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INTRODUCCION

Dentro de la orientacién general tedrico practica de los trabajos que
se realizan en los Laboratorios de Quimica Orginica de la Facultad de
Ciencias v del Insttuto de Quimica «Alonso Barba» en Murcia, asi como
en los Departamentos de Frutos y Conservas del Patronato «Juan de la
Ciervan del C.S.1.C. y de Conservas e Industrias Agricolas del Instituto de
Orientacién y Asistencia Técnica del Sureste (I.O.A.T.S.) con sede en los
mismos Laboratorlos se nos asignd un tema que desde su principio con-
sideramos nosotros como muy sugestivo. El interés de dicho tema
era indudable, tanto por ¢l significado cientifico que habrian de tener las
conclusiones, como por la trascendencia, incluso econdmica, que las mis-
mas podrian alcanzar. Se trataba de penetrar en el estudio de la estruc-
tura quimica, significado bioquimico y hasta en las posibilidades indus-
triales de una seric de poliurénidos que, siendo constituyentes normales
de frutos y frutales, o bien usarse como aditivos actuales o potenciales en
la industria conservera, ofrecian un interés inmediato para una investiga-
cidn sistemdtica en el campo de la quimica de frutas y de sus elaborados.

De hecho, la consistencia de los frutos durante su ciclo normal de des-
arrollo, y aun durante el periodo de almacenaje, ya estén frescos o en
conserva, estd muy ligada a la naturaleza de los poliurénidos que inter-
vienen en la textura de los mismos.
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Por otro lado, en muchos de los procesos de obtencién de elaborados,
a partir de frutos, participan también de manera directa el grupo de subs-
tancias que nos ocupa. Piénsese en la formacién de jaleas, o en la de car-
nes, o incluso en el espesamiento de mermeladas. En algin otro caso, cl
tema nos da pie para pensar en aplicaciones futuras de algunos poliuréni-
dos constderados, especialmente para las gomas de frutales de hueso, que
han sido los de nuestra mayor atencién. A su vez, del conocimiento inti-
mo de los poliurénidos que intervienen en la textura de los frutos, cabe
sacar deducciones que pueden redundar en beneficio de la calidad de los
elaborados al mantener o modificar, segin convenga, la cantidad de los
mismos en los procesos de fabricacidn.

Como se verd en el desarrollo de este trabajo, han sido principal ob-
jeto de nuestra atencién los siguientes puntos:

1.°)  Los poliurénidos de cardcter hemicelulésico y. péctico que inte-
gran la porcién carnosa del albaricoque, variedad bilida, asi como los de
cardcter mucilaginoso de la semilla.

2.%) Bstudio de las gomas de a]baricoque y melocotdn, procedentes de
distintas variedades, en comparacidn con gomas mds conocidas, tales
como las de almendro, ciruelo, acacia y hmon de las que se hace simul-
tdneamente una revision.

3.°) Estudio de poliurénidos de uso frecuente como aditivos para ela-
borados de frutos.

Entre estos diversos puntos existe una clara conexidén, determinada
por la naturaleza quimica de los poliurénidos tratados en cada uno de
ellos

Creemos haber puesto un gran entusiasmo en nuestra labor diaria, el
cual han sabido inculcirnosle nuestros superiores, Profesor A. SoLEr y
Dr. G. GuzmAn codirectores de este trabajo. A ellos, por su direccién y
consejo, y al Patronato «Juan de la Cierva» del C.SI.C. ¢ Instituto de
Orientacién y Asistencia Técnica del Sureste, por la ayuda econémica
prestada, debo expresar publicamente mi agradecimiento mds sincero,
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GENERALIDADES SOBRE POLIURONIDOS

Quizd sea conveniente para adentrarnos en el tema, hacer desde un
punto de vista general, algunas consideraciones sobre el grupo de los
poliurdnidos, caracteristicas y clasificacién, que sirvan a su vez para expo-
ner el concepto de ellos que consideramos como mds acertado, pues existe

una clara dlspandad de criterios a lo largo de la blbhografla. por lo que
se requiere una clerta Ievisién.

DEFINICION, ESTRUCTURA Y OTRAS GARACTERISTICAS

El término poliurénidos fué utilizado primeramente por SMOLENS-
kt (1), conociéndose como tales, aquellos polimeros de azdcares, de ca-
dena lineal o ramificada, en los que todos o algunos de los eslabones es-
tAn Jccmplazados por dcidos urénicos,

Son 4cides urdnicos aquellas substancias, con el agrupamlento tunda-
mental de azicares, en las que se mantiene, por lo tanto, el cardcter reduc-

tor, y en las que el grupo alcohélico primario aparece oxidado a carboxi-
lo. He aqui unas férmulas comparativas a titulo de ejemplos:

CHO CHO CHO CHO
H—('I‘.-—'OH H—(ll—OI-I H—(ll—OH I—I-—(|3-OH
HO—E—H . I-IO—(ll—H HO—(E—H HO-é--H.
H—([J—OH H—(lJ_—OH HO—CIE—H HO—(II—H
H—C|1+OH H—(|)——OH H—(lijH H—IC-—OH
éHEQH éO OH éH,OH éOOH
D-glucoés;w ' D-glucurénico D-galactosa D-galacturénico

(1) Swmovexswi, K., Roezniki Chemji, 3, 86 (1923); 4, 72 (1924) [Kentesz, E, 1., The Peclic
Substances, Inlerscience Publisher, New York & London (1951), pig. 5).

o



C-312 o Maria Mayol Hurtado

He aqui un ejemplo de un polimero en el que todos los eslabones son
de cardcter 4cido:

COOH

o I<° >’ '<? >| N >'

COOH LOOH

Acido poligalacturénico

Un significado especial ticnen para nosotros los llamados 4cidos aldo-
biurdnicos, triurénicos, etc. ¢en los que junto a 1, 2,... eslabones neutros
existe un eslabén acido urénico que da cardcrer de tal al oligosacdrido
correspondiente. Aunque tendremos ocasién en este trabajo de hablar de
varios aldobiurénicos caracterizados por nosotros, damos aqui como ejem-
plo, la férmula del integrado por un eslabén de D-xilosa y otro de D-glu-
curénico unidos ambos por un enlace en 4-1:

TOOH J
H(L<(])H ] >L o _I<OH >H,OH
OH —J)H At

4 (-D-gluenrandsido) D-xilosa

Como es conoecido, las estructuras de los azidcares y también las de los
dcidos urénicos, responden a cadenas cerradas (como las indicadas para
el poligalacturénico esquematizado), mds que a cadenas abiertas (como
las indicadas para galactosa, glucosa y urémicos correspondiente); las
estructuras cerradas de 5 6 6 eslabones se corresponden con las estructu-
ras de los anillos furano o pirano respectivamente (*). En los poliuréni-
dos, los eslabones mantienen sus cmrespondlentes estructuras, y hoy en
dia se han conseguldo verdaderas fotografias de estas cadenas, con auxi-
lio de los rayos , utilizandose espc:clalmente la técnica del polvo crista-
lizado (diagramas de DEpvE-ScHErRER-HULL) (2).

(*} Deniro de eslas formas ciclicas, atendiendo a la posicién relaliva del grupo reductor
{semiacetalico), respecto al planc del anillo, pueden preseniarse dos formas isémeras (andmeras),
lagylafl

En el sistema de Hudson, que es ¢l mas aceptado generalmente, se designa como compues-
to g-D al andémero mis dexirorrotatorio de los de la familia I ¥y g-L al mé4s levorrotatorio de los
aos anémeros de la familia L. Por lanto, las dos formas ¢ de los enantiomorios son enire sf
imépenes especulares e igual puede decirse respecto a las formas f.

(2) Denve. P., y Sceennmn, P., Physik. Z., 17, 277 (1916); Hurr, A. W., Physic. Rev., 10,
6681 (1917) [Physical Chemisiry of High Polymeric Sysiems, Marg, H. y Tomousey, A. V., Ed.
Interscienge Publishers, Inc,, pag. 6, New York, N. Y., 1050].

o]
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La unién entre eslabones, sean azlicares neutros o dcidos, se realiza

or medio de puentes de oxigeno, tipo éter-6xido, originados entre grupos

OH de moléculas de azicares (neutros o dcidos) llamdndose a este tipo

de enlace entre aziicares, glicosidico (3). A su vez cabe distinguir entre
enlace « 6 B glicosidico, atendiendo a la configuracién estérica.

La investigacién sobre poliurénidos tiene diversos aspectos: determi-
nacién cualitativa y cuantitativa de sus constituyentes, determinacién de
la forma en que estin dispuestos tales constituyentes en la macromolécu-
la {en lo que recuerda a los problemas normales de la Quimica de Pro-
teinas), estructura cristalina, propledades técnicas (por ejemplo capacidad
ge‘lﬁcante) tamano melecular, su genesm y misién en los tejidos, etc., etc.

La investigacién cualitativa y cuantitativa ha encontrado un poderoso
auxilio en las nuevas técnicas cromatograficas, ya que al permitir traba-
jar en escala micro en unos casos, o por la gran sensibilidad en otros, es
grande el nimero de reinvestigaciones que se han realizado en ¢l campo
de los poliurénidos, con no pocas medificaciones sobre estructuras que se
consideraban seguras. Pueden recordarse a este respecto .los numerosos
trabajos que aparecen en la bibliograffa a nombre de Hirst, PERcivaL,
Jowgs, etc., (4), (5), (6), (7)---

Aunque es muy frecuente que los poliurénidos tengan estructura li-
neal, como sucede al dcido péerico (8), (9) o al 4cide alginico (10}, no
faltan los polluromdos de estructura ramificada, en cuyo caso los uréni-
cos suelen integrar las cadenas laterales, como en el caso del dcido ardbi-
go (11), o el de la goma de ciruelo (12). Existen también poliurénidos de
cardcter mixto tales como las hemicelulosas, que, en general, estin inte-
gradas por una porcién de tipo lineal y otra ramificada.

Por tanto, un problema que se plantea es el determinar cudles son .os
puntos de soldadura de los distintos eslabones, con lo que a su vez cono-
ceremos si poseen estructura lineal o ramificada. En la marcha que se si-
gue para la identificacién de tales puntos de soldadura, se procede gene-
ralmente a una metilacidn profunda, seguida de una hidrélisis que libe-
rard azicares metilados en todos los grupos OH alcohélicos, salvo en los

(3 HmsT, E. L. y Josus, J. K. N., Soc. Dyers Coulorist, 63, 249 (1047).

(4) Hwmsrt, B, L.y Joxes, J, K. N., Discussions Faraday Soc., N.o 7, 268-74 (1949), J. Chem,
c., 1659 (1949); elc.

() Prncivan, B G. V. v Cuaxoes, 8 K., Naelure, 16§, 787 (1959).

(6) Jowes, }. K. N., Assoc. tech. ind. papetiére, Buil. 6, 157 (1952).

{7f) Joves, J. K. N. v Wisi, L. ¥, J. Chem. Soc., 2750 {1952\ .

(8) Beaven, G. H. y Jowxms, J. K. N,, Chemistry & Industry, 363 (1939).

(%) Hmsr, E, L., J. Chem. Soc., T0 (1042),

(10) Himsr, E, L., Joxes, J. K. N. y Joxes, W, 0., J. Chem. Soc,, 1880 ({1939).
(11) Jacesox, I. ¥ 8Swmrrm, F., J. Chem. Soc., 74, (1940); 79 (1940)

(12) Hwnsr, E. L, y Jongs, J. K. N., J. Chem. Soc., 506 (1946).
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que antes intervenfan en la formacién del enlace glicosidico, en la cadena
del poliurdnido. El esquema de dicho proceso es el siguienre:
P P gu

POLIURONIDO

metilacidn

Y
POLIURONIDO METILADO
(en todos log OH libres)

Hidrodlisis

¥
MEZCLA DE MONOSACARIDOS METILADOS
{con uno o varics OH libres)

v
IDENTIFICACION CROMATOGRAFICA DE LOS MISMOS

La presencia de aziicares con mds de un OH libre, significa que éstos
proceden de cadenas ramificadas, y la posicién de los puntos de enlace se
podrin determinar, en el caso de que los dos OH sean contiguos, median-
te oxidacién con dcido periddico, segiin la reaccién (13):

10,H
R-CHOH-CHOH-R’

» R-CHO + R’ -CHO

Por otro lado, provocando hidrélisis controladas, podrdn identificarse
algunos oligosacdridos, como se describird a lo largo de este trabajo en
varias ocasiones. Asi, nosotros hemos podido identificar polimeros de xi-
losa y de glucosa, diversos dcidos aldobiurdnicos, etc., etc,

En la identificacién quimica de la estriictura de poliurénidos puede
surgir otra complicacion debida al hecho de que el Ca y el Mg, que se en-
cuentran normalmente en casi todas las cenizas, como hemos podido
comprobar, por ejemplo, en las gomas de frutales, intervengan estable-
ciendo puentes mtermoleculares, igualmente, el P:0; que aparece -con
relativa abundancia en las cenizas de poliurénidos, tendrd probablemente

(13) 8wire, G. F., Analytical Applications of Periodic and Yodic Acid and their Salis
{Univ. of Illineis, EE. UU 1950).
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una misién similar (parte del P.O. que aparece en las cenizas puede ser
que se encuentre en forma inorgdnica desde el principio, o bien esterifi-
cando OH libres). El caso de los puentes de Ca y Mg estd plenamente
demostrado, y s¢ manifiesta de una manera especial en el grupo de las
pectinas (14).

La determiracién del tipo de enlace y, sobre todo, la localizacién de
los puntos de soldadura, puede tener un gran intcrés desde otros puntos
de vista. Asi, por ejemplo, Hirst y colegas (15) muestran que las galacta-
nas v #cidos pécticos difieren en el tipo de enlace, por lo cual el paso de
galactanas a pécticos, no puede ser consecuencia de una simple oxidacién,
y, en el caso en que aquéllas sean el origen de las pectinas, el proceso ha
de hacerse en varias etapas, siendo probable que el dcido fosférico inter-
venga en la interconversién {loc. cit. (14}].

La formacién de poliurénidos en los organismos se hace stempre
a través de procesos de transglicosidacidn enzimdtica, a la manera que
ocurre para los restantes polisacdridos naturales.

También es conveniente la determinacién del tamafio molecular, que
puede realizarse por métodos fisicos: presién osmética, velocidad de se-
dimentacién, ultracentrifuga, d1spers1on luminosa en suspensién y en di-
solucién (16}, etc., o por métodos quimicos, sobre todo por el llamado de
los grupos finales.

En cuanto a la estructura cristalina, como se refleja claramente en la
bibliografia, se ha avanzado mucho al perfeccionarse las técnicas de ra-
yos X y al haber entrado en juego, para la identificacién de estructuras,
¢l microscopio electrénico. Interesantes conclusiones se han logrado mo-
dernamente para la conﬁguracmn de poliurdénidos, por medida de la pe-
riodicidad de los reticulos (17). En nuestro propio laboratorio se realizan
actualmente trabajos estructurales sobre otros oligosaciridos, muchos de
ellos con eslabones urénicos, por lo cual, en un sentido amplio, deben ser
incluidos dentro del grupo general de poliurénidos, en especial sobre las
formas e, 8 y v de la celulosa de esparto y frutos, en los qlie juega un im-
portante papel el espectro de rayos X de estas fracciones.

La funcién de los poliurénidos en los vegetales dependerd grandemen-
te de las caracteristicas fisico-quimicas y estéricas de las cadenas compo-
nentes; asf, en la celulosa, caso limite de poliurénidos en el que faltan
practicamente los grupos dcidos, ésta posee una estructura densa y crista-

(14) Hewscrews, F. A., Knassie, H. y Svewnive, A., Makromol. Chem., 4, 78 (1949).

(15) Hmst, B. L, J. Chem, Soc., 70 (1942,

(18) Wmssnercen, A., Physical Methods of Organic Chemistry, Inlerscicnce Publishers,
Inc. New York, vol, T, partes 1, 2 v 3 (1954},

(A7) Paumer y Hantzoc, J. Am. Chem. Soc., 67, 2122 (1945).
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lina (18), como han podido comprobar PrEsTon y colegas (19), en foto-
graffas obtenidas mediante el microscopio electrénico. Debe suponerse
que entre las cadenas existen ficiles puentes de hidrégeno y que los gru-
pos -COOH que poseen aquéllos, aunque escasos, sirven como puntos de
unién con otros constituventes de las paredes celulares. En otros poliuré-
nidos mds tipicos, mucho mis CdrbOXlladOS puede depender la estructura
en mayor grado de los puentes idnicos, haciéndose ésta mis o menos va-
riable en relacién con la proporcidn de estos grupos. Insistiremos sobre
este punto al tratar algunas protoestructuras, especialmente la de la pro-
topectina.

Dada la importancia que los diversos poliurénidos juegan en la fisio-
logia vegetal, muchos investigadores han estudiado la posible explicacién
de cémo sucede el metabolismo de los mismos, muy especialmente el de
las pectinas, habiéndose realizado investigaciones desde un aspecto pura-
mente quimico y enzimdtico, sucestvamente. Seglin Crayson {20} en la
descomposicién enzimdtica de protopoliurénidos intervienen, la pectasa
(pectin-estearasa) y pectinasa (poligalacturonasa), aparte de otras enzimas
que tal vez separen las arabanas y galactanas.

Otra forma de ruptura posible en los poliurénidos, muy tfpica en los
organismos, es la causada o inducida por el pcrox:do de hidrégeno, o por
el 4cido ascérbico y otros enodioles en presencia de oxigeno, o un adecua-
do aceptor de hidrégeno, como puede ser el agua oxigenada.

El 4cido ascédrbico v el pcr0x1d0 de hldrogeno cuando se presentan
juntos, se refuerzan reciprocamente en esta accién (21).

Por lo que se refiere a propiedades técnicas, se comprende que este as-

- pecto sblo tiene interés para aqucllos poliurénidos que por su abundancia
o facilidad de aislamiento permitan una utilizacién amplia. Este el el
caso de algunas pectinas (las de manzana o frutos citricos) en los que su
poder gelatinizante es el méds manifiesto; el caso de algunos mucilagos,
como el de la semllla de algarroba con su gran capacidad de hinchamien-
to; el de gomas tan conocidas como la ardbiga; etc, etc.

Dada la indole de nuestro tema nos estamos refiriendo solamente
a los poliurénidos en el reino vegetal, pero debemos llamar la atencién al
hecho de que, también en ¢l reino animal, otros poliurénidos muy seme-
jantes, ]uegan un importante papel, tanto en la virulencia de ctertos mi-
croorganismos como en muchos fenémenos de inmunidad.

(18) Henmans, P, H., Henmans, J. J., Verwans, D. y Wrmwveens, A, Rec. traw. chim., 63,
44 (10449,

(19) Presron, R. D, Nicouar, E., Reco, M. y Mumiane, A., Nature, 162, 665 (1948),

(20) Cravson, D. H. F., Chemisiry & Industry, 61, 516 (1942)

(21) Roserrson, W, v, B, Rores, M. W. y Baura, W._, Biochem, J., 3§, 503 (18941)
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CLASIFICACI(')N DE POLIURéNIDOS

Aunque segiin la génesis y posible funcién de los poliurénidos en los
organismos, haremos algunas consideraciones posteriores, es frecuente el
clasificarlos en: hemicelulosas, pectinas, gomas y mucflagos.

Durante algiin tiempo estuvo muy generalizado el reunir 2 los po-
liurénidos en dos grupos solamente: poliurénidos 4cidos (en el que se
reunfan los actuales de pectinas, mucilagos y gomas) y neutros (hemice-
lulosas). Pero cada dia se va demostrando que la presencia de urénicos es
bastante mas general que lo que se prevefa en el campo de las hemicelu-
losas, asi por ejemplo. puede recordarse la revisién que sobre las hemice-
lulosas del esparto, antes consideradas como neutras, iniciaron J. K. N.
Jones y G. GuzmAn (22), demostrando la presencia de varios 4cidos uré-
nicos.

Existe una gama amplia en el contenido de —COOH en los distintos
tipos de poliurénidos y, como se ve en la Tabla I adjunta, algunas hemi-
celulosas llegan a contener una proporcidn elevada de grupos 4cidos (23).

TABLA 1
POLIURONIDO ESLABONES URONICOS °f,
Acido alginico . . e e e . 100
Acido péctico deg‘radado e e e e 100
Pectinas {término medio) . . . . . . . . . . ., . 85
Goma de pomelo . . . . . . . . . . . . L. 31
»  lWmén . . . . . . . ... .. 22
» Damson. . . . . . . . . . . L L 14
» cirgelo . . . . . o . . o .00 12
» almendro . . . . . . . . . . . . . . 10
™ cerszo . . e e e e e 10
» cerezo bllvestre Ce e e e e 8
Acido ardbigo . . . . e e e 15
Hemicelulosas de maderas dwersas e e 11 a 15
» algodén. . . . . . o o . oL 10 a 12
» paja de trigo . . . . . . . . . . 8
Musgo Islandés . . . C e e e e e e 5
Mucilagos de trigo de Indla e e e e e 6 all
» del aAloe veras . . e e e e 24
Celulosa B de pasta de papel punﬁcada. e 0,25
) de algoddn . . . e 0,2
Celulosa, fraceién o pura . . . . . . . . . . . . 0.0

(22) Jones, J. K. N. y Guzmin, G., An. R.S.E. Fis. ¥ Quim,, 50, 505 (1854},
(23) Hiwrtox, C. L, Ann. Review of Bioehemistry, 20, 88 (1951).
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CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LOS GRUPOS PRINCIPALES
DE POLIURONICOS

Aun’que sea s6lo de unz manera superficial, estimamos como funda-
mental el tratar aisladamente cada uno dé los principales grupos de po-
liurénidos, insistiendo en aquellos puntos que han sido objeto de nuestra
atencién especial en ¢! terreno experimental.

Hemicelulosas—Durante mucho tiempo las hemicelulosas se han
considerado algo apartadas del grupo de los poliurénidos, ya que sélo se:
encontraban en eflas azicares neutros, y tinicamente en muy pocas espe-
cles, aparecian pequefias cantidades de dcidos glucurdnico o galacturéni-
co. 86lo a estas Gltimas, portadoras de azicares dcidos, se les inclufa con
propiedad entre los poliurénidos.

Sin embargo, cada dia se avanza mds en el conocimiento de estos
complejos naturales y, como se dijo anteriormente, se esti demostrando
la presencia de dichos 4cides en la mayoria de las hemicelulosas (24), (25).
Por nuestra parte hemos podido Hegar a la confirmacién de dicha presen-
cla en varias hemicelulosas, como tendremos ocasién de exponer.

El término hemicelulosa fué aplicado por primera vez por SCHULTZE
en 1891 (26), al definir un grupo de constituyentes celulares, solubles en
alcalis dilufdos e hidrolizables hasta pentosas v hexosas. Posteriormente
Norman (27) establece un concepto mas amplio al considerarlos solubles
en dlcalis diluidos, en frio o en caliente, y que ademds de transformarse
en azilcares neutros, pueden hacerlo en azicares 4cidos, e igualmente
tipo hexosa o pentosa. si bien para estas hemicelulosas de componentes
acidicos se desea reservar el nombre de poliurdénidos, concepto usado por
primera vez por SMOLENSKI, como ya se indicéd. Su funcién puede ser Ia
de material de reserva, como en el caso de las que integran las médulas y

(24) Aspixarn, G, O, Hirst, E. L. y Mapouen, 1. 8., J. Chemn. Sec., 17 (1954),

(25) Gonrop, A, R. N. ¥y Jorus, J. K. N., J. Chem. Ses, 25 (1954).

(26) Dores, Cn., Les méthodes de la chimie de la cellulose, Ed. Duncd, Perfs, 1949, pig. 428,
(27) Nomman, A. G., The Biochemistry ef Cellulose, Hemicelluloses, Poliurcnides and Lig-
nins, Oxford Univ. Press, pig. 37 (1937). ‘
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semillas, o bien la de consutuyentes estructurales, como lag que forman
las cdscaras de frutos, paja, madera, etc.

En el primer caso, los principales productos de hidrélisis son hexosas
y en el segundo dan especialmente pentosas, de las cuales las mis comu-
nes son Xilosa y arabinosa.

Citaremos algunos tipos: en el tejido lefoso, las hemicelulosas estan
formadas por xilana con eslabones de 4cido glucurdnico, pero con una
preponderancia de xilosa. Asi por e]emplo ANDERSON y colegas (28) con-
sideran que en la madera de mezquita existe un eslabén de dcido urénico
por cada 6-12 eslabones de xilosa.

En la corteza de drboles se encuentran hemicelulosas del tipo galac-
tana-galacturdnico entre cllas la de la corteza del fresno (Fraxinus excel-
stor) {29) cuyos productos de hidrélisis son esencialmente galactosa y
dcido galacturénico.

Pero estos resultados no son definitivos, pues aunque se han separado
hemicelulosas de una amplia variedad de vegetales, no se han podido lo-
grar conclusiones generales, ya que la heterogeneidad de éstas, no sélo es
notable de unas a otras especms sino que puede depender de la edad de
la planta Incluse para un mismo vegetal pueden observarse claras dife-
rencias seglin la localizacién de aquéllas, como ha podido comprobar
(YDwyer (30), al comparar celulosas del duramen y albura del roble,

Siempre hubo dudas de s1 en los procesos de aislamiento de las hemi-
celulosas, previos a su estudio, no se producirian modificaciones de estruc-
tura, sobre todo en lo que respecta a la presencia de dcidos urénicos. Las

nsibilidades de modificacién han sido confirmadas en el caso de las he-
micelulosas de abeto, por WeTHERN (31}, ¥y en las hemicelulosas de abe-
dul, segiin trabajos de TIMELL y Jauns (32) al comparar los resultados ob-
tenidos por hidrélis’s de hemicelulosas sin aislamiento, con los consegui-
dos sobre hemicelulosas separadas tras previa deslignificacién con ClO.,
segiin WisE (33). :

El niimero de hemicelulosas es muy crecido y varian entre si, desde
las que poseen una estructura integrada por azicares preponderantemen-
te neutros, Como por eJemplo la xilana del esparto y del maiz (antes era
ésta un ¢jemplo tipico de hemicelulosas neutras, ahora resulta esto dis-
cutible), hasta otras menos frecuentes que responden a una estructura po-

(28) Annensox, E. v colaboradores, J. Riol. Chem., 144, 767 (1942).

(2D) Buston, H. W, v Horr, N. 8., Biochem. F, 32, 44 (1938).

(30) O'Dwyer, Biochem. J., 34, 149 (1940).

(31) Werneus, Tesis, The Inslitufc of Paper Chemistry, Applelon, Wisconsin, [U.5.A.
(32) Tmern y Jamxns, Svensk Papperstidhung, 54, 831 {1951).

(33) Wise, Munray y D’Aomiece, Paper Trade 7., 125, n.® 11, 57 (septiembre 1947).
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lurénica total, y que por su funcién pueden considerarse también como
hemicelulosas. ‘

Sin embargo, son mds frecuentes las hemicelulosas del tipo interme-
dio, es decir, aquellas que en la hidrélisis producen més de un monosaci-
rido, y uno o mds azicares dcidos. Algunas supuestas hemicelulosas neu-
tras, por ejemplo las del dlamo blanco, o la anteriormente citada xilana
del esparto, han resultado estar constituidas por algin eslabén icido in-
tercalado, como se ha podido demostrar al aislar algunos acidos urénicos,
fiimemente ligados a eslabones de azicares neutros, como por ejemplo los
aldobiurénicos detectados por J. K. N. Jones y colaboradores (34) (35),
en los estudios sobre estas hemicelulosas.

En la bibliografia abundan trabajos sobre hemicelulosas de los mas
variados origenes: marfil vegetal, semilla de datiles, paja de cereales,
maderas duras y blandas en comparacién, etc., etc., sin olvidar los estu-
dios sobre lejias sulfiticas y alcalinas de las fébricas de celulosa que siem-
pre tratan de investigar porciones y componentes azucarados que, en de-

“finitiva, proceden de hemicelulosas de las materias primas.

Para nosotros constituye tema principal el estudio de las hemicelulosas

de frutos sobre los que existen escasas referencias.

Pectinas—FEl término pectina se ha derivado del "griego «myxtoe»
que significa congelable o solidificable (36).

Las frutas, bayas y tubérculos contienen un grupo de polisacéridos
sin una solucién de continuidad manifesta. La duda existe en lo referen-
te al tamafio minimo molecular del dcido péctico, es decir, cudndc un
dcido poligalacturénico puede calificarse de péctico. Ademds, contribuye
a esto, la gran heterogeneidad de las pectinas en cuanto a su contenido en
otras substancias, tales como D-galactosa y L-arabinosa. EuruicH también
considera la presencia de dcido acético y alcohol metilico. No pasan des-
apercibidas las confusiones a que pueden dar lugar las variadas nomen-
claturas en este campo. En la bibliografia se encuentran aproximadamen--
te 50 términos diferentes para las distintas substancias pécticas, resultan-
do complicado unificar todos los conceptos.

El primer paso para resolver esta cuestidn se did en 1926 por un Co-
mite de la American Society. En 1941 se revisé nuevamente la cuestién y
en 1943 se presentd un trabajo, Revised Nomenclature of the Pectic Subs-
tances (37), a dicha Sociedad, que contenfa una nomenclatura adoptada

(34) Joxes, . K. N. y Wisg, E. L., J. Chem. Sec., 2750 (1952); 338 (1952).

(33) Josus, J. K. N. y Guzmin, G., An. R. 8. E. Fls. y Quim., 58, 505 (1954).

(36) Nonacoxnor, H., Ann. Chim, Phys., Serie 2, 28, 173 (1825),

(37) Baxer, G. L., Joseenm, G. H., Kenvtesz, Z. 1., Morreaw, H. H. y Ousex, A. G., Chem,
Frng. News, 22, 105 (1944).
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oficialmente en 1944, y que es seguida en este trabajo. Dg acuerdo aella
son substancias pécticas un grupo de complejos coloidales, derivados de
los hidratos de carbono, que se encuentran, o se obtienen, de las plantas
Y que contienen una gran proporcién de unidades de dcido D-galacturé-
nico, a las cuales se les atribuye una unién en cadena; el grupo —COOH
de los 4cidos poligalacturéniccs debe estar parcialmente esterificado por
grupos metilo, y parcial o totalmente neutralizado por una o mis bases.

De acuerdo con esta definicién, el dcido galacturénico forma el esque-
leto de todas las substancias pécticas, de la misma manera que la galac-
tosa lo forma en las gomas generalmente; es natural que las propiedades -
de dicho acido reflejen las caracteristicas pécticas.

Aunque el 4cido galacturénico es componente de otras substancias ta-
les como mucflagos y hemicelulosas, la funcién mds importante la realiza
en las pectinas, por lo que es conveniente, antes de entrar en el estudio
de los complejos, hablar resumidamente del dcido.

WerosTowska (38) establece que, en solucién acuosa, un 5-6 % del
dcido D-galacturénico se encuentra en forma de lactona y el resto en for-
ma piranosa.

o — 0 —
H
‘ OHH H 0 : TOO
OH\ P i HoO —0
C—-C-C-C-C-C |<0H > '
v’ L] L] | 1~ om
H OHH _OH
O_.
Ac. galacturénico (Forma lactona) Ae, palzeturdnico (Forma piranosa)

Los procedimientos de obtencién de dcido galacturénico son muy va-
riados. Algunos utilizan los hidrolizados de pectinas conseguidos por ac-
cién enzimdtica (39), dando un rendimiento mayor del 85 %; la hidrélisis
dcida da menores rendimientos debido probablemente al resultado de la
descarboxilacién del dcide urdnico; otros emplean sales dobles (galactu-
ronatos) y actualmente se han simplificado mucho los métodos que par-
ten de las sales insolubles del dcido y utilizan resinas intercambiadoras
de iones.

En cuvanto a su sintesis, por ahora, carece de interés. Posee propieda-
des dcidas y reductoras debidas al —COOH y —CHO, existiendo gran
niimero de prucbas de color para su reconocimiento, de las cuales la més

(38) Wrostowska, W., Roeazniki Chemji, 10, 342 (1930) [(E. I. Kentesz, The Pectic Subs-
tences. Interscience Publisher, New York & London, pidg. 15 (1851)).
{30) EmmnvicE, P., Biochem. Z., 250, B25 (1932); 251, 204 (1932).
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antigua y conocida es la del reactivo ToLLENs (40). Posteriormente Dis-
cHE (41) ha descrito la reaccién entre 4cidos urénicos con carbazol y
S0.H. que sirve, tanto para el dcido D-glucurdnico, como para el D-ga-
lacturdnico.

Existen también reacciones especificas. Entre ellas estd el tratamiento
con solucién de acetato de plomo, que da precipitado blanco; éste por
ebullicién en baflo de agua, toma color rosado que acaba por volverse
rojo (42). Para su identificacién se puede usar la reaccién de descarboxi-
lacién que sufre al calentarlo con 4cido clorhidrico (43). También se ha
utilizado con éxito la separacién cromatogrifica, que es Ia seguida por
NOsOtros.

ScHNEIDER y colaboradores (44), establecicron que la diferencia entre
las distintas substancias pécticas se debe: a) al tamafio molecular del
dcido péctico, b) grado de esterificacién de los distintos grupos —COOH
y ¢} proporcién de materiales de lastre que contienen. Eventualmente,
también pueden darse diferencias estructurales.

Sin embargo, las substancias pécticas poseen diversas propiedades,
como son el estado coloidal, viscosidad, facilidad de gelacién (o geiifica-
cién), etc., que requieren una constitucién molecular mas complicada. Se
admite la existencia de enlaces entre unidades basicas (formadas por
moléculas de dcido galacturénico) de tipo lactona, anhidrido de 4cido vy,
recientemente, se ha demostrado la presencia de enlaces por puentes de
hidrégeno entre los - COOH. '

En todos los tratados sobre substancias pécticas, se manejan varios
términos sobre los que debemnos de insistir, diferencidndolos, para llegar
a un concepto mas claro sobre aquellas substancias. Estos son: acido pée-
tico, 4cido pecnmco, pectina y protopectina.

Acido pectzco —Cen arreglo a lo establecido, la estructura mds senci-
Ita de la pectina es la de un dcido poligalacturénico que contienen las uni-
dades componentes ]ustas para ser un acido coloidal: un feido pE:CthO
Por tanto el 4cido péctico se puede considerar como la estructura mini-
ma, a partir de la cual, se pueden obtener otras substancias pécticas por
adicién de otros grupos, o aumento del tamafio molecular.

Enruica y colegas (45) fueron los primeros en proponer férmu-
las desarrolladas para los dcidos poligalacturénicos, un ejemplo de las

(40) Torens, B,, Ber., 41, 1788 (1908).

(41) Dnscee, Z., J. Biol. Chemi,, 187, 189 (1847); J. Biel. Chem., 183, 489 (1950).
{42) Eunvicu, F., Ber., 65, 352 (1032},

(43) “Dickson, A. D., Herson, H. O. y Lizg, K. P, J. Am, Chem. Soc., 52, 775 (1930).
(44) Scuxerer, G. y Frrvsce, U., Ber., 6%, 2537 (1936).

(45) Enruice, F. y Sceveert, F., Ber., 62, 1974.(1929).
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cuales es la correspondiente al dcido tetra-galacturénico, de la que damos
un esquema a continuacién:

CO0OH |— 0 —

{

—C-H OHH H
| o
H-C-0—-C~-C—C—-C-C—-CO0OH

I L S
O H-C OHH H H O H

|
HO—-C—H H-—

MoreLr, Baur y Link (46) no estuvieron de acuerdo con estas estruc-
turas, demostrando mediante metilacién y saponificacién subsiguiente, la
cxisten;ia de una cadena polimérica lineal de por lo menos 8-10 eslabo-
nes. Posteriormente se admiticron longitudes mucho mayores, suponién-
dose una estructura que ¢s muy similar a la de la celulosa. IHENGLEIN y
ScHNEIDER (47) prepararon nitropectina encontrando- que mostraba pro-
piedades muy similares a las de la nitrocelulosa; al igual que esta tltima,
la nitropectina debe estar compuesta de moléculas filiformes, puesto que
las peliculas formadas por evaporacién ripida de este compuesto. mues-
tran una resistencia a la tensién considerablemente mayor en el sentido
longitudinal que en el transversal.

Por otro lado. por oxidacién del dcido poligalacturénico con 10.H se
produce 4cido Letartirico (48), luego la unién entre los eslabones de
D-galacturdnico debe ser por los carbonos 1-4 6 1.5 Posteriormente
]. K. Jones (49), demostré que el enlace es 1-4.

La representacién espacial mds adecuada fué sugerida por HaworTh

(46) Monern, 5., Baun, L. ¥y Lk, K. P,, J. Riol. Chem., 185, 1 (1934).
(47) Heaguen, . Ay Scasmuza, G., Ber., 69, 309 {1936).

(48) Levesg, P. A. y Kremenr, L. C., J. Bisl. Chem., 120, 391 (1937).
(4% Beaves, G. H. y Jowes, J. K. N., J. Soc. Chem. Ind,, 58, 363 (1939).
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(50) siendo ésta la que se usa en la actualidad; la configuracién propuesta
es la que ya se ha dado en pdginas anteriores:

CooH

I R o

COOH OH COOH

Las sales de los dcidos pécticos o pectatos, por ejemplo el pectato cdl-
cico, son insolubles, pudiéndose usar en la determinacién cuantitativa de
pectinas. La formacién de estos pectatos justifica el endurecimiento
o aumento de consistencia de frutos elaborados con aguas duras, o las re-
comendaciones que se hacen de adicidén de cloruro calcico a los liquidos
de goblerno en conservas en que 1nteresa mantener una cierta consis-
tencia.

Debemos citar ademads, la existencia de una serie de 4cidos pécticos
comerciales a los que es frecuente asignarles algln nombre que denote su
origen. Asf el dcido «citrus pécticon se obtiene por extraccién dcida de la
pulpa de frutos del género Citrus. El extracto 4cido se trata con Ca(OH),
y WaOH, los cuales precipitan el pectato cdlcico. Por acidificacién de esta
sal se libera el 4cido. Tanto las aplicaciones industriales como la prepara-
cién de cstas substancias pécticas, han sido estudiadas ampliamente por
Bamer y WiLson (51)

Acidos pectinicos y pectinas—Estos dos grupos es preferlble conside-
rarlos con]untamente '

- Acido pectinico es el icido péctico que contiene una pequefia propor-
cién de grupos metoxilo. Cuando el dcido pectinico es capaz de formar ge-
les con azicar y dcido se llama pectina.

Es decir «todas las pectmas son dcidos pectinicos, pero no todos los
dcidos pectinicos son pectinasy.

Las pectinas son extremadamente diffciles de metilar, existiendo al-
gunos métodos para cbviar esta dificultad. Asf por ejemplo, ha sido posi-
ble metilar completamente algunas pectmas de frutas tales como las de
fresas y las de citricos tratdndolas, primero con ioduro de metilo en pre-
sencia de hidréxido de talio, y después por ioduro de metilo y éxido de
plata (52).

{60} HaworTta, W. N., Proc. Roy. Soe. (London), 186, 1 (1946).

(51) Bawer, W, E. y WiLsoy, C. W., Tnd. Eng. Chem., 33, 287 (1941).

(52) Beavexn, G, H. y Jones, 1. K. N., Chemisiry & Industry, 58, 363 (1939); Luvckerr, S. ¥
Surre, F., J. Chem Soc., 1106, 1114, 1506 (1940).
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Igualmente por acilacién suave de pectinas comerciales con piridina
y anhidridos de dcidos se obtienen ésteres disustituides (53), logrindose
substancias de diferente flexibilidad segin el radical esterificante que
contengan, asi por ejemplo, las peliculas de dibutirato y dipropionato de
pectina son moderadamente fuertes y flexibles, mientras que las de dia-
cetaro son muy débiles

Las pectinas de diferente origen tienen marcadas diferencias en velo-
cidad o grado de gelacidn, cenizas, contenmido en metoxilo y otras prople-
dades, como se muestra en la Tabla II, en la que se recogen las variacio-
nes observadas por Hinton (54).

TABLA II
Propiedades Rango
Paoder de gelacidn 0-29,5
Acidez libre 1,3-10,3 grs. NaOH/100 grs. peetina
pH de disoluciones al 1 % - 2,6-4,4
Contenido en metoxilo 9-12 ¢ CH,OH
Indice de saponificacion 7,6-15,1 grs. NaOH/100 grs. pectina
Grupos . dcidos totales 16,7-29,6 %, grs. NaOH/100 grs. pectina
Poder reductor frente a lodo 2,7-23,39% aziicares reductores
Cenizas 0,59-8,90 %.

El contcnido en éster de las pectinas puede salirse del rango recogido
en la Tabla II, estando claramente justificada la existencia de los concep-
tos «pectina de bajo contenido en éster» y «pectina de elevado contenido
en éstery. De estas Gltimas el ideal seria aquella que contuviese 16,3 %
de metoxilo, v que corresponderfa al 4cido péctico totalmente metilado,
pero substancias de este tipo no se han encontrado en la naturaleza (¥*).
Las pectinas contenienda del 3-7 % de metoxilo (tipicas de bajo éster)
precipitan muy ficilmente con iones polivalentes (Ca, Mg,...).

Las pectinas de tipo medio, en cuanto a su contenido en éster, en pre-
sencia de azicar y 4cido producen un gel. No obstante se ha observado
que algunas sufren gelificacién por adicién de frutos dcidos y sales de
calcio, sin necesidad de nuevas adiciones de azlcar, es decir, se compor-
tan como pectmas de bajo contenido en éster. Esto se atribuye a la accién
de una enzima, «pectasa», que provoca una desmetilacién del dcido pecti-

(*} Debido a la heterogencidad de las subslancias peclinicas, no puede eslablceerse un li-
mile rigureso ue scparc de manera gencral las de bajo y clevado éster, No nbstanie, de una
forina aproximada se compnrian como peclinas de bajo fsler aquellas gque hayan reducido en
un 50 % su conlenido normal de Me(O.

(63) Camson, J. P, Jr., y Naway, W. D, J. dm. Chem, Soec., 67, 787 (1945).

{54) Thxwax, C. L., PFruit Peetins, Chemical Publishing Co., N. Y. (1940); Himst, E. L. ¥
Joxes, I. K. X, Advences in Carbohydratc Chem., 2, 235 (1946),
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nico correspondiente, permitiendo asi la formacién de un pectnato de
calcio muy insoluble por su bajo contenido en metoxilo, ya que comao es
conocido, al disminuir dicho contenido, los 4dcidos pécticos, y mds ain sus
sales, se hacen mds insolubles en agua.
" En resumen, para que tenga ltugar la formacién del gel se’ 1Lquu.1c

d) en el caso de las pectinas de elevado contenido en éster, dcido y azil-
car v b) para las de bajo contenido en éster, dcido y lones Ca** u otros
polivantes.

Pmtopectmas —Nos referimos a la protoestructura que corresponde
a las pectinas: la palabra «protoestructura» indica el modo de ordenarse
las moléculas de poliurdnidos en el tejido celular. La determinacidn de la
protoestructura se ha conseguido al estudiar la protocelulosa y protopee-
tina, con]untamente

Este iltimo término corresponde a la substancia péctica original, pro-
genitora, insoluble en agua, tal como se encuentra en las plantas, es decir,
antes de sufrir la hidrélisis adecuada para produc1r el dcido pectinico.

A pesar de su marcada insolubilidad en agua, se ataca facilmente puor
un gran nimero de reactivos y ofros tratamientos muy variados (55) (56)

La estructura de la protopectina es uno de los problemas mds dificiles
de la quimica de las pectinas; una de las razones de esta dificultad son
los inconvenientes que presenta el separarla de otros compuestos insolu-
bles que mtegran el tejido vegertal,

Rrpa (57) sugirié que, en la protopectina, los grupos no esterificados
estaban unidos con celulesa. De acuerdo con esto, en una plotopcctma
que contenga dcido poligalacturénico, muy esterificado con grupos metilo,
éste se combinarfa con una pequefia-cantidad de celulosa y viceversa.

Por otra parte se atribuye la insolubilidad de la protopectina a la pre-
sencia de una sal de Ca-Mg, asi como a Ja existencia de puentes fosféricos
mntermoleculares, como ya indicamos en otro lugar.

Ademds de los componentes fundamentales, de naturaleza poliurénica
(acidos pectinicos, pectina, etc.), existen en las substancias pécticas otros
componentes. Estos son: metil—pentosas, xilosa (sobre todo en la naranja
y limén), dcido galacturénico, acetona, 4cido acético, arabanas y galac-
tanas.

Estos dos ulnmos son tan 1mportanteq que, actualmente, el término
pectina slgnlﬁca tanto la presencia de daidos poligalacturénicos, como de

(58) Brasroor, N. H. (Cawuz, N. W), A Critical end Historfeal Study of the Peclic Subs-
tances of Plants, Dept, of Sei. aml Ind Res., Special Report N.» 33, H. M. Stationery Office,
Loudon (1929). .

{66) Exnucu, F., Cellwlosechemic, 11, 1 {1930),

(57) Sucmamma, R. (ahora Riea, J. Am. Chem. Soc., 46, 145 (1924},
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arabana y galactana, y muchas veces también la de galactosa y arabinosa
libres. La proporcion de unos y otros componentes varfa de unas a otras
pectinas, :

También cabe el considerar a las galactanas y arabanas como dos he-
micelulosas (del primer tipo) componentes de las substancias pécnicas.
Para separarlas de los acidos pectinicos se p1ec1p1tan con sales de alu-
minio.

Hirst y Jones (58) estudiaron las substancias pécticas de la manzana
estableciendo las caracteristicas que se recogen en la Tabla 111

TABLA 111

Complejo Ae.

Protopecti-nn pectinico- Ac, péetico
galactana
Peso equivalente 364 250 185
Acido galacturdnico (%) 49,2 73,0 96,7
Pentosanas (%) 20 0,0 0,0
Galactanns (% medido
por diferencia) 25 21 (4)

Hay gran evidencia de que las unidades no urdnicas se encuentran cn
las cadenas laterales, o sea, al contrario que en las gomas. Los trabajcs
de Seriser, Eppy y Hiens (59) sobre cinéiica de separacién de} material
no urdnico durante la desesterificacién acida de la pectina de manzanas,
sugleren que una parte estd unida a la cadena por ‘enlaces primarios cova-
lentes, probablemente tipo éster. El resto estd retenido por fuerzas de va-
lencia secundaria, o, simplemente, como una mezcla fisica.

Por otra parte HencLEn (60) admite la posibilidad de que la unién
entre los grupos carboxilos se verifique por iones metalicos polivalentes
(v no por cnlaces lactona, anhidrido o por puentes de H), suponiendo
que, entrelazandose tales uniones con los glupos celuldsicos y otros, cons-
tituyen una estructura tridimensional. :

Segin dicha estructura, si el contenido en metoxilo es elevado existen
pocos —COOH capaces de entrelazarse por medio de cationes, ¢l enma-
raflamiento es pequeflo, y entonces la protopectma posee una gran capa-
cidad de hinchazén con ¢l agua que es caracteristica. Si el contenido en
metoxilo es bajo, existe mas cantidad de Ca**, con mayor grado de unto-
- (58) ][ms-.'r_,_Fl. T. x Joxes, J. K. N, J. Chem, Soc., 454 (1930},

(50Y  Smasen, B, Kooy, G R, v Heas, 0 U, J. Phys. Chem , 49, 563 (1945},
(607 Hexcrews, F. AL, J. Makromoi, Chem.,, 1, 121 (1943),
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nes, teniendo come consecuencia una disminucion de las propiedades hi-
drofilicas. Por tanto, cualquier alteracidn en las propiedades fisiolégicas
de las protopectinas en su desarrollo «in situn, refleja un cambio gradual
entre estas dos condiciones.

La obtencidn de dcido fostérico esterificado en la pectina, llevé a Hen-
cLEIN, Krassic, H. y Stemmmrc (61) a formular una estructura mds com-
pleja, en la que la unién funciona a través de los grupos fosféricos esteri-
ficados, los puentes i6nicos de Ca** y las fuerzas de Van der Waals,
dando el siguiente esquema, el cual hay que concebirlo como tridimen-
sional.
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Modelo de ;m'oropecLiﬂaop-royruesto por HEncLE™, KRASSIG y STEIMMIG

1.—Enloce mediante jones neldlicas que unen lns grupos carboxilos de dos cadenas pectinicas
diferentcs

2.—Fnlace mediante jones meldlicos que unen una cadena de peclina a un resto fosférico,
que a su vez puede unirse a olrus cadenss direclamenie o por intermedio de jones meldlicos,

B —Enlace de dos cadenns pectinicas, a través do un O por cadu una, y una molécula de
dcilo fosforico. '

4. —FEnlace mixio, combinacion de los lipos 2 vy 3.

5,—Enlace mixto, eombinacion de los tipos 3 y 5.

6, —Fnlace entre lss cadenas peclinicas ¥y otras, medianle fuerzas de Van der Waals.

7.—Enlace tipo éster, grupos melilo por ejemplo, sobre los grupos de las peclinas.

{61y Mescrwx, Fo A, Kaassie, H. y Stewone, A., Makremolekulare Chem., 4, 78 (1949
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Admitida esta estructura, la hinchazén con el agua de las substancias
pécticas, con un 70 % de éster, se atribuye a la hidratacidn de las cade-
nas individuales que son formadas independientemente por las molécu-
las de agua. lLa 1e%1stenc1d a esta hinchazén o hinchamiento, se debe. en
las pectinas de bajo grado de esterificacion, a la asociacion de grupos car-
boxilo o a la tormacién de puentes iénict)s.

Gomas y mucilagos. —Las gomas y mucilagos es canvenlente tratarlas
en conjunto por sus grandes analogias.

El término goma se usa comercialmente para deqlgnar una gran va-
riedad de productos paturales, pero gomas verdaderas son unicamente las
de origen vegetal, solubles en agua, para dar disoluciones coloidales vis-
cosas e insolubles en aceites, alcohol, benceno y otros disolventes orga-
nICos.

Los mucilagos se encuentran muy repartidos en el reino vegetal, pu-
diendo encontrarse en membranas secundarias, en el material intercelu-
lar vy en el contenido de las células. Aparecen en la raiz, corteza, hojas,
tallos, flores, endosperma, substancias envolventes de -las semillas y en
ciertas células especiales de algunos bulbos. Su funcién es muy variada;
en algunos casos son reservas alimenticlas y en otros cumplen funciones
especiales Asi, es probable, que las propiedades fisicas de algunos muck-
lagos les permitan actuar como depésitos de agua en determinadas plan-
tas que crecen en condiciones de alta sequedad; las envolturas mucilagi-
nosas de las semillas pueden tener una funcién semejante durante la ger-
minacion.

Las gomas y mucilagos atendiendo a su origen pueden dividirse en
tres grupos generales:

1.7 Aquellas gomas que son exudaciones secas de clertos arboles
arbustos, en forma de escamas, nédulos o fragmentos angulares, los cuales
sc forman eqpomaneamcntc en las fisuras naturales, en heridas accidenta-
les o por Incisiones movocadaq este es el caso de las gomas de acacia, al-
mendro, ciruelo, ctc., etc.

De acuerdo con la solubilidad podemos dividir estas gomas en tres ti-
pos distintos:

a) gomas completamente solubles ¢n agua,

b) gomas que se¢ disuclven muy lentamente formandoe geles por hin-
chamienta,

c) gomas que constan de una parte soluble en agua y otra insoluble
que se hincha para producir espesamiento o geles.

2.9 Mucilagos de las plantas, los cuales se pueden extraer de ellas
con agua, formando disoluciones viscosas insolubles en alcohol, como
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son, por eJemplo musgo islandés (Cetraria isldndica), mucilago de la sc-
milla de acacia, etc.

3) Las substancias mucﬂagmosas conoudas como coloides hzdmﬁ—
licos, que.se obtienen a partir de las algas pardas (Fucoficeas) y rojas (Ro-
doficeas). Muchas de ellas tienen' grandes aplicaciones comerciales tales
como el agar y algina, aparte del interés cientifico de las mismas.

.Micntras se sabe con certeza que los mucilagos, son productos norma-
les del metabolismo, en cambio, sobre las gomas vegetales hay opiniones
diferentes respecto a cuil sea el mecanismo ﬁsiolégico exacto de su for-
macién. En prlnc1p10 pueden formarse por supuracion de las heridas que
se producen accidental o intencionadamente, viniendo a ser en este caso,
como medios naturales de proteccmn de tales heridas.

Estas heridas pueden originarse por agentes mecinicos o por accion de
insectos, asi como por efectos chmatologlcos o por una Invasién de hon-
gos o bacterias. En este caso la aparicién de la gomosis tendria tales cau-
sas como primarias.

Sin embargo otros investigadores mantienen la opmlon de que la go-
mosis es consecuencia de un proceso patolégico mdas intimo, ya que suele
ir acompanada de una degeneracién de las células, degeneracién que es
mis ripida sobre Ia superficie de la herida que estd expuesta a infeccidn
por hongos, bacterias y pardsitos en general, que actuarfan como coadyu-
vantes al curso de la enfermedad.

NorMan y otros (62) consideran que todas las gomas exudadas son de
origen bacteriano y que las diferencias entre aquéllas son consecuencia de
las distintas variedades de bacterias causantes de la gomosis. Los hechos
no se pronuncian a favor de Ia anterior opinién, pues ni todas las gc:mosis
son producidas por bacterias, aun cuando las mas tipicas sean de este ori-
gen {cancro bacteriano o gomosis bacteriana), ni es muy probable que la
naturaleza dé las bacterias influya en las caracteristicas de la goma, ya
" que realmente éstas se originan por transformacién del almidén y otras
substancias de reserva por accién de enzimas propias del vegetal, indepen-
dientemente de cual haya sido la causa desencadenadora de esta trans-
formacién; sobre esta dltima opinién tampoco existe evidencia absoluta.

El problema blolog1co de la formacién de las gomas, en general ha
merecido bastante atencién en los dltimos 50 afios, aun cuando queden
puntos por aclarar.

El primer caso de gomosis tipicamente bacteriana sobre albaricoque-
ros, ciruelos, y cerezos, fué obselvado en 1902 por BRZEZINSKI en Krakow

(82) ‘Nomwam, A. G., The Riochemisiry of Cellulose the Polyuronides, Lignin, e¢fe.; Oxford
(1987}; Ann., Rev. Riochem.. I, 65 {1911); Hmst, K. I., J. Chem. Sec., 70 (1942); Maxtinn,
. L., The Water Soluble Gums, Reinhold, Néw York (1847),
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(Polonia). En 1905 AperHOLD y RuUELanD, encuentran en Alemania una
ZOTNOSIS en Ccerezos cuyo organismo causante es el «Pseudomonas spon-
giosar. Grurriy demuestra igualmente el origen bacteriano de la gomosis
de cerezos, producidos segin ¢l por el «Pseudomonas cerasus», conside-
racion a la que llega igualmente Barss que considera a dicha bacteria
como productora de esta gomesis alin en otros frutales de hueso. Intere-
santes contribuciones han hecho posteriormente WIiLSON en California y
WormMaLp en Inglaterra, éstos Gltimos sobre ciruelo y cerezo, que han
creido encontrar diversas especies bacterianas causantes de gomosis al
Cigual que los autores antes referidos (63). Sin embarge experimentos mds
recientes realizados con diversas bacterias de las aisladas, cambiando de
hucspdee no han permitido deducir diferencias patogénicas como para
auguu considerdndolas corio especies diferentes, imperando actualmente
el criterio de suponer a la «Pseudomonas syringae», Van Hall, como
causante del cancro bacteriano o gomosis en frutales de hueso. Ista bac-
teria se caracteriza por producir o segregar un pigmento verde fluorescen-
te v por ser Gran negativa. Si acaso sdlo cabe admitir como otra especie
productora de gomosis distinta de la anterior, a la «Pseudomonas mors-
pf unorumn», Wormald, ya que esta dltima se caracteriza por no producir
pigmento verde fluoréscente v por ser Gran positiva.

La «Ps. syringae» pardsita, por lo menos a 80 especics, de ellas 11 fru-
rales de hueso del género Prunus: «Prunus persica», «P. aviumy», «P. ce-
rasus», «P. armeniacan, «P. domesticar, «P. mahaleby, «P. punulan, «P.
salffcing + munsoniana» y «P. simonuw. De estas especies, el cerezo dulce
y ¢l melocotonero son lus especies mds y menos susceptibles, 1espc_c[wa—
mente, al ataque de esta bacteria; d1vexsa3 variedades de ciruelo siguen
en orden de susceptibilidad al cerezo.

Como se sabe la gomosis puede manifestarse en diversas modalidades,
dependiendo de las condiciones climéticas y atin de las reacciones tipicas de
cada especie a la invasién bacteriana. Ordinariamente la zona invadida
por los gérmenes se muestra de color marrén, gomosa y acre. La gomosis
puede manifestarse tanto sobre troncos y ramas como sobre otrog puntos
del vegc,tal (yemas, hojas, frutos, etc.) aunque sin duda la alteracidn mais
caracteristica es la de troncos y ramas. Dicha alteracién puede tener va-
riadas consecuencias; en el caso en que por ¢jemplo una rama esté total-
mente circundada por la alteracidn, ésta deja de desarrollarse ya en la pri-
(63) Wisox, K. K., Nilgerdie, & 83-123 (1933). fdem,, 72, 250-298 (1038); Wonaaen, H.,

4 Pomof, o, Scio, 15, 35-48 (1937); Banss, H. P, Ore, Agr. Hxpt, Ste, Bican, trop Pesl and
Hort, Repr’, 1913-1014. 2; 9224240 (L913); Gwiwes, F. L, Seience, u, s, 34, 61516 (1911);
Averuonn, R, v Roknase, W, Cenlra, Boklerial., Pwressilenk., 15, 37677 (1903) vy Bazszxsg,

1., Acad. Sci. Compt, Kend | 134, 1170-73 (1002}, [Asveasox, 1, W

., Disewsas of Froit Crops,
MeGrawllill Bock Company, Ine., New York (1956}, pig. 245].
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mavera o bien se seca en el verano, aunque haya tenido lugar un tempra-
no desarrollo de hojas. También es muy frecuente observar gomosis que
afectan al fruto, llegando la alteracién hasta el hueso. :

Tauto.en su estructura molecular como en la capacidad de producir
disoluciones viscosas, las gomas solubles en agua se asemejan mucho a los
mucilagos vegetales y es necesario revisar las propiedades de unas y otras,
para establecer una diferenciacidn entre ambos grupos, a pesar de sus
Arcspectivas funciones bioldgicas claramente distintas.

Con relacién a su estructura quimica, ambos grupos son, como se ha
dicho anteriormente, polisacaridos formados por residues de distintos azi-
cares y acidos urénicos. '

Los azlicares neutros componentes de gomas vy mucilagos mas fre-
cuentes son: e-D-galactosa, a-D-manosa, e-arabo-furanosa y ¢-L-ramnosa.
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En general, el dcido galdctummco es mds frecuente en los mucilagos
v el D-glucurdnico en las gomas, sin que esto sea invariable. A veces se
cncuentran también azicares mds raros, por LJCmp].O la goma del drbol
«Sterculia setzgem» contiene la cetosa D-tagatosa, lnico caso conocido de
su existencia en un producto natural.

<I—o CH,OH
HO OH HO>

[T D-Lagal.osa

El estudio de la estructura de numerosas gomas y mucilagos es com-
plicado a causa de la presencia de ciertos aziicares acetilados o metilados,
pero contribuye a aclarar algunos de los procesos naturales por los que se
otiginan los distintos azicares vy polimeros, a partir de los productos pri-
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marios de la fotosintesis, que tienen por base la glucosa. Por ejemplo, es
va casi seguro que la transformacién de D-galactosa en D-arabinosa no se
pmduce en las moléculas pohmerlcas a pesar de la estrecha retacién este-
reoquimica de ambos azdcares; lo mismo puede decirsé en cuanto a la
transformacién D-glucosa en D-xilosa (64). Falta atin por averiguar si se
rata de una transformacién enzimatica directa, a parur de la hexosa mo-
nomérica en los dcidos urdnicos CO[‘lLSpondlentt‘S y 1uego en las pentosas,
o si la molécula de hexosa se desmtegra DIUMELD €N triosas, como en la
fermentacidn alcohdlica, para reconstruirse después la pentosa.

Hay, pues, muchos motives para el estudio de estas estructuras com-
plejas, maxime con el aliciente de su semejanza estructural con los poli-
sacdridos bacterianos. Entre los poliurénidos bacterianos que han sido ob-
lvto de estudios especiales pueden destacarse los capsulares scgregados
por los del genem Preumoccccus, asi como los de Rhizobium radicico-
lum (63) (66) (67).

Los problemas aqui implicados son, sin embargo, los mds dificiles en
la rama de la quimica de los hidratos de carbono; las gomas y mucilagos
contienen por lo general eslabones diversos y es necesario descubrir el or-
den en que éstos se cncuentran en la molécula, con lo cual se presentan
problemas semejantes a los tipicos de la quimica de las proteinas, como
~ ya dijumos en otro lugar. Por otro lado, los eslabones de hexosa pueden
hallarse unidos por enlaces glicosidicos en « o 3; en forma anular pirané-
sica o furandsica; combinarse por sus grupos hidroxile con uno, dos, tres
o cuatro residuos mds; etc, etc. Hay por tanto numerosas posﬂnlhdddes
estructurales y el nimero de residuos pentosamcos y acidos urédnicos es
enorme. Af(ntunadamentc se han observado clertas regularidades que
simplifican algo el problema de determinar el lugar de cada eslabén vy su
estructura. ‘

En la 1nvcst1gd(_10n estructural se siguen las normas égncrales de pur
rificactdn, asi como la hidrélists acida a fin de averlguar los azicares cons-
tituyentes y sus proporciones relatlvas Por hidrolisis controladas se ais-
Jan ohgosdmudos que dan luz pdm la deduccmn de aglupamlentos de
monoémeros. Asi por e]unplo de la goma dldblgd s¢ han aislado: un
acido aldobiurdnico, el 6-8-D-glucuronésido-D-galactosa, la 3-8-D-galacté-
sido-D-galactosa y la 3-B-galactésido-L-arabinosa. :

(Gd) WmsT, E. L., J. Chem, Soc., 522 (1940,
{85) Horewkiss, W D,y Gowrory, W, F., J. ffiol, Qliene, 121, 195 £1937),

(66) lmaeknstr, M. vy Hoessv, G. L., Proc, Nati. Acad, Sci. U, S., 28, 516 (1942), ,
(67) Scmwucnteren, E. ¥ Stacwy, M., J Chem. Soc., 776 (1045), .
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Después de una serte de mvestigaciones SMITH y colegas (68) (69), han
propuesto una férmula para la goma ardbiga que consta de un esqueleto
lineal de D-galactosa a la que se enlazan otras cadenas de ramnosa, ga-
lactosa y glucurémico. Kl esqueleto galactdsico es muy general en las go-
mas y, como se ha indicado, también la presencia de dcido glucurénico.

(68) Swrra, F., J. Chem. Soc., 1035 (1940},
(69) Jackson, ¥, y Swirm, F., J. Chem, Soc., 74 (1940}
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lina e las férmulas posibles para la gomna ardbiga.—Islabones: G = D galaclosa; Glu = deido
D-glucurdnico; R = l-rumnosa o L-arabofurancsa, & 3-8-Ih-galactdside L-arabofuranosa.

Tratemos ahora, también ligeramente, los mucilagos vegetales. Estos
poseen estructuras moleculares de] mismo tipo general. Pueden clasificar-
se en tres grandes grupos:

a) Polisaciridos neutros de elevado Pm, que contienen uno o mas ti-

0s de aziicar, pero no de dcidos urdnicos.

b} Polisaciridos acidicos o semejantes a las gomas, pero, por lo gene-
ral. con dcido D-galacturénico. :

¢} Polisacaridos de' estructura compleja y elevado Pm, con ésteres
sulfatados, que se hallan frecuentemente en las algas.

He aquf algunos ejemplos de los distintos tipos: En el primer grupo
se encuentra el mucilago de la algarroba (Ceratonig silicua) compuesta
de restos de manosa (determinada como su hidrazona) y galactosa (de-
terminada por oxidacién a dcido miucico) en la proporcién 3-4 : 1 (70).
Hirst y Jonws (71) proponen como una posible estructura para este mu-
cilago la siguiente:

_an—»—-@

M M M. M .
4141414141x

en la que se observa que por cada 5 eslabones de manosa ligados entre si
en 1-4, existe uno de galactosa que se suelda a la posmon 6 de un eslabén
de manosa.

Entre los del segundo grupo pueden citarse los de las semlllas de las
distintas especies de Plantago. Todos <ontienen #cido D- galacturomco
pero presentan notables diferencias en sus estructuras. ‘Algunos mucila-

(70) Rmw, B. W, y Gontxen, R, A., Arch, Biochem., I, 3256 (1944),
(7T1) Hmst, E. L. y Joxms, J. K. N., J. Chem. Seo, 1278 {(1948).
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gns de este grupo, como el de la semilla de membrillo y mostaza blanca,
se dan, en las plantas, combinados con la celulosa.

El estudio de 1os-mucﬂagos del rercer grupo o «algales» presenta difi-
cultades espeualcs Los mejores conocidos son el agar-agar y musgo de
Irlanda (Chondrus crispus), en los cuales el residuo sulfdrico estd sobre
la posicién 4 de un eslabén galactésico. La estructura del agar la estudia-
remos en capitulo aparte con mas detenimiento.

Gomosidad —Es notable que la propiedad de la «gomosidad» se en-
cuentre en muchas substancias de diversa estructura quimica; hasta aho-
- ra s6lo se puede dar una explicacién parcial del fenémeno. Probablemen-
te. para’ que una substancia soluble ¢n agua posca dicha gomosidad
debe contener grupos hidroxiles, ‘capaces de permltn puentes de hidrd-
geno con las moléculas de agua, mientras que, al mismo tiempo, la geome-
tria molecular debe ser tal, que Jas moléculas no puedan realinearse estre-
chamente entre s{ en un orden regular Cuando esto sucede, como en el
caso de las moléculas filiformes y sin ramificacién de la celulosa, ¢l puen-
te de hidrégeno entre moléculas. produce una substancia insoluble que
s6lo puede ser dispersada por un disolvente con mayor afinidad por los
grupos OH.

La mayoria de las gomas y mucilagos- contienen estructuras de gran
ramificacidn, cuyos OH estdn idealmente situados para enlazarse con las
moléculas de agua y aiin en los casas mds simples, no existe la posibilidad
de un compacto orden geométrico con enlaces de hidrdgeno .intermole-
culares, como se da en la celulosa. En consecuencia, las gomas permare-
cen marcadamente hidratadas aunque estén disueltas en concentraciones
muy elevadas. No obstante, tienen que haber-ciertos enlaces de hidrége-
no, intermoleculares, entre las mismas moléculas de la goma (no muy
pronunciadas en disoluciones altamente diluidas) que tienden a producir
una estructura de creciente rigidez al ir desapareciendo el agua y, es muy
probable, que la explicacién de las propiedades fisicas caracteristicas de
las gomas v mucilagos, se encuentre en la delicada interrelacién entre
€S1as Ieacclones opuestas,

Con esta ligera descripcidn referente a gomas y mucilagos creemos ha-
ber completado el fin que nos habiamos propuesto de presentar una revi-
sibn resumida del estado actual del conocimiento sobre los cuatro gran-
des grupos de pohmomdos que tanta importancia tienen, tanto desde un
punto de vista eminentemente cientifico como prictico. Cumplido esto
pasamos a dar cuenta de aquellos de nuestros estudios en el campo de los
pohuromdm y que reagruparemos en 10 posible, en correspondencia con
las clasificaciones a que hemos aludido, en esta parte general introducto-
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ria. Como se verd, para nuestros diversos trabajos aunados en esta Memo-
ria, se han wrilizado materias primas de fuentes distintas; sin embargo
tienen de comun el proceder de especies arbdreas taxonémicamente muy
relacionadas. Concretamente, nuestros estudios de gomas se han realizado
sobre muestras de éstas segregadas por diversas espec1es y ain variedades
de Prunaceas. Debe hacerse la salvedad de otros poliurénidos que tam-
bién hemos tratado con cierto detenimiento, aunque no sean componen-
tes normales de frutos. Este es el caso del agar-agar o del dcido algfnico,
mucilagos, que, st bien proceden de las algas, juegan un importante papel
en la industria conservera vegetal y por tanto pueden aparecer, en cierto
modo, como compoenentes casi normales en algunos elaborados de frutos,
tales como carnes, jaleas y mermeladas.
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11

. . y
CARACTERIZACION DI ALGUNOS FRAGMENTOS DE LOS
POLIURONIDOS QUE INTERVIENEN EN LA TEXTURA DEL
ALBARICOQUE «BULIDA» (PORCION CARNOSA Y SEMILLA)

ParTte TEORICA

Como es sabido, en los tejidos vegetales en general y en los que inte-
gran los frutos en particular, la textura de los mismos es cambiante con
el desarrollo. Sin duda, esto se debe a una serie de variaciones de tipo
quimico en las substancias responsables de esta textura, lo que nos indu-
]0 al estudio de cudles son tales substancias y, en lo p051ble cudles las va-
riaciones que éstas sufren. Separadamente, hemos estudiado, con este ob-
jeto, algunos de los componentes de la porcién carnosa y de la semilla del
albarlcoquc «bilida» {que hemos elegido como e]emp]o por ser el més
nplco de los frutos conserveros murc1anos)

Como podra deducirse de la exposmon que sigue, nuestro estudio se
ha centrado en los componentes de naturaleza poliurdnica, pero sobre
todo hemicelulosas,

Ya en la parte general se hizo una descripeién de la naturaleza de las
hemicelulosas y otros poliurénidos en un sentido amplio, aludiendo a la
evolucién del concepto de éstos, asi como a los métodos que se siguen para
la identificacién y estudio de sus componentes.

Fasta nuestros trabajos no tenfamos referencias de que existieran es-
tudios sobre la naturaleza de los compuestos hemiceluldsicos en frutos,
salvo el de Cuanpa, Hirst v PercivaL sobre las hemicelulosas de las
membranas celulares de la pera (72), pese a que en la bibliografia existen

{72) CaEaxpa, 8. E., Hinst, E. L. ¥ Peravan, E. G. V., J, Chem. Sec., 1240 (1951).
b :
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publicaciones sobre las de los mas variados origenes. Si existen algunas
referencias a la variacidn del contenido en hemicelulosas en funcién del
desarrollo, pero sin penetrar en el conocimiento de estructuras. Asi por
ejemplo, Krotkov y NELson (73) estudiando el metabolismo glucidico
de la manzanas (varlcdad Mc Intosh) en el drbol v después de recolecta-
das, establecen seis perfodos sucesivos en la vida del fruto, destacando la
" disminucién en el conteriido de hemicelulosas, especialmente en el 1.°
2.» perfodo. En realidad tiene lugar una disminucién cuando se considc-
ran porcentajes en peso, mas no asi en cuanto a valor absoluto, va que,
como Winpowson (74) tuvo ocasién de demostrar, la cantidad de hemi-
celulosas por fruto es creciente con el desarrollo.

Por otro lado BarNeLL (75) ha estudiado las variaciones en el conteni-
do total de hemicelulosas (considera como rales a la porcién extraida por
dlcalis al 4 %) en el plitano, indicando que el porcentaje de éstas, que en
los frutos verdes es del 8-10 9. baja durante la maduracién hasta alcan-
zar'del 1-3 9, v destaca a su vez que ¢l almidén y la celulosa sufren
1gua1mcnte una clara disminucién en su porcentaje. Simultineamente
existe un incremento en azicares sencillos v en dcidos orgdnicos, llegan-
do BarneLL (loc. cit. 75) a admitir que el origen de éstos hay que buscar-
lo en las hemicelulosas, aunque también en la celulosa y almidén. Algu-
nos otros trabajos se ocupan de la variacién del contenido en hidratos de
carbono, hemicelulosas incluidas, en funcién de algunos factores exter-
nos, sobre todos los que dependen del suele de cultivo (76) v de las con-
diciones de temperatura del medio; un nimero mayor de traba]os puede
citarse sobre la influencia que en el contenido hidrocarbonada pueden
tener las condiciones de almacenaje en lo que a temperamra se refiere, A
titulo de ejemplo, podemos referir como uno de los mas antlguos el de
EMMETT sobre peras (77), y entre otros mds recientes pueden citarse el de
BarnerL (78) comparando el metabolismo de los pldtanos a altas v bajas
temperaturas, y los numerosos de ULricH y colegas en Francia, asi como
los diversos de la Low Temperature Research Station, en Inglaterra.

Bastantes mds referencias existen sobre pectinas, pero, ordinariamen-
te, los trabajos se han centrado sobre unas cuantas particulares que son
las tinicas mas conocidas (las de manzana, citricos, etc.). Sobre pectinas
de albaricoque sélo hemos encontrado en KertEsz (79) dos referencias,
(8 Kuorkov, G. y Nmwsow, V., Cand. 1. Res. C., 24, 126 (1946).

{74} Winsswsox, K. M, Ann. Bot., 46, 597 (1932).

(73) Nanment, B, H., Ann. Bel., 7, 1 (1943). :

(76) Nwurscarn, G, T., Aonons, R M, v Braxe, M. A, N. Y., Agr. Ezp. Sta., Bull. 494
(1930} -
77y  Eamuwrr, A, M., 4nn. Bol., 42, 270 {1029)

{78} Banwenn, H. R., Ant. Bol., 55, 807 (1941).

(79 Xewress, Z. 1., The Peotic Substances, Inlersciense Publishers, Tne., New York (1851),
pag. 292.
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una tomada de Lavpirr y Hueuis (80), en la que se fija el contenido péc-
tico del albaricoque en 1,03 % r;buam,n valores que oscilan entre 075 y
1,32 %), expresado en dcido péctico, y otra de Money y CHistian (81) en

que se seiala un 0,99 9, expresado en pectato ¢dlcico, pero ninguno de
ellcs se refiere a su ncltut.alt.za. Al igual que hemos indicado para hemice-
lulosas, la mayoria de los riabajos sobre pectinas han tenido por objeto
el determinar la varlacién del contenido de éstas con el desarrollo, sin
adentrarse en cuestiones estructurales. Asi por ejemplo, CArrE y Hor-
NE (82) siguieron el curso de las varlaciones de los compuestos péciicos
sobre ‘manzanas, a lo iarge de un aho de almacenaje a + 1 *C, deducien-
do que el contenido en pectinas crece hasta alcanzar un méximo que em-
pieza a descender al entrar en la senectud; los restantes componentes
pécricos que considera el autor (pectosa, substancias pécticas de la lamini-
lla media y substancias pécticas totalc,s) descienden todos. Fremy (83)
ya opmabq que las frutas verdes contienen punclpaimeme plOtOpe(_tlndS
mientras en las maduras éstas se transforman en pectmas hasta el punto
de que es esta transformacién una de las caracterfstucas mas destacadas
del proceso 'de maduracién. Sin embargo, HarLer (84) hizo unas intere-
santes observaciones 'sobre la” rransformacién de substancias pécticas en
las varicdades de manzanas Ben Dauis y fonathan; en cfecto, destaca
que mientras los fiutos se encuentran en el drbol, la protopectina dismi-
nuye y el contenido en pectina se mantiene practicamente constante, y
pot el contrario, una vez recolectadas, si se almacenan a 0°C, la propor-
cién de pectina aumenta, extreméndose la disminucién en protopectina.
Utrich v ¢olegas (85) hacen un estudio parecido al seguir las variaciones
en el contenido en pectina y en protopectina sobre las manzanas de la va-
riedad Calville, dlmacenadas a + 10°C, continuando sus observaciones
hasta un avanzado grado de sencctud, y concluyendo que, en general,
durante la maduracién la protopectina decrece, mientras que la pectina
aumenta, pero que en los frutos opasados», la pectina se transforma en
dcidos pectinicos y continiia hasta dcidos pécticos. La wansformacidén de
protopectina en pectina es atribuida por Fremy (loc. cit. 83) y EmmEeT
(loc. cit. 77) a la’accidén de dcidos orgdnicos aunque también se da impor-
tancla a la influencia de sistemas enzimaticos; aun existen dudas sobre
s €l sistema pmtopecrmasa es especifico para esta tr ansformacién, es mis,
hay bastantes motivos para admitir que ¢l sistema es exactamente el mis-

{80)  Lawerre, LWy Huewis, [0 1, Analyst, 53, 32 {1928).

{BL} Moxky, 1. W. y Cnmstiax, W, A, J. Sci. food. Agr. 1, 8 (1950}
(82} Camur, M. H. v Honxe, A 5., Ane. Bol, 41, 193 (1927},

(83) Faemv, k., Compl rend. Acod, Scienees, 24, 784 (1844).

(84) Hawnrrws, N. K., Jonrrn. agric, Res., 39, 739 (1929)

(82) Uunicr, R, Ruxau, }. ¥ Lavorn, )., Rev, gén, Froid, 445 (1949).
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mo que ¢l que motiva la hidrélisis de los ligandos 1-4 de los dcidos pecti-
nicos, o sea, que las enzimas protopectinasa y pectin- pohgaldcturonasa
son una misma cosa. Ciertos cambios en los tejidos vegetales que se atri-
buian a la accidn de la protopectmasa pueden tener lugar a través de
ciertos mecanismos de tipo no. enzimdtico, entre otros, por la accién del
perdxido de hidrégeno (86) Concretamente, cuando esta accién es ejer-
cida sobre los Acidos pectinicos, forman productos de degradacién que
recuerdan en mucho a las hemicelulosas.

Despues de lo indicado consideramos que, en general, puede ser de
polvemr un estudio de las hemicelulosas de frutales, sobre todo por las
continuas discusiones y dudas sobre la intervencién de galdctanas y ara-
banas (las clasicas hemicelulosas) en la mteglacwn de pectinas, al menos
en la estructura conocida como protopectina. Los trabajos de Hirst ¥
JonEs (87) mostraron que las arabanas y galactanas que. existen en las
preparaciones pécticas de manzana, estin en mezcla y no en combina-
cién con los poliurénidos pecncos ahora bien, entre si se unén, si no por
valencias p11nc1pales. al menos, si por algin otro npo de enlace, especlal
mente por puentes de hllegCﬂO calculan incluso la” energia de activa-
cién necesaria para scparar ambas hemicelulosas, concluyendo qué, real-
mente, sélo las arabanas estin unidas a las cadenas pohga]acturomcas
por puenreq de hldlogeno mas no asi las galactanas Hay muchas razo-
nes, aunque no enteramente satisfactorias, para’ admitir que las arabanas
y gdlactanas estan adscritas a los materiales pectlnlcos coMmo impurezas,
pero sin formar pdlte de su estrucura; en principio su origen puede bus-
carse en las pectinas, como antes se ha indicado. No obstante, la cuestién
es todavia muy discuuble.

A nuestro criterio, es interesante el hecho ya observado en otras hemi-
celulosas, v que ahora confirmamos también en las hemlcelu]osas de al-
barlcoque de que las mismas no son enteramente neutras, Sino que én
ellas intervienen algunos eslabones de dcidos urénicos, de forma que, aun
en la hidréhisis prolongada, forman oligosacaridos acidos estables, comple-
ramente distintos a los trozos identificados por Jones y Rem (88) en la
escisién enzimdtica del dcido pectinicé en la manzana, y por nosotres
mismos ahora en el albaricoque, quedando por tanto descartada la posi-
bilidad de que procedan de las pectinas, ¢ incluso, concretamente, hemos
podido comprobar por una escisién mas enérgica, que los urénicos que in-
tegran estos oligosacaridos dcidos, de hemicelulosas de frutos, no son ni
el 4cido galacturénico, como corresponderia si se tratara de impurezas

(B6) Kruaresz, Z. 1., Plant, Physiol., 18, 308 {19438); Druri, H., Helv. Chim. Acia, 26, 2002
(10435).

(87) Hirsv, B. L. v Jones, T K. N., J Chem. Sac., 454 (1939).

(88) Jonms, J. K. N., v Rew, W., J. Chem, Soc., 1361 (1054); idem., 1800 (1956).
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pectinicas, ni ninguno de sus derivados, sino por el contrario derivan del
glucurénico.

El hecho de que se hayan podido aislar arabanas a partir de chtmas
comerciales por Josepw (89) sin pérdida alguna del poder gelificante ini-
cial, aboga igualmente por la afirmacién de que las citadas arabanas-no
pueden llevar en su molécula ningunos de los eslabones que integran el
dcido pectinico que, de alguna manera, hubieran podido ser responsables
de estos oligosacdridos dcidos.

Nuestros estudios se hicieron sobre- albaricoques en diverso grado de
desarrollo, pero especialmente sobre frutos maduros y pulpas obtenidas
de los mismos. Previamente al estudio de sus poliurénidos, se realizé un
andlisis completo de la materia prlma consistente en la determinacidn
de: humedad, azdcares (hbres y totales), acidez, cenizas y pectoce]ulosa

En los primeros experimentos, que son los mds repetidos, sc partié de
pulpa de albaricoques maduros, previamente triturada, sometiéndosela
a un tratamiento con etanol hirviendo, de forma que, teniendo en cuenta
la humedad propia de la pulpa, la concentracién no bajase del 80 %.
Despues se enfria la mezcla hasta temperatura ambiente, manteniéndose
el conjunto en maceracién con alcoho! de la misma concentr. acion duran-
te unas doce horas. Segmdamente se realizaron dos nuevos tratamientos
en forma idéntica, hasta que prdcticamente el alcohol queda 1ncolmo
Este tratamiento proporciona una masa esponjosa, blanca, de buen as-
pecto, que denominamos «pectoceluloqa» (*). El alcohol acuoso arrastra
una serie de compuestos: azicares libres, icidos, aminodcidos, coloran-
tes, etc.: cada uno de estos grupos es objeto de estudios independientes
en nuestro Departamento. :

La pectocelulosa aislada, se sometié a determinacién de pentosanas, se-
gin el método de Kurrcren y Typen {90); lignina, segin RiTTER; azi-
cares por hidrélisis, segiin BENEDIT; cenizas, por incineracidn hasta peso
constante; humedad, por pérdida de peso, y por el método de Dran
Stark; proteinas, segin KJELDAHL: urénicos segiin Dickson (90 bis} v
metoxilo, segiin ViErock, modificacién de A. SoLer (91).

Después de estas determinaciones, se sometié la pectocelulosa a suce-

(*y Mis correctamente dchiamos MHamarle ligno-peclocelulosa, pero como annm esle nom-
Lire serin inadecuado, ya gue junfo a estos consbiiuyenies confienc proteinas inselubles, ceni-
zas, ete., ufilizaremos en lo sucesivo ol nombre de peclocelulosa como expresidon para el residuo
anao]uhle cn alcohiol del 80 9% prepars do en In fase deserita, sin pararnos en definir su exacla
naturaleza

(89} Joscrm, G. H., Bull. Natl. Fermula y Com., 9, 18 (1940).

(90) YuLrerex, €, y Tvees, Fngenibrswelensias Akads., Haulinger, nim, 94 (19298); Sorkn,
A, v Guzmax, G., Anales de la R.S. E. de la Fis. v Quim., (B) 371 (1951).

(00 Lis) Dicksov, A. D y otres, J. Amer. Chem. Sec, 82, 775 {1930).

(91) Souen, A, y Carmasce, A., Anales R, Soc. Fis, y Qulm., 50, 9% (1954); Vireocx, F. ¥y
ScawarpacH, Ber., 63, 3207 (1930).
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sivos lavados con agua destilada hasta reaccién negativa al reactivo de
MoLiscH, y a otros ensayos, sobre todo hasta. reaccién negatlva en papel
rociado con p-amisidina (91 bis).

Quedaba una porcién insoluble con aspecto ligeramente gelatinoso
cuando estaba himeda, que llegé a hacernos pensar pudiese contener to-
davia algo de pectina. Para salir de dudas, esta porcién residual se some-
te durante 24 horas, a maceracién con SO,H, IN, en frio, no apareciendo
nuevos porciones solubles. Por otro lado hicimos un nuevo ensayo invir-
tiendo el orden de actuacidn, es decir, primero maceracién con SO,H,IN
cdlurante 24 horas y a continuacién lavados hasta reaccién neutra y nega-
tva de azdcares. Después de neutralizar el sulfirico, filorar, lavar y llevar
a un volumen conocido, evaporamos una parte alicuota, observando, prac-
ticamente, una completa coincidencia de resultados (el mismo peso, el
mismo aspecto y los mismos componentes por hidrélisis) al comparar los
residuos de evaporacién obtenidos con una y otra marcha.

M3as definitivas fueron atin las pruebas que se hicieron sobre los hidro-
lizados de la porcién pectocelulésica que era insoluble en la maceracién y
lavado (holocelulosa + lignina), preparados para su estudio estructural,
pues mostraron la ausencia de galacturénico, que es el componente mas
caracteristico de las substancias pécticas,

Sin duda, la porcién insoluble contenia sobre todo las hemicelulosas,
ligadas a celulosa y hgnma ya que estos dos Constltuyentes no son afecta-
dog en la prccxpltacmn con alcohol que nos sirvié para la preparacién de
la pectoceiulosa, ni tampoco en los lavados sucesivos (con agua o con dci-
dos diluidos) que s6lo deben arrastrar el material de tipo pectinico solu-
ble y algin otro (proteinas, cenizas...). La ausencia de galacturénico nos
prueba ademds que en la protoestructura de las paredes celulares del al-
baricoque maduro, no existen ligandos excesivamente rigidos entre pecti-
na y celulosa o entre Pectma y hgnma que fuesen invulnerables a la ac-
c16n del agua, y que, en consecuencia, hubieran reservado por lo menos
una ligera parte de grupos galacturomcos para qucdar en libertad sélo al
actuar un agente hidr ohtlco mas fuerte como el SOH, IN, en frio o, con
mds razon, en caliente,

Esto concuerda claramente con el criterio generalizado de que con la
madurez disminuye el contenido en protopectina con aumento de la pro-
porcién de pectina, propiamente dicha. Como quiera que nuestro trabajo
fundamental se realizé sobre las hemicelulosas obtenidas del albaricoque
con grado de madurez comercial, es natural que la desintegracién de la
protoestructura se¢ alcanzara por completo. Pricticamente, obtuvimos los
mismos resultados al trabajar sobre pectocelulosas preparadas a partir de

<01 bis) MWouen, L., Jowes, J. K. N. y Wannman, W, H,, J. Chem. Sec., 1702 {1D50).
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pulpa de albaricoque que habian sido envasadas y sometidas a pasteuriza-
cidn; este hecho nos permitié disponer de matéria prima durante todo el
afio.

Para mayor confirmacién del anterior criterio, durante la campana si-
gulente sometimos a estudio idéntico las pectocelulosas preparadas de al-
baricoques en distinto grado de desarrollo; partimos del fruto cuando, ya
en su forma bien definida, tenia un didmetro medio de 2,5 cms., e hici-
mos recoleccién del mismo arbol de 7 en 7 dias durante 5 semanas conse-
cutivas, al cabo de las cuales se completé su desarrollo alcanzando la
madurez comercial. Estas pectocelulosas cuando se lavaban para arras-
trar la porc10n pectinica, sufrian una hinchazén menos manifiesta v ce-
dian relativamente menos material que aquéllas de la 5. semana. Las
aguas de lavado cmrespondlentes a cada una de las pectocelulosas, se
reunieron y llevaron a un volumen conocido. Se tomaron porciones igua-
les de cada una de ellas, evaporaron a sequedad y se hizo una compara-
cion de resultados; el residuo crecia al proceder de frutos de mayor grado
de maduracion, pero las diferencias no eran excesivamente marcadas.

¢ Las pectocelulosas que sélo habian sido lavadas con agua al someter-
las a maceracién dcida (SO.H:IN en frio, durante 24 horas) se portaban
de manera distinta segin el grado de desarrollo de los frutos de que se ex-
trajeron. Asi las de albaricoques de la 1." y 2. semana daban, por la adi-
cion de 8O.H., nuevas materias pectinicas, denotando que existia cierta
porcién de pectinas muy ligadas a las paredes celulares {protoestructura).
Las pectocelulosas a partir-de la 3." semana, practicamente ceden todo el
material pectinico, y otros solubles, en los primeros lavados con agua; en
el desarrollo de los frutos la protoestructura va aflojdndose sucesivamen-
te, va sea por accién enzimdtica o no enzimdtica, o, lo que es mds proba-
ble, por una combinacién de acciones.

El residuo que quedd en cada caso después de las operaciones de
arrastre, como s¢ ha indicade, se sometd a estudio, pero.sobre ¢l que hi-
cimos mis hincapié fué sobre el procedente de la pectocelulosa de la 5.2
semana, ya que en €l no nos interferian con toda sc‘:guridad las pectinas
mslduales y puesto que, en definitiva, son los que mds nos interesan por
sus consecuencias en la industrializacién de estos frutos. A este residuo
nos referiremos en lo que sigue, ya que la marcha utilizada para los res-
tantes residuos fué andloga en todo. En cuanto a los resultados, la dnica
particularidad observada se debfa a la ya citada presencia de pectinas re-
tenidas en las pectocelulosas, correspondientes a la 1.* y 2.* semana cuan-
do se lavaron sélo con agua. La pectecelulosa de la 5. semana se someti6

1 siguiente proceso: maceracién prolongada seguida -de hidrélisis poco
forzada (con dcido sulférico | N a 80°C durante 8 horas); neutralizacién
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parcial del liquido 4cido con hidréxido y carbonato de bario, hasta
pH=3,4 aproximadamente, en cuyas condiciones la acidez serd exclusi-
vamente urénica. En efecto, segin el trabajo de Hirscn (92) a partir de
los de Pauir y otros, en el caso del dcido glucurénico, como la constante
de disociatién es 4,65» 107, su pH serd 3,33. Igualmente, para el dcido
galacturénico, Speiser, HiLrs v Eppy encuentran a 27°C una K=3,81 x
= 107", lo que supone un pK = pH = 3,42 (93).

El liquido a pH = 3,4 contenia los azicares dcidos y neutros origina-
dos en la hidrélisis, sometiéndosele primero a una suave concentracion
a vacio v, déspués a desionizacién mediante ¢l paso a través de resinas
de cambio iénico: Amberlita IR-120 que retiene los catlones, y Amberli-
ta [R-4B que retendrd aniones y, en consecuencia, también Ios 4dcidos
urénicos. Una vez desionizada la disolucidn de azicares neutlos, se con-
centra hasta siruposo, estando en condiciones de proceder a su estudio
cromatogrifico. Diche estudio demostré en la pectocelulosa de la pulpa
de albaricoque libre de pectinas, la presencia de xilosa como aziicar mds
abundante, arabinosa en menor proporclon que aquélla, y menores canti-
cdades de galactosa, manosa y glucosa asi como dos pohmeros de pentosas
que por las caracteristicas comprobadas, resultaron corresponder a xilo-
biosa y xilotriosa, idénticas a las preparadas primeramente por. WHISTLER
v Durso (94) a partir del dlamo y confirmadas después por Jones v Guz-
MAn en hidrolizados del esparto (loc. cit, 22); también se detecta una leve
mancha debida a xilotetraosa. '

El fraccionamiento de los disuntos oligosacaridos, asi como la separa-
cién de los mondmeros contenidos en los hidrolizados, se consiguié me-
diante el paso de la mezcla por una columna de carbén-celita segln el
método de WHISTLER y Durso (loc. cit. 94) y elucién posterlor-COn suce-
sivas porciones de agua conteniendo concentraciones crecientes de etanol.
Los monosacdridos son facilmente arrastrados por el agua. Los oligosaca-
ridos salen segin ¢} orden que corresponde a su grado de polimerizacién
(primeramente los mas ligeros), al ir creciendo el grado alcchélico del
cluyente. Ademds de la xilobiosa y xilotriosa logramos separar, aunque en
poca proporcién, el polimero de grado 4 de la xilosa.

La naturaleza de todos estos oligosacaridos fué comprobada de forma
definitiva por a) idéntificacién cromatogrifica de éstos como tales y de
sus hidrolizados respectivos, b) determinacién de algunas caracteristicas
tisicas (punto de fusién y forma cristalina) y ¢} formacién de osazonas.
En la xilotetraosa sélo pudimos determinar el R¢ que guardaba la relacién
linea] propia de los polimeros homélogos.-

(82) HMinscw, P., La Revne des Pays Bas, (1952).

(93) Seeser, N, Huwrs, C. H. ¥ Keey, C. R, J. Phys. Chem., 49, 328 (1945)
(94) Wmstier y Duxso, J. Ame. Chem, Soc 72, 667 (1950)
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La porcién de monosaciridos neutros separados de la columna de car-
bén por los primeros lavados con agua, constaba de xilosa, arabinosa,
manosa, galactosa y glucosa, fracciondndose a continuacién en una co-
lumna de celulosa y utilizdndose, como disolvente de desarrollo, butanol
medio saturado de agua (95). Los productos cristalinos se sometieron
2 varias reacciones de caracterizacidn prepardndose incluso las osazonas
de todos ellos.

‘Los azdcares dcidos que quedan retenidos por la columna de Amber-
lita IR-4B, se eluyen con SO,H. 1IN, El efluente se lleva a pH=34 con
hidréxido y carbonate bdrico, pasandolo dcspues a través de Amberlita
IR-120 para retener los icnes bario, quedando asi s6lo los dcidos urdnicos
libres, los cuales se sometieron a refraccionamiento en columnas de car-
bén vy de celulosa, segun las técnicas de WHISTLER y Durso y de Jones
y otros (96), respectivamente.

Para el fraccionamiento del efluente, tanto en el caso de log azlcares
dcidos come en el anterlormente referido, de azicares neutros, sobre todo
al usar columnas de celulosa, nos ha sido esencial la construccién de un
colector automdtico de fracciones que nos dispensara de los enormes pre-
cios que tienen los del mercado. Con la colaboracién de A. Ropricuez
Suirez construimos uno con fundamento electrdnico sobre bases de tiem-
pos para cuatro columnas. Posteriormente hemos construido uno de fun-
damento mecinico sencillisimo, que podrd estar al alcance del laboratorio
mdis modesto. Dicho colector estd basado en el de A. Carrasco, difirien-
do esencialmente de todos los encontrados en la bibliografia; éstos san,
unos de base électrénica, en que la cuantia de las fracciones se hace por
medida fotoeléctrica de las mismas (97}; o por regulacién electrénica de
tiempos (98); otros de fundamento mecdnico, en los que se suele tomar el
peso como criterio para el corte de las fracciones (99), (100} a semejanza
del nuestro, pero que en ellos gira todo el soporte de colectores, lo que es
precisamente evitado en el construide en nuestros laboratorios. En el
nuestro solo gira un distribuidor que, descargando el efluente en cada
tubo colector, provoca su progresivo hundimiento hasta un limite critico
en quc al ba]ar de la altura de una limina tope que lleva dicho distribui-
dor, éste pasard a situarse sobre el tubo mgulente que, igualmente, inicia-
ra su hundimiento por el mismo sistema. Kl conjunto de cuatro series co-
lectoras se halla flotando en un recipiente cilfndrico, construido de cing,

{957 Howen, L., Josns, 1. K. N,y Wanpsax, W. H., J. Chem. Soc., 1702 (1950).
(96) Houan, L., Josus, J. K. Ny Wanman, W. H., J. Chem. Soc., 2511 (1949),
(97) Stmww, W. H. y Moore, S, J. Biol. Chem., 176, 337 (1948).

(98) Houcu, L., Joxes, J. K. N. y Wanman, W. H. J. Chem. Soc., 2511 (1949),
(99) Pmruip, D. M., Naolure, 164, 544 (1949). N
(100) SaxpEnsox, E. §., Anal. Chemn., 944 (1954).
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conteniendo agua hasta la altura deseada; tanto esta altura del agua,
como la del tope en el distribuidor, se regula a voluntad a fin de lograr
fracciones de la cuantia deseada.

Una vez realizado el corte de fracciones se procede a la seleccién de
las mismas, para lo cual se ensayan mediante cromatografia de papel, go-
tas de tubos a sucesivos intervalos, uniéndose rodas aquellas fmccmnes
que conttenen el mismo componente.

La fraccién correspondiente a los dcidos urdnicos se nos mostrd por
cromatografia en papel como heterogénea, detectdndose por lo menos sie-
te componentes. Una vez concentrada hasta consistencia de jarabe, se dis-
puso sobre las capas superiores de una columna de carbén - celita segin
la técnica de WisTLER y DURso. pasando agua, alcohol del 5% v acido
acético al 50 9%, sucesivamente. La 1.* fraccién que resulté la més abun-
- dante, estudiada cromatografiicamente, estaba formada por cuatro com-
ponentes los cuales eran los mas veloces de la mezcla, moviéndose el mds
rapido a la misma velocidad que la ramnosa. La fraccién eluida por el al-
cohol estd formada por un urénico que se mueve a la misma velocidad
que la glucosa y la dltima elucién realizada con dcido acético dié una
mezcla de 3 urénicos distintos que se mueven a pequeiias velocidades,
entre los que predomina uno que lo hace a velocidad intermedia entre Xi-
lobiosa y xilotriosa.

El siruposo ‘procedente de la fraccién cluida con agua, se somete pos-
teriormente a un refraccionamiento en columna de celulosa haciéndose
esta vez la elucién con butanol : férmico : H:O (50 : | : 5), recogiéndose
350 fracciones por uso del colector automdético anteriormente descrito.
Tomando muestras de los tubos de 5 en 5, se identificaron por cromato-
grafia las fracciones aisladas, resultando 5 compuestos distintos: uno, va:
citado antes, que se movia a la misma velocidad que la ramnosa; otra
fraccién, formada por un solo compuesto, que se movia a la misma velo-
cidad que la xilosa, pero aislado en tan escasa proporcién que no intenta-
mos de momento su estudio; un urédnico que se movia a'la misma veloci-
dad que la glucosa, idéntico al compuesto aislado por elucién con alcohol
al 59, al que se le unié; y finalmente, dos fracciones pequefias, una de
las cuales, la mas rapida, se trataba del compuesto mads abundante de los
separados en la columna de carbén con 4cido acético, reumendose ambas
fracciones y sometiéndoselas a un tercer fraccionamiento.

Para esta separacién, también se urtilizé una columna de celulosa,
realizdndose la elucién con el mismo disolvente [butanol : férmico : H,O
(50 : t : 51 que antes, recogiéndose 360 fracciones, lograndose localizar
tres compuestos distintos; se pudo separar el mas abundante, siendo ob-
jeto de estudio por nuestra parte, no asi los otros dos compuestos los cua-
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les aparecen Juntos ain después de un niimero elevado de fracciones, p01
lo que renunciamos a su separacién.

Por tanto los compuestos aislados, objeto de estudio en el presente tra-

bajo fueron: 1) el urénico que se movia a la velocidad de la ramnosa, 2)
el urénico eluido con alcohol al 59 junto con la fraccién mds abundan-
te de las- separadas en la primera columna de celulosa y 3) el urénico
separado en el segundo fraccionamiento en columna de celulosa. Estos
dos 1ltimos compuestos, como posteriormente se verd, resultaron ser dci-
dos aldoblurdnicos. ‘

Sobre siruposos .o fracciones cristalinas, algo higroscépicas del primero -
v de estos dos dltimos aldobiurdnicos, procedentes del fraccionamiento en
columnas. se hicieron diversas prucbas tendentes a caracterizarlos. Vuel-
tas a cromdtograflar en papel cada una de estas fracciones daba una
sola mancha de color 1‘0j0 cereza y forma de corazén, lo que confirmaba
que las fracciones scpamdas eran puras. Una se movia a la velocidad de
Ia ramnosa; otra a la de la glucosa y otra mas lentamente, entre las velo-
cidades de la xilobiosa y xilotriosa. A estos tres compuestos les llamaremos
en adelante, para hacer mas simple su denominacién, Uy, Uy Ugnn res-
pectivamente.

Sobre el compuesto Ut se hicieron diversas p1 uchas tendentes a carac-
terizarlo, Por cromatografia en papel con distintos disolventes.y revelado-
res, asi como por la forma y color de la mancha, velocidad de la mis-
ma, etc., se dedujo claramente se trataba de un dcido urdnico metilado,
ya que la posibilidad de que fuese una Jactona quedé eliminada al revelar
con reactivo especifico de tales sustancias a base de clorhidrato de hidro-
xilamina y KOH (101). Por disponer de pequena cantidad de materia, no
pudimos hacer determinaciones de tipo quimico que nos ayudasen a su
identificacién, pero con su analogia con los componentes urénicos ya de-
tectados en otras substancias con cierto parecido (102) sospechamos se
trataria de un metil urénico siendo el més probable el 4-meul-D-glucuré-
nico (*). Se repitieron los cromatogramas en condiciones muy bien con-
troladas, comparando con los datos bibliogréficos. obteniendo como Ry
dcﬁnitivos en el disolvente acetato de etilo - : 4dcido acético. : 4cide formi-

: agua (18 : 3 : 1 : 4) cl valor 1,37, a 25°C, siendo 1,38 el dato encon-
trado en la b1b110g1 afld para el 4-metil-D-glucurénico, en el mismo disol-
vente. :

El compuesto UII: cuando se sometia a una hidrélisis mds enérgica
(SO.H. IN en tubo cerrado a 110" C durante 15 horas) daba xilosa y una

(101)  Appsn-Akuen y Sywrrin, Fo, J0 Ame Chem. Soe, 73, 5859 (1951).
(102) Coaxna, 5. K., Hast, B L.y Pescivan, T, G, V., J. Chem. Sec, 1240 {1951),
(*) En este ¥ olro casos andlogos se sobreentiende qgue nos referimos al 4-0-melil-... com-

puesto; hobiendo wulilizade indistintamente una u olva nomenclatura,
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mancha de color rojo cereza debida a un 4cido urénico, que se movia
a gran velocidad y que se identificé también como 4-metil-D-glucurénico.

El compuesto Uy sometido al mismeo tratamiento, daba también xi-
losa y dos manchas pequeiias, una de color rojo cereza, que se movia a la
misma velocidad que el 4dcido glucurénico y otra de color rojo ladrillo,
que lo hace a la velocidad de la glucurona, esta iltima en menor propor-
¢ion, Se tuvo la certeza de que esta tltima substancia se trataba de una lac-
tong al revelar los cromatogramas realizados con tal fin, con revelador
especifico, de tales substancias. Es sumamente probable que en la hidréli-
sis desapar¢zcan la mayor parte de los grupos COOH y de ahi la mayor
proporcién aparente de la xilosa.

Una muestra del aldobiurénico Uyg y otra del Urpy, ambas por sepa-
rado, s¢ trataron con metanol en presencia de CIH (al 2 9) para esterifi-
car los grupos urdnicos y formar simultdineamente los metil glicésidos.
Es posible que en esta etapa, tenga lugar simultdneamente una metanoli-
sis parcial del enlace glicosidico entre eslabones, lo cual no entorpece
nuestra marcha, ya que ése es nuestro -propdsito final. A continuacién se
someten a reduccién con FL,AL Li (103) en presencia de tetrahidrofurano,
con lo cual, los respectivos grupos éster pasan a alcohol, manteniéndose
los grupos metilo glicosidicos situados sobre el asiento del grupo reductor.

Las disoluciones de los correspondlentes disaciridos se deslonizan pa-
sindolas por columnas de resinas intercambiadoras. Amberlita IR-120 y
Amberlita IR 4B. Se concentran a baja temperatura hasta consistencia
siruposa e hidrolizan con SO,H.IN, con lo que se escinde el 'total de
grupos glicosidicos existentes, inter e intramolecularmente, observandose
que el disacdrido del aldobiurénico Uypy daba manchas de xilosa y 4-meul
glucosa. vy el del aldobiurénico Uy partes prdcticamente iguales de xilo-
sa y de glucosa, todos los cuales fueron identificados de manera muy cla-

ra por cromatografia en papel '

Para determinar la posicién por la que se une la xilosa a uno y otro
dcido se procedid a la metilacién total de ambos biurénicos, para lo cual
se utillizé SO(CH,). en medio alcalino, renovando el agente de metla-
cidn y fortaleciendo la basicidad del medio en cada nueva operacién, du-
rante tres veces consecutivas. Para conseguir una metilacién mds comple-
ta, se hicieron todavia otras tres operaciones con reactivo de Purpie (¥).
Tanto el producto totalmente metilado procedente del compuesto Upy
como el correspondiente del compuesto Uppp, se sometieron a dos proce-
dimientos distintos de hidrélisis. En uno de ‘ellos el Uyp se somete a hi-

() TCH_ en presencia de Agzo.
(103) Lyrhcet, B. y Tawerrr, S, J. Chemn. Soc., 1983 (1950); A'Dams, G. A, y Bisage, G T.,
1. Am. Chem. Soc., 78, 2842 (1956).
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drélisis directa, primero con CIH en metanol, durante un tiempo prolon-
gado y despues con CIH acueso, ya que existen antecedentes, de que
cuando se intenta la hidrélisis con dcidos acuosos, el rendimiento es infe-
rtor. Se formaron de esta manera dos monosaciridos, uno de cardicier
“dcido muy metilado a juzgar por su gran velocidad, y otro neutro. El de-
rivado correspondiente al compuesto Uy, somendo al mismo tratamien-
to, daba el mismo urdnico que el compuesto anteuor y un azicar neutro
distinto. Para la identificacion de cada uno de estos compuesto, cada uno
- de los aldourdénicos Upy y Uyyy por separado, después de metilados e hidro-
lizados con CIH metanélico, como ya hemos dicho, se neutralizan con
Ba(OH).) extrayendo con CHCl; primero en medio neutro v después una
segunda extraccién en medio dcido con el mismo disolvente.. En 1a 1% el
cloroformo arrastra ¢l aziicar neutro y en la 2.% la fraccidn dcida, estu-
didndose por separado.

La fraccién 4cida se trata con CIH metandlico, con lo cual se logra-
ra la metilacion de los grupos dcido y semniacetdlico que deben estar li-
bres. Se neutraliza con CQ, Ag, y reducen los filtrados con H,Al Li, con-
centrandose hasta siruposo y cromatografiando en papel. Tanto en el de-
rivado del Uyrcomo del correspondiente a U pqp did el mismo compuesto,
el 2-34 timetl D-glucosa, facilmente identificable por sus R¢ en distin-
tos disolventes.

La fraccién neutra, estudiada cromatograficamente, resultd estar cons-
tituida en el derivado de Uyy por la 3-4 dimetitD-xilosa y en el deriva-
do de Uy por la 24 dimetil-D-xilosa. La 24 y 3-4 dimeril-D-xilosa se
pueden identificar y diferenciar pufectamenre tanto por la medida abso-
luta de sus R como por comparacién con muestras tipo obtenidas por
nosotros. En el disolvente etanol : benceno : agua (47 : 169 : 15) se mo-
vian ambas muestras con un R ¢ = 0,31 y 0,47, respectivamente, a 25°C;
en cambio en el disolvente butanol : etanol : agua (40 : 11 : 19) aparen-
taban ser idénticas, puesto que mostraban practicamente el mismo Rg
(0,73-0,74). Este Glumo disolvente nos sirvié para demostrar claramente
que no se trataba de la 2-3 dimetil-D-xilosa, ya que ésta tiene un Rg
evidentemente distinto del que muestran la 2-4 y 34 dimeunl-D-xilosa.

Estos resultados permiten deducir que el enlace entre el urénico y la
xilosa se hace, para el compuesto Uy a través del C. de la xilosa, mien-
tras que en el UIII lo hace a través del Ci, la aparicién en uno y otro
caso del mismo urdnico pernnten ascgurar que el carbono que intervenia
en la unién ghCOSldlCd seria ¢l mismo, precisamente el C,, va que en
otro caso apareceria un urénico con algun OH libre, aparte del semiace-
talico. En cambio, ¢l hecho de que los urdnicos trimetilados procediendo
de Uy y Uyyy sean ahora idénticos no autoriza a admitir que lo fueran
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en el oligosacdrido original, ya que al haber existido ﬂg intermedia
de metilacién, se han igualado los eslabones; en efécto, recuérdese que al
hacer la hidrélisis directa de cada uno de los oligosacdridos, se obtienen
eslabones dcidos distintos: del Uy el 4-metil-D-glucurénico y en el Uy
el dcido glucurénico.

El otro procedimiento a partir de los productos totalmente metilados
de los aldobiurénicos Uy Upp, consiste en la reduccién con H,Al Li,
con lo cual se pasa cl grupo éster carboxilico de cada uno a grupo alco-
hol, obteniéndose en consecuencia -disacdridos totalmente metilados.

A partir de este compuesto hidrogenado se siguen dos caminos dife-
rentes: 1) metilacién seguida de hidrélisis y 2) metanolisis seguida de
hidrdlisis.” :

Contribucion al estudio de algunos poliurdnidos..,

En el primer proceso una parte del derivado metilado y reducido, se
somete a varias metilaclones sucesivas con reactivo de Punbig, con lo cual
se obtendrd el derivado totalmente metilado; a continuacién se hidroli-
zan con SO,H.IN y someten a estudios cromatograﬁcos los productos hi-
droliticos formados, resultando ser dos azlcares neutros, "identificados
cromatogrificamente como 3-4 dimetil-D-xilosa y 2-3-4-6 terramenl-D glu-
cosa para el derivado de Uy, y 24 dimeul-D-xilosa asi como el mismo
aztcar tetrametilado para los correspondientes al derivado Uppy. La 2-3.4-6
tetrametil-D-glucosa se identificd claramente por su RG en el disolvente
butanol saturado de agua. :

El resto de los dlsacaudos neutros resultantes en la reduccidn con
H, Al L. separados por extraccién con CHCl,, se reflujaron durante un
tiempo prolongado (12 horas) con CIH metanélico al 8 %; estas condi-
ciones son las tipicas de FiscHrr para glicosidacién de monosacaridos, en
el caso de disacdridos, como en el que nos ocupa, provocaran una escl-
sién previa del enlace eter.éxido entre los dos eslabones de monosacdridos,

- formandose simulténeamente el glicésido correspondiente sobre el grupo
semiacetdlico que se libera en la escisidén. Seguidamente, y también a re-
f]ujo se hidroliza con CIH acuoso, 0,5 N, durante 10 horas, con lo que
la hidrélisis queda completa.

Tras desionizacidén con resinas y concentracién a vacio se identifica-
1on cromatogriaficamente. los monosacaridos correspondiente. Del disaca-
rido obtenido de Uy resultaron los azlcares previsibles 3-4 dimenl-D-
xilosa y 2-3-4 wimeul-D-glucosa, que ficilmente se identificaron en papel
por sus Rg en distintos disolventes. Ambos compuestos pudicron separar-
se puros sobre una hoja de papel por distribucion uniforme del siruposo
a lo largo de la linea de partida, localizacién posterior de las bandas por
revelado de tres tiras longitudinales {dos de los bordes del papel y una
del centro) y elucién de las zonas correspondientes mediante agua, segin
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el método de Froop, Hrst y Jones (104). De la delicadeza para exten-
der el siruposo depende en gran parte la efectividad de la separacién.

- El disacarido totalmente metilado, correspondiente al aldobiuré-
nico Uy, sometido a una idéntica hidrélisis da, como era de suponer, dos
azicares metilados: la 2-4 dimeril D-xilosa asi como 2-34 trimetil D-glu-
cosa, determinando sus respectivos Rg, confirmdndose aqui los resultados -
obtenidos anteriormente.

De todos estos experimentos se confirma que en el aldobiurénico Uy
la unién se hace entre el C del metil glucurdnico y el C; de la xilosa, en
tanto en el aldobiurénico Ujyla unidén se hace entre el C; del glucuréni-
co y el C; de la xilosa.

En las lineas adjuntas se esquematizan las distintas etapas a que se
han sometido los compuestos Uy y Uyyy, a los que se asignan las estruc-
turas que responderian a los productos finales obtenidos segin las dife-
rentes marchas, Como se verd, al compuesto Uy se le atribuye la estruc-
tura de 2-(4-0-metil-D-glucurondsido}-D-xilosa y al Uy, la de 3-(glucuro-
nésido)-Di-xilosa. Sc trata de dos dcidos aldobiurénicos relativamente fre-
cuentes entre los productos de hidrélisis de algunas hemicelulosas, pero
que sélo han sido identificadas con certeza en estos ultimos afios, en los
que otros varios aldobiurénicos han sido caracterizados. En la blibliogra-
fia se observa una clerta regularidad en cuanto a los puntos de enlace
entre los eslabones en aldobiurénicos en general; asi en los derivados del
dcido 4-meul D-glucurénico, que concretamente es uno de los que noso-
tros tenemos, la unidén con la xilosa se hace siempre con el C, de ésta, he-
cho que se sigue cumpliendo en nuestro compuesto Uy, Por el contrario,
al ser uno de los eslabones el dcido glucurénico, la unién con la xilosa
puede hacerse por el C., C; 6 C,, apareciendo en la blibliografia nume-
rosos casos de cada uno de estos enlaces: con el enlace en C,; (103), (106);
en C, (107), (108), (109), (110), (111} y C. (112). En nuestro caso el com-
puesto Upyy resulté tener la unién por el Cy de la xilosa, hecho que con-
cuerda con la identificacién de un aldobiurénico idéntico al nuestro en
las hemicelulosas de la pera [loc. cit. {72)], es decir procedentes de un
manantial parecido, ya que a su vez es el Unico caso de estudio estructu-

(104) Frooo, A. T, Himsr, E. L. y Jowus, J. K. N., J. Chem. Soc., 1679 (1948).

(105) Wuorre, E. V., J, Am, Chem. Soc., 76, 4906 (1954),

(106) Apams, G. A. y Bsmor, G, T., J. Am. Chemr. Soc,, 78, 2842 (1956}

(107) Jusuoe, L. T., Can. J. Chem., 31, 134 (1953).

(108) Asrwarne, G, Doy Mawomen, I 8., J. Chem. Soc., 1731 (1954),

(109) Guampa, 5 K., Hmmst, E. L. ¥y Percivan, E. G, V. J. Chem, Soc., 1240 (1951).
(110} "M lumov, R. 1., J. Chem. Soc., 121 (1949} :
(111) Bisnor, C. T., Can. J. Chem,, 33, 1521 (1955).

{112y Warsren, W, L. ¥ Mc. Ginvray, D 1., J. Am. Chem. Soc., 77, 2212 (1955),
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ral reciente sobre hemicelulosas de frutas del que hemos encontrado refe-
rencta, como ya se dijo.

Lo que en los graficos adjuntos queda esquematizado es que las estruc-
turas atribufdas responden en todos los casos a los productos finales conse-

uidos. Como se ha trabajado ¢n escala microanalitica no se han preten-
dido identificar los productos intermedios de las diversas etapas, los cua-
les, en los grificos, han sido cerrados entre corchetes.

Después de la hidrélisis suave, que afectaba solamente al material que
hemos considerado como hemiceluldsico, queda un residuo que consta
especialmente de celulosa y lignina. El mismo se somete a hidrélisis en
las condiciones de determinacion de lignina, con SO,H. del 72 % prime-
ramente. a fin de conseguir una degradacién de la celulosa hasta polime-
ros de menor grado, tipo dextrinas, y a un reflujo posterior de 6 horas,
diluyendo el sulfrico hasta hacerlo del 3 95. De esta manera se consl-
guen dos fines: por un lado, se determina la proporcidn de lignina en la
«pectocelulosa despectinadar; por otro, indirectamente, se determina la
de celulosa en funcién de los azGcares liberados.

Como era de prever, se¢ observan principalmente, manchas que corres-
pondeh a glucosa y sus polimeros; se identifican hasta el de 4 eslabones
(como resultado ‘de la hidrélisis de la celulosa), junto a algunas manchas
debidas a componentes de hemicelulosas que no se habian scparado de
una forma complem en la prehidrélisiS' asi por ejemplo, aparecia una
clerta plOpUl(_I()n de xilosa, lo que es natural desde que se sabe que el -
tratamiento de SO,H. IN no es suficiente para una hidrélisis exhaustiva,
mientras ahora las condiclones son mas enérgicas.

Tguaimcnrc s¢ ha estudiado la fraccidn separada en los arrastres acuo-
sos a que se sometid la pecto-celulosa antes de hidrolizarla, fraccién que
pedemos lamav pectinica soluble. Soinetida a ensayos cromatograficos,
ranto ¢n disolventes dcidos como bdsicos, aparecia siempre una mancha
en la linea de partida que correspondia, sin duda, a polimeros de alto peso
molecular,

Posterlormente, se concentraron estas aguas a vacio, y sobre una prime-
ra porcién del snupr‘so resultante, se agregd un volumen 1gual de alcchol,
D[‘ec1pitdl‘1do asi el material pe'“timco nueva concentracidén y precipita-
cidn permitid recuperar mds pectinas, de las que se determiné el conte-
nido en metoxilo (*). Otra posicién del mismo siruposo (que seguia dando
en los cromatogramas una mancha en la linea de partida), se hidrolizé
seglin a misma técnica que se ha descrito para la porcién hemiceluldsi-

(*} Algunas de eslas determinsciones s¢ bicieron por la Seccidén de Microandlisis del Ini,
de Quimica eAlonso Warban del C.8LC., en Madrid, expresando desde aqui nueslro agradeci-
miento.
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ca; seguia manteniéndose en la linea de origen una buena parte del ma-
terial sin emigrar, si bien otra porcién del mismo avanzaba, haciéndolo
paralelamente a una muestra tipo de 4cido galacturénice, pudlgndo des-
cartarse la plcz,cncm de azidcares neutros (*), salvo galactosa que aparece
en escasa proporcién, asi como una débiles manchas coucspondlmtu
a coligosacaridos. No es extrano el que la hidrélisis no haya afectado a
todo el material, puesto que como se sabe, el rendimiento en la hidrélisis
idcida es bastante bajo; en cambio hicimos un ensayo con pectinasa dan-
do resultados mds satisfactorios, como queda claramente de manifiesto
vor la mayor intensidad de la mancha de galacturénico y corre%ponchen-
te disminucién en la inmévil, al estudiarla c10mat0g1dﬁcamantt, Las pr1-
meras apllcauones de las técnicas cromatograficas al control de hidrohiza-
dos de pectinas se debe a Rew (113) asf como a Jermyn y Tomkins (114).

La obtencién de galacturénico por métodos enzimaticos es realmente
ya un proceso industrial. Asi por ejemplo la patente norteamericana de
PasterNack y Recna (115) se veficre a esta cuestidén. Nosotros hemos se-
guido un procedimiento mixto, basado en los trabajos de Roroz y KEr-
TESZ (116) en el que la hidrélisis enzimdrca sigue a una prehideolisis
acida.

Para aislar el dcido galacturénico producido utilizamos el procedi-
miento de Frusu e IsserL (117} en el que se aprovecha la insolubtlidad
de la sal doble del galacturénico con el Sr y Na (también es posible el
vso de la sal doble de Ca y Na}: la descomposicién con SO,H. de la sal
doble y el aislamiento del ;icido es inmediata. El d4ado galacturénico ob-
tenido era idéntico en su comportamiento cromatografico, a una. muestra
tipo, en varios disolventes. ' :

Simultineamente a los estudios cromatograficos, se hicieron otros en-
sayos mids clasicos del dcido galacturénico. Por su simplicidad se ensaya-
ron en pumer lugar, el de EnrLich, a base de subacetato de plomo {1 18),
y-por su interés histérico el de ToLLENS con nafto-resorcina (119). En este
tltimo se tuvieron en cuenta las modificaciones de NEUBERG y Sanevo-
str {120) asi como las debidas a Neuserc y Kosen (121). En nuestro

(*y La porcién que precipilaba con alcchol, daba por hidrdlisis exactinmenly los nismos
componenles que cuando dicha Lidrolisis se hecin sobre el exiracto total.

(113) Rew, W. W J. Sci. Food, Ag., 7, 234 (1950).

(114)  Jemmys, M. A. ¥ Towkixs, R, G., Biochem. J., 47, 437 {1930),

{118) Pasrensack, Wy Rueexa, V. B, U0 S0 Pef. 2, 338-534 (1U44).

(116} Bowoz, B, ¥ Kerresz, 2, 1., no publicade (£948), vel. en Kunrusz, The pectic sabsfar-
s, loe. cit,, pig. 21 ) '

A17y Fuuosu, H. L.y Iswena, Y. 5. J, Hesearch Nell, Buro Standards, 32, 401 (1944)

(118} ELmnuice, F., Ker., 65, 352 (1932)

(119) Torrexs, B., Ber., 41, 1788 (1908).

(120) Neusewe, C. v Sanevosm, S., Biochem. Z., 36, 56 (1911}

(121) Nsubere, C. v Koeer, M., Biochem. Z., 243, 435 (1931).
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caso, como la disolucién constaba especialmente de moléculas de dado
galacturénico, el mérodo de la natto-resorcina resultd satisfactorio, puesto
que faltaban los azlcares neutros, los cuales, cuando se encuentran en
gran proporcién, pueden enmascarar la reaccidn.

EsTUDIO DE LA SEMILLA

Un estudio paralelo al realizado con' la porcién- carnosa del albarico-
que «bdlida» hicimos con sus semillas.

A las semillas en bruto se les determiné humedad, cenizas, proteinas,
hgmna aziicares totales por hidrélisis, pentosanas, carbénico y metoxilo.
Antes de proceder a la preparacidn de pectocelulosas dé estas semillas se
les separd la grasa, parcialmente por expresién y el resto por extraccidn
con disolventes en un aparato de SoxuLET. La porcién de aceite suponiu
un 42,1 A,, como valor medio.

El aceite de albancoque es objeto de estudios especiales en nuestro De-
partamento, habiéndose hecho ya algunas publicaciones sobre el mismo
(121 bis). Por owro lado, la torta residual es un material valioso en todos
los érdenes (contiene 6,29, de nitrégeno, 2% de P.O., 19 de K.O, etc,
segin el citado trabajo de A. SorLer y F. Costa).

En los primeros expeumemos se trituraron las almendras, incluido el
tegumento, pero en lo sucesivo se separd éste facilmente por maceracién
con agua durante un cierto tiempo. De ¢sta manera se evitaba, por un
lado, ¢l tehido del aceite y, por otro, la torta residual quedaba con un
aspecto mds agradable, lo que luego repercutia rambién en la pectocelulo-
sa obrenida. Tgualmente pensamos que, de esta manera, sc evitarfan inter-
ferencias en los resultados, ya que, era probable que esta pelicula tegu-
mentosa tuviera una composicién distinta a la de la almendra propiamen-
te dicha.

La torta residual de extraccién, correspondiente a las semillas sin te-
gumentos, se sometid a un. proceso de desamigdalizacién enzimatica, fa-
voreciendo la accién de la propia emulsina de la semilla y arrastrando los
voldules con vapor de agua. Desamigdalizada la torta se procedié a la
preparacién de- «pectocelulosan en la forma en que describimos para el
caso de la pulpa. Pricticamente quedé insoluble en aleohol toda la semi-
Ila, como demuestra el rendimiento obtenido del 99,67 %, es decir, que la
pectocelulosa obtenida estd integrada por una serle heterogénea de com-

(121 bis) Soukm, A. y Cosrta, F., Bol. Inf. Ceniro Invesl. Frufes y Conservas, n.® 2, pig. 17
[1956).
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ponentes (proteinas, lignina, polisacziridos neutros, etc.) todos ellos preci-
pltables por el alcohol.

Un estudio de la emulsina de albaricoque en comparacién con tres
emulsinas de almendra de diferente pureza fué hecho en el afo 1932 por
HerrericH, y colegas (122), resultando ser prcticamente idénticas, en
cuanto a su actividad de S-glucosidasa.

Las cuatro principales glicosidasas de la emulsina de almendra (8-glu-
cosidasa, [-galactosidasa, «-galactosidasa y a-manosidasa) son probable-
mente también responsables de la hidrélisis de los pentésidos y de algu-
nos otros glicdsidos. De los pentdsidos, los L-arabinésidos, los B-D-xil6si-
dos y los a-D-lixésidos se hidrolizan por la propia_ emulsina. Los Drarabi-
nésidos y S-I-xildsidos no se afectan y ios D- y Leribésidos y L-lixdsidos
no han sido ensayados. Una caracteristica muy importante de la emulsi-
na, es la de contener enzimas que hidrolizan los dcidos nucleicos a nu-
cledsidos, hasta el punto de que puede usarse para la prepalauon de éstos
(122 bis): como se sabe, los nucleésidos estdn Integrados por purinas o pi-
midinas en combinacién con Dribosa o con la 2-dexosi-Dribosa. Igual-
mente se aprovecha la actividad de la emulsina para la preparacién de ni-
bosa de manantiales naturales; asi por ¢jemplo, emulsinas preparadas de
almendras, semillas de alfalfa y muchas semillas germinadas, sirven para
obtener nucledsidos, los cuales a su vez por hidrélisis dcida dan ribosa.
Esta actividad nucleotidasa de la emulsina es otro caso de colncidencia de
localizacién de enzimas y sustratos, va que, aunque los dcidos nucleicos
estén ampliamente distribuidos, es un hecho que en las semillas se en-
cuentran mds abundantes, come por cjemplo, Fisuer y Jounson (123),
demostraron para la semilla de arveja. Precisamente, suponemos que la
ribosa que detectamos entre los productos de hidrélisis de 1a pectocelulo-
sa de tegumento y almendra de semilla de albaricoque, procede de estos
acidos nucleicos, aun cuando la ribosa también es componente fundamen-
tal de vitaminas y coenzimas, asi por ejemplo la cozimasa también llama-
da coenzima I o codehidrogenasa [, que es una difosforidin nucledtido,
produce por hidrélisis con emulsina, un NllbOSldo de la nicotimami-
da (123 bis).

Posterlormente se estudiaron los tegumentos separados de las semillas
en los que se determing humedad, lignina, azidcares por hidrélisis, pento-
sanas y cenizas. De estos tegumentos se prepard pectocelulosa.en Ja for-

(122) Huurerrcm, B., Goorz, R. y Searwounc, G., Z. Physiel. Chem., 205, 201 (1932} |Ref.
Picyax, W_ M. y Goeer, . M. Jr., Chemistry of the Carbohydraics, Academic Press Inc., Pu-
blishers New York, N. Y., pdg. 491 (1948)]. .

(122 bis) Breounrck, H., Mamrtisi, A. y Rucmter, F., Ber., 74, 694 (1941).

(123) fihseen, H. §. vy Jouxsox, T. B., J. Amer. Chem. Sec., 54, 2038 (1932).

(123 bis; Scerexs, F., Arch. Biochem., 3, 93 (1943).



Contribucion al estudio de algunos polivronidos... . C-359

ma usual, determindndose el rendimiento en ésta que se fija en 89,3 %.

Tanto sobre la pectocelulosa procedente de los tegumentos como sobre
la preparada a partir de las semillas libres de piel que correspondian a se-
millas de frutos totaimente formados, en grado de madurez o4ptima, se
determinaron humedad, cenizas, proteinas, lignina, pentosanas, azidcares
totales, carbénico y metoxilo. Al igual que sobre las pectocelulosas de las
pulpas, sobre ambas pectocetulosas se hicieron las operaciones de despec-
tinacidn, hidrélisis, fraccionamiento e identificacién de componentes.

Cuando la pectocelulosa obtenida del tegumento se desposec de la por-
c16n soluble en agua (pectinas, mucilagos, etc.) se nos manifiesta como cs-
pec1almente lefiosa, conteniendo, como es normal en materiales de este
tlpo una proporcién muy grande de xilana unida a la llgnlna ‘lo que en
cierto modo da flexibilidad a la pelicula dentro de su tacto dspero. De los
hidrolizados, que se desmineralizaron por uso de Amberlitas IR-4B
e IR-120, pudimos separar sobre papel, por el mérodo de Froon, Hirst
Joxes {loc. cit. 104), xilobiosa y xilotriosa idénticas cromatograficamente
a las cbtenidas en los hidrolizados de la pectocelulosa despectinada de
pulpa, y a su vez idénticas en todo a unas muestras tipo preparadas por
JonEs y Wisk (124) a parm del 4lamo, cedidas por el primero de los
autores al Dr. GuzmAN y las pieparadas p01 Jones y GuzmAN a pdrtn del
esparto (loc. cit. 35), lo que nos hace opinar que la xilana aqui existente
estard integrada también por eslabones de xilosa unidos en 14, agrupa-
miento que estd muy extendido en todo el reino vegetal. Aparte de la
xilosa, que era sin duda el componente fundamental, aparecen manchas
debidas a arabinosa y galactosa, pero éstas se encuentran en pequefifsima
proporcidén, mientras que en las pulpas, como ya indicamos en su momen-
to, dichos azlicares se encuentran en proporcién mayor; también apare-
cen indicios de r2bosa que probablemente se encuentren integrando nu-
cledtidos o enzimas.

Por lo que respecra a los 4cidos urdnicos, que separamos del hidroliza-
do total en la columna de Amberlita IR4B (OH), pudimos detectar tam-
bién cr omatoglaﬁcamente la presencia de, por lo menos, dos dcidos aldo-
biurénicos derivados sin duda de la xilosa. Uno de ellos se comporta en
todo como el 3-(4-O-metil-D-glucurondsido)}-D-xilosa. el Uy detectado en
las pulpas, que a su vez es el mismo que JonEs y colegas (125) identifica-
ron en los hidrolizados de hemicelulosas de la madera de dlamo. Dicho
dcido aldobiurénico pudimos separarlo también por la citada técnica de
Froop, Hirst y JonEs, sobre papel, con dnimo de estudiarlo con deralle.
Por hidrélisis forzada (SO.H. 1N en tubo cerrado 'a 110°C) daban xilosa

T (124) Josms, J. K. N. y Wisk, L. E., J. Cham. 3o, 2750 (1952).
(126) Joxes, J. K. N. v Wisg, L. E,, J. Chem. 5oc., 3389 (1052).



360 Maria Mayol Hurtado

v un urénico que se movia a la misma velocidad que el 4-O-meril D- glucu—
rénico en e,l dlsolvente acetato de etilo : dcido acético .© dcido férmico
agua (18 : 3 : 1 : 4). A pesar de estos resultados es narural que queden
todavia dudas para asignar una estructura definitiva a este oligosacirido
dcido, ya que ha sido imposible de momento aislarlo en cantidad suficien-
te para un estudio estructural a fondo.

El otro 4cido urénico que daba una mancha muy pequeﬁa aunque ca-
racteristica y de movimiento bastante lento, R, = 0.1, en el disolvente
butanol : etanol : agua {40 : 1 19), no pudo aislarse de momento por
no haber podido realizarse un fmcuondmlento metédico. Sin embargo
consideramos muy interesante hacer un estudio completo de la pehculd de
la semilla, que nos proponemos llevar a cabo en un futuro prommo

Los resultados anteriores se refieren a la porcidn de pectocelulosa de
tegumentos que queda como residuo después de arrastrar exhaustivamen-
te e]l matenal soluble en agua. Aunque en pr1nc1plo este material soluble
no era objeto fundamental de nuestra atencién, qu151mos no obstante, es-
tudiar dlgo su naturaleza. Para ello conceniramos a vacio las aguas de la-

vado que arrastraban estos materiales y los sometidos a hidrélisis 4cida
con SO,H. IN, primero suave y lucgo forzada, observando que la propor-
ctén pectinica debia ser insignificante a juzgar por el escasisimo galactu-
rénico detectable. En cambio en los hidrolizados existia abundancia de
arabinosa v galactosa que corresponderian a arabanag y galactanas. Por
otro lado, hicimos experimentos de hidrdlisis enzimdtica, ensayando, para
este fin, pectinasa, observando igualmente que la proporcidn de galactu-
rénico en los hidrolizados era praicricamcntc desprectable, aunque desde
lucgo habian indicios de su presencia.’

ILa pecrocelu[osa conespondlente a las semillas peladas se sometié
también en prlmu lugﬂ a maceracién dorante 24 horas con SO,H:IN y
2 contlnuacidn 4 suceslvos arrastres con agua hasta reaccién negativa al
reactivo Morisch. El extracto resultante Junto con las aguas de lavado, se
concentrd a vacio hasta consistencla muposa y sin hidrolizar se cromato-
grafié en papel, mostrando una mancha rojiza (al revelar con p-anisidina)
que quedaba en la linea de partida en los varios disolventes ensavados;
cabfa pensar que se trataba de material urénico o pentosinico de un cier-
to grado de polimerizacién, por lo que no avanzaba’ al desarrollar el cro-
matograma.

Cuando sometimos dicho siruposo a hidrélisis suave, correccion del
pH y-desmineralizaciones convenientes, detectamos por lo menos cinco
manchas, de las cuales sélo una quedaba inmévil al cromatografiar usan-
do un disolvente basico de desarrollo [(n-butanol : piridina : H.O)
(9 : 2: 2)] lo que se sabe corresponderfa a un 4cido urénico y que poste-
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riormente se 1dentficd como galacturénico. Las otras cuatro manchas co-

riespondfan a galactosa, arabinosa, galactobiosa y arabobiosa, confirmdn--

dose la presencia de estas tltimas al provocar la hidrélisis forzada, pues
desaparecieron las debidas a arabobiosa y galactobiosa, con el correspon-
diente incremento de las manchas debidas a arabinosa y galactosa. Se
destaca la mayor proporcién de azicares neutros respecto al contenido
dcido, lo que estarfa de acuerdo con una naturaleza de mucilago para los
polisaciridos aqui existentes, mejor que el suponerles con constitucion de
pectina,

La porcidn de pectocelulosa que quedé insoluble en el arrastré con
agua, tendrd también en parte naturaleza hidrocarbonada a causa de la
celulosa v hemicelulosas que integran su estructura, junto a lignina y
otros constituyentes que de momento no han sido estudiados.

Al h1d10h7ar a porcidn insoluble ahora referida y tras las operaciones
de puuﬁc‘lmon tantas veces descritas, se identificaron por cromatografia
hasta por lo menos 10 componentes. Siendo de interés, por la indole de
puestro tema, el estudio de ellos, se procedid al fraccionamiento del hi-
drolizado por combinacién del uso de resinas de cambio de i6n, carbdn vy
celulosa, separdndosec como aziicarcs neutros arabinosa, galactosa, xilosa
v ribosa, asi como los polimeros de grado dos de los tres primeros. En la
fraccidn acida se localizan por lo menos tres acidos 'ﬂdoohgouromcm,
realmente aldobitirénicos. Cuando la fraccién dcida en.su conjunto se so-
metia a hidrélisis forzada, y ¢l resultado, después de llevar hasta pH=3,4
se cromatografia en s-butanol : piridina : H.O (9 : 2 : 2) se detecran
como azicares neutros la arabinosa y xilosa, por lo que cabia pensar que
-estos dos aziicares y sblo éstos, sc hallaban integrando tales aldobiuréni-
cos. Cuando otro cromatograma, desarrollado también en n-butanol : p*-
ridina : agua (9 : 2 : 2) durante 72 horas {(para dar tiempo a que los azi-
cares neutros salgan del papel), sin revelar, se desarrolla ahora en acctato
de etilo : dcido acético : dcido férmico : agua (18 : 3 : | : 4) observin-
dose la presencia de dos manchas debidas a acidos urénicos. Una de elas,
es identficable con el dcido glucurdnico (la mds abundantt.) y otra, mds
mévil y mis escasa, avanzaba a la misma velocidad y tenia las mismas
caracteristicas que el 4-O-meul glucurénico, que detectamos e identifica-
mos suficientemente en las pulpas. Al encontrar sélo dos 4cidos urénicos,
cabe pensar que alguno de ellos se combina con la arabinosa y xilosa
para dar dos aldobiurdncos o que en el caso de que alguno de ellos se
combine con uno sélo de los azicares lo hard por difercntes pUblClOl’lCS
quedando asi ]lIStlﬁCEidd la presencia de los tres aldobiurdnicos.

W
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Aziicares libres de pulpa y semilla

Finalmente, estudiamos la naturaleza de los azdcares libres existentes
en la pulpa y en la semifla. Para ello aprovechamos los extractos acuo-
alcohélicos resultantes de la pup"uamon de pectocelulosas. Se concentra
ron a vacio hasta consistencia siruposa y se identificaron los componentes
por cromatogratia en papel.

Aziicares de pulpas—Al hacer el estudio dc los extractos acuo-alcohé-
licos obtenidos al preparar pectocelulosas de sicesivas semanas, se obser-
va que mientras en los de la primera semana es pricticamente nula la
presencia de sacarosa, existiendo sélo glucose v fructosa, al estudiar los
de las sucesivas semanas se encuentra un incremento de sacarosa, apre-
cidndosc que el salto es mds brusco, en cuanto = este Incremento, se nota
entre la 1. y 2" semana de desarrollo, lo que estd de acuerdo con el and-
lisis quimico. Los cambios posteriores a esta 2° semana son de poca im-
portancia, por lo que se centrd el estudio de una manera especial en los
extractos acuo-alcohdlicos procedentes de pu]r-av de la 5* semana, que
podrian considerarse como de madurez OPE!ITIcl En el caso de estas ulti-
mas pulpas (practicamente sucede lo mismo en las restantes semanas
a partn de Ta 2.%) pudlcmn separarse glucosa, fructosa, sacarosa y una pe-
queiiisima proporcién de xilosa.

En estudios aparte que se han seguido en ca mpanas anteriores, se ob-
servé en los exiractos procedentes de la preparacién de pectocelulosa, la
presencia de un azdcar que daba color amarillo en el revelado con p-ani-
sidina, y que en sucesivas observaciones pudo cumplobalsc que, realmen-
te, no se encontraba en extractos frescos, sino que aparecfa cn dichos ex-
tractos al cabo de cierto tiempo. Por su Ry no DOdla identificarse con nin-
giin monosacarido, ni tampoco con la sacarosa, ‘moviéndose mas lentamen-
te que ellos; en cambio, su Ry era algo supeuu: al de la rafinosa, un ol
gosacirido facil de formarse por accién enzimitica y que no serfa dificil
en el caso de liquidos azucarados a base de sacarosa, glucosa y fructosa,
como el que nos ocupa, donde ficilmente se ﬂesarlollan levaduras segre-
gadoras de las enzimas coucspondlentes _

Pusimos toda nuestra atencidn en la idenrificacién de dicho oligosa-
carido. Para ello proccdlmos a 5eparar]o por la técnica de Froop, Hirst
i IONES 1ecup61and0 asi, en varias operaciones, una pequefia porcién. A
confinuacién se hicieron cromarogramas comprobando que daba una sola
mancha y por tanto que la separacién habfa sido eficaz; paralelamente
se desarrollaron muestras de rafinosa y melibiosa. observéndose que en el
disolvente n-butanol : Acide acético : agua (4 :1 :5), ¢l oligosacdrido
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problema tenia un Rt andlogo al de la melibiosa e inferior al de 1a ra-
finosa.

Por otro lado, cinco cromatogramas desarrollados simultineamente,
conteniendo muestras del oligesacdrido en cuesiién y de los dos de com-
paracién, se revelaron: uno con p-anisidina, otro con e-naftol (126), un’
tercero con antrona, otro con NO; Ag amoniacal (127) y el quinto, €s divi-
dido en dos partes reveladas respectivamente con FeHLING y BENEDICT,
desecando en todos los casos a calor suave y observindose culdadosamen-
te el momento de aparicién de las manchas. Los resultados obtenidos
fueron: a) con la p-anisidina, el problema daba color amarillento, mien-
rras la melibiosa da color marrdn v la rafinosa muestra un tono interme-
dio, b). con a-naftol da el color de las cetosas, violeta, color que también
da la rafinosa, pero que, en cambio, no aparece en la melibiosa, por lo que
se descarta la posibilidad de que se trate de ésta, c) con antrona se con-
firman los resultados anteriores; d) en el cromatograma revelado con
NO,Ag amoniacal (Tollens), en condiciones muy suaves, se observa
que pronto aparcce la mancha debida a melibiosa (cardcter reductor),
mientras que el oligosacdrido problema y la rafinosa sélo dan la mancha
al calentar muy forzadamente, de donde se cdeduce que el ohgosacarldo
problema, a semejanza de la rafinosa, no tiene cardcter reductor, v ¢) un
comportamiento idéntico al caso anterior, es decir que sélo aparece como
reductor la meliblosa, muestran los tres oligosaciridos comparados al re-
velar con Fenring y Benenter. Como consecuencia de estas observaciones
cabe pensar que se trataba de un-oligosacirido, rico en cetosas, de carc-
ter no reductor, distinto de Ja rafinosa ¥ por supuesto de la melibiosa.
Por hidrélisis progresiva, tanto dcida como enzimdtica, se observa un
desdoblamiento en sacarosa v fructosa, aun cuando pronto se alcanza el
desdoblamiento total en f)]ucusa v fructosa, siendo aproximadamente el
doble la proporcidn de esta ultlma

Después de estos datos habia motivos para sospechar que se trataria
de la kestosqa o zlgin otro oligosacirido muy relacionado con éste. Se hi-
cleron entonces cromatogramas utilizando el disolvente n-propanol
acetato de ctilo : agua (7 : 1 : 2) desarrollindose durante 48 horas a Ta
temperatura ambiente (aproximadamente 22" C) obteniéndose un R;
igual a 0,12, que coincide con ¢l que aparcce en la bibliograffa para el
azicar supuesto, en tanto que para la rafinosa se calculd en los mismos
experimentos un Ry = 0,09; también estd a favor de ello el valor del
punto de fusién (PF = 145-146" C) quc nos daba la muestra aislada.

) {126) Racwxskn, Y. V. vy Kavawserovs, BV, Dollady Aked, Neok., S$.8.8.R., 85, 1119,
(1952}, {Chem. Abs!z ., 47, 11082 (1953)].

(127) Pamtaanck, 3. N., Biochem. J., 42, 238 (1948); Houvcn, T.., Nefure {London}, 165, 400
(1950). .
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La kestosa ha sido 1dentificada en estos Gitimos afios (128) como un
O-a-D-glucopiranosil (1-2) O--D-fructofuranosil (6-2) B-D-fructofurandsi-
do, es decir, integrado por dos eslabones de fructosa y uno de giucecsa.
Gross y otros (29) estiman que a la kestosa debe nombrirsele como
0-kestosa para distinguirla de la I-kestosa (O-a-D-glucopiranosil (1-2) 8-D-
“fructofuranosil (1-2) B-D-fructofuranédsido) cuya estructura fué estableci-
da por Bacon y Berr (130). Se conoce un tercer trisacdrido integrado por
dos eslabones de fructosa y uno de glucosa, por lo que en ¢l citado traba-
jo (129} proponen el nombre de neo-kestosa y al que atribuyen la estruc-
turd de O-B-D-fructofuranosil (26) «-D-glucopiranesil (1-2) S-D-fructofu-
randsido.

La férmula que s¢ admite actualmente para la 6-kestosa, que es la
que coincide, por todas las caracteristicas, con el azlcar que a nosotros
nos aparece es la siguiente:

_'HO, HC _u_m! ol
R,
CH OH

CH ,OH

- Azicares de semillas—FEn el caso de las semillas estudiamos los azu-
cares libres de los liquidos acuo-alcohdlicos zanto de la preparacién de
pectoceluloqas de tegumentos, como las que procedlan de la almendra.
Unos y otros resultaron tener Ja misma composicién, teniendo de comiin
con los que procedfan de las puipas los azlcares sacarosa y glucosa como
mds abundantes, sigumiéndoles en importancia la fructosa, con una con-
centracién aproximadamentc la mitad que la giucosa, siendo casi despre-
ciable la presencia de xilosa. En cambio era muy caracteristica la presen-
cla de «kestosan azicar que en ¢l caso de las uu]pas procedla de la alte-
racién del extracto, como hemos visto ¢n el apartado anterior, mientras
que en las semillas aparece como un componente normal de ella, puesto
que los cromatogramas se hicieron sobre extractos recién preparados, en
los que no era previsible alteracién alguna. La naturaleza de este oligosa-
cérido se comprobé de Ja misma manera que en el caso de las pulpas.

Avwox, N., Areh, Biochem., 28, 220 (1950); Frscuer, E. H., Komrss, L. y Ferue, J., Helo. Chim.
Acta, 34, 1132 (1951); Pazur, 1. I, J. Biol. Chem., 199, 217 (1952); Awvson, N., Beur, D, 1.,
Braxcnano, Po H., Gross, D, ¥y Rusvern, J. T., J. Chem. Soc., 24 (1953); etc., clc.

(129) Gross, D, Brascoanp, P. H, vy B, D. J., J. Chem, See. 1727 (1054),

(130) Bacon, J. 5. D, y Bewr, D J., 7. Chem, Soc., 2528 {1953).

(128) Bacow, J. 5. D. v Evewuan, J., drch. Biochem., 28, 467 (1950); Brascnswp, P. H. y
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Posibilidad de recuperacion de azicares—Una vez identificados los
azdcares en uno y otro caso, se hizo un fracciopamiento de los mismos
sobre columna de celulosa, eluyendo con butanol normal medio saturado
de agua. Esta operacién tenfa a su vez otro fin, el de ver las posibilidades
del procedimiento para la recuperacién de azicares libres a partir de sub-
productos. En primer lugar podrian someterse a extraccién acuo-alcohdh-
ca las enormes masas de frutos blandos o ligeramente averlados que no
se pueden utilizar en los elaborados de conservas, con lo que el resto pec-
tocelulésico podria dedicarse a su vez a extraccién de pectlnas para me-
joras de mermeladas.

Igualmente podria hacerse la extraccién toial de los frutos con agua,
en cuyo caso el extracto llevaria simultineamente los aziicares libres an-
tes citados, mds las pectinas, con lo cual, el tal extracto, rico en aromas
naturales, una vez concentrado hasta consistencia conveniente, podria de-
dicarse a diversidad de usos, sobre todo en la industria conservera de la
que proceden la mayor parte de estos subproductos actualmente sin apli-
cacion. Esto permitiria reforzar o mas bien restaurar parte del aroma
sabor natural que en las manipulaciones propias de la elaboracién, se
pierden.

El caso de las semillas nos ofrece un marcado interés, ya que, por
ejemplo, de la torta residual de extraer aceite, podrian recuperarse una
gran cantidad de azicares ttiles, siendo de destacar la posibilidad de que
este subproducto fuese manantial para la obtencién de kestosa, aztcar
para el que cabe esperar una utilizacién con algin fin mds concreto; como
minimo ha de ser base de investigaciones posteriores para lo que interesa
obtener esta especie quimica comercialmente.
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APENDICE EXPERIMENTAIL AL CAPITULO II

(Se refieren sélo los detalles que pueden ser de interés para la repro-
duccién de experimentos).

Métodos de identificacion

S¢ ha hecho repetido uso de técnicas cromatograficas de particién so-
bre papel y sobre columnas de celulosa, carbén y resinas de cambio de
i6n. Los disolventes de desarrollo utilizados para c1omdtografla (*) alo
largo de este traba]o son:

(A)
(B)
(C)
(D)

(E)
#)
(©)
(H)
(1
U
(K)

(L)
(M)
(N)

n-butanol : dcido acético : agua (4 : 1 : 5).

Acetato de enlo : dcido acético : agua (4 :1:35).

n-butanol : piridina : agua (9 : 2 : 2).

Acetato de etilo : dcido acético : 4cido férmico : agua
(18 :3:1:4).

n-butanol : dcido férmics : agua (50 : 1 : 5.

n-butanol : etanol : agua (40 : 11 : 19),

Etanol : benceno : agua (47 : 169 : 15).

Acetato de etilo : dcido acético : agua (10 : 3 : 3).

n-propanol : acetato de etilo : agua (7 :1:2)

Butanol : agua (2 : 1). :

Butanol : eranol : agua : hidréxido aménico (100:25:122,5:
. 2,5),

n-buta)nol : piridina : agua (10 : 3 : 3).

n-butanol semisaturado de agua.

Acetato de etilo : dcido acético : agua (10 : 3 : 3).

{*) Aungue cn alguna ocasidén sc cite su composicién en el texto, en general, se referirdn
medinnte las lelras maytsculas gque precede a cada uno de ellos en la lista adjunta.
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PuvrLpas

Materia prima—Albaricoques frescos, variedad «bilida», en distinto
grado de maduracién, asi como pulpas industriales de 80/85, para cuya
preparacién se someten los frutos, partidos por la mitad, a un-proceso de
preesterilizacién a bote abierto, seguido de otro de esterilizacidn, miés
concretamente de pastcurizacién, a bote cerrado. Estos estudios se han
realizado durante las campafias de 1955-38, ambos inclusive, procedien-
do, tanto los frutos como las pulpas, de la zona de Alcantarilla {Murcia).

A fin de homogencizar las pulpas, antes de iniciar el trabajo, se tritu-
raron en una batidora modelo «Turmixs.

1.°)  Caracteristicas de las pulpas

De todas ellas se hicieron las siguientes dcrerminaciones -
a) Humedad.

b) Azicares (libres y rotales).

¢) Acidez.

d) Cenizas.

e) Pectocelulosa.

A fin de no repetir demasiado, se dard cuenta de la marcha seguida
con los albarlcoques en grado de desarrollo éptimo (madurez comercial).
Respecto a las muestras en otros grados de desarrollo, solamente se dardn
tev-ulrados resumidos.

a) Determinacion de humedad

Se sigui6 el método de DEan-STARK, usando como ligquido de arrastre
benceno saturado de agua, Los resultados obtenidos son los siguientes:

. Peso muestro Humedad < o, medio
10 : 85,27
10 85,35 85,3
10 ' 85,30

" El contenido en humedad calculado por diferencia entre la medida
refractométrica (9, de sélidos solubles) y el resto hasra 100 resulté ser:
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Noges % Sélidos o Humedad % Medio
1* medida 1,3546 14,3 85,7
2® medida  1,3543 14,1 85,9 83,78
3* medida 1,3545 14,25 85,75

Igualmente se determiné la humedad por calentamiento a 100°C, de
muestras de pectocelulosa en capsula tarada, hasta peso pracricamente
constante. Los resultados obtenidos son:

Peso muestra Humedad Humedad % 9, Medio
0,8012 0,6838 85,34
1,0234 0,8725 ) 85,26 85,40
0,3251 "~ 0,2783 ' 85,61

Como valor pmmmado puede tomarse el de 85,5 /, para el con-
tenido en humedad.

b) Determinacion de aziicares

La valoracion de azicares libres presentes er el fruto se realizé segin
el mérodo de Bexepicr, basado, como se rabe, en la reduccién del
(SCN).Cu complejado, azul, hasta SCNCuy, m‘etipitado blanco, dejando
la solucién incolora. Para ello se toman muestras de aproximadamente
10 grs. y se lavan con sucesivas porciones de agua en un mortero, pasan-
do las soluciones de cada una a un matraz aforado que se enrasa a 250 c.c.
Para la valoracién sc sitdan en un Erlenmeyer 5 c.c. de BENEDICT que
equivalen a 0,0101246 grs. de ghlcosa En la wbla adjunta se esquemati-
zan los resultados obtenidos ;

Peso muéstra Peso azlieares o/ azficar o di
llevada & 250 ce en 250 cc lo 68 lo meaio
9,6 0,1056 1,1
9,85 0,1103 1,12 1,11
10,2 0.1142 1,12

Para 1a valoracién de azificares totales por el mismo método, se hizo
previamente la inversién segin CLERGET. A.50 c.c. de la soluclén azuca-
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rada obtenida anteriormente se le afiaden 5 cc de CIH concentrado, ca-
lentindose a 68° C durante 15 minutos. A continuacién se enfria ripida-
mente hasta temperatura ambiente v enrasa hasta 200 c.c. Los resultados
obtenidos son los siguientes:

Peso muestra Peso azficares /. azd
llevada a 200 ce en 200 cc o HZUCATES
9,6 0,4838 ‘ 5,04
9,85 0,4754 5,03
102 0,5140 5,04

c) Acidez

Se valoran con NaOH N/10 £ = 0,924, utilizando como indicador.
fenolftaleina en alcohol al 1 %. :

" Peso muastra Peso de *l, Acidez

en 250 cc mélico en mélico
1,9674 0,0281 . 1,42
27801 0,0392 1,41
2,5200 0,0357 1,42

d} Cenizas

El contenido en cenizas se determind por calcinacién en un horno de
mufla hasta peso constante en crisol de platin 2 Se pai‘tié de mucstras de
pulpa conteniendo, como acabamos de ver, 85 % de humedad. Los resul-
tados obtenidos se esquematizan a continuacién:

Peso muestra Peso cenizas Cenizas °f, °l, medio '
0,7424 0,0036 0,48
2,1407 0,0105 © 049 0,48
17350 0,0084 0,48 o

El valor 0,48 %, se entiende respecto a albaricoque con el 85 % de hu-
medad, lo que equivale a 3,20 9 si se refiere a material seco.
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"e) Preparacion de pectocelulosa

Se hizo la preparacién de la pectocelulosa partiendo de 1.500 grs. de
pulpa de albaricoque.

Triturada en un «Turmix» se traté con 5.10G c.c. de alcohol etilico del
100 9% caliente. La concentracién alcohélica” resultante viene a ser del
80 9, teniendo en cuenta la humedad propia de la pulpa.

Se dejé macerar durante 24 horas en alcoh«l, pasadas las cuales se f1l-
trd; la masa fibrosa residual se somerid a cinco tratamientos sucesivos con
alcohol caliente del 85 %, hasta que, por filtracién, dié un liquido trans-
parente e incoloro.

La masa residual recuerda en su aspecto a la celulosa bruta, dando los
siguientes rendimientos: -

Rendimiento referido a materia hirmeda . R 243 %
» » » » seca . . . 16,2 %

" {La pectocelulosa se entiende desecada al aire; contiene 13,15 % de humedad).

He aqui el resumen de los resultados obzenidos con albaricoques en-
distinto grado de desarrollo: ' '

ALBARICOQUES
12 semana 2.% semana
Humedsd . . . . . . . . . . 8 9 80,5 9%
Azticares libres . . . . . . . . 1,3 .9 1,359
Id. totales . . . . . . . 1,3 9% 2,959
Cenizas . . . . . . . . . . . 0,749 0,68 %
Pectocelulosa . . . . ... . . . 4,30% S 3929,
ALBARICOQUES
32 semana 4.* semana
Humedad . . . . . . . . . . 83,0 9 84,5 9%
Azticares hbres . . . . . . . . 1,369 1,369%
1d.  totales . . . . . . . 39 %  501%
Acidez . . . . . . . . ... T 1,829 1,689
Cenizas . .. . . . . . . . . . 0,609, - 0,549

Pectocelulosa . . . . . . . ., 3,249 2,699
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ALBARICOQUE 5 SEMANA

frescos envasados
Humedad . . . . . . . . . . . 883 9% 87,0 %
Aztcares libres . . . . . . . . 1,1 < A 0,9 %
Id.  totales . . . . . . . 5,049, 5,0 9
Acidez . . . . . . . . . . . 1,429, 1,369,
Cenizas . . C e e 0,489 0,43Y%,
Pectocelulosas . . . . . . .. 243¢% . 2,309

2°)  Caracteristicas de la pectocelulosa preparada

De la pectocelulosa preparada se hicieron las siguientes determina-
clones
a) Humedad.
b) Lignina.
¢) Azibcares reductores por hidrdlisis.
- d} Pentosanas.
¢) Hexosanas.
f) Cenizas.
g) Proteinas.
h) Urdnicos.
1) Metoxilo.

a) Determinacion de humedad.

Se siguid el método de DEan-STARK en las condiciones ya indicadas.
Los resultados obtenidos son:

Peso muestra o, Humedad o Medio
10 13,15
10 13,12 C 13,13
10 . 13,12 :

Los resultados de la determinacién de humedad pm calentamlento y
diferencia de peso, son los siguientes:

Peso muestm Humedad Humedad 9, % Medio
0,3275 0,0431 13,15
0,5102 0,0871 13,15 13,15

07114 - 0,0937 13,17




C-a72 Maria Mayol Hurtado -
b) -Determinacion de lignina

Se siguié una adaptacién de la téenica de Revrer. Muestras de aproxi-
madamente 0,4 gramos, se dejan en maceracién con SOH. del 72 9%
a temperatura ambiente durante dos horas, después de las cuales se dilu-
ve el conjunto hasta que la concentracién del SO.H. sea del 3 %. Segui-
damente se hierve a reflujo durante cuatro horas, filtrdindose a continua-
cidn en un criso] Goocr con placa de vidrio fritade, tarado previamente.
El residuo de filtracién se lava con agua destilada hasta neutralidad, se -
- deseca y pesa sucesivas veces hasta alcanzar constancia de peso. Los re-
sultados son los sigutentes:

Peso residuo seco

Peso miuestra por diferencia Lignina ¢/, e -medio
0,6212 0,0827 13,3
0,8104 0,1075 13,26 13,29
04102 0,0546 13,31

¢) Determinacion de aziicares reductores por hidrolisis
(liquidos de lavados de determinar ligninas)

La valoracién de reductores producidos en la determinacién de ligni-

. procedentes de la hidrélisis de los hidrates de carbono, se realizé se-
gun ¢l método de BenEDpict, tras neutralizacién de las aguas dcidas con
CO;Na. y cerca del punto final con CO;Ca. 3 c.c. de la solucién de Bene-
dict = 0,0081804 grs. de glucosa.

Los resultados obtenidos son:

Peso muestrs Peso azlicares °/s azhcares
ltevada a 250 ce en 250 ce
0,6212 0,4044 65,1
0,8104 0,4862 65,0
0,4102 0,2729 65,55

Aunque los reductores se expresan en grs. de glucosa por ciento, real-
mente se trata de una mezcla de pentosas v hexosas, e incluso de 4cidos
urdnicos y furfurat y homologos.



Contribucion al estudio de algunos poliurdnidoes.. C-373
d) Determinacion de pentosanas

-Se siguid el método volumétrico de Kurreren y Typen. El proceso
cstd basado esencialmente en la transformacién de las pentosas en fur-
fural, mediante tratamiento con CIH del 12 9, reaccién de este aldehido-
con el Br, procedcnte de una mezcla de Br— + BrO,— y valoracion del
residual con tiosulfato sédico por retroceso. '

Se parte de muestras de pectocelulosa de aproxnmadamente 0,2 grs.
atacdndose con 100 c.c. de CIH del 13,159 en un adecuado aparato de
destilacién en presencia de 19-20 grs. de CINa y calentando en un batio
de aire-(Babor). Se destila a pequeiia velocidad (aproximadamente 25 c.c.
en 10 minutos; a cada 25 c.c. de destilado se reponen otros 25 c.c. de CIH
del 13,159 en el matraz, a fin de mantener el nivel y concentracion
pricticamente inalterados). Se procura no calentar el matraz por encima
del nivel del liquido. El destilado total (furfural + CIH), era, en todos los
ensayos realizados, inferior a 250 c.c, zomprobdndose el agotamiento de
furfural mediante papel de fittro impregnado de acetato de anilina (¥)
que con el furfural de coloracién roja, debido a la formacién de una base
de ScriFr.

Reactivos utilizados :

NaOH 1,58 N.

Solucién bromuro-bromato conteniendo 1,392 grs. de BrQ,K v 10 ers,
de BrK por litro (0,05 N en bromato).

Solucidén de tnosulfato sddico 0,1 N, f = 1,0253.

Solucién de molibdato aménico (25 grs./1).

CIH del 13,159, (D = 1,065).

CINa y IK solidos.

El destilado procedente de cada muestra se levé a un volumen cono-
cido {250 c.c.} con CIH del 13,15 9. A continuacién se procedié al andli-
sts volumétrico del furfural siguiendo la siguiente marcha: A una por-
cién de 100 c.c. de destilado, se afiaden 200 c.c. de NaOH 1,58 N v deja
a temperatura ambiente durante 2 minutos. A continuacién se afaden
10 c.c. de MoO,(NH,). y 25 c.c. de Br— + BrO;~. Se deja el matracito sobre
fondo blanco y observa hasta aparicién de un color amarillo; se deja en-
trnces el conjunto en reposo 3 minutos v afade ahora 1 gr. de IK sélido
agitando inmediatamente la solucién. Se deja en reposo durante 5 minu-
tos v después se valora con tiosulfato el I. liberadc (en presencia de en-

(*y A 100 c.c. de anilina recién destilada, sc le agregan 10 ce. de dcido acGtico glacial,
wola a gola, canlidad suficienk: para lax redisolucidn del precipitade. primeramene formado. A
conlinuacion sc impregnan unas tiras de papel Whalinan n.® 1, se desecan y dejan dispuestas
para la deleccion de furlural. '
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grudo de almldon) Se rEplth el ensayo con otras fracciones de 100 c.c. y
cle 25 c.c. respectivamente.
Los resultados obtentdos son los mgulenteq

Peso muestra o/, furfural °fs pentosanas °f{, madio
04,1752 22,63 38,81 ‘
0,2011 22,68 38,6 38,6
0,1632 22,68 38,6

e} Hexosanas

El porcentaje en hexosanas puede obtenerse por combinacién
entre el dato de azicares totales y el debido a pentosanas. Podemos par-
tir del supuesto de que todos los azhcares fuesen glucosa; teniendo en
cuenta que el método seguido es andlogo al de MoNiErR-WILLIAMS para el
que se preconiza un rendimiento del 94,41 %, deberd corregirse el °f de
glucosa, con lo que se transformard en 68,9 % el valor de azicares tota-
les, y que corresponde a 69, 9 x 0,9 = 62,01 % de hexosanas.

Por otro lado, el 38,61 9 de pentosanas son equivalentes a 38,61 x
x 1,2271 = 47,3783 9, dc hexosanas. S1 restamos del contenido total su-
puesto de hexosanas (62,01 9) la porcién que no sstd en dicha forma sino
como pentosanas, qucdarfi 62,01 — 47,38 = 14,63 9% de hexosanas reales.

f) Cenizas

Se partié de muestras de aproximadamente 0,3-0,4 grs. de’ pectocelulo—
sa desccada al aire (contemendo 13,15 9% de humedad), determinandose
¢l contenido en cenizas por calcinacién en las cond1c1ones ya indicadas,
siendo los resultados los s1gu1entu>

Peso de muestra  Peso cenizas 9, cenizas % medio.
0,3379 - 0,0142 4,20 .
0,3520 0,0146 4,14 4,20
0.4105 ) 0,0173 - 4,26

g) Proteinas

La determinacién se hace por el método de KjeLpanL. Para ello las
muestras se someten a digestién con SO,H. concentrado en presencm de
dcido selenioso (*). Cuando el liquido se pone negro y comienza a des

{(*) Previamenle a los ensayos con sclenioso, se hicicrOn olros ulilizando el sclenio melal
directamenie como catalizador, con resultados insatisfuctorios; por el conirario, en la priclica,
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prender gases se le afaden lentamente unas gotas de dcido perclérico
(D = 1,61), como catalizador complementario, y se sigue la. ebullicién
hasta llegar a un hqmdo transparcnte y desaparicién de restos carbono-
sos. Para la destilacidn se trata el liquido con gotas al 30 9 en presencia
de sulfuro potdsico y un poco de cinc en polvo.—El amonfaco despren-
dido se recoge en sulfiirico N/2, situado en dos colectores, valorando lue-
go el exceso con NaOH N/2, en presencia de rojo de metilo—Los resul-
tados son:

Proteinas
Peso muestra encontradas Proteinas °/, */e Medio
1,1595 0,0800 6,89
0,2106 0,0140 6,64 6,89
0,8522 . 0,0609 7:16

h) Valoraciin de dcidos urdnicos

Se realiza la descarboxilaciéon mediante CIH de acuerde con el méto-
do de Lereve, aunque con las modificaciones de Drckson. Como dispo-
sitivo experimental se utiliza el recomendado por A. SoLer y A. CARRAs-
co para metoxilo y que se representa en la figura adjunta.

A

En el rubo de digestion A se colocan muestras de unos 0,030 grs. agre-
gandole CIH del 12 9% (10 c.c.). En el frasco lavador B se colocan 6 c.c.
de NO;Ag al 10 % al- objeto de retener el CIH y atn el furfural despren-
dido en la reaccién. En cada uno de los colectores C, y C, se ponen 6 y
4 ¢c.c. respectwamente de agua de barita. Por dltimo se conecta con el co-

agregando &ste ya al estado de dcido selenioso acelera la digeslidn de una manera evidenle ¥
clara. El dcido seleniozo se prepard seguin la receta siguiente: 5 grs, de selenio se calientan
con 50 o, de SO H2 cone, hasta decoloracidn, pasindosele una vez frio 1 un matraz »forado de
100 c.c. compleléndosele con 804112 concentrado, -
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lector C,, un tbo de seguridad, en cuyo extremo libre contiene sal soda-
da para evitar la entrada de CO.. Por el conducto (a) penetra una co-
rriente de N., libre de oxigeno, CO. y humedad, por paso del mismo
a través de un tren de purificacién constituido por frascos conteniendo pi-
rogalol en medio alcalino, una disolucién al 20 9, de KOH y SO.H. conc.
respectivamente, separados por correspondientes frascos de seguridad.

La operacién de digestién y recogida de CO; se realizd en 4,30 horas,
aproximadamente, manteniendo la temperatura del bafio de glicerina, du-
rante ese tiempo a 120°C. La valoracién del agua de barita utilizada se
realiza con CIH 0,IN, f = 0,990, y como indicador rojo de metilo,
azul de metileno y fenolftaleina (20 : 1 : 100).

El contenido en anhidrido urénico se obtiene multiplicando por 4 el

valor de CO. .

Peso CO, ‘ of, CO, .

Peso muestra encontrado %/, CO, eorregido (¥) uronico
0,0352 0,0020 5,68 5,74 22,96
0,0360 0,0020 5,65 5,61 22,44
0,0373 o 0,0021 ‘ 5,65 5,70 22,80

1} Determinacion de metoxtlo

Se utiliza el métode de ViEBock, adoptando el dispositivo de A. So-
LR y A. Carrasco antes referido para dcidos urénicos. En el tubo de di-
gestidn se introducen 3 c.c. de IH, recientemente destilado, junto a la
substancia, aparte de 0,2 grs. de P rojo seco,; 0,5 ¢.c. de dcido acérico gla-
cial v unos cristalitos de fenol. El tubo de digestién se halla unido a un
lavador que contiene unas gotas de Br, y acetato sédico al 10 95 en dcido
acético del Y6 9. Los colectores contienen agua saturada de Br..

El rubo de digestién sc calienta en un bafio de glcerina (en otras ope-
raciones-se usé Rhodorstl) a una temperatura mantenida constantemente
en el intervalo de 140-150°C. Una placa de amianto situada sobre el
bafio, con dos hendiduras para los dos tubos de digestion, facilitaba el
reflujo de la rama Jarga. Con el fin de favorecer ¢l arrastre del ICH. que
se produce en la digestion, se hace pasar una corriente d(f', CQ,., libre de
O., para lo que el carbénico producido mediante un Kipp ({nérm.ol +
+ CIH) se lava previamente haciéndolo pasar por una disolucién diluida
de acetato de plomo. El ICH, arrastrado al ponerse en contacto con el
bromo, sufre la reaccién primaria:

(*} En un ensayo en hlance con dcido galacturdnico se oblienen recuperacioncs de GO2
del 98,99, por lante, ulilizamos como faclor cxperimental de correccion para el CZO2 el valor
100/98,9=:1,0111,
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CH,I + Br. ——» CH,;Br + Brl
si bien al haber exceso de Br. tienc lugar la oxidacién del Brl hasta dcido

16dico:

Brl + 2Br. + 3H.O » HIQ. + 5HBr

Acabada la OledCIOH (4 horas), se vierte el contenido de los colecto-
res, mas las aguas de lavado, en frascos con tdpon esmierilado. Se destruye
el exceso de bromo reducido a BrH con férmico y se agrega IK, que deja
1odo en libertad por la accidén del 10,H, el es valorado por S. OaNaz
0,001N, £t = 1,002,

En definitiva, por cada equivalente de metoxilo se produncn 6 equiva-
lentes de iodo (*)

Del contenido en CH.O —, de la pectocelulosa en conjunto y del con-
tenido en lignina, puede deducirse el valor de metoxilo que interesa re-
coger para la determinacién de la composicién centesimal de cada una de
las pectocelulosas, ya que, correspondiendo éste a substancias de tpo pec-
tinico, que estardn incluidas en los porcentajes de pentosanas v hexosa-
nas, pasaria desapercibido. Tanto para la pectocelulosa de la 1.* semana,
como para las subsiguientes, se dan por tanto estos valores corregidos por
ser los Unicos que tienen interés. E] porcentaje de la lignina, se mantiene
practicamente invariable a lo largo del desarrollo, fijindose en 4,12 %.

Se tabulan a continuacién los datos y resultados en la determinacién
de metoxilo de pectocelulosa y lignina de ia 5 semana. En los otros ca-
sos se recogen sdlo los datos deducidos.

Peso muestra Peso metoxilo
de lignina encontrado *{, metoxile %{, medio
0,0205 _0,00085. 4,14
0,0180 0,00079 4,11 4,12
0,0234 0,00097 4,11
Peso muestra de Peso metoxilo
pectocelulosa encontrado °f, metoxilo *{, medio
0,0162 0,00052 3,20
0,0204 0,00065 - 3,19 3,18
0,0150 0,00048 3,19
(*) S¢ hicieron ensayos «n blanco sobre vainillipa pura, Ual‘b(.:mﬂl-o de guayacol y o-nitre

anisol, obieniéndose siempre resullados con error inferior al 0,5 % gque es el admitido.



C-378 Maria Moyol Hurtado

He aqui los resultados obtenidos con pectocelulosa de albaricoque de
distintas semanas, para el metoxilo y demds componentes caracteristicos :

PECTOCELULOSA

2.* semana

Humedad. 13,2 % 13,059
Cenizas. 4,519, 4,529,
Proteinas . ; 6,589 6,459,
Lignina. 16,98% 16,02%
Pentosanas 12,829 13,249
Hexosanas 36,47% 31,109,
co, . 5499 5,519
CH,O 2,469 2,489
PECTOCELULOSA
3.* semana 4.* semana
Humedad. 13,10% 12,909
Cenizas. 4,409 4,329,
Proteinas . 6,51 % 6,689,
Lignina. 15,939 15,859,
Pentosanas . 13,859 13,989,
Hexosanas 36,439% 36,5619
CQ, . 5,599 5,60%,
CH,0O 2,549 2,609
PECTOCELULOSA 5. SEMANA
Procedente de Procedente de
frutos frescos frutos envasados

Humedad. 13,15% 13,329,
Cenizas. 4,209, 4,059
Proteinas . 6,899, 6,859,
Lignina. 13,299 13,629 °
Pentosanas . 38,619 38,209
Hexosanas 14,63 % 14,859 ‘
Cco, . 5,689 5,489
CH,O 2,64% 2,569,

1.* semana
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34 Estudio de los azicares componentes de la pectocelulosa

Sobre pectocelulosa procedente de albaricoques maduros se hicieron
tas siguientes determinaciones:

A) Aislamiento y determinacién de pectinas solubles.

B) Hidrélists de la pectocelulosa desprovista dec pectinas.

C) Separacién y purificacién de los productos de hidrélisis mediante
resinas de cambio idnico, carbén y celulosa.

D} Identificacién de constituyentes.

E) Determinacién de lignina en el residuo de hidrélisis de la pulpa.

F) Determinacién de azticares reductores por hidrélisis,

A) Aislamiento y determinacion de pectinas solubles

Se ponen en maceracién con agua destilada 10 grs. de pectocelulosa,
procedentes de albaricoques de la 5.° semana de desarrollo, durante 50
horas, formdndose una masa gelatinosa que hltra con cierta dificultad por
un Biichner con papel de filtro de grano grueso, pasande un liquido de as-
pecto siruposo. Seguidamente se lava varias veces con agua destilada y
filtrada, comprobando la presencia de azidcares en las aguas de lavado
hasta que éstas dieron reaccién negativa con el reactivo MovLiscu (¥). En
presencia de dicho reactivo la disolucién problema, transparente, no debe
formar un anille verde por la accién del SOH, puro (D = 1,84), localiza-
da en la interfase.

Simultdneamente, porciones alicuotas de cada una de las aguas de la-
vado (previamente ensayadas con el reactivo MoLiscH) se evapman hasta
cast scqucdad y cromatogldfmn en papel para la deteccidn de azicares.
Los disolventes de desarrollo utilizados fueron el A y ¢l B (véase primera
pagmd de este Apendlce prerlmental), revelandose con panlsldma ™).

{*) Tara la preparacidon de dicho reactive, se disuelven 15 grs. de genaflol en 10 cc. de
alcohol libre de aldehidos. Esle reactive sélo debe prepararse en canlidad p'u.l el uso inmedia-
lo, dado que se altera con el liempo.

) Para la prepurscion de diche reaclivo se afiaden 12 ges, do p—:misidin:u a 400 ce, de
n-bulanol, junlamiente oo 2,32 ce de CIH (D =1,88). Despuds se le nfiaden unos gramos o
CIaSn,



C-380 Maria Mayol Hurtado

Los resultados cromatograficos fueron los siguientes:

Azticares Resultados Color de las manchas

Rafinosa
Galactoss
Xilosa.
Ramnosa.
Glucosa
Fructosa
Sacarosa,

Acidos urdnicos
Oligosacaridos

!

— S .
R e S P

marrdn

+

rojo
marron

+ o+

las aguas de lavado negativas al Molisch, no daban manchas de azi-
car alguno como era de esperar.

El volumen total de las aguas de lavado resultd ser de 210 c.c. y el de
la masa gelatinosa de hemicelulosas de aproximadamente 18 c.c. De
esta manera se separan las pectinas y otros materiales solubles que inter-
feririan la identificacién de constituyentes de las hemicelulosas.

Para comprebar si el rendimiento aparente en pectina de cada una
de las pectncelulosas varia con la forma de extraccidn se someten tres
muestras de cada una de ellas a tres marchas distintas de extraccién:

a) maceracién y lavado exhaustivo con agua,

b) maceracién con agua durante 24 horas; maceracién con SOH. IN

durante 24 horas, y lavado exhaustivo con agua,

¢} maceracidn con SO,H. IN durante 24 horas; maceracién con agua

durante 24 horas y lavados exhaustivos con agua.

Los resultados se resumen en las tablas adjuntas:

SOLUEILIDAD EN H,0

Peso sélidos °/s 86lidos
Pectocelulosas Peso muestra solubles solubles
1.;‘ semana 0,5000 . 0,1460 29,2
2* semana 0,3812 0,1160 30,43
3.* semana 0,4201 0,1289 30,92
4." semana 0,5024 ,1613 32,12

5." semana 0,4317 0,1391 32,22
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SOLUBILIDAD EN SO,H, + H,0

Peso so6lidos /s solidos
Pectocelulosas Peso muestra golubles sclubles
1.* semana 0,6203 0,1567 30,12
2% semana 0,3712 0,1149 30.97
3.* semana ‘ 0,6320 0,1961 31,04
4. semana 0,7101 0,2273 32,00
5.* semana 0,4768 0,1532 32,13

SOLUBILIDAD EN H,0 + SO,H,

Pegso sélidos */ o 8blidos
Pectocelulosas Peso muestra solubles solubles
1.* semana 0,6013 0,1805 30,01
2" semena 0,8257 0,2535 30,70
3.> semana 0,6100 0,1891 31,00
4.* semana 0,5107 0,1604 31,40
5.* semana - 0,9500 0,3050 32,10

Como se observa, en las pectocelulosas de la 1." y 2.* semana al hacer
una maceracién previa con SO.H. se facilita el posterior arrastre con agua,
es decir, que el rendimiento en pectinas es superior al obtenido cuando
s0lo se hace ¢l lavado con agua. En cambio practicamente se tiene el mis-
mo resultado cuando se Invierte la actuacién del SO.H. respecto al agua.

Con el fin de determinar la naturaleza de las pectinas solubles aisla-
das de'la pectocelulosa de la 5.* semana, descritas anteriormente, las aguas
de lavado se sometieron a las siguientes operaciones:

A,) Precipitacién de pectinas.

A.) Hidrélisis acida de la disolucién pectinica

A;}) Hidréhsis enzimdtica de la disolucién pectinica.

A,)  Precipitacion de pectinas—Una parte de 50 c.c. se concentra
a vacio hasta 1/5 de su volumen. Se agregan entonces 20 c.c. de etanol del
100 9 y precipita una porcién identificada como pectina. Después de la-
vada con etanol del 1009, y éter, se seca y pesa, obteniéndose 0,695 grs.,
lo que representa un contenido de 29,199, de pectinas en la pectocelulosa.
‘A una parte de dicha pectina se le determinéd metoxilo, segin Zgisgr, ob-
teniéndose un valor medio de 6,2 9. A otra parte dc Ja misma se le deter-
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mind contenido ¢n urdnicos por el método de LeFevRE descrito anterior-
mente, obteniéndose un valor medio de 14,30 9. Este carbénico equival-
dria a una riqueza en anhidrido urénico del 14,3 x 10111 x 4 = 57,83 %
y aplicando ¢l factor de Nanyi, Paton y Line (131) el contenido en mate-
riales pectinicos propiamente dichos serd de 14,3 x 5,66 = 80,93 9. Si-
multineamente, una pequefia porcién de dicha pectina se hidroliza con
SO,H. IN paralelamente a la hidréhisis de liquidos de lavado en bruto, y
que se describe en ¢l apartado siguiente, observandose por cromatografia
los mismos resultados, por lo que en, ios experlmenms siguientes se pres-
cinde de prec1p1tar pectinas previamente, actuando siempre sobre las di-
soluciones de éstas tal como se obtienen en los lavados o todo lo mds con-
centrandolas hasta mayor consistencia.

Az)" Hidrdlisis detda de la pectina.—50 c.c. de las aguas de lavado
procedentes de la pectocelulosa de albaricoques maduros, sc hidrolizan
con 50 c.c. de SOH. IN. Tras reflujo de cuatro horas, la disolucién se
neutraliza con una suspensién de Ba (OH). hasta pIl = 3,4. Se filtra (*)
y concentra a vacio, sin pasar de 40° C, hasta reducir su volumen .aproxi-
madamente a la octava parte del primitvo (6,2 ¢.c.). A continuacién se
pasa el liquido por dos columnas (**), primeramente por una rellena con
Amberlita IR-120, capaz de retener los cationes, en este caso los iones
Ba**, asi como los procedentes de las substancias minerales del vegertal,
y la 2." con Amberlita IR-4B (*#*) que retene el material de cardcrer 4a-
do, en este caso los dcidos urdnicos. El efluente, contiene sélo los posibles
azlcares neutros, entre los que solo pudo detectarse galacrosa en peque-
fta proporcidn asi como una masa indefinida de oligosaciridos que no
avanzan en los cromatogramas.

Seguidamente se eluyen, mediante 200 c.c. de SO.H; IN los Acidos urd-
nicos retenidos en la columna IR-4B, con lo que el efluente alcanza ma-
nifiesta reaccién acida. De nuevo se lleva el conjunto hasta pH = 3,4 con
Ba(OH), y CO.Ba, se separa el precipitado -y el filrado se descationiza
pasdndolo por la columna conteniendo Amberlita IR-120, previamente

(131) Naxa, PaTox y Lixc {1923) [Donke, Gu., Les Méthodes de [e Chimie de {a Cellulose;
nnad, Parls, pig. 548 (1949)].

(") La [lilkracidn sdlg conseguimos realizarla bien con papel Whatman N.© 1, ya que, con
papel de grano grueso pasa i bravés (de &l SO4R:1 coloide, al no poderlo coagular por calor ante
peligro de descomposicion de los dcidos wrdnicas,

{(**) Las columnas son de¢ vidrie neulro, de 57 cms. de altura por 3 cms. de didmetro, al-
canzendo on ollos el lecho du resinas 30 cws, de allura, lo que supone un volumen de éstas de
212 ems?, ¥ gue expresado en peso, lenicndo cn cuenta las cUrl‘cspondiancs densidades, serd
712 x 0,77 = 163,24 grs. para la Amberlila TR-120 ¥ 212 x 0515 = 109,18 grs. para la IR-4B.

(*"*) Las Amberlilas ulilizadas preceden de «The Resinous Productls and Chemlcnl Cornpa-
ry», Rstados Unidos.
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regenerada (*). El efluente, de cardcter 4cido, se concentra a vacio hasta
consistencia struposa, sometiendo a identificacién cromatogréfica’los uré-
nicos que la integran. En diversos disolventes (A, B, D) sélo pudo detec-
tarse una mancha mévil que corresponde al dcido ga]acturomco quedan-
do la mayor parte inmévil en la linca de partida por tratarse, sin duda, de
una porcién dcida de tamafo molecular relativamente alto. En cromato-
gramas dejados en desarrollo durante 74 horas, avanzan muy poco. En ¢l
disolvente C (a base de piridina) no avanzaba ningin azicar, lo que
prueba ausencia de azicares neutros, a la vez que se confirma que Ia
mancha mévil era un acido.

A:) Hudrélisis enzimdtica de las pectinas.—Se toman 50 cc. de los
210 c.c. del extracto pectinico obtenido a partir de 10 grs. de pectocelulo-
sa; sc calientan a 70°C y pH = 0,8-1,2 (acidez sulfiirica) durante 90 mi-
nutos. Seguidamente se enfria ¢l conjunto y lleva al pH hasta 10,5 con
CO,Ba y filua manteniéndolo en estas condiciones durante 30 minutos.
A continuacién se lleva ¢l conjunto hasta pH = 3,5, iniciando la diges-
rién enzimdtica, para lo cual sc le afiaden, 0,2 grs. de pectinasa (*¥).

Por otro lado, sc someticron simultianeamente a idéntico proceso, otros
50-c.c. del extracto pectinico, pero realizando la digestién enzimdtica esta
vez con pectinasa (0,2 grs.) v clarasa (0,1 grs.) (***) conjuntamente.

El pretratamiento quimico anterior, reduce considerablemente la can-
tidad de enzima requerida para completar la hidrélisis.

Para separar el galacturdnico producido del resto del material, se hi-
cieron las siguientes operaciones: a). filtracién con ayuda de carbén-celi-
ta (2 grs.); b) valoracién con NaOH N/10, f = 0,9240, consumiendo
cada | c.c. de muestra 0,78 c.c. de NaOH, lo que supone un contenido en
galacturénico de 0,0014 grs /cc_ Para realizar tales valoraciones se consu-
mieron 5 ¢.c.: <) concentracién a presidn reducida de los 45 c.c. resi-
duales hasta unos 6 c.c.; d) con el fin de neutralizar los 2/3 de la acidez
valorable (0,0630 grs. de galacturénico en 45 c.c.) sc agregaron 0,0158 grs.
de CO,8r v ¢l 1/3 restante se neutraliza con 0,0053 grs. de CO,Na. Al
agregarle este dltimo, la sal doble galactumnato sédico-cstréncico crista-
liza ripidamente. Se deja reposar y a continuacidn se filtra, lava con agua

{*) Después de uzar cada columna ¥y anles de ubilizarla e nuevo, hay que proceder a su
correspondiente regencracidn Fsta se roaliza, en nuestro caso, medianle ¢l paso a través de las
mismas de 3.930 c.c. de (]031\'%12 al 29 para la Amberlita IR-4B3 y 658,3 c.c. de CIH al 109 para
ln Amberlita 118-120. Lias cantidades de carhionato y dcide utilizadas sun variables, caleuldndose
con relacién ul volumen de resinn ¥ leniendo en cuenla la velocidad aproximads de cambio. Se
acunsejun 4B grs, de CIH del 36 % para 100 grs. de Amberlita IR-120 (on disolucién dilufda al
09y y 22 grs. de COsN:.\z, que se aplica disuelto al 2 9.

{**) Pectinasa- F-7661, «Takamine Laboralarys; Clifton, New Yersey, U.S.A.

(***) Clarasa, F-7¢27, «Takamine Laboraloryn, Clifton, New Yersey, U.S.A.
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y seca en un micro-biichner, obteniéndose 0,065 grs. de la sal doble, lo
que supone un 88 9, de recuperacién (cantidad esperada 0,0736 grs. de
galacturonato de Sr y Na).

Prepat‘acién del dcido galacrurdnico a partir del galacturonato de Sr
y Na—A partn de este galactouronato se obtiene galacturénico. Para ello,
0 062 grs. del mismo se afiaden agitando a 0,1 c.c. de SO,H, 2N. Se sepa-
ra el 5O.,5r y ¢! filtrado (unas gotas) se deja cristalizar. Por cromatografia
en papél resulté ser exclusivamente galacturdnico.

Los otros 50 c.c. de extracto pectinico hidrolizados con pectinasa y
clarasa conjuntamente, se someticron a los mismos tratamientos obtenién-
dose una disolucién que contenia 0,016 grs./c.c. de galacturdnico, segin
los resultados de valoracién con NaOH, lo que supone indudablemente
‘un rendimiento mayor en la hidrélisis. Equivale a un contenido en galac-
turénico de 0,0720 grs. en 45 cc.

Para obtener la sal doble se siguié una marcha andloga a la descrita
anteriormente, lograndose 0,0838 grs. de ésta, lo que supone unz recupe-
racién del 86,8 9. del galacturénico valorable.

B) Hidrolisis de la pectocelulosa desprovista de pectinas.

La pectocelulosa residual desprovista de pectinas y demds substancias
solubles en agua, aproximadamente 10 c.c. en volumen, procedentes de
los 10 gramos de pectocelulosa, se puso en maceracién con 36 cc. de
SO.H. 2N durante 24 horas a temperatura ambiente y se lavé de una
manera exhaustiva con agua. Se somete ahora a reflujo durante 8 horas
seguidas, con SO,H; 1N, cuidando que [a temperatura no pase de 80°C.
Después se filtra el contenido del matraz en un Biichner, lavindose con
agua destilada hasta neutralidad y reaccién negatlva al Molisch (volumen
total de las aguaq de lavado 190 c.c.).

C) Separacion y purificacion de los productos de hidrélisis
mediante resinas de cambio idnico, carbon y celulosa.

Seguidamente se procede a la neutralizacién del volumen acuoso total
hasta pH = 34 concentrandose a vacfo hasta 48 c.c. pasindosele a través
de columnas con resinas intercambiadoras de iones Amberlita IR-120 y
Amberlita IR-4B, siguiendo un proceso idéntico al indicado anteriormen-
‘te. Se sepran as{ dos grandes fracciones: la dcida que queda retenida en
la Amberlita IR-4B y la neutra que pasa a través de ambas sin afectarse.

La elucién de los dcidos urénicos retenidos se realiza mediante el paso
a través de la columna de 250 c.c. de SO,H: IN. .
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La disolucién dcida se pone a pH = 34 vy filtra para separar el
SO.Ba formado, pasindola de nuevo a través de Amberlita IR-120. A
continuacidn se concentra a vacio hasta siruposo (8,2 grs) procediendo
a su estudio cromatogrifico.

En un primer cromatograma de tanteo con ¢l disolvente D, se apre-
ciap por lo menos 7 manchas de color rojo cereza, tpicas de dados uré-
nicos. algunas moviéndose a gr’m velocidad. Sobre otra muestra de pec-
tocelulosa-de 10 grs. sc blgulU una marcha idéntica, desde ¢l lavado ex-
haustivo para separar pectinas, hasta la recuperacién de una nueva por-
cién de dcidos urdnicos, que se unié a la 1* a fin de contar con mayor
cantidad de materia prima para su estudio.

Para un primcr fraccionamiento, se pusieron 3,1 grs. de siruposo sobre
una columna de carbén y celita (SO grs. de carbdén y 50 grs. de celita) se-
gin la técnica de WisTLER ¥ Durso, hactendo una primera elucidn con
50 c.c. de agua, a continuacidén otra con 50 c.c. de alcohol al 59 y por
dltimo otra con 50 c.c. de 4cido acético al 50 9,. La fraccién mds abun-
dante fué la primera, que permitué recuperar 2,0 grs. de siruposo; en
éste, por cromatografia en papel, se identificaron hasta cuatro manchas,
precisamente las de mayor velocidad del cromatograma general movién-
dose la mds hgﬁm a la misma velocidad que la ramnosa en el disolven-
te D. La porcién cluida por el alcohol (0,52 grs. de siruposo) solo daba
una mancha, debida a un wrdnico, que se mueve a la velocidad de la gfu-
casa. Por titimo, la fraccién recogida en la elucién acida (0,45 grs. de si-
ruposo), estaba integrada, por lo menos, por tres urénicos de lento movi-
miento, entre los que predominaba uno que se movia a una velocidad n-
termedia entre xilobtosa y xilotriosa.

Refraccionamiento en columna de celulosa de 1a 1.* fraccién.—Una por-
cidén de 1,5 grs. del siruposo procedente de la elucién acuosa (por lo menos
4 componentes), se dispone sobre una columna de 60 cms. de largo por
3 cms. de didmetro interior, conteniendo celulosa de alto grado de pure-
za, la misma con que se fabrica el papel Whatman, lavada por ranto a los
Acidos y libre de extractos (*).

La elucién se realizé con el disolvente E |butanol : dcido férmico

agua (50 : 1 : 5)], manteniéndose el flujo constante (**), recogiéndose
350 fracciones mediante el uso del colector automatico mencionado en la
_parte tedrica.

(*} Preparada por N. Y. R., Balslon, L\d.

(**)  S¢ manticne ¢l flujo uniforme, lugr'\ndo nivel constnnle, gracias al arlificio siguiente
un matraz, de cuello largo, inverlido sobre la columna, al que se le praclica un orificio a unos
4 6 5 cms. dao la boca, dejard entrar disolvente c¢n la eolumna solamenle cuando gueda libre
el orificio, el ¢ual va perfeclamente acompasada con la velocidad del flujo, que queda asi regu-
larizado, por su nivel constante,
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Por caracterizacién mediante cromartograffa en papel de porciones co-
11Lspond1entes de los tubos tomados de 5 en 5, se localizaron en cudles se
hallaban los distintos componentes, dividiéndose el con]unto de tubos en
cinco grupos. Entre los tubos 5-35 se encontraba el urénico de mayor mo-
vilidad ; después de reunir el contenido de todos y evaporar hasta sirupo-
50, s¢ recuperan 0,05 grs. de material que, como se indicara posterlormen—
te, resulté ser inconfundiblemente, el dcido 4-O-metil glucurénico. Otra-
fraccidn se l'ecf)gié entre los tubos 45-60 wratdndose de un solo compuesto
que se movia a 1gual velocidad que la xilosa, pero del que sélo se pudo
reunir una porcidn tan pequefia que no intentamos, de momento, su es-
tucio (apumlmadamcnte 0,020 grs. de siruposo). Entre los tubos 65-155,
se separa un tercer componente, el mas abundante (0,45 grs. de sirupdso),
cuya velocidad era dna]()gd a la de la glucosa, idéntico al compuesto que
se exna;o como Gnico en la elucidén con alcohol al 59, por lo que se
unié al siruposo de aquél, totalizando asi 0,97 grs. de este compuesto. To-
davia pudieron recuperarse otras dos fracciones, una al concentrar el con-
tenido de los tubos 163203 y otra entre 213-240, que dieron respectiva-
mente 0,2 y 0,15 grs. de siruposo. Los tubos posteriores daban reaccién
negativa de azlcares. La fraccién comprendida entre los tubos 165-205
tenia las mismas caracteristicas que el componente mas abundante de los
separados en la columna de carbdén, por elucién con dcido acético al 509,
uniéndose a dicha fracaidn (siruposo totat 0,65 grs.), para un refracciona-
miento posterior.

Para realizar este tercer fracclonamiento, utilizamos una columna de
celulosa de menor tamafio que la anterior (30 cms. de larga por 2 cms. de
didmetro interior), con un grado de empaquetamiento superior a fin de
que ¢l fraccionamiento sea mas lento, y utilizando el mismo disolvente E
antes indicado. Se recogieron 360 fracciones, observando que no apare-
cian azicares en el efluente hasta después del tubo 110.

Cromatografiando mucstras dc los tubos de 5 en 5, se localizaron 3
componentes distintos; uno, ¢l mds abundante, del que se recuperaron
0,30 grs. de slruposo entre el 110-140. Los otros dos componentes apare-
cian siempre juntos desde el tubo. niimero 155 atin cuando en los prime-
ros tubos de esta nueva fraccidn, abundaba el de menor velocidad. Conti-
nuaron apareciendo ambos hasta el tubo 360 por lo que renunciamos de

.
momento a su separacidn.

D) identificacion de constituyentes.

‘Después de lo indicado, tomamos como materia de trabajo los siguien-
tes Compuestos entre todos los separados: 1.%) el ‘urénico que se movia
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a la velocidad de la ramnosa en el disolvente D v que Hamaremos U I
(0,05 grs.), 2.%) el urdnico separado por el alcohol al 5 9 junto con la por-
cién mds abundante de las recuperadas én la primera columna de celu-
losa, wrénico U|; (0,97 grs.}) y 3.%) el urénico separado en el refracciona-
miento logrado con la segunda columna de celulosa, urdnico Uy (0,65
gramos).

Identificacion del urdnico Uy

Por su reaccién de color con ¢l revelador p-anisidina (tipico color ro-
jo cereza); por su forma de corazdén en los cromatogramas (también tipi-
ca de urdnicos); por permanecer fijo en el orlgen cuando se usa un disol-
vente bisico de desarrollo (disolvente C), mientras que en los disolventes
dctdos y neutros avanza normalmente, era seguro que se trataba de un
4cido urdnico que por su gran movilidad debia estar metilado. Igualmen-
te se habia desechado la posibilidad de que se tratara de una lactona, ya
que no daba la reaccidn ripica de estos compuestos al tratarle con el reve-
lador a base de clorhidrate de hidroxilamina y KOH (loc. cit., 101). Por
su R,c = 1,37 en disolvente D, se identificd como el dcido 4-O-meril glucu-
rénico, No pud1mo<; hacer determinaciones de tipo quimico por dlsponel
de muy pequefia cantidad de substancm

Identificacion del Uy v Uy

Como quiera quec existfa bastante evidencia de que ambos co’mpues—
tos eran disaciridos de cardcter dcido (aldobiurdnicos) (¥), se siguid una
marcha paralela sobre los mismos, a fin de determinar sus estrucruras.

d,) Hidrélisis directa de los aldobiurénicos Uy vy Uy —S8e parte
de 0,075 grs. del compuesto U se bidrolizan con 5 ce. de SOH.IN en
tubo cerrado durante 15 horas seguidas (después de las cuales se neutrali-
za con CO,Ba, filtra y cromatografia en papel. En el disolvente de desa-
rrollo D aparcecen dos manchas que por sus Ry y comparacién con mez-
clas tipo se identificaron con la xilosa y un urdnico que se movia a gran
velocidad en varios disolventes de desarrolle: en el disolvente D este 4l
timo tiene un Ry = 1,37, valor practicamente coincidente con el que apa-
rece en la bibliografia para ¢l 4-O-metil glucurdnico -(en la blbhoglafla

1,38).

(*y ) por ¢l color y forma de fas manchas eran urdmicos, b)) por el Rf quedaban descar-

tudlos los urdnicos sencilios, ¢) por la deleccidn, en estudios recienles, de aldobiurdnicos en di-
versos hidrolizados de hemicclulosas, d) por lus copdiciones de hidrdlisis aqui ulilizadas, ete..
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Sometidos 0,050 grs. del compuesto Upyy al mismo procedimiento con
I c.c. de SOH: IN, mostraban por cromatografia en papel, la presencia
igualmente de xilosa y un 4cido urénico, identificado en €l disolvente D
cemo ¢l dado glucurdnico por su Ry = 0,62.

d;) Hidrdlinis tras esterificacién, metil glicosidacién y reduccién
previa—Se trataba 0,12 grs. de U;; con 7,5 c.c. de metanol conteniendo
aproximadamente el 2 ¢, de CIH disuclto, se reflujan durante 8 horas
a b. m. Seguidamente se evapora el disolvente recuperdndose 0,065 grs.
del residuo.

Por otro lado, 0,05 grs. del compuesto Uy se someten a una marcha
analoga con clorhidrico metanélico {3 c.c.} obteniéndose 0,03 grs. de resi-
duo.

Uno y otro residuo por separado, se disuelven en 2,5 c.c. de disolucion
de HLAl Li en tetrahidrofurano (al 1,69%) (*). Se reflujan ambas mezclas
durante 30 minutos y dejan enfriar, descomponiéndose ¢l exceso de hi-
druro por adicién cuidadosa de acetato de etilo y agua (1 : 1). Se agre-
gan unos granulos de Amberlita IR4B, filtra y se agregan de nuevo
otros granulos de de Amberlita IR-120, filtrando y concentrando hasta si-
riuposo, recuperdndose 0,060 y 0,027 grs. de los derivados de U ny UIH
respectivamente.

Los 0,060 grs. del derivado de Uy por hidrélisis con SOH: IN (2 c.c.)
durante 10 horas en b.m. produjeron dos aziicares cuyos Ry en el disaol-
vente E eran 0,15 y 0,26, correspondiendo a la xilosa y 4 mctll glucosa
respectivamente, al tomar como referencia el 2-3-4-6 tetrametil g]ucosa

Por otro lado, los 0,027 grs. del siruposo obtenido al concentrar el
material resultante de la metilacidn y reduccién del compuesto Uy,
obtenido en forma idéntica al anterior, permind identificar como produc-
tos de hidrélisis final, dos manchas cuyos R en el disolvente E eran 0,09
y 0,015, correspondiendo a la glucosa y xilosa respectivamente.

d,) Hidrdlisis tras metilacién total.

0,75 grs. del compuesto Uy, se neutralizan con Ba(OH). hasta pH=7
v agregan 2,5 c.c. de agua, anadlendo después 2 c.c. de SO, (CH:): v 5 cc.
de NaOH al 30 9, gota a gota con vigorosa agitacién y enfriamiento. A
las 12 horas se agregan un exceso de NaOH (10 c.c.) Y 5 c.c. de SO.(CH.).
afiadido gota a gota igualmente. Sc repite la operacién otras dos veces
mds. Después se calienta ¢l conjunto a b.m. durante 30 minutos, se en-
friz v acidifica con SO,H., dilufdo, haciéndose a continuacién una extrac-

() El tetrahidrofurano se destilé en presencia de hilo de Na, rccogiéndose en un malraz
sece conteniende Na recién hilado.
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ci6n continua con CHC, . Se evapora el disolvente recogiéndose un siru-
poso que se somete a una nueva imetilacién al agregarle 3 c.c. de reactivo
de Purme (6 gramos de Ag:0 + 20 c.c. de CHLl). Seguidamente se des-
truve el exceso de CH.I por destilacién. El derivado metilado se extrae
con CHCI,, concentrando hasta suuposo y obteniéndose 0,64 grs.
. Sobre 0,5 grs. del compuesto Upygse siguié idéntica marcha, obtenién-
dose 0,4 grs, de siruposo.

Los compuestos totalmente metilados se sometieron a dos marchas
distintas

«) metandlisis e hidrélisis.

B) idem. tras reduccién previa.

@) Meétandlisis ¢ hudrélisis de los compuestos totalmente metilados—
0,10 grs. del compuesto totalmente metilado derivado de U, se trata
con 135 c.c. de ClH metandlico al 59 durante 48 horas. A continuacién
se concentra a vacio hasta 2 c.c. aftadiéndosele 7 cc. de ClH acuose, hir-
viendo durante 24 horas. Después se enfria la solucién, se neutraliza con
Ba(OH). concentrando el total hasta 3 c.c. y extrae con CHCL ; la diso-
lucién acuosa se acidifica con SO,H. y vuelve a extraer con CHCL; . En la
primera extraccién en medio neutro, el cloroformo arrastra la 3-4 dimetil
D-xilosa, mientras que en la extraccién en medio dcido, la porcién uréni-
ca metilada que se arrastra; posterlormente se demostrd era el 2-3-4 tri-
metil D-glucurénico, recuperandose ambos por evaporacién del disolven-
te v obteniéndose 0,062 grs. de 3-4 dimetil-D-xilosa y 0,064 grs. del 4cido.

Para el compuesto totalmente metilado derivado de U}, se parte de
0,1 grs. siguiendo en todo una marcha idéntica, obteniéndose 0,04 grs. de
3-4 dimeril-D-xilosa y 0,033 grs. del mismo 4cido, 2—3-4-trimeti]-D-glucu—
rénico.

La 2-4 dimetil-D-xilosa procedente de U, 1 ¥ la 34 dimertil-D-xilosa
procedente de UI 11 S€ identificaron en los chsolvente F, L, Dy G, resul-
tando ser sus respectivos Ry los siguientes:

DISOLVENTES
F L D G
3-4 dimetil-D-xilosa 0,74 0,85 0,87 0,47
2-4 dimetii-D-xilosa 0,73 0,84 0,75 0,31

Las funclones Acidas procedentes dei U ny UI” (0,064 y 0,035 grs.
respectivamente), se trataron por separado con 16 y 8 c.c., respectivamen-
te, de CIH metandlico al 1 94, durante 2 horas. Se ncutraliza a continua-
cién el CIH libre con CO;Ag, y los filtrados se concentran, recuperin-
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dose asi 0,06 grs. y 0,03 grs. respectivamente, de cada uno de los corres-
pondientes ésteres. Estos se disuclven, también por separado, en éter y
tratan con 0,50 y 0,25 grs. cada uno de H,Al Li reflujdndose durante 30
minutos. A continuacién se destruye ¢l exceso de reactivo por adicién de
acetato de ettlo y los filirados y aguas de lavado correspondientes se des-
jonizan con Amberlita IR-4B y Amberlita TR-120. Se concentran hasta
siruposos y cromatografian en papel, resultando en ambos casos el com-
puesto 2-3-4 rrimetil-D-glucosa, identificado por su Ra= 0,79 en el disol-
vente J, 0,53 en el disolvente G y 0,87 en el disolvente K.

B) Metandlisis e hidrolisis tras reduccion previa—0,43 grs. del deri-
vado totalmente metilado procedente del compuesto Ull’ se disuelven
en 50 c.c. de HLAl Li en tetrahidrofurano (al 1,6 9%). Se refluja durante
6 horas y deja enfriar, descomponiendo el exceso de hidrure por adicién
cutdadosa de acetato de etilo y agua. La disolucién se desioniza mediante
las mismas resinas intercambiadoras repetidamente mencionadas, con-
centrandose a vaclo hasta siruposo, con un peso de 0,32 grs.

0,3 grs. del derivado totalmente metilado procedente del compuesto
i1q. sometido al mismo proceso, dié 0,23 grs. de siruposo.
Cada uno de estos siruposos a su vez, por separado se someten a dos
tratamientos distintos:

B3,) metilacién seguida de hidrélisis

B:) metandlisis seguida de hidrélisis.

u

B1) Metilacién seguida de hidrélisis.——0,16 grs. del siruposo {deriva-
do del compuesto Uy reducido) y 0,16 grs. del correspondiente al com-
puesto Up; se tratan por separado con 2 cc. de reactivo PURDIE, repitiendo
la adicién de este reactive otras dos veces a intervalos de una hora. A
continuacion se hidrolizan con 2 c.c. de SOH. IN durante 20 minutos,
se ncutralizan con Ba(OH) filtran v desionizan mediante rcsinas, con-
centrdndose hasta siruposo.

Por cromatografia en papel sobre siruposos, el dellvado del compues-
to U, daba dos manchas, una rojiza y otra marrén; avanza mucho en
los c1omatogrdmas suponiendo se trata de un azicar muy metilado,
identificindose en el disolvente M por su Ry = como la 2- 34-6 tetrame-
til-D-glucosa. La mancha rojiza se 1dentificé a su vez, par su Ry en dis-
tintos disolventes. como la 3-4 dimetil-D-xilosa:

disolvente I 0,74

» L. 0,85 -

» D 0,78
G 0,47 -

»
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El siruposo que procede originalmente del compuesto Uy daba por
cromatografia en papel, igualmente dos manchas, una identificada tam-
bién como la 2-34-6 tetrameul-Drglucosa y la otra, ropza, por su R en
distintos disolventes se 1dentificd como la 2-4 dimetil-D-xilosa :

disolvente I¥ 0,73
» L 0,84
» D 0,75
» G - 0,31

B:) Meétandlisis seguida de hidrélisis dcida.—0,15 grs. del compues-
to Uy después de menlado y reducido, se tratan con 9 c.c. de metanol
conteniendo aproximadamente ¢! 2 9 de CIH, se refluja durante 8 ho-
ras a b, m. concentrando a vacio hasta siruposo.

0,05 grs. del correspondiente al compuesto U, se sometieron al mis-
Mo _proceso.

Ambos siruposos por separado, se tratan con 9 c.c. el primero y con
3 cc el segundo, de CIH 0,5 N durante 6 horas a b.m., neutralizan
hasta pH = 3,4 con Ba(OH)., separa el filtrado y descatmmza agregan-
dole unos granulos de Amberlita IR-4B, después de haberle agregado
orros granulos de Amberlita IR-4R y separados los mismos por filtracién.

Los productos formados en esta nueva hidrélisis se detectaron e iden-
tificaron por cromatografia en papel, resultando ser, para el derivado del
compuesto Uy, la 34 dimetil-D-xilosa y 2-3-4 trimetl-D-glucosa; para
el devivado del compuesto Uyyp resultaron fa 2-4 dimetil-D-xilosa y 2-3-4
wimetil-D-glucosa.

Para la separacién de la 34 dimetil-D-xilosa y 2-3-4 trimetil-D-glucosa
utilizamos el método de Froon, Hirst y Jonis (loc. cit. 104), poniendo
a lo largo de la linea de partida de un pliego de papel Whatman n.° 1,
muestras sucesivas de siruposo mediante un capilar, teniendo sumo cuida-
dao de que el trazo siga fielmente Ia linea sefialada como origen. Se utilizé
el disolvente de desarrollo F, revelindose tiras de papel cortadas de los
extremos y del centro, localizandose asi la porcidén de las bandas corres-
pondientes, que se cortaron y extrajeron separadamente con agua en ur
micro SoxHLET. Por evaporacién del disolvente se obtuvieron 0,058. grs.
de 3-4 dimeul D-xilosa y 0,06 grs. de 2:3-4 wimenl-D-glucosa, quc presen-
taban caracteristicas 1dénticas a dos muestras tpos.

Fraccionamiento de azucares neutros—La fraccidn conteniendo los
azlicares neutros estd integrada por monosacdridos asi como por algunos
oligosacaridos, como por ejemplo xilobiosa. Para separar mono y oligosa-
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céridos se siguié la técnica de WHISTLER y Durso. El siruposo (0,6 gr.)
se pone en la parte superior de la columna, distribuyéndolo uniforme-
mente y pasando a través de la misma sucesivos voliimenes (20 c.c. cada
vez) de alcohol del 10, 20, 30; 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 % por el m:s-
mo orden, recogiéndose cada una de estas fracciones separadamente. Las
disoluciones de cada una de las fracciones de los azdcares neutros se con-
centran para su estudio cromatogrifico. Las fracciones eluidas con agua
y con alcoho! del 10 9, estaban integradas exclusivamente por monosaca-
ridos (xilosa, arabinosa, glucosa, manosa y galactosa); la fraccién eluida
con alcohol del 20 9 contenia junto a estos monosacdridos una parte de
oligosaciridos; en la del 30 9 todavia quedaban monosaciridos, pero ya
habia aumentado el contenido en el disacirido aparecido en la fraccién
anterior, cuya mancha revelada con p-anisidina, era de color rojo y por
su Ry = 0,098 en el disolvente C, 0,109 en el disolvente E y 0,111 en el
F se trataba de xilobiosa. En la del 40 y 50 %, pracncamente sdlo se en-
cuentra este ohgomcando en tanto que en la del 60 % aparece una pro-
por cl6n m4as pequefia del trisacdr 1do homologo caracterizado por su
R¢ = 0,036 en el disolvente C, 0.034 en el H y 0,039 en el F. Por 1ltimo,
en los del 70 v 80 94 aparece una proporcién pequeiiisima de un oligosa-
ciarido que se mueve a menor velocidad que los anteriores y cuyo
R = 0,0015 en el disolvente C, 0,0013 en el N y 0,0011 en el F, corres-
ponde seglin cdlculo gréfico del mismo, a la xilotetrosa.

Representando en ordenadas el logaritmo del desplazamiento de cada
polimero respecto a xilosa, en vez de respecto al frente de disolvente, se
obtiene la representacién que se adjunta, en el disolvente AcOEt

: AcOH : H.O (10 : 3 : 3):

xilosa, 0,316
xilobiosa, ,109
xilotriosa, 0,034

xilotetrosa, 0,0013

Para otro disolvente se obticne la misma representacién variando la
pendiente ‘de la recta al cambiar aquél.

Las cantidades recuperadas de estos oligosacaridos fueron 0,02 grs.
de xilobiosa, 0,018 grs. de xilotriosa y menos de 0,008 grs. de xilotetrosa.
De la xilobiosa sélo pudo medirse su Ry asi como su PF = 108° C (des-
compone) e igualmente en la xilotriosa, PF = 214°C (descompone). De
la xilotetrosa sélo pudimos determinar su Ry asi como identificar los pro-
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ductos resultantes de su hidrélisis con SO.H. IN en tube cerrado, los
cuales eran xilosa, xilobiosa y xilotriosa.

log By-togR

08

0%

0%

o

o 1 F: 3
Grads de polimeritacicn

A\

E} Determinacidn de lignina en el residuo de hidrdlisis de la pulpa

Tras eliminacién previa de las hemicelulosas por hidrélisis, se somete
una parte del residuo resultante a una determinacién de lignina. Se si-
guié en todo un proceso idéntico al descrito anteriormente.

Muestra de partida

en grs. Lignina en grs, Lignina ®f, °f, Medio
2,0 0,95 38 %, 8.4
2.5 © 0,97 388 ’

F) Determinacion de azucares reductores por hidrélisis.

Los azilcares liberados en la determinacién de lignina se estudiaron
cromatograficamente, apareciendo dos manchas correspondientes a mono:
sacdridos que se caracterizaron claramente como glucosa vy xilosa, esta
ultima en pequenia proporcidn, asi como una serie de manchas, tres, que
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resultaron corresponder a otros tantos polimeros de la glucosa por sus
Rt en ¢l disolvente R:

Glucosa Ry = 9,5

Celobiosa Ry = 3,6

Celotriosa Ry = 1,6

Celotrosa Ry = 0,8

La valoracién total de cllos, segin Benevicr, dié los siguientes re-
sultados:

5 c.c. de Benedict = 0,0062107 grs. de glucosa.

Peso muestra grs. az(cares s
Hevado a 250 cc en 250 cc azlicares

2,5 1,0708 42,83

2,5 1,0634 42,53

4y Estudio de los azicares libres procedentes de lu pulpa

Se hicieron estudios de los azicares procedentes de 1.700 grs. de
pulpa de albaricoques de la 5.* semana, que eran arrastrados en la mezcla
agna-alcohol urilizado en la preparacién de pectocelulosé.

Volumen total de agua-alcohol = 11000 c.c.

Dicho volumen se concentrd a vaclo hasta snuposo (175 gls) realizdn-
dose a continuacidén andlisis cromatogrificos del mismo, resultando con-
tener varios azdcares, los cuales por sus R, en diversos disolventes
(A E, 1, etc.) se caracterizaron como xilosa, fructosa, glucosa y sacarosa,

El fraccionamicnto de los mismos, contenidos en 2 grs. de siruposo,
sc realizd en forma pledldthd en unz columna de 60 cms: de largo por
3 cms. de diametro interior, conteniendo celulosa pura, lavada a los aci-
dos y libre de extractos.

Antes de iniciar el fraccionamiente se acondiciond convenientemente
la columna por paso de agua, y seguidamente se inicié el fracclonamien -
to. La elucidn se realizé con butanol normal semisaiurado de agua. Se
recogieron 410 fracciones cromatografiando muestras de los tubos de 5
en 5. Entre los tubos 35-60 aparece una mancha correspondiente a la xilo-
sa; entre el 80-165 la fructosa; 175-260, correspondiente a glucosa y des-
de el 290-385, la fraccidn mds abundante, correspondiente a sacarosa.
Cada una de estas fracciones, reunidas separadamente y concentradas
hasta siruposo dieron 1,13 grs. de sacarosa, 0,64 grs. de glucosa, 0,32 grs.
de fructosa y 0,02 grs. de xilosa.
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En los extractos acuo-alcohdlicos obtenidos en la preparacxon de pec-
tocelulosa de campafias anteriores, es decir que tenfan un cierto tiempo,
se observa, por c10matografla la presencia de un nuevo azicar que no
apatecla en extractos recientemente preparados. Diche azicar se caracte-
1izé como una cetosa al revelarse los cromatogramas con reactivos espe-
cificos de tales substancias, en especial los de a-naftol y antrona (*). Su
Rt en el disolvente T igual a 0,12 corresponde a la kestosa. Por la técnica
de Froop, HirsT y JoNES se separaron, en varias operaciones, 0,06 grs. de
este oligosacz’trido cuyo PF = 145°C; no tenia caricter reductor frente
a los reactivos de TOLLLNS Fenrinc y Benepict. Se trataba de una cetosa
al observar los resultados con los reveladores especificos de estas substan-
cias, a-naftol y antrona. Por hidrélisis con invertasa (**) daba fructosa y
glucma el primer azicar en doble proporcién que el segundo, al mismo
resultado se llega en la hidrélisis dcida suave (SO.H. IN en b.m. duran-
te 24 horas), de modo que queda parte de la kestosa sin hidrolizar, como
s¢ manifestaba por cromatografia. Parelelamente se hicieron ensayos
andlogos con rafinosa y melibiosa, confirméndose una y otra vez que se
trataba de un azicar distinto de aquéllos.

Aunque los datos indicados se refieren a pulpas de albaricoques en
grado éptimo de desarrollo (5.* semana), los extractos correspondientes
a las semanas antericres mostraban andloga composicién cualitativa, a ex-
cepcidn de la | semana, en que apenas st aparecia sacarosa en los croma-
togramas. Esto concuerda con los datos obtenidos por valoracién con
Benedict:

1.* semana
Reductores libres (expresado en glucosa) . . - 1,3 9%
Idem.  tras inversibn . . . . . . . PR 13 %

2" semana
Reductores libres (expresados en giucosa), . . . . . 1,3 %
Idem. tras inversion . . . . . . . . . . . . A4 9

3.* semana
Reductores libres (expresados en glucosa) . . . . . . 1.3 %
Idem. tras inversiém . . . . . . ... Coe . 5,0 %

(Y Reaclivo g-naftol.—Estd formade por una mezcla de g-naftol al 29 en alecoliol y

PO H, (10 :1)
" Reclivo antrona.—Se  disuclven 200 wmgrs. de antrona en 1) ¢ de dcido acdélice glocial,
ealeitando ¥ afiadiendo 20 c.c. de elanol, 8 ce. de POIL de D = 1,60 ¥ 1 c.c. de agua. Guar-
dir en silio frio, Para la preparacion de esle rovelslar fuvimos gue oblener previamenfe la an-
trona, lirviendo a refinjo  antraquinona con CIHL y 8n en 4dcido aeélico glrcial, logrindose
bhuen rendimento de dicha subsiancia.

(*"} La ioverlasa ubilizada procede de «The Bugar Manufaetures Sopply Co., Tid.s, Lon-

dres, Inglaterra.
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La aparicién de kestosa era gencral al cabo de bastante tiempo. inde-
pendientemente del contenido inicial de sacarosa.

SeEMILLAS

(En esta parte se restringird ain mds la descripcidn de experimen-
tos, ya que se omiten la de aquellos referidos al tratar de las pulpas).

Materia prima—Sc utilizaron semillas de albaricoque, variedad «bili-
da», desecadas al aire, conteniendo un 8,7 % de humedad.

1YV Caracteristicas de semaillas

Siguiendo las técnicas descritas en la primera parte, se determind so-
hre las semillas en bruto, contenido en humedad, cenizas, proteina, ligni-
na, pentosanas, hexosanas, carbénico y metoxilo. El dato de metoxilo re-
cogido en la tabla que se dard seguidamente, se ha obtenido descontando
al que resulte en la determinacidn, el porcentaje que corresponde a ligni-
na (en determinacién paralela se comprobé que, la lignina de tegumenr
tos, tenfa un contenido en metoxilo de 4,16 %). En las tablas sucesivas
s¢ ha seguido el msmo criterio.

Igualmente se determind sobre semillas en bruto ¢l contenido en gra-
sa, operacién que por otro lado era fundamental antes de iniciar el estu-
dio de los hidratos de carbono. Para ello, una muestra de 300 grs. se some-
116 aproximadamente a 200 atmésferas mediante una prensa hidraulica,
extrayendo una parte de aceite que suponfa un rendimiento del 29,6 9.

- Posteriormente pommnes de 30, 40 Y 45 grs. de estas semillas parc1a1men—
te extraidas, se sometieron a extraccion continua con ‘¢ter anhidro en un
aparato tipo Soxhlet. A continuacién se resumen los resultados obtenidos:

Peso muestra Peso Rendimiento Rendimiento
garcialmente extracto *fo : medio
esengrasada 2raso
30 4,719 15,73
35 5,623 15,78 15,74
40 : 6,284 15,71

Teniendo en cuenta que la semilla original perdié en'la expresién el
29.6 % de su peso, el rendimiento por’ extraccién con disolvente respecto

15,74 % 100 o _ Ny
BETYE 12,15 9, luego el rendi

miento total en materia grasa puede ﬁjarsc cn 41,75 9. Este rendimiento

a dicha semilla original sera de
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fué confirmado por extraccién, completa, de semilla sin desengrasar.
Se resumen a continuacién los valores medios obtenidos en cada una
de las determinaciones.

2) Separacidn de tegumentos de las semillas

Humedad.
Cenizas .
Proteinas .
Lignina

Pentosanas,

Hexosanas
co, .
CH,O
Grasas .

%

8,70

3,50
19,41
5,88
4,58
15,16
0,26
0,51
41,75

100 grs. de semillas integras, se dejan en maceracién durante 24 horas
a temperatura ambiente, con lo que éstas hinchan y la piel queda fécil-
mente desprendible. Para el cdlculo de rendimiento, se desecaron éstos
Uy suavemente y se determind el contenido en humcdad Se obtuvieren

14,60 grs. de tegumentos que contenian el 44

7, de humedad lo que equi-

vale a 8,17 grs. de tegumentos anhidros y 8,95 grs. con 8,7 % de hume-
dad, que ¢s la misma que tenia la semilla en bruto. En dehnitiva, ¢l con-

tenido de tegumentos de la semilla en bruto es del 8,95 9.

Este rendimiento se comprobé en otras separaciones de tegumentos,
realizadas siempre sobre muestras de semillas de alrededor de 100 grs.

cada una.

3) Caracteristicas e tegumentos

Los tegumentos separados se desccaron posteriormente (humedad

8,9 9) haciéndose las siguientes determinaciones:

Humedad .

Cenizas .
Proteinas .
Lignina.
Pentosanas
Hexosanas,
co, ..
CH,O

%
8,90
4,85
8,18

30,24
2313
23,43
0,24
0,48
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43 Prepamcién de pectocelulosa de tegumentos

30 grs. de tegumentos, previamente desengrasados, se tratan con
100 c.c. de alcohol del 100 9, con lo cual la concentracién alcohdlica re-
sultante viene a ser del 80 %, teniendo en cuenta la humedad propia de
los tegumentos (8,9 %).

Se agregaron ademas 100 c.c. de alcohol del 80 9, caliente, siguicndo
en todo una marcha andloga a la descrita para el caso de las pulpas.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: Rendimiento en pecto-
celulosa del 6,34 9, de humedad 1espe(,t0 a tegumentos del 8,9 9 de hu-
medad : 89,3. Rendimiento en materia seca respecto a tegnmentos se-
cos: 92,57 9.

(La pectocelulosa conticne 6,34 9, de humedad desecada al aire).

5) Caracteristicas de la pectocelulosa de tegumentos

Sobre 1a pectocelulosa preparada a partir de tegumentos se hicleron
las siguientes determinaciones:

%
Humedad . . . . . . . . 6,34
Cenizas . . . . . . . . 4,95
Proteinas . . . . . . . . 8,40
Lignina. . . . . . . . . 31,59
Pentoganas . . . . . . . 23,856
Hexosanas, . . . . . . . 24,14
co, . . . . . .. 0,23
CHO . . . . . . . .. 0,46

6} ldentificacion de componentes hidrocarbonados

Sobre la pectocelulosa procedente de los tegumentos, se hiciercn las
siguientes determinaciones :

A) Separacidén de la porcién hidrocarbonada soluble.

B) Hidrélisis de dicha porcién soluble ¢ identificacién de componen-
tes en lo que a glicidos concierne.

C) Hidrélisis de la pectocelulosa desprovista de la porcién soluble
¢ identificacién de los azicares resultantes.
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A) Despectinacion de la pectocelulosa procedente de tegumentos

(Aislamiento y determinacién de la poreién hidrocarbonada insoluble)

Se siguié un proceso idéntico al descrito para las pectocelulosas de pul-
pa. haciendo la extraccdn primero con SO..H; IN vy luego con agua.

Los volimenes de aguas de lavado procedentes de cuatro muestras de
2 grs, aproximadamente, se llevaron en todos y cada uno de los casos
a 150 c.c.

El rendimiento medio obtenido por evaporacién de dos porciones ali-
cuotas de 10 c.c. por cada una de las muestras fué de 24,14 9 (como va-
lor medio se separan 00,0321 grs./10 c.c. de disolucién); ello supone un
rendimiento en porcién insoluble de 75 86 9.

Posteriormente se somete a estudio dicha porcién soluble, como se
describird.

B) Hidrolisis de la pectocelulosa de tegumentos
desprovista de pectinas

2 grs. aproximadamente .de la pectocelulosa residual desprovista de
pectinas (aun humeda), se hidroliza con 15 c.c. de SO,H: IN durante 8
horas. El hidrolizado se lleva hasta pH = 3,4 con Ba(OH), y CO,Ba, des-
mineralizindose mediante el paso del mismo a través de dos columnas
de vidrio neutro de 40 x 3 cms. conteniendo una Amberlita 1R-120 (H)
y la otra Amberlita IR-4B (OH).

Los dcidos urénicos retenidos en la columna conteniendo la resina
IR-4B se eluyeron con SOH. IN; y el conjunto, tras correccién del pH y
descationizacidn, se concentré a vacfo hasta siruposo (0,35 grs.).

En papel cromatografico aparecen dos manchas, una mucho mds abun-
dante que la otra, correspondientes ambas a dcidos aldobiurdnicos, Uno
de ellos se mueve muy lentamente, siendo su R, = 0,1, en el disolvente
n-butanol @ etanol : agua (40 : 11 : 19); el oro se mueve a la misma
velocidad que la glucosa en el mismo disolvente (Ry = 0,63).

Sobre hojas de papel Whatman n.* 1, de 30 x 45 cms., siguiendo la
técnica de Frooo, Hirst y Jonves y reuniendo los eluidos con agua de las
bandas de los diversos papeles que se corresponden .entre si, se separaron,
después de concentrar muestras cristalinas del dcido urénico mds abun-
dante, que es el mds mévil de los dos anteriormente citados (0,018 grs.),
procediendo a su identificacién.

Para ello, 0,015 grs de dicho 4cido se hidrolizan con 2 c.c. de SO, H, IN
en tubo cerrado durante 15 horas seguidas durante las cuales se neutrali-
za hasta pH = 3,4 con CO;Ba, filtra y cromatografia en papel. Aparecen
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dos manchas, una debida indudablemente a xilosa y otra que por su Ry
y demads caracteristicas (R = 1,38, en el disolvente D, reacciones de co-
lor, por no tratarse de ninguna lactona, etc.) se identificé como el 4-O-
metil-glacurénico. Por otro lado en el disolvente C  a base de piridina,
solo avanzaba en los cromatogramas la mancha debida a xilosa, confir-
midndose la naturaleza dcida de la otra. Cambiando de disolvente, en un
cromatograma duplicado, el urénico antes retenido, volvia ahora a avanzar.

En cuanto a los azhcares neutros, mono y oligosaciridos, se sometie-
ron a un refracctonamiento usando igualmente la técnica de Froop, Hirst
y JoNgs, permitiéndonos conseguir mediante el use repetido de dicho
procedimiento, hasta 0,020 grs. de xilobiosa y 0,015 grs. de xilotriosa, que
resultaron ser idénticos al cromatografiar en todes los disolventes, a las
muestras tipo de que disponiamos.

Sin un interés marcado en obtener resultados cuantitativos, se recupe-
raron de los mismos papeles 0,087 grs. de xilosa, 0,018 grs. de arabinosa
v 0,020 grs. de galactosa.

C) Hidrolisis de la porcion soluble separada de pectocelulosa

de tegumentos en lo que a glicidos concierne.

Una muestra de 50 c.c. de las aguas de lavado anteriores, va reunidas,
s¢ concentré a vacio hasta pequefio volumen [3 cc. e hidroliza con
SO.H. 2N (5 c.c)]: se refluja durante 8 horas, se neutraliza hasta pH=
y tras ‘desmineralizacidn del conjunto con resinas de cambio de 1 16n, se
procede a identificacidn cromatogrifica. Se aprecia una pequefia propor-
¢ién de material urdnico el cual se identifica como 4cido galacturdnico,
apareciendo en cambio una proporcién mayor de galactosa y arabinosa,
estas Ultimas- procedentes de arabanas y galactanas, observdndose en los
cromatogramas indicios de oligosacdridos de dichos aziicares.

Otros 50 c.c., concentrados ignalmente (6 c.c)), y con las misma pro-
porcién de dcidos (€ c.c. de SO,H. 2N), se calientan en tubo cerrado du-
rante 15 horas, observandose los mismos componentes, excepto los oligo-
sacaridos que no aparecen ni ain como vestigios.

Por 1iltimo, .otros 50 c.c. se tratan con 0,2 grs. de pectinasa, siguiendo
en lo demds la misma marcha que en las pulpas. Dada la pequeda pro-
porcién de galacturdnico sélo intentamos su reconocimiento cualitativa,
prescmdlendo de su valoracién cuantitativa.
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7)) Desengrasado de las semillas sin tegumentos.

Siguiendo la técnica antes descrita para la semilla en bruto, se proce-
did a desengrasar la semillx sin tegumentos, CoOn un rendiniento en grasa
del 42 9.

8) Desamigdalizacion enzimdtica de semillas sin tegumenlos.

200 grs. de semillas sin tegumentos y molidas, tras la extraccién de su
acclte por expresion y agotamiento por éter, se calientan’ con 2,400 c.c. de
agua, a 50°C durante 50 minutes. A continuacién se deja la mezcla en
reposo, a temperatura ambiente, durante 12 horas, procediendo luego a la
filtracion y secado al aire de la torta residual (¥).

9)  Caracteristicas de las semillas sin tegumentos

Sobre las semillas sin tLgumLmos plevmmentc dt,senglasadas y des-
dll]lgddh[:ldcls se hicieron las siguientes determinaciones

%
Homedad . . . . . . . . 8,53
Cenizas. . . . . . . . . 6,60
Proteinas . . . . . . . . 39,26
Lignina . . . . . . . . 8,69 )
Hexosanas . . . . . . . 28,14
Pentosanas . . . . . . . 7.03
4 co., .. . . ... 0,63
cHO . . . . . . . . 0,97

10)  Preparacion de pectocelulosa de semillas libres de tegumento

100 grs. de semillas libres de tegumento, desehgrasadas, desamigdali-
zadas v secadas al aire, se tratan con 35 c.c. de alcohol del 100%, con lo
que éste se hace del 80 9%, al tener en cuenta la humedad de la semilla
(un 8,55 9% segin determinaciones realizadas momentos antes de su utili-
zacmn), afiadiendo otros 100 c.c. del alcohol del 80 % 1cp1t1endo el trata-
mienta 5 veces con alcohol caliente de esta vltima concentracién.

(*) En unes pritucres experinenios on los gque b separacion previa del tegumeno sc hizo
sor culenfamicnlo en bom. de la torta desengrasada, no (ué posible Ja desnmigdalizicidn enzi-
mitice, ya que la comdsina original se hwbia destroido ¢ inaotivade; al agregarle uma porcidn
faproximadamenie un 10 %) de semilles desengrasadas que habian sido desprovislas de su pio!
‘en Irio, la actividad enzimdlica de ésta cra suficienle para desamigdalizar todo ¢l conjunto.
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Se siguié por tanto idéntica marcha que la descrita para el caso de las
pulpas. S¢ obtuvieron 93,92 grs. de pectocclulosa que después de perder
el alcohol y dejada secar al aire, contenia un 6,6 A, de humedad, lo que
representa un rendimiento en bruto del 93,92 9/ si lo referimos a pecto-
crlulosa anhidra respecte a semilla anhidra, ¢t rendimiento es del
99,67 9.

1) Caracteristicas de la pectocelulosa de semillas sin tegumento
Sobre dicha pectocelulosa se hicieron las siguientes determinaciones,

cuyos valores medios obtenidos en cada una de ellas, se tabulan a conu-
nuacion.

Humedad . . . . . . . . 6,60 %,
Cenizas . . . . . . . . . 6,30%
Proteinas . . . . . . . . 39,75%
Ligninae . . . . . . . . 9,76%
Hexosanas . . . . . . . 28,65%
Pentosanas . . . . . . . 7.07%
co, . . . .. .. 0.60%
cg,o. . . . . . . .. 0,97 %

12)  Idennficacion de componentes hidrocarbonados en la
pectocelulosa de semillas sin tegumentos.

Siguiendo la misma marcha descrita para las pectocelulosas de pulpa
y de tegumento, se rcalizaron las siguientes etapas:

A) Separacién de la porcidn soluble.

B) Hidrélisis e identificacion de componentes hidrocarbonados de
dicha porcién.

C) Hidrélisis e identificacién de componentes hidrocarbonados de la
porcién insoluble.

v

A) Separacion de la porcidn scluble

10 grs. de pectocelulosa, macerados durante 24 horas con SOH, IN
y por arrastre exhaustivo con agua, sufrieron una pérdida de peso de
27.95 grs., por tanto el rendimiento en porcién insoluble fué de 72,05 <.

El volumen total de las aguas de lavado (cuando las dltimas porciones
resultaron negativas al reactivo Molisch) fué de 150 c.c. si bien se concen-
tran a vacio hasta 6 c.c., teniendo consistencia de jarabe. Muestras de este
jarabe se cromatografian en los disolventes A, By D. Al revelar con
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p- -anisidina se observa en todos ellos una n‘mncha rojiza que queda sin
desarrollar en la linea de partida.

B) Hidrolisis e identificacion de componentes hidrocarbonados
de la porcion soluble

Postertormente una muestra de 0,20 grs. del siruposo anterior se hidro-
liza con 3 c.c. de SO,H, IN durante 8 horas a reflujo, después de las cua-
les se pone a pH = 3,4 con CO,Ba y Ba (OH). ; se separa el precipitado
por filtracién y desmineralizacién mediante resinas de cambio, en la for-
ma indicada repetidamente.

Por cromatografia sobre papel se detectan cuatro manchas que por sus
TESpeECtivos Rga,abtosa en el disolvente D (1; 1,50, 0.35 y 0,53) se identi-
ficaron posteriormente como galactosa, arabinosa, galactobiosa y arabo-
binsa, sometiéndose a otras pruebas confirmatorias. En menor ploporcmn
aparece otra mancha correspondiente a una 4cidc urdnico identificado
lgualmente como el dcido galacturénico (R, = 0,97 en el mismo
dglsolvente) ® (R gatactose

Por ¢l mérodo de Froon, Hirst y JonES se separan mucstras corres-
pondientes a las supuestas arabobiosa y galactobiosa (0,013 y 0,016 gls)
hidrolizandose con SOH. 1IN en tul)o cerrado durante 8 horas. Después
de llevar a pI—I = 34 y desmineralizar mediante unos granulos de Amber-
titas cariénica v aniénica, sucesivamente, se detectan por cromatografia,
en el primer caso exclusivamente alabmosa y en el segundo exclusiva-
mente galactosa.

Q) Hidréligis e identificacion de componentes
de la porcion insoluble,

La porcion de pectocelulosa no arrastrable en la maceracién y lavado
(4 c.c.) se somete a hadrdlisis con 4 c.c. de SO,H. 2N durante 6 horas
a b.m. Un cromatograma directo del hidrolizade daba una gran cantdad
de manchas, destacindose la presencia de varias debidas a dcidos uréni-
cos. Por ello, se procediéd a obtener del conjunto dos fracciones, 1a dcida y
la neutra, a la vez que sc lograba la desmineralizacién correspondiente.
De esta manera, por desarrollo cromatografico en el disolvente D y reve-
lado con p-anisidina, se detectan en la fraccién neutra, los siguientes
componentes :
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Azticares Color de la mancha Rga[actosa
Arabinosa roja . 1,50
Galactosa marrdn 1,00
Kilosa, Toja 1,69
Ribosa, roja 1,98
Arahobiosa Toja 0,53
Galactobiosa marron 0,35
Xilobiosa oja 0,59

Para comprobarlos se separaron primero oligo y monosacdridos en co-
lumna de carbdn v posteriormente se fraccionaron ambaos grupos sobre dos
columnas de celulosa de 20 x 114 cms. y 25 x 2 cms., respectivamente,
utilizando como disolvente en ambos casos butanol medio saturado de
agua. Para logial estas separaciones se recogieron 450 fracciones para los
monosacdridos y 310 para los oligosacdridos. Se recuperaron 0,075 grs.
de arabinosa, 0,060 grs. de galactosa, 0,6- grs. de xilosa y 0,027 grs. de
ribosa asi como 0,018 grs. de arabobiosa, 0,012 de galactobiosa y 0.020 grs.
de xilobiosa.

La fraccién 4cida se conéentra hasta consistencia siruposa (aproxima-
damente 1 c.c.). Una gota de la misma, desarrollada en varios disolventes
neutros o dcidos, daba siempre tres manchas, que por su velocidad rela-
tiva (concretamente en el disolvente D tenfan un Ry igual a 0,28; 0,35;
vy 0,68 respectivamente) supusimos se tratarian de dudos aldobiurénicos.

Una parte de la fraccién 4cida (0,5 grs.) se hidroliza con 2 cc. de
SO.H. 2N en tubo cerrado durante 15 horas, después de las cuales sc
leva la disolucién a pH = 34; se agregan unos granulos de resinas in-
tercambiadoras (Amberlitas TR-4B e IR-120), se filtra y cmmatografla En
el mismo disolvente D aparecen sélo cuatro manchas de R, 0,89; I;
0,09 y 1,38 que se corresponden con arabinosa, xilosa, dcido glucurdnico
v dcido 4~O-metil-glucur6nico, respectivamente. En cromatogramas de-
sarrollados paralelamente en s-butanol : piridina : agua (9:2:2) [di-
solvente C], durante 24 horas y revelados con p-anisidina, se detectan por
1o menos dos manchas correspondientes a dos azlcares neutros, arabinosa
y xilosa, quedando los otros dos componentes 4cidos retenidos en el ori-
gen, como era de esperar.

Se desarrollé durante un tiempo mds largo (72 horas) un cromatogra-
ma en el mismo disolvente C, con las muestras duplicadas. Se corta éste
longitudinalmente y se revela sélo una de las mitades para comprobar
que los azlicares neutros han desaparecido por haberse salido fuera del
papel; los dcidos quedan retenidos en la linea de partida. La otra mitad
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s¢ seca suavemente y se cromatografia en acetaty de etilo : 4cido acéti-
co : acido férmico : agua (18 : 3 : 4) observindose al revelar, des-
pués de 48 horas de desarrollo, la apaucmn de sélo dos mianchas, carac-
teristicas de urénicos, y que correspondian a glucurénice y 4-O-metil-
glucurénico.

13 Estudio de los azvicares libres procedentes de las senillas

Los extractos acuo-alcohdlicos de la preparacién de 28 grs. de pecto-
celulosa de tegumentos (380 c.c.) se concentraron a vacio (25 c.c. aproxi-
madamente). Muestras de este concentrado se cromatografiaron en los
disolventes A, C, D, ... apareciendo en, todos ellos, de una manera clara-
mente manifiesta, sacarosa, glucosa, fructosa y trazas de xilosa, asi como
un azicar, de Ry = 0,12 en el disolvente I, que se sospeché se trataria
de kestosa. Por la téenica de Froop, HirsT y JoNES se separaron 0,045 grs.
de este ltimo aziicar, en cuatro operaciones, sometiéndosele a los mismos
ensayos (punte de fusién, examen de su poder reductor, . hidrélisis, etc.)
que en el caso de las pulpas, resultando ser completamente idéntico a la
kestosa aislada de los extractos de pulpas, hasta ¢l punto que no existian
diferencias en el comportamiento cromatogrifico entre ellas, v tampoco
se observaba depresidn alguna eu el punto de fusién de la mezcla de kes-
tosa procedente de ambos origenes; el punto de fusion bien definido es
de 145° C. Paralelamente se hizo un estudio similar con el extracto acuo-
alcohdlico de la preparacién de pectocelulosa de semilla sin tegumentos,
obteniéndose un resultado idéntico, sobre todo en lo que respecta a-la
presencia v ptopmcmn del azicar kestosa, que era el que ocupaba mayor-
mente nuestra atencién. Por ello, en lo sucesivo se usé como materia pri-
ma para la separacién de kestosa, los extractos de semilla sin piel,

Se intentd la separacién cromatogrifica de constituyentes en columna
de celulosa, por arrastre con butanol medio saturado de agua, asi como en
columna de carbdm celita, arrastrando de una manera discontinua, con
ctanol acuoso de creciente grado alcohdlico; se usaron porciones de 80 c.c.
cada una y de grado aleohélico de 0-60 9, de 10 en 10 grados.

En unos dlumos experimentos se adoptéd la téenica de elucién conti-
nua con gradiente, para lo cual, sobre una columna de 6 x 20 contenien-
do 300 grs. de una mezcla de carbén-celita (I : 1), se suministraba lquido
de dos depositos, uno conteniendo agua y otro etanol del 45 %, de modo
que el grado alcohdlico del eluyente, que iba creciendo, al cabo de 33 ho-
yas dploxmmdamente, era de un 30 %, Se separan asi los monosacaridos
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(1,3 grs. en conjunto), del trisacdrido kestosa, que fué el Gltimo azicar en
salir (recupcrzigdose 0,14 grs. de dicho azticar) y que se obtuvo en un
grado de pureZa idéntico al logrado en microescala por la técnica de
Froop, Hirsr y JonEs.
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ITI

LAS GOMAS DE FRUTALES: CARACTERISTICAS FISICAS Y
QUIMICAS E IDENTIFICACION DE ALGUNOS FRAGMENTOS
OBTENIDOS POR HIDROLISIS DE AQUELLAS

Parte TrédrIiCA

En la parte general ya aludimos a las dificultades que entrafia la de-
terminacién de estructuras de las gomas, grupo de substancias que, por
otro lado, aun no estd suficientemente definido. Estas dificultades son co-
munes, en realidad, a los otros grupos de pohuromdos y muy especlal
mente a hemicelulosas y mucilages. Sin duda muchas de estas dificulta-
des son consecuencia de que todavia no se ha hecho una profundlzacmn
de manera extensiva en este campo; con todo, después del desarrollo de
las técnicas cromatogréﬁcas, s¢ ha dado un buen avance, tanto en éste
como en los otros grupos, al permitir aquellas técnicas 1dentificar frag-
mentos en la hidrélisis escalonada de los poliurdnides, puros o impuros,
que posteriormente dan pie para la reorganizacién razonada de la estruc-
tura de donde proceden tales fragmentos. La bibliografia de los dltimos
afios nos muestra que. en general, los estudios de gomas han tenido por
objeto ¢l reinvestigar las estructuras de unas cuantas cldsicas, tragacan-
to (132), esterculia (133), etc. No obstante, las escuelas dé Hirst y Jones
han emprendido también la revisién de otras gomas menos conocidas,
entre las que citamos por el interés inmediato que para nosotros tienen,
las de melocotonero (134), cerezo (135), hmonero (136), ... Estos.trabajos
han conducido a la identificacién de nuevos oligosacdridos, unos neutros

{132) Anmeo, Z, F., Proc, Pharm. Soe. Egypl., Sci. Ed.,, 36, N° 6, 3-20 (1854) [Rel {, A.
50, 4454 (1946)].

(133) Houcw, L. y Josws, J. K. N., J. Chem. Soc., 1159 (1950).

(134) Jomms, J. K. N, J. Chem. Soc. 534 (1950),

(133) Jozes, J. K. N., J. Chem, Soc., 3141 (1949).

(136) Coxnuri, J. J., Huwswortm, R, M., Hrst, E. L. v Joxes, I. K. N., J. Chem. 5ve. 169§
(1950). :
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como la 3-O-B-L-arabopiranosil -L-arabinosa en ¢l melocotén y otros aci-
dos como el 4-{D-glucurondsido)-D-galactosa en la goma de limén,

Realmente, nuestro propésito de estudiar las gomas de los frutales, de
interés regional, surglé como consecuencia de la indole de los trabajos em-
prendidos por el Departamento de Frutos y Conservas del C.S.1.C., al que
pertenecemos.

En efecto, en los planes de trabajo de este Centro se intenta buscar
siempre aplicacién iddnea a los productos y subproductos vegetales, en
especial a los que de alguna manera tienen interés conservero. En este
sentido, teniendo en cuenta que el nfimero de plantaciones de frutales
suministradoras de la materia Prima para la industria conservera, crece
a gran ritmo, podria pensarse que, junto al fin primordial del Centro de
conocer y aplicar los productos principales, tiene también importancia
el estudio de otros productos secundarios. Este es el caso de algunas go-
mas de frutales de hueso que por su abundancia merecen, a nuestro eri-
terio, atencién industrial aparte de la meramente clentifica. El punm—
pal ejemplo en nuestro caso, es el de la goma de albaricoquero, pues aun-
que las excrecencias gomosas constituyen una anormalidad fisiclégica no
deseable, el hecho de que éstas se presenten con tanta frecuencia v dado
el auge que esta '1dqmuendo el cultivo de este frutal, aun considerando
s6lo la regién murciana, DOdl fa.ser de importancia su eventual aprove-
chzmiento.

S6lo hemos encontrado en la bibliografia, una breve e indirecta refe-
rencia a un trabajo analitico hecho con goma de albaricoquero del Asia
Central, a la que califican de «gummi armeniaca». Consideramos que
un estudio profundo de la goma de albaricoquero «bilidas y de otras
variedades, es fundamental pari pensar en sus aplicaciones en Espaia.
Tenendo en cuenta que en la practica arboricultora de la regidn mur-
clana, son muchas las variedades de albaricoquero que se destinan a la
produccién de frutos para la conserva, se nos ofrecia la posibilidad de
estudiar las gomas pmduadas por las diversas variedades, sobre todo por
las que difieren ya en el m]erto ya en el ponam]elto 0 ya en ambcs,
con el objeto de comprobar si realmente tenia influencia en la naturale-
za de las gomas tal hecho. Si asi fuera, podria ayudar ala inter pretacién
de la formacién bxoqun‘mca de las exudaclones gomosas, aparte de que
la cuestién pudiese tener un interés prictico mmediato, bien por la cal-
dad técnica de las gomas producidas por unas u otras varicdades, o bien
desde un punto de vista analitico, si pudiera demostrarse que Ja cspeuﬁ
dad era tan grande, que el mérodo nos permitiera identificar las varieda-
des por un simple andlisis de sus gomas. De hecho parece ser que cada
especie arbérea produce una goma distinta de la otra, as{ por ejemplo
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Jones (loc. cit. 136) observa homogencidad entre las producidas por me-
locotoneros criados en Italia y otros desarrollados en Inglaterra, en tan-
to existe una clara diferencia con las gomas de ciruelo o ardbiga, mucho
mas comphcadas y a su vez diferentes entre si. HirsT y ]ONES (137) su-
gieren pleﬂsamente cl interés que tendrfa un estudio de este tipo, pues-
to que, en principio, es previsible una influencia del histonal del arbol
{sobre todo por lo que a injertos se refiere) en las caracterfsticas de las
gomas. Sin embargo, estos antores no pudieron realizar tal idea, por lo
que hemos pretendido nosotees colaborar al esclarecimiento de este pun-
to, tomando como materla prima la goma de albaricoquero de diferen-
tes variedades, en nuestro caso todas cultivadas en la misma zona.

Menos interés econdmico previsible ofrece la goma de melocotonero,
puesto que su proporcidén en los respectivos frutales es mds pequefia; se
presenta en nédulos de poco tamaito en tanto la de albaricoquero lo
hace en otros més voluminosos. No obstante creemos que un estudio de
esta goma ofrece también un gran interés ya que, por un lado, nos per-
mite compararla con las otras gomas que, igualmente, son objeto de
nuestra atencién y por otro, con las investigaciones de Jones (loc. cit.
134} realizadas también sobre goma de melocotdén, aunque, en su caso,
se hizo especialmente sobre las de procedencia italiana.

Para mayor eficacia extendimos nuestros  estudios comparativos
a otras gomas de frutales que pertenecen a especies del mismo género
que albaricoquero y melocotonero; éstas fueron ciruelo japonés v almen-
dro, ambos del género Prunus. Ademas, como mas distintas, en princi-
pio, al menos por proceder de especies de otros géneros, se estudian la
ardbiga (del género Acacia), la de limonero (Citrus lemon) y, en algunos
aspectos, rambién la goma tragacanto (Astragalus sp.).

Sobre la goma de limoenero existen ya en la bibliogratia varios traba-
jos (138), (139), (140), pero entre si se observan diferencias de resultados
v st a ello se agrega el que ninguno fué hecho con gomas procedentes de
drboles cspdnoles, queda justificado el que también hayamos revisado la
composicion de tal goma con ¢l fin de aportar algin nuevo dato al cono-
ctmiento general de este campo de trabajo. :

Nuestros estudios han abarcado aspectos muy diferentes, desde los
de interés solo téenico hasta los de exclusivo interés clentifico. Por ello,

(136 bis) Usasskn, Z0 N, On'Saaxskr, M. Ly Fimessax, M. L., Farmakol i Toksikol, 9,

b (1946} [el. C. A., 41, 3584 (1047)],

{1837) Thmsv, E. L.y Joxus, J. K. M., The Analysis of Planl Gums and Mucilages [Pason, K.
y Teacry, M. V., Modern Methods of Pleni Analysis, vol. 11, Springer-Verlag, Berlin-Gollingen-
Heidelberg, pig. 280 (1953}].

(138) Pawisy, F., Ann, chim. applicata, 25, 230 {1935).

(139)  Awversos, F., Russmun, V. H. y Siere, L. W, J. fiiol. Chem., 113, 683 (1936).

(140) Comnao, A., Indusiria Conserve, 32, 204 (1957).

w
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en las diversas gomas se han determinado por un lado caracteristicas ta-
les como densidad, solubilidad, viscosidad de disoluciones..., sutninis-
trando datos practicos, a la vez que, por otro lado, se determinaron com-
ponentes globales, como humedad, lignina, cenizas, azicares totales,
protefnas..., cuyos resultados interesan mas desde otros puntos de vista,
Por dltmo se han hecho determinaciones de constituyentes y de grupos
funcionales especificos rales como la valoracién de metoxilo, la de catio-
nes en cenizas o la concreta determinacidn de los azicares individuales
que constituyen el polisacdrido fundamental de cada una de las gomas,
aportando as{ algunos datos para dilucidar la estructura de cada uno de
estos puhqamudos Debe destacarse igualmente el estudio estr uctural
comparativo que sc ha intentado, desde un punto de vista fisico, por me-
dio de la medicidn de espaciados, a partir de los datos de los correspon-
dientes rontgenogramas.

Indicadas, a grandes rasgos, cudles han sido las facetas estudiadas,
quizd convenga comentar con mds detalle las diferentes técnicas utiliza-
das y deducciones conseguidas, sin menoscabo que los datos concretos se
reserven para la parte experimental de este capitulo.

Desde el momento de LCCOngCl de las diversas muestras de gomas
utilizadas se aprecia una consistencia variable, ya scan éstas diferentes
o aun tratandose de gomas del niusmo drbol. Esta consistencia cra debi-
da principalmente al grado de hidratacién, el que a su vez dependia sin
duda del grado de actividad de los tejidos inmediatos a la goma del ve-
getal en que se halla localizada la gomosis. No nos referimos aqui a las
diferencias de consistencia motivadas por la inclusién de particulas ex-
trafias a la gonta proplamente dicha, como puedan ser algunas esquirlas
lefiosas o el propio polville del ambiente que quedd ocluido por la secre-
cién antes de su semisolidificacién; sobre rodo en lo que respecta a las
porciones lefiusas y a las de particulas de suelo groseras, se separaron en
todos los casos de una manera mecdnica, por lo que en general no entor-
pecian los experimentos fundamentales.

Tanto para confirmar que la consistencia estaba bastante ligada a la
hidratacién, como para disponer del dato de humedad que necesitaria-
mos en la mayoria de los experimentos posteriores (densidad verdadera,
viscosidad, caracteristicas quimicas diversas, etc., ctc.) para el cilculo de
porcentajes reales, se procedié a determinar el agua contenida en cada
una de las gomas, determindndose la pérdida de peso a 100-105° C, resul-
tando valores distintos para cada una y coincidiendo, en general, las de
consistencia mds blanda, con las mds ricas en agua, pero sin que exista
proporcionalidad al tratarse de gomas distintas.

Los datos que se recogen en la parte experimental se refieren a las
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determinaciones hechas al iniciar los experimentos, no recogiéndose en
-cambio las posteriores determinaciones que tuvieron que hacerse antes
de la valoracién de cada componente, dado que, después de la recogida,
proseguia la desecacidn.

A continuacién comentaremos nuestros expeumentos sobre solubili-
dades. Dada la gran diversidad de comportamiento, ya a primera vista,
de las distintas gomas objeto de nuestro estudio al ponerlas en contacto
con ¢l agua, consideramos que’ era conveniente el compararlas bajo una
observacidn objetiva. Para clo se adoptd como criterio el preparar mues-
tras de aproximadamen'tc ¢l mismo peso, en contacto con una proporcién
ceterminada de agua, agitando todos y cada uno de los conjuntos duran-
te dos minutos, a intervalos de dos horas, siguiendo la solubilidad duran-
te 12 horas, también de dos en dos horas, y controlando de nuevo
a las 24 v 48 horas de iniciado ¢l contacto. El control de solubilidad se
hizo de una manera convencional por medidas refractométricas, realiza-
das, en cada caso, inmediatamente después de la Gluma agitacién. Para-
lelamente a estos ensayos de control refractométrico se hicieron otros en
que el ‘control de sélidos disucitos se hacia por pesada tras evaporacion
de una parte alfevota. Con los resultados obtenidos refractométricamen-
re que se tabulan en ¢l apéndice cxperimental, se han confeccionado los
graficos Ty I, en los que, en realidad, se refleja tanto la velocidad de so-
lubilizacién como la relacién que existe entre los valores absolutos de
porcién disuelta de cada una de las clascs de estas gomas. Se observa que
la mis [dcilmente soluble cs la ardbiga, que desde los primeros momen-
tos muestra un elevado indice de refraceién, en tanto que la de solubili-
zacién mis lenta es la del almendro, cuya curva muestra una pendiente
practicamente nula, Las graficas [I[ y IV son equivalentes a las anterio-
res, pero se han confeccionado representando en ordenadas las lecturas
del refractdmetro en porcentaje de solubles (escala que, en realidad, estd
destinada a disoluciones de sacarosa).

Por otro lado, se ensayé también como criterio posible la determina-
cién por pesado del residuo que dejaban porciones idénticas de disolu-
cidén al cabo de ftempos crecientes; como un ejemplo, se acompafia ia
grafica V obtenida para ¢l caso de la goma de albaricoquero bilida, pa-
trén ciruelo.

En dicha grifica se confirma, en lineas generales, la curva obtenida
por lectura refractométrica, aun cuando los valores couespondlentes
a tlempos iguales, obtenidos por pesada, sean superiores a los del otro
procedmento.
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Los experimentos de solubilidad nos permitieron ademds el observar
la forma en que ésta tenfa lugar, va que ello ¢s una caracterfstica bastan-
te especifica de cada goma, hasta el punto que, en las referencias anali-
ticas de algunas de las mds cldsicas, se destaca este comportamiento. En
el apéndice experimental, en forma de tabla, se recogen los resultados.

Otra caracteristica que se determiné en las gomas, fué la densidad de
diversas disoluciones. Se siguié la técnica picnométrica de SPRENGEL y
las varlaciones observadas de una a otra goma para disoluciones de la
misma concentracién son relativamente pequeiias, ya que, incluso a con-
centraciones distintas los valores experimentales extremos, sélo oscilan
entre 1,0037, que corresponde a la del almendro y 1,0070 que correspon-
de a la ardbiga. El dato de densidad era necesario para el cilculo de vis-
cosidades especificas.

Los coeficientes de viscosidad se determinaron por medio de un vis-
cosimetro de Oswatp, modelo en U, tomando como liquido de compa-
racién agua destilada. Las determinaciones se hicieron a 28°C, que era
la temperatura ambiente en el laboratorio durante los expertmentos, con-
sistiendo en la medida del tnempo requerido para que el nivel del liqui-
do problema o del agua, pase por dos enrases del capilar del viscosime-
tro. La viscosidad relativa se determiné por la expresién
.

D

" t
- = X —

n t

que se deduce de la ley general de PorseviLLe. De los valores de viscosi-
dad relativa () se dedujeron las de viscosidad especifica (nggp = Mp —1
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v se quiso comprobar si se cumplia o no la sencilla ley de EmxsTEv (141)
cuya expresidn matemética cs

=1 K. 9

: c
en la que K es una constante y % (el volumen de la fase dispersa) = -

stendo ¢ = concentracién en grs./1. v d = densidad del soluto. Se com:
probd facilmente que la citada ley, que corresponde realmente a los esfe-
rocoloides, no tenia aqui aplicztcic’m_. pues de nuestros datos de viscosidad,
s¢ dedujeron valores para K (K =1ggp. -—(:j muy superiores. En efecto,
aun el valor mas pequefio de K obtenido por nosotros (K = 0,0704 para
la goma de limonero) es superior zl que se admite para los esferocoloides,
que es un valor constante (0,0025), independiente segin EimnstEIN del ta-
mafio de las particulas. Tampcceo se encuentran dentro de los casos ob-
servados por STAUDINGER con el glucogeno v derivados esferocoloides,
para los cuales, si bien K se mantiene practicamente constante, toma en
cambio valores bastante mds elevados que el 0,0025 de FinstEIN, depen-
diendo ¢éste, muchas veces, incluso del disolvente; precisamente Stau-
DINGER cxplica estas anomalias por la existencla de fendmenos de solva-
tacion.

" Nuestro caso s¢ encuentra mas relacionado con lo que sucede con Jos
coloides lineales en los que no se cumple la relacidn de Finste, sino
que, por el contrario, la yegp va muy alta para concentraciones peque-
nas, depende extraordinariamente del gmdo de polimerizacién o magni-
tud de Ja molécula dispersa (142). StaubINGER ha estudiado una amplia
serie de substancias de tipo polimérico, deduciendo que en una primera
aproximacién, se cumple la relacidn sencilla «

Tesp. ¢  p
B -_— m

expresién en la que Ky es una constante, ¢ es la concentracién en gra-
mos/1 v P representa el grado de polimerizacién o nimero de cstabones
contenidos en la molécula. SraunineeEr llama a la expresién  mesp /¢, _m'l—
mero o fndice de viscosidad, la cual puede corregirse multipliczindo]a por
el peso especifico de la substancia disuelta. Owa expresién p'ue(:lda €s
Tesp./4, siendo a la concentracién en grs. por 100 grs. de disolucién;

(141)  Ewsvuws, A, Adnn. der Physik., 19, 280 (1806} y &4, 5391 (1911).
. (142) Sousn, A, Anales de lo Universidad de Marcia, pig. 49 (1945).
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a esta relacién, para ¢ — O, le Haman KraEmer y Lamsme (143) visco-
sidad propia v y su valor absoluto es 10 D veces superior al indice de
viscosidad de STAUDINGER.

A partir de los datos de viscosidad eqp‘eciﬁcu para las diversag gomas,
hemos calculado el indice de viscosidad K, P para cada una de ellas, lo
que nos permite establecer la relacidn existente entre sus grados de poli-
merizacién, Aplicando para Ky, el valor 12 x 107 que STAUDINGER y
Remvecke (144) utilizaron para derivados de la celulosa y que CHanpa,
Hirst y Percivar (1453) usaron para la determinacién de pesos molecu-
lares en el caso de la xilana de pera, hemos obtenido en una primera
aproximacion, el grado de polimerizacién para las diversas gomas, ya
que los eslabones de pentosas, hexosas y urénicos que en los mismos in-
tervienen, aportardn incrementos de viscosidad parecidos a los de los
casos referidos.

Por otro lddo teniendo cn cuenta que dlgund% gomas muy COHOCldaS,
COmMo son por qemp o la tragacanto y '11'1b1ga se diferencian entre si en
el comportamiento frente a ciertos reactivos de preapitacién, se observé
sl en las experiencias realizadas por nosotros podria apreciar%e igual-
mente algund diferencia de comportamiento que aftadiera asi alguna
caracteristica con fines analiticos. Sin embargo, al probar las reacciones
de precipitacién con los distintos reactivos, que se especifican en el apén-
dice experimental, se comportaban todas de manera prdcticamente idén-
tica, lo que estd de acuerdo con las grandes analogfas constitucionales
que hemos encontrado entre ellas.

Posteriormente sc hicieron algunas determinaciones. cldsicas en el
analisis de cualquicr material vegetal, asl por cjemplo, se determind en
primer lugar ¢l residuo mineral obtenido por calcinacién (cenizas), sobre
el cual se determind ademas la proporcion de calcio vy magnesio, por in-
tervenir estos cationes muy frecuentemente como constituyentes de las
gomas, hasta el punto de que algunas de éstas pueden considerarse como
sales de dcidos pohbacucos de alto peso molecular. Estas determinaciones
ofrec1an ademads otro mterés, como era el comparar el contenido en estos

cationes de las gomas arabiga v de albaricoquero, ya que dada la gran
viscosidad de las disoluciones diluidas de esta tltima, y en vista de no
ser previsibles componentes nocives, cabe su utilizacién como expansio-
nante de plasma en sustitucién de la ardbiga, sobre todo una vez que se
comprobé el inferior contenido en cationes mostrado por la goma de al-
baricoquero.

T (143) Keamwen y Fausi, J. Phys. Chem., 39, 153 (1935).

(144) Sraupcen y Rumxecke, Annglen, 535, 47 {1938). .
{145y QCuaxpa, 8, K., Hirsr, E. L. vy Pencwvar, B, G, V., J. Chem. Soc., 1240 (1051). .
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El contenido en pentosanas asi como en azicares totales por hidrdli-
sis se determind asi mismo, ya que uno y otro dato son interesantes para
ayudar a conocer la estructura de las diversas gomas. La determinacién
de pentosanas se realizd por el procedimiento general de valoracién del
furfuraldehido desprendido por la accién del CIH. Se realizé, como ya
se ha descrito repetidamente en los casos anteriores, por el método de
Kurcren y Typen. Los azicares totales se determinaron por hidrolisis
completa de cada gomia por el método de MoniER-WILLIANS, aunque
otras determinaciones se hicieron sobre las aguas de lavado de la deter-
minacién de lignina realizada por el método de Rirrer, que aunque 1n-
directamente es en esencia andlogo a aquél. Todos estos métodos fueron
descritos al tratar de las pulpas.

Teniendo en cuenta que las gomas, aun cuando en principio sean hi-
dratos de carbono, suponen en realidad un agregado biolégico con todas
sus consecuencias, es natural que en las mismas exista una cierta pro-
porcién de nitrégeno, ya sea integrando proteinas propiamente dichas,
o bien dcidos nucléicos; una parte de nitrégeno pertenecerd a algunas
de las enzimas cuya presencia en las gomas se ha demostrado, especial-
mente a las peroxidasas. La determinacién de nitrégeno se hizo por el
métado de KjeLpawL, cstando comprendidos los valores obtenidos entre
el 2 v el 39 dec protefnas (N x 6,25), aprommadamente

Una determinacién que hemos llevado a cabo p01 la 1mportancia bio-
quimica que pudiera presentar, ¢s la de dcido pirdvico, ya que, recien-
temente, Susumu Hirase (146) ha encontrado su presencia en el agar-
agar. e incluso ha podido aislar un disacarido que lleva firmemente uni-
da una molécula de pirtvico y determinar la cstructura del citado polisa-
~érido. HirasE pensé si el pirdvico podria aparecer en otros polisacdri-
dos y examiné con este fin dos mucflagos de algas, goma ardbiga, pecti-
na de manzana, una manzana y almidén, obteniendo en todas sus prue-
bas resultados negativos. Nosotros hemos considerado interesante anali-
zar este componente en todas nuestras gomas, aunque, en principio no
serfa raro encontrar pirtvico combinado, puesto que no hay duda de que
su presencia en estado libre es normal en muchos tejidos. Para la iden-
tificacién del acido plruvmo en lag diversas gomas objeto de nuestro es-
tudio se siguié la misma técnica de los autores citados, con objeto de
que los resultados fuesen mds comparativos, haciendo en todos los casos
ensayos paralelos con gomas a las que se les habia agregado previamen-
te pirdvico. En estos dltimos pudimos comprobar que el método de iden-
tificacién era suficientemente eficaz, siendo negativos los resultados para
cada una de las gomas ensayadas. Cabe deducir de ellos que el pirtvico

©(146)  Hinase, 5, Bull. Chem. Suve, Japan, 34, 68 (1957).
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encontrado por Hirask en el agar, y confirmado por nosotros, se presen-
ta-en el citado mucflago como componente bastante especifico hasta tan-
to no pueda demostrarse su presencia en cualquier otro polisacdrido.

Las dererminaciones aqui descritas se hicieron sobre gomas que s6lo
habian sido purificadas mecdnicamente. Sin embargo, se hicieron otras
cuantas determinacicnes de Interés, para las que se requirié el utilizar
gomas con un cierto grado de purificacién fisica y quimica. Estas deter-
minaciones fueron: indice de metoxilo, contenido en CO, (por urénicos)
y espectrorontgenogramas.

' La purificacién consistié en lineas generales en disolver la goma en
agua, precipitando a continuacién con alcohol, repinendo cste proceso
alternativo rantas veces como cada caso requirid, hasta obtener un polvo
blanco de fdcil solubilidad y caracteristicas constantes.

Para la determinacién de indice de metoxilo se utilizaren muestras
punficadas y desecadas hasta peso constante en la pistola de ABDEEHAL-
DEN; se signid el mérodo de Viescox ‘[modiﬁcacién de A. SoLer y A. Ca-
rrasco (loc. cit. 91)], oscilando los resultados obtemdos entre 1,06 para
la goma arabiga y 3,89 para la goma de limén.

También sobre gomas purificadas se determiné el contenido urénico
recogiendo, en Ba(OH)., el CO. desprendido por la accién de CIH, es
decir, el mismo método que ya aegulmos en ¢l caso de las pulpas y se-
millas.

Sin pretender resultados absolutos, se realizé un estudio por Rayos X
de las distintas gomas purificadas, adoptando el método del polvo cris-
talino de DepyE, ScuErrER vy HuLL (loc. cit. 2) en el que. como se sabe,
la muestra ha de reducirse a polvo, en forma tal que al pasar los ravos
a su través existird siempre algdn cristal microscépico {(en el caso de que
la estructura sea cristalina), correctamnente dispuesto para que la reflexién
pueda tener lugar. En realidad de cada plano cristalino no se obtiene un
solo rayo reflejado, sino un cono de rayos de 4ngulo semivertical 2 ¢
cuyo vértice viene determinado por todas las posibles orientaciones del
c11s[a] Al cortar, por un plano (placa forogrifica), perpendicular al eje
de los conos cor respondientes a diversos planos cnistalinos, se obtendrd
una serie de circulos concéntricos cuyas diferencias de radio permitirdn
la determinacién de los espaciados reales. También pueden obtencrse los
diagramas cortando dicha serie de conos por una placa fotogrifica situa-
da ecuatorialmente a dicho eje central, en cuyo caso, los circulos estardn
sustituidos por lineas o arcos paralelos que nos permmtirdn medir, 1gual-
mente, el espaciado entre planos cristalinos. La relacién matemdtica que
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liga estos espaciados con la longitud de onda es, como se sabe, la senci-
Hla relacidn de Bracc .

. o= 2d . sen 4

Es muy frecuente, salvo en los casos de cristales complicades de muy
baja simetria, el que los rontgenogramas sean caracteristicos para cada
estructura cristalina particular, por lo que el método de Rayos X puede
ser suficiente para una identificacién 1nequivoca. En este sentido, la
«American Society for Testing Materials» (A.5.T.M.), ha llegado a pu-
blicar unas tablas en las que quedan recogidas los'rontgenogramas obte-
nidos, segfm la técnica del polvo cristalino, de muchos miles de com-
puestos morgamcos y, en proporcidén, sélo de un cierto nimero de com-
puestos orgdnicos, que sirven de standard para la comprobacién de ma-
teriales. Pensando en la posible utiidad de los Rayos X para nuestro
caso, se hicicron los rontgenogramas correspondientes, utilizando para el
empastado de las muestras, grasa de vaclo, observindose que, en general,
todas ellas son substancias amorfas puesto que los diagramas obtenidos
en cada caso son andlogos al diagrama fondo de la grasa. Sin embargo,
en las gomas correspondientes a moniqui myrabolan y real fino myrobo-
lan, parece que hay algo de materia cristalina, existiendo también indi-
cios en las gomas ‘brilidas myrabolan y cruelo japonés. Los diagramas
de estcs cuatro cuerpos son semL]dntes siendo 4,06 y 3,64 los espac1ados
de las rayas, el primer dato de los cuales corresponde a la raya fondo ca-
racteristica de la grasa de empaste. Un mayor grado de cristalinidad
muestra la goma de almendre, ya que, ademds de la linea de la grasa de
vacio, ofrece en los cromatogramas otras rayas cuyos espaciadds son 2,72
y 2,44, En la parte experimental se recogen las tablas de valores asi como
reproducciones fotogréﬁcas de los cliagramas (*} correspondientes a las
diversas gomas, asi como el de grasa de vacfo y un diagrama correspon-
diente a celulosa de esparto (**) con fines comparauvos

Una vez que hemos dado cuenta de esta serie de experimentos que
han tenido por fin el proveernos, en lo posible, de métodos de caracteri-
zacloén, a la vez que sirvieran para deducir bastantes analogias de com-
portamicnto en los diversos aspectos fisicos, describimos seguidamente,
de una manera también breve, los experimentos de hidrélisis toral y es-
calonada ¥ de identificacién.

En primer lugar, para calificar la naturaleza dcida o no de las distin-
tas gomas, s¢ hizo la determinacién de pH de cada una de ellas, usando

(*) Oblenidos por el Inslitulo Alonse de Sanla Cruz, del CS1.C., a quien agradecemos
esta rooperacidn.
(**y Esle dllimmo cedido por corlesin de M. Pauna, de nuecsfro Deparlamenio.
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muestras iguales en peso,. disueltas en porciones de agua también igua-
les. El pH variaba entre 4,66 y 6,2 apareciendo como mds dcida la goma
arabiga v como menos la de melocotonero. Dado el caricter dcido, aun
cuando no muy pronunciado, se intentd observar si tenia lugar o no auto-
hidrélisis, de las gomas al estar en disolucién acuosa a la temperatura
ambicnte; para ello se tomaron muestras de 2 en 2 horas, al principio, y
de 12 en 12 horas después, cromatografidandolas en papel. No encontra-
mos evidencia de que la autohidedlisis tuvicse lugar en estas condiciones
pese a que s¢ admite que, en general, las gomas acidas se autohidrolizan
ficilmente.

Intentamos entonces una autohidrdlisis en condiclones mds forzadas,
para lo cual, porciones de cada una de las gomas en agua, cn la relacién
1 : 10, aproximadamente, se calentaron a2 b.m. durante 3 dias, sigulen-
do, como en ¢l caso anterior, la marcha de la hidrélisis por cromatogra-
fia cn papel. En estas condiciones pudo apreciarse que, en todas las go-

"mas ensayadas, aparecia arabinosa relativamente pronto; aproximada-
mente a las 40 horas se distingufan arabinosa y xilosa {salve en la de li-
monero y ardbiga), mas varios oligosacdridos; diez horas mds tarde apa-
recfa también galactosa. Al cabo de 3 dias de calentamiento a b.m. no
se apreclaban variaciones en los correspondientes cromatogramas. Se re-
pitid entonces el experimento para comparar ¢l poder reductor de dos
disoluciones de goma de albaricoquero hiilida que se tomardn como
e]emplo una fué sometida durante 48 horas al proceso de autohidrdli-
sis y otra durante 72 horas. La determinacién del poder reductor, segin
Benepict, nos demostré que el contenido en reductores era idéntico en
ambos casos, por lo cual puede asegurarse que, al cabo de las 48 horas,
la autohidrdlisis en .estas condiciones habia alcanzade su maximo, afec-
tando aproximadamente a la mitad del total de la goma. En la fig. VI
se representan graficamente los resultados obtenidos.

Posteriormente se intentd la hidrélisis también suave pero en un me-
dio dcido mineral, para seguir la marcha, también por cromatografia,
a lo largo de tres semanas. Aunque los resultados mds concretos se da-
rdn en la parte expcrlmental puede aqui indicarse que, la hidrélisis, se
hizo con CIH IN 2 temperatura ambiente ¥ que, aparte de identificar en
papel los azicares resultantes, se hizo también en todos los casos un
fraccionamiento en columna de celulosa. Como resultados generales debe
fijarse la aparicién de Lrarabinosa en todas ellas al poco tiempo de ini-
ciada la hidrélisis, en tanto los restantes mono y oligosacaridos requie-
ren mayor tiempo para liberarse, lo cual estd de acuerdo con la interven-
cidn de la arabinosa con anillo furdnico, lo que determina siempre una
mavor vulnerabilidad. Realmente se repite lo sucedido en la autohidré-
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lisis. sélo que a una velocidad mucho mayor. La hidrélisis en estas condi-
ciones no afectd -a todo el material, pues, como posteriormente se vié al
comparar los resultados obtenidos por hidrélisis mds forzada, la propor-
cidn absoluta de azicares, era bastante superior en’ este ultimo caso. Los
crematogramas obtenidos con las distintas gomas en la hidrélisis en frio,

>

0 v . v —— e ———

iz &4 36 48 72
Tiempe en horas

Fig. VI. Autohidrdlisie de gomas de frutales

tenian de comin, como se ha indicado, la precoz presencia de arabine-

, pero en los que respecta a otros azicares aunque a la larga llegaban
a ser los mismos, se manifestaba una diferencia de complejidad en los
ctomatogramas a causa de los oligosacaridos intermedios.

Después de tres semanas de hidrélisis a temperatura ambiente y
puesto que no se observaban ya cambios en los cromatogramas, se pro-
cedid a 1denuficar en lo posible los componentes de cada uno de los hi-
drolizados de las distintas gomas, asi como a fraccionarlos, previa neu-
tralizacién parcial, como en otros casos hasta pH = 34 desionizacién
con resinas, concentracion a vacio, ete., lo que permitia un primer frae-
cionamiento en fraccién neutra y acida. La fraccién acida queda reteni-
da en una de las columnas (Amberlita IR-4B), v se aparta. La fraccién
neutra se pasa por una columna de celulosa, usando como eluyente
n-butanol medio saturado de agua, recoglendo las fracciones con colector
automdtico y tomando las demds pzecaucmnes que hemos recomendado
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para el caso de las pulpas y de las semillas. Las fracciones se controlan
por cromatografia en papel, tomando muestras de los tubos del colector
para localizar componentes Se separaron sucesivamente en los primeros
150 tubos, los azlcares ramnosa, xilosa y arabinosa y en los tubos poste-
riores (se recogleron mas de 500 fracciones) se separaron galactosa y va-
rios oligosacaridos.

Sobre otra porcién de la fraccién neutra se hizo una separacién pre-
via de mono y oligosacdridos por utilizacién de una columna de carbén-
celita y elucién posterior con mezclas agua-alcohol de riqueza creciente
en el segundo componente, observindose concordancia de resultados
cuando las porciones de mono y oligosaciridos se refraccionaban por se-
parado sobre columna de celulosa.

Los azilcares 4cidos se fraccionaron, en cambio, mediante la técnica
de Froop y otros, pudxendo aislarse un urénico sencillo (glucurénico),
un aldoquromco un triurénico y otros de mayor grado de pohmerl-
zacién.

Los monosacdridos separados de una y otra forma no mostraban diﬁ-
cultad alguna de caracterizacion, sin embargo, aun se prepararon las fe-
nilosazonas corre%pendientes confirmidndose la familia estcreoquimica
a la que pertcnccm cada unz, por medida de su poder rotatorio. Resul-
taron scr inequivocamente: L-ramnosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galac-
tosa y D-glucurdnico; los aziicares producidos en la hidrélisis suave eran
comunes ¢ idénticos a.todas las gomas de prunidceas. En cambio, en la
de limonero no aparece xilosa ni TAMpoco encontramos ribosa que al pa-
recer detectaron Corrao y ctros (loc. cit,, 140), en la goma de limoneros
italianos; tampoco aparece xilosa en la goma ardbiga, pero si L-ramnosa,
aziicar que otros autores (loc. cit. 62) encuentran en clertas  muestras de
esta goma. En la goma tragacanto encontramos ademds de D-galactosa,
L-arabinosa y D-xilosa, el dcido D-galacturénico y L-fucesa.

Por lo que respecta a los oligosacéridos sélo nos detuvimos en la iden-
tificacién de los disacdridos mds abundantes de cada una de las gomas.
Existian, sin embar g0, fragmentos de mayor peso molecular que, en esta
primera investigacién, no pudunos aislar en estado de pureza y en can-
ridad suficiente para permitirnos ¢l estudio estrucrural correspondiente.
Se comprobé que, por lo menos dos de los disacdridos neutros aislados de
la columna de celulosa y un disacirido dcido (separado por la téenica de
Froop), éran comunes a todas las muestras hidrolizadas. Los neutros re-
sultaron ser xilo-arabinosa y arabobiosa, ¢l primero especialmente notes
rio en la goma de melocotonero, conclusion a la que pudo llegarse aten-
diendo a sus Ry, a los productos de hidrélisis de éstos y a la naturaleza
de las correspondientes osazonas. El oligosacirido 4dcido, también comun
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a todas las gomas, se caracterizd, después de una serie de experimentos
como el 4-(4-O menlglucurondsido) L-arabinosa, cuya presencia resulta-
ba claramente mds manifiesta en el caso de la goma de limonero. Sin
menoscabo de que mis adelante demos una explicacién més amplia de
la mdarcha seguida para identificar los diferentes fragmentos, daremas
cuenta que, todavia, se sometieron las gomas a hidrélisis mas forzadas.
Por un lado, se hidrolizaron en las condiciones que hemos adoptado y
descrito repetidamente para hemicelulosa, es decir, a la accidn de
SO.H. IN en caliente (bafio marfa), durante un tiempo que oscilé entre
I v 8 horas, para varias muestras de cada goma, con el fin de comprobar
la marcha de hidrélisis. Encontramas que, en estas condiciones, al cabo
de 1 hora, aparece una sola mancha debida, de manera inequivoca,
a L-arabinosa, lo que sigue estando de acuerdo con el supuesto de que
ésta se encontrard en forma furanosa; a las dos horas ya son dos las man-
chas bien tipicas que aparecen en los cromatogramas, una debida
a L-arabinosa y otra a L-ramnosa. A las cuatro horas apalecen una serie
de manchas correspondientes a los dos azicares citados mds galactosa,
xilosa y dcido glucurdnico asi como toda una seric de oligosdcdridos. Se
observa que al prolongar el tiempo hasta las ocho horas, crece la propor-
cién relativa de monosacdridos pero sin variar el nimero de manchas de-
bidas a éstos, manteniéndose también el nimero de oligosacaridos. Dis-
minuye la concentracién de oligosacdnidos neutros, mas no asi la de los
fragmentos dcidos que, aproximadamente, dan manchas de la misma in-
tensidad aun cuando se prolongue la hidrdlisis, lo que estd de acuerdo
con su probable naturaleza de aldobiurénicos, desde que se sabe que los
disacdridos idcidos son bastante estables, como tuvimos ocasién de de-
mostrar ¢n los casos anteriormente descritos para pulpas y semillas.

En la fig. VI se ba representado de una manera convencional esta
marcha de hidrélisis, indicdndose en ordenadas el nimero de manchas
de aziicarcs que aparccen en los cromatogramas, en tanto en abscisas se
da el tiempo en horas desde que se inicia la hidrélisis.

Con el in de forzar mds las condiciones de hidrdlisis, se sometieron
las varias gomas, a la accién de SOH. 2N, a b.m. y reflujo, como en el
caso anterior, siguiendo también cromatograficamente la marcha de hi-
drélisis. Se observa que al cabo de 1 hora aparecia un cromatograma
idéntico al obtenido en cuatro horas de ataque con SO.H. IN. Los poli-
meros segufan mostrando resistencia a la hidrélisis, siendo ésta mds ma-
nifiesta en los oligosacdridos dcidos, como sucedia con el SO.H, miés di-
luido. En la figura VII se¢ ha 1epresentad0 el proceso con el mismo crite-
110 que en el caso anterior, y como quiera que el nitmero de manchas no
desaparece al prolongar la hidrélisis hasta un periodo de 8 horas, se pue-
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de considerar que una gréfica paralela al eje de abscisas es la representa-
c16n grafica correcta con el criteric convencional adoptado.

Todavia se sometieron las gomas a un nuevo proceso de hidrélisis,
mis enérgico. Consistié en hacerlo con $O,H; 1N pero en tubo cerrado.
En este caso los cromatogramas obtenidos, después de llevar la disolu-
cién hasta pH = 3,4 y desionizar con resinas intercambiadoras (*) eran
mas sencillos va que, en realidad, sélo aparecian monosacaridos: L-ram-
nosa, D-xilosa’ {salvo en la goma de limonero y arablga) L-arabinosa,
D-galactosa, D-glucurénico y 4-O-metil-glucurénico; si acaso todavia
pucde detectarse una buena parte del oligosacdnido dado.

Para la aprecla(:lon semicuantitativa de las cantidades relativas de
los distintos aztcares sencillos, asi como de oligosacaridos, se compara-
ron siempre las muestras con otras tipos que se usaron como testlgo en
varias proporciones (por utihzacién de volimenes miltplos entre si de
una disolucién patrén, agregados al papel mediante una micropipeta),
Los.datos obtenidos, que para alglin caso particular (albaricoquero bili-
da) se confirmaron mediante la técnica de Froop, Hirst y JonEs, nos
han permitido establecer la Tabla IV en el que se recogen las proporcm-
nes relativas de los dlversos azucares en cada una de las gomas.

‘ TABLA IV
Proporcién relativa de cada uno de los constituyentes de algunas
gomas vegetales, en moles

Goma b D.gher g cotoctnsn  L-drabinosn  Dxilosa l-Remnosa  -fuzose Oligo-
ronico seedridos

A 1,5 3 5 2 1 - 2,5

B 2 4 b} — 1 — 3

G 1,5 3 4 0,5 1 — 2

N 1 5 6 S 2.5 1 — T2

J 1 3 H) 1,h 1 — 2

F 1,5 3 4 1,25 1 — 2.5

G 1,75 3 B 1,25 1 — 25

H 1,76 3 4,5 1,5 - 1 — 3

L 1.6 3 b 1.25 1 — 2,5

1 1.5 3,5 5 1 1 - 2.5

K 1.5 2,75 4 1 — 2.5

4. D.Galec- "
turénico .

L 1 3 4 12 .= 1 2
A = Almendro IE = Arabiga I = Real fino myroboidn
B = Limonera F = Bualida ciruelo J = Moniqui myroboldn
C = Ciruelo G = Bulida myrobolan K = Damasco
D = Melocotonero H = » albaricogquero L = Tragacanto

a

(*). Aungue cn los casos anteriores no se ha indicado, se sobreentiende que estas dos ope-
raciones de ajusiede pH ¥y desionizanion, son fundamenlales sntes de eromalografiar.
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A la vez recogemos, de la.bibliografia (147), la Tabla V, en la que se
da la composicién de varias gomas, entre ellas la arabiga y las de limo-
nero y almendro que han sido revisadas también por nosotros .en el pre-
sente trabajo. No coincide la composicién dada con la nuestra, asi por
eJemplo en las de limonero no encuentran ramnosa, ai tampoco colnci-
dimos en cuanto a las proporciones.

TABLA V
‘:)
4. D-glyco-
foma rénico 0 D-galactasa D-manosa L-Arabinosa D-xilosa .M monosa
metilado ‘

1 : 3 nada 2 nada 1

1 2 1 3 ea, 3%, nada

1 2 1 6 ca. 3°f, »
D 2 6 nada ki 1 »
[ 1 3 » 3 1 »
o 1 3 » 4 2 »
G -+ + » RE nada »
H -+ -t » - » »
I R + + » + » »
ol -+ -i- » -+ » -

i, Galac.
furdnico
K -+ » -+ » —
A = Ardbiga
B = Damson p

C = Ceérezo
D = Ciruelo amarillo
= Ciruelyg purpura

= Almendro
G = Limonero
H = Naranjo
= Pomelo
J = Cholla

K = Mezquita

&

{147y Tsrxa, G K., Sefence, 101, 597 (1045) [Ref. Pwwanx, W. W, y Gover, R. M. Jr., Che-
mistry of the Carbohydretes, Academic Press Inc., Publishers, New York, 1048, pdg. 631].
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A la vista de los diversos experimentos de hidrélisis que hemos des-
ctiro, se ha comprobado la identidad de los fragmentos en unas y otras
condiciones, aun cuando la proporcién de ellos variard segiin la natura-
leza del proceso adoptado. Esto nos permitié, en cada uno de los casos,
por la técnica de Froop, Hirst y JonEs, al separar, a partir de los siru-
posos correspondientes, diversos mono y ohgosacaudos sliendo tres de
éstos ultimos los que, en definitiva, merecieron nuestra atencién. De
ellos dos eran de cardcter neutro y otro tenia cardcter dcido llamédndolos
en lo sucesivo D] , D” y Dm-

El disacarido que hemos llamado Dy por hidrélisis relativamente
suave daba D-xilosa y L-arabinosa. Tenfa un Ry, = 1 en disolvente
acetato de etilo: dcido acético : dcido férmico : agua (18:3:1:4)y
1,2 en n-butanol : piridina : agua (10 : 3 : 3).

Daba una osazona que por hidrélisis con CIH diluido (*) producia
xilosa, lo que prucba que la osazona se habia formado sobre el eslabdn .
de arabinosa, que a su vez deberia tener libre, ademas de su grupo reduc-
tor, el OH de su C. (**). Cuando una pequefia porcién de D sc oxidaba
con Br. ¢ hidrolizaba el producto de oxidacién, no se producia arabino-

, lo que estaba también de acuerdo con el anterior hecho de que es la
x1losa la que tiene su grupo reductor utilizado en el enlace glicosidico,
por o que ¢l bromo sélo afecta al grupo reductor de la arabinosa.

D, tenfa poder rotatorio negativo u10 que puede identificarse con un
enlace glicosidico tipo B, por intervencidn del andmero correspondiente
de la xilosa, asi como la probable presencia de la arabinosa en su forma
furanosa que siempre es Imas negativa; este tultimo supuesto estaria de
acuerdo con la relativa facilidad de hidrélisis de este oligosacirido y jus-
tificaria rambién la abundancia de L-arabinosa libil en el hidrolizado
general de las gomas. ,

Por metilacién exhaustiva se obtenia un hexa-O;metil compuesto que
por hidrélisis daba dos azdcares metilados, que pudieron identificarse
como 2-3-4 ul-O-menl-D-xilosa y 2-3 di-O-meulL-arabinosa, separandose
estos metil-derivados entre si por la téenica de Froon, Hirst y Jones. El
derivado de la xilosa era caracteristico tanto por su punto de fusién
(PF = 90%) como por su velocidad en los cromatogramas al compararlo
con una miuestra _upo sl contemdo en metoxilo era de 47,9 9. Con eta-

(Y De usar CH concenlrado, la osazoni se descompondria en una asena (CC|OSil-JlldDEa)Z
& Cll = § - NH - C‘_H, G =0

. ) —»
Coo= N - N -G U HC = O
! I

{**) Por ¢l poder rotalorio de la osazona del segundo cslabdn se deduce que cra L-arabinosa,
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nol y anilina daba N-(2-34 tri-O-metil-xilopiranosil)- anilina, de PF =
= 102°C. :
El derivado de la arabinosa tenfa un contenido en metoxilo de
32,07 % y se disungufa ficilmente por cromatografia de la 2-4, 3-4 y 2-5
di-O-metil-L-arabinosa (asi en el disolvente n-butanol : etanol : agua

(40 : 11 : 19) sus Re son los sigulentes:
R,

H

© 3.4 di-O-metil Leargbinosa . . . . . . . . . 058
2-3 di-O-metil L-arabinosa . . . . . . . . . 0,70
2-4 di-O-metil Learabinosa . . . . . . . . . 0,64
2-5 d1-O-metil L-arabinosa . . . . . . . . . 0,85

Con etanol y anilina daba N-{2-3 di-O-metil-arabincsil) amlina, de
PF = 138°C (*). ‘

La 2-3 di-O metil arabinosa, de aspecto siruposo, per oxidacién con
Br, daba una lactona, cristalina, de punto de fusién = 30°C.

De los hechos aqui indicados cabe asignar al disacirido original la
estructura de 4 6 5O-(3-D-xilopirandsido)-L-arabinosa, si bien dc las con-
sideraciones hechas anteriormente que nos llevaron a asignar estructura

(*} Ern genernl, eslos N-glicdsidos (t.nml{:iélg Namados anilidas de aziicares), a los que ini-
culmente se los atribnda estrichura abierla de base de Scaee, es nds probable que muesiren
estructura annlir, si bien aparccerin en cequilibrio dinimice, los N-glicdsidos correspondientes
a los dos andmaeros del aztear, hacicndose la interconversidon a {ravés de una estruclura con do-

ble enlice tipo base de Scems

| —
RNIICH RN=CH HONHR
—_

| = | - |
HCOH O HCOH HCOH

El nombre de N-glicodsidos esltd basado en la analogia estructursl con los O-gliedsidos, En
Llrumos cnsos resulla mids sencillo, de aguerda con “a sugerencia de Vordorx y Vasesmtix [Vorii-
o, E.oy Varevns, V., Collection Czechoslon. Chem. Commun,, §, 77 {1934)] ¢l denominarlos
ol antinag sostiteidas, nomencialura adoptada lambién por nosotros. Aparte del indiscutible
imlerds anelfiice de ostos compueslos, ¢l campo de los N-glicdsidos estd siendo aclualmente rein-
vestigndo, debido a quoe perloneren a este grupo muchas substancias de allo inlerés bioldgico
tales como Jos Uamados nueleosides, que son productos ™ hidroliticos de los dcidos nucleicos
o jrualmente varias coenzimas. Algunos N-glicdsidos derivedos de awinas de cadena larga son
buenos agenies hamaectantes; derivados do la glucosa y aminas aromilicas son buenos anlioxi-
dontes para ¢l caucho; olras glicosiluminas han sido cnsayadas como tubcerculostdticos [Leun, H.,
Brocu, H. y Vniesmevewn, H., Hely, Chim. Acta, 28, 1415 (1945)], etc., elc, A

Aundque en el grificp hemos asignado a N-(28-3 di-O-metil-urabinesil} anilina la eslructura
furanoide, no hemos podilo demosfrarla por ne disponer en el momenio de los experimenios
de cloruro de triiilo, pnes estd demostrado que en el caso que sen la estructura furangide Ia
realmente existente, serfa posible la formacitn de un monometil derivado, en tanio si se Iraila
de wnn estruclurn pirandsica debe ser finposilile la formacién de estos derivadas.
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fulanéqica a la arabinosa, nos pronunc-iamos por admitir el enlace en 1-5
y no en 4. :

El otro disacérido, al que llamal emos DII’ daba por hlchohsvs forzada
s6lo arabinosa por lo que desde un principio se pensé que era una arabi-
nosa. El disacarido tenfa un alto poder rotatorio, Jo que permite suponer
que las dos moléculas de arabinosa que participan en éste, lo hacen en
forma piranosa y que el andmero que interviene con el grupo reductor
en la formacidn de enlace g11c051d1c0 debe ser la Learabinosa-8, que es
la de poder rotatorio mds positivo,

Dy se movia en los cromatogramas a una velocidad inferior a la ga-
lactosa, separandose bastante bien de aquélla en la columna de celulosa.
Reducia al Fenvine y al Beneprer, por lo que, como minimo, tenfa libre
uno de los grupos reductores, observindose que el equivalente de reduc-
cién era ¢l que correspondia a la mitad del Pm de una dipentosa, por lo
que uno de los eslabones integrantes del disacarido tendria bloqueado su
grupo aldehido.

Por tratamiento con fenilhidrazina, daba una osazona lo que proba-
ba que ¢l OH del carbono contiguo al grupo reductor, es decir, el OH det
C. estard Jibre. Cuando la osazona se hidrolizaba, se producia L-arabi-
nosa, idéntica a la que se Jiberaba por hidrélisis directa del oligosacarido
original D”_ lo que prueba que este eslabén tenia el -CI1HO bloqueado en
¢! momento de formarse la osazona, por lo tanto intervenia por su C,.

Por metilacién exhaustiva de DIT se obruvo un hexa-O-metil com-
puesto que por hidrélisis de Froon, Hirst y Jones. El primero por su
Rg (*¥) relativamente lento (0,83) en el disolvente n-butanol : etanol

agua (40 : 11 : 19) y contenido en metoxilo (48,7 %), se identificé in-
equivocamente como 2-3-4 tri-O-metil L-arabinosa. El otro derivado me-
tilado mostraba un R (0,64 en el mismo disolvente), también caracteris-
tico. Se determiné el contenido en metoxilo (34,5 %) vy su punto de fu-
sion (PF=145° C) Su poder rotatorio era [«], = + 120°; también se pre-
paré su anilin-derivado de PF = 145°C. Todos estos daros comnciden con
los de la 2-4 di-O-men! arabincsa.

De acuerdo con todos estos datos, queda justificado el porqué se ha
atribuido a D la estructura de 3-8-L-arabopiranésido-L-arabinosa.

El tercer disacirido que ha sido objeto de estudio por nuestra parte
tiene caricter dcido, al que Hamaremos en lo sucesivo Dy Tenia un
poder rotatorio fuertemente positivo. Cuando éste se sometfa a hidrélisis
forzada daba canndades aproximadamente equimoleculares de L-arabi-

1*) TNecudrdese que  cnlendemos por Rg los salores relalivoz: a la 2-3-4-6 lelra-O-malil
alucosa.



C-432 T Maria Mayol Hurtado

nosa v 4-O-meul- D-glucurénico de doade s¢ deduce, en principio, que
éstos son los eslabones que lo integran. Al mismo resultado se llega por
hidrélisis a 100° C durante 24 horas con SO,H. IN, apreciandose en los
cromatogramas que sigue apareciendo como abundante la mancha debi-
da al oligosacdrido original, lo que prueba que debe ser muy resistente
a la hidrdlisis.

- Por esterificacién con metanol més CIH seguida de reduccién con
AIH.Li e hidrélisis se obtiene 4-O-metil-D-glucosa y L-arabinosa, inequi-
vocamente detectables, lo que se confirma que el componente dcido era
el 4-O-metil D-glucurénico; éste dltimo componente ha sido identificado
en estos Gltimos afios en varios manantiales naturales (recuérdese nues-
tro propio caso de las pulpas).

Con fenilhidrazina se obtenfa una osazona. Por hidrélissi y croma-
tografia de los productos formados, se observd que ya no aparecia arabi-
nosa, pero si el 4-O-metil-D-glucurénico, lo cual prueba que era la arabi-
nosa el responsable del poder reductor, a la vez que se deduce que el OH
de su C. debe estar libre. Cuando se hacfa una oxidacién con Br, dejaba
igualmente de aparecer L-arabinosa, confirmandose lo anterior.

Por metilacién exhaustiva daba un compuesto siruposo muy dificil
de purificar aiin cuando lo intentamos varias veces; se hidrolizé " con
CIH metanélico y a continuacién con CIH acuoso, obteniéndose 2 3-4
tri-O-metil-D-glucurénico y 2-3 di-O-metil L-arabinosa. El prirnero fué
facil de aislar ¢ idendficar, al igual que hicimos en el caso de urdnicos
de las pulpas, mediante esterificacién, reduccién e hidrélisis que nos con-
ducia hasta 2-3-4 tri-O metil-D-glucesa, fécilmente identificable. La 2-3
di-O-metil-L-arabinosa no ofrecia dificultad de identificacién puesto quc
sls caracteristicas: son. bastante definidas.

Por otro lado, el alto poder rotatorio de DTTI denota la presenma de
su enlace ghcoszdico de estructura «, accién pwbablementc reforzada por
una estructura pirandsica para el eslabon no g11c031d1c0 ello nos lleva
a suponm que la arabinosa se presenta con estructura pirandsica lo que
esta de acuerdo 1gualmcntc con la resistencia ofrecida por el disacirido
a la hidrélisis, resistencia que no mostraria de tratarse de un anillo con
estructura furanosa.

En virtud de estos hechos debemos considerar como preferible el en-
lace en 1-4, ya que esto justifica la estructura pirandsica, atribuyendo
a Dy la estructura definitiva de 4-(4-O-meti1—a-D-gluCuronésido)-L-ara-
Binosa. - ‘
Debemos aqui hacer la advertencia da que los 1res disacaridos estu-
diados estructuralmente eran comunes a todas las gomas, pero sin embar-
g0 Unos nos resultaron mds faciles separaflos de la goma de albaricoque-
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ro, los disacdridos neutros, mientras el gluculonomdo de la galactosa que-
daba mas claramente mamflesto en 1a de limonero y por esto la toma-
mos como manantial para separarlo Igualmente debernos thacer la ad-
vertencia de que, en el caso de la goma ardbiga, al hacer la operacién de
autohidrélisis se observa un oligosacirido cuyo color era mas pardo que
los tipicos de las otra gomas, e incluso de la propia arzibiga a la que he-
mos hecho referencia estructural y que separado por la técnica de Froon,
Hirst vy JonEs daba ; por hidrélisis galactosa. y arabinesa. Sin embargo
no hemos hecho hmcaple en. ¢l mismo; probablemente se trate del 3-D.
galactopiranosil-D-galactosa, ya que este disacarido ha sid¢’ encontrado
en algunos preductos naturales (148).

La marcha requerida para la identificacién de los 3 disacdridos
DDy Dm ha sido esquematizada en los tres cuadros que se inser-
tan a Contmud(,lon

{148) Wuwer, J. Amer. Chem. Soc
465, 166 (1928),

., 74, 3966 (1923); Hervewon ¥y Baesounick, Annalen,
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AreEnpice EXPERIMENTAL AL Cariruro IIT

(Como en los apéndices experimentales anteriores, se recogen en éste sélo
aquellos datos que pueden considerarse fundamentales para 'la repreduccion de
experimentos).

Materia prima—Los estudios se han realizado sobre gomas separadas
de los 4rboles y variedades siguientes: ciruelo japonés, melocotonero, pa-
trén ciruelo, albaricoquero bilida, patrén ciruelo myrobolan, albarico-
quero bilida, patrén ciruelo japonés, albaricoquero moniqui, patrén ci-
ruelo myrobolén, albaricoquerc real fino, patrén ciruelo myrobolén, al-
baricoquero damasco y albaricoquero builida, patrén albaricoquero, todos
ellos cultivados en la huerta de Murcia. Aparte y con cardcter compara-
tivo se estudian la goma de limonero y almendro, también de la cuenca
del Segura, asi como.goma arabxga y tragacanto, ambas de procedencia
comercial.

Todas las de prundceas se presentaban en nédulos mas o menos blan-
dos, siendo los mds voluminosos los de albaricoquero y almendro vy los
de menor tamafio los de melocotonero. La goma de limonero tenia en
cambio formas mds esquinosas y, en general, la proporcién sobre drboles
cra pequeiia, apareciendo la gomosidad muy adherida a la corteza de
aquel]os La goma tragacanto uulizada, de ploceden(:ia comercial, ya
- la teniamos en polvo.

1) Caracteristicas de gomas

Sobre Jas gomas se han hecho las siguientes determipaciones:
a) Humedad
b) Solubilidadades
¢) Densidad
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a) Determinacion de humedad .

Se siguid el mérodo de DEan-STaRK en aquellas gomas de las que dis-
ponfamos en relativa abundancia, usando como liquide de arrastre ben-
ceno saturado de agua, confirmindose los resultados por medida, sobre
muestras apatte, de la pérdida de peso en estufa a 100-105° C. Para aque-
llas gomas de las que tenfamos menor cantidad usamos exclusivamente
este segundo método. Los resultades obtenidos por el primer procedi-

miento se recogen en la Tabla VI y los obtenidos por el segundo en la
Tahla VII,

TABLA VI

Goma Peso muestra en gms. *f, de hu miedad
Aribiga 10 10,00
Bulide myrobolan 10 19,93
Balida albaricoquero 10 10,00

Almendro - 10 . 10,20
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TABLA VII

Goma - & ' Pese muestra en gms. - Humedad Humedad °f,
Bilida ciruelo . 0,8737 : 0,0797 9,1
Bilida myrobolan . 0,9358 . 0,0950 10,0
‘Bilida albaricoquero . 0,9968 . T 0,0097 10,0
Moniqui myrobclin 1,0008. © 00,0981 9.8
Real fino myrobelan 0,9508 0,0951 10,0
Damasco . 0,7256 - 0,0719 9,9
Ardbiga - : ‘ : 1,1218.- 0,1143 . 10,1
Limonero - 0,9652 . 0,0985 : 10,2
Ciruelo , o 1,0260 ; 0,1005 - 9,8
Melocotonero - 1,2002 - - 01189 - 9,9
Almendro 1,3012 0,1341 10,3

b) Solubilidades

Se siguieron dos criterios para su determinacién: uno consistié en
tomar muestras de 0,5 grs. y | gLy de]arlas en maceracién. con 50 c.c.
de agua, agltando 51empre el conjunto un momento antes de la toma de
muestra; .se sigue la vanacién del indice de refraccién del hquldo sobre-
nadante cada 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24 y 48 horas (*). Los resultados obteni-
dos se tabulan en las tablas VIII, IX, X y XI que corresponden, las dos
primeras, a la lectura directa del indice de refraccién en las dos concen-
traclones usadas y, las dos seguidas, a las lecturas, también refractométri-
cas, en la escala de azidcares o sdlidos solubles.

Por otro lado se prepararon ocho muesiras del 1 9% y otras tantas del
29, de diversas gomas, cada una de las cuales se maceraron durante
tiempos diferentes, que variaron desde 2 hasta 48 horas, siguiendo los
mismos intervalos que en el caso anterior; transcurridas las 2, 4, 6,
8.... etc., horas, se procede a la filtracién, midiéndose los correspondien-
tes volimenes. Tres partes alicuotas de cada fraccién se evaporan a se-
quedad a 100° C hasta peso constante, a la vez que se determina el indice
de refraccién para comparar de esta manera los valores obtenidos por
uno y otro procedimiento. kstos experimentos sirven a la vez de compro-
bacién de los antes citados, en los que se siguié la marcha de la solubili-
dad sélo por refractometria, observindosa que estos 1ltimos coincidian,
practicamente, siendo los datos obtenidos por pesada ligeramente supe-

{*) Refractémetro wliliz do «Officine Galileon num. 113.138.



TABLA VIII

Indice de refraccién de varias gomas en disolucion

1,3353

(al 2 % en agua; t.* 28°C)

Goma 2 h 4 h 6 h 8 h 10 h 12 h 24 h 48 h

A = Arébiga 13353 13353 1,3353  1,3353  1,3355  1,3356  1,3356  1,3359
B = Limonero 1,3349 1,3350 1,3350 1,3352 1,3352 1,3355 1,3355 1,3355
C = Melocotonero 1,3334 1,3339 1,3339 1,3342 1,3343 1,3343 1,3344 13344
D = Cirnelo japonés 1,3331  1,3332  1,3335  1,3336  1,3339  1,3345 13347 13352
E = Almendro 13326 13326 1,3326 13327 1,3327  1,3328 13328  1.3329
F = Bilida cirzelo 1,3338 1,3345 1,3353 1,3353 1,3355 1,3355 1,3355 1,3356
' G.¥ Bulida myrobolan 1,3331 1,3333 1,3338 1,3342 1,3343 1,3344 1,3347 1,3349
"H = Bilida albaricognero  1,3339 °  1,3340 1,3347 1,3350 1,33586 1,3356 1,3363

0¥ D
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TABLA IX

Indice de refracciim de varias gomas en disolucion

{al 1 % en agua; t.* 28°C)

Goma 2 h 4 h 6 h 8 h 10 h 12 h ‘24 h 48 h
A = Arabiga 1,3339 1,3339 1,3339 1,3340 1,3342 1,3342 13342 -1,33'453
B = Limeanero 1,3336 1,3335 1,3339 1,3339 -1,3339 1,3339 1,3339 :1,3340
(: = Melocotonero 1.3333 1,3333 1,3336 1,3336 1,3338 1,3339 1,3339 1,3340
‘D = Cirnelo japonés 1,3329 1,3330 1,3330 1,3330 1,3333 1,333¢ = 1,3336 1,3339
E = Almendro 1,3327 1,332 1,3327 1,3327 1,3327 1.3327 1,3328 1,3329
F = Bilida eiruelo 1,3336 1,3336 1,3339 1,3339 1,3340 1,3340 1,3340 1,33{42
G = Bualida myrobolin 1,3329 - 1,3329 1,3331 1,333t 1,3334 1,3334 1,3334 1,3340
H = Bilida albaricoquerc 1,3338 1,3338 1,3338 1,3339 1,3340 1,3340 1,3340 13342

- (e :—:
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TABLA X
% Soltubilidades por medida refractométrica
(gomae en agua al 2'%, t.* 28 C)

Goma 2 h 4h "6h 8 h 10 h 12 h 24 h 48 h
A) 16 1,6 1,6 16 1,7 I8 I8 2
B) 1,3 1,4 1,4 1,5 1,5 1,7 1,7 1,7
c) 03 0,6 06 - 08 0,9 0,9 1,0 1,0
D) o1 015 035 04 0,6 1,1 12 15
E) 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
F} 05 1,1 1,6 1,6 1,7 1,7 1,7 1.8
G) 01 0,2 0,5 0,8 0,9 1.0 1.2 1,3
H) 0,6 0,7 1,2 14 1,6 1,8 1,8 2.3

A} Aribiga E) Almendro
B) Limonero F) Bulida ciruelo
C) Melocotonero G) Bulida myrobolan
D) Ciruelo japonés’ H) Bulidae albariccquero
TABLA X1
% Solubilidedes por medide refractométrica
; {gomas en agua al 1 %, t.* 28°(C)

Goma 2h 4 h 6 h 8 h 10 h 12 h 24 h 48 h
A) 06 0.6 0.6 0,7 0.8 08 08 0,9
B) 04 0,5 0,6 0.6 0,6 0,6 0,6 0.7
C) 0,2 0,2 0,4 0,4 0,5 0,6 0,6 0,6
D) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,3 0.4 0,6
E) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0.0 0, 0.0
i) 0,4 04 0,6 0,6 0,7 0,7 0,7 0,8
G) 00 0,0 0,1 0,1 0,3 0,3 0,3 0,7
H) 0.5 0,5 0,5 0,6 0,7 a7 0,7 0.8

A) Aribiga E) Almendro

B) Limonero F) Balida ciruelo’

C) Melocotonero G} Biulide myroboldn
D) Ciruelo jJaponés H) Biilida albaricoguero
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riores a los obtenidos por lectura refractométrica. Como ejemplo dare-
mos en la Tabla XII los valores obtenidos para una de las gomas estu-
diadas, la bilida-cirzelo:

TABLA XII

Solubilidad de goma bulida-ciruelo

Tiempos 2 h 4 h 6 h 8 h 10 I 12 h 24 h 48 h

o, Solubles 0,6 0,6 0,7 0,8 1.0 1,0 1,1 1,3

Los experimentos de solubilidades se aprovecharon para observar la
forma de disolverse las diferentes gomas, ya que, en ocasiones, dicha ob-
servacidn puede servir como criterio diferencial en la caracterizacién de
algunas. Los resultados de estas observaciones se recogen en la Tabla X1IL

TABLA XI1II

Goma Forma: de disolverse en agua

Ardbiga Disolucién rapida en aguaz fria para dar soluciones cla-
Tas, poco viscosas.

Limonero Disolucién rapida en agua fria para formar soluciones

e claras, ligeramente coloreadas de amarillo, eon pe-
quefia viscosidad,

Almendro Hinchamiento con agua fris y disolucién lenta en ca-
lHente con viscosidad despreciable.

Ciruelg Hinchamiento por tratamiento con agua fria disolvién-
dose muy lentarmnente para der soluciones transpa-
rentes.

Melocotonero Hinchamiento en agua fria, disolucion lenta y solucion
débilmente coloreada de amarillo.

B. myrobolan Grandes geles por hinchamiento con agua fria; solueidn
ligeramente amarilla,

B. albaricoquerc Soluecioén viscosn de color amanilento-ambar.

B. ciruelo Disolucidén lenta con agua frin dando geles por hincha-

miento; solucién transparente e incolora,

c) Determinacion de densidad de gomas y sus disoluciones.

a) Densidad de disoluciones.—Para esta determinacién se ha uuli-
zado un picndmetro de SPRENGEL. Se determina la densidad del proble-
ma respecto al agua a la temperatura de la operacién (28° C). Para tener
su valor referido al agua a 40° C (lo que designamos simplemente con cl

t
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nombre de densidad), se multiplica'e] resultado obtenido por la densidad
del agua a la temperatura de la operacidn, que es 0,99626 (*).

Los resultades obtenidos para las diversas disoluciones de gomas se
resumen en la Tabla XIV, en la que se expresan los datos expenmenta—
dos m,, m. v m, (taras de equilibrio correspondientes a picndmetro va-

TABLA XIV

Goma a ni, m, m, I 28° C ‘D C
A) 0.9 7.3876 10.3699 10,3492 1,0070 . 1,00331
B) 08 7,3876 10.3667 10,3492 1,0059 1,00225
C) 0.6 7,3876 10,3696 10,3492 1,0069 1,00222
D) 0,02 7.3878 10,3602 10,3492 1,0037 1,00006
E} 0.8 7,387 10,3669 10,3492 1,0066 1,00298
F) 0,8 7,3876 10,3670 10,3492 1.0060 1,00231
G} 0.8 7,3876 10 3659 10,3492 1,0058 1,00219
H) 0.6 7.3876 10,3670 10,3492 1,0060 1,00226

A)  Arabiga E) Balida ciruelo

B) Limonero F} Balida albaricoguers
) Ciruelo japonés (G) Monigui myrobolan
D)  Almendro H) Biilida myrobolan

cio, picnémetro con problema y picndmetro con agua destilada, respectf-
vamente} v % en sélidos solubles, junto a los datos calculados de densi-
dad a 28°C y 4" C. El dato de sélidos solubles se obtuvo por refractome-
rria v se confirmé por pesada.

,6’) Densidad de gomas.—A partir de la densidad y concentracién
de las disoluciones de cada goma, pudo calcularse la densidad de la goma
en cuestién dentro de cierto margen de aproximacién, suficiente para
nuestro objeto. En efecto, al estar expresado el porcentaje de soluble en
grs./ 100 grs:, puede aphcalse la ecuaciéon:

°f, solido 100 — ¢f, sélidos 100

Como quieré (iué ya se habia expresado en la Tabla XIV el dato de
D correspondiente a 40" C, podrd considerarse a dy,o = 1.000; los va-
lores calculados para ¢ se recogen en la Tabla XV.

(*} Handbook of Chemisiry and Physies; Chemical Rabber Publishing Co., Clevcland,
1045, pig. 1652,
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En otra columna de la misma Tabla XV, se recogen los datos de
densidad obtenidos directamente por picnometria. Se hicieron tres pesa-
das para cada caso (m, = picnémetro con agua destilada; m. = picné-
metro + agua destilada - goma fuera del frasco; m: = picnémetro +
agua destilada + goma en el interior del frasco). Los resultados coinci-
den aproximadamente para los efectos que nos interesan, con log calcu-
lados a partir de la densidad de las disoluciones.

TABLA XV

Goma D calculada m, m, oy DasC Dy
A) 1,3826 27,2676 27,6410 27,4032 1,5833 1,5744
B} 1,40481 27,2676 27,5231 27,3617 1,5835 1,5776
C) 1,61111 27,2676 27,6020 -27,3904 1,5801 1,5741
D) 1,4285 27,2676 27,5202 27,3516 1,4986 1,4930
E) 1.6068 27,2676 27,6114 27,3940 1,5809 1,5749
) 1,6021 27,2676 27,6002 27,3898 1,5805 1,5746
G) 1,56908 27,2676 27,6322 27,4017 1,5821 1,5773
H) 1.5979 27,2676 27,5816 27,3820 = 1,5806 1,5747

I) 1,3743 27,2676 . 27,6204 27,3975 1,6827 1,5768

A) Momqui myrobolan
B) Bulida albaricoquero
C) Ciruelo japonés

D) Almendro

E) Arabiga

F} Bulida myrobolén

G) Bulida ciruelo

H) Limonero

I) Real fino myroboldn

d) Determinacion de viscosidad

«) Cilculos de viscosidad especifica—La determinacién del coefi-
ciente de viscosidad la hacemos por medio de un viscosimet_ro de Ost-
WALD.

Se¢ miden los dempos t vy t/ dé'f)aso del agua y del problema por dos
enrases del viscosimetro; con estos datos, la densidad del agua y la de
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cada problema (los datos de densidad estdn recogidos en la Tabla XIV)
se calcula la relacién entre coeficientes de viscosidad por la ecuacién

n D t

—— e Y

7

oW v
y tomando como valor conocido ¢l absoluto del agua, a 28°C (que es

igual a 0,8360), se calculan y para cada una de las disoluciones de goma
problema. Estos valores, asi como los calculados para las viscosidades es-

pecificas yue, = —- — 1, se recogen en la Tabla XV

TABLA XVI

Goma 'f] D by t t ' T esp
A) 0,8360 0,99626 1,00a8 5,0 15,0 2,3013 1,72
B) 0,8360 0,99626 1,0060 5,6 13,6 2.0871 1,47
Q) 0,8360 0,99626 1,0069 55 16,5 2,5341 2,00
1) 0.8360 0,99626 1,0037 5,6 6,0 0,9189 0.09
E) 0,8360 (,99626 1,0070 5,5 10,0 1,6722 0,81
F) 0,8360 0,99626 1,0058 5.5 8,0 1,22875 0,45
G) 0,8360 0,99626 1,0066 5,5 20,8 3,1945 2,78
H) 0,8360 (0,99626 1,005%9 5,5 7,0 1,0743 0,27
I) 0,8360 0,99626 1,0056 5,5 16,5 2,6962 2,00

'Arabiga

Bulida myrobolan
Bilida ciruelo
Limonero

) Real fino myrobolin

A} Moniqui myrobolin

B) Bualida albaricogquero
C) Ciruelo japonés
I Almendro

=R

B) Comprobacién de la ley de Eimnstein—Para comprobar si esta
. g Lt . _ ; . — [ ’
ley. cuyo expresién matemdtica es = ! + K ¢, (o = TI_)’ se cumplia
en nuestro caso basta comprobar si a partir de los datos de - experimen-
tales. se confirmaba la constancia de K. De la expresién general se dedu-
. T, d . . -
ce que K = Ar=1 _ Tesp @ iendo d la densidad de la fase dispersa
® ¢
{goma) v ¢ la concentracién en grs./1 de ésta. Como los datos de concen-
tracién recogidos en la Tabla XIV estin expresados en grs./100., habrd
que dividir por 10 D, quedando la expresién final:

Nesp d
10ab

K =

siendo @, el 9% de goma disuclta (peso/peso).
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Los valores obtenidos para K se recogen en la Tabla XVII.

TABLA XVII

Goma K
Arébiga 0,1579
Limonero 0,0704
Ciruelo japonés 0,5211
Almendro ) 0,6693
Bilida ciruelo 0,5445
Bualida albaricoquero 0,2882
Monigui myroboléda 0,3365
Real fino myrobolin " 0,4480

Se deduce de dicha Tabla ¢l claro mncumpiimiento de la ley de Eins-
TEIN, a la vez que se demuestra que adn el valor de K mis pequefio
(goma de limonero) cs muy superior al de 0,0025 utilizado por aquél.

v} Calculo del indice de viscosidad (segtin STAUDINGER) y viscosidad
propia (segin KraEMER y LamsinG).--Se aplican los conceptos Tesp /[ C-
(siendo c = conc. en grs./1) ¥ 7esy, /2 (slendo a = grs. de soluto/100 grs.
de disolucién) obteniéndose los valores que se resumen en la Tabla XVIIL

O
TABLA XVIII

Goma T esple 7, espla P
A) 0,8470 0,900 70
B) 0,0447 - 0,457 37
) 0,3310 3,333 276
D) 0,4486 4,500 373
E) 0,3450 3475 / ‘ 288
F) 0,1826 1,837 152
G) 0,2127 2,150 177
H) 0,2841 2,857 237

A)  Arabiga E) Bulida ciruelo

B) Limonero F) Bulida aibaricoquero
C) Ciruelo Japonés G) Moniqui myrobolan
D) Almendro . H) Real fino myroboldan

In la misma se resume igualmente el grado de pohmerlzacmn P calcuia-
do para cada una de las gomas, admitiendo, que se cumple la relacién de
STAUDINGER Tigsp fc = K,;, . Py tomando para K,;, el valor 12. 10,
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€) Reacciones de precipitacion

Se ensayaron los reactivos de precipitacién clisicos (Cl:Ca, NH; aq.
NaOH, Ba(OH)., acetato bésico de plomo...). Para la realizacién de los
experimentos, se¢ tomaron disoliciones de gomas al 19, agregando,
a porciones alicuotas de cada una los reactivos citados en las proporcio-
nes que se indican en la Tabla XIX, obteniéndose los resultados recogi-
dos en Ja misma.

TABLA XIX
1/10 vol, 1 vol acetato 1 vol. ‘;Get.ato
. aslco Acido
Goma Ba{OH), bisico Ba(OH), de Ph + tini
) 115 vol. AnICO
frio calor de Pb. saturado NHI.OH N
Arabiga ppdo. vol, ppdo. vol,
. opaco opaco
Ciruelo ppdo. flocu-
lento-gelati-
noso
Melocoto- enturbia- enturbia-
nero miento miento
Limonero débil ppdo, fibea- débil eolo- ppdo, flocu-
color lento abun- racién ama- lento
amarillo dante rillo -
Almendro ppdo color ppdo. flocu- ppdo flosu- ppdo flocu-  ppdo.
débil amart- lento lento lento
llento
Tragacanto enturbia- ppdo. flocu-
miento ¢on lento
débil ppdo,
B. albarico ppdo. flocu- ppdo. floeu-
" quera lento gelati- lento
noso
B. Myrobo- ppdo flocu- ppida. Hacu-
lan lento lento
B. cituelo ppdo. floeu- ppdo. flocu-
lento lento
R. F. Myro- ppdo flocu- ppdo. flocu-
bolan lento lento
Moniqui ppde flocu- ppde flocn-
Myroboian lento lento

!
Muchos de los reactivos aqui utilizados con resultado negativo son,

en cambio, ftiles frente a clertos mucilagos y pectinas.
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: 1)
£V Cenizas
Se determiné el contenido en cenizas por calcinacién en las condicio-

nes répetidamente indicadas para las pulpas y semillas. Los resultados

obtenidos en una de las series de determinaciones se recogen en la Ta-
bla XX.

TABLA XX

{(toma ' Peso muastra Peso cenizas °fs cenizas
Bulida albaricoquero 0,6618 0,0175 2.64
Bulida myrobolin 0,7283 04,0187 2,56
Biilida ciruelo 0,4536 0,0093 2,05
Moniqui myreboldn 0,2746 0,0058 2,10
Real fino myrobolin 0.3227 0,0069 2,14
Damasco 0.2416 0,004% 2,01
Ardbiga 0,8858 0,0251 2,83
Almendro . 0,8270 " 0,0198 2,39
Ciruelo japonés 0,6918 0,0178 2,58
Limonero (,3672 0,0130 3,54

Melocotonero 0,3741 0,0077 1,98

Las cenizas correspondientes a unas cuantas gomas se llevan separa-
damente a un volumen conocido (100 c¢.c.), valorindose a continuacién
el contenido en Ca™ v Mg** con complexonas. Los resultados obtenidos
se resumen cn Ja Tabla XXI.

TABLA XXI

Goma Ca®+ Mgt %
Bulida albaricoguero 1,16 0,079
Balida myrobolan 1.35 0,073
Ardbiga 1,62 0,0901
Limonero 2,12 0,0544

Melocotonero 1,14 3,079
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Se usaron gomas sin purificar; cuando se someten a tratamiento pre-
vio se reduce extraordinariamente el contenido en cenizas. Cualquiera
de las gomas dc albaricoquero y atin mejor la de melocotonero, podria
tener interds para usarse como expansionante de plasma en sustitucién
de la ardbiga, pues requerirfa porciones fnfimas de goma, para obtener
viscosidades similares (ver Tabla XVI) y, por tanto, el contenido en ceni-
zas aportado al plasma es relativamente pequefio.

g) Determinacion de pentosanas

Se siguid el método volumétrico de Kurrgren y Typex descrito
también anteriormente. Los resultados cbtenidos en dos de las series de
experimentos realizados se recogen en la Tabla XXII

Tiosulfato soédico utilizado en la valoracién 0,1 N, F = 1,1130.

TABLA XXII

Peso ¢ o, ¢ ¢ 8, 0, Na, o °/, Pento- o)
Goma Tuestra  destilado gastados para e ° °
an gramos total destilado total medio sanas Furfural
A) 0,1586 250 18,9210 28,63 48.8 47 43
A) 0,1536 250 17,2580 26,96 46,07 ?
B) 0,1695 250 18,921 26,79 45,76 46.13
B) 0,1764 500 20,0470 27,27 46,5 ’
C) 0,1984 250 21,1470 25,58 43,70 43.18
) 0,1798 500 17,8030 24 38 42,66 ’
D) 0,1844 500 18,9210 24 81 44 5 4355
Dy 0,1758 500 18,6984 24,96 42,6 e
E) 0,1542 500 16,1385 25,11 42,91 49770
E) 0,1502 500 15,6820 24,89 42,5 !
F) 0.1568 500 16,1386 24,70 42,1 4934
F) 0.1500 500 15,5820 24,93 42,59 ’
Q) (,2886 250 28,130 23,39 41,01 41 65
G) 0,1832 500 18,9210 24,78 42 30 o
H) 0,1592 500 16,1385 24,32 41,58 41.83

H) 0,1408 500 14,4690 24,66 421

A) Almendro

B) Arabiga

C)  Circulo

D) Bilida eciruelo

E} Real fino myroboldn
F} Bulida albaricoguero
(z) Balida myroboléin
H) Monigui myrobolan



o .
Contribucion .al. estudio de algunos poliurdnidos... C-451

h) Lignina
Se siguié ta téenica de Rrrrer descrita al tratar de las pulpaa. Los re-

sultados obtenidos con unas cuantas gomas se resumen en la Ta-
bla XXIII. :

TABLA XXIII

Peso en grs. Peso en gis ®. °f
Gomas de goma Ligninba Lignina me{Iio
1,0160 0,0003 0.029

Almendre 1,1034 0,0006 0.0543 0,042
1,1060 0,0005 0,0452
1,0946 0,0008 0,0730

Ardbiga 0,9802 0,0010 0,1001 0,088
1,0950 0,0010 0,0914
1,1578 0,0004 0,0345

Ciruelo japonés ‘ 1,1748 0,0003 0,0255 0,029
1,1316 0,0002  0,0182
Y 1,0904 0,0069 0.0630

Bulida albaricoguero 1,0564 0.0005 0,0473 0,050
‘ 0,9516 (0,0004 0,0420
. ' ‘ 1,0200 0,0004 0.0390

Bilida myrobolan 1,1496 0,0006 0.0520 0,043

o . 0,9816 0,0004 0,040

1} Determinacion de azticares reductores por hidrdlisis

Los liquidos de lavado de lignina, se neutralizan y enrasan en cada
caso hasta 250 c.c,, haciéndose la valoracién con Benepicrt, cuyo.factor
para 5 c.c. de dicho reactivo, equivalia a 0,00931 grs. de glucosa. Los da-
tos obtenidos en esta valoracidn se resumen en la Tabla XXIV.

[
'
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TABLA XXI1V

. Peso muestra  Selucién pro-  Peso ozd- o/, azi- -
Goma ¢« bleme ¢ «c. cores en o 02U 2/, medio
consumidos  consumidos 250 o . cares
1,0160 3,50 0,6650 65,45
Almendro 1,01034 3,17 0,7338 66.50 65,95
1,1060 3,19 " 0,72890 65,90
1,0950 2,95 0,7923 72 05
Ardbiga 0,9802 3,29 0,7074 72,16 72,21
' 1.C950 2.93 0,7940 72,42
, 1,1578 2.95 0,7889 68.13
Ciruelo japonés 1,1748 2,91 0,7998 68,08 68.50
1,1316 2,08 0,7844 69,31
1,0804 3.1 0,7508 68.85
Bulida albaricoquero 1,0564 3.3 0,7053 66,76 67,84
(9516 3.6 0,6465 67.93
1,02¢0 3,3 0,7053 69,14
Bualida myrobolin 1,1496 2,95 0,788% 68.63 B8,50
(},9816 3,5 0,6650 67,74

1) Determinacicn de nitrégens proteico

Se siguié el mérodo KjeLpanL, referido con detalle en el Apéndice
experimental 1. Los resultados obtenidos en 3 serics de experimentos se
expresan en la Tabla XXV, (E]l NaOH utlizado en las valoraciones es
0.6N. F = 1,0414). o

k) Determinacion de dcido pirivico

Muestras de | gr. de cada goma, asi como de agar, se hidrolizaron
con 10 c.c. de SOH,; IN a b.m. durante 4 horas. En cada uno de los hi-
drolizados se separaron las substancias dcidas formadas, de los productos
neutros, por medio de resinas de cambio de 16n y posteriormente se ais-
laron mediante sales de bario. Kl tratamiento de cada uno de los precipi-
tados formados con p nitro-fenil-hidrazina en CIH diluide dié lugar
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a un precipitado rojo de hidrazonas solamente en el caso del agar. Por
cromatograffa de todos ellos en el disolvente n-butancl saturado de
NH,OH al 3 9, daba lugar, en el procedente del agar, a dos zonas dis-
tintas diferenciadas por sus propios colores amarillos; la zona mis répi-
da se movia a la misma velocidad que Io hacia la p-nitrofenilhidrazona
del 4cido levulinico y la mds lenta a la velocidad de la p-nitrofenilhidra-
zona del dcido pirdvico, demostrindose asi }a presencia de este compo-
nente cn el agar, mas no asi en las gomas estudiadas paralelamente.

TABLA XXV

¢. ¢. NaQOH

¢. ¢. NaCH
Goma  Ewtades  geemdos Gl ¢}, Pro-
TROW, T SMLEL SONE, e

[ St | SO.(NH.)' l( t)l

A) 24,1 23,45 0,75 0.55 3,42
A) 24,20 23,50 C 0,75 0,50 3,12
A) 24,20 23,60 0,60 0,44 2,74
B) 24 20 23,35 0,65 0,49 3,05
B) 24 20 23,50 - 0,70 T0,52 3,18
B) - 24,20 23,50 0,70 0,52 © 3,24
C) 24 20 . 23,70 0,50 0,38 2,37
C) 24,20 23,8 0,40 0,30 - 1,87
C) 24,20 23,75 0,45 0,34 2,12
D) 24,20 23,65 050 0,42 2,62
D) 24 25 2375 0,56 0,38 2,37
D) 24 30 23,70 0,60 0,44 274
E) 24,35 23,80 . 0,55 0,42 2,62
E) 24,20 23,68 0,52 0,38 2,37
E) 24,20 . 23,63 0,57 0,42 2,62

A = 'Bilida m¥yroboldn

B = Bilida albaricoquero
C = Aribiga

D = Amendro

E = Ciruelo japonés

, Por otro lado, muestras de I gr. de las mismas gomas y agar, se hi-
lellLdLOn por SCpaladO con 10 c.c. de CIH 0,1 N a bum. durante 4 ho-
ras. A cada uno de'los hidrolizados se le afiadié la misma cantidad de
2-4-dinitro-fenil-hidrazina, disuelta en CIH diluido, dejindolas en reposo
durante 12 horas a temperatura ambiente. A continuacién, cada uno de
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los hidrolizados se extrae separadamente y varias veces, con acetato de
ettlo, agitando los extractos. con una disolucién diluida de CO:Na,. Por
acidificacién del carbonato extraido precipita en el caso del agar la 24
dinitrofenil-hidrazona del 4cido pirGvico en cristales amarillos fings de
-PE = .218°C, mas no asi.en las demds substancias estudiadas, confirman-
dose los resultados obtenidos por cromatograha

Pu?’zﬁcacién. de las gomas

Muestras de cada una de las gomas, se disuelven en agua destilada
caliente, filtrdndose a continuacidén para eliminar las Impurezas mecani-
cas. A continuacién se acidifican ligeramente con CIH del 5 9% en volu-
men y se tratan con alcohol. gtilico hasta- obtener una concentracién al-
cchélica del 80 9 en volumen Se obtiedén preClpltadOS de consistencia
caractéristica (consistencia gomosa) y color oscuro en todas ellas, menos
en las gomas ardbiga y de limonero que ‘desde el principio daban un pre-
cipitado blanco. Unos y otros precipitados, lavindolos varlas veces por
cdlecantacién con alcohol del 80 %, v :edisueltos en agua destilada, se
precipitan de nuevo con alcohol del 80 9, esta vez en presencia de una
minima cantidad de CINa con el fin de obtener una buena coagulacién.
El precipitado se deja reposar unas 10 horas, aproximadamente, sepa-
rindose del liquido hidroalcohélico claro; se lava con alcohol del 80 9%
repetidas veces con el fin de eliminar el cloruro, después con alcohol del
100 ¢, vy, finalmente, con éter etilico anhidro, secindose a continuacién
a vacio en una pistola de ABDERHALDEN. Se obtienen asi substancias blan-
cas facilmente pulverizables y solubles en agua fria.

1) - Determinacidn del indice de metoxtlo

Se siguié ¢l'método de Viesock, modificacién de A. SoLer y A. Ca-
rrASCO descrito anteriormente. Se hicieron paralelamente determinacio-
nes en el laboratorio de Microandlisis de] Instituto de Quimica «Alonso
Barban (%), obteniéndose valores practicamente coincidentes con los ob-
tenidos por nosotros, Los resultados se resumen en la Tabla XXVL

m)  Valoracién de dcidos urdnicos

Se 51g1110 la misma marcha descrita con detalle para el caso de las
pulpas. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla XXVIL

(") Agrodacemos Ta winable colaliorzcion del Dr. Caroendx, jele fel citado laboralorio
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i
TABLA XXVI
‘ Peso muestra c.cde v of
. .Goma j 5,0,Nu, N 50 - - OCH, ", °
o en mgrs. . gonsumidos . medio
o 3,800 0,388 1,03
Ardbiga 3,828 0,393 1,06 1.04
. 3,641 0,702 1,99
Bulida myroboldn 3834 0.748 202 1,50
. 3,267 0,819 2,60
Real fi rrobol: ’ ’ ! 2
eal fino iyrobolin 3792 0.964 2,67 ,63
ays . 3,246 0,851 271
Bulid b ’ ! ! 2172
ulida. albaricoguero 3 500 0.926 273 Vi
e 3,580 10,795 2,30
Buald 1 ! ’ ’ :
ulida ciruelo 3 251 0.724 231 2,30
. : . 3,182 4,430 1,41 =
v ’ 1 2 l.' 2
‘ Ciruelo japonés 3117 0.491 162 5
: 3,673 0,599 1,68
Melocot: ’ ! ’ 1,56
elocotonero 3,865 0,542 145 '
Almendro 3,228 0,570 1,83 181
3,517 0,613 1,80
) _— . 3,650 1,132 3,20 |
i3 - ; ! ! ’
Monigui myroboldn 3,475 1,062 3.16 3,18
L - 3,758 1,366 3,75 '
Limonero 3,455 1,347 4,03 389

0
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2

TABLA XXVII

Goma Peso o, CO, o C(?, °/o anhidri-

muestra corregido do urénico
- A) 0,0362 4,0055 4,05 16,20
- B) 0,0421 ' 4,3516 4,40 17,60
C) 0,0262 4,5495 4,60 184
D) 0,0300 4,2616 4,71 18.14
E) 0,0358 ) 4,2033 4,25 17,00
F) 0,0217 : 4,1341 4,18 16,72
G) 0,0308 - 4,1637 4.21 16,84
H) 0,0316 4,8669 4,92 19,68
I) 0,0426 4,1637 4,21 16,84
J) 0,0412 44110 443 17,72
K} 0,0315 4,1538 4,20 16,80

A) Bilida ciruelo

B) Bulida albaricoquero
C) Bilida myrobolédn
D} Moniqui myroboldn
E) Real fimo myroboldn
F) Damasco

G) Arabiga

H) Limonero

I) Ciruelo japonés

J) Almendro

K) Melocotonero

n) Diagramas de Rayos X

Sobre muestras de las diversas gomas purificadas, que se empastaron
con grasa de vacio, se hicieron los correspondientes rontgenogramas utt-
lizando una camara Siemens, radiacién K y tubo de hierro. Las fotogra-
fias de cada una de ellas (nimeros del 1-10), se adjuntan a continuacidn,
indicando las condiciones de obtencién y los espaciados que de ellas se
deducen. A titulo comparativo se acompafa el rontgenograma obtenido
(fot. 12) para la celulosa de esparto a la sosa, sin atacar, asi como el que
corresponde a la grasa de vacio fondo (fot. 1i).
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Fot. 1. Almendro

Tension KV, 35 Intensidad en mA 15
Tiempo de exposicion 12 horas. Radio 57.7 mm.
N.? de linea | fy sen f o
| d 13" 467 0,2380 4,06
2 ddd 20" 49° 0,3554 2.92
3 dd 23" 19 0,3958 244

Fot., 2. Bualida ciruelo
Tension KV 35
Tiempo de exposicion

Intensidad en mA = 15
12 horas. Radio = 57,5 mm.
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Fot, 3. Real fino myrobolin

Tension KV = 35 Intensidad en mA = 15
Tiempo de exposicion 12 horas. Radio 97.5 mm.
N.°? de linea 2L | f) sen f i
1 b5.5 13" 467 00,2380 4,06
2 62 d 15° 23° 0.2653 3.64

Fot. 4. Melocotonero

Tension KV, = 35

Intensidad en mA = 15

Tiempo de exposicion 12 horas. Radio 57.5 mm,
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Fot. 4. Bulida albaricoquero
Tension KV, = 35 Intensidad en mA = 15
Tiempo de exposicion = 12 horas. Radio = 57,5 mm,

Fot, 6. Bulida myrobolan
Tensién KV. = 35 Intensidad en mA = 15

Tiempo de exposicion = 12 horas. Radio = 57,7 mm.

Fot. 7. Ciruelo japonés

Tensiom KV. = 35 Intensidad en mA = 15
Tiempo de exposicion 13 horas. Radio = 57.7 mm.
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Fot. 8. Aridbiga
Tension KV. 35 Intensidad en mA 15
Tiempo de exposicion = 12 horas. Radio = 57,7 mm,

Fot. 9. Moniqui myrobolin
Tensiéon KV. = 35 Intensidad en mA 15

Tiempo de exposicion 12 horas. Radio = 57.5 mm,

Fot, 10. Limonero
Tension KV, 35 Intensidad en mA = 15
Tiempo de exnosicion = 12 horas, Radio 57.5 mm.

MURCIA
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Fot. 11. Ensayo en blanco (grasa de vacio)
Tension KV. = 35 Intensidad en mA = 15
Tiempo de exposicion = 12 horas. Radio = 57.7 mm.

Fot. 12. Celulosa de esparto a la sosa sin atacar,
Tension KV, = 35 Intensidad en mA = 15
Tiempo de exposicion = 12 horas, Radio 57.7 mm,

Interpretacion del diagrama

N.2 de linea 1 21, fi sen ) d

1 F 37 9+ 11" 0.1596 6,06
2 F 41.5 10° 17/ 0.1725 5,42
3 d alh 12° 46" 0,2210 4 38
1 FFF 57 14" 8° 0.2442 3.96
5 d 74 18° 447 0.3212 3.01
6 dddd 79 19° 35 0.3352 2,88
7 d 87 21° 35’ 0.3679 263
S dddd 97 24" 47 0,4078 2,37
9 dd 106 2p% 1 0.4428 2,18
10 dd 115.5 28° 38’ 0.4792 2.02
11 d 121 300 17 0.5003 1,93

12 cdl 133.3 334" 0.5456 1,77
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ay Acidex

“Se nude la acidez sobre las disoluciones resultantes de la maceracién,
durante 24 horas, de 1 gr. de cada goma en 50 c.c. de agua con un po-
tencmmetro madelo Philips GM 4494,

Los r(,sultaacs obtenidos se resumen en ]c,. Tabla: XXVIH

TABLA XXVIII

gra. de gona

Goma ' o en 50 ¢ ¢, de gmpa disuelta pll
) : ) Cagua en °fy (*)

Arébiga 1,0066 . 1.8 4,66
Limonero 1,0006 1.7 4 .80
Bilida albariecquero 1,0040 0,8 4 .80
Rilida myrobolin 1,06C0 1,2 5,30
Bulida ciruelo . L0078 1,7 .o T 5407
Cirnelo . 3 : 1,0000 1.2 _ . bhho
Almendro =~ 1,0054 0.0 - 585
Melocotonero 1,0002 _ 1,0 . 6,20

(") Dara eslos resullados se T tomado fas diselociones de gomaz obtenidas por mrce-
racidn duvanle 24 boras do 1 pr, e cady ona de ellas on 50 e de asgua, Los 94 se han ob-
temido refractemélriciimente.

2} Hidrélisis de las gomas
a) Intento de antohidrdlisis suave de las gomas

Muestras de 0,5 grs. de gomas de limonero, ciruelo, melocotonero, al-
mendro, bilida ciruelo, bilida myroboldn, bilida albaricoquero, moni-
qui myroboldn y rea! fino mirobolin, se pusieron en maceracién a tem-
peratura ambiente, con 5 c.c. de agua agitando como minimo cada me-
dia hora. Se romaron mucstras cada dos horas, al principio, y después
a intervalos de 12 horas, haciéndose cromatogramas en los disolventes
A. B, C vy D (*). El control de Ia posible autohidrélisis se siguié durante
10 dias no apareciendo sintomas de que ésta tuviere lugar, salvo leve In-
dicio en el caso de la goma de limonero en que aparecia algo de L-ara-
binaosa.

b) Intento de autohidrélisis forzada de gomas

Muestras de 0,5 grs. de las gomas antes referidas, se maceran en agua
en la misma proporcién que hemos descrito anteriormente, calentando

(*> En el presente Apémlice se ha adoptrdo el mismo crilerio para ddesignar los distintos
dizolvenles ddescrilos al principio del Apéndice experimental 1.
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a b.m. durante 72 horas, siguiendo la marcha de autochidrélisis de dos en
dos horas. A las 40 horas se distingufa claramente arabinosa y xilosa en
las gomas de albaricoquero, melocotonero, ciruelo y almendro (en las de
limonero y ardbiga no aparecia xilosa), asi como varios oligosaciridos,
siendo tres los mds caracteristicos, cuyos Rgq) eran 1, 0,75 y 1,1 respec-
tivamente en el disolvente D. Cuando los cromatogramas se ‘desarrolla-
ban en n-butanol : piridina : agua (10 : 3 : 3) (disolvente L) no avan-
zaba el oligosacdnido de Ry = 1,1 permaneciendo en la linea de partida;
un desarroilo posterior en el disolvente' A volvia a moverlo, deduciendo
que se trataba de un oligosacarido 4cido, observando de pasada que los
dos oligosaciridos reutros aparecian en proporcién pricticamente idén-
tica en todas las gomas; el oligosacrido 4cido era algo mids abundante
en la goma de limonero que en las. otras. Después de 40-horas se sigui6
la marcha de 8 en 8 horas, observando que a las 48 horas se habfa alcan-
zado pricticamente el méximo de hidrélisis puesto que no se distinguian,
ni en la intensidad de color ni en el irea, las manchas obtenidas con
muestras iguales del autohidrolizado a las 48 horas.y a las 72 horas, que
fué el tiempo méximo de control seguido. Cualitativamente el hidroli-
zado de las 48 horas respecto al de las 40, diferfa en la galactosa, azlcar
que no se manifesté hasta entonces, ‘
Comprobacion cuantitativa del grado de autohidrélisis—Se determir
né el poder reductor con reactivo de BENEDICT a las 12, 24, 48 y 72 horas,
haciendo cada uno de los experimentos sobre una muestra distinta aun-
que todas en las mismas condiciones'salvo en lo que al tiempo se refiere
(0,5 grs. de goma bilida albaricoquero en 5 c.c. de agua, a b. m.). Trans-
currido cada uno de los tiempos, la correspondiente muestra se llevé con
agua a 250 c.c. y se procedié a la valoracién; los datos se recogen en la
Tabla XXIX deduciendo que a las 48 horas es aproximadamente igual

TABLA XXIX

Paso mues- N Sol proble-
tra llevada Tiempo ma. e ¢ con- grs azﬁ(_za- °/,azlcares
a 250 c. ¢ en horas sumidos res en 250

0.5 12 40,07 0,00075 0.15

0,5 24 40,05 0,00100 0,20

0,5 48 34,78 - 0,00115 0,23

0,5 72 34,79 0,00115 0,23

a la que tiene la solucién a las 72 horas, considerando que al cabo de este
tiempo se habia alcanzado el méximo de hidrélisis (5 c.c. de BENEDICT =

= 0,0001602 grs. de glucosa}.
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Esta comprobacién se hizo sélo con goma bulida ya que se confirma-
ban plenamente los resultados deducidos de la observacién de los croma
togramas, pudiéndose generalizar los resultados en las gomas -restantes.

c) Hidrélisis deida en frio y fraccionamiento de los hidrolizados

Muestras de 0,5 grs. de cada una de las gomas antes citadas se dejan
en. maceracién con 20 c.c. de SO.H. IN a temperatura ambiente, siguien-
do la marcha de hdrélisis gradual, por cromatografia, durante 8 horas,
de media en media hora, observacién que se siguié a intervalos durante
3 'semanas. En la primera media hora, se aprecia la aparicién de arabino-
sa y suceslvamente aparecen los restantes monosaciridos, manteniéndose
practicamente los mismos oligosacdridos que en la autohidrélisis.

Al cabo de tres semanas el hidrolizado general de cada una de las
gomas, se llevé hasta pH = 3,4 por adicién de Ba(OH)., filtré y pasé su-
cesivamente por dos columnas conteniendo Amberlita IR-120 y Amber-
lita IR-4B, quedando retenidas en la 2.* los de naturaleza dcida. El elui-
do se concentrd a vacio reduciendo en cada uno de los casos hasta unos
2,5 c.c. aproximadamente.

Todos y cada uno de los concentrados desionizados correspondientes
a las diversas gomas, se fraccionaron mediante columnas de celulosa (el
colector autematico de fracciones utilizado, que ha sido construido en
nuestros laboratorios, permite la utilizacién de cuatro columnas simul-
tdneas),; la elucidn se hizo mediante butanol medio saturado de agua.
En los primeros 150-160 tubos se recogieron para cada uno de los hidro-
Yizados, sdlo los azicares ramnoso, xilosa y arabinosa, salvo en la de Ii-
monero que no aparecia la xilosa. En los 350 tubos posteriores se recogic-
ron, igualmente en todos los casos, galactosa y por lo menos 5 oligosaca-
ridos, si bien sélo dos de ellos lograron separarse puros en unos pocos tu-
bos, pues los otros tres siempre aparecian impurificadas. Se recuperaron
entre todas las columnas 0,4 grs. de galactosa, 0,67 grs. de arabinosa, 0,27
de xilosa, y 0,13 grs. de ramnosa asi como 0,21 grs. de una mezcla ‘de
oligosacdridos.

Un caso aparte constituyé para nosotros la goma tragacanto, puesto
que era la que mads diferia de las anteriores. En efecto, sometida a mace-
racién o hidrélisis en la forma antes indicada, y al fraccionamiento en
azicares neutros y dcidos, pudieron identificarse en sus hidrolizados ga-
lactosa, arabinosa, xilosa, galacturénico y fucosa. Porciones de estos dos
tlumos se separaron por la técnica de Froop y otras, comprobandose su
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identidad con muestras tipe. Los oligosaciridos que daba la goma traga-
canto, en principio, eran distintos de los que hemos separado en las otras
gomas, no habiéndose estudiado detenidamente en el presente [rabalo

Por otro lado, porc1ones de apr oximadamente 0,3 grs. de los 51ruposos
correspondientes a la porcién neutra de los hidrolizados de las diversas
gomas, se pasaron por columnas de carbén-celita (l 1). Se eluyen todas
cllas con 80 c.c. de agua, arrastrando asi los monosacarldos A continua-
cién se pasé por cada columna 50 c.c. de agua-alcohol (9 : 1); seguida-
mente s¢ hizo esta operacmn con otros 50 c.c. de agua—alcohol 8:2,y
asi sucesivamente fué incrementindose el grado alcohdlico del eluyente
de 10 en 10 grados. En los efluentes que correspondian a alcohol del
309 v del. 40 9, sc recogieron los dos disaciridos que desde los pnme-
ros. cromatogramas habian merecido nuestra atencién y que coincidian
con los separados en las columnas de celulosa. Las cantidades recupera-
das en todos los casos por uso de columna de carbén, era aproximadar
mente 0,015 grs. de cada uno de los dos disacéridos, porciones que se
unieron a las separadas con columna de celulosa. Esta operacién fué re-
petida con el fin de obtener una cantidad de oligosacdridos mayor, que
nos permitiese su estudio.

De los aziicares sencillos aislados anteriormente se prepararon las
osazonas correspondientes, para lo cual, 0,02 grs. de cada una de ellas se
tratan con 0,04 grs. de cloruro de fenil hidrazina y 0,06 grs. de acetato
sadico, 'asl como 2 cc. de agua destllada identificindose por sus respec-
tivos puntos de fusién :

PF
Galacto-osazona . . . . 193°C
Arabo-osazona . . . . . 159°C
Xilo-osazona . . . . . 166° C
Ramno-osazona . . . . 180°C

Se determind el poder rotatorio de muestras, de los distintos azicares
aislados (*) calculindose los poderes rotatorios cspeaﬁcos de todos ellos
resultando ser:

Galactosa: o= 24,60 [a]n = 80,2 (H,O;, ¢ = 0,3
Arabinosa: w= 2090 [e]p = 1045 (H.O; ¢ = 0,2)
Xilosa: e =+ 5,64 [¢]n =+ 1838 (H,O; ¢ = 0.3)
Rammonas: 0=+ 3,36 [w]lp =+ 84 (H.O; e = 04)

("} Las determinaciones fwucron realizadas en un polarimelra «Kern Aaaraun. N.o 33.823.
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valores prcticamente coincidente con D-galactosa, L-arabinonsa, ID-xilo-
say L-ramnosa respectivamente.

En la columna conteniendo Amberlita IR-4B (OH) quedardn rcteni-
dos los azdcares de cardcter acido, los cuales se recuperaron por elucion
con 180 c.c:de SOH. IN. El efluente, después de neutralizar con
Ba(OH). hasta pH = 3,4 y scparar el precipitado por filtracién, se pasa
por Amberlita IR- IZb concentrando el efluente de esta columna a seque-
dad. Se recuperaron 0,32 grs. aproximadamente al reunir los de todos los
hidrolizados. Por cromatografia se detectaban mds de tres manchas, una
de las cuales avanzaba a la velocidad que lo hacia el 4cide gluairénico,
otra se mostraba claramente debida a un aldobiurénico moviéndose a una
velocidad --parec1da a la galactosa (Rg = 1,1 en el disolvenite D) y una
tercera mancha, de movimiento mds lento (R; = 1,65 en el disolvente
D), pero que quedaba prdcticamente unida a una cola que llegaba hasta
la linea de partida y que correspondia seguramente a polimeros de caric-
ter acidico de mayor peso molecular que el aldobiurdnico indicado.

d) - Hidrolisis dcida en caliente

Cince muestras de 0,5 grs. de cada una de las gomas repetidamente
citadas; se tratan con 20 c.c. de SOH. IN, sometiéndose sucesivamente
durante 1, 2, 4, 6 y 8 horas a calentamiento en b.m. y reflujo, hacién-
dose un estudlo cromatogrifico de los productos resultantes previo ajus-
te del pH y desionizacién con las resinas repetidamente citadas. Los re-
sultados obtenidos se esquematizan en la Tabla XXX,

TABLA XXX

Az(Qear 1h 2h 4 h 6 h 8 h
Ramnosa — — + =+ “+-
Xilosa - - .= - 4.
Arabinosa =+ + . 4+ o

" Galactosa - - -+ -+ a4
A. glucurdnico — — -- 4- .
— — + - e

Oligosacaridos
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.. Sobre otra serie de muestras se hizo actuar 5O,H; 2N a b. m. y reflu-
]0 y demas. condiciones adoptadas en el caso antenor. Los resultados s€
*qquemauzan en la Tabla XXXI.- - L C ce e

TABLA XXXI

Azfear 1h 2h . 4h . 6 h 8 h
Ramnosa : + : + - - -+
Xilosa - L4 . + + +
Arabinosa _' ) i .k + { + +.
Galactosa + + + + -
A.. _glucurénico -+ . I -+ + -+
Oli.gosacé,ridos‘ T+ + + + +

e) Hudrdlisis deida en condiciones forzadas

Mitestras de 0,5grs. de las gomas objeto de nuestro estudio se intro-
ducen cada una de ellas en un tubo de ensayo, de paredes gruesas, con
15 c.c. de SO, H., IN se clerra a la’ llama y calienta a b.m. durante
12 horas. Al cabo de este tiempo, se rompen los tubos y el contenido ‘de
¢ada uno-de ellos se lleva a pH = 3,4, filira y desioniza. Los cromatogra-
mas ‘de estbs hldrohzados mostraban la presencia’ de ramnosa, xilosa,
drabinosa, galactdsa, 4dcido glucurénico y 4cido 4-O-metil-D-glucurénico,
facﬂmente identificables. La xilosa faltaba en los productos de hidrélisis
dea goma de hmonero y arablga la tragacanto no mostraba glucurom—
co v en cambio. terifa bastante galacmromco, asi como fucosa, azicar que
no aparecia en ninguna de las otras gomas, De los oligé)sacéridos que se

apreciaban en los- hldrollzados suaves, solo quedaba’ algo del oligosacari-
do dCLdO (Rg = 1,I"en el dlso]vente D). :

Aprecmczon remzcuam:tatwa de la rei‘acmn de aziicares y olzgosacan-
dos.—Se prepararon.tres.disoluciones patrén, &, b, y ¢..La a contenia dcido
glt_lgl_l.mnlco y. arabmosa,‘ ambas al I 9%; la b contenia galactosa, xilosa y
ramnosa, todas igualmente al | 9 'y da disolucién ¢ contenia xilobiosa
al 19%, oligosaczii:ido qug aunque concretamente no se encontraba en las
gomas, nos sirvié como clemento de referencia para la comparacién cuan-
titativa,
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En cada caso se hicieron 'cromatogramas, junto a muestras de las
fracciones neutra y acida de cada goma {muestras de 0,001.c.c. a una
concentracién orlglnal del 20 9,), muestras de cinco concentraciones dis-
tintas de las mezclas standard @, b y ¢. Estas concentraciones diferentes
se obruvieron poniendo en’ la-lidea’ de partida volimenes de 0,001;
0,002; 0,003; 0,004 y 0,005 c.c: cen u-na-mici‘opipeta, procura-ndo hacer
los toques con ella sin que se extienda la muéstra, con objeto de que las
manchas en el desarrollo no resultaran difusas. En consecuencia, las con-
centraciones de los diversos aziicares de las muestras standard quedaban
en la relacién 1 : 2 : 3:4 : 5 lo que nos permitia saber por comparacién,
la relacidén aproximada en que se encontraban los mono y ohgosacandos
en los hidrolizades problema. Los resultados se recog1e1on en la Ta-

bla IV.

Comprobacién del procedimiento anterior mediante la ‘téonica de
Froop, HirsT y JoneEs—Se tomé como ejemplo la goma de albaricoque-
ro bulida. A una porcién de 0,1181 grs. de siruposo de la fraccién neutra;
se afiadieron 0,012 grs. de ribosa; se agregd 0,9 c.c. de agua y mezclé in-
timamente ¢l conjunto para obtener una disolucidén homogénea. Con una
micropipeta se extendié en varias veces, a lo largo de la linea de parrida
de una hoja de papel Whatman n.* 1 de 60 x 60 cm., el total de la diso-
lucién (1 c.c), desarrollindose en el disolvente A. Al cabo de 24 horas se
revelaron tres tiras cortadas ongltudmalmente, dos de los bordes y una
central, cortandose a continuacién las bandas correspondientes a los dis-
tintos azicares y procediendo a la elucién con agua; se comprobo que
cada uno de los eluidos estaba pricticamente integrado por un solo com-
ponente, salvo el de los oligosacdridos que los contenia en bloque. Se con-
centré cada uno de los eluidos hasta sequedad, recuperdndose 0,0011 grs.
de ribosa: 0,0062 grs. de ramnosa; 0,0250 grs. de arabinosa; (,0081 ars.
de xilosa; 0,0198 grs. de galactosa; 0,0125 grs. de dcido galacturénico y
0,0364 grs. de oligosacaridos.

Teniendo en cuenta que la ribosa recuperada es aproximadamente el
90 9 de la aftadida y suponiendo un rendimiento andlogo para los res-
tantes azicares, los valores en peso obtenidos deberd incrementarse en
un 10 %. Dividiendo por el pesc molecular asignado a cada uno de los
componentes se calcula el nimero de moles que corresponde a cada peso,
y si se dividen todos por el menor, que es el valor relativo a ramnosa en
el caso del albaricoque bulida, se obtiene el nimero de moles de cada
componente. Los resultados se resumen en la Tabla XXXII.
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: .. TABLA XXXII
R e grs. incre- ‘ ‘ ‘Moles res-
Azficar « ET8, TeCl- - entados grs./Pm - pecto a
perados en 10 %/, ' ra mnosa
D-Glucurdnico. 0,0125 0,0137 0,00007062 171175
D-Galactosa 0,0198 0,0218 0,0001212 2,92==3
L-Arabinosa 0,0250 0,0275 0,0001833 442244,5
D-Xilosa N 0,0081 - 10,0089 0,00005933 1,43=15
L-Ramnosa T 00,0082 ' 6,0068 0,00004146 =1
Oligosacdrides 0,0364 0,0404 0,0001248 3.07=3
3) ldentificacion de componentes hidroliticos
A) ldentificacién y estructura de D,
“ El disacarido que hemos llamado D, tenfa un Ry = 1 en el disol-

vente' D y 1,2 en el dlsolvente L.

Una porcién de Dy (0, 020 grs.} reflujada durante 8 horas con
SO.H. IN daba xilosa y arabinosa, a partes iguales. Se separaron por la
técnica de Froop, Hirsr y Jones, obreniéndose 0,0095 grs. de xilosa y
0,009 grs. de arablnosa determindndose a cada una de ellas su- punto de
fusién solas y en mezcla con espec1es puras.

Formacién de osazona—0,029 grs. de DI se calientan a b.m. con
0,05 -grs. de acetato ‘de fenil hidrazina, obteniéndose una osazona,
(PF = 207°C); de‘spués de varias recristalizaciones en etanol, se consi-
guié con un punto de fusién mdas alto (PF = 216° C) Es ficilmente so-
Iuble en piridina : etanol (3 : 2); ‘una dlsoiucmn al 0,020 9, tenia un
e = 4. 0,99 (longltud "del tubo 1 drn) Jo quc supone un fa] = + 49°45.

La disolucién p111d1n~al<:ohollca se evapora a sequedad recuperando la
osazona inalterada. 0,010 grs. de ella se hidrolizan con CIH IN recono-
cié1_1dose Tos productos de h.idrélisis por él'omatograffa, previa correccidn
del pH con CO,Ag.. Al revelar con p-anisidina se detecta tUnicamente
xilosa, como tal, no apareciendo arabinosa (la mancha amarilla debida
a’la osazona correspondiente se observaba sin necesidad de revelar).

Oxidacién -con Br. —A 0,015 gis. de Dy se le anaden unas gotas de
agua de Br.. Después se calienta el conjunto con SO.H. IN durante 4
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horas, observdndose por cromatografia que faltaba la arabinosa, debido,
sin duda, a que este eslabén ha pasado a 4cido arabédnico.

Poder rotatorio de DI —~Una disolucién de este compuesto en agua
(c = 0,3) tenia un .= — 10" lo que supone un [¢] = — 33,33,

Metilacidn ¢ hidrolisis.—Sobre 0,214 grs. de Dy en presenca de S c.c.
de NaOH al 30 9, se afiaden 2 c.c. de SO,(CH;). gota a gota, agitando
vigorosamen[e mediante un agitador magnético y manteniéndose el con-
]unto a la temperatura amblente A las 8 horas se agrega una nueva por-
cién de SO(CH.). (2 c.c.) y otra de NaOH a 309 (3 c.c.). Cada 8 horas
dpmmmadamente se 1ep1te la adicién de SO{CH.). y NaOH hasta con-
sumir 10 c.c. del primero. Acabada la menlacién se acidifica con SOH.
diluido v extrae C_on CLCH. Por evaporacién de este ultimo se recupera
un liquido de n.s” = 1,4672. Una porcién de este liquido (derivado mett-
lado), se hidroliza con SOH; IN a ebulliaén durante 6 horas; se en-
fria el conjunto y neutraliza con Ba(OH) y el total se evapora a seque-
dad. En un micro-Soxhlet se hace una extraccidn de este residuc con
acetona, con lo que se separan dos derivados metilados, cuyos Ry en el
disolvente P eran 0,96 y 0,70 respectivamente. Por la técnica de Froop,
HirsT y JoNES se consiguieron separar, en varlas veces, 0,045 grs.
{cristales}) y 0,046 grs. (siruposo) de ambos derivados metilados.

El primero, de Ry = 0,96 en el disolvente F, era claramente distinto
de los derivados dimetilados de la xilosa (por ejemplo la 3-4 di-O-metil
D-xilosa R; = 0,73, en ¢l mismo disolvente), coincidiendo en cambio en
su velocidad de desplazamiento con una muestra tipo de 2-3-4 tri-O-me-
til D-xilosa de que disponfamos. Su punto de fusién era igual a 9091°C.
Sobre una porcién de 0,0164 grs. de dicho compuesto, se hizo una deter-
minacién de MeO resultando 47,99, (valor calculado para el derivado tri-
metilado 48,5 9). Una porcién de 0,020 grs. del derivado trimetilado se
calenté con unas gotas de anilina disuelta en etanol, obteniéndose la
N (2-3-4 tr1i-O-metil xilosil} anilina, de PF = 102° C.

El segundo derivado merilado de Ry = 0,70 en el disclvente F tenia
un contenido en MeQ de 32,07 %, lo que corresponde a un derivado di-
metilado. Por su velocidad en los cromatogramas debfa tratarse de la
2-3 di-O-metil L-arabinosa, es decir, se tratarfa del dimetil derivado de
la arabinosa mas veloz (3-4-di-O-metil L-arabinosa R, = 0,58; 2-3 d1O-
metil L-arabinosa, Ry = 0,70; 24 di-O-meul L-arabinosa Rg = 0,64 y
2-5 di-O-metil L-arabinosa R; = 0,85), Jo que podria llevar a confundir-
lo con alguno de los derivados dimetilados de la xilosa, aun cuando siem-
pre queda por encima de aquéllos. Por la técnica de Froop sélo pudo
separarse en forma de siruposo; se preparé su N-(2-3 di-O-metil arabino-
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sil): anilina, que renia un PF ="138C, que. coincide con referencias bi-
bliograficas. " Sobre otros 0,020 grs. de siruposo se afadieron unas gotas
de-agua de Br.. con51gu1endo separar' una lactona que cnstahzaba y tenia
punto de fusién bien definido a 30°C. .

B) Identificacion y estructura de DII‘-

" Tenfa.un Ry .= 0,75 en el -disolvente D y 0,58 en el L. Sobre : una
muestra de 0,040 grs. disuelta en agua, se. determmo su poder rotatorio
resultando ser « = 49,2, lo'que supon(, un [a], = + 230°. Reducia al
FEHLING y BENEDICI con este dltimo reactivo - hicimos una valoracién
de 1a disolucién que nos habfa servido para -determinar el poder rotato-
rio, obteniendo un valor para el equivalente de reduccién -de, aproxima-
damente 150 grs Io que representa la mitad del disacdrido.

szrolzszs—OOSO grs. de Dy, hidrolizade con SO.H. IN. durante 8
horas daba una gran mancha debida a arabinosa 'y otra al disacdrido sin
hidrolizar. Una porcién 1déntica fué hidrolizada con SO.H. IN en tubo
cerrado a b. m: durante [0 horas, dando por cromatografia exclusiva-
mente arabinosa; una parte de este aziicar pudo separarse y cristalizarse
(0,023 grs.) obteniéndose la correspondiente osazona de PF = 163 asi
como ¢l sentido de su poder rotatorio, sobre una pequefia porcién, obser-
vindose que éste era positivo, tratdndose por lo tanto de L-arabinosa.

Formacion de osazona.—0,018 grs. de DII daba una osazona, con un
PF = 235°C. Dicha osazona hidrolizada con CIH 1IN, liberaba arabino-
sa v otra porcién se mantenia en forma de osazona.

Metilacion—0,1 grs. de Dy se sometieron 2 metilacién exhaustiva
a la manera indicada en el caso de D, . Por hidrdlisis y por la técnica de
Froop se lograron separar 0,042 grs. y 0,044 grs. aproximadamente de
los dos derivados metilados.

El primer derivado tenfa un Rg = 0,83, en ¢l disolvente F, es decir,
es relativamente lento para un derivado trimetilado y es caracteristico de
la 2-3-4 tri-O-metil L-arabinosa; su contenido en MeQ = 48,7 %, lo que
corresponde a un derivado trimetilado.

El otro derivado tenia un Ry = 0,64 en el mismo disolvente F
[n-butanol : etanol : agua (40 : 11 : 19)] y un contenido en metoxilo
de 34,5 9, que corresponde a un derivado dimetilado. Su PF = 145°C y
su poder rotatorio para una concentracién = 0,1 era de 12, lo que equi-
vale a [a] , = 120°.
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. Anilin. dertvado.—0,030 grs. del - derivade dimetilado se tratan-con

etanol .y-anilina,: dando..0,035 grs. de N (2-4.d}-O-metil arabinosil). anili-

na, de PF = 14S° C. Por todos estos datos se identificé este 2 compuesto.

como la 2-4 d1 O-metil L-arabinosa. , : - . o

C} Identificacion y estructura de DHT
- El disacarido que hemos llamado D4, eniel=disolvente €, a base de
iridina, no 'se movia-de la linea de partida en Jos cromatogramas, ha-

ciéndolo al desarrollarlo en un disolvente no bisico (por ejemplo en el

disolvente D tenia un Rgy = L1).
Una disolucién de ¢ = 0,1 en agua, tenia un poder rotatorlo a = 13,
con un {«], = 130" :

Hidydlsis. —0 020 grs. de D nr por hidrélisis con SOH, IN a reflujo
apenas si se hidroliza por lo que en los cromatoglamas, 1a mancha mads
importante segula correspondiendo’ al urdnico inicial; si bien aparecian
trazas de arabinosa y 4-O-meril "glucurénico. Se repitié la hidrolisis
(0,050 grs) en tubo cerrado durante 12 horas, también con SO.H, IN.
Por cromatografia daba partes iguales de los azicares que antes sélo apa-
recian en trazas (arabmosa v 40met11 glucuromcoj quedando todavia
hastante ohgosa(,audo sin -alterar. -

Esterificacion, reduccion ¢ hidrélisis.—0,1 grs. de D1 se tratan con
3 c.c. de metanol conteniendo aproximadamente el 2 A de CIH disuelto,
reflujando durante 8 horas a b.m. Seguidamente se evapora el disolven-
te recuperdndose 0,091 grs. del residuo. Dicho residuo se disuelve en
H.Al Li en tetrahidrofurano (al 1,6 %), reflujdndose el conjunto duran-
te 30 minutos, despues de los cuales y dejado enfriar, se le adiciond cui-
dadosamenta acetato de etilo para deacomponel el exceso de hidruro.
Deqpues de neutralizar y concentrar hasta siruposo, se hidroliza el con-
junto con SOH, IN (2 c.c.) durante 10 horas a b.m,, observandose por
cromatografia que los azicares formados correspondian a 4-O-medl-D-
glucosa v L-arabinosa, respectivamente, por-sus correspondientes Rg =
= 0,26 y 0.018 en el disolvente E (n-butanol : férmico : H,O (50:1:5).

Osazona.—0,025 grs. de Dy con 0,40 grs, de acetato de fenilhidra-
zina daba una osazona que no pudo recristalizarse satisfactoriamente;
por hidrélisis de dicha osazona con: CIH 1IN, se observaba por cromate-
grafia, después de neutralizar con CO, Agg , la aparicién de 4-O-metil-D-
glucuromco ficilmente identificable, asi come una mancha amarilla co-
rrespondiente a la osazona de la arabinosa.
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Oxidacién con bromo.—0,030 grs. de D,y s oxidan con agua de Br,
(5 gotas) y ¢l resultado se somete a hidrélisis con SO.H. IN durante 4
horas; por cromatogratfa del hidrolizado no se detectaba arabinosa.

Metilacién ¢ hidrdlisis—Sobre 0,080 grs. de Dy en presencia de
NaOH al 30 %, (2 c.c) se le afiaden 2 c.c. de SO, (CHs). con agitacién y
enfriamiento, afladiendo porciones de 2 c.c. del reactivo metilante v re-
forzando la basicidad del medic cada 8 horas, haciendo cuawo adiciones
en total. A continuacién se refluja el conjunto a b.m. durante 30 minu-
tos, pasados los cuales se acidifica con SO.H; diluido, haciéndose una ex-
tracciéon continua con CLCH. El siruposo resultante se hidrolizé duran-
te 48 horas con CIH metandélico y a continuacién con ClH acuoso, hir-
viendo durante 24 horas. Después’de enfriada la solucién se neutraliza
con Ba(OH). concentrando el total (1,5 c.c) y extrayendo con CLCH;
la, disolucién acuosa se. ac1d1ﬁca segmdamente con S0.H. y vuelve .a ex-
traer con Cl, CH. En la pr imera extraccién en medio neutro, el clorofor-
mo arrastra la 2° 3 di-O-metil” L-arabinosa mientras que en la extraccién
en medio dcido queda el dcido urénico metilado, como se pudo compro-
bar .por cromatografia de sus respectivos concentrados. La fraccién dcida
se tratd con 6 c.c. de CIH metandlico al 1 % durante 2 horas, pasadas.las
cuales se neutraliza el hidrolizade con CO;Ag., separa ‘el precipitado
por filtracién y el filtrado se trata nuevamente con H.Al Li, reflujdndose
durante 30 minutos. Seguidamente se destruye el exceso de reactivo; des-
mineralizada y después de concentrar se procede a su identificacién cro-
matogrifica (Rg = 0,79 en el disolvente J; 0,53 en el disolvente G, 0,83
en el disolvente K), resultando ser la 2-3-4-tri-O-metilD-glucosa.
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v

APENDICE SOBRE ALGUNOS POLIURONIDOS DE FRECUEN—
TE USO EN ELABORADOS DE FRUTOS '

Hasta aqm nos hemos venido reﬁnendo a una serie de pohummdos
de interés, desde el punto de vista blologlco como consutuyentes norma-
les de las pulpas y sermllas de los frutos, que tanto significado tienen en
el desarrollo y en la textura de los mismos, También ha sido ob]eto de
estudio los que integran las - excrecencias .gomosas que con frecuencia
aparecen en los drboles productores de . tales frutos. Ahora b1en es cono—
cido que para la confeccién de cicrtos claborados para los qlie s¢ requicre
una consistencia especial, hay Casos en que no son suficientés los poliurd-
nidos aportados por la mater 1a pumd y en éstos se recurre a la adicién
de otros extrafios que, en la mayoria de las ocasiones, no-han de consi-
derarse como aditivos fraudulentos, sino mds bien como coadyuvantes
a la consecucién de un efecto érganoléprico deseado. Sin embargo, es
conveniente ¢l contar ¢on procedimientos analiticos que permitan descu-
brir estos aditivos para aquellos casos en que se desee un control objetivo
por cualqmer causa, por e]emplo por sospechar de una sustitucién o adi-
cién excesiva, para la imitacién de un elaborado de la competencia, para
el desarrollo de algtin preparado especial, etc., etc.

En el caso de carnes, ]aleas y mermeladas de frutas, suelen usarse pec-
tinas de manzana o de citricos y también algunos poliurénidos. proce-
dentes de las algas, en especial agar-agar y acido alginico. Sobre Jas pec-
tinas hay bastantes referencias, si bien sobre los pohsacarldos algales exis-
te menos informacién y por ello pusnmos especml interés en recoger da-

tos y aportar otros, sobre estos tltimos.
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Recientemente Hirst (149), en una conferencia sobre los polisaciri-
dos de las algas, hace unas consideraciones sobre la importancia econémi-
ca de estas substancias que en el futuro pueden aliviar la desproporcmn
entre ¢l crecimiento de la poblac10n y las reservas alimenticias de origen
terrestre. De hecho estd probado que estos polisacaridos algales son ori-
ginados por una forma de actividad fotosintética del mismo tipo que la
de las plantas terrestres, aun cuando el proceso metabdlico por el que se
forman, debe tener también algunas peculiaridades que se traducen lue-
go en las caracteristicas estructurales de cada uno de ellos.

Existe un creciente interés de los investigadores por este campo, en el
que modestamente nos hemos introducido al estudiar algunas propieda-
des de los hidrolizados del agar y acido alginico, compuestos ambos para
nosotros tienen una importancia prictica enorme por ser aditivos de fre-
cuente uso en elaborados de frutos.

La quimica de los polisacirides de algas tiene algunas dificultades
caracteristicas, tales como la propia identificacién de las algas producto-
ras e incluso la variacién de constituyentes que se observa segin la fecha
de recoleccién (150). Orra dificultad es fa mayor gama de azicares que
integran estos polisacdridos, as p01 ejemplo, ademds de los ya frecuentes
en los pollsatarldos de algas superlores aparecen como COMpONEntes ca-
racteristicos L- galactosa 3-6 anhidrido de la D- y de la I_rgalactosa Lfu-
cosa v los dcidos manurénico y guluromco incluso otros constituyentes
como la glicerina, el dcido pirdvico, etc., etc.

Quizd la mayor dificultad para los estudios estructurales de los polisa-
cdridos de algas, surja de la presencia de ésteres del dcido sulfirico. En
efecto, durante las opcraclones de metilacién por ejemplo, actiian como
inhibidores; si se intenta la hidrélisis 4cida tienen lugar degradaciones
del polisacdrido. En ocasiones, estudiando su estabilidad puede deducirse
st posible colocacidn.

Salvadas estas dificultades, los métodos que se siguen para su estudio
estructural, son los mismos que ya hefhos referido para pohsacarldos de
plantas terrestres {(metilacién, hidrdlisis parcial, etc.). Como complemcn-
to a estos procedimientos generales han surgido otros mds especificos;
asi, el procedimiento de Barry (151) permite una degradacién escalona-
da de cadenas con aziicares ligados en 1-3 y que se basa en la accidn del
"4cido periédico y tratamiento con fenil-hidrazina, con lo que se forma-
ron hidrazonas en aquellos fragmentos con funciones aldehido proceden-
tes de la ruptura’ de « glicoles, recuperdndosc los eslabones integros de

(149 Himrst, E. L., Procedings of The Chemical Sociely, julio, 1958, pigs. 177-187.
(150) Bracg, J., Sec. Chene. Ind., 165, 355 (1048). '
(151)  Banwny y McComwmicr, J. Cheni, Soe, 2777 (1957).
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aquellos aziicares que en el momento de la oxidacidén periédica no te-
nian tales grupos «-glicélicos libres, lo que sucede en los enlazados a tra-
vés del C,. Otra modificacién, también de Barry (152) condensalos
productos de oxidacién periédica de los polisaciridos en estudio con
otros reactivos tales como la isonicotinoil-hidrazina y la tiosemicarbazi-
da; el andlisis de Jos productos de condensacién insolubles, permite una
valiosa informacidén sobre el nimero de grupos a-glicélicos en la molécu-
la original,

En las algas, los polisacdridos mdés 1mp0rtantes son galactanas, las
cuales se encuentran al estado de sulfatos; en ellas, junto a la D- galac—
tosa, el prlnc1pal componente de las galactanas de plantas supenores
como ya dl]ll‘ﬂos al tratar de las hemicelulosas en general aparecen al-
gunos eslabones de L-galactosa. Ignalmente suelen intervenir otros esla-
bones tales como %6 anhidro D- (v L-) galactosa, 6-O-metl galactosa
(153), D-xilosa y dcido D-glucurénico. La presencia de azicares acidos
en la constitucién de estos polisacaridos de algas, que en otra época se
consideraban como eminentemente neutros, es otro caso mas que aboga
en favor de nuesira opinién de que en ¢l concepto de poliurénidos que-
dan perfectamente 1nclu1dos todos los tipos de pohsacarldos naturales,
aunque, por ¢l momento, no se pudiese determinar en ellos la presencia
de material acido.

Las tres galactanas algales de mayor 1rnp0rtanc1a son: - el llamado
almidén de Florida (procedente de la Dilsea edulis), la carragenina o mus-
go de Irlanda (del Chondrus crispus) y el agar (de las algas del género
Gelidium y otros relacmnados)

El almidén de F lorida, estd constituido por D-galactosa, D- -glucurdni-
ca, D-xilosa, un 11 9% de 5Q.H. y trazas de 3-6 anhidro D-galactosa; los
eslabones de D-galactosa que forman la cadena fundamental del polisa—
cirido se unen cn I3, enlace que estd muy extendido en la mayoria de
las plantas y mucﬂagos vegetales, como ya hemos resaltado en otras oca-
siones. La carragenina es un pohsacando alin mdés sulfatado que el ante-
rior (28 %) y sus principales constituyentes son: D-galactosa, L-galacto-
say 36 anhidro L- -galactosa, sin descartar la posibilidad de que interven-
gan otros aunque en pequefia proporcidn;: en realidad, se trata de una
mezcla de polisacdridos que recientemente ha merecido la atencién de
varios investigadores (154) en la que la presencia simultinea de los is6-
meros D-.y Lr de la galactosa dificulta considerablemente la determina-

(1562) Baany ¥y Mrrcueln, Jf, Chem. Soc., 3610 (1953); Banwy, McCouwick ¥ MiTculhy,
s. Chem. Soc., 3692 (1054). ’ : '
(183) Nuxx v Heosvr, J. Chuem, Soc., 1094 (1937}
(154) Jouxsrox y Puncivarn, J. Chenr, Sec., 1994 (1950); Anarr y Hinsasw, Buil. Chem. Soc.
siapan, 29. 770, elc., ele. (1956)
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cién de estructuras. Pero la galactana mds interesante para nosotros, es
¢l agavagar, puesto que ha ocupado nuestra atencién, no tanto su aspec-
to estructural como en sus caracteristicas analiticas, por lo que nos per-
mitiremos eXponer un poco mds ampliamente el estado actual de conoci-
mientos sobre estos poliurénidos; los uvances mds importantes sobre la
estructura del agar se deben a la escuela japonesa de ARrakr al que debe-
mos agradecer la gentileza de habernos enviado la dluma serie de sus
publicaciones en esta materia, algunas cecién salidas de _prensa (155).

Las substanclas agarlcas se diferencian en composicion y propledades
fisicas segin las espec1es a partir de las cuales se hace la extraccién; el
alga Gelidium amaris, es la espLue mas importante de las utilizadas co-
mercialmente para la extraccidn de agar. De Araxi recogemos la Ta
bla XXXIII en la que se comparan las propledades del agar procedente
de varias cspc.cus

TABLA XXXIII

. .. Gelidium S:éls((lzg;:;- Ceramium Acenthopel-
Composiciones guimicas Amansii tatum Nvpnacoi- tis japoniea
Lax. Okan. des Okan.
CH,O % 3,3 2,3 04 2,1
Total azicares reductores _
(como galactosa) o, 66,8 48,1 66,2 56,0
D - galactosa (método .
de ToLLmvs) o 32,2 26,3 46,6 28,1
3'£Saa“h’d"° L‘ga’aﬁ} 14,2 20,7 5,2 29 2
gil
L-galactosa + -+ — +
D-1-galactosa - - + —
Lactons de urémecos 9%
{(método de LEFEVRE) 4,6 13,1 13,7 : 45
Lactona de urdnices 9% 5.4 17,2 175 107

(método de TOLLENS)

El agar-agar o simplemente agar se extrac de ciertas especies de algas
rojas (clase Roodophyceas) principalmente las del género Gelidium (Celi-
dium amansii, Gelidium subcostatum,...), ’si bien puede tener otros ori-

(155) Amart y Anar, Bull, Chem. Soe. Japan, 29, 339-345 (1956); Amax1 ¥y Anar, Bull, Chem.
Soc Japan, 30, 287-203 (1957); lhirase, Science and Technology, 6 (1957); clc., etc.
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genes. Puesto que se trata de una substancia obtenida por extraccién, po-
“siblemente mezcla de polisacdridos, es conveniente considerar este nom-
bre como aplicable a una familia de substancias de constitucién muy
similar. :

Su propiedad de formar geles le permite tener multiples aplicaciones
pudiéndose utilizar como agente solidificante en la preparacién de me-
dios de cultivo de microorganismos en los laboratorios bacteriolégicos;
como agente espesante en alimentos (nuestro caso), en adhesivos y co.as;.
como componentes de emulsiones {incluyendo emulsiones totogréfi-
cas); etc., etc. Sus usos como catértico estdn basados en su indigestibili-
dad y poder de hinchamiento en presencia del agua.

Para la obtencién industrial del agar, se hierven las algas previamen—
te seleccionadas y secadas al sol y el extracto filtrado se concentra a vacio
hasta siruposo; éste se mezcla con alcohol o acetona y agita hasta formar
un precipitado blanco, el cual se separa por filtracién, redisolviéndolo
en agua caliente y precipitindole de nuevo en alcohol. Como resultado
de repetir este tratamiento varias veces se obtiene el agar en forma de un
polvo blanco. Esta misma técnica fué utilizada por nosotro spara la pu-
rificacién de agar en los casos en que lo pretendimos.

En la Tabla XXXIV se recogen los datos obtcnidog también por

TABLA XXXIV

Substanc&asi
a as r-agar
% Bolidiom  oomoreal Agarager
Amansii Lax.
Apgua 13,0 13,0 16,2
Cenizas 3,1 32 3.7
C . 47.2 46,3 —
H 6,3 6,1 —
3 0,64 1,05 —
N 0,89 0,51 0,68
S0, —_ — 3.20
CH,0 —_ 0,70 1.2
CH,CO 3,6 — —
Galactosa 32.2 35,0 —
Azicares reductores di-
rectos . - 9.2
Azdcares reductores to- 66,3 . 868.2
tales

Lactona de urdnicos
(método de LEFEVRE)
Lactona de urdnicos
" 54
(método de TOLLERS)

4,6 6,8 .
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ARakr (156) sobre agar seleccionado y agar comercial, figurando en la dl-
tima columna los datos obtenidos por nosotros pala el agar industrial de
mds frecuente uso en Espafia. Las variaciones mds notables corresponden
al dato de viscosidad: en cuanto al contenido en metoxilo asi como en la
cantidad de S y N hay muy- pocas referencias. El § se considera como
un componente elemental del agar, el cual estd presente en forma de és-
ter del dcido sulfirico (157), no ocurriendo igual con el N' que, parece
ser, procede de impurezas que acompafian al agar, tales como proteinas,
pudiéndose eliminar fdcilmente por tratamiento con dcido acético. La
separactén simultdnea de proteinas en estas precipitaciones globales de
poliurénidos, resulta natural, como hemos tenido ocasién de comprobar
en el caso ‘de pectocelulosas.

El principal componente azucarado, tanto en el agar comercial como
en ¢l de Araxi, es la galactosa, encontrindose en uno y otro aproxima-
damente en Ja misma cantidad. Finalmente se observa en las cenizas la
presencia de Ca, Mg y Sr figurando los dos primeros en la molécula
como sales de un polisacirido formado por eslabones de galactosa unidos
con ésteres del dcido sulfdrico (1358).

El agar ¢s estable frente a los dlcalis- pero muy inestable en medio
dcido hidrolizandosc facilmente, como hemos tenido ocasion de compro-
bar y como més adelante se tratard con deralle.

Los estudios sobre la presencia de L-galactosa en el agar fueron reali-
zados simultineamente por PIRIE y ARrakl, publicando el primero antes
que el investigador japonés, ¢l métode ' de aislamiento (159) el cual fué
perfeccionado posteriormente por el segundo (160). PIriE aislé la D, L-ga-
lactosa en forma de heptacetato, como consecuencia de la presencia en
la molécula de un aldehido galactosmo y, finalmente separé la Lgdlacto-
sa a partir de la mezcla de los dos isémeros dpticos. Existen otras opinio-
nes en contra de la existencia de dicho aldehido galdctosmo (161); poste-
riormente se descubrid (162) que la D-galactosa no la contienen todas las
substancias agarosas observando su presencia en el extracto de la Cera-
nius hypnacoides mientras la Gelidium amansiy, por ejemplo, y otras
especiés s6lo contienen Lgalactosa Con todo, es dificil asegmar sl en
aquellos casos de aparicién de D- y L-galactosa, la substancia estard libre
de contaminacién con otras galactanas. -

(156) Amaxr, Cu., Science and Techaology Japan, Vol. 2 (B), 1953,

{ 157) Neusewo, C. y Owa, WL, Biochem, Z., 125, 311 (1021)

(138) Awaxr, C., J. Chem. Soe, Japan, 58, 958 (1987); 59, 424 (1938).

(159) Pimus, N. W., Biochem. 1., 30, 360 {1936).

(160)  Amaxi, 5., J. "Ghem. Soc. Japar, &8, 958 (1937); §9. 424 (1938).

(161) Frauxkevsenc, K. y Sore, K., Ber, 76, 264 (1937).

(162)  Anaxr, C., J. Chem. Soc. Japan, 58 1214 (1937);, Collection of Treuflst.s m Communo
ration of rhe Anmve'reary of Kyoto Teehninul College, 136 (1932).
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El estudio de la estructura da lugar a serias dificultades expemmenta—
les como se puede deducir ficilmente, va que junto a restos labiles, que
a veces se comportan como ceto-aziicares, hay dcidos urdnicos (que pue-
den estar presentes en un polisacdrido contaminante), dcido pirivico, los:
restos sulftiricos, ete., etc.

En los estudios realizados en la Universidad de Edimburgo (163) me-
diante procesos de metilacién, detectaron la presencia de eslabones de
B3-D galactopirancsa, con enlaces en 1-3 y de 3-6 anhidro L-galactosa, en-
lazados a otros eslabones a través del C,. Pero, no les fué posible averi-
guar si estas unidades de anhidro-azicares existian como tales en el po-
lisacdrido original o si se produjeron durante el proceso de aislamiento,
como resultado de la hidrdlisis de los ésteres sulfidricos.

Este problema se ha resuelto recientemente, durante los estudios que
sobre la estructura del agar realizan Arakr y colaboradores, los cuales
han demostrade que el anhidro-azicar 1dbil se puede aislar de una ma-
nera relativamente estable en forma de dimetil acetal. Araxr considera
que el agar no es una substancia simple, sino una mezcla de, a lo menos,
dos polisacdridos, denominados agarosa y agaropectina. Dicha heteroge-
neidad se demuestra por el hecho de que acetilando el agar directamen-
te, da lugar a dos extractos diferentes, une soluble en cloroformo y otro
insoluble en él. El primero es el llamado acetato de agarosa y el segundo
acctato de agaropectina, el cual contiene los dcidos urénicos y sulfdrico
presentes en el agar. Por saponificacién de los respectivos acetatos se ob-
tiene la agarosa y agaropectina nuevamente. Igual ocurre al metilar el
agar, se producen dos derivados metilados distintos: éter metilico de la
agarosa (soluble en cloroformo) y éter metilico de la agaropectina (inso-
luble en cloroformo).

La agaropecnna esta formada por eslabones de D-galactosa enlazados
en 1-3 y quizd también dcidos urénicos aunque en pequeﬁa proporcién.

La agarosa, segin se deduce de la hidrolisis dcida, tiene una estructu-
ra formada por unidades repetidas de agarobiosa [4-O-B- (D-galactosil)
3-6-anhidro L-galactosa); por otro lado, Arakr y Arar (loc. cit. 155) ob-
servaron que una enzima aislada de la Pseudomonas kiotensis, rompia
los enlaces B de la agarosa, obtenmiéndose una mezcla de oligosaciridos,
siendo el mas abundante el disacirido llamado neo-agarobiosa, cuya es-
wractura se ha probado es la 3-0-(3-6 anhidro-«-L-galactopiranosil) D-ga-
lactosa. La agarosa tiene una mayor facilidad para formar gel que la
agaropectina; la estructura de la primera es mas simple que la de la se-

(163) Prrovarn, E. 6. V., Somsaviuni, J. C. y Forses, I, A., Nature, 142, 797 {(1938); P=n-
cvan, E. G, V., y Fomsrs, 1 A., Noaiure, 142, 1076 (1938); J. Chem. Soc., 1844 (1939),
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gunda. De Araxi, recogemos la férmula admitida para la agarosa, en la
que se indican los puntos de escisién segiin las condiciones de hidrélisis.
CH;,OH i
'

@
o : :
HO J )
40CH O % 6CHe OMm ECHy QRiY=
0”0

Hi
~5EA df"’ ~=«— D-Galactasa v 33";‘ 0" os D-alaitosa—ee 1?;4M9!=’gg--.o-a.cm¢.-o

- " e———Agarobiosa Agarobiosa
a——Neoagarobiose — v e—— Neoagmbwsa ——s 4 Neoagarobiosa ——n
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L]

Poscble estructura de Agarosa

@: Hidrolisis deida
@ . ensimatica

En la férmula anterior, sin embargo, no se manifiesta el hecho des-
cubierto por Hirase (164) de que el Acido pinivico, el cual se obtiene
aproxunadamente en un 1 9, de los productos de hidrélisis del agar, esté
quimicamente unido en la molécula de agarosa, posiblemente formando
un compuesto acetal del tipo siguiente:

CH,
0

L\

HOOC— o CH,

N <(tm > __1<I\' I\H(CHJ,

OH

Desde el punto de vista bioquimico, el dcido pirdvico es de gran im-
portancia en los procesos metabolicos, constituyendo su formacién una
etapa intermedia, a través de la cual, los hidratos de carbono, protemas y
grasas se metabolizan, siendo capaces también de sufrir interconversio-

(164) Himass, 5., Science and Technology Japan, 6, 17-30 (1957).
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nes. Pero, aparte de esta misién, no era conocido hasta los trabajos de
Hirase, que dicho 4cido interviniera constituyendo una parte de la mo-
lécula  del agar, capaz de romperse facilmente por hidrélisis acida, no
existiendo tampaco datos suficientes -para decir que dicho 4cido, como
mte&rdntn del agar, juegue una funcién definida en el metabolismo de las
zugas El problema, en este caso, estd en saber cémo se distribuye el dci-
do pirdvico en los dos polisacdridos (agarosa y agaropectina) o si estd
acumulado en uno de ellos, al igual que los eslabones de suifurico y los
de 4cido urénico.

Comeo no se conocia que ¢l dcido pirdivico formara parte de polisaca-
ridos, Hirase hizo experimentos posteriores sobre otros polisacéridos
distintos del agar, para detectar la presencta de dicho dcido en ellos, si-
guiendo un camino idéntico al realizado para aquél, pero en ninguno de
los casos examinados pudieron detectarlo. Precisamente nosotros hemos
ampliado esta idenrificacién de pirGvico a otros muchos polisacinidos, en
especial a gomas de frutales, como se Indicd en su momento, no acusan-
dose su presencia en ninguno de los casos; en cambio, en ¢l ensayo reali-
zado con agar seguia confirmédndose la clara presencia de dicho acido.

Fl estudio del 1nvest1gad01 japonés sobre la estructura del compues-
to (A) constituye una interesante aportacién para la determinacién de la
férmula estructural real del agar, ya que pese e las diversas férmulas pro.
puestas para éste (165) todavia existen bastantes puntos por aclarar.

Una caracteristica definida, es la presencia de eslabones de D-galactopi-
ranosa unidos en 1-3. Quizd la férmula propuesta por ARrsxi y colegas
a base de la intervencién de eslabones de agarobiosa, sea la que tenga
mas puntos a favor, pero, con todo, resulta prematuro el asignar al agar
una constitucién definiiva hasta tanto no se descubran todos los com-
puestos que intcgran la molécula de este polisacdrida complejo.

Asl como el agar es el polisacdrido de las algas rojas que mds interés
econémico ha alcanzado, en el caso de las algas pardas’ (feoficeas) es el
acido alglmco el que tiene mayor importancia. Junto al dcido 11gm1co
es también tipico de las algas pardas el pohsacamdo laminarina, asi como
algunaa fucanas. La laminarina es un pohglucosldo con enlaces en 1-3,
que se extrae cspecialmente de las algas del género Laminaria. Entre las
fucanas debe destacarse la fucoidina, que puede proceder de varias algas,
en especial de las de los géneros Fucus y Laminaria. Los eslabones de
fucosa se enlazan entre si por las posiciones 1-3, teniendo unido cada es-

(165) " Prrcivarn, L. G0 Vo v Somenviewe, T V. J. Chene. Soc, 1615 (1987 ‘Anaki, C.,
! Cleemr, See. Japun, 58, 1362 (1937); Joxws, W. G. M. y Peat, 8., J. Chem, Snc. 225 (1042)
fRef. C. AL, 36, 4007 (1M1 ; Peacivar, B G. V. v Toossox, J. {hem. Soc., 750 (1942); Ba-
nay, Y. G, Dieox, ooy MoGernwear, W.o F, Chem, Soe.. 183 (U42) [Hef. €, A, 36, 3489

(1042,
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labén de fucosa, un grupo SO,= por su posicién 4. Para. la fucoidina, han
propuesto ConcHIE ¥ PercrvaL (166) la férmula:

.2F12FI1-2F1-2F 1, ..
4 34 4 4

| | I
/3-4-1:‘.1 8 8

8

en donde cada F representa un eslabén de fucosa y cada § un grupo
fulfato:

—
Ho\-l__|/ HOS O N ‘T»/
OH HO
L-Tucosa ’ l?.;slnl1<3|1 de 4-sullato  L-Tucosa

con enlaces en 1.2

El acido alginico es, en principio, un polimero del dcido manuréni-
co, urénico este tltimo que, junto al gulurénico (estereoquimicamente
relacionado con el anterior), es el mas caracteristico de las feoficeas, en
las cuales faltan, sin embargo, polimeros del glucurénico y galacturénico
que tan extendidos se encuentran en las plantas superiores; sl acaso exis-
ten a veces eslabones aislados de estos Glumos integrando cadenas
mixtas.

COOH
N < © COOH
H,0H | >H OH
H HO> !
HO ?_| 1o |H H(l)
Acido D-manurdnice Acido L-gulurdmico

El 4cido alginico que fué descubierto en 1883 por STANFORD, estd co-
mercializado desde entonces. Sus caracteristicas coloidales y elevado peso
molecular, as{ como el gran nimero de grupos carboxilo, son responsa-
bles de sus innumerables aplicaciones, algunas de las cuales poseen inte-
rés para nosotros desde el momento de que el dcido alginico se usa con
éxito en la preparacién de ciertas carnes, mermeladas y jaleas de frutas.

(166)  Coxamir v Pruncivan, Jo Cheme Soc., 827 {1050).
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Aun cuando los estudios estructurales fueron de los primeros iniciados
en el campo de los polisacdridos, son sin embargo, de los que mas dificul-
tades han encontrado, sobre todo como consecuencia de la gran resisten-
cia a la hidrélisis manifestada por el alginico. lo que lleva a la degrada-
cién o destruceidn de los productos de hidrédlisis al tener que recurrir
a procedimientos mucho mas enérgicos. Por una hidrélisis dcida muy
controlada, es posible obtener D-manurolactona, aun cuando no con
rendimiento cuantitativo; por métodos de metilacién ¢ hidrélisis poste-
rior, pueden deducirse otras particularidades, sucediendo igual con lo
que respecta a oxidaciones graduales y estudio de productOS resultantes,
En eu afo 1939 Hirst y colegas (]67) propusieron para el dcido alginico
la estructura parcial.

¢ COOH

.og#//gﬁ—ﬁé |—o l_no.“
[\\ >Lu&ﬁK$urm>'
i—© | '
COOH

en la que como se ve, estd formado por eslabones de dcido manurénico
enlazados en 1-4, aceptindose ésta con las naturales reservas.

Ensayos posteriores (168) realizados por metilacién total, hidrélisis,
remitilacién y reduccién con HLAILL, permitieron la identificacién de
los aziicares resultantes mediante cromatografia, habiéndose encontrado
que éstos se distribuyen en la siguiente proporcién :

2-3-4 tri-O-metil D-manosa . . . . ., . . ~ 1%
2-3 di-O-metil D-manosa . . . . . . . . == 88 9%
mono-Q-metil manosas . . . . . . 0 .. ~ 49
di-O-metil hexosas . . . . . . . . . . = 6%

la presencia de aziicares monometilados puede deberse, bien a una dime-
tilacién incompleta, o bien a la existencia de eslabones de manurdnico en
cadena ramificada. Aunque no se descarta la posibilidad de ramificaciones,
la cadena es principalmente rectilinea, en la que los eslabones de manu-
rontco se enlazan en 14, contando estas cadenas con 100 4 mds eslabo-
nes. Las investigaciones de Fiscurr y DérreL (169), con uso de téenicas
c1omatog1aﬁcas han permitido demastrar la presencia de L—guluruno—

(167} lhnsT, Jovus v Joxms, J. Chem. Sec., 1880 (1920,
(168)  Cnaxna, Ihesr, Prrcivan ¥ Ross, J. Cheow Soc., 1833 (19532),
(169)  Itscaer y Diwren, 2. physiol, fhem., 381, 224 (2055); 302, 186 (1955).
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lactona, aparte del principal componente D-manuronolactona, existiendo
entre ambas lactonas una indudable relacién estereoquimica. La propor-
cién de L-gulurdnico varfa para el acido alginico obtenido de diferentes
manantiales. Queda la duda si los eslabones de gulurdnico se unen entre
si o con otros de manurénico, es decir, integrando una molécula uniforme
de eslabones idénticos al igual que el dcido manurdnico o si formarfa un
polisacarido ¥inico en el que los eslabones de gulurénico estarian reparti-
dos en proporcién a su cuantfa. Los métodos ionoforéticos ayudardn, sin
duda, a comprobar si, en definitiva, el alginico estd integrado por
un polisacdrido dnico o por una mezcla de dos muy relacionados.

Nos queda por mencionar, aunque sea ligeramente, -por la relacién
que tiene con los nuestros, el caso de las pentosanas algalés. Sobre ellas
cabe recoger las consideraciones que Hirst (loc. cit. 149} hace sobre las
diferencias consttucionales, respecto a las pentosanas de plantas terres-
tres. En efecto, mientras que estas ultimas, como ya hemos visto en dis-
tintas ocasiones predomina la L-arabinosa coexistiendo con la D-galacto-
sa (que es la hexosa estereoquimicamente relacionada con aquélla) v el -
acido galacturdénico, en cambio las pentosanas algales muestran constitu-
cién muy distinta. En primer lugar la L-arabinosa falta pLactlcamente en
todas las algas (un caso particular en que se ha encontrado este azicar es
en el alga Anabaena cylindrica) (170), tampoco aparecen nunca las ga-
lactanas en las algas en asociacién con los poliurdnidos derivados del glu-
curénico y galacturénico tan frecuentes en las plantas. En los que res-
pecta a la xilosa, debe indicarse que aparece con mayor frecuencia en las
algas, pero no integrando xilanas que formen parte de las paredes celu-
lares, como sucede ‘en las plantas superiores, sino mds bien participan
como eslabones intercalados en las galactanas. En algln caso particular,

por ejemplo en el alga roja Rhoa’ymenm palmata, se encuentran verda-
deras xilanas que juegan un importante papel en el metabolismo de di-
chas algas; en vez de participar como elementos plasticos de las paredes.
Recientemente han aparecido algunos trabajos sobre estas xilanas alga-
les (171) (172), cuya estructura mds probable parece ser:

Lo XLl 44X L. aXxi1 ... 4X ...

Como se ve nos hemos referido especialmente a los polisaciridos.de
las algas rojas y pardas que son las que hasta ahora han sido objeto de
(170) DPrnorvan vy Craxoa, Nelure, 166, 787 (1950). .

(171) Bannv, McGormick v Mitcueny, J. Chem. Soc. 3692 (1954)
172y  Howane, Biochem, J., 67, 643 (1937).
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atencién por parte de los investigadores. Sin embargo existen otras mu-
chas variedades de algas y todas cuentan con polisaciridos de interés po-
tencial. Recientemente se han iniciado ¢studios sobre los de algas verdes,
polisaciridos que constitucionalmente son intermedios entre los de las
dlga': rojas y parda y los de plantas superiores. Asi por e]emplo los po-
lisacaridos de la Ulva lactuca (173) contienen un porcentaje elevado de
grupos sulfato junto a Lrramnosa, D-xilosa y D-glucurénico. Para este
polisacdrido se¢ ha adelantado la estructura:

Rl ..., R ,6Gla , Xt . ,y4X1 ..,

pero no esta aclarado si se trata de un polisacirido dnico o si se trata de
una mezcla de varios. También es interesante el caso de la Clodophora
rupestris {174), un alga verde también, de la que se extrac un mucilago
contaminado con proteinas, cuya porcién hidrocarbonada consta de
Dgalacturomcu L-arabinosa, D-xilosa y dcido sulfirico (20 %), junto
con pequeiias porciones de L-ramnosa y D-glucosa, aun cuando se supo-
ne que la glucosa procede de algo del pohsdmndo laminarina que se¢ en-
cuentra coma contaminante; como en el caso anterior queda la duda de
si se trata de un POhh&Cd.lldO unico o de una mezcla de varios.

A pesar de que hemos hecho una seriec de consideraciones sobre la
naturaleza de los diversos polisaciridos de algas; sblo dos de ellos, el
dgar-agar de las rodoficeas, y el dcido alginico de las feoficeas, tienen in-
terés inmediato para el fin que nos hemos propuesto: detectar la presen-
ria de poliurénidos adicicnados a elaborados de frutos. Tampoco son és-
tos dos poliurénidos los unxcos coagulantes utilizados como aditivos,
pues. aparte de las pectlnas que consutuyen por asi decir, el adidvo
mis afin a los consutuyentcs propios de los frutos, estd extendiéndose
también el uso de derivados de la celulosa obtenidos artificialmente; en-
tre tales derivados podemos citar las diversas tilosas (por ejemplo la tdo-
sa SL400 que es una oxietil-metil celulosa y la tilosa KN-2.000 que es la
sal sddica de la carboximetilcelulosa).

La existencia de esta variedad de aditivos que pueden utlhzarse por
separado, e incluso en mezcla, implica indudablemente la determinacién
de los mismos en claborados en que se pretenda descubrirlos o valorarlos.
No tenfamos conocimiento al iniciar nuestro trabajo, de la existencia de
algin método eficaz para detectar tales aditivos, por lo que iniciamos

(173) Brapxg, Guonc-Prast ¥ tHanoy, J. Chem. Sec. 319 (1954j.
(174} Ilisuer ¥ Puncivan, E., J. Chen. Soe., 2686 (1957). -
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unos experimentos con este fin, y que, de una manera muy resumida, ex-
pondremos en este apéndice.

Nuestros experimentos se enfocaron desde dos aspectos; por un lado
s¢ esperaba obtener algiin resuitado medianté el logro de precipitaciones
selectivas e 1dentificacién posterior de fragmentos resultantes, determi-
nando cudles eran los realmente caracteristicos para cada uno de los po-
liurdnidos en ensayo.

El método de precipitacién consistié en la misma técnica que segui-
mos p*lra las gomas, es decir, utilizacién sucesiva de electrolitos v ob-
servacién subsigulente; recogemos los resultados obtenidos en la Ta-
bla XXXV. En dicha tabla se ve claramente que para cada uno de los
poliurénidos ensayados, ¢l comportamiento mds caracteristico se observa
frente a unos determinados reactivos, quedando recnadradas en la misma
el grupo de reacciones a aplicar.

Debemos aquf hacer constar que en el curso de nuestros experimentos,
conocimos la referencia bibliogrifica a un trabajo de Kocm y Bret-
THAUER, a través del C. A. (175), en el que los autores se habfan plan-
teado el mismo problema que nosotros para ¢l caso de pectinas, tilosas y
alginatos en. mermeladas; por dicha referencia vimos que los rcactivos
de precipitacién utilizados eran practicamente iguales a los nuestros,
ahora bien, los resultados que segin el resumen del C. A., obtenian los
autores, nos desconcertaban grandemente, ya que por ejemplo el reactivo
indicado para el alginico es Ba(OH}. ¥ (NOq), (UO.) y para el caso de la
tilosa KN, Cl.Ca o CIH. Bastantc avanzado nuestro trabajo, tuvimos la
oportunidad de recibir una separata del original, por gentileza de los
autores, miembros del Instituto para la Investigacion y Aprovechamiento
de Frutos y Verduras de Geisenheim, Rheinggu, con la satisfaccién de
comprobar que sus resultados coincidian con los nuestros y por tanto
que el error estaba en el resumen. .

Posteriormente conocimos el trabajo de Ewarr y CHapMman (176), en
el que los autores tratan de la determinacién de estabilizantes en alimen-
tos-en un sentido amplio y que cronolégicamente es anterior al de los
autores alemanes, coincidlendo también en lincas generales en la forma
y conclusiones a que llcgan que también son coincidentes con las nues-
tras. También existe un trabajo de NEwBURGER, JonEs y Crark (177)
sobre la identificacién de tales substancias mediante espectros en el infra-
rrojo. _ .

(175) Kocm, J. vox y BreTTHAUER, G., Zictschrsift  fir Lebeasmnilteibunde, 50, 162 . (1954)
TRel. C. A. 5719 (1955)].

{176y Fwart, M. H. v Cuavsan, R, A, Anal. Chem., 24, 1460 (1952).

{(177) Newesuvrcrr, 8. 0., Josms, J. H. vy Crane, G. R., Proec. Sci. Sect. Toilel Goods Assoc.,
19, 25 (1953 [Ref. C. A., 47, 9040 (1953)]. . ’
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TABLA XXXV
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" Al margen de estas reacciones de precipitacién, consideramos como
posibles caracteristicas para ayudar a la identificacién de los coagulantes
de cardcter hidrocarbonado que estdbamos ensayando, la forma de disol-
verse €stos en el agua, después de que los mismos habian sido separados
del producto bruto que los contenfa {mermelada, jalea, carne...). La se-
paraaon en bloque de los coagulantes se hace por precipitacién con eta-
nol, pasando, después de secados muy suavemente, a observar la forma
.de disolverse cada uno de ellos en ¢l agua; nuestras observaciones subje-
tivas fueron confrontadas con las de un panel de prueba que cons-
tituimos por deferencia de un grupo de compaferos, por lo que es-
timamos que el ensayo de solubilidad tiene fuerza de prueba objetiva.
En la Tabla XXXV se han resumido los resultados; se desprende de la
tabla que el ensayo no tiene cardcter detammante pero si es un buen
complemento para otras pruebas

Con todo, pensamos que quizd el método dé " mas porvenir podrxd es-
tar ligado a una hidrélisis e tdennficacién de los productos de ésta, iden-
tificacién en la que indudablemente tendrian papel primordial las técnicas
cromatograficas. Nucstros cnsayos se hicieron en unas ocasiones sobre la
masa bruta de coagulante por precipitacién con alcohol, en otros aplica-
mos la hidrélisis directa sobre los elaborados de frutos que han sido la
materia prima fundamental de nuestros experimentos, aparte de mez-
clas artificiales en que confirmamios la presencia de dos o mds aditivos;
en estos dltimos casos se hizo la observacién sobre el construyente mds
caracteristico que resulta en la hidrélisis de cada pohmomdo

Para la hidrdlisis utilizamos SO,H. de diversas concentraciones
(I; 2; 3; 4,5;: 9 y 18 N), haciendo actuar el agente hidrolitico entre 1
y 8 h01 as 'y hac1endo la observacién de los ploductos de hidrélisis al cabo
de 1, 2, 4, 6y 8 horas; transcurrido el tlempo previsto para cada una de -
las hIdI‘OhSlS s¢ provoca el bloqueo del agente hidrolizante para que su
accién no prosigulera y se estudlan los productos resultantes por ‘croma-
tografia.

- A continuacién se resumen los resultados, primero al dejar fija la
concentracién y variar los materiales sometidos a hidrélisis (Ta-
bla XXXVI}); despues se Indican también los resultados de actuar suce-
sivas concentraciones de dcidos frente al mismo sustrato (Tabla XXXVII).
También se dan los resultados para las mezclas agar-agar, dcido algini-
co, “pectina v tilosas, deduciéndose que es posible lograr la identificacién
de una manera bastante inequivoca (Tabla XXXIX). Aunque en la
mayorfa de los casos no llega a interesar la variacidn cuantitativa de es-
tos aditivos, debe hacerse constar que puede lograrse mediante la medi-
da densitométrica de las manchas mds caracteristicas para cada uno de
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cllos. Asf para la pectina era necesario medir la concentracién en galac-
turénico; de la galactosa para el agar {no descartando la posibilidad de
hacerlo sobre la marcha de pirivico y aun sobre una mancha de elevada
velocidad, amarilla sin necesidad de revelar cuya presencia en el hidro-
lizado de agar era especifica, comprobdndosé en los de varias proceden-
cias); la manuronlactona para el dcido alginico y la glucosa y 4cido gl_u-
curdnico, para las tddosas SL y GN respectivamente.

El procedimiento indicado para_ la 1dentficacién, sobre todo cuantita-
tiva resultd completamente prictico al comprobarlo frente a diversas
mermeladas y carnes preparadas por nosotros con mezclas de estos adi-
tivos. Por la sencillez de realizacién es facil su uso en los laboratorios de
fibrica en los que con frecuencia pueden plantearse y en especial para
los Laboratorios del Centro de Investigacién de Frutos y Conservas, al
que pertenecemos, en donde con frecuencia se nos plantea el problema
de la identificacién de aditivos diversos, pecimitidos o no, en elaborados
de las fabricas conserveras nacionales e incluso de las de la competenaa
internacional. Por ello, consideramos que esta aportacién aunque senci-
lla s sumamente prictica.

TABLA XXXVI

Substancia Forma de disolverse en agua

Acido péctico Insoluble.
Pectato (sal de Na . . .

K..) { ' Forma soluciones claras o turbias por calentamiento.
Pectato (sal de Ca) Insoluble
Pectina Hinchamiento en agua fria y disolucién en caliente

i ‘ Disolucién lenta en agua fria v rapida por calentamien-
Alginato to para formar soluciones viscosas,
A Hinchamiento en agua [ria, disolucién por calar, geles

gar por enfriamiento.

Disolucidon lenta en agua fria, pero enturbiamiento o ge-

Metil celulosa les por calor.

Carboximetil celu- Discluecidn lenta en agua, tdpida por calentamiento dan-
losa do soluciones viscosas claras.
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TABLA XXXVII
Substancia SOH, IN

Agar Hey hidrélisis desde 1 hora y continia igual a las 2, 4
6 v 8 horas. -

Alginico A las 4 horas se mnieia la hidrdiisis dando dos manchas,
correspondientes a Acidos manurdnico y su lactona. Con-
tinta igual & las 6 ¥ 8 horas.

Tilosa Empieza a hidrolizarse a las 6 horas y continia a las
8 horas.

Pectina A las 2 horas se inicia, apareciendo dcido galacturdni-
co, y continGa & las 4, § v 8 horas.

80,H, 2N

Agar . Hay hidrolisis desde 1 hora; continda igusl durante
2,4, 6 v 8 horas.

Alginico A las 4 horas se inicia la hidrélisis; continda igual
durante 6 y 8 horas,

Tilosa Empieza la hidrélisis a las 4 horas (aparece glucosa) -
y continGa igual a las 6 y 8 horas.

Pectina, A las 6 horas, débiles manchas correspondientes al
dcido galacturdmico. Manchas en el origen.

SO,H, 3N

Agar Igual a la hidrdlisis con SO, 1N.

Alginico Desde 1 hora se inicita la hidrélisis.

Tiloza Empieza a hidrolizarse desde 1 hora.

Pectina

Empieza a hidrolizarse desde 4 horas.
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TABLA XXXVII (continuacién)

Substancic . S0,H, 4,56N
Apgar Igual a la hidrdlisis con SO H, IN
Alginico . . Igual a la hidrélisis con SOH, 3N
Tilosa Desde 1 ﬁ_ora hay hidrolisis, .
Pectina A las 2 horas se inicia la hidrélisis, continuande a las
4, 6 y 8 horas.
30 H, 9N
Agar )
Alginico - Tgual a la hidrélisis con SOH, 4,5.
Tilosa
Pectina Hay hidrdlisis desde 1 hora,
SO,H, 18N
Agar ! )
Alginico En 1 hora se hidrolizan todos, pero en las horas si-
. guientes (2, 4, 6 y 8 horas), debido a la concentracién
Tilosa del dcido se carboniza la substancia.

Pectina
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TABLA XXXVIII

Aceitn de écido sulfirico de varias concentraciones sobre mezclas de agar,

alginjco, pectina y tilosa

SO,H.

Agar

iN

oN

3N
4,5N

9N
18N

1IN

2N

3N
45N

9N
18N

Hidrélisis desde 1 hora dando una mancha correspon-
diente a galactosa y otra rdpida, de color naranja que
avanza con el frente de disolvente; mancha en el origen.
Continda igual a las 2, 4, 6 ¥ 8 horas.

Tgual & la hidrélisis con SO H, 1N,
Igual a la hidrélisis con SO H, 1IN
Iguai a la hidrélisis con SOH, IN
Igual a la hidrélisis econ S0 H, 1N

A partir de 1 hora se carboniza la substancia.

Alginico

Durante 1 y 2 horas no hay hidrdlisis, A las 4 horas se
inicia la hidrélisis dande dos manchas rojas correspon-
dientes al dcido manurdénico y su lactona, Contimia
igual & las 6 ¥ 8 horas.

Igual a la hidrélisis con SOH, 1IN
Desde 1 hora se inicia la hidrélisis,
Igual a la hidrélisis con SO, H, 3N.
Igual a la hidrélisis con SO H, 3N.

A partir de 1 hora se carboniza Ja substancia




Contribucion al estudio de algunos polturénidos... C-495

TABLA XXXVIII (continuacién)

S0,H, - Pectina
1IN A las 2 horas se inicia dando una mancha correspon-
diente a dcido galacturdénico y continia a las 4, 6 v 8
horas. Manchas en el origen.
2N A las 6 horas débiles manchas correspondientes al
deido galacturdénico. Manchas en el origen.
3N A las 4 horas se inicia la hidrdlisis, continuando a las
6 y 8 horas.
45N A las 2 horas se inicia la hidrolisis, continuando = las
4, 6 v 8 horas,
9N Se hidroliza desde 1 hora.
18N A partir de 1 hora se carboniza la substancia.
Tilosa
1IN Empieza la hidrdlisis a las 6 horas, una mancha de
glucosa v continta a las 8 horas.
2N Empieza en hidrolisis & las 4 horas (aparece glucnsa)
¥ continda a las 6 v 8 horas.
3N Desde 1 hora se hidroliza.
4,5N Desde 1 hora se hidroliza.
oN Igual & la hidrolisis con SO H, 4,5 N.
18N A partir de 1 hora se carboniza.
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.- TABLA XXXIX

Accién de dcido sulfarico de varias concentraciones sobre mezclas de agar,

alginico, pectina y tilosa

Tiempo (SO, H, 1N)

1 hora La aparicidn de galactoss asi como otra mancha muy
ripida color naranja indica la presencia de agar.

2 horas La aparicién de una débil mancha roja debida a éci-

_ do galacturdmico indica la presencia de pectina.

4 horas La aparicién de dos manchas, una de dcido manuré-
nico y otra de su lactona, indican la presencia de dcido
alginico. _

6 horas La aparicidn de glucosa indica la presencia de tilo-
sa SL.

(SO H, 2N)

1 hora La aparicidon de galactosa asi como otra mancha muy
rapida color naranja, indica la presencia de agar.

4 horas La aparicion de manchas de glucosa indica la presen-
cia de tilosa ¥y la aparicion de geide manurdnico y su
lactona la presencia de dcido alginico.

6 horas La presencia de débiles manchas correspondientes al

4cido galacturénico, indican la presencia de pectina

NOTA: Con 504112 de conceniraciones 3N, 456N y ON desde 1 hora se empiezan a hidrolizar

wdas las substancias ¥ no hay buena diferencizcién.—Con SO[Hz 18N se curbonizan lodas ¥

tamapoco hay probabilidades de difcrenciacidn,
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CONCLUSIONES

1> Se hace una revisién del concepto de poliurénidos, estableciendo
varios criterios que permiten cxtender tal nombre a casi todos los polisa-
ciridos estructurales, insistiendo en la amplia distribuciéon de dcidos uré-
nicos que llegan a integrar polisacdridos en otros tiempos considerados
como absolutamente neutros, como sucede con la mayor parte de las he-
micelulosas que se han sometido a revisién en los dltimos afios, En nues-
tra opinién sélo la celulosa « podria considerarse como un «poliurénido
estructural Neutro» y esto dentro de ciertas reservas.

2* 8e hace una puesta al dia de los conocimientos actuales, muy dis-
persos, sobre hemicelulosas, pectinas, gomas y mucilagos, estableciendo
las relaciones y diferencias entre los diversos grupes, tanto en su consti-
tucién como en su funcidn, destacando también cdmo en realidad no
existe un limite de continuidad tan rigido como se venia admitiendo
hasta ahora. Se apuntan varias teorfas imperantes sobre la formacién de
poliurénidos asi como las explicaciones que se admiten para definir su
comportamiento, al menos en las facetas mds caracteristicas (gelificacién,
gomosidad, hinchamiento, consistencia, integracién de protoestructu-
ras, etc.). ’

3* Han sido objeto de estudio experimental detallado, los poliuré-
nidos que intervienen en la porcién carnosa y en la semilla de albarico-
que «bilida», a la vez que los azicares libres que se encuentran en estas
porcmnes del fruto, adoptando el criterio actualmente seguido de estu-
diarlos sin aislamiento previo, con objeto de evitar las transformaciones
que pueden suceder en dicho proceso. Se han estudiado las excrecencias
gomosas de las diversas variedades de albaricoquero en relacién con las
de otros frutales también del género Prunus y las de otros drboles mds
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conocidos. Por otro lado, se han verificado estudios sobre algunos poli-
urdnidos de frecuente uso como aditivos en la obtencidn de algunos ela-
borados de frutos.

4. Sobre albaricoque «biilida» en sucesivo grado de desarrollo, en-
tre la 1.* v 5* semana, de una en una, se siguié Ja variacién en sus cons-
tituyentes, entre las que debe destacarse la varlacién en el complejo lig-
nopectocelulésico, de una manera progresiva, habiéndose hecho también
bién la determinacién de los constituyentes particulares de dicho com-
plejo, que variaban entre los siguientes limites: humedad 78-87 9; azi-
cares libres 1,3-0,9 9 ; azlcares totales 1,3-5; acidez 2,46-1,36 %; ceni-
zas 0,74-0,43 9, y rendimiento en pectocelulosa 4,30-2,30 9, ; limites que
-corresponden respectivamente a la 1.* y 5.* semana de desarrollo. Los
aziicares libres que componfan ¢l fruto maduro, se separaron y cristali-
zaron, resultando ser sacarosa, D-glucosa, D-fructosa y D-xilosa, previén-
dose su recuperabilidad a partir de {rutos blandos y recortes de ellos
para usos industriales-

5" El estudio sobre las hemicelulosas de albaricoque, va precedido
de una exposicién resumida, aunque bastante exhaustva, acerca del es-
tado actual de conocimientos sobre hemicelulosas de frutos que, salvo
para el caso de la pera, se reduce al contenido global en funcién del des-
arrollo de algunos frutos (no existiendo datos en la bibliograffa sobre al-
baricoques) El aislamiento por nuestra parte de fragmentos de cardcter
dcido en los que intervenian el dcido glucurdnico v derivados de éste, en
vez de los frdgmcntos aislados por Jones y REm en la hidrélisis escalo-
nada de pectina de manzana, nos demuestra la existencia de hemicelulo-
sas de cardcter dcido como entidades distintas de las pectinas, que hasta
ahora venfan considerdndose como los componentes prlmordlales en la
textura de los frutos, siendo asi que las hemicelulosas juegan un impor-
tante papel en la estructura de los mismos.

6. A parar de la lignepectocelulosa bruta (porcidén insoluble en
etanol del 80 9), se separd la porcidn soluble que resulté tener cardcter
eminentemente pectinico. Se determinaron rendimientos semanalmente
én funcién del mérodo de extraccién (maceracién neutra o acida y com-
binacién de ellas) sometiendo a estudio més detallado los correspondien-
tes a albaricoques en su grado de madurez éptima. Se comprobé la pre-
sencia de galactosa libre, asi como la de algunos polisacdrides de grado
medio de polimerizacién que constitufan indudablemente una fraccién
minoritaria del complejo pectinico propiamente dicho. También apare-
cian indicios de urdnicos libres, demostrandose en cambio la ausencia de
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los aziicares arabinosa, xilosa, ramnosa, glucosa, fructosa y sacarosa;
la falta de estos tres Gltimos azicares demuestra que la separacién pri-
mera de la lignopectocelulosa habia sido eficaz.

7% Tanto las pectinas previamente precipitadas de la disolucién que
las contenia, como las disoluciones directas, se sometieron a hidrélisis
dcida y enzimatica, comprobando los resultados en uno y otro caso y en
la combinacién de ambos métodos. En la hidrélisis acida sélo pudieron
detectarse galactosa, oligosacéridos de grado medio de polimerizacién y
galacturdnico, no apareciendo nmgun vtro material que hubiese aporta-
do duda sobre la naturaleza pectinica del problema. La identificacién de
componentes se hizo por cromatografia en papel usando varios disolven-
tes. Para el fraccionamiento de los hidrolizados en porcién idcida y neu-
tra, se hizo uso de las resinas de cambio de 16n. Para la hidrélisis enzi-
mdtica se usaron pectinasas de distinto grado de actividad, obteniendo
un claro éxito en la escisién, aumentando grandemente la proporcién de
galacturénico manifestable; la hidrélisis enzimdnca fué mis eficiente al
hacerla sobre una disclucién pectlmca pretratada qumncamente Pudo
compmbame el refuerzo de la acciéon que sc conseguia al udilizar mezclas
de enzimas.

8. La porcién hidrocarbonada libre de pectinas (hemicelulosas v ce-
lulosas), se sometid a hidrdlisis acida escalonada, para conseguir afectar
$6lo a las hemicelulosas. Sobre los productos de hidrélisis se siguiéd una
marcha metddica de fraccionamientos y refraccionamientos, mediante
el uso combinado de columnas de resinas de cambio de 1én, carbdn v ce-
lulosa que nos levaron a separar componentes neutros y acidos, primero
en conjunto y después individualmente. La fraccién dcida, la mas impor-
tante para nosotros, constaba de por lo menos siete componentes, de los
cuales fueron objeto de estudio los tres mds abundantes. La fraccién
neutra se componfa de los monosaciridos D-xilosa, L-arabinosa, D-gluco-

, D-manosa y D-galactosa Igualmente se separaron e identificaron los
ohgmacarldos xilobiosa, xilotriosa y x110tenosa enlazados en 1-4.

9. Los componentes de la porcién acida, previamente aislada, se
separaron por refraccionamiento, tanto por elucién selectiva sobre co-
lumnas de carbén como por uso de otras de celulosa de creciente grado
de empaquetamiento, seleccionandose tres dcidos urénicos a los que he-
mos llamado hasta su identificacién U] Uxg vy Upy-

EI U [+ por sus espeaales caracteristicas (Ry, color y forma de Ia
mancha, etc., eic.) resultd ser el dcido 4-O-metl glucurénico, descartdn-
dose ademis la posibilidad de que fuese una lactona, Unico caso a que
})odrfa asemejarse, por la reaccién negativa ante reactivos especiﬁcos.
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10> El componente Uy, que resultd ser un dcido aldobiurénico,
daba por hidrélisis forzada 4-O-meul-D-glucurénico y D-xilosa, Por este-
tificacién, reduccién con H,AIL1 e hidrdlisis, producia D-glacosa y
D-xilosa. Por metilacién exhaustiva e hidrdlisis se obtenian 2-34 1ri-O-
metil-D-glucurénico y - 3-4-di-O-metil-D-xilosa, confirmdndose ademds la
naturaleza del derivado trimetilado del glucurénico por su transforma-
cién en 2-3 4—t1'i-0-metil-D-qucosex mediante esterificacién y reduccién
selectiva. Por owro lado, el derivado totalmente metilado de Uy, daba
por reduccidn metandlisis e hidrélisis, 2-3-4-tri-O-meul-D-glucosa y 34 di-
O-metil-Dr xilosa. Todos estos hechos nos permiten asignar a UII la es-
tructura de 2-(4-O-metil-D-glucuronésido)-D-xilosa.

[1.* El componente Um, que resultd ser otro acido aldobiurénico,
daba por hidrélisis forzada D-glucurénico y D-xilosa. Por esterificacién,
reduccién e hidrélisis daba D-glucosa y D-xilosa. Por metilacién exhaus-
tiva segutda de hidrélisis, se producia 2-3-4-tri-O-menl- D-gaucuromco ¥y
2-4-di-O men)-D-xilosa; el derivado trimetilado del urdnico pudo trans-
toxmarbe en 234t110mer11Dqucosa por esterificacién y gllCOSldacmn
ple\ua segulda de reduccién ¢ hidrélisis Siguiendo la misma marcha
quc en el caso de U”, el derivado totalmente metilado de U,,;, s€ some-
t1d a reduccidn, metandlisis e hidrélisis, produciéndose 2- 34 tri-O-metil-
D-glucosa y 2 4-di-O-metil-D-xilosa. Todos™ estos hechos nos permiten
atributr a Uy la estructura de 3 (D-glucurondsido}D-xilosa.

12.* Sobre la almendra de albaricoque se determiné en primer lugar
su contenido en grasa (41,759, en total) y se hizo el analisis completo
de la torta desengrasada correspondiente. A otra porcién de semillas se
Jes separd la pelicula o tegumento, haciendo el andlisis de la pelicula asi
como el de las semillas sin piel. De tegumentos y de semillas se obtuvie-
ron las pcctocdulosas correspondientes, si bien para éstas se requirié la
desamigdalizacidn previa, operacién que recalizamos por accién enzimé-
tica de la emulsina propia de las semillas. Los resultados de todos estos
andlisis se han recogido tabulados en la presente Memoria.

13" Sobre la lignopectocelulosa de tegumentos se hicieron en pri-
mer lugar las determinaciones de cenizas, humedad, proteinas, lignina,
pentosanas, hexosanas CO, y CH,O procediendo a la identificacién de
sus componentes hidrocarbonados. El rendimiento en porcidn soluble
fué de 24,14 9, debiendo tener naturaleza pectinica o mucilaginosa. Di-
cha porcidn soluble, por hidrélisis e identificacién de componentes re-
sulté contener galactosa y arabinosa, algunos pohmeros de estos azlcares
y una porcién acidica que result6 ser galacturénico. La porcién hidro-
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carbonada insoluble en agua (hemiceiulosa) contenfa como azlcares neuw
tros, D-xilosa, L-arabinosa y D-galactosa, cstos dos dltimos en la misma
proporcion, siendo la xilosa unas cuatro veces mads abundante; como
oligosaciridos neutros se separaron xilobiosa y xilotriosa por la técnica de
FFroon, Hirst v Jones. Los compuestos acidicos detectados eran dos, uno
que se movian a la vcloc1dad de la glucosa en el disolvente n-butanol :

etanol : agua (40 : : 19), v otro muy lento en el mismo disolvente;
el primero, que era el meis abundante, coincidfa en todas sus caracteris-
ticas con ¢l Uy, identificado en las pulpas.

14" La lignopectacelulosa de las semillas sin tegumento, desengra-
sadas y desamigdalizadas se sometid a estudio hidrolitico, tanto en lo
que afecta a su porcién hidrocarbonada soluble (pectinas y mucilagos)
como a la insoluble (hemicelulosas). La porcién soluble, por hidrélisis
controlada produjo galactosa, galactobiosa, arabinosa y arabobiosa y una
mayor proporcién de galacturénico, El polisacdrido original debe califi:
carse de mucilago por la misién que desempefa. Las hemicelulosas por
hidrélisis daban arabinosa, galactosa, xilosa, ribosa (aunque en escasa
proporcién  fué demostrada inequivecamente su presencia), arabobiosa,
galactoblosa y xilobiosa, consiguiendo por combinacién de téenicas de
fraccionamiento la separacidn y obtencién de todos estos compuestos
cristalizados, La fraccidén dcida contenia tres dcidos aldobiurdnicos, los
cuales por hidrélisis forzada daban arabinosa. xilosa, glucurénico y 4-O-
metil D-glucurdénico, por lo que los oligosaciridos originales seran tres
combinaciones de estos cuatro componentes y cuyos resultados definiti-
vos no se recogen en la presente Memoria- En principio parece mas he-
terogénea la composicién de las hemicelulosas de la semilla que la del
tegumento ¢n lo que a fraccidn dcida se refiere.

15 Por otro lado, se hizo un cstudio de los azicares que compc-
nfan los liquidos acuoalcohdlicos de la separacidn de lignopectocelulo;sas
tanto de las pulpas como de las semillas peladas e incluso de sus tegu-
mentos. En el caso de las pulpas pudicron separarse los azdcares sacarosa,
glucosa, fructosa y xilosa, observidndose que en los extractos que tenfan
algan tiempo, aparecia un oligosacdrido que en los dltunos afios es cono-
cido en la bibliografia por kestosa. Sc¢ hizo un refraccionamiento en co-
lumna de celulosa pudiéndose recuperar todos ellos en forma cristalina.
La recuperabilidad de estos aziicares hace concebir la posibilidad de uti-
lizacién de los subproductos de fabricas conserveras, concretamente de
albaricoque, para obtener mezclas de cllas en la misma proporcién que
se encuentran en la naturaleza y uulizarlas en la correccidn de otros
frutos deficientes en azficares o en la preparacién de almibares.
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Los extractos acuo-alcohdlicos de tegumentos y de semillas peladas,
diferian de los de las pulpas sélo en el oligosacarido kestosa, ya que es-
tos Ultimos extractos aparecian desde 2l primer momento en contra de
lo que ocurrfa en aquéllas. Sobre la supuesta kestosa separada, se hicie-
ron una serie de ensayos que permitieron concluir que, en efecto, se tra-
taba de dicho azicar, obscrvdndose identidad absoluta con la kestosa
obtenida de los extractos acuoalcohélicos de las pulpas al cabo de clerto
tiernpo.

16 Con interés cientifico y téenico se ha realizado un estudio sobre
las gomas sigulentes: ciruelo japonés; melocotonero, patrén ciruelo; al-
baricoquero bilida, patrén ciruelo myroboldn; albaricoquero bilida, pa-
trén ciruelo japonés; albaricoquero moniqui, patrén ciruelo myroboldn;
albaricoquero real fino, patrén ciruelo myroboldn; albaricoquero da-
masco y albarlcoquero bilida, patrén dlbaricoquero, almendro, limonero
y arablga. Sobre la goma de albaucoquero en sus diversas variedades, no
hemos encontrado nota alguna en la bibliografia y sobre las restantes se
tienen escasa referencia y ninguna sobre gomas de frutales espanoles Se
han estudiado una serie de propicdades fisicas tales como las solubilida-
des, densidades y coeficientes de viscosidad y el comportamiento ante
una scrie de reactivos de precipitacién. De los datos de viscosidad pudie-
xon hacerse deducciones respecto a grado de polimerizacién y aun a la
forma de las macromoléculas demostrdndose el incumplimiento de la
relacién de Emvstein. La alta viscosidad de la goma de albaricoque, bas-
tante superior a la ardbiga, la bhace especialmente apta para sustitnir
a ésta en algunos casos como sucede en su utilizacién como expansionan-
te de plasma.

17 Se determinaron lag caracteristicas qufinicas de las diversas go-
mas (humedad, cenizas y sales en el residuo, pentosanas, lignina, hexosa-
nas, proteinas, dcido pirdvico, indice de metoxilo, contenido urénico y
acidez). Por una qerle de procesos de punﬁcacmn se consiguieron obte-
ner todas y cada una de las gomas en forma de un polvo blanco, mas fa-
cilmente soluble, aparentemente cristalino.

18* Se obtuvieron los diagramas en Rayos X segin la técnica del
polvo cristalino de Desye, ScHErRRER y Hurt, apareciendo lineas de cris-
talinidad sélo en las gomas de almendro y de las variedades de albarico-
quero moniqui myroboldn y real fino myroboldn, mostrando naturaleza
amorfa el resto de las gomas aun cuando aparecen indicios de cristalini-
dad en las de bilida myrobolin y ciruelo japonés- En la presente Memo-
ria se recogen los diagramas corrcspondientes, en los que la raya més
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pronunciada correspunde a la grasa'de vacloutdizada para el empaste. A
titulo comparativo se ofrecen diagramas «de :la -celulosa « de esparto que
muestra una €levada cristalinidad. ST

192 Un estudio interesante reahzad” “también sobre las gomas ha
sido et identificar los fragmentos-resuitahtes en-la hidrdlisis realizada en
diversas condiciones (autohidrélisis,.hidfrdlisis suave e hidrolisis forzada).
Resulta general la aparicidn tempraha de Lrarabinosa, lo que estd en fa-
vor de su existencia en estructura furanosa. Los azlcares producidos en
la hidrélisis suave, eran comunes e idénticos . estéreoquimicamente en
todas las gomas de prundceas (L-aramnosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-gar
lactosa y D- glucuromco) En cambio en la goma de limonero no apare-
cen xilosa ni tdeOCO Ia ribosa que otros detectaron, En forma de tabla
s¢ da la proporcidn relativa en moles, en que se encuentran los distintos
azicares en las gomas, segin nuestros expenmentos En la hidrélisis
suave de todas las gomas, quedaban varios ohgosacaudos que no se¢ ha-
bian escindido atin despues de ‘tres semanas de hidrélisis. De ¢llos se han
identificado, las tres mas abundantes que eran comunes, a todas las go-
mas de prundceas, dos de cllos de cardcter neutro'y uno de cardcter ici-
do que aparecfa también en la goma de limonero y en una mayor pro-
porcidn que en las otras gomas. A tales compuestos les hemos llamado
hasta su identificaciéon Dy, Dy v Dy

20.* El disacaride Dy, de cardcter neutro, por hidrélisis forzada daba
D-xilosa y L-arabinosa. 51 previamente se oxidaba con Br., por hidrélisis
sélo produc1a xilosa. D formaba osazona y ésta por hidrélisis sélo daba
también xilosa. Por mertilacién exhaustiva e hidedlisis se obtenfan 2-34
tri-O-metil-xilosa v 2-3 di-O-metil-L-arabinosa, siendo estos compues-
tos metilados claramente identificables. Todo esto-estd de acuerdo en la.
existencia de enlace en 1-4 6 en 1-5 entre la xilosa y la L-arabinosa. El
marcado poder rotatorio negativo de D, supone la presencia de un enlace
del tipo B-glicosidico (por intervencién de la estructura 8 de la D-xilosa)
y con una naturaleza furanésica para la L-arabinosa, por lo que esta il-
tima debe intervenir en el enlace glicosidico. En definitiva, la estructura
asignada a Dy es 5-(-B-D-xilopirandsido}L-arabinosa.

214 El disacdrido D; daba por hidrélisis forzada sélo arabinosa.
Tenia cardcter reductor, pero su equivalente de reduccién era igunal
a su Pm, lo que prueba tenia sélo un C, libre. Formaba osazona que por
hidrélisis daba L-arabinosa. Por metilacién exhaustiva e hidrélisis se
producia 2-3-4 trl-O-menlL-arabinosa, claramente identificables, D
tenfa un elevado poder rotatorio claramente positivo (+230°), lo que es
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favorecido si sus eslabones cstdn en forma piranosa (B-Lrarabo-piranosa
[«]o = + 190,6). Por todos estos datos cabe amgnar a Dy, la estructura
3-5- L—araboplranomdo-L—ambmosa

22 El disacdrido DIIl’ tenia cardcter acido. Por hidrélisis forzada
daba L-arabinosa y 4-O-metil-glucurénico. Por esterificacién, reduccién
e hidrélisis daba L-arabinosa y 4-O-metil-D-glucosa; igualmente por oxi-
dacién previa del disacdrido con Br: no aparecia arabinosa en la hidréli-
sis. Por metilacién exhaustiva e hidrélisis pudo separarse 2-3 di-O-metil-
L-arabinosa y 2-3-4-tr-O-metil-D-glucurénico, pudiéndose transformar este
tltiimo en 2-3-4 tr1-O-metil-D-glucosa. Por los hechos expuestos se ha
asignado a UIII la estructura de 4 (4-O—met11 e-D-glucurénico)-L-ara-
binosa.

23" En on apéndice sobre dcido alginico, agar, tilosas y pectinas
como aditivog en elaborados de frutos, se hace una revisién de los esca-
sos datos existentes en la bibliografia dindose métodos sencillos para la
identificacién de los mismos en el caso complejo en que puedan encon-
trarse mis de dos de ellos en un mismo elaborado. Los métodos se basan
en la hidrdlisis 4cida selectiva e 1dentificacién cromatogrifica de los mis-
mos asf como en reacciones especificas de precipitacidn.
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" P. Salmerén.—FUNDAMENTOS DEL SECADO Y- DESHIDRATACION
DE FRUTAS Y HORTALIZAS.—Publicacicnes. del Instituto de QOrienta-
cidn -y Asistencia Técnica del Sureste, Murcia, 1960. 121 pégs.

El interés del tema es Iinnegable puesto que la produccidon potencial espano-
la. de frutos desecados es enorme en tanto que la producc_i()n actual es todavia
pequeria ¥ no responde a la calidad que las buenas caracteristicas de las ma-
teriag’ primasz e nuestro pais muestran; esta deﬁcic;nciﬁ hace que log fratos
secos espanoles se paguen a precios inferiores a los de la competencia, al me-
nos en lo que a los de hueso se refiere. Tampoco escapa el interés del tema en
relacién con la industrin pimentonera que debe sustituir extensamente los
métodos tradicionales de secado del pimiento para proceder a la total elabora-
cion del fruto en el seno de la factoria con mejora sensible de rendimientos y
calidades, ' ‘

Bl autor da primero una visién general de la distribucién de las dreas geo-
sraficas mmndiales en que tiene importancia la desecacién de frutos y hortali-
zas, para tratar luego en forma sencilla sucesivos puntos, todos del méximo in-
terés. Define la desecacién en su acepcién amplia v establece sus ventajas
e inconvenientes, asl como las caracteristicas diferenciales en pro y en contra
de los" productos deshidratados en secadero y los obtenidos por desecacién al
sol, destacando naturalmente ¢l mayor contenide vitaminico en los deshidra-
tados, recogiendo algunos datos concretos. Establece los fundamentos de la
df-secamén v deshidratacién lo que 'da pie para la eleccion del sistema més con-
veniente (secado o deshidratacién) en cada caso. Se extiende el autor sobre el
secado al sol v sobre las condiciones gue hay que tener en cuenta para el es-
tablecimiento de secaderos naturales, acompafiando unas tablas detalladas co-
rrespondientes -a termperaturas y humedades de Murcia en 1958 para concluir
que precisamente esta zona no es de las mas adecuadas para la desecacidn
pese a la elevada temperatura predominante. Ampliaments se ocupa de las
operaciones preparatorins (lavado, clasificncion, lejiado, azufrado, corte y lim-
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pieza) para pasar luege a las de secado y exudacién, estableciendo los limites
le humedad en consonancia con la seguridad de conservacidn y se refiere a las
modificaciones que tienen lugar en el fruto, Se revisan las condiciones de dese-
cacion al sol para cada una de las mds importantes frutas (albaricoques, me-
locotones, ciruelas, peras, manzanas, higos, uvas); después se revisan también
las condiciones en que se secan al sol las verduras y hortalizas vy a pesar de
destacar que, en general, este sistema es poco satisfactorio para ellas, se dan
normas para el secade en pequefia eseala de apio, guisantes, colifler, cebollas,
espinacas, patatas, coles, tomates, zanahorias y pimientos. Como principal ob-
jtivo de eta publicacién se trata ampliamente el tema de la deshidratacion
forzada (por vacio, aire caliente, vapor sobrecalentado o calor directo) para
destacar el interés de los secadores de aire caliente; estudia la forma en que
se produce la eliminacién del agua y los factores de que depende (superficie de
evaporacién, velocidad de renovacion de aire, temperatura). Habla sobre la
constitucién de un buen secadero de aire caliente y sobre las caracteristicas
gue debe reunir (temperatura y velocidad de aire regulable, distribuecién uni-
forme de alre v temperatura, facilidad pars varar y regular humedad en el
aire de salida). Hace ahora unas consideraciones bédsicas para la eleccidn de
secadero destacando cudles son los principales tipos y de ellos cudles son de
aplicacién prictiea para la deshidratacion de frutas y hortalizas (de tanel, de
bandejas, eontinnos de ecinta y de cilindros rotativos), Sin embargo el estudio
se centra scbre secaderos de bandejas y de cinta para destacar las ventajas y
simplicidad de manejo de los del primer tipo estableciendo a la vez en qué ca-
sos es recomendable el segundo tipo.

IEspecial mencién debe hacerse del interesante estudio que se incluye sobre
un secaderc de bandejas para pimiento con destino a pimentén, caleuldndose
la produccidén diaria en uno de 60 m? asi como sus necesidades energéticas en
funeién de la cantidad minima de aire que ha de circular por el mismo, dén-
dose total de calorias por hora, rendimiento, caleulo del radiador, consumo de
combustible, superficie de calefaccidn de la caldera requerida, potencia consu-
mida en el ventilador, Muy demostrative es la comparacién de costos prima-
rios de secado al sol y en secadero de pimiento asi como la note sobre la in-
fluencia porcentual de los distintos elementos que integran el coste.

Con eriterioc semejante a como se hizo para la desecacién al sol de frutas y
hortalizas se da cuenta de las peculiaridades de la deshidratacién de cada fru-
ta o de cada hortaliza en particular, refiriéndose a las mismas que entdnces. Se
dedica un interesante apartado a la rmicrobiologia dé los alimentos deshidrata-
dos estableciéndose primero cudles son las condiciones fundamentales para que
los produectos sean microbioldgicamente satisfactorios, comentando las opinio-

. nes de diferentes autores sobre esta importante faceta en relacién con la salud
publica. Se dan las normas que rigen en EE. UU. respecto a la clasificacién
por tamafios para mélocotones, higos, peras, ciruelas, manzanas y uvas,

El embalado v almacenaje de los productos deshidratados se trata tanto
desde el punto de vista de las condiciones gue deben reunir los locales desti-
naos a estas operaciones como en lo referente a la forma imperante de emba-
laje para cada iruta. También son interesantes las consideraciones sobre la in-
fluencia del envasado en la conservacidn de las caracteristicas de los produc-
tos, aludiendo al envasado hermético en presencia de gases inertes y de agen-
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tes deshiidratantes. Se estudian los materiales de envase y de embalaje v se in-
siste sobre las condiciones de almacenaje primero de frutas secas y deshidrata-
cdas y después de verduras deshidratadas.

Se dedica un apartado al proceso de rehidratacién o reconstitucién, dete-
niéndose en expiicar el método recomendado por el Departamento de Agricul-
tura de los Estados Unidos gue permite calcular los términos «razdon de rehi-
dratacion», «coeficiente de rehidratacién» y «porcenaje de agua en el producto
rehidratado», Por ultimo se describen los métodos analiticos usuales para la
determinaciéon de humedad, anhidride sulfuroso y actividades catalasa y pero-
xidasn, asi como el que se utiliza parg el recuento de bacterias en el ambiente
de los secaderos.

El bbro se completa con una seccidn bibliogrifica que comprende 33 citas
de gran interés inmediato, ' :

La presentacidn es cuildada y el formato muy acertado, eonservéndosé el
adoptado para otras anteriores publicaciones del Instituto de Orientacién vy
Asistencia Técnica del Sureste.

@ Guzmdn

F. ). Clauser—SYMPOSSIUM OF PLASMA DYNAMICS.—Adison-Wes-
ley Pub. Co. inc. 369 pag. Londres (1960).

Durante los ltimos afios se ha registrado en los medios clentificos nuclea-
res de Europa y América un notable interés por la Dindmica de plasmas, cien-
cia que trata del comportamiento de los materiales conductores deformables
frente a log campos electromagnéticos. Una contribucién notable de este movi-
miento cientifico lo constituye la presente obra, basada en una conferencia in-
ternacional que sobre Dinimica de plasmas tuvo lugar durante los dias 9-13
de junio de 1958 en Woods Hole, Whitney Fstate, al suroeste del Cabo Cod,
Massachusets, bajo el patrocinio de la Academia Nacional de las Ciencias y el
Consejo Nacional de Investigacién de los Estados Unidos, A ella acudieron las
mds relevantes figuras de Norteamérica, Inglaterra, Alemania y Suecia, espe-
cializadas en el moderno campo de la Dindmica de plasmas, base de los actua-
les estudios de la Fisica Termonuclear, Astrofisica. Fisica de Cohetes, Magneto-
aerodindmica, ete. :

No olvidemos que el dia que la fusién nuclear sea controlada por el hom-
bre, el problems de la escasexz de las reservas pnergéticas mundiales habra
desaparecido por completo, pues sdélo el deuterio contenido en el agua del mar
serd suficiente para los mds ambicicsos proyectos de la humanidad. Pero ello
requerird previnsmenie un conocimiento profundo de los campos electromagné-
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ticos necesarios para producir el control de plasmas & -100 millones de grados,
en los cuales tenga lugar la’ fusién. nuclear y este objetivo-ha movilizado cen-
tenares de cientificos en una tarea comun. Los trabajos presentados en las nue-
ve sesiones de la Conferencia de Woods Hole, fruto de las investigaciones res-
lizudas en este campo durante los Gltimos afos, asi como gl resultado de las
fructiferas diseusiones gue en ella se desarollaron, constituyen la base del ma-
terial recopilado en este libro bajo la direccion de F. H. Clauser, de la Univer-
sidad de Johns Hopkins, como editor general de la obra.

‘Los primeros capitulos estdn destinados a ofrecer una visidn general de los
modernos dispositivos experimentales existentes para la obtencién de elevadas
temperaturas y la informacién que de ellos se deduce respecte a la dindmica
del plasma, «taldén de Aquiless, como dice el autor de toda la Fisica de plas-
mas. Se describen detalladamente diversos ingenios termonucleares tales como
Ixién, Columbres, Seylla y Toxon, utilizados en los Laboratorios Cientificos de
Los Alamos para resolver el problema de'la fusién nuclear controlads, asi como
las Gltimas experiencias magnetohidrodindmicas realizadas con mercurio y otros
metales liquidos.

Las investigaciones tedricas sobre la dindmica de un haz de electrones y su
interaceidn con un plasma, asi como el tratamiento estadistico del mismo, es-
tdn tratadas detalladamente y de sus ecuaciones se deducen aplicaciones im-
portantes en la interpretacion de las ondas de choque producidas magnética-
mente, la produccién de plasmas de clevada densidad y los espectros obscrva-
dos en la corona solar y en las descargas tipo Zeta.

Una de las sesiones de la mencionada Conferencia fué dedicade a la mag-
netohidrodiniimica solar, planetaria e interplanetaria, tema que es recogido en
uno de los capitulos de la obra estudiando desde este punto de vista la dina-
mica de los gases interplanetarios, el viento solar en el campo geomagnético, ¥
los procesos dinamicos en las atmosferas terrestre y solar.

El dltime capitulo estd dedicado a la magnetohidrodinamica césmica. En
¢l se tratan extensamente los problemas planteados por los campos magnéti-
cos interestelares, causa probahle de Ia radiacién cdsmica, asi como una serie
de fenémenos hidromagnéticos astrofisicos y sus pomblhdades en el la,borat.ono

En resumen, el libro ofrece sin duda la visidn maés complet»a. presentada
hasta la fecha dentro del campoé de la Dindmica’ de plasmas. Mas de 1.500
citas bibliograficas recogidas en sus pdginas Je convierten en una fuente ma-
gistral de referencias para el cientifico o tccmco mteresado en el campo de la
magnetohidrodindmica.

José 4 gm‘.‘lm' Peris





