubilizacién se extrae el mismo tipo de carragenano, mientras que el
que queda insoluble en el RIF presentaria un contenido de sulfato relativo
algo mayor,

Cuando se efectub la turbidimetriall’125

del producto soluble
RS-1, se comprobd 1a 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 recurrié a una resina DEAE Sephadex A-50.  Yaphe y co].268'270
ya la habian utilizado para separar tres fracciones del dgar 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 sulfatacidén mds alto, no
gelificantes y exentos de 3,6-anhidroga1actosa270.

Cuando el producto RS-1 se sembré en una columna de esa resina,
ésta se volvi6 opaca y por elucién con agua se obtuvo el diagrama indicado
en la figura 36.

Cuando se cambidé el solvente a NaCl 0,5M no se eluyé ningin producto,
y lo mismo ocurrié con soluciones de cloruro de sodio 1M, 2M y ain 4M, es
decir que el producto i6nico no era eluido de la columna. Yaphe y co].268
ya habfan informado que quedaban productos altamente sulfatados unidos en
forma irreversible a la resina.

Por liofilizacion se aisl6 el producto no jénico, y éste repre-

sentaba cerca del 50 % del peso original; cuando se cromatografié en

geles de Sephadex G-100 utilizando urea 7M como eluyente se obtuvo un dnico

pico en la zona del volumen de exclusidn.
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ABSORBANCIA¥

Figura 36, Diagrama de eluci6én del producto RS-1 en una resina DEAE-

Sephadex A-50, con agua;
(—) proteina,

¥ (---) Hidratos de carbono;

SEPARACION PREPARATIVA Y "RACCIONAMIENTO DEL PRODUCTO RS

Vistos los resultados obtenidos se decidié verificar la separacién

en forma preparativa partiendo de casi dos gramos de residuo insoluble,

con 1o que se obtuvo 18,4 % de material soluble (RS) y 73,4 % de

insoluble (RIF);
exiguas proporciones obtenidas en las subsiguientes (Tabla 84),

en este caso s6lo se efectud una extraccion, dadas las

Los datos

analiticos del producto RS se observan en la Tabla 85.



TABLA 85, Composicidon del producto RS,

Rendimiento . 18,4 %
Hidratos de carbono % 45,8
Proteina % 24,9
3,6-anhidrogalactosa % 2,1
Sulfato (como 503K %) 16,6
) (G]u 44,1

Relacién molar (moles %

de azlcares Gal 51,1
2 Xil 2,1
Ara 0,4
Man 0,7
LRam 1,5

Se observa que salvo el contenido de proteina, que crecié notoria-
mente, el resto de los dosajes dieron resultados similares a los del pro-
ducto RS-1 antes obtenido. Por el otro lado, la hidr6lisis total del
producto y la cromatografia gaseosa de los correspondientes aldononitrilos
acetilados efectuada posteriormente, indicaron, ademds de la presencia de
glucosa y galactosa, la existencia de vestigios de otros aziicares (Tabla 85),

E1 producto RS se cromatografié sobre DEAE-Sephadex A-50; por elu-
cion con agua hasta reaccidon negativa de hidratos de carbono se obtuvo una
solucion que por concentraciéon y liofilizacidén dio un 53 % de un producto
con aspecto de degradado (RS-N).

Como ya se habia mencionado, la resina no permitia la elucién de
mds productos; sin embargo, al dejar la resina con NaCl 4M por varios

dias, y luego hervir brevemente la solucién, reemplazar el decantado por
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solucidon salina fresca y repetir el procedimiento, se obtenifa una solu-
cion acuosa viscosa y que por dialisis y liofilizacidn dio un 37 % de un
producto iénico (RS-I).

Dado que el aspecto del producto RS-N indicaba que éste tenfia
bajo peso molecular, se decidié dializar una solucién del mismo contra
un volumen grande de agua, y se obtuvo de esa forma una pequefia porcidn
dentro del tubo de didlisis ( 7%, RS-NI) y el resto (88 %, RS-NE) diali-
zaba, confirmando el bajo peso molecular de esta fraccion.

E1 aspecto del producto RS-NE y algunos caracteres analiticos
( porcentaje de proteina + hidratos de carbono de RS-N = 60 %), hicieron
pensar en la posible presencia de material liposoluble, por 1o que este
producto se extrajo con cloroformo/metanol 2:1, del modo cldsicamente
utilizado para deslipidar material biolégico, Esa extraccién permitié
obtener por centrifugacién un residuo RS-NER (28 %) y la evaporacién de
los solventes organicos permiti6 recuperar 63 % de s61ido (RS-NEC).

E1 sistema total de separacifn utilizado se indica en el Esquema
20 y las caracteristicas de los productos obtenidos pueden observarse en
la Tabla 86,

En dicha Tabla (pag. 283) se observa nitidamente que se acentud
la diferencia en la composicién pues la galactosa era el azdcar principal
en el producto RS-I y la g]u;dsa en el RS-N, ya que todas sus subfracciones
son ricas en ese azlcar, El1 carragenano estaria asociado a proteina, la

cual esta presente en todo el resto de fracciones,
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TABLA 86. Rendimiento y composicidn de los productos obtenidos por
fraccionamiento del material RS

Producto Rend,? H.d.C.b Proteina 3,6-agc S0.K  Relacién molar (moles

% % % % %3 %) de azicares

Glu Gal Xil Ara Man Ram
RS-1 37 36 10 3,2 39,8 6,88,0 1,54,32,62,8
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 0,21,21,91,2
RS-NEC 63 22 29 - - 88,7 - 0,77,13,5

4Rendimiento considerando el producto a partir del cual fue obtenido.

d

bHidratos de carbono, c3,6-anh1’droga1actosa. Hay trazas de galactosa in-

cluidas en el porcentaje de glucosa,

ANALISIS PRELIMINAR DE DOS FRACCIONES

Fraccion RS-NER

Desde el punto de vista de su estudio como hidrato de carbono,
el mds interesante resultaba el producto RS-NER por su bajo peso molecular,
su importante proporcién de hidratos de carbono y la presencia mayoritaria
de glucosa por hidrélisis.
. E1 peso molecular determinado por dosaje de grupos reductores,

para la porcién de hidratos de carbono, fue de 790, lo que indicarfa una
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estructura promedio tetra- o pentasacaridica, si es que todas las cadenas
poseen su unidad terminal reductora libre., E1 poder rotatorio
( agua, c=3,385) fue de 41,1° , 1o cual no concuerda con 1o que habitual-
mente se encuentra en gluco-oligosacdridos enlazados por uni6én B-, cuyos
poderes rotatorios suelen ser menores, ni por unién o¢-, en los que suele
ser bastante mayor, y ello podria indicar la presencia de ambos tipos
de unidn,

E1 espectro de 1H-RMN del producto se encuentra en la Figura 37,
Ademis de la compleja zona de la resonancia de los protones H-2 —H-6,
pueden distinguirse en el espectro tres sefales que corresponden a car-
bonos anoméricos, ubicadas a § 5,44, 5,01 y 4,74 ppm, con una relacién
aproximada de intensidades de 1:1:2, 1o cual, sumado al peso molecular
antes calculado podria indicar una estructura de tetrasacdrido para la
porcién de azicares del producto, Las asignaciones efectuadas a los
protones anoméricos de di- y oligosacaridos de g]ucosa271’272 se
encuentran en la Tabla 87,

La aparicion de las tres senales en este caso, debiendo repre-
sentar una de ellas a un hidr6geno de un carbono anomérico terminal (no
glicosilado) pareceria indicar que la sefial a 5,44 ppm representa a una
unidad de glucosa ligada o< -(1—3) 6 oK -(1—4) o aln otras posibili-
dades, como una o<-(1—2) con la unidad siguiente en configuraci6n B, o0
un azdcar terminal reductor unido por la posicidn 2-,

La sefal a 5,01 ppm deberia indicar inequivocamente la presencia
de una unién &«-(1—6), mientras que la sehal a 4,74 ppm puede indicar
glucosa unida p-(l—%3) fundamentalmente o bien p~(1—a2) y/o terminal.

Debe considerarse que dada la mutarrotacidn, el azdcar terminal debe estar

como mezcla de an6meros, aunque se ha encontrado que suele privar el p por
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6,0 5,5 5,0 4,5 4,0 3,5 3,0 ppm

Figura 37, Espectro de 1H-RMN (a 100 MHz, de 3,0-6,0 ppm) del producto RS-NER.

(con eliminacién del pico del HOD).
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TABLA 87. Desplazamientos quimicos de los protones anoméricos correspon-

dientes a di- y oligoglucésidos?’1+272
CONFIGURACION DEL CARBONO ANOMERICO
oL B
(1—'2){sig.o(a 5,10-5,13 ppm 4,63-4,65 ppm
. a ,
Punto al sig.p 5,39-5,41 ppm 4,74-4,77 ppm
que S€ unet ;3 .3) 5,36-5,38 ppm 4,74-4,75 ppm
(1—4) 5,40-5,41 ppm 4,51-4,52 ppm
(1—6) 4,98-4,99 ppm 4,50-4,56 ppm
Unido por 4- & 6- { 5,23-5,24 ppm, 6 4,66-4,68 ppm
) » b
. 5,26-5,28 ppm
Terminal Unido por 3- 4,69-4,71 ppm
reductor }Unido por 2- 5,45-5,47 ppm 4,77-4,83 ppm

v

3 desplazamiento varia notoriamente si la unidad a la que estd enltazado
tiene configuracidn o 6 B. b La asignacion dependié de los autores (ref.

271 y 272),

271, por 1o que la sefal de éste Gltimo podrfa no verse, o

por sobre el <«
ser un pequefio hombro que alcanza a observarse a § 5,36 ppm.

E1 producto fue tratado con oC-amilasa, que produce la ruptura de
algunas uniones o<~-(1—4), pero resultd intacto por ese tratamiento lo que
indica que el sustrato es inmune a esa accifén amilolitica, bien por falta de
esas uniones o por la existencia de otras vecinas que bloqueen su accién
(como las o<-(1—-6)).

Queda entonces, como estructura mas probable para este producto

la de un tetrasacdrido de glucosa, con uniones & -(1—3), o<-(1—6) y

P-(1-+3) entre los monOmeros, pudiendo ser en realidad 1-—-2 cualquiera de
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las uniones asignadas como 1—3, si es que la unidad siguiente tiene su
carbono anomérico con configuracién B, La terminal reductora se encontraria
fundamentalmente con configuracion B, y estaria unida por la posicidn 2-
6 3-.

La alta viscosidad de la soluci6n, debida posiblemente a la alta
concentracion utilizada y a la presencia de proteina produjo el ensancha-

miento de las sefales que impidié determinar las constantes de acoplamiento,

Fraccion RS-NI

Podria suponerse que este producto es similar al anteriormente
estudiado, con diferencia de peso molecular entre ambos. E1 espectro de
lH-RMN del producto (Fig.38) es de mas dificil interpretaci6n debido a la
imposibilidad de eliminacion del pico de HOD del mismo. De cualquier modo,
en la zona anomérica alcanzan a verse sehales a 5,42, 5,02 y 4,75 ppm; pese
a que la relacibn de intensidades no es la misma que la anteriormente encon-
trada, especialmente por la disminucién de la senal que caracteriza uniones
oc-(1-6), el tipo de uniones es el mismo que el anteriormente encontrado,

1o que permitiria sugerir alglin "parentesco" estructural con el producto
RS-NER, Se alcanzan a ver también dos picos anchos a § 1,0 y.1,4 ppm, pro-

bablemente debidos a la porcidén proteica o Tipidica del producto,

v T ‘ —v i T Y ] ——
6 5 4 3 ppm
Figura 38, Espectro de 1H-RMN a 100 MHz (3,0-6,0 ppm) de la fraccién RS-NI
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CONSIDERACIONES GENERALES

E1 secado final de ios productos se efectu6é en desecador
a presidn reducida, sobre cloruro de calcio, y en algunos casos sobre
lentejas de hidrdoxido de sodio.

Las evaporaciones se realizaron a presidén reducida en un
evaporador rotatorio Biichi, y a temperaturas del bafio por debajo de 45°.

Los productos se 1levaron a sequedad por liofilizacidén; éstas
se efectuaron en un aparato Eliovac TD 2001, 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 indicacidn en contrario) con agitacién
mecdnica constante. Los productos precipitados se separaron por
centrifugacion y después de ser lavados (y cuando fue necesario,
dializados) se concentraron y liofilizaron. E1 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 didlisis se efectuaron a temperatura ambiente utili-
zando tubos de celulosa (Arthur H. Thomas Co., E.E.U.U.), anudados
en ambos extremos, y la seleccidon del diametro del tubo dependid del
volumen de solucidn a dializar. Las didlisis se 1levaron 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 ldmpara de sodio
( 589 nm ), en un tubo de 1 dm, con un volumen interno de aprox. 1 ml;
a menos que se indique lo contrario, la concentracidn utilizada fue de
0,3-0,5 % (p/v). En los casos en que fue necesario se dejo estabilizar
la solucion en 1a celda del polarimetro durante una noche.

Las muestras para microandlisis se secaron sobre pen-
toxido de fésforo.

Las determinaciones colorimétricas se realizaron con un
espectrofotémetro Beckman DU, y la concentracidon se determind por
referencia a curvas patron; se utilizaron celdas de cuarzo de 1 cm de
longitud 6ptica 6 0,5 cm, dependiendo del volumen de solucién
disponible.

Los espectros de abéorcién en el infrarrojo fueron
determinados con espectrofotémetros Perkin-Elmer 421, Perkin-Elmer
137B-Infracord o Perkin-Elmer 710B, utilizando peliculas de polisacdrido
obtenidas por concentracifén de soluciones acuosas del producto al 0,5 %
a sequedad sobre una superficie de mercurio, o bien en forma de
pastillas con bromuro de potasio.

Los espectros de masa fueron realizados con un
espectrometro de masa Varian MAT CH-7A a un potencial de ionizacién de
70 eV, mediante introduccién directa, con distintas temperaturas de
entrada, indicdndose unicamente los espectros obtenidos en condiciones
optimas. La combinacion cromatografia gas-1iquido- espectrometria
de masa se efectubé con el mismo espectrdmetro combinado a un

cromatdgrafo Varian 1400, y adosado a un procesador de datos de la
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misma marca, sistema MAT 166, con una terminal de video Tektronix
4010-1.

Los dosajes de proteina de los productos insolubles se
1levaron a cabo por determinacién de nitrdogeno por el método de

273

Dumas-Pregl y multiplicacion de dicho contenido por el factor 6,25.

E1 contenido de metoxilo se determind por el método de

274 P .
. Tanto este analisis como el anterior se efectuaron en

Belcher
el laboratorio de Microandlisis del Departamento de Quimica Orgdnica

(UMYMFOR-FCEyN) .

CROMATOGRAFIA SOBRE GELES

Sephadex G-25

Los estudios de la composicidon de las mezclas de diferentes
carragenanos autohidrolizados se efectuaron por cromatografia sobre
geles de Sephadex G-25 (figuras 21, 24 y 28).

E1 gel se preparé por agregado del producto comercial (AB
Pharmacia, Uppsala) seco a un exceso del solvente utilizado (solucién
de cloruro de sodio 0,5M); 1la suspensién se dejé "hinchar" durante
tres horas a temperatura ambiente.

Una vez producida la hidratacién, se 1lené l1a columna (1,2
x 60 cm) con una suspensién diluida del gel, E1 volumen de exclusién
se determind por sembrado de una solucién de Blue Dextran 2000 (2 mg/

0,3 ml ), recoleccién de fracciones y lectura de la absorbancia a 254 nm.
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Sephadex G-100

E1 control de homogeneidad de los productos C, SD e ID (figura
17) y RS (pdgina 278) se efectud por cromatografia sobre geles de
Sephadex G-100.

La preparacidn del gel se efectu6 del modo antes indicado,
con adecuacién del tiempo y temperatura de hid(atacién al tipo de gel,
y con la utilizacién de soluci6n de urea 7M como solvente; 1la
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 automdtico con célula fotoeléctrica ( Gilson ).

CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO

Las cromatografias gas-l1iquido se efectuaron en cromat6-
grafos Hewlett-Packard modelos 5830 y 5840 A, equipados con detector
de ionizaci6bn de 1lama, graficador e integrador automdtico.

Se consider6 que la masa de cada producto era proporcional

al drea de cada pico.

Columnas y condiciones utilizadas

En todos los casos se utilizaron columnas de 180 cm de largo



Y 2 mm de diametro interno. La columna A era de vidrio, las
correspondientes a B y C de acero inoxidable. E1 gas portador fue

nitrégeno, con un flujo mantenido en 25-30 ml/min.

Los rellenos y las condiciones utilizadas fueron:

A: 3 % de ECNSS-M sobre Gas-Chrom Q (100-120 mesh), isotérmica a
180°cC.

B: 0,2 % de poli(succinato de etilenglicol) (HIEFF-2BP); 0,2 % de
poli(adipato de etilenglicol) (HIEFF-2AP) y 0,4 % de silicona

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 luego

isotérmica a 245°.

D: igual columna que C, pero programada de 185°C a 245°C, a 4°/minuto

y luego isotérmica a 245°.

E: igual columna que A, pero isotérmica a 190°C.

E1 detector y la cdmara de inyeccion se mantuvieron a 210°C
en los casos A, By E, y a 260°C en C y D.

En las cromatografias gas-1iquido acopladas a espectrémetro de
masa se utilizo el relleno A, pero en una columna de 120 cm de largo, y

se utiliz6é helio como gas portador.
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DETERMINACION DE LOS AZUCARES COMPONENTES

Hidrolisis dcida total de los polisacdridos

Los polisacdridos (2 mg) se hidrolizaron por calentamiento
con dcido trifluoroacético 2N (0,5 ml) durante 2 horas, a 121°, en
tubo cerradozoo. Luego se 1levbé a sequedad bajo corriente de
nitrdgeno (tras centrifugacién si fuera necesario), se tom6 el
hidrolizado con agua y se 1levd nuevamente a sequedad, repitiendo el
procedimiento hasta eliminar totalmente el dcido (1o que se reconoce

por el olor). La muestra se dej6 en desecador de vacio una noche

antes de ser derivatizada.

Preparacion de los aldononitrilos peracetilados

La mezcla de azicares se tratd 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 abrié el tubo, se dej6 enfriar
y se agreg6é 1 ml de anhidrido acético, manteniendo la mezcla de reaccidn
20-30 minutos mas a 85°. La solucién se dejé enfriar y extrajo en
cloroformo/agua (1:1, 1 ml); 1la fase acuosa se separé y reextrajo
con cloroformo. Los extractos cloroférmicos combinados se lavaron
con soluci6n saturada de bicarbonato de sodio, y con agua, y luego
se secaron con sulfato de sodio. El extracto cloroférmico se
evapord a sequedad, y el residuo obtenido se disolvidé en cloroformo

( 20 /d ) inmediatamente antes de inyectar en el cromatdgrafo.
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Cromatografia gas-1iquido

La mezcla de aldononitrilos acetilados se cromatografid
en el sistema E (pdgina 293 ). El1 mismo permite una facil reso-
lucidn de los principales azicares componentes de mezclas de hidro-
lizados de heteropolisacaridos, aunque también se han sugerido

212,218,223 tiempos . de retencién obtenidos

otros rellenos
(relativos al penta-0-acetilgalactononitrilo) se aprecian en la
Tabla 88. Los valores alli registrados son promedio de por lo
menos ocho determinaciones independientes, y son iguales a los de

standards sintetizados a partir de azilcares comerciales del mismo

modo.

TABLA 88, Tiempos de retencidn relativos? de los aldononitrilos

peracetilados derivados de algunas aldosas.

a
Nitrilo T.
Tetra-0-acetil-  Ramnononitrilo 0,177 + 0,006
Tetra-0-acetil- Arabononitrilo 0,313 * 0,010
Tetra-O-acetil-  Xilononitrilo 0,405 + 0,007
Penta-0-acetil- Manononitrilo 0,690 * 0,008
Penta-0-acetil- Glucononitrilo 0,901 + 0,010
Penta-0-acetil- Galactononitrilo 1,000

aRe]ativo al t = 36,67 minutos.

penta-0-acetilgalactononitrilo
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DETERMINACION DE 3,6-ANHIDROGALACTOSA

Se 1levo a cabo con el reactivo de resorcinol-dcido clorhidrico

276

desarrollado por Yaphe " ~, posteriormente modificado por Yaphe y

Arsenau1t261.

Soluciones necesarias

Se prepard una solucién madre de 1,1-dimetoxietano (acetal)
pesando 700 mg del mismo y 1levando a 100 ml con agua destilada.

La solucidon de trabajo, de 0,28 mg por mililitro se prepard por
disolucién 1:25 con agua destilada. Esta solucién es estable por
un mes.

La solucidn de resorcinol se prepard disolviendo 15 mg de
este producto en 10 ml de agua destilada. Esta solucién, guardada
en refrigerador, en frasco color caramelo, puede conservarse una
semana.

E1 reactivo de resorcinol se prepard afiadiendo 100 ml de
dcido clorhidrico 12M (d.1,19, grado analfitico) sobre 9 ml de la
solucidén de resorcinol, y agregando a esta mezcla 1 ml de la solucidn
de trabajo del acetal. [Este reactivo es estable s6lo durante tres

horas.

Procedimiento

0,8 ml de una solucién conteniendo entre 5 y 40 /4g/m1 de

3,6-anhidrogalactosa o su equivalente en polisacarido, contenidos en
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un tubo de ensayo, se pusieron en bafio de hielo, y se agregaron 4 ml
del reactivo de resorcinol. Se mezcld, se tapd con una bolita de
vidrio y se mantuvo en el bafio de hielo entre 3 y 30 minutos. Se
puso en bano de agua a 20° durante 4 minutos , y luego se calentd a
80° durante 10 minutos. Se enfrié 1,5 minutos en bafno de hielo y
se midié la absorbancia del color desarrollado a 555 nm dentro de
los primeros 15 minutos. Conviene llevar a cabo la reaccifn bajo
Tuz difusa ya que el color disminuye por exposicion a la luz solar.
Paralelamente se efectué un blanco con agua destilada. La
cantidad de 3,6-anhidrogalactosa se determiné por referencia a
curvas patrdn y se expresé como porcentaje del componente anhidro

(162-18).

Observaciones

Si bien el método es especifico para la 3,6-anhidrogalactosa
( o fructosa ) da color en menor proporcidn con otros azicares, COmO

puede apreciarse en la Tabla 89.

Construccidén de la curva patrén

Se disolvieron 33 mg de 3,6-anhidrogalactosa dietilditioacetal
en 50 ml de agua, A 5 ml de esta solucifén se le agregaron 33 mg de
cloruro mercirico y 13 mg de carbonato de cadmio, y se calentaron a
50° durante una hora. Se 1lev0 entonces a 50 ml, obteniéndose una
solucién de 40 pmg/ml de 3,6-anhidrogalactosa. Se efectuaron las
diluciones a partir de la misma y se graficd la absorbancia de estas

soluciones testigo en funcidon de la concentracion.
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TABLA 89. Especificidad del reactivo de resorcin01261.
Azicar Relacién de color?
Fructosa 100
3,6-anhidrogalactosa 92
Ribosa 5
Xilosa 4
Manosa 2,5
Glucosa 2
Galactosa 1
Ramnosa 1
Arabinosa 1
Fucosa 1

4pelacién de color = Absorbancia de 0,18 umoles de azicar x 100

Absorbancia de 0,18 }xmoles de fructosa

DETERMINACION CUANTITATIVA DE LOS HIDRATOS DE CARBONO TOTALES

Se utilizé el método colorimétrico del fenol-dcido sulfirico,

de acuerdo a la técnica descripta por Smith y c01.277.
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Reactivos necesarios

Acido sulfirico grado analftico 98 % ( Merck ).

Solucién de fenol al 5 % en agua, obtenida por disolucién de
50 g de fenol (bidestilado a presién reducida en corriente de nitrd-
geno) en 1 litro de agua. Esta solucidn es estable durante varios

meses conservada a temperatura ambiente.

Procedimiento

A 0,5 ml de solucibén conteniendo hasta 70 J azicares/ ml
se agregaron 0,5 ml de fenol y se mezcl6. Con un dispensador se
dejaron caer 2,5 ml de dcido sulfirico concentrado directamente so-
bre la superficie de la solucidn a fin de asegurar un miximo calen-
tamiento. Al cabo de 10 minutos los tubos se agitaron y mantuvie-
ron 20 minutos mds a temperatura ambiente; paralelamente se
efectu6é un blanco con agua destilada. Se midid la absorbancia del
color desarrollado a 490 nm. La cantidad de azicar se determiné
por referencia a curvas patrén y se expresé como porcentaje de azu-

car anhidro.

Determinacidn de galactosa en presencia de 3,6-anhidrogalactosa

Si el dosaje se efectla en un polisacdrido sin hidrolizar, la
absorbancia medida es suma de las absorbancias de la 3,6-anhidrogalac-

tosa y la galactosa presentes. La contribucion del anhidroazicar
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puede determinarse conociendo la concentraci6n del mismo (determinada
por el método del resorcinol-dcido clorhidrico) e interpolando en la
curva patrdn del metil-3,6-anhidrogalactopiranésido; se determina
entonces la absorbancia debida a la galactosa por diferencia, y se
calcula su contenido a partir de la curva patrén correspondiente.
También puede determinarse 1a galactosa en un polisacdrido
hidrolizado, aprovechando 1la hidr6lisis efectuada para la determi-
nacion de sulfato inorganico; en este caso la 3,6-anhidrogalactosa
es destruida y la galactosa puede determinarse directamente. Este
GTtimo método no es recomendable para polisacdridos con gran propor-

cién de 3,6-anhidrogalactosa.

Construccidn de curvas patrdn

A partir de soluciones madre de galactosa y metil-3,6-
anhidrogalactopiranésido se efectuaron las diluciones correspondientes
(hasta 70 9 azicar/ ml) y se graficé la absorbancia en funcifn de

1la concentracifn.

DETERMINACION DE SULFATO

La determinacién del éster sulfato de los polisacdridos se

efectub6 tras hidr6lisis de los mismos, por el método turbidimétrico

de Dodgson278’279.
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Soluciones necesarias

E1 reactivo de cloruro de bario-gelatina debe prepararse
cuidadosamente: se disolvieron 200 mg de gelatina (Oxoid, exenta de
sulfatos) en 40 ml1 de agua a 60-70°, y la solucién resultante se dej6
en heladera durante por 1o menos 6 horas, Luego se disolvieron 200
mg de cloruro de bario (grado analitico) en el fluido semigelatinoso
y se dejbé durante 2-3 horas mds. El reactivo asi preparado es
estable durante una semana en la heladera.

La soluci6n de &cido tricloroacético se prepard pesando 15 g
del acido y 1levando a 500 ml con agua destilada. La soluci6n resul-

tante se guard6 en la heladera.

Procedimiento

E1 polisacdrido (0,5-2 mg) se disolvié en la cantidad necesaria
de acido clorhidrico 1N para obtener una soluci6n con una concentracién
final de sulfato de 20-200 M9 SO4 / 0,2 ml. Un volumen exactamente
medido de esta soluci6n (aproximadamente 0,5 ml1) se trasvas6é a un tubo
de ensayo chico, el cual se cerrd a la 1lama y se mantﬁvo a 105-110°
durante 4-5 horas.

Luego de enfriado, el contenido del tubo se mezcl6 antes de
abrirlo, y 0,2 ml del mismo se adicionaron a 3,8 ml de la solucién de
dcido tricloroacético. Luego de mezclar se agregé 1 ml del reactivo

de gelatina-cloruro de bario, se mezcl6 y se dejé a temperatura ambien-
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te durante 15-20 minutos. Se midi6 la absorbancia de la solucibn a
360 nm contra un blanco obtenido en las mismas condiciones con 0,2 ml
de HC1 IN. La medicidn debe hacerse en la primera hora, ya que luego
el sulfato de bario tiende a precipitar.

La cantidad de sulfato se determiné por referencia a curvas
patron obtenidas en las mismas condiciones con soluciones de sulfato

de sodio en acido clorhidrico 1N.

Observaciones

Este dosaje no puede efectuarse en presencia de polisacaridos
sulfatados sin hidrolizar, ya que estos dan complejos turbios con

ge]étina.

DETERMINACION DEL 6-SULFATO

Se 1levoé a cabo por el método de Ree551.

A una solucib6n de 7 mg de polisacarido en 3,5 ml de agua se
adicionaron 7 mg de borohidruro de sodio, y se dejd una noche a tempe-
ratura ambiente. Se agregaron entonces 1,75 ml de hidréxido de sodio
3N y 14 mg mds de borohidruro de sodio. Se calenté en tubo cerrado
a 80° y se extrajeron alicuotas a las 2, 3 , 4 y 5 horas (segin
los datos de Matulewicz11 se 1lega a constancia en el contenido de
3,6-anhidrogalactosa luego de 4 horas de calentamiento). A cada

alicuota, convenientemente diluida se le determiné el contenido de
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3,6-anhidrogalactosa por el método del resorcinol-acido c]orhidric0261,

y se compard con un control mantenido a temperatura ambiente (Tabla 90).
La diferencia en el contenido de 3,6-anhidrogalactosa se

adjudicé al 6-sulfato originalmente presente, y en base a ello se

calculé:

119
% 6-sulfato (como SOBK) = x (% 3,6-ahgc. .4 - % 3,6-ahg.

144 1nic.)

TABLA 90. Determinacion del contenido de 6-sulfato en los carragenanos

C, SD e ID,

Tiempo Porcentaje de 3,6-anhidrogalactosa
(h) c ) 1D
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-sulfato 7,3 5,6 8,4

DOSAJE DE GRUPOS REDUCTORES

Se utilizaron: a) el método iodométrico de Somogy1’280’281

239

que fue utilizado por Masson para la evaluacifn de pesos moleculares
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en la degradacion térmica de carragenanos, y b) el método de Nelson.

a) Método de Somogyi

Soluciones necesarias

E1 reactivo de Somogyi se prepard de la siguiente manera:
7,5 g de sal de La Rochelle (tartrato de sodio y potasio) y 7,5 g de
carbonato de sodio anhidro se disolvieron en 50 ml de agua caliente.
Se afiadieron entonces 10 ml de solucién de hidrbéxido de sodio 1IN y
luego, con agitacidon, 2 g de sulfato clprico pentahidratado disueltos
en agua (20 ml), y se 1lev6 a ebullici6n para eliminar el aire.
Paralelamente 45 g de sulfato de sodio anhidro se disolvieron en 120
ml de agua hirviendo. Ambas soluciones calientes se mezclaron, se
agregaron 2 g de ioduro de potasio disueltos en un pequeiio volumen
de agua, y 1,5 ml de iodato de potasio IN. Se dejé enfriar, y se
1levé a 250 m1. Este reactivo es estable,

La soluci6én de tiosulfato de sodio 0,005N se preparé a
partir de una solucion madre 0,1N por dilucidn y agregando ademds 2 ml
de hidroxido de sodio 10% por cada litro de solucién en el momento
de diluir.

Solucion de almidon al 1 %.

Procedimiento

1 ml de solucién conteniendo hasta 300 M9 de galactosa o

su equivalente en polisacdrido y 1 ml del reactivo de Somogyi se
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dejaron 15 minutos en un tubo tapado con una bolita de vidrio, en
bafio de agua hirviendo. E1 tubo se sac6 del bafio, se dejé enfriar
Yy se agregaron 0,5 ml de dcido sulfurico 2N con una pipeta de punta
ancha. Se tituldé con la solucidén de tiosulfato de sodio 0,005N,
utilizando una bureta de 10 ml graduada a 0,05 mi. Cuando el color
amarillo del iodo disminuyé notoriamente se agregaron 0,2 ml del
reactivo de almidon al 1 % y se prosiguid la titulacidén hasta desapa-
ricion del color azul. Paralelamente se efectud la misma titulacién

con un blanco de agua destilada tratado en las mismas condiciones.

Curva patrdn y determinacién del peso molecular

Se obtuvo una curva patrdon con soluciones de galactosa
(50-300 /4g/m]) y se descontd al consumo del blanco el volumen utili-
zado en cada determinacién (B-M), lo cual se grafic6 contra la
correspondiente concentracion de galactosa, Con ello se obtuvo una
recta de cuya pendiente se tom6 el equivalente de tiosulfato a
galactosa. Con esos datos, para un polisacdrido cuya concentracién

se conoce:

180, ¢ . E
n (B-m)

=]

donde

=

: peso molecular promedio numérico del producto
180 : peso molecular de 1a galactosa
¢ : concentracién del polimero en lpg/ml

B : ml de tiosulfato 0,005N consumidos 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 por cada ‘pg de galactosa ).

En los estudios de autohidrélisis el método se utilizé con
alicuotas de la solucién convenientemente diluidas ( 1 ml con pesos
moleculares mayores de 2.000, 0,5 ml entre 1.200 y 2.000 y asi

sucesivamente ). (Ver mds adelante).

_9) Método de Nelson

En el caso del carragenano autohidrolizado (Tabla 61 y 62), se

utilizo para el dosje una adaptacién del método de Ne]son282.

Reactivos necesarios

Solucidn 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
agitacion se anadié una solucidén de 0,4 g de CuSO4.5H20 en agua, y a
continuacidon también se agregaron 1,6 g de bicarbonato de sodio.

Una solucidn conteniendo 18 g de sulfato de sodio anhidro en 50 ml de
agua se hirvid, y ambas soluciones se mezclaron y 1levaron a 200 ml.
Luego de una semana, se utilizd la solucidon sobrenadante clara.

Solucién B: A 2,5 mg de molibdato de amonio en 45 ml de agua
se afnadieron 2,1 ml de acido sulfirico concentrado, seguidos de 0,3 g
de arseniato de sodio e hidrdgeno heptahidratado ( NazHA504.7H20) di-
sueltos en 3 ml de agua. La solucién se mezcl6 y dejé 24 horas a 37°

en botella color caramelo con tapa de vidrio.
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Procedimiento

A 1 ml de solucién, conteniendo hasta 150 Hg de glucosa o
su equivalente en polisacarido se agregé 1 ml de soluci6én A, se calenté
10 minutos en un baifo de agua hirviendo y se enfrié en hielo. Se
agregaron 0,5 ml de soluci6én B, mezclando hasta disolucion total del
6xido cuproso, se anadieron 2 ml de agua y se esperé por lo menos 15
minutos. Las absorbancias a 520 nm se midieron antes de los 40
minutos (la sensibilidad es mixima a 660 nm, no asi la reproducibili-
dad). Paralelamente se efectudé un blanco con agua destilada. El
contenido de azicares reductores se determind por referencia a curvas

patrdn obtenidas de la misma manera con soluciones de galactosa.

DETERMINACION CUANTITATIVA DE LAS PROTEINAS TOTALES

En el caso de los productos solubles, se 1lev6 a cabo por

el método descripto por Lowry y c01.283.

Soluciones necesarias

Solucidn A: carbonato de sodio 2 % en hidr6xido de sodio 0,1N.

Solucién B: sulfato clprico pentahidratado al 0,5 % en una
solucion de tartrato de sodio y potasio al 1 %.

Solucidén C: mezclar 50 ml de solucién A con 1 ml de solucién B;
esta solucifén s6lo es estable por 24 horas.

Solucién D: reactivo de Folin-Ciocalteu (Merck o Sigma), diluido
al medio inmediatamente antes de ser usado. La absorbancia de la

solucion resultante debe ser inferior a 0,040 medida contra un blanco
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de agua destilada.

Procedimiento

A 0,4 ml de solucién conteniendo hasta 0,5 mg de proteina
por ml se agregaron 2 ml de solucidn C; se mezclaron y dejaron a
temperatura ambiente por lo menos diez minutos, Se adicionaron
rapidamente y con agitacion 0,2 ml de solucién D y se mezclaron
dentro de los dos segundos, y al cabo de 30 minutos o mas se midid
la absorbancia a 600 nm, contra un blanco obtenido en las mismas
condiciones con agua destilada. Esta longitud de onda resulta
Ooptima ya que combina alto coeficiente de extincidn con el cumpli-
miento de 1a ley de Beer, La cantidad de proteina se determing

por referencia a curvas patrén,

Construccion de la curva patrén

Se obtuvo graficando la absorbancia de soluciones conteniendo
hasta 500 /Ag/ ml de albdmina de suero bovino en agua versus la concen-

tracion de las mismas.

DETERMINACION DE LOS AMINGACIDOS COMPONENTES

Hidr6lisis de las proteinas

E1 producto a analizar (conteniena: aproximadamente 0,5 mg

de proteina) se hidrolizé con dcido clorhidrizo 6N (10 ml) que conte-
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nia fenol 1 % , por calentamiento en ampolla cerrada al vacio,
durante 24 horas a 105°. El hidrolizado se enfrié, centrifugd y
el dcido se eliminé por evaporacidon al vacio hasta casi sequedad,
seguida de tres evaporaciones sucesivas de pequefios volimenes de
agua agregada, después de 1o cual se dejé en desecador de vacio sobre
hidroxido de sodio durante una noche. El hidrolizado se tom6 con
agua caliente, se centrifugé y 1levé a sequedad, repitiendo el proce-
dimiento dos veces mds, Finalmente el hidrolizado, disuelto en 1 ml
de agua se pasO por una pequefia columna de resina Amberlite IR-120
(H+); la columna se lavd con agua para eliminar aniones y material
no iénico (azdcares). Los aminodcidos se eluyeron con amoniaco 4N
utilizando ninhidrina para determinar el final de la elucién. La
solucidn se 1lev6 a seco a presion reducida, sequida de evaporaciones
sucesivas de pequenos volimenes de metanol agregado.

Asi se obtuvo la fraccidén con los aminodcidos que fue utili-

zada para el andlisis que se detalla a continuaci6n.

Dosaje con el analizador automatico

La determinacién de los aminodcidos estables en medio acido

<84 en un Technicon

se 1levé a cabo con el método de Spackman y col.
Sequential MultiSample Aminoacids Analyser TMS2 (Technicon Corporation).
De los datos obtenidos se calculd el porcentaje de cada

aminodcido en base a:

g aminodcido anhidro hy a; ky M,
——— x 100

a1 ki Mi

1'
100 g proteina -
L
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, donde:

h. : altura de cada pico (cm)

a. : ancho de cada pico a la altura media (cm)
k., ¢ constante para cada aminodcido (nmo]/cmz)

M. : peso molecular de cada aminodcido anhidro (PM-18)

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FOSFORO

Se utilizé el método espectrofotométrico de Bart]ett285.

Reactivos necesarios

Per6oxido de hidrb6geno 30 %, exento de fésforo.

Acido sulfirico grado analitico, 10N.

Solucidn de molibdato de amonio ( (NH4)6 M07024'4H20), en
agua, al 0,22 %.

Reactivo de Fiske y Subba Row: se preparé disolviendo 0,5 g
de acido l-aminonaft-2-01-4-sulfénico en 200 ml de solucibén de bisul-
fito de sodio 15 % recién preparada; 1luego se agregb 1 g de su]fitp
de sodio anhidro, se filtr6 l1a soluci6n y se guard6 en frasco color

caramelo.

Procedimiento

En un tubo de ensayos se colocaron hasta 2 ml de soluci6n de
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la muestra, conteniendo menos de 5 Mg de fésforo, y 0,5 ml de acido
sulfarico 10N; ese tubo se dej6 en estufa a 150-160° durante 3 horas
y se anadieron ( luego de enfriar ) dos‘gotas de H202 30 2. Se
volvié a dejar en la estufa 1,5 horas mds, para destruir los residuos
carbonosos formados; se dejoé enfriar, se anadieron 4,6 ml de la
solucidon de molibdato y 0,2 ml del reactivo de Fiske y Subba Row y se
mezcld, Se calenté 7 minutos en baho de agua hirviendo; luego de

5 minutos el color alcanza su maximo y permanece estable; se puede

determinar su absorbancia a 830 nm.

Construccidon de la curva patrén

La cantidad de fésforo se estimé por referencia a curvas
patron, obtenidas para soluciones de diferente concentracién de
ortofosfato disédico ( NaZHP04'7H20 ).

Esto se logrd con diferentes voldmenes (0,4-2 m1) de una
solucibén madre que contenfa 2,5 P9 P/ml, 1levando las soluciones a
4,1 ml con agua destilada; se anadieron 0,5 ml de dcido sulfirico
10N, 0,2 ml de solucion de molibdato de amonio 5 % y 0,2 ml del reac-
tivo de Fiske y Subba Row; después de calentar, se ley6 la absorban-

cia del modo habitual,

OXIDACION CON PERIODATO

Se disolvieron 2 mg de muestra (C, ID y SD) en 1 ml de so-
Tucidén de metaperiodato de sodio 0,015M, y se dejdé en ausencia de luz,

a temperatura ambiente; se midié el consumo de periodato a distintos
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tiempos hasta que se observd constancia en el consumo del oxidante

y/o sobreoxidacién,

Determinaci6n del consumo de periodato

Se 1levé a cabo por el método espectrofotométrico de
Guthrie286. Se midieron las absorbancias a 223 nm de soluciones
testigo de metaperiodato de sodio 0,015M y iodato de potasio 0,015M,
diluidas 250 veces, y se hizo 1o propio con alicuotas de la mezcla

de oxidacién, dilufda también 250 veces, E1 consumo de periodato

se determindé de acuerdo a:

Ab
Ab

- Abs
- Ab

Periodato consumido (mM) = 15 . 1 - Speriodato muestra

Spem‘odato Siodato

Se graficaron los valores de consumo de periodato en funcién
del tiempo de oxidacién hasta constancia ( Figuras 39, 40 y 41) y con
ese dato se calcularon las unidades de monosacdrido oxidadas por mol

de periodato consumido, de acuerdo a:

n°® de unidades p_. 1000
mol de 104' V.1 .M
» donde:
p = peso de la muestra (mg)
V = volumen de solucién de muestra (ml)
I = periodato consumido (mM)
M = peso molecular de la unidad de monosacarido, calculado conociendo
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Figura 40, Determinaci6én del consumo de periodato del carragenano ID
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Figura 41. Determinacién del consumo de periodato del carragenano SD
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la composici6n del polisacdrido y tomando los pesos moleculares de los
monosacdridos en la cadena (162 para la galactosa y 144 para la 3,6-
anhidrogalactosa) y del sulfato (119, SO3K).

En el caso de las fracciones C, SD e ID (Tabla 42), esos M

eran 342, 322 'y 355 respectivamente,

VISCOSIMETRIA

Las viscosidades relativas se determinaron con un viscosimetro
tipo Cannon-Fenske, midiendo el tiempo requerido (por la soluci6n del

producto y por el solvente ) para pasar entre dos marcas.

Entonces:
w M solucién tso]uci6n
rel Y solvente tsolvente

Para la determinacién de viscosidades intrinsecas, se efec-
tué la determinacién de la viscosidad relativa para soluciones de dife-
rente concentracién de polisacdrido en cloruro de sodio 0,1IM, En
algunos casos (Tabla 93) se utiliz6 un viscosimetro de tipo Ubbelohde,
que permite efectuar todas las determinaciones diluyendo la misma solu-
cién original, ya que la viscosidad relativa se hace irdependiente del
volumen total de solucidén empleado,

Con las viscosidades relativas, se determinaron las viscosida-

des especificas (J1esp = MNype1 - 1)y se obtuvo el valor de la visco-



sidad intrinseca por grafica de Nyed (='qesp/ ¢ ) en funcién de ¢

( concentracién, en g/100 ml), y extrapolando a dilucién infinita

(c =0 ); 1la ordenada al origen da el valor de la viscosidad intrin-
seca Lﬂ] Paralelamente se graficd (In 1]re])/c (=*]inh ) en
funcidén de la concentraci6n, y una nueva extrapolacién a cero permi-
ti6 obtener otro valor de la viscosidad intrinseca. Cuando el
trabajo es cuidadosamente realizado, ambos valores deben ser aproxima-
damente iguales, y se toma como viscosidad intrinseca ( Lq] ) al

promedio de ambos (Tablas 91-94).

TABLA 91. Determinacion de las viscosidades intrinsecas de los
carragenanos C, SD e ID

Carragenano concentracién  tiempo N rel N red Minh
(g/d1) ~ (seg) (d1/g)  (d1/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 | |
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 ! |
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 | |
3,19 3,17




TABLA 92. Determinacion de las viscosidades intrfnsecas de los
productos fraccionados en forma analitica con DMSO (Tabla 40).

Producto Concentracion Tiempo M rel M ped M inh
(g/d1) (seg) (d1/g)  (d1/g)
0,205 261,2 1,434 2,115 1,757
So1,DMSO 0,128 228,9 1,256 2,001 1,781
0,093 215,7 1,184 1,973 1,811
183,2 l l
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

TABLA 93, Determinacién de las viscosidades intrinsecas del carragenano
original y autohidrolizado a temperatura ambiente (Tabla 61).

Carragenano Concentraci6n Tiempo M rel Y red Ninh
(g/d1) (seg) (di/g)  (d1/g)

0,2496 121,1 3,392 9,583 4,894
0,1567 79,4 2,224 7,804 5,098

Original 0,0998 61,1 1,711 7,126 5,382
0,0499 46,8 1,311 6,228 5,423

- 35,7 )

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




TABLA 94, Determinaci6n de las viscosidades intrfnsecas de los pro-
ductos de la autohidrélisis a 50° (Tabla 62),

Zligﬁ?dgglisis Concentracifn Tiempo M rel N red Ninh
(horas) (g/d1) (seg) (d1/g)  (d1/g)
0,0573 332,2 1,356 6,22 5,32 1
0 0,0436 306,9 1,253 5,80 5,17
0,0352 293,3 1,198 5,61 5,12
244 ,9 l l
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
204, | J
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 l
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 i l
1,69 1,73




CARACTERISTICAS DEL MATERIAL

Se utilizd el alga roja Iridaea undulosa Bory, recogida en
invierno en Puerto Deseado, provincia de Santa Cruz. La recoleccidn

fue manual, y el secado, al aire libre, bajo fuertes vientos.

AISLAMIENTO DEL CARRAGENANO

E1 alga seca se pulverizé con un molino Wiley (malla 20); 53,2
g se extrajeron mediante agitacién mecdnica con 2600 ml de agua, durante
24 horas y a temperatura ambiente. El extracto se centrifugb, se
separ6 el residuo (que se sec6é con etanol y luego con éter) y la solu-
ci6n acuosa se volcé lentamente y con agitacidn sobre 10 litros de
isopropanol, E1 carragenano precipit6 en forma de fibras, y se secé
por intercambio de solventes (etanol y luego éter), y por Gltimo en
desecador a presidon reducida hasta constancia de peso. Se obtuvieron
asi 23,8 g (45 %) de carragenano, el que se purificé por redisolucién.
en agua (1500 m1), centrifugacid6n y reprecipitacién con tres volimenes
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 utiliz6 para el fraccionamiento la técnica descripta por

11,126

Matulewicz y Cerezo , pero se efectu6 un s6lo agregado de cloruro
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de potasio para llevar a una concentracion de 2M, ya que en nuestro
caso resultaba de interés la fraccidon soluble a estas concentraciones.
Para ello, 9,70 g de carragenano purificado se disolvieron en 4 litros
de agua mediante agitacibn mecdnica; se efectuaron entonces pequefios
agregados de cloruro de potasio finamente molido, y la solucidn se
agité durante 30-60 minutos. Asi se llev6 hasta una concentraci6n

de 2M (298 g de sal) y se dej6 reposar; se centrifugé, enfriando
previamente la suspensién en bafio de hielo. La porcién soluble-se
recuperd por didlisis contra agua, concentracion y liofilizacién,
obteniéndose 1,77 g (18,2 %) del carragenano C. E1 gel centrifugado
se redisolvidé en agua, dializ6 y liofiliz6, obteniéndose 6,03 g

( 62,2 %) de producto insoluble en cloruro de potasio 2M,

RESIDUO INSOLUBLE

Se analizaron varias tandas del residuo insoluble proveniente
de la purificacién del carragenano crudo, y dadas sus similares carac-

teristicas analiticas se reunieron en uno solo (Cap. VII, pag.274).

Redisoluci6n

561 mg de residuo insoluble RI se extrajeron, con agitacién
magnética con 56 ml de agua, a temperatura ambiente (27°), durante 8
horas. Se dejo reposar durante la noche, y se volvid a agitar dos
horas mds, Se centrifugb y el residuo (tras agregado de agua) y la
solucién se liofilizaron; se obtuvieron asi 450 mg de residuo (80 %)

y 99 mg de producto soluble (18 %, RS-1). El1 residuo (450 mg) se
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volvid a extraer del mismo modo, con 45 ml de agua quedando 413 mg
de insoluble (92 %) y 23 mg de soluble (5 %, RS-2). El primero de
ellos volvid a tratarse con 42 ml de agua, obteniéndose 8,8 mg de
soluble (2 %, RS-3) y 393 mg (95 %) de residuo, el cual se traté
con 40 ml de agua, recuperdndose finalmente 372 mg (95 %, RIF) de
residuo y 8,4 mg (2 %, RS-4) de porcibn soluble. E1 producto RS-1
se cromatografié sobre DEAE Sephadex A-50 (5 mg en 4 m] de resina
"suspendida, obteniéndose por lectura de la absorbancia a 280 nm
(directa sobre la soluci6n) y 490 nm (por reaccién previa con
fenol-acido sulflrico) el diagrama que se observa en la Figura 36.
E1 fraccionamiento en forma preparativa se efectué con

1,98 g de residuo insoluble original tratados del modo habitual con
200 ml de agua, obteniéndose 362,8 mg (18,4 %) de fracci6én soluble
RS y 1,45 g (73,4 %) de residuo insoluble RIF,

Separacion ggl producto neutro y el producto i6nico

215 mg de la fraccion solubilizada RS se disolvieron en 20 ml
de agua, y se hicieron pasar a través de una columna que contenfa
aproximadamente 150 ml de resina DEAE Sephadex A-50 (C17) equilibrada
con agua. Se eluy6 con agua hasta reacci6n negativa de fenol-dcido
su]fﬁric0277, por qpncentraciGn y liofilizaci6n se obtuvieron 114,5 mg
(53 %) de un producto de color caramelo (RS-N).

E1 material de la columna, cuyo aspecto habfa cambiado noto-
riamente ya que se habfa tornado opaco, se traté con cloruro de sodio

4M durante 72 horas y luego el contenido se pas6é a un frasco Erlenmeyer



donde se dej6 en bafio de agua hirviendo durante 15 minutos, Se dejé
decantar, se separ6 la solucidn, y el gel se volvié a calentar 15 minu-
tos con solucidn salina fresca. Se juntaron todos los extractos, se
dializaron, concentraron y liofilizaron, obteniéndose 79 mg ( 37 %) de
producto i6énico RS-I,

E1 producto no i6nico se dializé en sistema cerrado: 5 ml de
su solucién contra 200 ml de agua destilada con agitacién. E1 conte-
nido del tubo y las aguas externas de di§lisis se controlaron por la

reaccion de fenol-acido su]fﬁrico277

» comprobdndose la presencia de

5 y 35 mg de hidratos de carbono, respectivamente (expresados como
galactosa), Finalmente, por liofilizacién se aislaron ambos produc-
tos, obteniéndose 8,3 mg de no-dializable (7 %, RS-NI) (una vez centri-
fugada una pequefia proporcién insoluble) y 99,0 mg de dializable ( 88 %,
RS-NE).

Este G1timo fue extraido con cloroformo/metanol de la forma
habitualmente utilizada para la extraccién de 1ipidos : 99 mg de
muestra fueron tratados con 15 ml de una mezcla de cloroformo y metanol
en relaci6én 2:1 (v/v), 3 horas a temperatura ambiente, con agitacién
magnética, Se centrifugdé, el insoluble se tomé con agua y se liofi-
1iz6 : 27,7 mg (28 %, RS-NER)., La solucién orgdnica se evapor6 en
corriente de nitr6geno y sobre un frasco previamente tarado. Una vez

seco se dejé 2 horas en desecador de vacio, se pes6 (62,3 mg, 63 %,

RS-NEC) y se redisolvié en cloroformo, guardidndose a -20°,

Accibn de la oc-amilasa sobre RS-NER

2 mg de producto RS-NER se disolvieron en 0,4 ml de buffer
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de fosfato de potasio (0,1M, pH 7) que contenian 16 Mg de oc-amilasa
bacteriana (Merck), y se incub6 la solucién a 25°, durante 48 horas,
con agitacién magnética, segln la técnica informada por Albersheim y
co].287.

Se tomaron alicuotas de la solucifén a tiempo cero y a las 48
horas, y se determindé el poder reductor de las mismas por el método de

.280,281

Somogyi (pag.304).

ACCION DEL DMSO SOBRE EL CARRAGENANO SOLUBLE

Intento de desulfatacion

Se 1lev6 a cabo por la técnica descripta por Matulewicz y
Cerezol49; se disolvié el carragenano soluble (265 mg) en 27 ml de
agua, se agregaron 50 mg de borohidruro de sodio y se dej6 a tempera-
tura ambiente, una noche, La solucidn resultante se hizo pasar a
través de una columna que contenia resina Dowex 50 (H+), recogiéndose
sobre un frasco que contenia solucién de piridina en agua al 20 %, y

utitizando la reaccién de fenol-acido su]fﬁric0277

para determinar
el final de la elucién., La solucibn se dializd y liofiliz6, obte-
niéndose 219 mg ( 83 %) de sal piridinica.

A este producto se adicionaron 28 ml de dimetilsulféxido con-
teniendo 2 % de piridina, y se calentd a 100°. Se fueron tomando
alicuotas de la solucibn a distintos tiempos, las que se dializaron y
liofilizaron, efectudndose los correspondientes andlisis de 3,6-anhi-

drogalactosa, sulfato, viscosidad relativa y poder rotatorio (Tabla

39). La mezcla de reaccién final se centrifug6, separandose un solu-
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ble y un insoluble que se recuperaron por didlisis y posterior

liofilizacién, en relacién 6:4 aproximadamente (pdgina 129 ).

Fraccionamiento de las sales de piridinio y potasio

A 100 mg de carragenano soluble (sal de piridinio) se afadieron
15 m1 de DMSO y se dej6é la suspensién en un "shaker" durante 24 horas.
Se tomO6 una pequeha porcibn, se centrifug6 y sobre 0,1 ml de soluble se
efectud una reaccion de fenol-dcido su]fﬁric0277 comprobdndose muy poca
solubilizaci6n (menos del 10 % del valor final), Se dejé en estufa a
100° , y a intervalos regulares de tiempo se repitié el procedimiento;
al cabo de 5 horas la reaccifn se detuvo y la mezcla resultante se
centrifugé. Por didlisis y liofilizaci6én de la solucidn se obtuvieron
55,8 mg (56 %) de producto soluble en DMSO, El residuo fue disuelto
en agua, se lo dializ6 y liofilizé (26,3 mg, 26 %). El rendimiento
total del fraccionamiento fue del 81 %.

Cuando se trabajé con la sal de potasio (110 mg) se obtuvieron
48 mg de soluble y 19 mg de insoluble en DMSO, con un rendimiento total

del 61 %.

Fraccionamiento definitivo

La fraccién soluble en cloruro de potasio 2M (967 mg) se
transformd en la correspondiente sal de piridinio por el procedimiento
descripto anteriormente, obteniéndose 886 mg de dicha sal (80 % de ren-
dimiento ).

En un balén de dos bocas de 500 ml se colocaron 697 mg de
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este producto y 105 m] de dimetilsulféxido. En una boca se adapté
un agitador mecdnico con cierre de Teflén, Con la otra boca tapada,
se calent6 a 100° y se fueron tomando alfcuotas a intervalos de
tiempo regulares, Cada alfcuota se traté del modo antes indicado
para determinar la proporci6n relativa de hidratos de carbono disuel-
tos; cuando se 1legb a los 60 minutos se detuvo la reaccién.
Ambos productos se aislaron de 1la forma habitual, obteniéndose 402
mg (57,7 %) de soluble en DMSO (SD) y 270 mg (38,8 %) de insoluble
(ID).

E1 rendimiento total fue del 96 %, lo cual puede atribuirse

al corto tiempo de solubilizaci6n.

DETERMINACION DE LAS CURVAS DE SOLUBILIDAD EN KC1 POR TURBIDIMETRIA

Se 1lev6 a cabo por el método de Matulewicz y Cerezolzs, con

adaptacidon a menores cantidades de polisacdrido: se prepar6 una
soluci6n conteniendo de 12 a 15 mg de polisacdrido en 5 ml de agua,
y 6sta se centrifugb para eliminar material suspendido. Se midi6 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 volvié a homogeneizar en un mixer,
midiéndose luego la absorbancia a 450 nm. Se repitié el procedi-
miento en etapas hasta llegar a una concentraci6n de cloruro de

y dAbs/dc

KC1
VS. Cyep Se determiné la curva de solubilidad del productolzs.

potasio 1,8M, Por grafica de Absorbancia vs. ¢ KCI
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TRATAMIENTO ALCALINO

Se utilizo el método descripto por Rees y co].55

106,6 mg de fraccidn soluble C se disolvieron en agua (53 ml)
y se adicionaron 50 mg de borohidruro de sodio. Al cabo de 24
horas se agregé mas borohidruro de sodio (90 mg) y 26,5 ml de solu-
cién de hidroxido de sodio 3M. En base a los antecedentes previos
(dosaje de 6-sulfato) se calent6 a 80° durante 5 horas. Luego la
solucion se dializ6, concentrd y liofiliz6, obteniéndose 83,9 mg
(92 %, considerando el sulfato eliminado) de producto tratado.

Este tratamiento se repiti6 de idéntico modo con 61,2 mg de
cada una de las fracciones obtenidas por disolucion diferencial en
DMSO, obteniéndose 42,0 mg (Y1 %) del ID tratado (ID-T) y 39,3 mg
(99 %) del SD tratado (SD-T).

Estos productos tratados se fraccionaron con cloruro de potasio

por los procedimientos ya informados (p&gina 318).

ESTUDIOS DE METILACION

Todos los carragenanos fueron metilados por el método de
Haworth228.

1,0 g de carragenano (fraccién soluble en KC1 2M) fue disuelto
en agua (30 ml) en un balén de tres bocas, a temperatura ambiente, y
se adicionaron 100 mg de borohidruro de sodio. Al cabo de 24 horas
se agregaron 30 ml de hidroxido de sodio 60 %. Luego, se mantuvo

agitacion mecdnica por la boca superior, y en las laterales, esmeri-

ladas, se aditaron sendas ampollas desde las cuales se agregaron
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simultdneamente y gota a gota 8 ml de sulfato de dimetilo y 20 ml de
hidréxido de sodio al 30 % (las soluciones alcalinas se burbujearon
con nitrdgeno antes de ser utilizadas), con agitacién violenta

durante 2 horas, manteniendo el medio de reaccién refrigerado con

una mezcla hielo-agua-sal a -2°. Una vez terminado el agregado se
mantuvo la agitacién durante 7 horas, y luego se conserv6 el balén

en el congelador hasta la mahana siguiente. De ese modo se efectuaron
cuatro agregados mds de ambos reactivos en las mismas condiciones,
durante cinco dias comsecutivos, El polisacdrido parcialmente meti-
lado se recuperd por cuidadosa didlisis, concentracién y liofilizacidn
( 0,860 g, % metoxilo= 8,1 ).

Este producto se sigui6 remetilando del mismo modo hasta cons-
tancia en la composicién de los monosaciridos obtenidos por hidrélisis,
lo cual requirié cuatro secuencias de metilacién mas (cada una de las
cuales comprendfa cinco agregados). En la segunda secuencia se partié
de 0,798 g del polisacarido 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 con un contenido de metoxilo de 13,2 4. En la quinta y Gltima,
a partir de 0,297 g se obtuvieron 0,276 g del producto permetilado, con
15,2 % de metoxilo., En todos los casos se trabajé a -2°, y las canti-
dades de dlcali y agente metilante se adecuaron en cada caso a la
cantidad de polisacarido utilizada. En todos los casos las soluciones
resultantes se dializaron y después centrifugaron, ya que presentaban
copiosos precipitados; luego se determind 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 ambas subfraccio-
nes (SD e ID) se realizaron a 0°(agua/hielo) con agitacién magnética,
en balones de 25 m]l tapados con tapones plasticos, 1os cuales se per-
foraron y atravesaron con jeringas plasticas, mediante las cuales se
inyectaron, en 1 hora , ambos reactivos. Las adiciones efectuadas
eran de 0,3 ml de sulfato de dimetilo y 0,75 ml de hidrdxido de sodio
al 30 %. Las cantidades obtenidas por cada secuencia de metilacidn
(cuatro en total) se pueden observar en la Tabla 44,

Los productos tratados con dlcali (SD-TI, SD-TS e ID-TS) fueron
metilados del mismo modo, pero las cantidades empleadas fueron ain

menores ( ~15 mg) y a temperatura ambiente:

HIDROLISIS DE LOS POLISACARIDOS METILADOS

E1 polisacdrido resultante de cada etapa de metilacién (1-5 mg)
se disolvi6é en 0,5 ml de dcido f6rmico 45 % (v/v) y la solucién se
calenté en un vial cerrado, a 100°, durante 16 horas. El dcido férmico
se elimind por evaporaci6n a presi6n reducida hasta casi sequedad,
seqguida de evaporaciones sucesivas de pequefios volimenes de agua
agregada, después de 1o cual se tomé con agua (0,5 ml) y se agregaron
gotas de solucién de amoniaco diluido para neutralizar el dcido sulfi-
rico producido por la hidrélisis de los grupos sulfato.

Se 1levé a sequedad, se guardé en desecador de vacio una noche
y luego el hidrolizado se tomd con etanol (2 ml), se centrifugé, y la
solucién etan6lica se dividi6é en dos partes iguales, las que se llevaron

a sequedad por separado.
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Derivatizaci6n como aldononitrilos acetilados parcialmente metilados

Uno de Tos extractos etandlicos, llevado a sequedad se dejé
en desecador una noche y se trat6 del modo indicado para la obtencidn
de los aldononitrilos peracetilados (pdgina 294 ), aunque se tomaron
precauciones especiales para evitar la evaporacidén de productos de alto
grado de metilacion. En el primer andlisis los productos se somew.ieron
a cromatografia gas-1iquido en los sistemas A, B , C y D. En el
andlisis de rutina posterior se recurri6 uUnicamente al sistema A. Los
resultados obtenidos pueden apreciarse en el Capitulo VII, pdgina ¢50.
Los distintos patrones de galactosa parcialmente metilada ‘e

trataron del mismo modo.

Derivatizacidén como alditoles acetilados parcialmente metilados

Al otro extracto etandlico (una vez seco) se lo tom6 con agua
(0,5 m1) y se adicion6 borohidruro de sodio (5 mg) y se dej6 a tempera-
tura ambiente durante una noche, A partir de alli se utilizaron dos
procedimientos distintos:

200 se destruyb

a ) Siguiendo la técnica de Albersheim y col,
el exceso de borohidruro con &cido acético glacial, gota a gota, hasta
cese de efervescencia. Se 1lev6 a seco a presi6n reducida, y el dcido
bérico formado se elimind por adici6bn sucesiva de 0,5 ml de metanol
( x 5 veces ) y evaporaci6n., La acetilacién se efectué en vial cerrado,

por agregado de 0,5 ml de anhidrido acético, y calentamiento durante

3 horas a 121°, actuando el acetato de sodio formado como catalizador.
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E1 anhidrido acético se eliminé por sucesivos agregados de tolueno, y
evaporacibn a presion reducida. La muestra se extrajo con cloroformo/
agua (i:l; 1,5 ml) , se lavd la fase cloroférmica y se secé con sulfato
de sodio anhidro. Una vez llevado a seco, y por agregado de cloroformo
(aprox. 20 ,4] ) se tuvo la solucién lista para la inyeccibén cromato-
grafica.

206 , Se agregaron a la solucibn

b) Siguiendo el método clasico
unas gotas de dcido acético diluido y luego se descationiz6 por agre-
gado de resina Dowex 50 (H+). Se filtré y 1lev6 a seco, y para elimi-
nar el acido borico formado se adicionaron y evaporaron consecutivamente
cinco agregados sucesivos de 0,5 ml de metanol. Tras llevar a sequedad
se dejo en desecador una noche y luego se adicionaron 0,8 ml de una
mezcla anhidrido acético/piridina 1:1 y se calenté durante 45 minutos
a 100°, Cuando se enfrid se volcé sobre cloroformo/agua (1:1; 1,5 ml);
la fase acuosa se re-extrajo con cloroformo, y los extractos organicos
unidos se lavaron con agua, solucidn saturada de bicarbonato de sodio
y nuevamente agua, Se sec6 con sulfato de sodio y se evapor6 el

cloroformo; por agregado de 20 /11 de cloroformo se tuvo la mezcla

lista para la inyeccién,

Para la primera serie de metilaciones se utilizaron los sistemas
cromatograficos A, B, C y D, pero el andlisis de rutina se efectu6 en
el sistema A.

Las identificaciones en el sistema c.g.1.-e.m. se efectuaron

con una columna del tipo A (ver pdgina 293).
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ESTUDIOS DE AUTOHIDROLISIS

Se realizaron experiencias con distintas fracciones. El
método general, de autohidr6lisis a 60° se inici6 por disolucién de
300 mg de producto en 30 ml de agua. Luego, se hizo pasar la solucién
a través de una columna (2 x 15 cm) de resina Dowex 50 (H+), recogiendo
el eluido en una probeta sumergida en un bafio de hielo. Se lavé la
columna con pequefias porciones de agua destilada, hasta que en la
probeta se completaron 100 ml de solucién del carragenano en forma Wt .
La solucidon se tranfirid a un Erlenmeyer, el cual se sumergié en un bafio
termostatizado a 60°. A partir del primer momento, y a intervalos de
tiempo regulares se determindé la viscosidad relativa con una alicuota
de 5 ml, que luego de terminada la medicién se reintegré al frasco;
con otra alfcuota se determin6 el peso molecular por dosaje de grupos
reductores (pdgina 306 ), y otra pequefa alicuota se adicion6 sobre una
punta de espdtula de carbonato de calcio contenida en un tubo de ensayos.
Esta Gltima serie de tubos se fue guardando en congelador hasta que,
completada la autohidrélisis, se agregé borohidruro de sodio a cada
tubo, se dejé una noche a temperatura ambiente , y sobre la suspensifn
decantada se tom6 una muestra sobre la que se determin6 el porcenteje
de 3,6-anhidrogalactosa por el método del resorcinol-dacido é]orhfdric0261.

Una vez finalizada la autohidr6lisis (por constancia de peso

13C) se retiré la

molecular o por toma de una muestra apta para RMN de
mezcla de reaccifn del bafio y se agregaron 500 mg de carbonato de bario
(exento de cloruros). Se dej6 unas horas, con agitaci6n ocasiona{ y
luego se centrifugé. La solucién se filtr6 con ayuda de una placa
filtrante para eliminar el resto de sales de bario insolubles (las que

no contenian hidratos de carbono), y luego se hizo pasar la solucibn
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- i . +
a través de una columna conteniendo resina Dowex 50 (Na ) para obtener
los productos en forma de sal s6dica. Finalmente se concentré y

1iofiliz6, obteniéndose rendimientos entre el 60 y el 80 %.

ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Los espectros se efectuaron a temperatura ambiente en un
equipo Varian XL-100 con computadora 620 L-100 que efectué la corres-

pondiente transformada de Fourier,

RMN- H

Los espectros de los productos RS-NI y RS-NER se obtuvieron
con soluciones de ~5 y 10 mg de los mismos, respectivamente, en 0,4
ml de agua deuterada. Previamente las muestras fueron disueltas en
agua deuterada y liofilizadas, varias veces, a fin de intercambiar
sus protones oxhidrilicos, Dada la variedad de protones existentes,
se debieron acumular 300 pulsos en el primer caso y 200 en el segundo,
A fin de eliminar el pico debido al HOD se efectué la siguiente secuencia

de pulsos: 180°- T -90°,

RMN de 3¢

Los espectros de los productos autohidrolizados se obtuvieron
a 25,2 MHz, con soluciones de v 35 mg de los mismos en 0,4 ml de
H20/020 1:1, con un ancho espectral de 5000 Hz, angulos de pulso de 90°,
tiempos de repeticidn mdximos (0,8 seg) y sin espera entre pulsos,

Los desplazamientos quimicos indicados se refieren al tetrametil-
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silano por relacién a dioxano como patrén externo.

En todos los casos se efectud desacople proténico total y se
utilizé como frecuencia de cierre de campo la resonancia del deuterio.
E1 nimero de pulsos empleado fue el siguiente:

TTIm, 271.000 ; TTIm-R, 289.200 ; TTIf, 95.100 ; TTIf-R,
268,500 ; carragenano total autohidrolizado, 93.200 ; carragenano

C autohidrolizado, 181.600 y carragenano SD autohidrolizado, 193.500.

Reduccidn qS 135 productos TTIm Z.TTIf

La reducci6n de los residuos terminales de los productos TTIm
y TTIf se 1levé a cabo agregando a una solucién acuosa de 1os mismos
(40 mg en 1 ml de agua), 40 mg de borohidruro de sodio; se dejé toda
1la noche y luego se 1levd con acido colorhidrico diluido hasta pH 5.
Se evapord hasta casi sequedad y se agregd metanol varias veces para
eliminar el dcido bérico formado; se llevé a sequedad y los productos
obtenidos se analizaron por espectroscopia de resonancia magnética

13

nuclear de ~°C,



- 333 -

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 promueven su solubilidad,

y hallar métodos apropiados para profundizar este tipo de estudios,

Se desarrollaron los siguientes temas:

1 ) Una revisién taxonémica de las algas, incluyendo la presentacidn de
los principales géneros, las formas de reproduccién de las florideas y

la ubicacién taxondmica de la Iridaea undulosa 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 Iridaea

undulosa.

3) Una descripcion del estado en que se halla la industria y el comercio
de las algas y sus mucilagos (agar, carragenanos, dcido 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 resefia histérica de los métodos utilizados para la desulfatacién de
polisacdridos y otros productos; se analizan las ventajas y desventajas

de los distintos procedimientos.

5) La descripcion de las aplicaciones de la espectroscopia de resonancia
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magnética nuclear de 13C para la elucidacién estructural de carragenanos
y un resumen de los estudios efectuados con compuestos mds sencillos,
como polisacdridos de estructura mds simple, oligo- y monosacaridos y

los derivados sulfatados de estos altimos,

6) Ya que el uso de alditoles acetilados como derivados voldtiles en
aplicaciones Gtiles en cromatografia gas-liquido y espectrometria de masa
para la determinacién de la identidad y cuantificacién de monosacdridos
es ampliamente conocido, se describe la utilidad de los aldononitrilos
acetilados como derivados de azlicares con sus oxhidrilos libres y/o
metilados; se enuncian también los principales caminos de fragmentacidn
en la espectrometrfa de masa por impacto electrénico de los aldononitri-

los di-, tri- y tetra-0O-metilados.

7) La descripci6n y discusi6n de los resultados obtenidos en este

trabajo de inyestigaciéon, que pueden subdividirse en siete partes:

7.1.- E1 carragenano soluble (C) en cloruro de potasio 2M se aislé por
precipitaci6n en bloque de los productos insolubles a esa concentraci6n’
de cloruro de potasio, Los datos analfticos indicaron la presencia de
distintos tipos de sulfato,

E1 carragenano C se metil6 por una secuencia de cinco metilacio-
nes de Haworth; 1la eyaluacion de los resultados de metilacién permitié
determinar que paralelamente se produjo degradacién parcial, ya que hubo
pérdida de sulfato, destruccién de 3,6-anhidrogalactosa y ciclacién
alcalina de algunas unidades de galactosa sulfatadas en C-6, El1 andlisis
del curso de la metilaci6n permitié evaluar también la reactividad de
los distintos oxhidrilos frente a 1a metilaci6n, comprobdndose el 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 el carragenano C, entre las
que se destacaban la indicada por 2,6-di-O-metil- (40,3 %) y 4,6-di-0-
metilgalactosa (19,4 %), que sugieren que este carragenano estd funda-
mentalmente compuesto por unidades de tipo H- Y A-. Fue significativa
también la determinacién de 2,3,4-tri-0O-metilxilosa sin haberse encontrado
otros derivados metilados de este azicar, y la presencia de diversos
productos metilados que indicaron la existencia de unidades desconocidas

hasta el momento,

7.2.- E1 carragenano soluble C se someti6é a la accién del dimetilsulfo-
xido a fin de desulfatarlo; se comprob6 que la pérdida de sulfato era
escasa (20 %), pero que en la reaccién se producia la separacién de un
producto que se solubilizaba en el DMSO y otro que permanecia insoluble
en el mismo, y que el primero estaba enriquecido en 3,6-anhidrogalactosa;
se investigd la acci6n del DMSO en diferentes condiciones, comprobdndose
que la separacién s6lo era efectiva con la sal de piridinio del producto,
y que el tiempo de solubilizacién podia acortarse notoriamente.

Una vez efectuado el fraccionamiento preparativo se obtuvo un
producto soluble (SD, rendimiento 57,7 %) y un insoluble (ID, 38,8 %).-
Los andlisis indicaron que la fracci6n ID estaba prdcticamente exenta de
3,6-anhidrogalactosa, mientras que la SD contenfa 6,8 % 2 ese aziicar;
pudo observarse también que el motivo del fraccionamiento fue fundamen-
talmente la diferencia en los pesos moleculares, sin que se haya compro-
bado desulfatacién concomitante ni degradacién apreciable,

Los carragenanos SD e ID fueron metilados (Haworth), Los re-
sultados para el carragenano ID confirmaron lo que podia predecirse con
los datos preliminares, es decir una estructura en la que predominan
los azicares que caracterizan a un \-carragenano: 4,6-di-0-metilgalactosa

(43,3 %) y 3-0-metilgalactosa(6,7 %), aunque también aparecen unidades



que indican la presencia de carragenano de tipo M-, y azlcares que
indican unidades "inusuales": uniones (1—2), galactosa 2,6-disulfato
enlazada por la posici6én 3-, residuos de xilopiranosa que actia como
ramificacion, posiblemente unida a la cadena principal a través de la
posicién 6-.

En el carragenano SD metilado, en cambio, predomina la 2,6-di-
0-metilgalactosa (41,1 %) que caracteriza a los M-carragenanos,
mientras que se encuentran proporciones importantes de 4,6-di-0-metil-
galactosa (16,9 %) que caracteriza a A-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
desaparicion concomitante de 19 sulfatos. Por fraccionamiento con clo-
ruro de potasio se observd la presencia de 33,0 % de material insoluble
a 0,4M de KC1 (C-TI) y 56,3 % de soluble en KC1 2M (C-TS), siendo minima
la proporcidén de fracciones intermedias; ésto indicaba - y confirmaba
nuestros resultados anteriores - la presencia de productos de tipo M-
y X~ en el carragenano C.

E1l tratamiento alcalino del carragenano ID y su posterior frac-
cionamiento con cloruro de potasio indicaron que sélo se producia una
fraccién principal, soluble en KC1 2M (ID-TS, 89,2 %), y escasa propor-
cién de material insoluble, lo que estaba de acuerdo con el cardcter X\
del carragenano ID, En cambio, el tratamiento alcalino y fraccionamien-
to del carragenano SD dio por resultado la presencia de dos fracciones
principales: insoluble en KC1 0,4M (50,9 %, SD-TI) y soluble en KC1 2M
(42,8 %, SD-TS), 1o que indicaba la gran proporcién de material presente
en el carragenano SD que no correspondia a un M-carragenano,

Los carragenanos ID-TS, SD-TI y SD-TS fueron sometidos a metilacién;



en SD-TI se comprobd la presencia fundamental de 2,6-di-O-metilgalactosa
(50,7 %) que caracteriza una estructura de K- 6 L-carragenano, con uni-
dades ,inusuales y en los carragenanos ID-TS y SD-TS se destaca la presen-
cia de 4,6-di-O-metilgalactosa, indicando que ambos - estructuralmente
muy similares - provienen de un producto de tipo A-, en el que los
residuos inusuales comprenden importantes proporciones.

Se ha analizado la composicién 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 estudié la autohidrdélisis del carragenano; en las primeras
experiencias se demostr6 que a 60° se producia apreciable degradacidn
con pérdida de sulfato del 15 %, Con los estudios realizados sobre
los productos C, SD , ID antes obtenidos, y sobre el producto TTI, mds
rico en 3,6-anhidrogalactosa se demostrdé que por autohidrélisis a 60°
pueden romperse selectivamente las uniones 3,6-anhidrogalactosidicas
en una reaccion que es de primer orden respecto de la concentracién 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

13C. Previamente se ampliaron los datos

resonancia magnética nuclear de
de literatura , calculando los efectos de los grupos sulfato sobre los
desplazamientos de unidades tabuladas; por otra parte se desarrollé un
programa de computadora que permitid 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 posibles asignaciones y los significados estructurales de las
mismas; por otra parte se justificaron las asignaciones efectuadas en

el espectro de la K-carrabiosa, y se discutieron las efectuadas a
ciertos carragenanos insolubles naturales antes y después del tratamiento

alcalino.

7.6.- Como aporte a la determinacion de la estructura de carragenanos
y otros galactanos se ha estudiado la separacion e identificacion de los
O-acetil-O-metilgalactononitrilos por cromatografia gas-liquido y espec-
trometria de masa. Se informaron los tiempos de retenci6én de los
distintos azidcares y su posibles relacidon con factores conformacionales;
por otra parte se informaron los picos principales en los espectros de
masa de los acetatos de los galactononitrilos parcialmente metilados;
los de los di-, tri- y tetrametiléteres concuerdan con los registrados
para derivados de otras hexosas. Se estudiaron las rupturas para los
monometil derivados, hasta ahora no analizados y se describieron los
caminos principales de fragmentaci6n, Se encontr6é un camino que es
especifico para algunos aldononitrilos (derivados de galactosa, 6-0-
metilgalactosa y 2,6-di-0-metilgalactosa) que presenta la pérdida de

fragmentos neutros (dcido dcético y cetena) a partir del ion molecular,

7.7.- Se estudi6é un residuo proveniente de la purificacién del carrage-
nano crudo que era insoluble en agua; se efectuaron andlisis de dife-
rentes fracciones del mismo y las caracteristicas fueron similares. EI
residuo (RI) se extrajo exhaustivamente con agua, comprobdndose que un

18 % se solubilizaba en el primer intento (RS). Esta fraccibn, rica en
proteina, y que por hidrélisis mostraba la presencia de glucosa, galactosa
y sulfato, se fraccioné con la ayuda de resina Sephadex DEAE A-50, con lo

que se obtuvo, por elucidén con agua un producto no i6nico (RS-N, 53 %), y
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por elucion con NaCl 4M, en caliente, uno idnico (RS-I, 37 %). EIl se-
gundo tiene las caracteristicas de un carragenano, y al primero se lo
dializé en sistema cerrado obteniéndose un dializable (RS-NE, 88 %) y

un no-dializable (RS-NI, 7 %); éste Gl1timo estaba enriquecido en hidra-
tos de carbono y en ambos el producto principal por hidrélisis era la
glucosa. El producto RS-NE se sometidé a extraccidn con cloroformo/
metanol, quedando un 28 % de residuo (RS-NER) y un 63 % de soluble

(RS-NEC). Se presentan algunos andlisis preliminares de las fracciones.

8) La descripcién de las técnicas experimentales y los materiales

2 G

utilizados,
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