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INTRODUCCION

Con el titulo de «Contribucién al estudio de las isomerizaciones ¢ in-
terconversiones de azlcares en medlos neutros y alcalinos» nos honramos
en presentar una parte de un- estudio mis amplio que hemos realizado
sobre las distintas transformaciones ‘que sufren los azldcares sencillos y
alguncs derivados poliméricos de éstos al estar en contacto con distintos
medios, incluidos los de cardcrer acido, a los que en este trabajo no nos
referimos. ~

El objetivo del estudio era hacer una revisién objetiva de una serie de
opiniones dispares que se han sucedido histéricamente en la construccién
de la ya consolidada Quimica de los Hidratos de Carbono. No se nos ocul-
taba la dificultad del tema puesto que grandes autoridades cientificas, de
rango internacional, lo han tocado, pero crefamos, y creemios, que mo-
destamente podiamos aportar algunos dates de interés al mejor conoci-
miento del asunto. Prueba de que el tema es de interés palpltante es el
- hecho de que otros investigadores lo estdn abordando, simultdnamente a
Nosotros, aunque con la diferencia clara de que, por haberse apegado
aquellos, a aspectos parciales y sobre todo a condiciones de trabajo muy
espec1ﬁcas casl slempre a temperatura ambientec y a un par de agentes
quimicos, han obtenido visiones y deducciones muy limitadas.
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Cuando se nos propuso este tema no era una pura circunstancia la cul-
pable sino que encajaba en la marcha general de los trabajos que se des-
arrollan en los Laboratorio de Quimica Orgénica de la Facultad de Cien-
cias v del Centro de Investigacidén de Frutos y Conservas del Patronato
«Juan de la Ciervan, a los que pertenecemos, ya que en ellos se abordan
cuestiones eminentemente pricticas sin descuidar los aspectos cientificos
de éstas: entre tales cuestiones se han sucedido las que entrana el conocl-
miento de diversas celulosas naturales y modificadas, gomas de fru-
tales, pectinas de frutos, hemicelulosas de fibras, polisacdridos de al-
gas, etc, y mucho juegan para este conocimiento los métodos quimicos
de degradacién alcalina, los de hidrélisis, los de desionizacién, cte., en los
que se pIantea la necesidad de saber qué cambios deben ser atribuidos a
estas acciones intermedias y por tanto cudles podrfan enmascarar los re-
sultados. Nuestro estudio nos ha obligado a comprobar el comportamlen-
to de los azicares individuales, ello ha dado lugar a un nimero muy cle-
vado de cxperiencias directas y de control. En la exposicion de tales ex-
periencias seguimos un orden también individual, pero, para evitar una
reiteracion excesiva hemos procurado condensar en lo posible aquellas des-
cripciones que abundan en puntos o detalles expuestos con anterioridad, asi
como tampoco nos detenemos en hacerlo respecto a téenicas de trabajo que
ya sc juzgan como conocidas, este es el caso de las cromatogrificas en sus
diversos aspectos, que nos han sido de utilidad incalculable y que hemos
cultivado, con este motivo, con bastante esmero. A cambio de la reduc-
cién que hemos logrado al exponer la parte esperimental nos hemos per-
mitido recoger €n esta Memoria a manera de capitulos de revisién casi
exhaustiva los temas de Mutarrotacion, Transformacidn de Lobry de
Bruyn y Alberda van Ekensiein y Formacién de deidos sacarinicos, ya
que el esfuerzo que hemos realizado para reunir e interpretar las diver-
sas opiniones puede ser 1til para otros.

Es de especial justicia reconocer el aliento y gufa con que nos han con-
ducido durante su realizacidn los codirectores de este trabajo, Prof. An- .
Tonto SoLEr y Dr. GivEs Guzman, Catedritico de Quimica Orgénica
¢ Investigador Cientifico del C. 8. I. C. respectivamente, a los que expre-
so mi mds sincera gratitud. Por otro lado reconozco publicamente la ayu-
da moral recibida del Tltmo. Sr. Tecano de la Facultad de Ciencias
Prof. Loustav y GOémEZ pE MEMBRILLERA al que nunca han faltado sus
frases paternales de estimulo desde que se inicié la redaccidn definitiva,
Natiralmente sin las ayudas recibidas simultinea o sucesivamente de la
Facultad de Ciencias v Patronato «Juan de la Cierva» tampoco podria
haberse realizado este traba]o por lo que mi gratitud se extiende a los
organismos y a las personas que los rigen.
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MUTARROTACION

Es sobradamente conocida la gran estabilidad de los diversos azica-
res cuando estdn en estado cristalino y también es conocido que, al ha-
liarse disueltos, comienzan a sufrir transformaciones de diversa indole,
que se complican cuando en la disolucién existen iones H,O+ u OH—
alin cuando se encuentren en pequeiia concentracion. La complejidad de
las transformaciones crece ain mas al superponerse varios agentes..

El fendmeno que se observa como mds inmediato es el de la mutarro-
tacién, descrito por primera vez, para las hexosas, por DurrunrFauT, en
1846.

En cuanto al mecanismo de interpretaciéon del fendmeno ha pasado
por muchas vicisitudes. Asi, en 1903, surgieron dos hipdtests, una debida
a Lowry (1) que supone la escisidn del anillo del azidcar (*) por la adicién

[y 1. M. Lowsvy, J. Chem. Soc., 83, 1316 (1503).
(*) las primeras (Grmulas ciclicas parn 1a glucosa Fue on didas por-Corvey oo 1870 v por

TorLexs en 1883 y son, respeclivarpenic, las que se indican
|
// cHon . cHon
o | | |
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CHON CHun
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CHOH HE
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CHOH . CHen
¢ _OH n e

La de"Foniess luve espeeial aceptacidn, pero hasia la década 1920-30 nu ha podide demos
fravse b exislencian real del anillo ¥ sohire qud cacbonos se cslabilecerin el misina en cady casn.
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de agua admitiendo la formacién intermedia de un gem-diol, a partir del
cual se reorganizard el anillo primitivo con intervencién de uno u otro de
los ‘hidréxilos, con la consiguiente formacién del azicar de estructura
primitiva o de un anémero. Este mecanismo se representa asi:

O OH OH OH O H
/ N/ / —_, N/
—C—Ca—C <= —C—Cy—C —— —C—0Ca—C
S \
n . H OF: OH

La otra, debida a Armstrone (2), suponia la adicién de una molécula
de agua vy separacién posterior de un grupo hidroxilo junto a un dtomo
de hidrégeno de la aldosa. Se esquematizaba de esta forma:

) on OH 0 151
Qe CaeC- —F Cola-C—OH — ™ —d_(C—C
/ L b +—
H OH

El doble enlace entonces se tendria que sustituir en la nomenclatura
de hoy, por un enlace dipolar quedando la estructura.

H

Y O (+)
—C—CnBC-—OH
: —)

En 1913, Jacosson y Srerzner (3) suponen una tautomeria cetolacté-
lica que en nuestra nomenclatura se denomina tautomeria «semiacetal
ciclica», como base fundamental de'la mutarrotacién e interpretan que el
hecho de que los aziicares tengan propiedades tipicas de aldehidos y ce-
tonas, mientras que su isometfa y sus relaciones a los glicésidos les con-
firman cotno lactoles, hace pensar en la existencia de un equilibrio tauté-
mero del upo ciclo-lineal:

.\/ | ' (N
H— =0 C—C—0—H

N/ == \/

(CR;}a _ (CR,)a

(2) . F. Awasrnoxa, J. Chem, Soe., 83, 1300 (1903) [C, K. Ingold, «8lruclure and Mecha-
nistn in Organic Chemistrys, Ed. Cornell University Press. Tthaca (N. Y.), 1053, pig. 54l].

(3) P Jacomsox v W, Stevzxer [Rel.: V. Muver ¥ P Jacousox, «LebBueh sler Qrgnnischen
Chemien, Veil, Leipzig, 2.8 101, 1913, 1, 2. 886, 915, 427}
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A su vez, el hecho de que la transformacién de una forma lactélica
estereoisdmera en otra no pucda‘ hacerse directamente exige también la
existencia de la forma abierta como intermedia. Sin embargo, siguieron
imperando los conceptos de Lowry y hubo resistencia a admiur los de
Jaconson.

En 1924, Thorrt (4) y colaboradores demostraron la invalidez de las
teorfas de Lowry y ArmstRONng, en defensa de las de Jacomson. En
efecto, el mecanismo de Lowry requiere un azicar.oxigenado de tal
modo que al sustituir ¢l grupo funcional OH del lactol por un SH o por
un NHR no dchia tener lugar mutarrotacién y, en cambio, si sucedia

ademds en la misma proporcién que en un azicar normal.

Para la hipdtesis de ArmsTrong, la mutarrotacién requiere la 1nter-
vencién de una aldosa v no debia suceder con cetosas. Sin embargo, la
practica demuestra que cstas Oltimas mutarrotan similarmente a las
aldesas.

Los hechos experimentales estdn a favor de la teoria de Jacomson v
STERLZNER (3) en cuanto a las condiciones constitucionales que se re-
quieren, que son la existencia de un sistema en cl cual debe existir un
grupo elccnoncganvo X que ademis sea de rotacién no restrmgtda y
otro R en el que lo esencial es la falta de cualquier clase de restriccién,
es decir, que tenga simetria circular alrededor del correspondiente eje
mternuclear (5).

- R
. |
0O—-—C—X-—-H
‘ Ca

La mutarrotacién, por owro lado, ha sido objeto de variados estudios.
de tipo cinético. En principio, en los casos mas sencillos ¢l fendmeno

K, -
— > B que vendria regido por

podria representarse por el equilibrio « =
K

"

o] u

Ja cual mediria la velocidad de transformacién de una a otra forma, y

la ecuacién

{4y J. W, Bagen. C. K. .];\'(‘.m.n v 1 F Tonower, J. Clhenr, Socl, 268 {1024); R, Gumoun,
J. Clhem Spe., 705 (1024).
(%) Iscown, op. cil., pig. 542,
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que Hupson madifica, expresindola en términos de rotaciones épucas,
e integrandola hasta darla asif:

Ki + Kz = 1/t log

stendo K, + K. el coeficiente de mutarrotacién, Dicho coeficiente serfa
el mismo para los anémeros « v 8, de cada azicar. Huoson (6) demostrd
que en varios azilcares la mutarrotacién esta regida por la citada ecuacién
de primer orden; como ejernplos, Preman y Gokpp (7) recogen una tabla
de coeficientes de mutarrotacién y energias de activacién para diversos
andmeros, asi como la composicion del equilibrio que sc establece, que
toman de un trabajo de IsBELL y Pioman (8).

En los casos en que la mutarrotacién se aparta de dichas condiciones,
es necesario admitr la intervencién de otras estructuras, pudiendo repre-
sentarse el equilibrio por « < p = % habiéndose propuesto diversas ecua-
ciones como representativas del proceso, siendo las del tipo de la ecua-
cién de Smrrn y Lowry (9).

— it

[a]:Axloﬁ' + B x 10

las mas sencillas y aceptables. En ellas C es la rotacién en el monicnto de
equilibrio, A el cambio total en la rotacidn por causa del mutarrotante
mis lento y B es [(ro—1) —A]: los términos m, y m. son dos constantes
relacionadas entre si por las constantes de velocidad de las varias reaccio-
nes que tntegran el equilibrio, en ¢l que deben intervenir tres o mas
componentes.

Asi, por ejemplo, en el caso de la galactosa, dada la facilidad de con-
version de su forma piranosa a fura}nosa y alin & su estructura abierta,
cabe admitir quc en el equilibrio participardn, por un lado, la pareja de
andémeros de cada una de las formas ciclicas y, por otro, la estructura
abierta. Esto estd de acuerdo con la complejidad relativa de los cromato-
gramas que resultan en nuestros ex.perimentBS a partir de una muestra
de galactosa hervida simplemente con agua, durante un cierto tiempo, a

(6) €. 8 Hupsowv, Z. physif, Chem., 44, 487 (1903).

7y W, W, Piamax ¥y R M. Gouee, Jr. [«Chemistry of (he Carhohydradess. Fid Acadeic
Press Ine., New York, 1948, pag. G4]. - . .
(8 U, 8 Iswenn y W, W Praman, T Research Nat, Bur, Standards, 18, 141 (1937..

M G F. Swre y T. M. Lowny, J. Chem. See., 666 (1928).
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diferencia de lo que observamos en otras hexosas. A primera vista, en la
mutarrotacién deben tener lugar por lo menos dos reacciones, simultd-
neas o consecutivas, de la que una serd bastante mads lenta que la otra,
Para este caso de la galactosa, el valor que toma m, en la ecuacidén de
SmitH y LowRry, es muy pzuecxdo al del coeficiente de mutalrotacmn de
la glucosa (K. + K. a 20° es para la e-D-glucosa igual a 0,00632) (9
cambio m. toma valores que son 5-10 veces mayores que dicho cocﬁ(:lcn-
e pareciéndose al de mutarrotacién de la fructofuranosa, que es causada
principalmente por un cambio de piranosa-furanosa'(IO)‘ por ello, es
muy pmbab ¢ que las mutarrotaciones de aquellos azlicares que no si-
guen ecuacioncs lineales y que supongan también cambios de estructura
se hagan por intermedio de una forma cetosa o una aldosa. Por lo que se
refiere a la existencia de estructuras ab1ertas como ‘pasos Intermedios,
hay bastantes hechos a su favor. Asf cuando se prepara el derivado aceti-
lado de un azicar en mutarrotacién, se obtiene una mezcla de acetilde-
rivados, siendo uno de ellos el que corresponde a una estructura no cichi-
ca. Igualmente, mediante el uso de la polarografia ha podido ‘medirse la
evolucion de un andémero a otro y se ha determinado la proporcmn de
forma reducible en el electrodo de gota de mercurio para cada azicar.
En efecto, las aldosas y cetosas (11) dan ondas que dependen de la velo-
cidad de transtormacién, en el electrodo, de la forma semiacetdlica cicli-
ca, no reducible, a las formas abiertas aldehido o cetona, La concentra-
cién de forma reducible es francamente pequefia. CantTor y PEnIs-
ToN (12} dan los «porcentajes aparentes» de forma reducible, los cuales
s¢ deducen de la relacién porcentual, entre el valor de la corriente ciné-
tica (comcntc de difusidn aparente) y la corriente total que se observarfa
st todo ¢l azicar se redujese en forma equivalente a como lo hace el
S-hidroximetilfurfural, aldehido de aproximadamente ¢! mismo pese mo-
lecular. Tales porcentajes aparentes, de forma reducible varian con el pH
y en general son muy pequefios; asi a pH 7 dan los valores que se
recogen en la Tabla I, en la que se aprecia un especial comportam1ento
de la ribosa, puesto que llegan a detectarse 8’5 moles por cien de forma
abierta (aldehido anhidro o hidratado).

(1 H. 8 [seera. y W, W, Piasax, J, Research Nal. Bur. Standuers,, 20, 773 (1938).
. (11) Wmsyun, Collection Czechoslew. Chem, Commupn,, 12, 64 (1947) [I. M. Koummorr
v 4. ). Lixca~e, op. cil., pag. 675]. '

(12) S M. Caxvon y D, V. Pexwsrox, J. A Chem Socl, 62, 2113 (1940) [Rel. : Kovtiore
v Lixeanu, op. cil., pig. 6751, ’
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TABLA 1
Poroontajo spsrents &
D-glucosa 0,024
D-galactosa 0,082
D-manosa 0,064
D-alosa {1,4)
D-silosa ' 0,40
D-xilose ) 0,17
L-arabincsa ‘ 0,28
D-ribosa 8,15

En favor de la intervencién de formas abiertas en el proceso de isome-
rizacién esti la correspondencia experimental de una actividad mutarro-
tatorla mas manifiesta en los casos de «porcentaje aparente» mayor.

Las rcacciones de mutarrotacién son catalizadas por los iones H,OF
y OH, lo cual podria estar relacionado con la actividad catalitica que
los acidos y bases son capaces de ejercer sobre e] equilibrio reversible es-
tablecido entre una forma aldchido hidratada, en general y su corres-
pondiente forma anhidra. Por ejemplo, en el caso del formaldchido
VESELY y BrpICKA (13) consideran que precmamente las corrientes polaro
graficas limite que se observan para dicho aldehido, son gobernadas por
la velocidad de deshidratacién del correspondiente hidrato de formalde-
hide; con este crizerio tales autores observan como los 1ones OH— catali-
zan grandemente la deshidratacién

metilénglicol . 5 formaldehido

observando que ¢l valor maximo de la corriente limite se presenta para
una concentracidn alcalina 0,1 N ¥y que por encima de esta concentracidén
1a corriente limite cae a causa de ]a transformacién del metﬂenghcol en el
anién correspondiente. Otros aldehidos, como el etanal (14) y propa-
nal (15), dan ondas que son menos dependientes de factores externos,
puesto que estos aldehidos son menos hidratables que el metanal. En el
caso de glucosa y galactosa el minimo se produce entre los pH 3,0 y 7.0;

(1% K. Veseny, ¥ R, Brooga, Collection Czeehoslon. Chem. Ganvmuns., 12, 313 (1047
[Kovmore ¥ Lascaxe, op. oil., pig. 652]. '

(14) R. Bmwer y G, Tnowenen, Hele. Chimo Aeta., 30, 2000 (1047).

(15) R, Bmsen y G Tritvener, Heleo Chim. Acle, 31, 5 (1048).
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fuera de este intervalo las veloc1dades de mutarrotacién son muy ele
vadas.

Para la influencia de los iones H;O+ y OH—, Hupson (6}, como ya
s¢ refirid, propuso ecuaciones del tIpO

k, +k, = A + B [H+] + C [OH-]

donde A, By C son constantes; admitendo que para la glucosa a 20°
rige la ecuacién

k, + k, = 0,0060 + 0,18 [H+] + 16000 [OH—]

de la que se calcula que el minimo de veleciddad de mutarrotacién se
dard a pH 4,61. Segin esta expresién los iones OH™ deben tener mayor in-_
fluencia que los iones H,O*. En un sentido amplio, el agua al ser capaz
de producir iones H,O+ y OH~ actuard como catalizador excelente.
Segin Lowry y FauLkner (16} es indispensable que el disolvente sea
anfiprético para que tenga lugar la mutarrotacién de un azicar en su
seno. As{ para la 2, 3, 4, 6-tetrametil-O-glucosa observan que la mutarrota-
cién es lentisima en piridina o en cresol anhidros, mientras que en una
mezcla de estos des disolventes, en la relacidn 1:2,. es veinte veces mas
veloz que en el agua. Por ello, propusicron que se necebltaba para que se
pmdu7ca la mutarrotacién tanto una base (N) como un dcido (E) en et
sentido de BrinstED y Lowry (*) (17), lo que supone la existencia de un
mecanismo concertado, conocido también como de empuje y arrastre
(«push-pully de los anglosaiones) El reactivo nucledfilo puede esvar sin
carga o cargado negativamente y el electréfilo sin carga o con carga posi-
tiva (**). El resultado intermedio de este ataque concertado es en general

{(L6Y "T. M. Lownvy y II. I. Favekxew, J. Chem. Soc., 127, 2B83 (1943); T. M. Lowny, Z.
physk, Chem., 136, 125 (1927).

(*) Para eslos aulores, nn 4dcido Pene aue ser Torzosamenle un comvuesto hid ogenado
mientra: que una hase puede ser, en principie, ume sus'ancia cualawicrn, Lo mis caracteristico
de osta teorfa es la validez de sus definiciones pata o caso de eunlonicr (lisolvenle antiprofico,
es decir, que pueda fijar un proldn para formar un ion fisnio o perder un proldn para Tormar
un idn liato. V. Tnanzo, Analex Unin, de Mureia, 751 (1545-46).

(A7 T N. Braxsten, flec, trav, chim., 42, 718 {1923); T. M. Lowry, J. Chem. Soc., 42, 43
(1923),

(**) Tos reaclivos nucleolilicos o nucleofilos aclian codiendy elecironns a olrn  d'omo o
bien compartidndolos con &l Todas las leses son reaclivos nucleofilos ya que la bas'cidad, que es
una afinidad para un naeclea de hidrdgene es un euso parlicular de nucleolilia (afinilad para
wicleos aldimicos en gencral), La nucleofilin en cualquiea e sns forpis es profundaments
congtitucional e independiente de las diferencias en carga elécirica. '

Son roactivas oleclrdfilos ~aquellos que a~tian adquiriendn o compartiendo l!t,,c!ronm qui
previemende pertenccian a olry molécula. 8t el reaclivo liene sus cupas eleclrdonicas counﬂelns
s¢ requerird una escisién del misma, pudiendo el fragmenlo molecular menor anceplar alguna
tneva parcja elecirdnica; si esle fragmenfo cs un protén el reaclivo nucleofilo se comporiard
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un anidn enolato solvatado o un encal o derivado de enol que depcnderd
de la estructura del reactivo clectréfilo (E), ya que éste dltimo o un frag-
mento del mismo, como puede ser un simple protén, podra enlazarse o no
covalentemente al dtomo de oxigeno. Naturalmente el tipo mds tuerte
de ataque concertado es dquel que lleva consigo Ja formacién de un enla-
ce covalente entre el oxigeno y el réactivo elecuréfilo, si bien, en prin-
cipio, bastard con una solvatacién electrostitica. En disolventes como el
etanol y ¢l dioxano anhidro continta- habmndo mutarrotacién, pero ésta
es muy lenta.

Swain y Brown (18) estudian la mutarrotacién de la a-tetrameril-O-glu-
cosa ¢n benceno, catalizada por fenol-piridina v otras mezclas dcide-
base, para llegar a la conclusion de que dicha reaccién es de primer orden
en cada uno de los rcactivos [nucledfilo (N), substrato (§), electréfilo (E)]
y en conjunto la reaccién es de tercer orden. Esta cinética exige la regen-
cia de un mecanismo concertado, concepto que supone la intervencién
simultdnea de tres o mds reactivos antes de que pueda suceder cualquicr
cambio de covalencia; ello no excluye la posibilidad de que cl azicar
pueda formar puentes de hidrégeno en mayor o menor extensién con el
reactivo dcido o bdsico, o con ambos, previamente a la reaccién principal.
Lo que sf es cierto es que la transferencia de un protén desde una a otra
posicion ha de hacerse de manera que ni ¢l dcido conjugado ni la basc
conjugada del azicar tengan que aparecer como intermedios, lo que es
cquivalente a indicar, que no se requiere ninguna estructura transitoria de
azicar que haya ganado o perdido un protén. En la misma ctapa debe
ocurrir la transferencia de un protén desde el dcido E a la base I, con
aparicién directa de la forma aldehido (L) segiin ¢l esquema de la pagina
siguiente. Sin embargo el hecho de que no participen los intermedios 16n1-
cos, 4cido conjugado o base conjugada, en las reacciones catalizadas por
dcidos o bases débiles, como son ¢l fenol y la piridina en el caso que esta-
mos refiriendo, ni tampoco con otros reactivos de los que se utilizan para
la demostracidn de la catalisis general dcido o basica, no qulcre decir que
no puedan-intervenir tales restos conjugados, acido o base, en otras con-
diciones como podria ser el caso de la utilizacién de medios fuertemente

‘

como un dcido, ruedando asi convertida Ia acider fsegdn Beoxsrie ¥ Lowry) en un ciso parli-
cular de elecirofilia <{afinidad para clectrones externos).

Lewis {G. N. Luwis, o¥alence and the Struclure of Aloms and Moleculesy, Chemical Gata-
log Co., New Yor, 1923, pdg. 141; Fraxkury, Tnst., 226, 293 (1938) sbandona la  restriccidn
que hacen BadssTep y Lowny a renccioncs protdnicas y considera cumoe subslancins bisieas aquellrs
capaces de ceder parcjas de elecirones para un enlace yuimico, y subslansias  dcidas aguellas
capices de aceptar las parejas. Segiin esle coneceplo, bases seria sinénimo de nucleofilicos ¥y dcido
~de electrolilico. )

(18} €. G. Swawv ¥ J. F. Brows (¥r.), J. Am, Chem, Sec,, 74, 2534 (1952),



Contribucion al estudio de las isomerizaciones e... C-237

t

acidos {glucosa en ‘sulfiirico acuoso) o fuertemente bdsicos (hidréxido sé-
dico en agua) (*).

e - (R)
oR " ' B R . H
H/H RONCHEOR (onta H/u Ro\GH OR
R;) H o H Rapida rO\H 0 H
Bt o +HA B+ +HA
(N} (s} (E) (NH" (LY (E") (N) (8) (E)

Diversos autores; tales como PeDERSEN, HamMerr, WheLanD vy
otros (19) consideran que la mutarrotacion sucede segin un mecanismo
de empuje v arrastre sélo en el caso de disolventes no acuosos, prefiriendo,
en cambio, para cl caso del agua, admitir dos mecanismos bimoleculares
diferentes, uno catalizado por 4lcalis y otros por dcides, a semejanza de lo
que sc admitia frecuentemente para la enolizacién de cetonas. Ll funda-
mento aparente, de esta enolizacién de cetonas en dos etapas ¢sta basado
en los experimentos de Dawson y Spivey-(20) que les llevaron a encon-
trar una ecuacidén experimental que tenfa un término de tercer orden
cuya valor era considerado por PEDERSEN como demastado pequeilo, se-
gln éste unas 200 veces menor que el que se predecia de la admisién del
mecanismo de empuje v ararsire de Lowny. La opinién de PEpErsex fue
compartida por otros autores, como antes se ha indicade, deduciendo
que el mecanismo concertado s6!0 era de aplicacién a disolventes no acuo-
sos, Sin embargo, Swarv (21), ¢n estudios mas recientes, ha podido de-
fender la aplicacién bastante general del mecanismo de Lowry. Asf, ha
“estudiado con detalle la posibilidad de interpretar con este mecanisme
concertado de accidén simultinea de los reactivos nucleéfilo y electréfilo, los
resultados experimentales obtenidos por Dawsoi y Spvey (20) en la enoli-
zacién de la cetona y los de PEnpERsEN (22) de enclizacidn del acetaro de

{(*y Cambiamos la posicién del hexdgono correspondienie a Ia férmula ciclicn de Ia glu-
roga pAaTa conseguir una Tepresenlhridm més clara.

(19 K. ). Peornsee, P, Phys. Chem_, 38, 500 (1934); L. P. Hammwr, Physical Grganic Ghe-
mistry, McGuaw-Thinu, Book Co., New-York, N. Y. 1040, pdgs, 236-237; Brenn, Acid-Buse Calalisys,
Oxford. 1041, pag. 133; WarLann, Advanced Organic Chemistry, Ed. John Wiley & Sous, New
York, N, Y., 1949, pag. 255.

(20) Dawsox y Sewvey, J. Chem. Soc., 2180 (1930}

(21) C. G. Swaws, J. Am. Chem. Soc., 72, 4578 (1930).

(22) J. K. Pepunskx, Acla. Chem, Scend., 2, 252 (1948).
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etilo. Otros casos, como el de racemizacién de la piperitona, una cctona
terpénica, - estudlado por Reap y Smrte (23) que sucede lentamente en
agua y rdpidamente en medios alcalinos o dcidos diluidos, o el de forma-
cién de semicarbazonas en medio dcido (24; y el de la reorganizacién
de la metilenazometina (25), son también ejemplos de mecanismos con-
certados. Y, de una manera general, es posible quc las etapas determinan-
tes de velocidad (Ltdpd mas lenta) de la mayoria de las reacciones polares
de COMpuestos orgénicos sin carga, en disolucidn, sean procesos concerta-
dos de este tipo (26).

Segin Swarn. (21), el hecho de que PEDERSEN admitiera dos mecanis-
mos bimoleculares (uno catalizado por bases y otro por dcidos) cn la mu-
tarrotacién de azidcards en medios acuosos se debe a que la ecuactdén ci-
nética encontrada por éste carece de término de tercer orden. De la muis-
ma manera BronsTED y GuccEnmEmM (27) encontraron, experimental-
mente, para la mutarrotacidén de «-D-glucosa en agua, en presencia de
dcidos o bases fuertes, una expresién que carece también de término de
tercer orden. SwaiN deduce tedricamente qué ecuaciones podrian regir el
proceso de mutarrotacién admitiendo el mecanismo concertado de empu-
je v arrastre de Lowry vy, sobre todo, calcula qué magnirud deberia tenex
el término de tercer orden para cada una de las ecuaciones deducidas de
las nueve combinaciones cruzadas posibles al atribuir a cada reactivo ca-
racter nucledfilo o electréfilo y sustituir tales circunstancias en la expre-
sidn general para la constante de prlmer orden.

k= v[C] =k, (1 N]) (= re LE) (%)
N E

Una de las expresiones tedricas a las que llega SwarN para la mutarro-
tacién catalizada por acético es la siguiente.
k, = 88 x 10— + 4,4 x 10— [AcO—] + 1 x 10° [HO-] +
+ 4 x 10~ [HOAc] + 24 x 16— [H,0+] +
+ 02 x 107" [AcO~] [HOAc]

(29) REap ¥ Ssite, J. Chem, Soc., 123, 2267 (1923).
(24) ComanT ¥ Barteere, J. Am. Chem. Soc., 54, 2881 (1932).
(25) Rovrz y Mixsaerwooo, Trans, Feradey Sec., 30, 935 (1934).
(26) 8. K. Hsif, C. K. Iygorp, C, G. Rusiy, F, nE Sawas ¥ € L, Wsox, J. Chim. phys.,
46, 233-241 (1948) ) .
(87 J. N. Buoxstep ¥y K, A. Gucersiume, J. Am. Chem. Soc., 49, 2554 (1927).
(" v = Velocidad de resccidn.
C = Compueslo sufsiendo desplazamienio conceriada,
N = Gualgquier especte que pueda actuar enmo reaclive nuecleodfile,
E = Cualquier especie que pucde actuir come elecirdfilo,
Tn ¥ Tg son las reactividades relativas para cualquier N o E con respecta 2 una espe-
cic lipo. Considerada el agua comio (al cspecie lipo re y Ta  serdn iguales a 1,00.
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la cual concuerda con la enconnada preumcmdlmunte por BRONSTED v
Guc,cLNHEIM

k, = 88 x 10— + 44 x 10 [AcO—] + 1 = 10* [OH] +
+ 4 x 10— [HOAe] + 24 x 10— [H,0+]

salvo en que falta el término final de tercer orden (infiuencia de la pare-
ja acetato- acctlco) si bien la contribucién de este término a la velocidad
total és como miximo de un 1,4 %; el agua se encuentra en tan elevada
concentracidn {55 M) con respecto a los otros reactivos (0,1 M) en los ex-
‘perimentos concertados que su contribucién estd siempre implicada y en-
mascara a los términcs de contribucidén escasa.

Un intento para cvitar esta desproporcion de concentraciones enire
agua v soluto podria encontrarse c¢n el trabajo de HiLe y THuMmm (28)
sobre la mutarrotacién de glucosa disuelta en mezclas metanol-agua de
constantes dieléctricas comprendidas entre 40 y 75, ‘ptilizando el ién_
acetato como catalizador. Cop anterioridad, Hirr y otros (29) habian es-
tudiado el efecto de varias proporciones de mictanol y agua sobre la velo-
cidad de mutarrotacién de este aziicar con otrog catalizadores. Comprue-
ban, que los catalizadores no idnicos se afectan poco con el cambio de di-
Solvenge mientras ‘que al bajar la constante dieléctrica, los de caricter
1dénico incrementan su actvidad; esto tltimo concuerda con la teoria de
que 4cidos v bases atacan los extremos de signo opuesto del dipolo del

~azucar y confirma la idea de Brinstep y Guccesnam (26) y de Lowry
y Ricuarps (30), actualmente generalizada, de que para la mutarrotacién
se requiere la presencia simultdnea de un dcido y una basc ambos en el
concepto de BronsteEDp ¥y Lowry.

‘Seglin Hrrr y TuummM (28) al representar graficamente (fig. 1) la depen-
dencia lineal entre constantes de velocidad y las inversas de las constantes
dieléctricas s¢ obtienen. rectas de poca pendiente. El que sea positiva en
los cascs considerades estd de acuerdo con la ecuacidn de Lamier-Ey-
RING (31) v debe significar que los términos correspondientes a las in-
fluencias del dipolo y fuerza 16énica son despieciables; el que la pendien-
te que corresponde a la catdlisis por ién hidrégeno sea la mayor, es con-
secuencia del menor tamafio del 16n hidronig. El incremento observado

1 < . - s
para los Ky+ al crecer - concuerda con el deducido de la ecuacién de

Amis-JarrE (32); cl que la recta que corresponde a la catdlisis por acetato

@28 b, G Hoao vy BA Touss, 4o Ame Chem, Sec., 74, 1380 {1952),

(29 H. Dms y D, G M, Jo Am. Chenn, Sec., 84, 236 (1042); J. ), Giuniaxo ¥ DL 6. Thuw.
J. Am. Chem, Soc., 68, 2350 (1946), :

(30} T. M. Lowny y E, M, Ricwanos, J. Chem, Sog., 127, 1385 {1052).

(31) K. ). Lamnen ¥ H. LEymixe, Ann. N ¥, Aced, Sei., 39, 303 (1940
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muestre pendiente también positiva, es consecuencia de que el ién negati-

vo acetato ataca al extremo de signo opuesto de la glucosa en su forma

dipolar.

L5°

H+
N\ 3s®
Y
S Ao0"~
. °
2 - . .
AcO”

- g2 -/35?
’ i " n " s i

125 15 175 3 225 25 275

1/D x j02

Fig 1

Hire y Toum (28) suponiendo para la mutarrotacién un mecanismo
bimocelular en el cual el valor experimental de la constante de primer or-
den coincidiria con el obtenido de la expresidn:

K = Kmeon ¥ CMcOH + KH30 X CH,0 + Kut+ x Ca+
+ Kaeon ¥ CacoH + Kaco— X Caco—

han determinado la contribucién de cada uno de estos términos, llegando
a la conclusién de que el i6n hidronio es el catalizador mas efectivo por ope-
rar con la mds baja entropia; también establecen la premisa de que el efecto
catalitico del metanol es tan pequeno qu(: K. puede suponerse igual a
Ku,0Cn,n.En el trabajo comentado se han determinado las constantes
dieléctricas de las mezclas metanol-agua por interpolacién de los valores

(32) E.'S. Amis 'y G. Jarrm, J, Chem. Phys,, 10, 598 (1942).
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dados por ALericAT ¥ GosTinG (33). Los datas de Ky y K 4 nyen agua los

han calculado por medio de la ecuacién de Arrhenius sustituyendo en

ella los valores aportades por KENDREW y MOELWYN- Hucues (34) v por
SmrTa y Smrrw (35), puesto que en el rango de temperaturas cn el que se

han hecho .unos y otros expenmentos tal aplicacién es perfecramente
valida,

Por otro lado HiLr y Trumm (28) han calculado los valores de las ener-
glas libres de activacién (Kcal/mol} atilizando la ecuacién de Evring, los
calores de activacién (Kcal/moi) a partir de la ecuacién de Arrhenius, v
las entropias (cal/mol/grado) por combinacién de los datos anteriores.
Atendiendo a los calores de activacidn el orden entre catalizadores seria:

acético<” ague < acstato <7 protdn

si bien rtales calores son compensados por las entropias de activacidén que
sc van haciendo mends negativas en el orden en que se incrementa la for-
taleza catalitica, es decir,

agua < acetato <~ acético <~ proton

lo que coincide con un orden decreciente en las energias libres de acti-
vacion. .

De pasada dichos autores demostraron que al afadir "un electrolito
concretamente una disolucidon acuosa de 4cids clorhidrico con o s'n adi-
cidn de cloruro sédico, hasta una concentracion 0,14 M, a glucosa en me-
tanol del 409, a 35°C, sc incrementaba la constante de velocidad desde
0,470 a 0,48], por lo que teniendo en cuenta que en general las concen-
traciones usuales de efectrolitos son menores de 0,1 M, el efecto salino pre-
visible es poco importante. Esto en clerto modo concuerda con el puntc
de vista de Swav al indicar que, como acelerantes de la mutarrotacidn,
pocos solutas son suficientemente mds reactivos que el agua para comper.
sar las diferencias de concentracién existentes, ya que la concentracién de
€SLOS SOIULOS ¢s €n cualquier experimtnto ordinario 100 veces inferior o
atin mds a la del agua; por cllo, serd normal que ésta, en virtud de su
concentracion haga los papecles de reactivo nucledfilo o electréfilo o de
amhos y sdlo en casos de extremada ineficacia en rales papeles es cuands
aparecerian términos de tercer orden en la ecuacién experimental-del
proceso. En el trabajo ya referido de HriLL y Thumm los autores han en-
sayado mezclas de metanol-agua que contienen desde una cantidad dis-

{33) P. A Ao v LT Cosnisg, L. Am..t".‘hcm. Soc., 68, 1061 (1246).

(38) 1. C. Kexeriw v E. A. Momuwys-Huenes, Proc. Roy. Soe. (London), AIYE, 352 (1840).
(35) G, F. Swrtw y M, C. Smrru, J. Chem, Soc., 1413 (1037,
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creta de ésta, hasta concentraciones cuatro veces superiores, lo que ha ser-
vido para confirmar el mecanismo trimolecular propuesto por SWAIN y de
prueba para la correspondiente cinética de tercer orden: sin en%bargO, les
valores calcu’ados para las constantes, a partir de los datos de WorLEY v
ANDREWS (36) concuerdan con los que se deducen del supuesto de que el
proceso esté regido por un mecanismo de segundo orden, aunque en reali-
dad lo que sucede es, que pese a que ¢! mecanismo sea de tercer orden, la
etapa dererminante de velocidad es de scgundo. :
- Después de lo dicho se comprende que aun en el caso de la mutarrota-
cién calificable de no catalizada, ésta puede ser consecuencia de la actua-
¢ién s:multdnea de una molécula de agua como agente nucledhlo (N) y de
otra, también de agua, como agente clectréfilo (E); también es fdcil ad-
mitir la intervencidn de los propios iones H,O+ y OH~ del agua de disolu-
cién, uno como (N) y otro como (E), o bien combinaciones de estos iones
con moléculas no disociadas, de forma que stempre haya una de cada ca-
rdcter en actuacién concertada. Por lo tanto, el mecanismo concertado es
compatible con los casos de mutarrotacién catalizada y no catalizada.
Dentro de las reacciones concertadas pueden considerarse cuatro mo.
dalidades que se esquernatizan a continuacién y que corresponden respec
tivamente a los siguientes casos: : .

a) N|l-==»|x C y|—==—=> |E

b) [Nl===Tx ¢ y|---» [E
c) Nf-=—>|x C yl=—== [E
d) (N[-—=>[xC y|-~-+ |[E

a) Actuacién de un reactivo nuclesfilo (N} y otro electréfilo (E) sobre .
dos puntos x ¢ y del substracto; éste es el case mds corriente y el-de apli-
cacidn a la mutarroracidén de los aziicares en disolucién.
 b) Intervencién de un grupo del propio substrato como nuclesfilo y
de un reactivo electréfilo externo extrafio al mismo.

(36) F. P. Wonuey y ). G, Asprews, J. Phys, Chem., 32 307 (1928).
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<) Intervencién de un grupo del propio substrato como grupo electré-
filo y un reactivo extrafio, en calidad de nucledfilo,

d) Participacién de dos grupos pertenecientes a la misma molecula
uno en calidad de nucleéfilo y otro de electréfilo.

En la dltuma forma actidan probablemente los enzimas, suponiéndose
que la gran actividad de éstos se debe a que tales grupos se encuentran a
la distancia apropiada para la interaccién éptima con el substrato. En fa-
vor de la existencia de este cuarto tipo de catalisis polifuncienal, Swain
.y Brown (37) han preparado substancias portadoras de dos grupos acu-
vos para ¢l caso concreto de la mutarrotacién de la tetramenlglucosa en
disolucién bencénica. Han comparado las actividades de la 2-hidroxipiri-
dina respecto .a la actividad de las mezclas de piridina y fenol, que, como
ya hemos referido con anterioridad, mostraban un poder catalitico muy
superior al de uno u otro componente por separado. Teniendo en cuenta
que la 2-hidroxipiridina es como base 10.000 veces mds débil que la piri-
dina, y su caracter acido 100 veces menor que el del fenol, debia actuar
fa Z-hidroxipiridina con una intensidad 1.000 veces menor que la de la .
mezcla, a no ser que se admita el concepto de la polifuncionabilidad a que
estamos aludiendo. De la misma manera, si su actuacién es como la de un
catalizador polifuncional su actividad disminuiria con la concentracién;
los resultados estdn a favor de este cardcter y asf la velocidad de mutarro-
taci6n de la tetrametilglucosa observada para una concentracién de 2-hi-
droxipiridina 0,05 M es unas 50 veces superior a la provocada por una
mezcla de piridina y de fenol 0,05 M en cadz componente. Para una di-
lucién mds concentrada en catalizador la diferencia se hace mayor y asi la
2h1dr0x1p1rldmd en concentracién 0,001 M (para una concentracidén de
aziucar 0,1 M) tene una accién mutarrotatoria sobre el azdcar 1000 ve-
ces superior a la calculada para la mezcla piridina-fenol en concentracién
0,001 M en cada componente, ‘

La 2-hidroxipiridina es 10 veces mds potente en sil_accién, en disolu-
cién bencénica, que el 16n HyO* en disolucién acuosa. "La adicién de pi-
ridina o fenol a una disoluctén en la que estd actuando la 2- -hidroxipiri-
dina, aiin cuando se haga en una proporcmn que suponga 1.000 veces la
concentracién de esta tltima, no provocard efecto . alguno, al menos en
cuantfa medible, sobre la velocidad de mutarrotacidn, lo que supone que
-el catalizador polifuncional es en si altamente concentrado y autosufi-
ciente. En los catalizadores polifuncionales es importantisima la disposi-
cién de los grupos N y E como se deduce del hecho de que mientras en
las reacciones quimicas ordinarias la 4-hidroxipiridina y sus ‘derivados son

37 C. G, Swan y J. F. Brown, Jr.; J. Am. Chem, Soce., 74, 2538 (1952).
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muy semejantes, o s6lo ligeramente mds reactivos que la 2-hidroxipiridi-
na, en cambio al considerar los modelos moleculares de la 3 6 4-hidroxipi-
ridina, el nitrégeno y el hidrégeno quedan demasiado Iejos estéricamente
para formar el complejo deseado con el azlicar mutarrotante, observin-
dose, en efecto, que la velocidad de cardlisis por estas otras hidroxipiridi-
nas es hasta 1.000 veces mds baja que la de 1z 2- hidroxipiridina siguien-
do una cinética de tercer orden, lo que supone la intervencién de las mo-
Jéculas del catalizador.

Es previsible la importancia del espaciado de las funciones o grupos
N y E en un catalizador polifuncional, puesto que se admirte la formacién
de un complejo con el substrato como etapa previa,

Asi, en el caso de la actuacidn de la 2-hidr 0x1p1d1na respecto a la mu-
tarrotacidn de la tetramerllglucosa las erapas que tienen lugar se csque-
matizan asi:

"OR H
H RO \CH,OR
RO H
HO répida
————
+

l-ll .

0

I

N/

La 2-hidroxipiridina en medio acuoso aparece usualmente en su for
ma «¢-piridona. En este caso el acoplamiento deberfa hacerse de modu
que uno de los puentes de hidrégeno se establezca entre el oxigeno pira-
nésico del azucar y el nitrégeno de la piridona en vez del puente
QO —»H -0 - que se ha representado en el esquema anterior, por ha-

- ber supuesto que intervenia la estructura fendlica; no obstante seguirzi
existiendo un puente entre oxigenos pero a base de intervenir el hidréxi-
lo del carbono | de azicar y el oxigeno carbonilico de la piridona. En
definitiva, al suponer la acruacidén de la forma hidroxipiridina se recupera-
rd piridona y si actuara con piridona se recuperaria 2- hldl’Oleldlnd
Teniendo en cuenta la dinamicidad de los procesos, ambas circunstancias
conducirian practicamente a un mismo efecto.
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A favor de la formacién de un complejo en cualquiera de sus formas,
cuya estructura recuerda a un quelato con doble puente de hidrégeno,
establecido sobre el azicar en su forma ciclica, estd el hecho de que reali-
zando la reaccidén en presencia del semiacetal 2-tetrahidropiranol, cuya
estructura se asemeja a la del aztcar, en su forma pirancsa, se produce
una competicién origindndose preferentemente el complejo entre dicho
compuesto y la 2-hidroxipiridina, '

CH;—C

H H
S/ N N e
H,C CHy \;1’ _L""? ‘ﬁ ?
1O !
\CH 0 rapido > v lem(—,-.;. ° H
| —y H H
0 «— ‘
| (9] H
(8] .
| } |
. N N N

con inhibicién parcial de la mutarrotacién del aztcar, El fenol o la pi-
ridina por - separado no pueden formar el cltado quelato

El que la mutarrotacién en algunos disolventes aparezca mdis lenta
para un determinado catalizador, como sucede cuando la 2-hidroxipiridi-
na actda en clorobenceno, acetona, agua y otros disolventes ‘polares, se-
debe mds a un entorpecimiento de la formacién del complejo azicar-
catahizador, por asociaciones disolvente-catalizador, que a una inhibicién
de la mutarrotacién en sf, puesto que ésta sucederia en realidad sobre la
estructura abierta del azdcar cuya concentracién sera pequefa al entorpe-
cerse la formacién del complejo previo a la apertura del ciclo; el disol-
vente, por otro lado, no afecta en si desfdvorablemente a'la etapa de reci-
clacién anomeérica.

Segiin Swan y Brown (3’7) actiian también como catalizadores poli-
funcionales para la mutarrotacién de la tetrametilglucosa en benceno los
siguientes: 2-hidroxi-4-metilquinoleina, dcido benzoico, dcido picrico v
2-aminopiridina. En cambio son menofuncionales los nucledfilos piridina,
2-metoxipiridina y N-metila-piridona y los. electréfilos fenol y p-nitrofe-
nol. La 3-hidroxi- qumolema es un caso de catalizador monofunmonal
pero que puede actuar como reactive nucledfile o electréflo,
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Ante todo es fundamental para que se dé la polifuncionalidad queé las
acciones acidicas y basicas se hallen adecuadamente espaciadas en la mo-
Iécula del catralizador, esto justifica el que los acidos carboxilicos (*) de-
muestren una actividad catalitica casi 10 veces superior a la de un fenol
sustituido en.meta o para, pero no respecto a un fenol orto-sustituido, aun
cuando en agua éstos fuesen de acidez comparable. Y en general, el cata-
lizador polifuncional ideal para cualquier reaccién de desplazamiento po-
lar ¢s aquel que puede complejarse con el substrato sin claro impedimen-
to estérico y que tenga los grupos funcionales polares dispuestos de tal
manera que, cuando se polaricen, queden justamente acoplables a los
centros de polarizacién de signo opuesto del substrato en su forma excita-
da de transicién. Los catalizadores de este tipo son poderosos y especifi-
cos alin cuando sus grupos activos sean relativamente débiles (amino.

carbonilo, hidroxilo), destacdndose mds su actividad al actuar en unas

condiciones que para los catalizadores monofuncionales son desfavorables,
por e}emplo en medios neutros a baja temperatura, alta dilucién, etc.
Pero su cardcter mds importante es ¢l de su alta especificidad que les hace
comparables a los enzimas; éstos, en efecto, también tienen grupos N y E
pero ningunoc de alta reactividad, son cxcelentes en medio neutro, a baja
temperatura y a alta dilucién, muestran elevadisima especificidad catali-
zador-substrato, su reactividad es de naturaleza polar mds que de radical
libre vy forman complejos catalizador-substrato antes de la reaccién pro-
piamente dicha..

De las consideraciones hechas hasta ahora, queda claro que en la mu-
tarrotacion influye en general una pareja de reactivos, uno nucledfilo v_
" otro electréfilo equivalentes a un reactivo de cardcter bisico y a otro de
caracter 4cido en el sentido de LowRry: con este criteria’ queda ]ustlﬁcada
la mutarrotacidn, incluso en medios neutros, sobre todo, al tratarse de me-
dios acuosos en los que una molécula de agua puede actuar como nucld-
fila. Al cornpalar 4cidos v bases, en su concepto c1a51c0 los segundos tie-
nen accién més manifiesta y ademds no sélo provocan mutarrotacion,
sino que pueden ocaslonar otras transformiaciones mds profundaq o al me-
nos catalizarlas si existen otras causas pr1meras

(*Y Los fcidos cavboxilicos son capaces de formar Lembién complcjos reaclivos con los
azticares, semejanies a los que forma Ia 2-hidroxipiridina, acluundo of grupo carbonilice comao
poscidn nucledtila, Tales complejos reconerdan a los dimerns de dcidos carboxilicos.
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II

“RANSFORMACION DE LOBRY DE BRUYN Y ALBERDA
VAN EKENSTEIN (¥)

La isomeria mds tipica y en clerto modo mas sunp]e aparte de la mu-
tarrotacién es la ¢onocida transformacién de Loery pE BruyN y ALBER-
pa van ExensTeN (38). En su primitivo concepto, cuando ina aldosa se
trata con alcalis diluidos, a temperatura ambiente, se establece un equili-
brio entre-el producto de partida, su epimero (sobre el carbono contiguo
al portador de la funcién reductora) y la cetosa que corresponda N
se parte de una cetosa apareceran en el equilibrio junto a ésta las dos al-
dosas ¢orrespondientes epimeras entre si. El equilibrio general serd:

CHO | CH20H CHO
| - | — |

HCOH e — coO ‘- — HOCH
[ [ |

Sin embargo, en el concepto actual quedan también incluidos los ca-
sos de simple isomerizacién aldosa  cetosa, independientemente de que
haya' o no epimerizacién; csta epimerizacién, cuando se manifiesta, pue-
de tener lugar- sobre otros carbonos distintos del contiguo al de la funcidén
carbontlo, tanto sobre la estructura de aldosa como sobre la de cetcsa v,
adernds, ;ya no se limita a condiciones alcalinas, sino que se consideran
también las transformaciones en medios neutro y acido, y las de naturale-
za enzimdtica que tanta importancia tenen en los procesos vitales, por
ejemplo, las isomerizaciones de los azicares fosforilados- o no fosforilados.
Por otro lado, no s6lo han sido localizados casos de esta 1somerizacién en
cast todos los dzicares reductores conocidos, sino también en otras subs
tancias que, sin tener naturaleza de hidrato de carbono, cuentan, por lo
menos, con ¢l agrupamiento imprescindible para que la transformacién

(*) ComveLts Avsuaan Loeny van 'luoo.‘a'rlm\nunc e Bruvx (1B57-1904); Wiy Anneroa
van LKpexstem (1858-1937).—FEn lo succsive usaremaos indistinlamenle el nombre completo de
esla transformacidn o el abreviado «Transformacidn de Lowsryn, :

(38) C. A. Lopny de Bruyy y W, AupErRpa van ExeNsTEN, Rec. trav, chim., 14, 203 t18§)5);
C. A. Losny de Bruve y W, Aubkroa van Ekexgteiy, Hee, trav, chim., 16, 262 (1897)



C-248 Magdalena Consuelo Pérez Sdnchez

de Lobry pueda suceder, este es el caso de la isomerizacidn de algunos es-
teroides. Asi, andloga a la transformacién de una cetosa en aldosa y en los
epimeros de ambos, cs la observada por BorcsTROM y GALLAGHER (39) al
comprobar la formacién de los dcidos 3-¢-, 11-a-dihidroxi-12-cetocoldnico
{I); 3-a- 12 a-dihidroxi-11-cetocolanico (1) y 3-a-, 11-B-dihidroxi-12-cetoco-
lanico (III) a partir del 3-a-, 12-B-dihidroxi-11-cetocolanico (IV).

CHay

CHy

(T) (304%)
o

n CHy

(III) (1,1%) : ' (I¥) { trazas)

Y como caso particular, en cl que sdélo sucede isomerizacién al-
dosa -7 cctosa, cabe citar ¢l paso del A'-pregneno-17, 20-diol-3-ona-21-al
(V) a A* pregneno-17, 21-diol-3, 20-diona (VI) en piridina (40}..

HC=0 . CH201
| .
CHOH =0
{_OH Piridina | —OH
AN > /N
" (V1)

(39) F. Poncstrom ¥ T. V. Gatvacner, J. Riol, Chem.. 177, 951 (1049),
(40) T. MueenstEv ¥ J. von Fow, Helv, (Chim. Acta, 23, 1528 (1940,
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Es explicable que la transformacién de Lobry pueda darse en medios
dcidos o bdsicos, si se admite que dicha transformacién sucede a través de
enoles intermedios. Asf, aunque los experimentos clisicos se referfan a
4lcalis, ya en 1905 Ost (41) dié cuenta de la isomerizacién de D-glucosa
en SO,H. diluide a temperatura ambiente, resultando una mezcla de.iso-
maltosa y D-fructosa junto con D-glucosa no transformada después de 4
meses. En 1924 SpoEur 'y StraiN (42) observan la conversion’ de D-fruc-
tosa en D- glucosa v D-manasa a 37°C en tdmpon de fosfato a pH. 6,69:
en experimentos parcc1dos con tdﬂ]POHCS ac1dos de fosfato, a p1e51on
Encrrs y Hananan (43) obtienen una gran proporcién de cetosas a partir
de glucosa. AsuMariN y colaboradores (44) (45), que defienden una caté:
lisis general dcido-base, isomerizan D-glucosa a D-fructosa y viceversa en
tamponces de formiato, acetato y succinato a pH 4,2 formandose a la vez
5-hidroximenlfurfural. PETUELY (46) cbserva que el tartdrico y citrico pro-
ducen la conversién de D-fructosa a D-glucosa y 5-hidroximetilfurfural;
deéfiende un mecanismo de encolizacién catalizada por acidos y bases. .
También es de interés la isomerizacién, en medio acido D-L-glicerosa
—>dihidroxipropanona (47), ya que permite estudiar los efectos cataiiticos
de los iones acético y acetato, confirmando la naturaleza catalitica de la
reaccién de Lobry por dcidos y bases en ¢l concepto de BRONSTEND. Han
sido realizados orras muchos experimentos con dcidos.

En lo que respecta a dlcalis, aparte de los pl‘lmltIVOS experimcntos de
Lorry de Bruyn y ALBERDA vanN ExensTEIN en los que la accién catali-
tica se atribuyc’; principalmente al 16n OH~, sin descartar la influencia
del catién (en sus experimentos comprobaron que el KOH cra mds acti-
vo que el hidréxido de plomo frente a D-manosa, D-glucosa, D-fructosa
y D-galactosa), se han realizado otros con diversos hidréxidos y carbona-
tos alcalings y alcalinotérreos. En los experimentos de Sprck (47) sobre
la isomerizacién de la D L-glicerosa también se pudo contrastar la dife-

. rencia de efectos cataliticos de los iones Ca*® y Ba*’. Sowpen y ScHAF
FER (48) muestran el efecto decreciente de los hidréxidos de calcio, bario
y sodio sobre I)-manosa; también muestran que mientras con NaOH la
mezcla resultante tiene un poder rotatorio posmvo cada vez mais pequeno
cuando actia el Ca(OH) el valor de la rotacién crece y pasa de negativa

(41 11 Osr, Angew, Chem., 18, 1170 (1905).

(42) H. A, Svomin y H. H, Srraw, J. Biol. Chemr,, 85, 865 (1029).

43 DT, Excus v Do I Hasanax, J: dm. Chem, Soc,, 67, 51 (1945).

(44) P. A, Asmwmawin ¥ Y, S. Briovs, Arch. Sci. Diol. (UURSS), 42, 53 (1936).

(4B} P. A, Aswany y AL D, Buaon, Areh, sei. biol. (URSS), 42, 61 (1936).

(46) ¥  PrrueLy, Monafsh, 84, 208 (1053.

(47 J. C. Seeck, Jr., A. A. YForist y D, 8. Mivapa, Abstraclts Papers, Am_ Chem. Soc., 127

6D (1953),

_(48) ¥ G. Sownen

¥ R. Scuarrer, J. dm. Chem. Sec., 74, 499 (1952),
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a positiva durante las primeras 11 horas. Para Kusin (49) la naturaleza
de les iones alcalinotérreos que intervienen pueéde modificar el curso de
la transformacién, puesto que se encuentra que mientras la D- -glucosa con
Ca{OHj}: a 25° no da D-ructosa, si aparu:e esta cetosa cuando se utiliza
NaOH. Como quiera que esta opinién no-esta de acuerdo con los resul-
tados ya cldsicos de Losry, ni con los de SOWDEN y SCHAFFER (30) v To-
PER y STETTEN (51) los cuales aislaron D-ructosa al hacer actuar el
Ca(OH), sobre D-glucosa en condicienes comparables a las de Kusiv, que-
da ]ustlﬁcado el que nosotros incluyamos entre nuestros experimentos
-una serie encam'nada a aclarar los referidos traba]cns

También aparecen descritos en la bibliografia estudios en los que se
han usado amoniaco (52) y otras bases nitrogenadas tales como quinolei-
na y quinaldina (53). Asimismo la piridina se ha empleado como cataliza-
dor en la transformacién de Lobry, sobre todo para la sintesis de ceto-
sas; la base ha sido usada como catalizador y disolvente {en forma anhi-
dra), y en estas condiciones actia lentamente, concluyéndose que para la
transformacién, ademds de la base, se necesita un 4cido, y a este propési-
to, se recuerda, por su analogfa, la discusién amplia que hicimos ‘de la
mutarrotacién de azilicares en plrldma fenol.

En estos tltimos afios (34) (55) (56) se ha estudiado la reaccién de Lo-
BRY provocada por resinas de cambio iénico de cardcter bésico fuerte.

" Por otro lado, ante el creciente uso de la crométografia de particién‘
- sobre papel, en escala analitica y preparativa, ha llegado a preverse que
‘las- impurczas alcalinas del papel de filro pudieran en algiin caso produ-
. .cir alteraciones, bien durante el desarrollo de los (romatogramas con los
ConSIgulentes errores de localizacion, bien en la opemcmn de sccado por
calor, aunque sca suave, si se prctcnde recuperar sustancias por elucion de
manchas o bandas. Ba}o el concepto de catdlisis 4cido-base el agua actia
también como isomerizante, si bien se trata de un catalizador extremada-
mente pobre. Asf, WoLrrom y Chirix  (57) han observado que cuando
una disolucién acuosa de D-fructesa al 80 9 se calienta a 113° C durante
16 horas sélo llega a producirse un 0,1 9 de D-glucosa y ain, en este

(49 A, Kusin, Ber., 69, 1041 (1930).

(50) J. C. Sowpen y R. Scmarmm, J. Am. Chem Soe., 74, 505 (1952).
(51) Y J. Toerrn y D. Srereex, Ir,, J. Biel. Chem., 8%, 191 {1951).
(52) 1., Hougs, J. K. N. Joses v F. L, Ricnanns, J. Chem. Sec., 2005 (1953).

(53 H. Mrmorikawa, Kaqﬂkn Kenkyusho Hokoku, 25, no 2/3, Chem. Sect.,, 33, 105 (1949);
77, 481 (1455),

(54) JX. . Seownnn, J, Am, Chem. Soe,, 76, 4487 (19&4)

(55) D. B. Bunter, R (. Tuomas, B. L. Cemstexsex y C. I, Wang, J. Am, Chem, Soc,

(56) €. N. Torton y E. Pacsu, J. Am. Chem, Soc,, 77, 1059 (1955).

(57) M, L, Worrron y W. L. Sminuxg, J. Am, Chem. Soc., 73, 35587 (1951}. .
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caso, surge la duda de si la accién habrd sido consecuencia del aumento
dc iones oxonio, puesto que el pH de la disolucién pasa desde 6,9 a 2,7.
En cuanto al mecanismo de la transformacién de Losry, éste ha sido
- interpretado desde varios puntos de vista. Durante muchos afios se admi-
tié que la transformacién sucedia por transferencia intramolecular de I
sobre compuestos intermedios, semiacetdlicos, que se formarfan de Ias al-
dosas por adicién v eliminacién sucesiva de agua:

HC=0 CHOH CHiOH CHOH HC=0

I —_— —_ | — 0 I —_— I
HCOH << HC/O ~— (=0 D CH ~—— HOCH

t [ ! I I

Se ha especulado-mds sobre la posibilidad de este mecanismo que in-
tentado su comprobacidn experimental. Posteriormente, Fiscuer (58) por
un lado, y Womr y NEeusere (59), por otro, sugieren la formacién de un
compuesto enodidlico intermedio para explicar la isomerizacién al-

- .
dosa X5 cetosa,

HCO I HFO'
|
HOCIL ,H( HCOH

o N Hoon —o-

| 1 K !

Es el mecanismo que mds adeptos ha conservado, si bien, hasta los 1lti-
mos aios, no se ha Intentado esclarecer su intervencion en los simples
casos de isomerizacién de aziicares, sino que las cxperiencias realizadas se
referian prcfcrcntemente a los problemas de formacién de dcidos sacarini-
cos, sobre todo a partir de los trabajos de NEF (60).

Hasta los 1ltimos 30 aflos en los que predommalon los traba]os sobre

(58) FE. Fisceen, Ber., 28, 1145 (1895); Ber., 33,'3095 (1500).
(59 A. Wome y C. Neuseng, Her., 38, 3009 (1900).
(60) 1. U. Ncr, Ann, 357, 314 (1907); Ann., 376, 1 (1910).
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metilazicares quizd el mas destacado, posterlol a NEr, sea el de MicHAE-
Lis y Rova (61) en el que se miden el efecto catahnco de los iones OH—
y el de ionizacién de la D- -glucosa parh deducit como mecanismo 1mperar1—
te el de epimerizacién y enolizacién a través de la separacién de un «-hi-
drégeno en forma de protén.

Worrrom y LEwrs (62} comprueban la transformacién de 2,3,4,6 tetra-
O-metil-D-glucosa en 2,3,4,6-tetra-O-metil-D-manosa por accién del agua
del cal, no detecrando la presencia de la correspondiente cetosa y sf la de
una substancia capaz de consumir iodo en medios alcalinos como se de-
muestra por el consumo de un 40 9% mdas del calculable por efecto de las
aldosas existentes; tal exceso de consumo de iodo sélo es detectable a pH
supertores a 7, hasta el punto de que en medio dcido se llega a' retrogradar
el equilibrio, de forma que aparecen indices de iodo normales, como si
s6lo existieran aldosas. Dicho comportamiento no se observa al actuar el
agua de cal sobre la glucosa, por lo que WoLFrom y LEws proponen el
siguiente esquema para el trinsito de la tetrametilglucosa (VII) a ]a_ tetra-
metilmanosa (IX) en el cual se admite una 2-epimerizacién a través de un

enodiol (VIII).

HC=0 . HCOH HE=0
[ ]
HCOCH, COCH, CH,0CH
‘ | 1 .
CH,O0CH dcido CH.OCH acido CHLOPH
' HMCOCH, ——~ HCOCH, < HCOCH,
| ' base | | base |
HCOH HCOH - HCOTH
CH,0CH, CH,0CH, CH,0CH,
(VII) o (VIID) (IX)

Sin embargo, las pentosas metiladas 2, 3,4-tri-O-metil-D-xilosa (63) ¥
2, 3,4-tri-O-metil-T-arabinosa (64) teniah un comportamiento que, si bien
en algin signo externo (elevado indice de iodo en medio alcalino) po-
drian considerarse semejantes a la de las metilhexosas, difieren en otros
puntos. Asi, en la accién alcalina aparece metanol a razén de un mol por
mol; en medio dcido seguian teniendo elevado indice de iodo a causa de
la formacién de furfural, por pérdida adicional de otras dos moléculas de
metanol, etc. Por ello, atn cuando se admita también la existencia de un
enodiol, es necesario suponer que la desenolizacidon cn medio cido sigue

(61) L. Mwcuanus y . Rosa, Biochem, 7., 47, #47 (1042). ) b
(62) M. L. Worrnow y W. L. Lewts, J. Am. Chem., Ses., 5¢, 837 (1928).
(63) C. L. Gross y W_ L. Lewis, J. Am. Chent, Soc 53, 2772 (1931).

(64) H. T. Nemen y W. L. Lewis, J. 4. Ghem. Soc,, 53‘ 4411 (1931).
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otros derroteros. Teniendo en cienta estos hechos el esquema que propo-
nen LEWIS y colaboradores (63) para ¢l caso de la 2, 3, 4-tr1-O-metil-D-xi-
losa (X) es el que sigue:

HO=0' ' ' HﬁOH
| .
HCOCH, COCH, .
| _ E -CH,0H
CH, OCH - CHROI =] T
!
HCOCH, HCOCH,
(IZH._,_OH (IJHuoH‘
- (X) Disolucién de Ca{OH},
HCOH : I—IC|=O I—IC|!=O
Il
C HC
I _ N 1 -2 CH_OH 1
___, CH,OCH CH,0CH -> CH
o} | 0 | 0
HCOCH, CH
HCOCH, |- l ‘ I (
! : CH, | cH____|
CH,

Disolucidn dcida

También son de interés los experimentos de la escuela de LEwis acer-
ca de la accién del agua de cal a 35° C sobre la 3-O-metil-D-glucosa en los
que se forma un 29 % de 3-O-metik-D-fructdsa y sélo un 3,5 % de dcido
sacarinico. Como en los otros casos, aparece metanol, aunque en estas
condiciones suaves su proporcién sea pequefia, pero suficiente para
justificar el indice de iodo mostrado por la mezcla resultante. Lewis
considera que este indice de 1odo es consecuencia de la pérdida de un
gripo metoxilo en C2 y que a la vez e_llo demuestra que en el caso de la
3-O-metil-D-glucosa no se forma el correspondiente éter 2,3-enodiolmono-
metilico. :

Sin embargo, LEwis y colaboradores no tratan de aclarar la naturale-
za de los derivados intermedios que dan los metil-aziicares en las trans-
formaciones con dlcalis. WorLFroM para intentarlo (65) ha sintetizado el
2,3,4.6-tetra O-metil-D-glucoseno-1,2 (XI) y ha examinado las propieda
des (66) de este derivado que ¢l suponia, al igual que Raymonn (67), el

(65) M. L. Worrrow vy D. L. Husren, J. Am. Chem, Sac., 59, 25560 (1937).

(66) M L. Worrnom, 5. G. Warnacr: ¥ B. A, Merearnr, J. Am. Chem. Soc., 64, 265 (1042).

67y A. L Ravsoxe, M. Giaan, «Organic Chemistry», Fd.. Jonh Wiley & Sons, New York,
1938, pig, 1512, ' :
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posible intermedio en la interconversién de 2,3,4,6-tetra—0-me[i1-D-gluco=
sa, en 2,3,4,6 tetra-O-metil-D-manosa. No obstante, el hecho de que este
compuesto en medio dcido se transforma en S-metoximetitfurfural (XIIT)
pasando por una osona (XIl) en vez de producir el tetra-O-metilderivado

Hﬁ__ ]—ICIJ:O HO=0
CjOCHn ] Ico ([—
. i
CH,0CH +H,0 CH -H,0 clm ’
] © —ion § — I
HCOCH, ‘ -3CH,0H CH : CH |
i | f|
HC HCOH C |
| | | _
CH,0CH, CH,OCH, . CH,OCH,
(XI) (XIT) _ (XI11)

de origen Y su epimero,' obliga a descartar la intervencién del 2-3-4,6-tetra-
O metil-D-glucoseno-1,2, ya no sélo como intermedio en la transformacién
de LoBry, sino también como un mayor contribuyente a la elevada ab-
sorcién de iodo que tiene lugar, puesto que el indice de iodo residual en
la acidificacién de la mezcla de Losry (¢l consumo de iodo que en medio
alcalino es 4 dtomos/mol pasa a ser de 1,4 atomos/mol en medio 4cido)
no esti en concordancia con la elevada proporcion de 2,3,4.6-tetra-O-
metil-D-glucosa y 2,3,4,6-tetra-O-metil-D-manosa que aparecen en el equi-
librio final (¢l indice de 10do al final es mas de un 1,85 9, superior que el
calculado para el derivado de partida).

Experimentos mds reclentes tales como los KENNER y RicHarDs (68)

nzonolisis : C
> HC=0 HC=0
| HEO ' i !
HC=0 HE=0 com HjOH
COCH, ' HCOH
H(iOCH_q Ca(OH), yjH : HC—0 1 o
CHaol H (- CH,0H) . A= CH,
H(iOH . H(i'OH | ﬁwi
HCOH o ' HCIOH fllH 3
[ CH
CH,0H" CH.OH i ’
| O
dcido )
CH,OH
. (XIV), . (XV)

(68) J. Kenner y-G. N. Ricmawos, J. Chem. Soc.; 2921 (1950),
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realizados sobre la 2,3-di-O-metil-D-glucosa, en ausencia de oxigeno,, en
agua de cal a 15-20°, confirman la facil desmetilacién’ ¢ incluso la desgli-
cosidacién en 8 al grupo carbontlo; en estas condiciones no se forman
sacarinicos y si una sustancia intermedia que es labil a los dcidos y que
produce 5-hidroximetilfurfural. Aunque no aislaron el producto puro, hi-
cieron, un cstudio sobre un concentrado siruporoso del mismo, especial-
mente por ozonolisis, concluyendo que se trataba del éter metilico del
enol de la 3-dexosi-D-glucosona (XIV).

Analogamente en el caso de la 2,3,4-tri-O-metil- D-xllosa Y 2,.3.4-tri-0-
metil-L-arabinosa podia suponerse una transformacién  semejante en la
que se formarfa ¢l compuesto (XVI).

HC=0 o 1-1(|3=o HC=0
| .
CHOCH, COCH, . b
| CatOH), (;J|H feido | l
FHOCH-‘ {~CH,OH) B ' (-CH,OH) fI’H
CHOCH, ‘CHOCH, CH
| |
CH,0H CH,0H (ljlﬁ —
(XVT)

'Compuestm de estos tipos tendrfan una clevadisima absorcién de
iodo, casi del orden de 10 4tomos/mol, lo que queda demasiado por enci-
ma de los indices de iodo expcrlmentales Quedan pues, todavia dudas
sobre la cuestién ya que algunos experimentos descritos cn la bibliogra-
fia, v realizados sobre la 2-3,4,6-tetra-0O- metﬂDglucosa desde un punto
de vista fisico-quimico no pudieron aclarar tampoco muchos dctalles.

FREDENHAGEN y BoxHOEFFER (69) intentaron estudiar el mecanismo
de la transformacién de Lopry por realizacién de las isomerizaciones en
agua pesada, basindose en el hecho de que en este medio si existen eno-
lizaciones o reacciones relacionadas pueden suceder cambios de enlaces
C-H por CD. Trabajaron sobre D-glucosa y 2,3 .4,6-tetra-O-metil-D- -glu-
cosa en disolucidn en agua pesada saturada de hidréxidos cdlcico y pota-
sico, especialmente célcico. Para el caso de la ghlcosa a unos 90°C de-
tectan, en la mezcla resultante, una deuteracién de hasta 0,26-1,73 dto-
mos de deuterio/mol de glucosa original, y para la tetra-O-metil-glucosa
se introducen en los productos ﬁnales de la isotmerizacidon hasta 1,08
dtomos de deuterm/mol Ahora bien, se observa esta clara introduccidn
de deuterio, cuando la isomerizacién se hace a unos 40-42° C, pero no en

(69) W. Furmexmacen y K. F. Rosmorrren, Z. physik. Chem. Leipzig, A181, 392 (1938).
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experimentos realizados sobre glucosa a 25°C, pese a que en ellos tienc
lugar una conversién de 1,27 9, de D-glucosa en cetosas; pero sin embar-
go, al usarse hidréxido sédico en exceso, en lugar de la simple disolucién
saturada, llegan a introducirse hasta 1,57 dtomos de deuterio/mol de glu-
cosa inicial. De acuerdo con los resultados obtenidos, FREDENHAGEN y
BonHoEFFER admiten un mecanismo endlico al realizar la isomerizacién
a elevada temperaturd o en presencia de mucho hidréxido célcico, y, por
el contrario, a baja temperatura y con cantidades discretas de dicho hi-
drdxido no suponen la formacidén de un dimero intermedio (XVII) que
permitiria la emigracién intramolecular de hldlogeno sin participacién

del disolvente,

HC=0 R ' H R CH,0H

| I o1
H(IIOH + HO(,IH = - HOC|-O-(,TH p—" ]czo
R O=CH H|C-OACOH _ R
‘ ‘ | ‘
R H
(XVII)

Goro (70) confirma las observaciones de FREDENHAGEN y BonHOEF-
FER, pero en cambio no estd de acuerdo con el mecanismo del dimero in-
termedio propuesto por aquellos. :

En definitiva, después de los primeros experimentos con cambio de
deuterio quedaron dudas sobre la vigencia de un mecanismo de enoliza-
cién obligado para la transformacién de Loery.

Los trabajos de TorpEr y STETTEN (51) por un lado y los de Sownew
v Scuarrer (50) por otro, parecen haber dado al mecanismo endlico su
justa dimensién. Topper y STETTEN isomerizan cn hidréxido cdlcico a
25 y'35° C D-glucosa deuterada en C-1 y, por otro lado, a la misma tem-
peratura hacen actuar sobre Dglumsa normal una disolucidén saturada
“de Ca(OH). en agua pesada. :

En el primer caso separan D-manosa en forma de su fenilhidrazona
que contiene el 44 9 del deuterio que deberia tener si la transformacién
glucosa —— manosa fuese directa, aunque a través de un mecanismo eno-
diol, y sin pérdida de deuterio, que estard localizado en C-1; a su vexz
-cuando se forma fructosa que se encuentra deuterada en un 94 % cuan-
do los experimentos s¢ hacen a 35°C y, en un 100 % cuando se realiz:‘m

(70) K. Gora, Nippen Kagake Zesshi, 63, 217 (1042); Bull. Chem, Soc. Japan, 18, 174 (1944).
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a 25°C por lo que dichos autores admiten que el cambio glucesa
fructosa es directo v que la cetosa interviene en ¢l trinsito glucosa »
manosa admitiendo la existencia de un intermedio trans-enodiol para la
segunda.

H(|3=O HO?H CH,CH ' HﬁOH . H[C:O
| |
]-1(|30.[-1 CfOH C=0 HO(II HOCI: H
FTOCH - HOCH — = HOCH ——» HOCH —— 5 HOCH
N —— ! «—— ! —— | - |
HCOH HCOH HCOH HCI:OH ]-I(']OH
| S
H(EOH H(IJOH HCOH HCOH ' HCOH
o | | .. [
CH,OH CH,0H CHOH - .CH,0H CH,0H
D-glucaosa trans- D-fructosa cis- . D-manosa
-enodiol ‘ ~-enodiol ’

En los experimentos sobre D-glucosa en agua pesada, llegan a encon-
trar en los productos finales de la mezcla de 1somerizacién de 1,55 a 1,66
dtomos de deuterio/mol (segin se haga la reaccién da 25 6 35%), lo que
exige la deuteracién de algin otro enlace, ademds del que corresponde al
C-1, considerando que el fenémeno sucede en C-3.

SowpEN y ScuarsER (50) cn sus experimentos ya referidos. por nos-
otros, estudian la accién del Ca(OH). en agua pesada a 25°C y determi-
nan el deuterlo en los principales productos resultantes (I)-glucosa,
D-manosa, D-fructosa) asf como su distribucién a lo largo de la cadena.
Sus resulrados concierdan con los de ToPPER y STETTEN y sin embalgo
no comparten la opinién o supuesto de STETTEN y ToPPER de que existen
cambios de un sélo H en C-1, ni tampoco admiten el mecanismo de aque-
llos que asignan a la D-fructosa el papel de un intermedio obligado, mé-
xime al haber podldo demostrar que casl todo el deuterio de la D-fructo-
sa de la mezcla esta en el C-1. Por otro lado, si la D-manosa se formase
de la Dfructosa se requeriria que los contenidos en deuterio de ambos
compuestos fuesen practicamente analogos. Realmente, tanto los experl-
mentos de Goto como los de FREDENHAGEN y BoNHOEFFER tenian ciertos
defectos de origen, puesto que por la forma de realizacién del analisis del
deuterio y por la escala en que trabajaron sus datos son poco reproduci-
bles. Hoy por hoy es preciso desechar aquellas opiniones que no admiten
la existencia de cambios del enlace C-H con el disolvente.

Recientemente ha podldo demeostrarse que eh transformaciones de
Loery de tipo CIlZlmathO tales como las que provocan la triosafosfato-
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lsomerasa, en la isomerizacién de aldosas a cetosas y viceversa, tienen
lugar cn los enlaces C-II cambios con el disolvente. Asi RiepEr y
~Rose (71) demuestran la incorporacién estcroespecifica del trito al iso-
merizar enzimaticamente fosfatodihidroxipropanona en agua rica en di-
cho i1s6topo a la vez que, por causa de esta misma esteroespecificidad, no
hay accidn del wito cuando actilan la aldolasa muscular y la triosafosfa-

tolsomerasa sobre los productos del pumcr intercambio enzimatico
(XVIII) y (XTX) respectivamente.

(E,H_,OPOaHﬁ : (leQOPOqH_, CH,0PO,H,
M, 1
C=0 C=0 _ C=0
. MCOH ]-JCI'OH TCOH
T H H
(XVIIT) : : (XIX)

Toerer (72) (73) observa que cuando se hacen actuar los enzimas fos-
foglucoisomerasa y fosfomanoisomerasa, respectivamente, sobre 6fosfato-
" D-glucosa (XX) y 6-fosfato-D-manosa (XXI} deuteradas en C-1, se ob-
tiene en ambos casos 6-fosfaro-D-fructosa también deuterada en C-1, pero
debe existir una diferencia en la posicién ocupada por el deuterio como se
sefiala en las férmulas (XXII} y (XXI1il) puesto que la que procede de la
6 fosfato-I-glucosa no llega a sufrir intercambio de deuterio con el disol-
vente si acta la fosfoglucoisomerasa; mientras que este intercambio si se
produce al actuar la fosfomanoisomerasa. De la misma manera, la fosfo-
manoisomerasa no es suficiente para actuar sobre el derivado de la fruc- -
tosa que procede de la 6-fosfato-D-manosa, pero sf cs activa la fosfogluco-

DC=0 H
| : i
HCOlt . DCOH fosfo-
| ! fasfo- . ! | mano-
HOCH glhuco- =0 isomerasa,
isomerasa, | H,0
HCOH O HOCH ) ' cambic
——— > pis i —_— de
HC!‘OH - enodiol ¢«—-= HCOH deuterio
' I
CH,OPO.H, ' HCOH

C!HHOPORH,,
(XX) ' (XXII)

(T1) 8 ¥, Ruenen v L A, Rose, Fedecelion Peoc,, 15, 337 (1058) ‘
(72) ¥, J, Torvew, Federalion Proc., 15, 371 (1956).
(73) Y. J. Torven, J. Biol. Chem., 225, 419 (1957).
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D
DC=0 |
| HCOH
© HOCH fosfo- | fosfo-
[ _ mano- C=0 gluco-
HOCH : Lsomerasa, | isnmerasa, o
| H,0 _ HOCH - H,0 ca:(rllbm
HCOH ~ > trans _ : . de
| “— enodiol ——— 'Hclo];q deuterio
HCOH 1 S
| HCOH
CH,OPO,H, |
: CH,OPO.H,
(XXI) ' (XXILIy

isomerasa. Cabe pensar que esta accién isomerizante con intercambio del
. disalvente estd muy ligada a la existencia de los probables esteroisémeros
cis y trams.

La interpretacién qulmma del, p1oceso ofrece sus dificultades vy el es-
tudio desde un ]*unto de vista cinético sufre las consecuencias de tales
dificultades que ain se aumentan por las reacciones simultdneas que tie-
nen lugar, Recientemente (74) se ha estudiado el caso de la isomerizacién
de la DI-glicerosa 7= dihidroxipropanona en tampones de acetato, de
formiato y de trimetilacetato, deduciendo que influyen los aniones del
tampdn pere no el disolvente ni los iones oxonio. En cambio, parecian te-
ner efecto los 1ones Ba*t® y Cat?® en tamponcs de acetato de fuerza 1dnica
constante. Tanto en el caso sencillo de los iones acetato, como en ¢l de
los alcalinotérreos citddos, el efecto era de pllmm arden. Una explesmn
general_l_ semejante a la que se recoge a continuacién, que es la tipica

-~ d [G]/dt = (k, [HOAc] + k, [OAc—] +
+ %, [HOAc]. [OAc—] + k, [Ca++] [OAc]) G (¥

de la catdlisis por tampones de acetato de calcio-acético, es la-que regirfa
pricticamente estos procesos. Junto a la dihidroxipropanona se forma
también aldehido pirivice conservindose casl practicamente constante
la relacién entre ambos productos, lo que estd de acuerdo con la existen-
cla de un compuesto intermedio comin a los dos. Puede seguirse la mar-

(74) J. C. Sencg, Jr., A, A, Fomist y D 8. Muivava, Absireels Papers Am, Chem. Soc., 127,
6D (1955).
(*) G =a lu cone, de DL-glicerosa.
k =10 x 10— mol-1 minutos—1.

1

k, = 47 x 10—F mol—! minutos—1
k; =10 x 101 mol—2 minufos—1,
k, = 57 x 10—t mol—2 minuios—1,
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cha de la reaccién por oxidacién periddica, al comprobar la.diferencia de
consumo de periodato por una aldosa y su cetosa correspondiente. Asi,
para cl caso del sistema D-glucosa —= Dfructosa —— D-manosa se podria
determinar el contenido de cada una en el equilibrio teniendo en cuenta
que mientras glucosa y manosa consumen 5 moles’ de periodato/mol, la
fructosa sélo utliza 4,7 moles; estos datos recibirdn eficaz complemento
haciendo medidas sucesivas de poder rotatorio.. El método no resulta
adecuado para las isomerizaciones en medio alcahno muy diluido y en
ausencia de oxigeno. Mejor resultado da para el caso de los metilaztica-
res (75), en los que una molécula de 3,4:6-tri-O-metil-D fructosa disminuye
en un 40 %, de su concentracidn inicial si ello se hace en hidréxide sédi-
co. y se ohserva aun mayor variacién en presencia de hidréxido cdlcico
o hidréxido bdrico, por lo que si se tiene en cuenta que este Incremento
debe atribuirse a la desmetilacién, resulta que los iones calcio y bario ca-
talizan esta reaccidn secundaria.

La opinién reinante en la actualidad sigue siendo la de intervencidn
de enoles, lo que estd de acuerdo con los resultados de los experimentos
de cambio de hidrégeno por deuterio y tritio. Para el caso de las aldosas
se ha venido postulando la formacién de un enodio] intermedio, en el que
en una primera etapa se perderia la asimetria del carbono contiguo al re-
ductor ¥ éste, a su vez, podria isomerizarse a las dos aldosas posibles que
entre s serfan epfmeras. Sin embdrgo no ha podido demostrarse aun de
manera manificsta, la presencia de estos enodioles intermedios ni slqmela
la intervencién imprescindible de tales formas enélicas. Algunos hechos
parecen estar a favor de la real existencia de estos enodioles, tales como
la decoloracién de una disolucién de 1odo y la del 2,4- diclorofenolindofe-
nol; por otrolado, la facilidad relativa para la oxidacién con ruptura del en-
lace 1-2 parece defender la posicién del doble enlace entre los dos primeros
carbonos. Entre los defensores de este mecanismo pueden citarse a Ku-
SIN (49), que creyé haber demostrado de manera evidente la presenma de
enodioles en mezclas de D- g]ucosa y dlcalis y a KiinsspERre (76), si bien
este tiltimo, en trabajo publicado posteriormente con Perurry (77) sobre
la base tedrica de la accién alcalina, estima que lo que se forma son pro-
bablemente reductonas (*) del estilo del dcido ascérbico, por ejemplo el
2,3-dihidroxi-2-propenal, puesto que estas conservan el cardcter reductor

¢75) 1. G. Srmck, ¥r., A A Fomist y D). 8. Mivava, Abstracls Papers Am. Chem. Soc., 128
§D (1955)
(76) U Kisssoere [C. A., 30, 4822 (1951)].
(77) T, Perueny y U. Kiixsssung, Monalsh, 84, 116 {1053).
R-C=C—.—R

(*) Substancia de férmula general | } I
. HO OH ©
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frente al reactivo de Twiman, 2,6-diclorofenolindofenol, aun en un medio
dcido, lo que supone que el doble enlace no debe estar situado. entre 10&.
carbonos 1 v 2 comose preveia, sino entre el 2 y el 3.

Tamblen parecen estar-a favor de la existencia dé la estrutura enol los
ya citados experimentos de WoLFRoM y LEwis (62), sobre la isomeriza-
cién  2,3,4,6-tetra- O-metil—D)-giucosa p— 2,3,4,6-tctra-O-metil-D-manosa,

ya que no puede pr oductrse la eplmeuzaaon a wravés de la formacién de
cetosa, puesto que en este ‘Ccasoc no existe hldrogeno ionizable sobre el 2.
El mecanismo de ToppER y STETTEN (51) sobre la eplmeuzacmn en el
C-2 de la D- glucosa a través del esquema cis-enodiol-D- fluct051——>- trans-
enodiol no estd suficientemente Jusmﬁcado Tampoco lo esta para as 150-
merizaciones en C-2 vm enzimdtica, puesto que si bien en este caso todas
las tplm(.rlzcicloneq en C-2 de aldosas lo hacen por intermedio de cetosas
y 1equleren la intervencién de dos enzimas, exigidas por condiciones dé
esteroisomeria, ¢s también verdad que se conocen epimerizaciones en
C-3 directas para el caso de la Sfosfato-D- treopcntuloea y de la 5fosfato-
D eritropentulosa, lo que pcrmite prever la existencia de una aldosa—cpl—
merasa. En estos Gltimos afios ha' POdIdO comprobarse por PRENDICE,
Cuenper y Svrri (78) que la epinerizacién de 2,4,6-111-O- metil-D- gluco-
sa a 2.4.6-tri-O-metil-D-manosa sucede también de manera duecta sin pa-
" sar por la cetosa correspondlente
Los tmba]os ya referidos de AsmmariN y colaboradores (44), (45) y
también los de PETUELY y colaboradores (46) sobre la intervencién dé una
catdlisis general jcido-base en la formacién de furaldehidos a pa'rtir de
azicares, ¥y dado que aquellos también pueden formarse a partlr de las
desoxxosonae {por ejemplo 3-hidroximeul-2-furaldehido a paltlr de las
3-dexoxiosonas de hexosas), son hechos a favor de la intervencién de un
compueste intermedio comin en las isomerizaciones aldosa-cetosa y en la
formaciém de las 3-desoxiosonas.
De acuerdo con los criterios anterlores, una transformacién aldosa pid
2 cerosa podrian representarse en 1'1 forma que se esquematiza a conti-
nuacién, en la que A~ serfa una base de Bronsrep y HA su dcido con-
jugado. La isomerizacién de aldosa a cetosa progresa a través de los anio-
nes hibridos (XXIV) y (XXV) del enodiol, siecndo (XXIV) el intermedio
para la formacién de la desoxiosona (XXVI)
BerL y FeazeL (79) sugieren una variante de este mecanismo. en el
que no estaria favorecida la formacién de enodioles y en el cual los anio-

{78y N, Papstice, L. 8. Cusnenr y F. Syern, J. Am, Qhem Soc, 78, 443D (1056).
(79y W, Bear y . E. Fuazer, J, Am. Chem. Soec., 73, 2054, (1051).-
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nes hibridos (XIV) y XXV) se rcsolverian en un simple hibrido de reso-
nancia (XXVII) cuyo puente de hidrégeno facilitarfa ¢l cambio de dicho
elemento entre los dtomos de oxigeno en C-1 y G2 Prohablemente la ac-

H?#O
HOCH _
| + A 5 HC
(iZHO_H ——— HC=0
R OH
_ (_IJI—IOH
HE—0 iy . HGOH
HEOH AT T2 I + HAS— 2 borr 4 a-
(l}HOH - ?' o - (|JI-IOH
;‘l ' CiOH R
C|!HOH HXXIV) 4
R
HC=0 HC=0
(jzzo' éOH : A\
| + AT + HO T I + A=+ HO
(IJHE ?H HﬁOH
. HCOH
(XXVI) ' CH,0H 1|{ )
C=0 - + AT Zi I + HA
leHOH ' H(IjOH
R (i]_=o
'CHOH
]
R
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cién catalitica de los lones metdlicos podria ser arribuida a la aparicién
de un protén de unaaldosa o de una cetosa por formacién de un cor’nplc-

jo (XXVIII).

HC O-._{ H‘C_—-——O\ HC 0_-.‘. HC O
-0 0/ ; C_—O--"" . 0/ G o—+
y ' }
CHOH : CHOH CHON ' CHOH
R R R; R
(XXVII)
1HC O
| ) ’ Ca++
HC o
R R b
(XXVIIT)

REACCIONES ANEJAS A LA DE LoBRY DE BRUYN ¥ ALBERDA vAN EKENSTEIN

De la misma manera que sc ha dado a la reacciéon de LoBry una am-
phtud mayor ¢n cuanto a las'condiciones en que puede tener lugar, tam-
blen aparecen en la bibliografia una serie de hechos que demuestran que
aun en las condiciones’en las que la nansfmmacmn de Loery debe suce-

der existen otras reacciohes secundarias que a veces han llegado a enmas-
carar la prhcamon del camino en que ocurren las transformaciones, En-
tre estas reacciones secundarias, tienen mds 51gn1ﬁcado la‘-‘, de desh1dlata-
cidén y de ellas la de formacién de desoxiosonas; esta tltima reaccién es-
tarfa de acuerdo con la exphcacmn de NEer (80) para la formacién de sa-
carinicos en medio alcalino y también podria explicar como se ha indica-
do la produccién de furfural y derivados en medio dcido.

Speck (81) ba estudiado la isomerizacién del sistema D-L-glicerosa/

(80) J. U. Noe, Ann., 357, 214 (1907).

(81) J. C. Bercr, Jr,, A A Fowst y Do 8 Mivans, Absivacts Papers Am. _Chem, Soe., 127
6D (1955} . ST
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dihidroxipropanona, en varios tampones, comprobando la aparicién del
aldehido pirdvico (es decir, la desoxiosona correspondiente), formacién
que ya habia sido observada en condiciones dcidas por Pivkus (82) sobre
la 1,3 dihidroxi-2-propanona y por NEUBER_G y Kanskr (83) sobre la D-L-
ghicerosa, La f.ormaci_én de aldehido pirivico que tiene lugar segin la
reacclén

HC=0 HC=0 - CH,0H
(]J SHO} +H,0
IHOI—I —'=  C=0 " =0
‘ : f
CH,OH (llH CH,OH

e¢s indudable por haberse scpai‘ado incluso su osazona por WonL (84) y
por Evans y Hass (85) sobre los productos de accién alcalina. En defini-
tiva se trata de una reaccién catalizable por dcidos y bases.

Una deshidratacién primaria semmejante admiten WoLrroM y colabo-
radores (86) (87) para explicar el comportamiento de la D-glucosa y
D-xilosa c¢n agua acidulada con CIH a ebullicion; su estudio espectrofoto-
métrico denota la aparicién rdpida de un méximo en 230 mp, impurable
a un dieno conj ugado 0 a un enal y posteriormente surge un mMAximo en
los 280 m.. mouvado por la formacidén de furfural o S-dihidroximetilfur-
fural respectivamente. Las. velocidades relativas de apar iciom de los dos
maximos son mdependlentes del pH inicial de la mezcla. Los interme-
dios responsables de la aparicién de ambos maximos serfan las 3-desoxio-
nas que se estabilizarfan en el primer caso al adoptar la forma de dicno
conjugado mientras que por una nueva deshidratacién producirian furfu-
ral y derivados, como Hugp e IsENHOUR (88) ya habian supucsto para
cste ultimo caso. Esta serie de p051b111dc1d(,s podria esquematizarse como

mgue.
HC=0 HC=0 - HC=0 HCi=O H"C:O _H(|:=o
[ ‘ o
(BH()H EOH C=0 C=0 CQH C—
[ i I. Lk P~ i ’
CHOH —= CH —.s (H, —=> CH____ CH |——CH
| -Ro ) e -HO L — || -H, 0| 0]
CHOH CHOH CHOH (EI—I ca | |C|3H l
AEHO]’-I EHOH (%HOI—I ?HOH (|: HO™ C
ﬁ 1|1 R R R 1&
(XXIX) (XXX) (XXXI)

(B82) . Ywwrus, Rer., 31, 31 (1808).

(B3) . C. Nnupene y L. Kaxswkv, Biechem. Z. 20, 450 (1509)

(B84 A. Wour, Binchem. Z., §, 45 (1907, .

(86) W. L. Bvaxs y H. B. Tlass, J, Am. Chem. 8oc., 48, 2703 (1926)

(86) M. L. Worrnom, R. D. Suuvers ¥ L F. Cavarwsur, T Am. Chem, Sec,, 78, 514 (1048),
(87) M. L. Wournom, R. D. Screrz y L. F. Cavararni, J. Am. Chem. Soc., 71, 2518 (1949)
(88) C. D, Huwe y L. L. lskxnour, J. Am, Chem, Soe, 54, 317 (1932), : )
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Lias formulas XXIX y XXXT poduan aparecer cn prmClplo COmo respon-
sables fundamentales del méaximo en las 230 m

También, a través de una desoxiosona formada por deshidratacién,
cabe explicar las reacciones a pH 7, de los éteres de azidcares, en cspecial
si ¢l alcoxilo se encontrara en 8 respecto al carbenilo; un caso particular
es ¢l de los disacdridos que también son mds libiles si el glicoxilo esta en
A3 (89). En la blblloglafla abundan casos en los que los productos finales
son dcidos sacarinicos, dadas las condiciones de tabajo, pero en todos
ellos cabe admitir como intermedio la formacién de desoxiosonas aungue
no haya podido demostrarse su presencia. Concretamente KeEnner v Rr-
crarDS (90) haciendo actuar agua de cal en ausencia de oxigeno sobre
3-O-metil-D-glucosa obtiecnen hasta el 96 9% de metasacarinico. Mis ade-
lantc dedicamos un capitulo a la formacién de sacarinicos.

Las aldosas con grupos metoxilo en C-2 y C-3, independientemente
de que en el resto estén mds o menos metiladas, no sufren .degradacién
por dlcalis hasta dcidos sacarinicos, sino que en vez de ello, tiene lugar
una pérdida de metanol a la vez que se forman éreres metilicos de enoles
de las 3-desoxiosanas, productos estables ¢n medio alcalino v que en me-
~ dio 4cido se transforman en furfural y derivados.

Unos y otros hechos aclaran la forma en que sucede la deshldmmcmn
intermedia de la transformacién de Loery y explican las reacclones se-
cundarias mas importantes a que ésta conduce, asi como otras, general-
mente menos signiﬁcativas tales como las de reconversién y formacién
de anhidridos que, en ciertos casos, complican grandemente los resulta-
dos, sobre tndo ¢n las transformaciones de Loery en medio dcido.

En medio alcalino adquieren importancia las reacciones de aldoliza-
cidn y desaldolizacién. Asi, se ha investigado sobre la formacién de he-
xo0sas a partir de triosas (91), (92). Concretamente BerL y Frazer (92) al
estudiar cinéricamente el equilibrio ID,L- gh(‘ermd,_ dlhllelelOPal’lO
na en presencia de hidréxido sédico, como una variante de los experimen-
tos de MEYERHOF (93) realizados en pIESCHCld de fosfato trisédico y en,
los que se obtenia hasta un 92 9 de hexosa, no pudieron detectar la pre-
sencia de triosas al final de las reacciones y si la formacién de algo de al-
‘dehido pirivico que podria justificar la diferencia hasta el 100 %.

Por lo que se refierc 2 la desaldolizacion, los experimentos descritos en

(R9) R, L. Wisreen v I No BeMineen, Adeances in Curbohydraie Chem,, 13, 280 {1958).
(90) T. Kenwrw y G. N, Remanvs, J. Chem, Soc., 278 {1054).

1) A Wom. y . Neohrrae, Her., 33, 3005 (1000).

(92) W BerL y C. E. Frazne, J. A, Chem. Soc., 73, 2054 (1951)

(93) O. Mevonwor y W. Scnurz, Biochem. 7., 289, 87 (1957).
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la bibliograffa suelen confirmar diche proceso por-el hecho de que apa-
rezcan azlcares que son producto dé recombinacién de fragmentos de
cadena mas corta formados por intermedios. Asi, explican WoLFrom y
ScuumMacHER (94) la aparicién de D-sorbosa, D- y L-tagatosa, D- v L-psi-
cosa asi como D- y L-alosa (que resultarian por intercambio. de estos l-
timos) entre los pmductos de accién de los dlecalis sobre la D-fructosa, en
presencia de ignes aconitato, al intentar interpretar la naturaleza de los
procesos de defecacién alcalina en las azucarcras. Bastarfa admitir una
pl'evm desaldolizacién hasta dihidroxiacetona y D-gliceraldehido (esta 1il-
tima convertible a Ilghcerahiehldo) y luego la correspondiente recombi-
nacion. Las p051b1hdades tedricas de aldolizacién-desadolizacidn para el sis-
tema fructosa =2 sorbosa podrian (,squunatlzalsn suponiendo que sélo la
glicercsa fuese CplnleIIZdee.

CH,0H CH,O0H Cl,‘H_,OH ' CH.OH
[ | |
$=0 ?=o ?:0 $=O
HOCH  -H,0+ COH— -H0+  CHOH HCOH
P — o
HCOU < — >~ HCOH ~——— 1T  <«—— [{oCH
| | HC=0 [
HCOH . HCOH | HCOH
| [ HCOH |
CH,0H CH,OH' ‘ '  CH.,OH
: CH.0H
7
s
CH,0H
CH,OM | CH,OH -
Co [ -
" C=0 i . C=0
| CH,0H (E
H<|30H HOCH
—_> [
HOOH ~——— + — H|COH
o HC=0 ]
OCH | HOCH
- HOCH |
CH,0H | CH,0H
‘ CH,OH

(94 M. L. Wourrom y ). N. Scuusmacusn, J. Am, CGhem, Soc., 77, 3318 (1955).


http://intercambio.de

Contribucion al estudio de las isomerizaciones e.. C-267

También en los trabajos de Brair y Sowpen (95) sobre la isomeriza-
cién de D-glucosa hasta D- y L-sorbosa (con predominio de la D-) por ac-
cién de una resina de base fuerte (*) y separacién de los isémeros, se con-
sidera la’ recombinacién, de fragmentos como fundamental.

‘Gises (96) al estudiar la degradacio’n hasta dcido ldctico de D-glucosa
marcada con C* enel C1 6 C3 y C4 deflende también el proceso de
desaldolizacién.

Sin embargo, en general no se ha llegado a tener evidencia de la loca-
lizacién de los fragmentos sin recombinacién y recientemente SOWDEN ¥
THomPpson (97) ponen en duda la existencia de estos fragmentes al de-
mostrar que en experlmenms de degradacién de 12 D-glucosa marcada en
C-1 por accién de una resina de base fuerte [Amberlita JRA-400 (OH}],
que cquivale en su accién al hidréxido potédsico; tiene lugar la emigracién
del'grupo carbenilo del azicar estudiado desde C-1 hasta C-5.

Como otro’cjemplo de reaccién secundaria aneja a la transposicién de,
Losry podria citarse el caso, ya referido, de la formacién de reductonas,
aun cuando ella tenga lugar cn pequefia proporcién y sélo en medio al-
calino.

También cabe citar algunas transposiciones de carbono que pueden
suceder en los procesos de aldolizacién 2> desaldolizacién y de forma-
ci6n de sacarinicos, pero no durante la transposicién de Losry propia-
mente dicha. ' '

45) M. G. Bram y J. G Sowees, J. Am, Choan, See,, 77, 3323 (1955).

(*) Ulilizaron Amberlila XE-98 de la cosa Rons & Hass Co. Philadelfia. Pa.
(96) M. Gisns, J. Am. Chim. Soc., 72, 3964 {1950},

(97) J. C. SownEn y R. R, TaoMprsos, J. Anm. Chem, Soe., 80, 1435 (1958).
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IIT
FORMACION DE ACIDOS. SACARINICOS

La accién alcalina sobre azticares en condiciones controladas (ausen-
cia de oxigeno) y aiin en otras circunstancias puede conducir a la forma-
cién de unos productos de oxidacién interna de los azficares, dencmina-
dos 4cidos sacarinicos (*). Sobre ¢l mecanismo de formacién de estos pro-
ductos se han sucedido muchas teorfas. Para Kretant (98) ¢l dcido D-glu-
cosacarinico (XXXII) podria considerarse formado por recombinacién del
dcido l4ctico (que cn definitiva es un dcido metasacarinico corto) con «¢l
aldehido glicérico identificado como producto de degradacién por NEnc-.
KT y StERER (99) ambos vesultantes de la accién alcalina sobre azdcares.

HO.C  CH, HO.C CH,
pY 4 e
oHo - Swom
Luom | GHOH
éHzOH CH,O0H
| (XXXII)

{*) Los ficidos sacarinicos fueron descritos por primera yez por Bceexn Pruicor om 1838 en
una comunicacién a Ia Academia francesa do Cicncias [E. Pruicor, Comp. ‘rend., 7, 106 (184011,
Sucesivamente se conocieron tres formas estruclurnlmenfe isdmeras de los fcidns sacarinicos de
seis carbones que so denominaron deidos sacarinicos o 2-G-melil  penldnicos, isosacariniens
o 2-dexosi-2-C-(hidroximetil) penldnicos, y melasacarinicos o 3-dexosi-hexdnicos. No se canocim
las formas crisialinas de los deo scis carbonos pero sf sus laclonns (sacarinas), Para Pruicor
[E. Prucor, Compt. rend., §9, D18 (I879Y] por c-ror de andlisis, la «sacarina» e un isdmern
de 1a sacarosa y de ahf su nombre. Scrrmsier [F. Scumipuen, Ber., 13, 2212 (1880)] reconocin el
cardcter lacténico de la sacarina de Puucor, pero mantuvo el nombre y de &1 derivd el de los
dcidos.

(98 " H, Kiua¥t y 5, Koeomann, Ber., 17, 1302 (1884). .

(99 M. Newcxi y N. Sieemn, J. prakf. Chem., 28, 1 {1882),
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Winpaus (100) opina que: también se pueder: formar otros dcidos sa-
carinicos por condensacién de fragmentos apropiados de otros dcidos me-
rasacarfnicos (XXXIII) (XXXV) con aldehidos. Asi explica la formacién
de los dcidos D-isosacarinicos (XXXIV) y parasacarinicos (XXXVI) por
las reacciones. :

HCHO
CH,OH
) HOCH, CO | ° '
F . : ° CHO ' CH,0H
|

Co,H COH + CHOH COH
| | \ 7
CHOH. cH, . CO,H
CH, . CHOH CHOH |
baot ! i

Al "I:{ ]

I , CH,OH lHOI—I Lz on
CH,OH CH,0H
(XXX (XXXIV)  (XXXV) (XXXVI)

Winpaus opina que los metasacarinicos (XXXVII) no ramificados se
“forman por dismutacién interna de los correspondientes azticares.

?HO ‘ (|JOOH
CHOH CHOH
. _— l
CHOH . ; CH,,
CHOH éHOH
CHOH éHOH
|
CH,OH . ’ CH,OH
(XXXVI)

En la actualldad algunos experimentos con azicares marcados mues-
tran que la recombinacién de fragmentos puede ser significativa en algu-
nos casos, pero sin que intervengan los fragmentos concretos supuestos por
Kivrann,

Histéricamente constituyé una interesante aportacién el mecanismo de
isomerizacién de Ner (101} para ¢l cual la formacién de sacarinicos suce-
de en dos etapas: a) isomerizacién del azicar con deshidratacién hasta
formase un compuesto e-dicarbonilico; b} transposicién tipo 4cido ben-
cilico ‘con hidratacién hasta sacarinico; con reajuste de cadena para la

(100) A. Winoaus, Chem. Zig., 28, 564 (1005).
(101) 1. U. Ner, Apn., 357, 214 (1007); 276, 1 (1910).
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formacién de sacarinico, isosacarinico y parasacarinico de KiLiani y sin
reajuste para la formacién de metasacarfnico. Para los tres principales
dcidos formados metasacarinico (XXXVIII), isosacarinico (XXXIX) y sa-
carinico (XL}, los esquemas de reaccién serian:

H(|30 : HCO HCO HCO - CO,H
I g I |
(,l‘HONa - CZT HC | kc=0 CHOH
)
FHOH (l:HOH H(‘:/o , CH, : (1:H2
! i o §
(XXXVID
CH,0H CH,0H CH,0H H,OH CO,H
! | ‘ ! l
¢-0 C=0 C-0 -0 | OH
| N T | —— ] ——\l  —=C{
CHOH (IZ‘HOH HC CH, CH,
i i 1
(XXXIX}
CH,0H CH,OH CH, CH, Co,H
(IEHONa |c e HC -~ =0 _-OH
=0 C=0 ?20 : é=o | ™SCH,
) _ A

(XL)

Como, por otro lado, ya se admitia que de una aldosa podrian pasarse
a 2-cetosa y de ésta a 3<cetosa por accién alcalina, lo que se justificaba por
intervenciéon de 1,2 y 2,3-enodioles (XLI) y (XLII) respectivamente (102)
segin la reaccidn

CHO CHOH CH,0H 'CH,0H  CH,O0H

Srow —_— dou N deo sy dson SN (!lJHOH
(::HOH - (IJI-IOH (IE‘HOH ‘ _%OH : C=0
(XLI) ' . ‘ (XLII)

{102) E. Viscuum, Ber., 28, 1145 (1895); A. Wonr y C. Nruserc, Ber., 33, 3005 (1990).



Contribucion ol estudio de las isomerizaciones e... : C-271

era ficilmente justificado el que de un azicar sencillo- pudieran ‘produ-
cirse los tres sacarinicos distintos, como si-se escindiera el enodiol
para dar fragmentos de glicerosa que luego producirfan. icido lactico.

- CH,0H
|

CHOH -
& CHO CO.H
OH I

I — 3 2QHOH .y 2 CHOHW
COH | I

| CH,0H CH,
?HOH

CH,0H

Esta escision puede suceder segtin ScaminT (103) por una desaldoliza-
cién sobre el enlace C-C situada en posicién 8 al doble enlace enodidlico,
lo que transforma en intermedio fundamental al cnodiol en 1,2 (XLIII)
en vez de al enodiol en 3,4. IsBELL {104) prefiere considerar como sustan-
cia escindible a la cetosa (XLIV), que siempre cs mas vulnerable que la
aldosa. Ambos supuestos conducen al mismo resultado:

i ' CHOH CH,OH CH,0OH
Lo doi éfé
.((JJ‘HOH ' chl(jH (éHOH
HCOH —— — Hg(?H
éHOH, _ CHO - éHOH
Cmont | bnon Cn,om
A - (EHEOH : ‘
(XL.II) _ . (XLIW)

En el mecanismo de NEF es fundamental que la formacién del alcéd-
sido suceda en « y no en §8, como se creyd en un principio, con lo que se
justifica facilmente el porqué en presencia de aire u otros oxidantes a par- -

(103) O. Scmwor, Chem. Revs., 17, 137 (1935).
(104) H. §. Issrui, Comunicacién priveda |
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tir-de aldosa se orlglnan dcidos aldénicos (XLV) y no sacarinicos, lo que
tendria hlgar segin. el esquema:

HCO . HCO HCO HCO . COH

é | é,,_ O? ) & | |
HOH CHONa = c‘=o H,0 CITHOH
| e — B ) .
CHOH (%HOH (fHOH (13H0H . (|JHOH
i | , |
(XLV)

La fase que supone una transposicién  bencilica es perfectamente ad-
misible, pero en cambio requiere revisién la forma con que realmente se
hace el transito de reductores a la estructura e-dicarbonilica propuesta
por NEF; sobre todo resulta difici] admiur los mtermcdlos metilénicos
formulados por éste.

En.1926 Evans y Benoy, (105) supusieron. que el compuesto e-dicarbo-
nilico (XLVI) de NEr podria formarse a partir de los cnodioles por des-
hidratacién y rchidratacidn sucesivas:

CHOH H CH,
[ >0 | [
COH -H,0 +H,0 C=0
| — - & , e -> |
(IjHOH HOH ~-H,0 C|1=O
(XLVT)

s1 bilen tampoco es probabl(. la intervencidén del epéxldo no saturado for-
mulado por éste,

En 1930 Suarrer y FriEpEMany (106) supoman que los sacarinicos se
forman por reorganizacién espontdnea de los aniones de los azicares, ya
que éstos se comportan como dcides mono, di, o polibasicos en presencia
de alcalis.

Una teoria mds aCdbddd también basada en reacciones de desplaza-
miento electrdnico es la desarrollada por IsBELL en 1944, la cual di una
aceptable mterpretauon para la isomerizacién inicial de azicares.

El paso de un-azicar a los diversos t1pos de sacarinicos sucede segiin
las 31gu1cntes ctapas: a) formacién y lonizacién de un enodiol, b} elimi-
nacién de un grupo OH o alcoxilo, lo que esta de acuerdo con los traba-

(105) W. L. Evans y M. P, Benov, citado cn W, L. BEvans, Rac!wl H. Epcan. y.- G P. Horr,

J. Am. Chem Soc., ¢8, 2665 (1026}
{106y P. A, ‘SnAFFEH y T, E. Fruepzmaxn, J. Diof, Chcm 86 345 (19'30)
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jos de Nicorer . (107) y en desacuerdo con los de NEF, ¢) transposicién
hasta un compuesto a-dicarbonilico, d) transposicién bencilica para dar

sacarinicos.

A continuacién se dan los esquemas correspondientes a metasacarini-
~ cos (XLVIL), sacarinicos (XLVII), e isosacarinicos (XLIX):

oo O- HC=0 HC=0
(\!J:OH - fou ey
adon  HD HH
duon — duon Sron
dron Sron dion
é:H,or-I (le,oH C|H20H
H,COH H2“ cH,
('OH COH (C:o
iy deo ¥
duon CHOH Cron
Cuon CHOH ' CHon
(':H,OH CH,OH (EHQOH |
CH,0H CH,OH CH,0H
(l:-“b- =0 =0
COH $on doo
HCOH Hl(ll — Hél-[
HOH CHOH ~ - CHOH
CH,OH CH,0H H,0H

H+ OH-

H+ OH-—

. (107) B. . Nicorer. J: Am, Chem, Soc,, 53, 4458 (1931}

COo,H
duon
e,
CroH
Exon
C[HZOH

(XLVII)

CO,H

:
_IC':ZCHa
. > on
CHOH
‘éHOH
.éHon-.
(XLVII)

co,H

é::CHpH
|~ OH

CH, -
dnow
EHEOI-_I

(XLIX)
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Ain cabria considerar un 3,4-enodiol como precursor del dcido para-
sacarinico de Krurant (L).

CH,0H CH,0H CH,O0H CH,0H

1 | | !
HCOH HC CH, CH,

: i | ’
(J)OH cLon €=0 g+ ou- | _-COH
| | —= —= C_
S

Cron CHOH CHOH CHOH

i { : I 1

CH,OH CH,OH CH,0H CH,OH

L)

si bien no ha podido demostrarse su presencia. Cabe en cambio, admitir
¢l desdoblamiento de éste en formaldehido y “en el 1-2-encdiol :de una
pentosa, lo que explicarfa la aparicién de Acidos 3dcs0x1pent0n1cos de-
tectados por Green (108) entre los productos resultantes de la accién de
los dlcalis sobre glucosa.

KENNER y colaboradores en una serie de trabajos publicados sobre de-
gradacién de hidratos de carbono por dlcalis, algunos de los cuales co-
mentaremos, toman también como base para interpretar ¢l mecanismo de
formacién de los diversos 4cidos sacarinicos, la existencia inicial de es-
tructuras dienol que ademds se encuentran disociades. Concretamente so-
bre la glucosa (*) CoreETT y KENNER, al hacer la discusion sobre las de-
gradaciones de ésta, refieren la existencia de una forma dienol disocia-
da (LI) {que serfa comin también para la fructosa si se considerase ésta -
como substrato) en los carbonos 1 y 2, la cual podrfa conducir a los tres
principales sacarinicos del esquema que éstos propugnan; segin ¢l orden
de actuacién de los alcalis concentrados o diluidos. En efecto, si se supo-
ne la actuacién primera de 4lcalis concentrados se originaria la forma tri-
iénica (LIT) capaz de reorganizarse hasta dar el 4cido glucosacarlmco
(LIIT). En cambie, en medio bdsico débil cabe admitir una rautomeriza-
cién protontrépica que conduce al compuesto hidroxiendlico -(LIV) que
podrla a su vez, seguir dos caminos difcrentes, segiin se suponga la actua-
cién sobre el mismo de 4lcalis concentrados o diluidos. En el primer caso
se obtendria una forma triténica (LV), que a través de una estructura oxo-
oxienélica bidisociada (LVI) conduciria hasta glucoisosacarinico (LVII);
por otro lado, la accién de lcalis diluidos sobre la forma (LIV}) puede con-

(108) J. W Gnrew, J. Am. Chem. Seoc., 78, 1894 (1956}
(") TLa glucosa ha sido el subsirato més ulilizado por los diversos m\cbtlgddoreq que s¢ han
ocupado de la aceién alealina sobre hidratos de carbono, siguiéndole en imporlancia la xilosa,
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siderarse que p1 ovoca una forma enodmhca (LVIIT} dlsocmda en 2-3 que,
a través de un compuesto de deshldrdtdcmn oxomohco dlsouado (LIX),
conduce al metasacarinico (LX).

[(ljl-[()— CHO— CO.H
oo I
Co— Co— ({JHOH
i I _
MOCH HOCH CH,
;| | ———
1—[(?011 HCOH HCl‘OH
l
- HCOH HCOH - HCl()H
: 1
" CH,O0H CH,0- 'C'Hg()H
(L) . (LII) (LIII)
N30 :
(le,,o— CH,OH CH, (‘:OOH
‘ | : § .
I(ito— ICO_' lCD— (FCHnOH ,
| |
COM Co— Co HCOH
| _— | —_— ! _— | -
H(?OI—I. H(fOH HCOH H(_IBOH
| )
'HClOE.-l HCOH . HCOH CH,0H
]
CH,0H CH,0H CH,OH
(LIV) ' (LvII) (LIX} (LX)
. :
(ISH‘,O— : (lzn_,o— - (l'}OqH
(130— 0 C(OH)CH,0H
co- co— ' CH,
., > ) |
HCOH (I,H HCOH
I-I'(‘EOH , .}ICI'OH CH,0H
CH,OH CH,OH
(LV) (LVI) : (LVII)

En la biliograffa aparecen con- anterioridad otros diversos estudios so-
bre la existencia de estas estructuras 1énicas, habiéndose ilegado a deter-
minar el valor de las constantes de 1.* y 2.* disociacion (109) ¢ incluso a
comprobar la 3.* disociacién para un pH 13,6 (1 10}. En las condiciones de

f103)  Hmsen v Seuraco, Z: physikdl, Chem., 41, 387 (19200; Svesns, J, Phvs Chem,. 35,
8226 (1981); Soavezr v Mangev; J. Biol, Chem., 94, 211 (1831); Unuvax ¥ Snaveun, 3d,, 94, 607
{1932y, Uneax y Wuoagsas, 13, 100, 237 (1933) [W. M. Corumrr ¥, ). RKissuw, J Chem. Sec.,
3274 (1954)]. ‘ .

AL W, M. Conseyr, J. Kexsmn y (. N Wicuanps, J. Chem, Soc., 1700 (1853).
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trabajo de Coreerr y KENNER (agua de cal libre de oxigeno, 0,0383 N y
temperatura de 25) sélo habria un 4 9% de glucosa en forma biidnica
frente a un 70 9, con sunple carga, siendo la prlmela forma la mas pro-
pensa para ceder un anidén, por lo que; cuando existe, es la que pr 1nc1pdl—
mente rige el proceso. _

De acuerdo con Ner (111), que obtiene metasacarinico con pequeiia
proporcién de iso por accién de NaOH 8N, la formacién de metasacari-
nico sucede en general por accién de dlealis muy fuertes o por uso de di-
soluciones altamente concentradas. . Segun CORBEIT y Kennver, ésto se
explica admitiendo que el dienol en 1.6, resultante del dienol en 1-2 no
puede estabilizarse suficientemente por los dlcalis débiles, del tipo del
Ca(OH)., mientras que los dlcalis mds fuertes s{ son capaces de ello,
puesto que al ser sus cationes monovalentes pueden salificar a dichos
iones independientemente de la distancia. En los casos en que el OH del
C-6 estd sustituido no existe casi influencia poi' parte del sustituyente y es
la forma diendlica disociada en 1-2 la imperante y por tanto, ain cuando
se forman mezclas de sacarinicos, se halla favorecida la formacién de me-
tasacarinicos. )

En un trabajo de KenNer v Ricaarps (112) con la 6-O-metil-D-gluco-
sa preparan metasacarinico por la accién del agua de cal con transforma-
cién posterior a un 4cido lactico con rendimento hasta del 809/ mientras
que la glucosa no sustituida no rinde nunca mds del 679, (*). Al estar susti-
tuido el OH del C-6 ¢l rendimiento en 4cido se ha ieualado pricticamen-
te al que d4 la melibiosa por lo que hay que atribuir ¢l ¢fecto a dicha
sustiticidén. Tn realidad el dcido Mcrico puede Conmderame a §U VEZ COmo
el sacarinico correspondiente al aldehido glicérico, que sc formaria a cau-
sa de que el enlace C-3-C4 queda debilitado. Para Scumiprt (103) es el
doble enlace del enodiol 1-2 el que debilita el enlace en 3-4, pudiendo
producirse entonces mds «descondensacién alddlica» con la consiguiente
formacién de fragmentos. . Concretamente, en el caso de las hexosas sc
formaria triosas que, a su vez, son capaces de sufrir nuevas transformacio-
aes. Asi, por la accién de piridina o alcalis diluidos pueden sufrir la trans-
formacién de Losry que en este caso supone el transito de aldehido gll-
cérico a dithidroxiacetona y viceversa: una accién alcalina algo mds enér-

. glca, por ejemplo con KOH 0,2-6 N, a 25-50°C convierte ¢l aldehido
glicérico en férmico, acético y ldctico (113).

{111) I, U. Ner, Annalen, §76, 89 {1010)
£112) 1. Kesser v G. N. Ricmanns, J. Chem. Sec,, 201G (1956).

{(*) Evans [W, L, Evaxs, Chrem, Revs., 6, 281 (1920); 31, 537 (1942)],; obtuve directminente de la
glucosa. 1-2 moles e lelico por miol de agquella al usar somo agente alorline  hidrixide  de
benciltrimelilamoenin a 250, . .

(313) W, L, Evaxns y H. B, Hass, J. Am, Chen. Soc., 48, 2703 (1926).



Contribucion al estudio de las isomerizaciones e... c-277

Con los ejemplos referidos, de derivados sustituidos en C-6, se ha es-
bozado la influencia que en la velocidad de descomposicién de los aziica-
res pueden tener las sustituciones y pensando que estas observaciones son
de alto interés para prever o justificar el comportamiento de los diferen-
tes oligosacirides, en funcién de los carbonhos entre los que esté estable-
cido el enlace, haremos un comentarw sobre el efecto de otras de las
principales sustituciones.

Se conocen datos en la ‘bibliografia segin los cuales los disacéridos
sustituidos en C-4 producian sacarinicos (concretamente isosacarinicos)
mias ficilmente que los monosaciridos correspondientes. Como KENnER
y Ricrarps (114), indican, ésto es natural puesto que es mds facil expulsar
un O-glicosilo 0 un O-alquilo que un hidroxilo. Por otro lado ciertas susti-
tuciones pueden inhibir algunas reacciones secundarias como, por ejem-
plo, sucede con las de escisidn sobre los azlcares sustituidos en C-4, por
lo que, naturalmente, se interrumpirdn ademds aquellas otras reacciones
que sucederian sobre tales productos secundarios. Entre los trabajos exis-
tentes sobre azicares sustituidos en C4 pueden referirse los realizados
sobre lactosa (115) (116), lactulosa (117), maltosa (117), mattulosa (117),
celobiosa (118-119), celotetrosa (119), 4-O-metl-D-glucosa (120), 4-O-me-
til-D-fructosa (120), y 4-6-O-bencilidén-D-glucosa (110), entre otros.

De los azilcares citados como 4-O-sustituidos, las cetosas sufren una
transformacién en sacarinicos mas facil que las aldosas correspondientes,
lo cual estard de acuerdo con la intervencién de un 2-3-enodiol como pre-
cursor inmediato.

Las hexosas 3-O-sustituidas sufren en cambio la desalquilacién o la
desglicosilacién en la etapa de 1,2-enodiol, produciéndose metasacarini-
cos, lo que se desprende de la bibliografia referente a la accién del agua
de cal sobre 3-O-metl-D glucosa y 3-O-metil-D-fructosa (115), 3-O-3-
D-glucosil-D-glucosa (laminaribiosa) y 3-O-a-D-glucosil-D-fructosa (turanc-
sa) (121), 6-O-bencil-3-O-metil-D glucosa (122) y 2,3-5,6-di-O-isopropilidén:
D-manosa (110). Como es natural, en cstos compuestos 3-O sustituidos
apenas hay diferencia en la velocidad de reaccion entre aldosas y cetosas,
puesto que tienen casi la misma facilidad para formar ¢l 1.2 enodiol.

(114) J. Keswew y G N, Ricnanns, J Chem. Sor., 278 (¥0534),

(115) L. Cumsisien, Monit. sei, Doctrun, OQnesneville, 12, 521 (1882); Bull. sar chim.
(Franee), 38, 512 (1882),

(116) W, M. Comnmrr y 1. Kennen, J. Chem. Soc., 2245 (1953).

.(117) W. M. Connerr ¥ J. Knnsnn, J, Chem, Soe., 1789 (1954).

(118) 8. V. Ihwnikka, Ann. Aead. Sei, Ferniens, Ser. A. 1, ns 9 (1922); {Chem. Abstrects,
17, 3486 (39231, .

(119) W, M, Commerr y J Kexxen, J. Chem. Snc., 1431 (1955).

(120) . J. Kusxemn v G. N. Rwcnanns, J, Chem. Soc., 1810 (1953).

(121) W, M, Coneerr y J. Kexner, J. Chem. Sve., 3274 (1954).

(122) I, Kexsen y G. N, Ricmans, J. Chem, Soc., 3277 (1954).
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Las aldosas 2-O-sustituidas, como han podido demostrar WHIsTLER
y Corerrr (123) en el caso de la 2-O-(D-xilopiranosil)-L-arabinosa no for-
man sacarinicos en condiciones alcalinas suaves, quizd por la lentitud con
"que se elimina el OH situado en el C-3 del monoién intermedio (LXI) y
por la estabilidad de la estructura (LXII) en la que es diffcil se plerda el
radical R y en consecuencia no es facil la ionizacién. Sélo en el caso de
las pentosas 2-O-sustituidas se forman prdducms dcidos por la accién del
agua de cal a alta temperatyra, pero tal formacién debe atribuirse a la
recombinacién, de fragmentos.

CHO— ' CHO .

I('JOR ' (||30R
Ho:CH - I(IZH

LX) (LX1I)

Las 2-cetosas sustituidas cn C-1 producen enodioles en 1-2 {con un
radical en C-1) que son muy cstables a los 4lcalis y a su vez enedioles en
2,3 cuyos aniones pueden legar por eliminacién' del radical en C-1 hasta
sacarinicos, de modo que el rendimiento sea mayor que el de la corres
pondiente cetosa no'sustituida; experimentos en este sentido se han rea-
lizado’ por Kenner y RicHarDs (124) sobre la 1-O-menlfructosa que por
tratamiento con agua de cal forma. principalmente a-glucosacarlmco y en
pequtna escala 1so- v metaglucosacarinico, genelahzandose asi las deduc-
ciones hechas para la influencia de los sustituyentes. Los autores consi-
deran que tienen pruebas de la existencia de los aniones intermedios co-
rrespondientes no sélo a la 1-O-metilfructosa sino también a la psicosa
(quizd también a su 1-Ometl derivado), glucosa, fructosa y manosa.

KENNER ¥ colaboradores han ido evolucionande en sus opintones y as
inicialmente aceptaron el mecanismo integro de IseeLL en el que la for-
ma moniénica de un enodiol es la activa; después consideraron la nece-
sidad dé admitir una forma diiénica y en otros trabajos han vuelto a
admitir que un diién enodidlico no es absolutamente esencial para que se
inicie la transposicién a sacarinico. Asi concretamente CorRBETT, KENNER,
y Ricuarps (110) al estudiar la descomposicién por alcalis del diacetal
2,3-5,6-di-O-isopropilidén-D-manosa (LXIIl), dan el esquema que se ad-

(123) R. L. WmistLer ¥ W, M. Comrerr, J, Am, Chem. Soc., 77, 3822 (1955).
(124) J. Kssser y G, N. Ricmanes, J. Chem. Soc., 1784 (1954).
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junta en el cual la formacién de 5,6 O-isopropilidén-glucometasarinico
(LXIV) tiene lugar sin formarse el intermedio diidnico.

CHO o : | ‘ . CHO
| : .

_~0CH : o —0C(CH,),0C
{CH:\):C l . © OH- - . ” f .
TocH : . . GH - Ho
| < . ey T
HCOH . HCOH H+
I i
HC—0 A : HC—0
1 e, S | CICH,),
CH ~0 : CH.—0/
(LXIIT)
COOH (|31-IO (l:Ho
"CHOH CH, CH,
! |
‘H,, : HCOH , HeoH
HCOH  + (CH,),CO—— H(IJ-__O HCOH + CH(CH,),
| T=C (CH,), |
HC—0 ~ CH,—0 - CH,CH
|

C{HC,
- CH,—0.” e,

Ld primera fase de esta transformacién, que afecta al grupo 1sopropi-

lidén en 2-3 y que conduce al 56—0-1S(Jp10pllld(,nDI]"IEII]OI‘IICO (L }xIV)
SowDEN (125) la esquemauza asi:

HC—0- cHO COOH
n T HO |
_0—C S (CH).0—0—C —— >  CHOH
(CH,.,C o | I H+ ]
ey . ;
O—?H - 0~ CH A FHE
A : |
’ - (LXIV)

En la opmmn de Sowpen este hecho y el Comportamlcnto de las al-
dosas 2-O-sustituidas confirman que aunque los dilones enodidlicos exis-
ten en medio alcalino e intervengan en la formacién de sacarinicos, pue-

de seguir admitiéndose en su integridad e] mecanismo de IsBELL, sin nece-
sidad de nuevas reformas.’

(125) J. € Bowors  [«Advances in  Carbehydraie s shemisirys, Academic Press Inc.. Pu-
blishers New York, N, Y. 1957, Vol. 12, pdig. 721,
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- Naturalmente, no puede olvidarse que en la accién alcalina sobre azii-
cares tiene también lugar la escisién en aldosas y cctosas que, a su vez,
por condensacién aldélica dan cerohexosas de cadena recta o ramficada
cuyos derivados sacarinicos pueden aparecer, en principio, junto a los pro-
ductos de reaccién primaria. Sin embargo, existen pruebas por experien-
clas con dtomos marcados, de que en la mayoria de los casos la formacién
de sacarinicos sucede sobre todo por el mecanismo 16nico, tipo IsBELL, ¥
s6lo en proporcién muy pequeia tiene lugar la fragmentacién y recombi-
nacion. Asi, SowneEn v Kuenner (126) muestran que, al preparar ¢l me-
tasacarinico correspondicnte a la D-galactosa (LXVI) marcada con C" en

coom | ~ CooH
CH ,,(Ij’bH - H‘(l,lOH
HCOH ‘ C:I-Ia
HCOH HOCH
(|3H2-»0 ‘ HCOH
(LXV} C|JH20H
(LXVI)

C I, el isétopo sigue aparecicndo casi en un 95 9% en el C-1 del sacarinico,
mientras el otro 5% dc radioactividad aparece distribuido en otros luga-
res de la cadena; sélo esta wltima distribucién es atribuible a fragmen-
taciones previas de la galactosa. No obstante, los mismos autores demues-
tran que en algunos casos como en el de la formacién de «D- -glucusacarini-
co (LX\J) a partir de D-manosa la radioactividad que originalmente esta-
ba en el C-1 del azicar aparece dcumu]dda en el carbono metilico y en e
terciario, mds en el segundo que en pr1me1 o (39 y 57 o rcspectlvamente)
lo que ileva a concluir que en este caso particular predomina la recombi-
nacién de fragmentos. Sin embargo, no es ficil interpretar exactamente
cual es la clase de los supuestos fmgmentos para podur dar explicacién
del prcdommlo de radioactividad en el carbono terciario ya que admi-
tiendo la opinién de Kenner y Ricuarps (113) que supone la formacion
intermedia de D-glicerosa (a partir de los carbonos 4,5 y 6) y glicerulosa
(a partir de los carbonos 1,2 y 3), y recombinacién de éstos hasta una he-
xosa precursora de a-D-glucosacarinico .debia aparecer la radioactividad
equidistribuida entre los carbonos metilico y terciario o, en todo caso, si
s¢ superpusiera una formacidn sin fragmentacién previa, seria previsible
un predominio de C" en el metlhco pero nunca ¢n el terciario,

(126) 1. . Sowssn y J. Kumssw, J. Am. Chem. Sor., 75, 2788 (1‘]5‘})
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Respecto a 1a influencia de los distintos 4lcalis en la isomerizacién de
azicares, incluida la formacidén de sacarinices, se conocen datos histdri-
cos (127) que ya hemos comentado en pdginas anteriores, sobre diferen-
clas en los productos resultantes, pero quedan ain dudas 1espect0 a sl ta-
les diferencias son consecuencia del pH de las bases o si se trata de un
efecto catidnico, En favor de la primera opinién se encuentran CORBETT
y Kexner (112) que -estiman, como ya se refind, que el hecho de que
D-glucosa dé dos. diferentes sacarinicos segin sea tratada por agua de

" cal o por hidréxido sédico concentrado (a-D- glucosacar{nico o metasaca-
rinico respectivamente) se debe a que a pH mads bajos se forma ¢l diién
del 2,3-enodiol, que pierde faciimente ¢l OH de su C-1 dando glucosam-
rinico, mientras que a pH superiores hay més-facilidad para que la ioni-
zacién suceda en el C-t del 2.3 enodiol, llegando a formaise el tri-ién co-
rrespondiente en el cual la eliminacién del OH sélo sucede sobre C-4 pro-
duciéndase a-D-glucoisosacarinico,

Se han obtenido algunos tesultqdos interesantes con el emp]eo de tra-
zadores: Asi, Gisps (128) obtiene 'a partir de D-glucosa marcada en C-1
dcido lactico con radioactividad equidistribuida en los carbonos 1y 3 por
accién del hidréxido potdsico 3N a 50 PoHLEN (129) utiliza como subs-
traro Dghcuosa marcada en el C-3 realizando la isomerizacién en unos
experimentos con hidréxida sédico 1,68 N a 25°C y en otros con agua
saturada de cal a la misma temperatura y obtemendo una localizacidén de
radioacttvidad en los carbonos 1 y 3 en el primer caso y una distribucién
sobre los tres carbonos del lactlco en ¢l segundo; los porcentajes de radio-
actividad se dan en el esquema siguiente:

1% COH CHO CoH 37 %
NaOQH A Ca{QH), |

]CHO]'-I —— H [‘OH —_——. (QHOH 13 %
‘ |

56 %  CH, : 14 CH_OH CH, 50 Yo

Debe interpretarse la aparicién de Hictico, en el caso de la glucosa,
por una desaldolizacién previa a glicerosa en equilibrio con glicerulosa en
competencia ventajosa respecto a la formacién de sacarinicos directos. El
responsable de la formacién de ldctico a partir de la glucosd o de la gli-
cerosa €s en ambos casos ¢l enodiol de esta dltima. Al partir de una he-

(127) C. A. Losry dc.. Buoy v W. Avserpa van Exexstix, Heco frae chim,, 14, 203 (1895);
15, 92 (1896), 16, 275, 262, 282 (1897); 18, 147 (180%); I9, 1 J900); A Rusix, Ber,, 68, 610
1454 (19‘3a), #9, 1041 (19'3()) 10 2owees ¥y R Scuseves, J oo, Dhem, Sec., 74, 480, 503
(L952); Y. Iom-m v Do Srurrex, dr., Biolo Chem., 189, 191 (1951); L. llovenr J. K. N Joxus
y E L, nIL.HAI\II‘-' J. Chem Soc., 2003 f'LUDS)

(128) M. Gisms, J Am, Chrrm Soe., 72, 3064 (1900)

(129%) Eva K. Ponuex, M, A, 'l‘lu:sis, \\'.lslmlg on Universily, $t, Louis (1954).
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‘xcsa marcada en C-1 o de una triosa marcada en C-3 y como consecuencia
del equilibrio aldosa - cetosa, aparte de la escisién requerida en el pri-
‘mer caso, resulra natural que aparezca equidistribuida ia radioactividad
entre los carbonos 1 y 3. ,

Pucden interpretarse los datés de PoHLEN como una consecuencia ‘de
la emigrabir’m del grupo metilico o de un 4tomo de hidrégenc {mecanis-
mo sacarinico 'y metasacarinico respectivamente) en el compucsto a-dicar-
bonflico intermedio (mecanismo de IsBeLi) Ja emigracién’ de hidrégeno
es exclusiva en el caso del hidréxido sddico, fo que supone una distribu-
cién aparente de radioactividad sélo en los carbones 1 y 3. Al usar agua
de cal puede considerarse que se simultanean los dos mecanismos de ¢mi-
gracion, aunque sigue predominando el couespondlcnte al hidrégeno:
un 74 % de emigracién de hidrdgeno y un 26 9 de emigracién de méti-
“lo, justificarian, exactamente, la distribucién dc rale&CthIddd observada
sobre los tres carbonos del ldctico.

A lo largo de las sucesivas hipdtesis sobre formacidn de . sacarinicos,
que hemos ido comenrtando, se ha hablado de la probable existencla de
un compuesto o- dicarbolinico que ya postuld Ner, que sotuvo ISBELL en
su mecanismc y que csta de acuerdo con log suteswos trabajos de KENNER

-y Ricrarps hasta 1957. Ahora bien, es en otra serie de tmba]os de Ma-
ciErL y RicHarps (130) vy en una nota de O'MEeara y Ricuarns (131)
donde definitivamente se ha dado cuenta de la 1dent1ﬁL3c10n de compues:
tos dicarbonilicos concretos. :

En lineas generales el mecanismo de formacion de sacarinicos sobre
derivados 3-O- y 4O sustituidos (LXVII) una vez confirmada la existen-
cla de compuestos dicarbonilicos (LXX} puede formularse asi:

co l:o— 1(:Gt L co COOH
| L SN |
I-I(IZOH g ]cox-{ — ﬁOH S |co > lc:xor-r
I!(jJOY H(':OY _ _H(Ij CH, ‘ CH,
7 7 7 4+ YO~ 'z _ Ix
(LXVII) (LXVIT)  (LXIX) (LXX) - (LXXT)

En este esquema tienen gran significado tanto la ctapa de climinacién
del grupo YO {(LXVII) — - (LXIX)] favorecida a la vez por efecto in-
ductivo y por ley de accién de masas, como las reacciones a las que el

(I30) G, Macwmuny, ¥ G. N Ranns, Jo Chem, Soc, 1884 {1900); 1082 (1060); 1938 (1060).
(131) D, O'Mzana, y G. N, Rucnares, J. Chem, Soc., 1944 (1960).
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compuesto dicarbonilico ha de dar lugar puesto que éste, muy reactivo,
puede evolucionar bien sufriendo la simple. ransposicién  bencilica
[- 5 (LXXI)] o fragmentdndose. En esta fasc es en la que pueden suceder
diversas reacciones de competicién que determinardn la naturaleza de los
productos resultantes y en la cual pueden jugar especial papel los reacti-
vos utilizados. Asi, un caso concreto es el de la diferencia de actuacién
entre ¢l Ca(OH). y NaOH sobre maltosa y otros derivados 4-O sustituf-
dos de la glucosa (LXXII) o de sus isémeros cetésicos (LXXIII) ya que
mientras el hidréxido cdlcico cataliza la simple transposicién bencilica
del compuesto dicarbonilico 4-desoxi-3-exo-D-fructosa (LXXIV} que en
este caso conduce al 4cido isosacarinico (LXXV), el hidréxide sédico al
no catalizar en tan alto grado dicha transposicién favorece la fragmenta-
ci6n llegando a formarse en proporcién bien manifiesta los dcidos glicdli-
co {LXXVI) y fiv-dihidroxibutirico (LXXVII). En consecuencia la iden-
tificacién del compuesto dicarbonilico intermedio (LXXIV} resulta mis
facil de conseguir en ¢l segundo caso. He aqui el esquema:

cHO CH,OH CH,0H COOH
Hcon co co - GCioweH,0n
T-IOCllH — HOCIIH . c]‘:o ‘ _'_> %Hﬂ '
HCOR HCOR ¢, HCOH
HCOH HCOH HCOH . CH,OH
(l‘,‘HEOI'-l (|7H:OH (lZ'HZOH
(LXXID) (LXXIIE) (LXXIV) (LXXVI)
coon _
_ CH,OH -
(LXXV1T) H((j:H i doom (LXXVD
C{H20H |

R representa cualquier grupo unido por enlace glicosidico. .

El poder catalitico de la cal en los primeros estudios que se habian he-
cho exclusivamente sobre derivados 4-O-sustituidos, se atribula a su ac
tuacion en forma de lones (CaOH)*, en la etapa de eliminacién del gru-
po glicosidico. Después, al estudiar la accién directa sobre el intermedio
dicarbonilico 4-desoxi-3-oxo- D-fructosa aislado previamente (*) a partir de

(*) Separade por cromatografian a partir de la momh resultanle” de iralar maltosa con
NaOQII 0,05 N a 25 duranle 5 horas.
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4-O-derivados es cuando de manera indudable queda demostrado ¢l gran
poder catalftico (rendimiento 90 9) respecto a la ctapa de. transito a iso-
'sacarinica que compite con la fragmentacién, favorecida en cambio por
otros 4lcalis.

Se ha obtenido mayor generalizacién al lograrqe por - MAcHELL v Rr-
cHARDS (132) separar también un a-cetoaldehido (concmramentc la
3-desoxi-D-glucosona) a partir de la mezcla. resultante de 3 O-bencil-D-
“glucosa e hidréxido sédico (**). '

En este caso se repite la accién catalitica pOSltIVd del agua de cal res-
pecto a la formacién de glucomerasacarinico, si bien el hidréxido sédico
no favorece demasiado la fragmentacién oxidativa.”
~ Con todo, los rendimientos en el compuesto dicarbonilico f3-desoxi-
‘D-glucosana (LXXIX)] son menores que para el caso andlogo de los 4-O-
derivados ya que entre otras cosas queda una glcm parte de compucsto
original sin a]terar He aqui el esquerna

o i
CHO " oo . COOH BcokH
neom to CHOH Coom
ROCH ' (IJH_, Cur, Ca,
néom ——-  mdor SOy dom HCOH
Hc:IOH Hc:OH HCi()F{ FCON
CH,0H CH,0H + —OR CH,0H  CH,0H
(LXXVID — (LXXIX) (LXXX)  (LXXXD)

‘Hay que afiadir aqui que la velocidad de formacién de glucosacarini-
co (LXXX) es.muy superior si s¢ parte del compuesto dicarboninico pre-
viamente aislado que si se usa el agua de cal directamente sobre 3-O-
bencil-D-glucosa lo que denota que la etapa mds lenta es la de elimina-
cién del grupo glicosidico R v por tanto la que determina la velocidad
del sistema. También debe destacarse la clara diferencia entre las cann-
dades relativas de o- y B-D- glucomerasacarmlco formado segiin se catali-
ce con hidréxido sédico o hidréxido célcico independientemente de que

(132} G. MacweErLr vy G. N. Riomr.s, J. Chem. Soc., 1938 (1960).

{*") IEn principio para la Iisqueda de los sespechados compriesios inlermedios dicarhoni-
Jdicos les vesulld a los aulores més ficil partir de los derivados 4-O-cnslituidos dada sn wenee
facilidad para la formacion de sacarinicos. Los 3-0O-sustiluidos por naturaleza producen” con roa
‘vor rapidez los correspondienics mielzsaearinices. No obslante rabe seleccionar aquelios derivados

en los que se calalice, aungne sélo szeax de mancera relaiiva Ta elapa de formacion Jdel enmpuesio
dicarbonilico respecto a la veloridad de Iransposicidn, Estas 1iltimas circunstencias se dan en Ta
3-O-bencil-glucosa ¥ ho en la 3-O-metil-D-glucosa.
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se parta del aziicar original o del dicarbonilico intermedio. Debe admmr-
se en consecuencia una catdlisis catidénica de manifiesta estereoespecifici-
dad en la transposicién bencilica que es predominante frente a las frag-
metaciones [—(LXXXI)] que de ninguna manera llegan a adquinr la im-
portancia que tenfan en el caso del compuesto dicarbonilico procedente
de los derivados 4-O-sustituidos. El predeminio de la transposicidn ben-
cilica y no de la fragmentacién recuerda al comportamiento del glioxal
que serfa la substancia modelo, mas simple, representativa de los precur-
sores de dcidos sacarinicos. O’MEara vy RicHarps (131) estudiando la
importancia de diversas sales metdlicas (NO,Li; CLBa; SO.TI; ClLCa)
en la velocidad de formacién de glicdlico en medio alcalino {glioxal
0,05M en NaOH 0,005 N a 25° C) observan que el orden de efectividad
es precisamente el marcado y que prcticamente no habfa casi diferencia
entre la accién del cloruro cilcico y la del agua de cal.

APENDICE A 1.OS CAPITULOS I, I y 111

El comportamiento de las hexosas en general puede extenderse a las
pentosas, puesto que en la mayorfa de las propiedades, ain ¢n la capaci-
dad para formar anillos pirandsicos y furanésicos, son similares. También
~las tetrosas, sufren mutarrotacidén en el trdnsito desde su estructura cerra-
da (furandsica) hasta la abierta (133) (134). Igualmente las triosas son ca-
paces de sufrir la epimcrimcir’)n de Losry de BrRuyn y ALBERDA van
EKENSTEIN en ‘presencia de piridina o dlealis muy diluidos (135), pasando
facilmente del aldehido ghcerlco a dihidroxiacetona y viceversa; una ac- -
cién alcalina algo mds enérgica, por ejemplo, hidréxido potdsico (0,2 -
6 N) a 25-50° C convierte ¢l aldehido glicérico en férmico, acético y ldcti-

o (113).

(133) W, Faenoamarv, Rer., 65, 168 (1932).
(134) V. Drwnoven, J. Chem, Soe., 2073 (1932) .
(135) M, 0. L. Fisceer, C. Tavne y K. Baen, Ber., 60, 480 (1927),
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IV
LAS ACCIONES ALCALINAS EN PROBLEMAS PRACTICOS

Hasta ahora hemos hecho una revisién y hemos comentado las altera-
clones mas significativas que pueden sufrir los azlcares por una accién
alcalina (murairotacién, transposicién de Losry, formacién de sacarini-
cos, fragmentacién) El comentario a los fenémenos sefialados es en gene-
ral consecuencia de expenmentos hechos sobre azicares parnculares y
con un objettvo tebrico previsto. Pero conviene destaca, que las acciones
alcalinas en el laboratorio y en la industria se uiilizan extensamente con
los mds variados fines. Desde este punto de vista hemos considerado in-

teresante el realizar diversas experiencias, algunas de ellas relacionadas.
con otras descritas en la bibliografia, pero meurando elegir unas condi-
ciones de realizacidn mas proximas a las que se siguen en los procesos al-
calinos pm(.ncos desde el punto de vista analitico o industrial. Es de des-
tacar que casl todos los experimentos que hasta ahora figuraban en la bi-
bliografia estin hechos en condiciones demasiado suaves.

A grandes rasgos podrian enumerarse algunos de los casos en los
que por ser fundamental la accién alcalina pueden presentarse problemas
en relacién con los fendmenos referidos,

Uno tipico es la identificacién de componentes estructurales por hidré-
lisis escalonada cn la que intervienen fundamentalmente medios dcidos,
pero también entran en juego ncutralizaciones con dlcalis o con.resinas
catiénicas, pudiendo, sin duda, suceder fendémenos superpuestos que in-
terficren en algunos de los resultados sl no se tienen en cucnta, atn su-
poniendo que se prescinda del caso extremo de la accidn zlcalina directa,
que en un principio constituyd etapa fundamental para la extraccién de
componentes hemiceluldsicos; este método alin sigue usindose, por
ejemplo para la separacién entre celulosa y lignina en vegetales.

Sin embargo; bien administrados los fenémenos referidos, la accién de
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alcalis puede ser un procedimiento auxiliar en la determinacién de estruc-
turas. Segin KEnner (136) al defender la uulidad del método no sélo
para la preparacién de oxicelulosas, como método cldsico, sino también
para la de.otros grupos de hidratos de carbono, destaca que el procedi-
miento que empezd con tan buenos auspicios con los trabajos de Cuisr
NIER, PELICOT, ScHEIBLER, LIEBERMAN y KiLiant (137), determinando este
ultimo varias estructuras por uso de degraddcmn alcalina, formacién de
acidos sacarinicos e identificacidn de los mismos fue pracncamente olvi-
dado quedando durante muchos afios Gnicamente Kitiant en esta linea
de wabajos; hasta 1907 en que se incorpord Ner (138) Ultimamente han
vuelto a ocuparse varios investigadores de esta cuestion, ya que el proce-
dimiento puede ser de mayor utilidad al contar con la téenica de merila-
cién de PurpiE ¢ IRVINE ¥ poder coordinar resultados. :

"El método se funda en la separacién y deteccién de los dcidos sacari-
nicos. Estos se originan por eliminacién de hidréxilos, alcohéxiles o gru-
pos ‘analogos que lo hacen en forma aniénica, por lo cual estard favoreci-
da la eliminacién por accidén de los dlcalis y partiendo del supucsto de
que la etapa intermedia es la de un enol comiin a una a‘dosa y a una ce-
tosa correspondignte, los sacarinicos resultantes de aldesa o de sus res-
pectivas cctosas serdn los mismos. La utilidad del método se mantiene
tanto para los monosacdridos como para los Uligmacziridos mas comple-
jos- ("") Como el mecanismo de formacidén de sacarinicos supone la inter-
vencién de probablee estructras endlicas y éstas, a su vez, estan ligadas a
la existencia de otras reductoras, es natural que en algunos casos como
el de las sacarclactonas (por ejemplo, lactonas de los sacarinicos de glu-
cosa y manosa) que son reductoras también se forman sacarinicos. En la
mayorfa de los casos la degradacién alcalina se leva a cabo en dlcalis
suaves, sobre todo con agua .de cal. En el caso de las lactonas de dcidos
aldénicos, que no mueswran propiedades reductoras, pueden usarse
igualmente las condiciones tipicas de-su epimerizacion, el calentamiento
con quinolefna a 140" C {(método de epimerizacién de Fiscrer (139)].

Aun cuando se usan condiciones alcalinas suaves, como en los casos
anteriores, cs necesario tener previstos los cambios que dichas condiciones
ocasionan, para comprobar qué substancias deben considerarse como nor-

(136) I. Kenxwnun, Chemistry., & Indusiry, 737 (1955), )

(137)  Guiswvien, Morit, sei,, 521 (1882); Pruwcor, G R., Acad. Sei, 89, 018 (1879); Scunr-
nrin, Chem, Rer., 13, 2212 (183{)}, Lierayax v Semaeter, il 16, 1821 (1883) v Kiuraxy, Lie-
bing Ann., 218, ()3 (188’-3), Chem. Ha’ 16, 631-G42 (]88‘1), ermeq Ann., 44, 113 (1911},

(138) T U, Ner, Liehing Ann., § 7 249 (1907).

{*} En nuestros laboratorios se llene iniciado an trabajo di degradacion elenling sucesiva
de polisacirides, concrelimenie sobre celidosa de Jdiversos manantiales,

(139 H. 0. L. Fiscuun, Chem. Ber., 33, 790 (1890),
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males y cudles son prewdmente inexistentes en relacién con los procesos
de identificacién. ) ,

Otras veces las condiciones son mds enérgicas, éste es el caso de la va-
loracién de azicares con reactivos cipricos alcalinos (Femiine, BENE-
DIT, etc.), en las que deben ocurrir interesantes fenémenos de transforma-
cién de azlcares aparte de los puramente oxidatives. Por otro lado, la
utilizacién de reactivos clipricos alcalinos estd extendida para la determi-
nacién’ de los llamados indices de cobre en polisacdridos y para el frac-
clonamiento de algunos polimeros, como el tipico caso de las xilanas.

También es interesante un caso de accién alcalina que por su amplia
utilizacién en Tuestro laboratorio para la determinacién de celulosa o
para la cotonizacién de fibrag debiamos conocer en sus posibles efectos
isomerizantes. Nos referimos al uso de disolucién de NaOH al 17°5 9% en
frio en actuacién prolongada (unos 20 minutos en el caso de la celulosa).
La obtencién de celulosa mediante NaOH al 1 9, (celulosa a la sosa) se
nos ofrece también como un caso en ¢l que puede suceder varias transfor-
maciones a algunos de los monosacaridos integrantes y que pasard a las
lejias residuales como una mezcla mds o menos complicada.

Otro caso por el que tenfamos interés es el conocimiento de la mezcla
de a7ucal es resultantes en las Vaquas de pelado de frutos con lejia de -
sosa, proceso que en la regién murciana tiene una especial importancia
por la gran cantidad de melocotén que se elabora por la industria conser-
vera, produciéndose en consecuencia una buena cantidad de lejias resi-
duales, con posibilidad aunque sélo sea remota de aprovechamiento; los
azucares libres que .integran el melocotén y que sufren en principio la
accién alcalina son la glucosa, fructosa, manosa, sacarosa y algo de xilosa,
pero también sufren transformaciones otros azilcares integrantes de es-
tructuras mas complejas (hemicelulosas, pectinas, etc.), a las que princi-
palmente afecta el proceso de pelado, sobre todo a las hermicelulosas. En
relacién con este problema también ofrece interés el resultado del ataque
alcalino de las pieles de otros frutos como lus del tomate y las de los ga-
jos de pemelos y naranjas.
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\Y
PARTE EXPERIMENTAL . GENERALIDADES

La mayor parte de nuestro trabajo de laboratorio s¢ ha ‘centrado en el
estudio de la accidén alcalina sobre -.mono y oligosatiridos concretos. A
estos trabajos' vamos a referirnos a continuacién. :

Se utilizaren los monosacdridos glucosa, manosa, fructosa, sorbosa,
galactosa, arabinosa, xilosa y ribosa ¥ los oligosacdridos sacarosa, naltosa,
celobiosa, lactosa, melibiosa ¥ rafinosa.

Como agentes alcalinos se ensayaron los hidréxidos de calcio bario,
amonio, scdio y potasio. Asi como las bases organicas piridina, quinoleina
y lutidinas 2-4 / 2-5 y 2-6, resultando en todos los casos como execelente
para cl control la técnica cromatografica. El bloqueo de la accién alcali-
na inmediatamente después de transcurrido ¢! tiempo del experimento y
la desecacién de la muestra situada en el papel impiden alteraciones se-
cundarias del equ111b110 permitiendo en cada caso conocer lo que habia
ocurrido.

Aparte de varniar los agentes alcalinos, se han realizado 10% experi-
mentos en condiciones diversas, cn especial de tiempo y temperatura,
haciendo algunos de ellos a SOblel‘CSlOH lo que en ‘realidad supone sélo
- una temperatura mas alta sobre todo en los casos de pohsac(u idos en los
que era previsible alguna accidn especifica en estas condiciones, que en la
préctica no sc observé; la descripcién de estos experimentes no se hace
en esta Memoria. Del conjunto de ensayos realizados hemos podido de-
ducir, por un lado, ¢l grado de resistencia relativa exhibido por cada uno
de los aziicares, respecto.a cada agente, desde el momento que no todos
sufrian las mismas transformaciones, ¢ 1gualmente la actividad relativa
de los reactivos alcalinos al comparar ¢l efecto de los varios usados frente
a un mismo sustrato. Este 1ltimo aspecto es el que vamos a considerar
especialmente, aunque. el primero es consecuencia de él y précticamente
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quedard también expuesto a lo largo de lo que sigue. Los fenémenos ob-
servados s6lo en algunos casos son fundamentalmente epimerizantes, lo
cual sucede en eqpecml en fos monosacdridos v en aquellos UllgOSElCcll'ldOS
que tienen caracter reductor con lo que parecerfa confirmarse en princi-
pio, que el origen de las epimerizaciones debe buscarse en la formacidn
de enodioles intermedios, ya que esto explicaria bien las interconversio-
nes aldosa-cetosa que, aungue ya conocidas hemos pod;do detectar cro-
matogmﬁcammm y aun apreciar cn su relativa cuantfa. En d]gunoq ca-
s0s, las epimerizaciones tienen Tugm a una velocidad enorme, lo que hace
que a los 30 segundos de iniclada la accién alcalina a bafio de marfa, se
observen ya en los cromatogramas las correspondientes manchas de los
isémeros formados, especialmente los gue vesu'tan en la llamada 2-epime-
rizacién o a-epimerizacién: en realidad, antes sélo se consideraban como
epimeros los que diferian en este carbono 2 y que entre si eran intercam-
bhiables pero, en la actualidad, se admite, ¥ nosotros lo hemos confirmado,
que la existencia de enodioles intermedios y la formacién en la mayoria
de los casos de cetocompuestos, que a su vez pueden dienolizarse, permite
la formacién de toda una serie de isémeros, que legan a complicar
gldndementg la idenrificacidén de compOncnteq en una mezcla resultante
por una accidn alcalina en cuanto ésta sea un poco energmd Adn en es
tos casos era de suponer, y por eso elegimos esta téenica, que la cromato-
graffa podfa dar mucha mas luz que los procedimientos cldsicos de cris-
talizacién fraccionada o los de formacién de algunos derivados cuya se-
paracién requerirfa una cristalizacién complementaria o incluso una des-
tilacién, pues cabria la posibilidad, v de hecho debié suceder asi a los pri-
meros investigadores, que algunos componentes de estas complejas mez-
clas, aun incluso lo mds caracteristico, por estar en pequeiisima propor-
cién pasaron desapercibidos en aquellas téenicas; también puede ocurrir
en cromatografia cn papel y se evita en parte al recurtir a diversos disol-
_ventes y a vartados reveladores, téenica que tiene ademds a su favor Ia
sencillez de realizacién.
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Vi
PARTE EXPERIMENTAL:
ACCIONES ALCALINAS SOBRE AZUCARES INDIVIDUALES

Pasemos a exponer la accién de los diversos agentes ensayados en las
condiciones que también se Indican sobre diversos azicares, Para 31mph-
ficar la exposicidn no repetimos las descripciones que son reiterativas, ni
tampoco aquellas otras condiciones que por su sencillez de reproduccmn
- basta con enumerarlas. .

El orden de exposicién que seguiremos serd el de comentar los resul-
tados. obtenidos al considerar la accién de varios reactivos sobre cada uno
de los azicares elegidos, tratando en primer lugar de los monosacdridos
y a continuacién de los oligosacdridos mads representativos. En todos ellos
se hablard de la accién del agua en pumu lugar y dcspues de Ja cjercida
por los hidroxidos de calcio, bario, amonio, sodio y potasio que en cierto
modo es ¢l orden de previsible accién creciente. En algunos casos se des-
cribird ademds el efecto de las bases orgdnicas y de algunas resinas ba51-
cas intercambiadoras de lones.

GLUCOSA
A) Accién del agua:

Una disolucién de glucosa en agua mantenida a temperatura ambien-
te durante un pen’odo de doce meses, con cloroformeo para evitar el creci-
miento de gérmenes, seguia conteniendo exclusivamente glucosa al cabo
de dicho tiempo. Una vez al mes tomibamos una muestra y cromatogra-
fiamos por si se habia iniciado la aparicién de otro azicar,
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Por otro lado se estudié el comportamiento de la glucosa en disolu-
cién en caliente. Para ello preparamos disoluciones al 2 y al 109 en tu-
bos de ensayo de 20 cc a los que acoplamos refrigerantes de aire y man-
tuvimos a bafio de maria durante 24, 48, 72 y 90 horas. De las muestras
tomadas a dichos intervalos se desarrollaron 5 cromamglamas usando
como disolvente, butanol : acético : agua (4 : 1:5) (140) (*) y como
reactivos de revelado ftalato dcido de anilina (141) clorhidrato de p-ani-
sidina (142), resorcina en clorhidrico (]43) antrona (modificacién de Jo-
HaNSON) (144) v orcina (143). En ocasiones se desarrollé un sexto croma-
tograma para la deteccidn de Acidos sacarinicos con reactivo de ABDEL-
AgHER (146), 4 _

En las diversas condiciones no observamos apenas diferencia alguna
respecto a la muestra tipo que en-cada caso es una porcién segregada de
la disolucién de glucosa problema antes del tratamiento. Sin duda sélo ha
tenido lugar ¢l proceso de mutarrotacién que cromatogrificamente no es
detectable,

B) Acciém del hidréxido cdlcico

En la bibliografia sélo existen datos sobre lo que ocurre en frio por
tratamiento prolongado, pero hay disparidad en los resulrados de los dis-
tintos investigadores. As{ Kusiv (147) sefiala un comportamiento para la
glucosa que difiere del observado por Worrrom y LEwTs (62), de ahi el In-
terés de nuestra reinvestigacién. En nuestros experimientos se ha utiliza-
do disolucién de glucosa al 109 en agua saturada de cal (0.005N) hac’endo
unos cnsayos a temperatura ambiente v otros a bafio de marfa. En los ex-
perimentos en Trio se hace el control del producto de cuarto en cuarto de
hora y después a intervalos de media v una hora. Se aprecia que al primer
cuarto de hora ya se ha iniciado 'a d]’)clllClOI’] de fructosa v manosa, mien-
tras que la presencia de psicosa (3 epimero de la fructosa) sélo se observa
después de 7 horas. Al prolonga: la accién alcalina se complican los cro-

*Y  Aungue este fhso]mnlc fue ¢l aue meior “esultade daba, en experimentos aislados so
wlilizeron Iambién los siguientes: AY Dulaunl; claunl :agua (10:31:2 v/v [K. T. Wirnass ¥ AL
nBVF_NUE. Sclenre, 173, 582 (1951)]; R) a-atalo A olilo piridion sagua (2:1:2 vfv [M. A, Hunwys
¥ F IsneRwooD, Binchem 7 48, 515 (1951)]; C) acelalo de etilo 'dcide actlico Micido Mrmico :
rua (18 3:1:4 \;’t) ’

{140) 8. M. Puprrice ¥ W G, WEsTann, Riachem J., 42, 268 (1048),

(141) S M, Parnrminer, Nature, 164, 443 (1949),

(142) L. Hougn, Nature, 165, 400 (1950). .

143y V. V. Racmwskr vy B 1. Kuvazvarova, Dokiady Aad, Naar 5.8.8.R., 85, 119 (1952)
[C. A., 47; 448 (1953}].

(144) R. Jomansox, Nature, 172, 156 {1Y33). )

(148) A. Brvexur y K. T. WitLians, Arch. Bioshem_ y Biophys, 34, 225 (1051).

(148} M. AeveEr-Arsen y F, Swirn, J. Am. Chem. Soc., 73, 5830 (1951),

{14%) A. Kuswv, Ber., 69, 1041 (1936}, .

.
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matogramaq con un azicar que avanza mas que Ios anteriores y con p- ani-
-sidina d4 una mancha poco intensa.

Realizando un cromatograma en escala preparativa a base de extender
la muestra de glucosa tratada sobre la linea de partida, y tras su desarro-
llo- se extrajo con agua la banda Lorrespondlente ala D’ldl’thd citada des-
puts de localizarla, y se concentrd el extracto; se hicieron varios cromato-
gramas en los que se habian puesto muestras de gliceraldehido y dihidro-
xlacetona, se utilizaron los varios disolventes y reveladores va referidos, b
se observd en todos ellos la correspendencu del R v demds caracteristi-
cas de la substancia pmbkma con la que mostraba la dihidroxiacetona
tipo.

Segiin WotrroM y LEwis (62) era prev151ble que la glucosa sufriera a
temperatura ambiente muchas reacciones secundarias y, de hecho, ellos
encontraron que en sus experimentos a 35°C, a los 5 dias se habia forma-
do una mezcla de glucosa (63,5 %), fructosa (31 9,), manosa (2,5 %) v un

3 ¢, de otra substancia, probablemente 4cido sacarinico.

En nuestros experiimentos a bafio de maria los cromatogramas corres-
pondientes son algo mas complejos a partr de un cierto tiempo. Las to-
mas de muestras sc hlueron al cabo de 1, 10, 45 y 90 minutos bloquedndose
inmediatamente el pH de la muestra tomada con 4cido oxdlico que a la
vez plcmpltaba lones calcio, separando a continuacién ¢} precipitado por
simple filracién (*). Se observa que los cromatogramas que corresponden
a las muestras tomadas déspues de 14 v 1 minuto no dificren préctica-
mente del patrén correspondiente a la glucosa sin tratar. En cambio, son
muy distintos de ésta, aunque andlogos entre si, ‘los cromatogramas co-
uespon(hentes a 10, 45 y 90 minutcs. En ellos se stectan claramente glu-
cosa, fructosa, manosa y psicosa, mds una zona rojiza que parcialmente
sc superpone a la psicosa, y fructosa. En cromatogramas repetidos pucde
considerarse como segurd la presencia de xilosa lixosa aunque no se des-
carta la de trazas de arabinosa y ribosa. A estas pentoqaq les sigue una
mancha parda debida a una cetopentosa {con resorcina en clorhidr’co da
color azul) y aislada y recromatografiada paralelamcnte a un epimerizado
de xilosa en sn primera etapa se concsponde con la xilulasa. Todavia se
aprecian dos manchas amauillas que se mueven a la misma velocidad que
el gliceraldchido y la dihidroxiacetona respectivamente en los sucesivos
disolventes ensayados, coincidiendo también sus tonalidades al revelar los

(r En los primeros ensayos se procedié a desionizar la disolucidn rnles de concentrarla
¥ eromalografinrlfa, recurriendo asTas Tesinus de eambio de idn Amberlita 1R-413 (OH) v Amber-
lita 1R-120 (H+} pern como quiera que pnede surgir la dwda de epimerizacioncs por cansa de
fsias ¥y puésto qua, ain sin desionizar, resultaben eromalogrimas baslanle claros se preseindid
de su utilizacidn,
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Lromatogramas con pdnlSldlna y fralato dcido de anilina. No encontra-
mos ninguna otra mancha mds Veloz que puchera atribuirse a 4-desoxi-3-
oxo-D-fructosa (148), a meu]ghosal 0 a acetol; sobre tode esta Glama
substancia esperdbamos que apareciera puesto que SATTLER Y ZERBAN
(149) se esforzaron en demostrar que cuando la fructosa se rata con agua
de cal se forma una fuerte proporcién de acetol y escasa de metilglioxal

y al fin y al cabo fructosa si que se forma en nuestro caso y queda, por
tanto sometida a la accidén alcalina.

En los primeros cromatogramas nos habian pasado desapercibidos,
por quedar un poco enmascarados, por lo menos dos manchas de heptu-
losas, una de ellas es sin duda la sedoheptulosa (150) (151) que fue detec-
tada en procesos de fotosintesis normal y que ahora nosotros mostramos
como una consecuencia explicable por las fragmentaciones v recombina-
ciones que se superponen a la transposicién de Lobry que en otro tiem-
po se suponfa como Gnico fendmeno en el tratamiento alcalino de azica-
res. En realidad, niaun siquiera en las condiciones suaves en que casi todos
los investigadores habian trabajado hasta ahora el fenémeno era puro.
Pero en la forma en que nosotros hemos realizado nuestras experiencias
la superposicién de fendmenos se hace manifiesta sin llegar a ser ran com-
pleja, que ruvieran lugar tantas interconversiones como tedricamente puc-
den suceder. En esto consideramos haber alcanzado unas condiciones
muy ventajosas de trabajo, puesto que en tiempo muy breve (10 MInutos
han bastado generalmente) sucedian las interconversiones mds represen-
tativas, precisamente muchas de las mismas que por via bioquimica pro-
ducen la sintesis de los eslabones basicos en Ja formacién de material hi-
drocarbonado de animales y plantas.

En cromatogramas aparte se cemprobd la presencia, en escasa propor-
cidn, de las lactonas de los 4cidos sacarinicos al revelarlas con hidroxila-
mina y cloruro térrico por sucesiva formacidn wn situp de los dcidos hi-
droxamicos. I.a formacién de estos dcidos .en caliente no ap’nece incre-
mentada respecto a lo ocurrido en frio al cabo dc diez horas, mds bien
aparece disminufda,

La identificacién por uso sucesivo de hidroxilamina y'cloruro férrico,
segin el método de Abdel-Akher (146) tiene varias dificultades: una se
presenta en los dcidos en forma libre, ya que requicren la previa esterifi-
cacién y otra cuando simultineamente hay aldehidos y cetonas de bajo
peso molecular, concreramente gliceraldehido y dihidroxiacetona tan fre-

{148) G. MacrrLr y G. N. Rremanps, J. Chem. Soc., ¥93% (1960),

(149 L. Sarmimr ¥ F. W, Zernan, Ind. Eng, Chem., 41 1401 (1949) .
C(150) A. A. Bryses, J. A Bassoax y M. Catvix, J. Am Chem. Soc., 73, 2070 (1051),

(181) B, L, Honecker y P. 4. Swvesworss, J, Am, Chem, Sec., 74, 2123 (1U52),
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cuentes, q.lie dan los caracteristicos tonos rojizos de los icidos. lo que pue-
de conducir a errores (*).

Pasemos a comentar o justificar los diversos productos constderados
como existentes, refiniéndonos en primei' lugar a las ctapas de formacién
de isémeros y demds productos secundarios de la glucosa:

a) Formacion de manosa, fructosa y psicosa.

Siguiendo el supuesto de la formacidn intermedia de enodicles la mar-
cha de estas tra'nsposiciones seria; '

CHO CHOHR CH,0H CH,OH

H(|30H (‘:1011 ' éo- _ éou
HO(l_)H ——s Hotljﬂ HOCH . (L,IOH
HéOH . Héou- A H(l‘,‘OI-l 11601—1 '
H(l}OH H-(!)OH ' _ H‘COH - HC|OH
(EH,OI;I cltﬂ,o H (LXXXIH) (|)H,OH éHROH (LXXX_V)
(LXXXII) | (LXXXIV) |
éHO : ' 31{',01—1
H.OICH' L o
HO(Iju H('ibg
1~1(|;0H' ' H(lJOH
H%BOH ' HClOH
Ci,0H o CH,0H
(LXXXVI) ) (LXXXVII)

En €l queda clara la transposicién de glucosa (LXXXII} a mancsa
(LXXXVI) y fructosa (LXXXIV) a wavés de un enodiol en 1-2
(LXXXTIT). Con todo, el dato mas interesante es el de formacién de psico-
sa (LXXXVII) ya que su presencia supone a su vez una confirmacién de
la ctapa intermedia del enodiol en 2-3 (LXXXV). Este mismo esquema es
comparable al que proponen KEnnNEr y Ricuarps (124) parajustificar la
formacién de glucosacarinicos (CI) a partir de 1-O-metilfructosa, glucosa

{*Y Hacemos conslar que no hemos pretendido dentificar Ios sacarinicas fa mados pucsto
que su esludio esté realizado con bastunle delalle pur Kuxser y colaboradores,
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y fructosa; estos autores adoptdn la forma 1énica para la 1epreser1tdc .6n
de cada etapa en su esquema que ad]untamos

' +
CHO— CHOH CH,0H CHOH CH,
Il I | Il I i
COH co— COH - Lo [ OH
| | i | c<
HOCH HOLH co— - HCOH -
i —_— —_— j _ i l COOH
HCOH ~—— HCOH “<—— HCOH “—— HCOH HCOIL
| : | |
HCOH HUDH HEOH HCOH HCOH
| o | : | |
CH,OH CH,OH CH,0H CH,0H CILUH
(LXXXVIII) (LXXIX) (XC) (XCI)  (XCII)

las formas iénicas (LXXXVIII) y (LXXXIX) se corresponderian con la
enodiol (LXXXIIL) del esquema dnteI'lOl disoclado en uno-u otro de los
OH, que es tanto como considerarlas como formas monoidnicas de giucc-
sa y fructosa 1espectivamente, El anién (XC) se corresponderfa con una
de las formas de disociacién del supuesto enodiol (LXXXV) del primer
esquema, forma que es fundamental, tanto para la posibilidad de epime-
rizacién en C-3 que conduciria a la psicosa (XCI), como para explicar Ia
formacién de glucosacarinico (XCII); atin cabria tedricamente otra fer-
ma monoidnica que tuviese la carga sobre el ‘C-2 lo cual podria justificar
.también la formacién de psicosa. Sin embargo la estructura (XC) es la
que mejor explica la formacién de sacarinicos puesto que en ella resulta
mds facil la expulsién del i6n OH por su mayor grado de hidrogenacién
en carbono 1 hacia el cual hay menos impedimento del flujo electrén’co.

b) Formacidn de glicemldehido y dihidmxiacetoné

La aparicién de gliceraldehido y dihidroxiacetona debe atribuirse a un
qlmple fendmeno de desaldolizacién previo trinsito.a cetosa segin el es.
quema clasico:

CHO CH,OH : CH,OH
HOOH - do co
HO{:]H o 'Hoc:H s ' éH.,o_H
HCOH ' ~ HCOH +
H(|JOH HCIOH CHO
CH,0H |CH201-1 ' " Heom
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Esta- reaccién de desaldolizacién es en realidad reversible, como pudo de-
mostrar Sownen (126), que partiendo de manosa originalmente marcada
con C* en el carbono 1 aparecian marcados los carbonos 3, tanto de la
forma cetosa como de la aldosa, de-las triosas resultantes rambién pueden
aparecer glucosacarinicos parcialmente marcados en el carbono metilico,
o incluso en el carbono cuarternario, moléculas que resultarian segiin el
sigulente esquema: '

CHO COOH
HOCH . .0 I,01-1
HO(EH _— HC!OH

H(IjOH_ ) HCOH
|
HCOH CH,0H
I .
CH,OH -

La existencia de una escisién previa y de una reccombinacién posterior
por el carbeno terminal justificaria el trdnsito desde glucosa a galactosa
sin necesidad de etapas intermedias de cpimerizacidén sucesiva. Sin em-
bargo, en nuestros cromatogramas la galactosa no llega a hacerse mani-
fiesta pero tampoco llega a descartarse su presencia en forma de trazas.

La aparu:lon en nuestros cromatcgramas de las triosas en -abundante
proporcidn ]u‘;uﬁca el predominio de dcide lactico sobre glucosacal na en-
contrados por KENNER y RICHARDS (]24) cuando someten la qlucosa ala
accidon del hidréxido calcico a temperatura ambiente en ausencia de oxi-
geno, pese a que en dichas condiciones las triosas se manifiestan sélo du-
rante el intervalo comprendido entre las 25 y 72 horas, lo que podriamos
explicar considerando que, en sus condiciones de trabajo, antes de este
ntervalo, no llegan a formarse triosas y que después se wransforman en
Tactico o se recombinan a mds velocidad que a la q‘ue se forman. En todo
caso el hecho de que predomine el lictico sobre el glucosacarinico en
‘esas condictones es debido, probablemente, a la mayor qimplicidad del
proceso de desaldolizaciéon respecto. al de elmnnaclon de un anidn guc se
precisa para el paso a glucosamrmlgo He aquf el esquema que se admirte
para la formacién de ldctico a partir del ghcelaldf:hldo

CHO CHO™ CHO COOH
~ 4 | |

gop MO S00H __, o~ 4 COH . CHOH

cH,0H 7 cH,0H . CH, ~ CH,
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Nuestros experimentos muestran la aparicién simultdnea y, casi con
seguridad, en cantidades equimoleculares, de aldehido glicérico v de di-
hidroxiacetona, lo que es una justficacién de que la forma molecular que
sufre la escisién en friosas no es en realidad la glucosa original s'no la
frictosa formada- de aquella Esta observacién concuerda igualmente con
1a mds ripida aparlcmn de ldctico, cuando se usa como sustrato la fructo-
. sa en frio y ausencia de oxigeno, que cuando se utiliza Ia glucosa, ya que
entonces aparece adelantada la primera etapa del equilibrio tautémero
fundamental. Este criterio contradice a la opinién de WounL (152), que
suponfa que la fisién de la glucosa tenfa lugar sobre una estructura
3 desoxiglucosona, mientras que para nosotros la escisidén sucede sobre Ia
estructura cctosa, lo que justifica el retraso notado para la glucosa con res-
pecto a lo que ocurre en la fructosa.

¢) Formacidn de aldo y cetopentosas.

Existen en principio las siguientes posibilidades:

¢,) Oxidacién hasta 4cido en el carbono 6 de la glucosa o de los res-
tantes aztcares producidos, y descarboxilacién posterior. En este sentido
fa D- glucoca produciria D-xilosa que, a su vez, podria sufrir distintas iso-
merizaciones ‘a causa del medio alcalino.

oo CHO CHO
Hé:on I-ICISOH : H(|30H
H_O(EH Oxi ' Hoc-!H' ' HO’L-H + CO,
wdor 7 wmcom T ucom
HCIOH : HCOH CH,0H
" OH, oH I'JOOH

c:) oxidacidn hasta el grado méximo de los carbonos Iy2de las al-
dosas o del | de las cetosas y posterior descarboxilacién de los 4cidos
2-cetohexdnicos resultantes.

(|:H,0H CHO o é})OH CHO
bo ' HEOH b HOGH
HobH HOCH , HOGH . HCOH
ndom _ HCOH — HtoH _ =GO, HEOH
HJSOH ' HCOH HCOH - ' ICHZOH
'cn,on éH,_,OH CH,OH

(152) Wonw, Z. angew. Cher, 20, 1169 (1907},
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c) escisidn de hexosas y recombinacién de fragmentos en cuyo caso
caben diversas posibilidades, tantas como variaciones en la forma o lugar
de escisién. Asi, puede pensarse que las cetopentosas surgen de la recom-
. binacién de la dihidroxiacetona con una molécula de aldehido glicélico
o dos de formaldehido, en este dltimo caso con formacién intermedia de
una 3-cetosa simérrica; menos probable es la formacién de cetosas a par-
tir de gliceraldehido v ghcolaldehldo por una reaccién aciloinica, y otro
tanto puede decirse respecto a la también probable sintesis a partir de
una tetrosa v formaldehido puesto que, en realidad, la flagmentaclon de
hesoxas podrla conducir a la formacién de tetrosas, casi con la misma
probabilidad que a aldehido glicérico sin menoscabo de que éstas sufran
nuevas fragmentaciones. Formada la cetopentosa cabe pensar que esta sea
1ha etapa intermedia que conduzca a las aldopentosas, aun cuando la for-
macién directa de estas tltimas también tendra lugar en parte por unién
de aldehido ghcohco y gllccraldchldo y siempre serd posible por 1someri-

zacién de la cetosa previamente formada,

Un esquema de las posibilidades de fragmentacién es el que sigue:

a) esquema de fragmentacién.

CH,0H
|
co
CHO ! CHO CH,0H
| HOCH |
2 HCOH [ ———— HCOH + co
| HCOH o | -
CH,0H ; CH,0H CH,0H
K HCOH :
{
- CH,0H
4
CHO  cHO
| CHO
- HCOH CHO HCOH f
| + | | HCOH
HCOH CH.OH «—HOCH ———=> |
o . HCOH - 4  HCHO
CH,0H HCOH ]
, [ HCOH
4,/ HCOH |
6 HCHO | CH,OH

CH,0H


http://fragmentacion.de

C-300 ' : Magdalena Consuelo Pérez Sdnchez

B) -un esquema de recombinaciones no exhaustivo es el que sigue:

CH,0H CHO CH,0H
(ljo + CllH,,OH —=> Co
(W:Hgoﬁ éHOH
CHOH
‘ (IIH:OH
HCHO CH,0H CH,0H CHO
uon CHOH '(ljo CIJHOH
co — éo — éﬂon PE— (|JH20H
(llH,,OH (|:H0H (JJHOH +
HCHO (‘ZHEOH tc:Hon CHO
ICHZOH
1
+ " CH,0H JéHO¢
CHO éo éHOH
cl:HOH —_— éHOH (!JHOH
CHOH éHOH (|3H0H
CH,0H 'CIIHuOH ‘ (|3H20H

Nuestro punto de vista es que suceden simultdneamente las reacciones
de copulacién de dihidroxiacerona y de aldchido glicérico con glicolalde-
hido ya que en cuanto empiezan a apareccr en los cromatogramas glicer-
aldehido y dihidroxiacetona es cuando también aparecen una cctopentosa
fundamental y dos dldopcntosas predominantes, no produciéndose des-
equilibrio, al menos en apauenma en las cantidades relativas de ellas al
avanzar cl tlcmpo de accién alcalina, aunque las manchas de las pentosas
rtspectwaq si que son cada vez mds intensas. De ser el cetocompuesto ca-
mino obligado para las 'll(]OPEHtObds deberia apreciarse un predominio de
cetopentosas en los pr1melos minutos en cuanto s¢ hace manifiesta la pre-

~sencia de triosa. Por otro lado el hecho de que no haya prelacmn en el
orden de aparicién de las ceto y aldopentosas respecto a las triosas hace
pensar que su formacién no es mds rdpida que la escision de hesoxas v,
por supuesto, se descarta en nuestras condiciones la posibilidad de que se
formen a través de la previa oxidacién de hexosas a dcidos urdnicos u éni-
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cos puesto que en dicho caso las pentosas resultantes se formarian proba-
blemente antes de la aparicién de las triosas.

d) Formacidn de hepiulosas

Después del comentario realizado al explicar la formacién de pentosas
es perfectamente justificable el que se formen heptulosas. En efecto, una
vez confirmada la formacién de triosas y la posibilidad de hacerse la
fmgmemacmn de las hexosas en moléculas de 4 y 2 carbonos o en tres
porcmnes de dos, es natural que estos fragmentos puedan recombinarse.
Es ‘mds, dada la gran reactividad de las tetrosas y biosas a causa de su es-
tructura abierta se explica bien el porqué no se detectan tetrosas ni blosas;
puesto que las scgundas se sustraeran continuamente de la mezcla de
reaccién para combinarse con las triosas v dar pentosas y las primeras se
combinardn igualmente con las triosas para dar heptulosas, abundando
de manera particularisima la aparicién de sedoheptulosa.

Es interesante destacar que en la zona de las heptulosas e].aspecto del
cromatograma obtenido es idéntico para la glucosa (y otros azicares) y
para un extracto de la planta «Sedum spectabile, Bor» (planta callera)
obtenido por nosotros de manera semejante a como lo hicieron La Force
y Hupsown (153). En ambos casos se apreciaba una mancha azul muy ca-
racteristica que se corresponde con sedoheptulosa y otra amarillo-verdosa
quc a pumera vista podria considerarse como resultante de la compot;l—
cién cromatica de una mancha amanlla y otra azul. En efecto, repetimos
varios cromatogramas y observando la evolucidon de colores durante el
proceso de revelado, queda claro que dicha segunda mancha debe corres-
ponderse a una mezcla con predomlmo de una cetohexosa, probablemen-
te sorbosa; en ésta y otras cetohexosas era caracteristica una evolucién
de colores en el orden, anaranjado — verde mtense ——sverde pz_lrduzco,
que también se nota para la mezcla en estudio. En cromatogramas de
repeticién utilizando como disolventes fenol saturado de agua (pH 55) vy
acetato de etilo : acido acético : agua (3:1:3 v/v), segtin recomendacio-
nes de NoGaLE (154), la mancha miés pura se confirma como de sedohep-
rulosa (altroheptulosa) y la que estd 1mpu11ﬁcadd. por una cetohexosa,
sc debe a manoheptulosa

La sintesis de heptulosa puede explicarse de varias maneras:

d.) por reaccién de tetrosas con dihidroxiacetona, materiales ambos
que resultan de una fragmentacién inicial de la glucosa, mds bien de la

(183) F. B, La Force y C. 8. Huwson, J. Biol, Chem., 38, 61 (1917).
(154) G. R. Noccur, Arch. Biochem. y Biophys, 43, 23t (1153),
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fructosa al igual que en las fragmentacmnes bloqulmlcas La fragmenta-
cién en triosas no ofrece duda, puesto que en los cromatogramas quedan
manifiestas Ja aldosa y cetosa correspondiente. Sin embargo, la fragmen-
tacién en tetrosa y biosa quedaria siempre incontrolada si no fuera por
Ia aparicién de heprulosas a las que ahora hacemos alusién; no obstante,
no es de extrafiar que pasen desapercibidas las tetrosas, aun con reactivos
apropiados para éstas, puesto que es conocida la extraordinaria reactivi-
dad de estos azicares de cadena abierta en estado naciente, en los que no
‘existe posibilidad de ciclacién estabilizante.

En principio, la terosa que fundamentalmente debe formarse es la
eritrosa (XCII) la cual se soldarfa con la dihidroxiacetona de modo que
los dos OH asentados sobre los carbonos del nuevo enlace queden en po-
sicién trans, pudiendo surgir en consecuencia la sedoheptulosa (XCIII) (’*‘)
o la gluccheptulosa (XCIV), pero por razones de impedimento estérico
parece mas probable la segunda que la primera. He aqui los esquemas de
tfragimentacién de la fructosa y los de recombinacién de fragmentos hasta
heptulosas:

CH,OH |
Co ]CHO
| .
HOCH CH,OH HCOH
[ —— +
HCOH ‘ CHO HICOH
H_(|30H CH,0H
| -
CH,0H (XCII)
CH,OH ‘ ’ CH 0T
| : .
Co CHO Co
. é | - CI1,0H !
HO H HCOH | HCOLI
Lo €7 4 + CO —— |
HCOH - HCOH | HOCH
| CH,OH
H(leH CH,0H H?OH
'H(lJOH ‘ 7 ' Hl(:()H
CH,0H CH,O0H
(XCIII) (XCIV)
{*) < La conliguracién de ia sedoheplndasa enme D-allvoheplnlnsa fun ostablecids on 1032
por Frreen (V) Erreen, Gollection Czechaslon, Chem, Commas., 4. 613 (1992) ¥ conlirmada mis
farde por Ricwraven (N K. Riormven, W M, Haxs y €0 8 Tuosox, J. Am. Chem Soc., 61,

343 (1939).



Contribucion al estudio de las isomerizaciones e... C-303

Como quiera que aparece abundancia de sedoheptulosa pero no de
glucoheptulosa, es de suponer que no es este mecanismo el que prepon-
dera.

Sin embargo, si se tiene en cuenta la manera en que se forma 7-fosfato
de sedoheptulosa {XCVII) en la Naturaleza, a partir del 6 fosfato de fruc-
tosa (XCV), como precursor del 4-fosfato de eritrosa (XCVI) y como do-
nador del fragmento triosa-cetdsico, cabe pensar que hay preferencia para
la formacién de sedoheptulosa, de modo que la estructura de la hep[ulosa
resultante tenga la mitad superlor de la fructosa. Claro es que en 1d sin-
tesis bloqmrmca siempre cabe asignar la misién orientadora a la espe(:l—
ficidad del enzima, en este caso la tlaIlSdldO]dbd He aquf el esquema de
la Naturaleza.

(31H20H CH,OH
Co CHO co
HOCH HéZOH HORH o
l + 0 - transaldolzlia | 4 HCOH
HCOH HCOH FE—— HCOH |
I k _ | CH,0 PO,H,
HCOH CH,0PO,H, I-IlCOH
(lm,o po,u, (XCVI) chon
(XCV) CH,0 PO,H,
(XCVII)

v

d:) cabe la posibilidad de que estas tetrosas sean incluso un interme-
dio de la unién de dos moléculas .de ghcoldldahmlo ya que este tltimo
material resulta de. 1Illp1€h(.1nd1bl€ presencia’ para justificar la aparicién
de pentosas, una vez que los caminos de oxidacidn y de descarboxilacién
de hexosas no parecen que sean los seguidos en nuestro caso, comao diji-
mos en el comentario sobre formacién de pentosas. No obstantc este ca-
mino no justificaria la estructura de altroheptulosa ni atdn la de mano
heptulosa, que muestran las dos cetoheptulosaas mds abundantes entre las
encontradas, puesto que la tetrosa bésica serfa la treosa (XCVIIL) quc
conduciria a.la idoheptulosa (C) o a la galactoheptulosa (XCIX). He aqui

Ni el azdcar natuval ni el oblenido por sinlesis por Woerknom y colegas [M. L. WoLrnos,
J. M. BunkepiLE ¥ A, Tuomesox, J, Am. Chem. Soc, 74, 2197 (1952)] sc han podido cristalizar,
pera cu cambio el anhidroazticar resultanie de cllos, la sedoheplulosn, da cristales con facili-
dad sobre los que sc han realizado los esludios cstructurales necesarios, por un lado por Wor-
rrod vy colabovadores, ¥ por olro llubsax y colaborulores [W. T, ‘Hassixa, B, M, Haxx ¥
(.. 5. Hupsex, J. Am. Ghem, Soc., ¥4, 2148 (1052}; J. W, Puarr, N K, Recorsven y € 80 Hup-
soN, J. Am. Chem. Soc,, 74, 2200 (1¥52)]. T
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los esquemas que representarfan la formacién de treosa y de las heptulo- ’
sas citadas: :

CHO ?HO
éHﬂHI HO?H
e —_— HFOH
CHO CH,0H
l
CH,OH (XCVIII)
CIIHEOI-I CL1,0H
_
Co Cco
. . CHO |
HCOH | - CH,OH {1OCH
HOCH )
HOCH <« —— | + Qg —— HCOH
HCOH é ‘ |
HOCH | H,O0H HOCH
| CH,0H o
HCOH HCOH
CH,OH . CH,0H
(XCIX) (C)

y st encontrames prevista la posicién del OH «-carbonilico (a la 1zquier-
da} por la propia naturaleza de la sintesis transcetoldsica las heptulosas
probables seran la glucoheptulosa (CI) y la taloheptulosa (CII) con predo-
minio de la primera. Aunque no‘puede descartarse de] todo la presencia
de alguna de estas heprulosas, s{ que puede asegurarse que de existr, no
estan en cantidad significativa, podrian ir incluidas en el ligero rastro que
acompafia a las dos principales, sedobeptulosa y manoheptulosa,
He aqui las férmulas de las dos heptulosas de referencia:

CH,OH CH,0H
co co
'HobH :  nocw
HeoH HoH
nobH HOCH
néon _ noOH
(ﬁhoﬂ _ ‘ éHJHi

(€D | (CIT)
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d;) Hay un hecho interesante a considerar, que es la aparicién de
pentosas y mds concretamente de cetopentosas. Asi, entre los productos
formados ya se ha citado por ejemplo la formacién de xilulosa que pmdc
surgir, tanto a partir de dihidroxiacetona y aldehido ghcohco por sintesis
aldélica, como desde aldehldoc; glicdlicos y glicérico por smtesls aciloinica,

CH,0H CH,0H CH.OH
(ljo ¢o CHO
(inqon — HO'CH «—
+ " ndon CHO
cHO . - C‘IH,‘OH ndom
(|3H.,OH _ (le201—1

Uno u otro mecanismo exlg(,n la presencia de aldehido glicélico activo,
que debe proceder de la escisién de la fructosa para dar a la vez critrosa.
Esta ultima, -combindndose con dihidroxiacetona daria sedoheptulusa o
glucoheptulosa si se prevé una combinacién en #rans sin restricciones y
scdoheptulosa o manoheptulosa si sc considera predeterminada la posi-
cién del OH a-carbonilico y vartable la del OH en B. Esta dltima posibi-
lidad jusuficaria muy bien el porqué estas dos heptulosas son las mds
abundantes. Existc una tercera posibilidad que es suponcr falta absoluta
de restriccidn y en consecuencia podridn quedar todos los OH a un lado,
estructura tipica de la aloheptulosa (CVI). Por cllo, ademds de las dos
manchas fundamentales debidas a sedoheptulosa (CIII) y manoheptu’osa
{CIV) no se descarra’la posibilidad de rastros de g]ucoheptulosa {CV) ¥y
aloheptulosa (CVI).
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He aquf las cuatro posibilidades a partir de eritrosa:

CH,0H CH.OH
¢o ¢o
HO|CH HOICH
HéOH CHO 1—10|CH
H(%OH ﬂ\ H(I‘JOH ' . H?‘OH
HCOH HCOH / HCOH
([31-],,0['-1 (CIIL) & om (!jH,;OH (CIV)
+
CH,0H CH.0H CH,0H
Lo N
HCOH / CH,0H \ HCOH
HOCH ¥ HC|OH
l'-]C'OI-I [—IC{OT—T
HCOH HClOH '
(1)[-1',,01-1 (ljl'-IqOH
(CV) (CVT)

Sin embargo, las pentosas pueden seguir también por otro camino que
es el que defienden HorEckEr y Smyrnrorts (151) para justificar la apa-
ricién de fosfato de sedoheptulosa entre los primeros productoq de la fo-
tosintesis, considerando que surgen de la ribulosa cuya sintesis debe tener
lugar con anterioridad; diches autores han identificado fosfato de sedo-
heptulosa como un producto del metabolismo del fosfato de pentesas con
enzimas purificadas de origen animal, concretamente con aldolasa mus-
cular, comprobando que tales enzimas tienen mayor actividad frente al
5 fosfato de la ribulosa (CVII} que cuando se unliza el de la ribosa. Por
otro lado, los referidos autores indican que el fosfato de heptulosa se for-
ma también por accién del mismo enzima cuando se incuba D-eritrosa
con difosfato de hexosa (esta dltima como fuente de dihidroxiacetona),
lo que les Hleva a creer que la transformacién de pentosas en heptulosas
se hace via tetrosa. No obstante, nosotros, basindonos en la referencia
de los mismos autores de que de dos moléculas de fosfato de pentosa se
obtiene aproxunadamentc una molécula de fosfato de scdoheptulosa v
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media de fosfato de triosa, creemos debe pensarse en que existe la fisién

dc pentosa en triosa y biosa como fuente de triosa, pero que una parte de
esta ultima se consume en reacciones secundarias; el aldehido glicdlico
" activo resultante es el que fundamentalmente se habra consumido en

reaccionar con una molécula, de aldopentosa, concretamente de ribosa
para producir la sedoheptulosa (CVIID). Debe considerarse, por tanto,

como donador del glicélico activo a la cetopentosa y como aceptor a la
dldOantOSH correspondlente He aqu1 el esquema que suponcmos:

CH,0H CH,0H
i [
CH,0H CH,OH CHO co
I | |
co CHO T ldolnss HOCH
| CHO al olas; |
HCOH  — 4 I HCOH
i |
I—I(,;OH (|JHO HCOH HCl‘OH
CH,0 POH, HCOH HCOH RCOH
cH,0 poH, H(OH CH,0 PO,
(CVII) CH,0 POH, (CVIII)

De la misma manera Houc y JonEs (155} sintetizan sedoheptulosa
a partir de los mismos substratos.

Recogemos de Karrson (156) que en la naturaleza ¢l aldehido glicé-
lico activo, que queda unido al coenzima pirofosfato de tiamina (TPP),
es el que reacciona con otro aldehido (aldopentosa en este caso) para dar
una cetosa (sintesis aciloinica o reaccidn transcetoldsica); como se origi-
na por via enzimitica ha de proceder de una cetosa cuya ordenacién es-
térica en el carbono 3 sea la de la fructosa, debido a la especificidad del
enzima correspondiente. Por ello, no puede ser ¢l fosfato de ribulosa el
que interviene sino el de xilqlosa. En nuestro caso, aunque existen las
dos cetopentosas, predomina una la xilulosa; lo mismo ccurre con las
aldopentosas que aunque estan las cuatro predominan la pareja lixosa-
xilosa y en menor proporcion arabinosa. Por lo tanto, quiza la xilulosa
esté actuando como manannal de glicdlico en adicién a la fructosa, que
pronto se forma como intermedio de la isomenzacién de Lobry y pron-
to sufre escisiones. Este glicdlico se adicionard sobre pentosas para dar
heptulosas, y cuando concretamente se hace sobre la ribosa surgirdn
como posibles la sedoheptulosa (CIX) y aloheptulosa (CX), pero funda-

(155 L. Houen v I, K. N, Joxes, J. Chem, Soc., 4052 (1952),
(166) P. Karusox (lraduccidn de F. Purio), «Manual de Bioguimicas, Ed. Manm, S, A
Barcclona (1962), p. 248,
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mentalmente la prlmela prevista la restriccion posmlondl del OH o~Car-
bomhco sohre ¢l carbono 3.

CH,0H ' CH,0H CH,0H
o b0 o
HC|OH T ‘ 4 T—TO(E‘H
HCoH : cio. | udow
(EHBOH H'leOH lC'l-[on-I
CH,0H
CH,0H CH,OH CH,OH CH,0H
o o ¢HO ¢o.
I-JO(':I—I I-I(_JJOH + [—IO&ZH
.HéOH ' HCIOH CHO- HleL')H
6 | Sin resiricoidn | | Con resiriccitn
HCOH FCOH ~——— TiCOH ——— HCOH
Heow . mcon HCOM HCOH
(IEHSOH éHuoH don . CHOH
(CIX) (CX) CHL0H (CIX)

A primera vista esta substraccién de ribosa que pasa a heptulosa po-
dria justificar la_ escasez de su presencia. También tendria sentido el ad-
mitir que la causa de que la xilocetona predomine sobre la ribulosa estd
en la intervencién continuada de esta 1iliima como donadora de glicéli-
co, ya que las reacciones en medio alcalino no suceden con la marcada
especificidad de las reacciones enzimdticas.

Precisamente por esta falta de especificidad es previsible que surgie-
ran las heptulosas corrcspondientes a las otras aldopentosas que pueden
sufrir también la reaccién transcetoldsica, por lo menos las que corres-
pondLn a xilosa, e¢s decir, guloheptulosa (CXII) e idoheptulosa (CXT),
sl no se admite restriccidn, y sélo la segunda s1 el OH del carbono 3 lo
consideramos preorientado. '
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CH,0H CH,O0H CH,O0H " CH,0H
co co duo éo
HOCH ‘ ncon + - HoCH
HCOH I HCIOH Sin resiriceidn C‘.HO Con reslriccion HCOH
HoCH Hottt HCOH ” HotH
HeoH HCom HOCH _ . nucon
éI—IZOH (13H30H ndom CIH,_,OH
(CXT) (CXII) Cw o (CXI)

Por dltimoe, se aprecia que la arabinosa se encuentra en proporcién
menor que la xilosa y esto hace pensar que una parte de este azilcar in-
terviene también ficilmente en la sintesis aciloinmica de manoheptulo-
sa (CXIV) y glucoheptulosa (CXIII) si no se prevé restnccmn y s6lo de
la primera si se admlte la predlccmn

CH,0H CH,0H CH,0H ‘ CH,0H

(::0 c:o | &0 ' _ (:Jo
HCOH HOCH —- HCOH
HOCH 6 HOCH £ restrieddn) (Con_restricién) 4 e
I-'IC!OH' HCOH I-EO(EH HCIOI--I
HéOH HC!OH HClOH HClOH

('3H20H CH,0H HCOT CH,0H

(CXIII) (CXIV) er,om (CXIII)

Esta observacidn es de interés puesto que nos encontramos con que
las dos pentosas mds escasas, ribosa y arabinosa, estin compensadas por
la presencia de scdoheptulosa y manoheptulosa que abundan en orden
inverso al de estas pentosas precursoras.

En resumen, en el presente caso puede ser explicada la formacién de
heptulosas tanto por via tetrosa como por via pentosa, pero lo probable
¢s que sc simultaneen los mecanismos aunque con predominio del se-
gundo. En el de via tetrosa debe considerarse que ¢l substrato es un
fragmento integro con la estructura de los cuatro carbonos finales de la
fructosa. mds que una tetrosa de resintesis intermedia. '
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e) Formacion de lactonas de sacarinicos

Realmente, segl’m las opintones reinantes, seria facil justficar la for-
macién de sacarinicos si se confirmara la formacién de COTNPUESTOs di-
carbonilicos, No obstante, como la formacién de dichos compuestos no
ha podido demostrarse en nuestro caso- de manera tan ficil como en el
caso de azicares sustituidos en sus posiciones 3 6 4, queda explicado el
porqué la proporcién de sacarinicos formados no es abundante. El com-
puesto dicarbonilico posible seria precursor, bien de 4cido isosacarinico
(CXV) por reorganizacién, o bien de una mezcla de 4cidos glicéhco y-
dihidroxibutirico por fragmentacién:

CiL,0H CH,OH HOH.C\  ,COOH

COOH Co : COH

L o .

COOH « —— CH, —-> HCOH

CH, néom ' (leon
HéOH (I]H SO

cHon (CXV)

En la practica se presentan sus lactonas en vez de los 4cidos libres;
hay que admitir que en’ nucstro caso existen tales compuestos carbonili-
cos aunqgue en pequeiia proporcmn.

C) Accidn del hidréxido bdrico

Se utilizé hidréxido barico en disolucién saturada (0,033 N). Los cro-
matogramas a temperatura ambiente recuerdan bastante a los del hidré-
xido cdlcico no aprecidndose diferencias cualitativas.

En cambio en cuanto a los cromatogramas de isomerizados a bafio
de marfa ¢s de destacar la mayor complejidad de éstos a partir de los
10 minutos, pudiendo referit que ademds de detectarse azdcares ya en-
contrados en ¢l caso del hidréxido cilcico se aprecian las siguientes pe-
culiaridades : ’

a) el rastro de azicares es casi continuo desde la linea de partida
hasta cerca del frente de disolvente, aunque se distinguen relativamen-
te bien las cinturas separadoras de las manchas individuales mas carac-
teristicas. Es de destacar la continua presencia de manchas desde la li-

_nea de partida hasta la glucosa las cuales se deben a polimeros de dicho
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azlcar e incluso a otros monosacaridos resultantes de la’ accién alcalina,
principalmente heptulosas; estas Ultimas se detectaron en cromatogra-
mas aparte revelados con orcina predominando dos de ellas, sedoheptu-
losa y manoheptulosa, con mayor abundancia de sedoheptulosa.

b) entre las manchas debidas a gliceraldehido y dihidroxiacetona se
detecta una elongada, probablemente doble, aunque no hemos podido
commprobarlo, de color pardo-amarillento con ftalato acido de anilina y
clorhidrato de p-anisidina, y rojiza con resorcina en clorhidrato identi-
ficable con una 6-desoxicetona (*)

¢) . probablemente existen también las aldosas epimeras correspon-
dientes a estas 6-desoxicetosas pero en proporcmn tan pequefia que No
pudieron detectarse con claridad.

d) sc detecta la presencia de lactaldehido. compuesto que justifica
la formacién de 6-desoxicetosas.

e)- clara presencia de acetol que serd en reahdad la substancia pri-
maria de la que surge el lactaldehido.,

1} metilglioxal resultante por oxidacién de acetol.

La preséncia de acetol reafirma las opiniones de SaTTLER Y ZER-
BAN ( 149) que se esforzaron en demostrar que este compuesto y no el
metllghoxal es el que se origina prlmeramente en una de las frecuentes
degradacicnes de las hexosas. En realidad, una clara Conﬁrmacu_),n,de su -
existencia nos la da tanto su aparicién como tal en el cromatograma
como la simultinea presencia de lactaldehido, que es de suponer surge
de aquel por epimerizacién de Lobry; mds adelante explicaremos la po-
sible marcha para la formacién de uno y otro.

Seguidamente se esquematizan' las reacciones por las que habrad teni-
do lugar la formacién de los compuestos tltimamente referidos ya que
la produccién de pentosas y la de gliceraldehido y dihidroxiacetona su-
cedera por los mismos. caminos que. se indicaron para la accién del hi-
dréxido cilcico, sobre el sustrato ciue ahora nos ocupa. He aqui dichas
reacciones : :

(" Habiéndose sospechado que se lralacia probablemenle de un compueslo comparable a
lus que Houcr y Jones (155) obtienen por iralamiento alealine o por accidn enzimilica sobre
laclildehido y dihirroxizcelona, lanlo anadida como tal, como cuande ésla se forma «in situdes a

parlir e fructosa o de su fosfalo, se repifieron los experimentos de los citados aulores y compa-
raron los cromalogramas cbienidos para mmbos casos, En cromatogramas muy largos v do pro-
longado d(,blrrollu sc confirmavon lus dos 6-desoxicclosas plohnblo: G-desoxifructosa ¥ G-deso-
xisorlosa,
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a) Formacién de polimeros’

Sin duda se trata de una eterificacién ordinaria que es catalizada por
iones OH™. En efecto, se forman disacdridos y trisacdridos, no descar-
tindose la posibilidad de otros polimeros de mayor grado. En realidad,
no se ha pretendido 1dentificarlos estructuralmente, aunque su presencia
puede confirmarse al comprobar el Ry de los extractos de algunas ban-
das y los Ry de los productos de hidrélisis. Es de destacar que son fun-
damentalmente polimeros de glucosa, pero uno de ellos, que daba una
zona amarillenta, corresponde a un polimero de la fructosa.

b) Formacidn de metilghoxal, acetol y lactaldehido

Los tres componentes son detectados con bastante seguridad, pero de
‘ ellos es el acetol el que predomina. Sin embargo, a lo largo de la biblio-
grafia, desde los tiempos de Pinkus (82) hasta los trabajos relativamente
recientes de NEUBERG y Strauss (157), se venia admitiendo la formacién
fundamental de metilglioxal, pese a que en el afio 1932 BaubiscH 'y
DevEL (158) demostraron que cuando se destila una disolucién de glucosa
en bicarbonato sddico al 5 9, el material volatil era acetol y no metlgli-
oxal. En un trabajo de 1949, SaTrLer y ZERBaN (149) encuentran que las
~ disoluciones acuosas de glucosa, fructosa y maltosa destiladas a volumen
constante: daban fuerte reaccién positiva de acetol. En nuestro caso se
trata de un medio mucho mds alcalino que el utilizado por ellos confir-
mandose la preéencia de acetol, pero aprecidndose también la de metil-
glioxal. o '

SATTLER y ZERBAN proponen el siguiente esquema:

HCO HCO . . HCO
HC‘OH HéOH +  OH H(,lOI-I + H,0
HO(llH . HOCH -7 HCl() .
I-I’CI';OH . ” . H
HCOH HCOH . 1——1&0}1
(LI-L,OH : Héon H+ éo + M,0
CH,OH - éH .

{157y G. Nrzumene y B. Strauss, Archiv, Biockem., 7, 226 (1945). ,‘.
(158) O, Bavwmsen y M. T Deuer, J. Am, Chem, Soe., &£, 1581 (1922) - '
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En el s¢ aprecia la formacion de una molécula de «icido glicicon (*) y
de otra de acetol. Aunque, por otro lado, €] acetol podria formarce tam-
bién a partir de metlglioxal por reaccién de Cannizaro es esto menaos
probable después de los trabajos citados de Baupiscu y DeviL en que
demuestran que cuando se destila | gramo de metilglioxal se obtienen
s6lo trazas de acetol mientras que partiendo de 5 mg de glucosa en las
mismas condiciones obtienen un destilado ¢on clala reaccién de dicho
COmpuesto. ‘

Como en nuestro caso observamos la plesenma de metﬂghoxal es nece-
scmo admitir también la formacién de ésie en reaccidn directa, sélo que
en menor cuantia. Podria proponerse la formacion de fragmentos a partir
de la glucosa en la que hubiera otra ordenacién electrémica v, en cfecto,
la pareja de electrones que forman el enlace. quedaria retenida por el
fragmento aldehido y en consecuencia cs éste el aceptor de hidrégeno, de
tal manera que por un posterior intercambio de H y OH se produciria la
estructura de moetilglioxal. El otro fragmento aceptando un OH pasaria

a gliceraldchido.

“CHO . CHO CHO-
i . | + H+ 1

HCOH I—ICIOH > (l:o. + HO
q ‘ _ .

HOCH . HOCH CH,
[

HCOH " HCOH + OH~  CHO
| - ]

FTCOF. HCl‘OH CHOH + H,O
| }
CH,OH | CH,OH CH.OH

En lo que se refiere a la formacién de lactaldehido no constituye difi-
cultad el explicar su presencia una vez demostrada la de acerol, ¥n reali-
dad, cs consccuencia de una simple isomerizacién del tipo cetosa-aldosa
por accién alcalina en la que cabna adminr las mismas etapas para la
rransformacién giucosa-fructosa aunque mds simplificadas por la restric-
clén de p081b111dades.

CH.OH HCOH " CHO
Lo | |
m———— ——
(fo s “30'% ’ HCPH
CH, CH, CH,
) El wicide glasicon avanzaba exleaordinariamente, marchamlo casi en ¢l frenle del disol-

venle, por o que, salvo en cramatogramas especiales, se dz:‘jnl;:l selip fuera del papel.
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c) Formacidn de.6-desoxicetosas

Aunque al principio exista la duda de si se trataba de una o de dos
manchas se concluyé que eran dos y que se debfan a la 6-desoxifructosa
(CXVII) y 2 la 6-desoxi-sorbosa (CXVI) que se formardn a partir del lac-
taldehldo y dihidroxiacetona segiin el esquema

CH.OH CH,0H CH,O0H
(lz,o : co (L.o
HCiOH (IquOH HO('JH
H OcllH — + ———> HCOH
HCiOH CHO HCIOH
CH.  lmom éH,
da,
(CXVI) (CXVII)

Esta reaccién, que sucede ficilmente «in vitron, es probable que no re-
presente el camino que se sigue en la Naturaleza para la sintesis de la
6-desoxialdohexosas, ya que por ejemplo, con sintesis de este tipo no se
han podido lograr la L-ramnosa y LAucosa que con bastante frecuencia
aparecen en la Naturaleza. Por supuesto que no puede descartarse la po-
.s1b1hdad de una isomerizacién en carbono-3 que seria necesaria para el
paso de la 6-desoxi-L-sorbosa. Tampoco pueden descartarse sistemas como
el de transmetilacién, tal como el que propone Cantonr (159) al conside-
rar algunm compuestos como la metionina como posibles donadores de
metilo previa formacién de complejos del estilo de la S- adenosil-metioni-
na a expensas del .adenosintrifosfato considerado por este autor como ma-
terial fundamental para estas reacciones «in vivon.

€) caso de existir las sospechadas aldosas correspondientes a las 6-deso-
xicetosas referidas en el apartado anterior éstas serfan: gulometilosa
(CXVIII) e idometilosa (CXIX) las correspondientes a 6-desoxisorbosa, y
quinovosa (CXX) y ramnosa (CXXI) los correspondientes a 6-desoxifruc-

tosa

(159) G. L. Gaxtost, J. Am. Chem, Soc., 74, 2042 (1952).
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CHO (le"OH CHO
N - |
I—IC[OH (lzo HOCH
HOOH HCOH . HCOH

T e
1OCH - HOCH HGCH

1 1
HC|OH ”CfOH HCOH

i

CH, CH. CH,
(CXVIIL) . (CXIX)

(}mo ?E—T,,OH CHO
HCIOH : ?0 HOCH

l .
HOCH HOCH HOCH

R — —_
HCOH - HCOH HCOH

I I
H(fOH HC|OH HCOH
i | |

CH, , CH, CH,
(CXX) ' . {CXXI

f) la formacién de heptulosa ya ha sido indicada. La mds abundante
. ¢s la sedoheptulosa y la otra su 4-epimero manocheptulosa, cuya presencia
simultdnea a la de la sedoheptulosa podria explicarse por las -diversas
teorfas apuntadas al hablar de la accién del hidréxido de calcio siendo lo
mis facil el suponer que se producen de eritrosa y de dihidfoxiacetona
por sintesis aldélica. Debe destacarse que el predominio de la sedoheptu-
losa es justificable porque en la soldadura de los fragmentos bases se favo-
rece la creacién de una disposicién trans aunque no queda impedida to-
talmente la disposicidn cis que corresponde a la manoheptulosa.

D) Accién del hidréoxido amonico -

Son conocidos por la bibliograffa los trabajos de Houch, Jones v Ri-
CHARDS (52) (160) de la accidn del amoniaco sobre la glucosa en los que
se Investigan pm un lado la formacmn de ghoxahnas y por otro se iden-
tifican los aziicares resultantes por eplmerlzacmn de la glucosa. En dicho
trabajo se llega a la conclusién fundamental de que al cabo de 100 horas
se alcanza el patrén definitivo en los cromatogramas, aun cuando la epi-
merizacién se inicia muy pronto. Se destaca que los cromatogramas son
muy sencillos en los que respecta a azicares de modo que pricticamente

(160) L. Houem, J. K. N. Joxes y E. L. Dcusnns, J. Chem Sve., 3854 (1952),
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s6lo se detectan IZeplmem manosa, la cetosa comun fructosa, y, el
3-epimero de ésta, psicosa. Nosotros hemos repctldo los experimentos con
exacto resultado, trabajando a la temperatura ambiente. .

Los experimentos en caliente a base de unlizar una disolucién al 10 9%
de aziicar y al 1 9 de amoniaco (*) en bafio de marfa durante 1, 10, 45 y
90 minutos se Observa lo sugmente

Al cabo de | minuto sélo puede detectarse el alargamiento de la man-
cha correspondiente a glucosa, sin embargo, nos aparece un polimero que
se mueve a la misma velocidad que la maltosa y que probablemente es en
efecto ésta pues por hidrélisis con CIH en las condiciones de Clerget da
exclusivamente glucosa.

A los 10 minutos es evidente la prescnc:la de fructosa y la de manosa
detectindose igualmente el pohmero anteriormente citado; se nota una
mancha tenue situada en Ja misma linea de partida correspondiente a un
polimero de grado mayor.

A los 45 minutos, el patrén resultante es completo, detectindose, ade-
mas de las manchas debidas a glucosa, manosa y glucobiosa las que
siguen :

a) una debida indudablemente a psicosa la cual resultard a partu de
un enodiol con el doble enlace en 2-3 (*¥). .

A los 90 minutos no se aprecia diferencia alguna con el cromatogra-
ma correspondiente a los 45 minutos. .

La identificacién de psmosa en las porciones cmresponchenteq a los
tratamientos de 45 y 90 minutos se hizo por aislamiento prevlo de la
banda que la contenfa, extraccién con butanol y recromatograffa en va-
rios disolventes, haciéndose el revelado con los distintos reactivos lsiempre
en comparacién con una muestra auténtica.

No repetimos los esquemas de formacién de las distintas substancias
aqui referidas puesto que ya se han dado en apartados anteriores.

E) Tratamiento con hidroxido sédico

Simultdneamente se plepararon una muestra a temperatura ambiente
y otra a bafio de marla cn ambo'q Cas0s s& disolvid gl'LlCOSEl a razén dEI

() La disolucién amoniacal (aproximadamente .0,18 N) se prepard (lilnyendo 1,00 cc. de
hidrédxide andnico de d=0,910 e 100 ce con agun deslilada,

(**y  Realmente va Tosry v Buuvys ¥y AbeArps Vax Exexstos lieron cucnla de la presencia
de una segunda cetosa {enire los produclos de somerizaciom de la gloéosa) a la que Namaran
pseudofructoss que sélo recientemente ha podiro demosirarse que coincide con la D-psigosa
pues, en cfeclo, duramle mucho tigmpo. no podria compaginarse Ja zfirmacidn (e Tosny.|Ree.

tran. chim,, 16, 257, 274 (1897)] do quc la tal pseudofruclosa no era fermentable por levaduras
con la fermentabilidad que corresponde a ln D-psicosa sinlélicn; como demostearon Stmoerr ¥
NeicEsTEN (Strigen v Rerensru, el Chim, Acia, 19, 184 (1936) on vealidil, lo que debid oen-
rrir ¢s que se brataba de un compueslo mpuro,
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109, en hidréxido sddico del 19 = 0,25 N. Para la observacién a tempe-
ratura ambiente se tomaron porciones de la disolucidn cada cuarto de
hora, durante las tres primeras horas, la siguiente a las 6 y después a las
12, 24, 47 y 72 horas. Cada muestra tomada se lleva a pH'7 con clorhidri-
co d11u1d0 con lo que queda bloqueada la accién alcalina en espera de
realizar el cromatograma gencral. En los cromarogramas corlespondiemes
a las tres primeras horas sélo aparece fructosa por lo que es como si en
estas condiciones quedase muy estabilizada la estructura de esta cetosa.
En cambio desde las seis horas en adelante se aprecia también la manosa.
Sin embargo, segin los experlmentos de Kusin (49) al cabo de 24 horas a
temperatura ambiente existe un prcdomlmo absoluto de la fructosa y
sélo trazas de manosa lo que no estd de acuerdo con nuestros resultados.

Para Kusiv las diferencias de accidn entre NaOH y Ca(OH). estarfa
en la existencia de una estructura en anillo que adquirirfa el enol o enoles
que se admiten como intermedios por efecto. de una accidén deshidragente
del Ca(OH). en .un caso, mientras que cuando’ se utiliza el NaOH v otros
alcalis monovalentes no hay formacién de tales anillos.

Al poderse crear anillos no hay duda que serdn distintos el que se
origine sobre la estructura de la glucosa y ¢l que corresponda a la fructo-
sa. En consecuencia, tendrdn distinta capacidad de reaccléon y se compor-
tardn de distinta manera, produciéndose predominio de una de las dos es-
tructuras; no exisuirfa en cambio esta diferencia de comportamiento tan
ostensible al tratarse de un simple 2-epimero, esto es lo que ]ustlhcana el
que con hidréxido cdlcico pxedomlne la manosa sobre la fructosa, mien-
tras que con hidréxido sédico es mds abundante la proporcmn de fructosa
relativa a la de manosa, lo que puede exphcarsc admitiendo una escasa
estabilizacién de los grupos cetdsicos cn beneficio de la manosa. Los es-
quemas de formacién de la estructura en anillo de los supuestos enodioles
derivados de glucosa y fructosa son, segin Kusm, los que siguen

| [ l
HCOH HC HCOH H,COH

o | |
HC!OH 0 Ca(OH), (|JOH (I) - C—O0 Ca(OH), Hocl 0
I > | <
. —C | —C—l —C—

f | i |

Pero inststimos en que esta diferencia de resultados no es facil compartir-
la después de los nuestros. Los cromatogramas a las 24, 48 y 72 horas son
pricticamente idénticos a los de 6 horas.

En los experimentos a bafio de maria realizados en las mismas con-
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centraciones es de destacar que después del calentamiento durante 4 .y
"I minuto se aprecia s6lo una mancha debida a fructosa y ninguna atrl-
buible a manosa, lo que recordaria los resultados de Kusry, sélo. que ob-
tenidos en un tiempo brevisimo. Qtras muestras se tomaron a los 10, 60
y 90 minutos observando que a los 10 minutos existe ya manosa aunque
€n menor proporcién que las.otras v en el conjunto sigue predominando
la glucosa.

Ademids se aprecia de manera clara la aparicién de varias pentosas
probablememc las cuatro aldosas ylas dos cetopentosas, aunque, a pri-
mera vista, no se distinguen bien estas dos wltimas entre si en cromato-
gramas ordinarios, pero se separaron en cromatograma% de desarrollo
prologado. Tamblen es indudable la prescncia de ghceraldchldo dihi-
droxiacetona y una mancha debida a acetol por lo que respecta a hdg~
mentos, y de dos 6-desoxicetosas entre los productos de indudable sin-
tesis. ‘

A los 40 v 60 minutos los cromatogramas son practicamente idénti-
cos al de 10 minuovtos, salvo en lo que respecta a la zona intermedia entre
glucosa y fructosa en la que sc aprecian con toda segurldad dos azilcares,
uno de ellos de cardcter ceténico y que debe ser la sorbosa, siendo el
otro la manosa que queda bien dlfelencmda. Delante de estas dos man-
chas aparecc una muy tenue, como un rastro, la cual revelada con orci-
na correspondian a las dos heptulosas, sedo y manoheptulosa que vie-
nen apareciendo hasta ahora.

El cromatograma correspodiente a la muestra tomada.a los 90 minu-
tos cs pracricamente idéntico al anterior,

Debe destacarse que los cromatogramas correspondientes al hidréxi-
do sddico son, en general sencillos, apareciendo las manchas bien sepa-
radas, sin los rastros continuos de otros casos, como el del hidréxido cél-
cico, tesaltado sobre todo la falta de polimeros que alli abundaban. Por
tanto cabe pensar que existen gélo las reacciones fundamentales de trans-
posicion de Lobry y las de fragmentacién y recombinacién de pentosas,
hexosas v hCPtll]ﬂ‘ia PETO nO estin favorecidas las de oligosintesis.

Se hicieron unos ensayos durante 20 minutos, a una temperatura de
50°C con termostato, utilizdndose concentraciones de hidréxide sédico
0,25N, 3 N y 6 N frente a una disolucién de glucosa del 10 %, referido
a peso de glucosa en 100 gramos de disolucion alcalina. Los resultadns
son los siguientes:

a) en la disolucién correspondiente a la sosa 0,23 N tiene lugar la

formacién de fructosa y manosa principa]mente, y luego una rifaga
poco definida que llega hasta la altura de la dihidroxiacetona.
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b) con disolucidén 3N desaparecen las manchas correspondientes al -
substrato glucosa y no se nota tampoco la presencia de fructosa qi de
manosa; en Cromatogramas en los que la muestra se puso muy concen-
trada se aprecia un insignificante viso a la altura de unas y otras, notin-
dose ademds una rafaga andloga a la que aparece en el caso de la diso-
lucién 0,25 N. .

¢} con hidréxido sédico 6 N los resultados son los mismos a los ob-
tenidos con sosa 3 N y-su 51gn1ﬁcad0 es que para estas concentraciones
de hidréxido sédico apenas si tienen lugar procesos de epimerizacién pre-
dominando del todo los de fragmentacién y recombinacién pero estos
ultimos en muy poca cuantia,

Para confirmar si esta iltima podria ser la explicacién se trataron de
la misma manera gliceraldehido, dihidroxiacetona, treosa y xilosa y en
estas condiciones ninguno de cllos daba lugar a azicares de mayor tama-
fio y sf a una rafaga debida a mezclas de pentosas, tetrosas y triosas.

F) Accion del hidréxido potdsico

Se utilizan las mismas condiciones y concentraciones (sol. al 1 % =
0,18 N} de trabajo que en los casos anteriores. Los resultados en frio son
pricticamente una reproduccién de lo que ocurre en hidréxido sédico.

A bafio de maria hay que hacer notar bastantes diferencias. He aqui
una descripcién breve de ellas:

a) al cabo de I minuto no se obscrva aparicién de fructosa ni del
epimero manosa a diferencia de lo que antes ocurria, En cambio a los
10, 45 y 90 minutos los cromatogramas son algo mds Complelos que los
de hidréxido sédico pudiendo considerar como principales diferencias
la presenc1a de algunas manchas muy méviles debidas. a metllghosal
acetol y lactaldchido y la de manchas muy lentas debidas a una serie de
polimeros que se extienden desde la linea de partida hasta la posicién de
la glucosa, que no se habfan notado en el hidréxido sédico. Ha habido
por tanto, oligosintesis. La presencia de pentosas es también indudable, -
no notandose, en cambto, la de psicosa, pese a haber utilizado reactivos
de localizacion de cetosas, porque suponiamos que estarfa esta cetosa en-
mascarada por las pentosas.

A 50°C, en termostato durante 20 mlnutos se observa que con una
disolucién 0,25 N sélo se detectan claramente glucosa y fructosa-manosa
mis una rifaga, que debe corresponder a un conjunto de compuestos
de fragmentacién que llegan hasta la altura de la dihidroxiacetona. Con
disoluciones 3 N y 6 N, también durante 20 minutos, se observa la des-
aparicién de la mancha debida a la glucosa original y no se detectan ni
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fructosa ni manosa, manteniédose en cambio, ¢l rastro debido a fragmen—
tos de 3 y 5 carbonos. Esto nos prueba que para estas concentraciones,

a temperaturas relativamehte suaves, ]uegan peco los PIOCGSOS de isomeri-
Zacidn v en cambio si IOS de fragmemacmn
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MANOSA
A) Accidén del agua | '

En frio no se observé cambio alguno ain después de doce meses. Las
disoluciones se mantuvieron a temperatura ambiente, sin control de
temperarurd, en frascos tapados a los que se agregd unas gotas de cloro-
formo. ' .

En batic marfa'ni a las 24 ni a las 48 horas sc observaba cambig al-
guno. Por el contrario, a las 72 horas es de destacar la aparicién clarfsi-’
ma de tres polimeros en R . .. 041; 0,3 y 0,15 que se corresponden,
el primero y tercero con los oligosacdridos de dos y tres eslabones . de
manosa, y el de R__ . = 0,3 con. uno de grado dos de 1a.glucosa, ya
que este monosacdrido también se ha formado y antecede a la manosa en
los cromatogramas. El color de las manchas de los oligosaciridos de ma-
nosa es claramente distinto del mostrade por la glucobiosa,

1
R¢
grado de polimerizacién en abscisas s¢ obtuvo una lfnea recta para el
caso de la manosa y sus dos polimeros. Por otro lado se separaron por el
método de Froon, Hirst y Jones (161) bandas que contenian cada uno
de los polimeros formados. Hidrolizados con CIH "(en las condiciones
de costumbre) se observé que la supuesta manobiosa daba manosa y algo
de manobiosa residual. La manotriosa daba manchas de manosa, mano-
biosa y restos de manotriosa; no aparecian rastros que pudiesen: confun-
dirse con ¢l otro oligosacirido farmado de la manosa original y que
identificado por hidrélisis separada se correspondia con una glucobiosa,
no habiéndose intentado su identificacidn estructural.

Representando la funcion Rm = log ( — 1) en ordenadas y el

(161) A, E. lroop, E. L, Wksr y T K. N foses, Neture, 158, 270 (1946),
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B) Accidn del hidrixido cdlcico

~ No hemos encontrado referencias a resuliados de la manosa en frio
con hidréxide cdlcico, salvo las generales de los primeros trabajos de
Lobry. Observamos una mayor resistencia a los cambios que la mostra-
da por la glucosa. En efecto, a las 24 horas en frio no notamos practica-
mente ningin cambio que merezca ser calificado como tal. A las 48 ho-
ras sblo se observan indicios de glucosa y fructosa.

En caliente sc hicieron ensayos en bafio de marfa con manosa en las
mismas condiciones en que se estudié la glucosa. Al cabo de 1 minuto
no hay cambio apreciable.

A los 10 minutos es clara la presencia de glucosa y de muy poca
fructosa; también aparecen las manchas amarillas- debidas a gliceralde-
hido y dihidroxiacetona pero ninguna otra mancha mds, es decir, que
ni se muestra la psicosa ni las pentosas ni demds manchas que apare-
clan como tipicas en el tratamiento de la glucosa.

Los cromamgramas correspondientes a los 45 y 90 minutos de trata-
miento son pricticamente idénticos a los de 10 minutos. En pr1nc1p1o se
deduce que la manosa ofrece mayor resistencia a la eplmerlzacmn que la
mostrada por la glucosa y que la velocidad de formacién de glucosa a
partir de fructosa es superior a la del trdnsito de manosa a fructosa, lo
que justifica la escasa proporcién de fructosa que aparece en los croma-
togramas y, también la desproporcién entre la concentracién cxistente
al final de los 90 minutos de fructosa, glucosa y manosa (*). La no apa-
ricién de psicosa resulta un poco extrafia, pero concuerda con la no apa-
ricion de 4-desoxi-3-cetofructosa que es otra de las substancias que po-
drian formarse en el equilibrio general de transformaciones,

C) Accion del hidréxido birico

A temperatura ambiente los resultados son semejantes a los obteni-
dos con el hidrc')xido calcico.

En bafio de maria la diferencia es sumamente clara. Durante el pri-
mer minuto se conserva la raancha inicial inalterada. ‘

A los 10 minutos, por el contrario, se observan las 51gu1entes peculia-
ridades

a) tres polimeros por Id_menos de R ... 015 021 y 041.

b) clarisima presencia de glucosa y escasa de fructosa,

("} Como quicra, gue manosa y fructosa ltienen poca difercncia de B¢ se procedid a des-
arrollo de varios cromatogramas revelando con [llalaloe dcido de anilina, p-anisiding, resorcina
Yy #nlrana, les dos «qllimos seleclives pas la celosa, )
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¢} zona de manchas rojas que deben corresponderse con las cuatro
aldopentosas apareciendo la de arabinosa montada sobre la cola de la de
" fructosa.

d) aparece rambién una mancha parda que corrcsponde a una mez-
cla de cetopentosas (ribulosa y xilulosa).

€) una mancha amarilla que por movilidad ¢ intensidad de color
amarillo debe corfesponderse con la -6-desoxifructosa; a éste sigue una
pequefia cola que se debe probablemente a la 6-desoxisorbosa.

f) a continuacién vienen las caracteristicas manchas de gliceraldehi-
do y dihidroxiaectona seguldas de otras dos identificables como ldctal
dehido y acetol.

g) superpuesta a la zona de hexosas pudieron detectarse irazas de
heptulosa al revelar con orcina en cromatogramas aparte,

A los 45 y 90 minutos los cromatogramas son idénticos a los de 10
minutos, salvo en la dlima mancha que, debida al acetol, apenas si sc
notaba en el epimerizado de los 10 minutos.

D) Tratamienio con hidréxido amdnico

Las disoluciones van oscureciéndose pero los cromatogramas revela-
dos con reactivos de aziicares apenas si prosperan ¢n comphcacmn a las
48, 72 y 90 horas. En todos ellos se aprecia la presencia de glucosa, fruc-
tosa y manosa como corresponde a una simple transformacién de Lobry,
sin embargo no se notan las manchas atribuibles a psicosa ni a 4-desoxi-
3-cetofructosa, ni tampoco las causadas por polimeros. Si se nota una
tenue mancha debida a dihidroxiacetona, y mds débil atn la que co-
rresponde a gliceraldehido,

A bafio de maria al cabo de 1 minuto no se observa alteracién. En
cambio a los 10 minutos aparece ya de una manera clara la presencia de
glucosa v la de fructosa mis dos oligosacdridos que se corresponden con
la manobiosa y manotriosa.

A los 45 minutos aperecen ademds dos muestras amarillas debidas a
gliceraldehido y dihidroxiacetona.

A los 90 minutos no se observa diferencia con el de 45 minutos. ‘Es-
tos dos Ultimos difieren del de los 10 minutos en la presencxa de las man-
chas amarillas.

E) Accidn del hidréxido sédico

Préparadas disoluciones de manosa al 109 en hidréxido sédico al
19 (0,25 N) se hizo un examen en frio a las 6, 12, 24, 48 y 72 horas,
no se aprecian camblov de 1mp01tanc1a aparte del que corresponde a Ja
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transformacidn de Lobry y los cromatogramas son practicamente idén-
ticos desde las 12 horas. El correspondlente a las 6 horas es cualitativa-
mente 1déntico aunque la presencia de glucosa y fructosa es escasa.

A bano de maria se hicleron tomas de muestra. como de costumbre
a los 1, 10, 60 y 90 minutos. En el cromatograma correspondiente a |
minuto no aparecen nada mds que manosa y trazas de fructosa.

A los 10 minutos el patrén cs practicamente completo pues no hay
diferencia cuali ni cuantitativa respecto a los de 60'y 90 minutos. Puede
destacarse. que ademds de ser iguales entre si, lo son con los cromatogra:
mas de glucosa, por lo que hay que pensar que la fase previa de la
transformacidn de Lobry se da en ambos casos y de ahi que las flag
mentaciones y recombinaciones supuestas deben ser andlogas. Nos remi-
timos & lo dicho. en la glucosa.

F) Accidn del hidréxido potdsico

En frio podemos decir que sucede lo mismo que con hidréxido sddi-
co al hacerse los experimentos en igualdad de condiciones.

En baflo de marfa notamos ciertas diferencias que comentamos a
continuacién. En primer lugar, aunque al cabo de 1 minuto sélo se ini-
cia la formacién de fructosa y glucosa, es a los 10 minutos cuando el
cromatograma ha adquirido su aspecto definitivo, puesto que a los 45 y
90 minutos se obtienen cromatogramas totalmente analogos a los co-
rrcspondlentes a aquel tiempo. Asi, a partlr de los 10 minutos se obser-
va la presencia de una mancha casi continua desde la linea de partida
hasta la glucosa, .pero en ella pueden destacarse como bien definidas por
lo menos dos manchas pardas que se corresponderdn con los dos oligosa-
céridos de la manosa, sin descartar que en el rastro continuo se encuen-
tren también los polimeros correspondientes a la glucosa y los de otros
de los azicares formados primeramente.

Por debajo de las manchas de glucosa, fructosa y manosa destacan
tres rojas que deben representar a las cuatro pentosas, puesto que en
realidad la lixosa y xilosa casi superponen sus manchas. También apa-
recen, ademds de las manchas ya tipicas gliceraldehido, dihidroxiacetona
y 6 desoxicetosas, otras manchas pardas que avanzan mucho y que se
corresponden con lactaldehido, metilglioxal, acetol y otra no identificada.

Ya que en experimentos repetidos’ se obticnen cromatogramas
andlogos es preciso admitir una cierta efectividad potencial mayor
que la del hidréxido sédico, por lo menos en este caso, que hace que los
cromatogramas sean mds completos que los obtemdos al unhzar hidré-
xido- sddico. - :
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FRUCTOSA
A) Accién del agua

A temperatura ambiente no se observa cambio alguno en una mues-
tra mantenida mds de un afio, al tener seguridad de que en las disolucio-
nes no se han desarrollado hongos para, lo que como en otros azicares,
poniamos unas gotas de cloroformo.

En caliente, a bafio de maria, no se observa cambio alguno a las 24
horas. Lo mismo puede decirse después de 48 horas. En cambio a las 72
sc observa presencia de manosa, glucosa y psicosa. La manosa aparece
pracucamente superpuesta a la fructosa, aun cuando llega a dlstmgmrse
una clerta cintura en la mancha c]ongada

Segin los trabajos de SATTLER, ZERBAN y colaboradores (162) cuando
una disolucidn acuosa de fructosa se hierve bajo reflujo durante varias
horas, este azicar sufre deshidrataciones - y flagmcntacmnf:s que condu-
cen por un lado a anhidroaziicares, por otro a dimeros de éstos (dihete-
rolevulosanas) (*) v por otro a fragmentos carbonilicos de menor tamafio

(162} 0., Savvien, P.W. Zenean, G, Lo CLark, Cuw-Coww Cuo, N, Ansox, [}, Gnoss vy H,
C. 5. de Wuaarney, Ind. Eng. Chem,, 44, 1127 (1952),

(*)  La Hamala dihelerolevelosana es segliin Worrrom y Brams [M. T} Worrnon y M. G,
Brarr, J. Anw. Cheny, Soe, 70, 2406 (1948)] una mezcla de dos diamhidridos de Ia fruectosa, Uno
en el que inlerviengn dos :mi]los pirandsicos y se corresponde con la farmula |'lniu.-| que Propo-
nign Scougvscu v Biase [Ho B0 Sewnuusacw vy G, Bunne, dan. 5608, 16 (1933)]. ta olra dikeroie-
valosaua- debe consulu.nsg como formada por un anillo piranesa ¥ otro fu.annsa, las respeglivas
eslrucluras lian sido, compobadas por WoLFRom y. colaboradores [M, . \'\'olrho“_ W.W, Bin-
kv, WO L, Smuisg y I W Mhwrox, J. dm. Chem. See,, 73, 3533 (1951)].

-
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(3-hidroxi-L-butanona, hidroxi-2-butanona, metilglioxal, etc.) ‘compucs-
tos que no detectamos en ninguno de nuestros ensayos; cabria pensar o
en una ausencia de estas reacclones, como consecuencia de que nuestras
condiclones eran maés suaves, o incluso en una formacién incipiente de
cualquiera de estos compuestos y que por no hacerse nuestras observacio-
nes antes de las 24 horas pasaban dﬂSElpf:lClbldaS ya que sufrfan descom-
posicién posterior. Para salvar las dudas se repitié ¢l tratamiento de la
fructosa hasta 24 horas pero tomando muestras de dos en dos horas, no
observandose nada de particular hasta el cromatograma de 10 horas.

Sin embargo, los de 10, 12 y 14 horas muestran un rastro que aunque
suave va desde la Hnea de partida hasta la mancha correspondiente a
fructosa v en el que aparecen ademis de los dos anhidridos de ZerBan,
aziicares y compuestos relacionados; por debajo existz igua]mentt—: un
pequefio rastro que es ligeramente mds manifiesto en la muestra corres-
pondiente a 14 horas; pero dicho rastro sélo alcanza hasta la altura de
la ramnosa y por tanto no puede co_rr(—:sponder a los fragmentos carboni-
licos de 3 y 4 carbonos supuestos por aquellos autores. A las 16 y 18 ho-
ras disminuye la intensidad del rastro superior y desaparece el rastro in-
ferior. No existe evidencia de que aparezca la 3 cetosa que resultaba en
los cromatogramas coirespondientes a 72 horas.

Por otro lado, se repitieron los experimentos en condiciones energlcas
“(matraz a reflujo a fuego directo) y se tomaron muestras a partir ‘de las
dos horas, de dos en dos, Hasta las 8 horas no se aprecian rastros de nuevas
manchas. A las 10 horas se inicia la aparicién de unos tenues rastros, a las
12 horas se alcanza la mdxima intensidad de estos rastros, superior e in-
ferior, y a las 14, 16 y hasta 20 horas se observa la exclusiva presencia
de fructosa con manchas muy bien delimitadas. Esto hace pensar que la
formacién de estos dianhidridos tlene un tiempo critico relativamente
corto; lo que no llegamos a observar es la presencia de los pequefios
fragmentos seflalados por SATTiER, ZERBAN y colaboradores (162).

Hay bastante probabilidad para admitir que en el rastro superior pre-
dominan los dianhidridos pues, en efecto, la zona de concentracion mais
fuerte se halla a la misma altura que la mancha que resulta al mantener
fructosa con clorhidrico concentrado a ¢° C durante 11 dias, condiciones
andlogas a las de PicteT y CHavan ( 163).

(163) A. Picrer vy ¥ Ceavan, Hel, Chim, Acta,, 9, 800 (1026).
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B) Accion del hidréxido cdlcico

A tendperattira ambiente durante los primeros dias no hay ninglin
cambio digno de mencién. En cambio, después de 30 dias aparecen las
‘das aldosas fundamentales mds la fructosa residual como consecuencia
de una transposicion de Lobry.

A bafio de marfa los cambios son mds rdpidos y mds manifiestos, de
tal manera que después de 1 minuto, tiempo en que hasta ahor. en otros
azlicares no se notaba alteracién, ya habian aparecido la glucosa y manosa,
qundando apmxlmadamente en partes 1guales los tres aziicares; por otro
lado empieza a hacerse incipiente la presencia de otros azficares de ma-
yor peso molecular que se mueven a la velocidad del gliceraldehido y
dihidroxiactona. No aparecen, en cambio rastros ni manchas que pue-
dan atribuirse a algun tipo de polimero derivado de la fluctosa o de suS
anthidridos.

A los 10 minutos ¢! cromatograma es mas ampho destacdndose fun-
damentalmente las manchas de glucosa, fructosa y manosa, la de psu:osa
y probablemente altrosa, otra parte atribuible a la alosa y a continyacién
otras tres que manifiestamente corresponden a giceraldehido, dihidroxi-
acetona y acetol,

Los cromatogramas correspondientes a 45 y 90 minutos son sensible-
mente idénticos a los de 10 minutos salvo en lo que respecta a fructosa
que aparece disminuida a favor del incremento de las proporciones de
glucosa y manosa.

Es de destacar la mayor s sensibilidad de la fructosa a la accién alca-
lina respecto a la mostrada por las correspondientes aldosas glucosa y
manosa, lo que parece estd de acuerdo con la necesidad de que en la
reaccién de Lobry sea intermedio obligado la fructosa que es, en defini-,
tiva, la determinante de velocidad.

En cromatogramas. aparte se detectaron dos heptulosas que se corres-
ponden con sedo y manohcptulosa no se descartan otras, pero estarian
en menor proporcién, En conjunto la concentracidon de unas y otras es
pequeiia.

C) Accidn del hidrdxido bdrico

A temperatura ambiente no hay diferencia sensible entre la accién
del hidréxido barico y la del cilcico.

A bafic de maria si que s= observa una diferenria en la accién del
agua de cal respecto a la barita. Sucede como si en esta Ultima los pro-
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cesos de isomerizacidn y fragmentacién se aceleraran. En efscto, ya al
minuto se aprecia un nimero de manchas -crecido, detecrindose ademads
de glucosa, fructosa y manosa una debida a psicosa, tres rojas que pro-
bablemente representan a las cuatro aldopentosas, otra pardo-amarillen-
ta que representa a las cetopentosas, las debidas a gliceraldehido, dihi-
droxiacetona y una parda intermedia- entre las Wltimas awribuibles a
6-desoxicetohexosas, Entre la linea de partida y la glucosa existe un ras-
tro casi continuo que corresponde sin duda a polimeros de diversos gra-
dos, apareciendo una mancha redondeada en el punto de partida que es
. debida a polimeros de peso molecular elevado que no llegan a iniciar el
desarrollo.

Los cromatogramas correspondientes a tiempos de calentamiento de
10, 45 v 90 minutos son sensiblemente idénticos entre si pero difieren del
de 1 minuto en las manchas que aparecen por debajo de la dihidroxiace-
tona que se deben a fragmentos de 3 carbonos. Por comparacién, en cro-
matogramas aparte, con substancias tipo se identificaron sucesivamente
como lactaldehido, acetol y metilglioxal. :

Pasados varios dias, destaca otra mancha, casi un rastro pardua:o
situada debajo del metilglioxal que es atribuible a glicolalde¢hido.

En cromatogramas especiales también se detectaron las mismas hep-
tulosas que ¢on el hidréxido cdleico.

DY Accion del hidrdxido amonico .

Las alteraciones estdn atenuadas y, en efecto, a temperatura ambien-
te tiene lugar una Lobry. de Bruyn suave, ya que la proporcién de fruc-
tosa sigue manteniéndose alta aun cuando se detectan las correspondien-
tes aldosas. Como manosa y fructosa quedan casi superpuestas, su pre-
sencia se confirma por revelado con reactivos especificos, para aldosas y
cetosas en distintos cromatogramas obtenidos por duplicado. :

A bafio de marfa, se comprueba también la menor actividad isomeri-
zante del amonfaco. Asi, después de 1 minuto no se nota més que el
efecto de la reaccién de Lobry v a los 10 minutos ademds sélo trazas de
un azdcar que se mueve a la velocidad de la dihidroxiacetona,

A los 45 minutos se observa que, aparte de los anteriores, - aparecen
psu:osa ghceraldehldo acetol y un rastro debido a otros fragmentos Por .
encima de la glucosa se encuentran por lo menos dos polimeros defini-
dos y atn mas alto un rastro ‘desde la- hnea de partida. .

-Los cromatogramas de 90 minutos.puede dec1rse -que son una reproduc—
cién intensificada del de 45. Todas las manchas son mds cxtensas por lo
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ue se tOCAN uNas Cofl Oras, sl blen se observa la cor1espondenc1a con
el anterior. e e

En cromatogramas revelados para heptulosas solo s¢ obselvan trazas
de éstas. : o : .

E) Accidn del hidréxido sidico

A temperatura ambiente siguen aparec1end0 los resultadoa de Lobry
previstos. :

A bafio de marfa, a los 30 segundos, predomma la fructosa pero se
inicia la aparicidon de manosa y glucosa algo mis de la primera que de
la segunda. Después del primer minuto se encuentran manchas debidas
a fructosa y a sus dos aldosas, mds las debidas a los fragmentos gliceral-
dehido, dihidroxiacetona y acetol. '

A los 10 minutos se incrementa -el cromatograma anterior en unas
manchas que se involucran entre sf, y que por su color y situacidén se co-
rresponden con pentosas vVosus respcctlvas cctosas; verdaderamente, des-
tacan dos concordantes con la pareja ribosa-ribulosa.

Los cromatogramas de 60y 90 minutos tienen ademds de las man-
chas indicadas a los 10 minutos, otras dos de polimeros, una a la altura
de sacarosa y la otra algo mas baja, que daba amarillo mds n'pico en el
revelado. Aislados ambos compuestos ¢ hidrolizados daban el primero -
glucosa v fructesa v el segundo sdlo fructosa, por lo que es una fructo-
biosa (*). Aparecen otras dos manchas debidas a 6-desoxicetosas, com-
prendidas entre gliceraldehido v dihidroxiacetona y por encima y deba-
jo de acetol una debida a lactaldehido v otra metilglioxal respectivar
mente. ' : :

Cromatogramas revelados con orcina muestran la presencia de las dos
heptulosas fundamentales v rastros de otras.

F) Accidm del hidrdxido potdsico

Para el hidréxido potaqco a températura ambiente bastaua repetir
lo indicadeo en los casos anteriores.

En bafio de maria cs de destacar la presencia de un niimero mayor
de manchas en la zona comprendida entre glucosa y gliceraldehido v
una mayor concentracion en las que se mueven a mids velocidad que el
acetol. En la primera zona se nota mds claramente la presencia de pen-
tosas € incluso la aparicién de algunas otras aldohexosas distintas d¢ las

(*) Se correspondin con el polimero de grado 2 de un hidrolizado preparado por nosnlros
i parlir de inulina,
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pr1nc1pales y en la ultima se detectan Claldmtnte lactdldehldo acetol y
y metﬂghoxal

Aunque no muy definidos aparecen rastros de polimeros en ‘los cro-
matogramas de 10, 60 y 90 minutos,
En cromatogramas aparte revelados con orcina se obserVd la presen-

cia de heptulma en concentraclén y calidad parec1das a las de hidréxido
s6dico.
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SORBOSA
A) Tratamsento con agua

A temperatura -ambiente fa disolucién acuosa de sorbosa no suire
cambio ni atn después de un afio.

En caliente, a bafo de maria, no se aprecm cambio alguno a las 24,
a las 48, ni a las 72 horas. Recuérdese que la fructosa a las 72 horas, si
que experimentaba cambios y también en tlempos mas cortos en los que
habia formacién de anhidridos y polimheros de éstos.

B) Accidn del hidroxido cdlcico

A temperatura ambiente se observa, a las dos horas la iniclacién de
la transposicién de Lobry,- detectindose ya la gu]osa pere sin notarse
la 1dosa. Después de 24 horas no se observa practlcamente nmguna otra
particularidad salvo la clara presencm de 1dosa.

A bafio de marfa, al cabo de I minuto, sélo se notan gulosa y sorbosa.

A los 10 minutos se manifiestan glucosa, sorbosa, tagatosa e idosa y
por otro lado las manchas debidas a los fragmentos de gliceraldehido 'y
dihidroxiacetona.

. A los 45 y. 90 minutos se intensifican las cuatro manchas principales
no descartindose la posibilidad de que en la gulosa vaya incluida galac-
tosa y en la 1dosa algo de talosa. Por otro lado, las manchas de idosa e
incluso, en parte, la de tagatosa se enrojecen por superposicidn de las
cuatro aldopentosas Como manchas nuevag caracteristicas de este ma-
yor tiempo, existen dos, entre idosa y gliceraldehido, que queddn una a
la altura aprommada de una cetopentosa {quizds de las dos casi super-
puestdq) la otra como si correspondlese a la ramnosa cuya formacién
seria cxphcable teniendo en cuenta la presencia de una mancha amarilla
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entrz gliceraldehido y dihidroxiacetona que aunque doble se deberd pre-
ferentemente a 6-desoxifructosa (habra también Gdesoxisorbosa) la cual
por Lobry de Bruvn justificard la aparicidon de ramnosa. A su vez, la
presencia de 6-desoxicompuestos quedaria explicada por la presencia de
lactaldehido que aparece como una mancha amarilla manifiesta por de-
bajo de Ia dihidroxiacetona. El rastro final se debe a acetol y menil-
glioxal, pues se corresponden en todo con muestras tipo de éstos, Sélo
con caracter de curiosidad se detectd la presencia de heptulosas,

C) Accion del hidréxido bdrico

Pricticamente debe repetirse lo indicado para el hidréxidoe cilcico a
tempcratura ambiente y a bano de maria. Si acaso podria hacerse la ob-
scrvacién de que a los 10 minutos la intensidad de transformacién es
mavyor, de tal modo que pricticamente es ya idéntico el ctomatograma
de este tiempo a los que se obtienen con el tratamiento de 45 y 90 mi-
nutos. Los componente‘; detectados son los mismos desde la sorbosa ha-
cia abajo, pero debe destacarse que entre la linea de partida y este azlicar
aparece un arrastre continuo, de color pardo, a la vez que existe una
mancha inmévil en la linea de partida que se debera a pohmeros de alro
grado.

D) Accidn del hidrdxido amdnico

A temperatura ambients después de un dempo prolongado sélo se
observa la aparicién de las aldosas gulosa e idosa, como corresponde a la
intervencién de una isomerizacién de Lobry.

En cambio a bafio de maria se observa lo que sigue:

a) despues de 1 minuto s6lo aparece 1a sorbosa y sus correspondien-
tes aldosas.

b) a los 10 minutos aparecen principalmente, tagatosa, gliceraldehi-
do y dihidroxiacetona, y ademés una muy clara, mds rapida que ¢! gli-
ceraldehido y mds lenta que la dihidroxiacetona que se cofresponde con
la 6-desoxicetosa a las que acompaiian inmediatamente delante v des-
pués dos rastros tenues. : .

¢) por iltimo aparece una ‘mancha relativamente tenue y muy ve-
loz que debe atribuirse al lactaldehido.

El cromatograma correspondlente a 45 minutos es practlcamcnte
1dent1c0 salvo en la intensificacién de la mancha debida a tagatosa y a
la aparicién de una mancha en la linca de partida que debe atribuirse a
un polimero de elevado peso molecular. En realidad esta mancha se pro-
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longa por un rastro tenue hasta el encuentro con la gulosa; reexamina-
dos los -cromatogramas de 1 y 10 minutos denotan también una ligera
presencia de este rastro pero sin duda mucho mds tenue,

El cromatograma correspondiente a 90 minutos ofrece como particu-
laridad el que las manchas de dihidroxlacetona y l-actaldehido quedan
tan sumamente tenues que ¢n unos primeros cromatogramas se dieron
como inexistentes; se sospecha que estas dos iltimas pueden -haberse
recombinado a mayor ritmo que el de su formacién para dar origen a las
6-desoxicetosas que aqui aparecen, aparte de que la dihidroxiacetona que
en las etapas de 10 y 45 minutos eran mis abundantes que el lactaldehi-
do intervienen también en otras reorganizaciones como las de forma-
cidn probable de fructosa y ain de regeneracién de la propia sorbosa.

E) Accidm del hidréxido sédico

A temperatura ambiente a las 24 horas sélo se nota la aparicién de
gulosa ¢ idosa, mas de la primera que de la ultima, quedando una bue-
na proporcién de sorbosa como tal.

A bailo de maria se observa un sensible crecimiento de la velocidad
de 1somerizaciones, degradaciones y recombinaciones. En efecto, desde
el primer minuto se obtiene pricticamente el resultado definitivo, pues
los cromatogramas son indistinguibles al cabo de 10, 45 y 90 minutos.
El comentario que requieren los datos correspondientes a los cuatro
tlempos de acadn, que resultan iguales entre si, cs el que sigue:

a) ademds de los compuestos ya referidos con otros dlcalis aparscen
superpuestas pentosas {aldosas y cetosas).

b) hay mas abundancia en las dos 6-desoxicetosas fundamentales.

¢) por debajo de la dihidroxiacetona guedan fragmentos, variados y
abundantes que se corresponden con- lactaldehido, acetol y menlglioxal.

d)} también es mds manifiesta la presencia de polimeros aunque no
puede descartarse el que éstos tengan mnaturaleza de polianhidridos.

e) siguen detectandose heptulosas, prcdnmmando la sedohceptulosa.

F) Accién del hidréxido potisico

Pricticamente puede repetirse lo dicho para el hidrdxido sédico. Sélo
cabe la salvedad de que en la zona de polfmems se delimitan por lo me-
nos deos y que entre sorbosa e idosa queda algo desapercibida la tagatosa,
que en cambio en hidréxido sédico se observaba bien, Entre la zona de
pentosas y las consideradas como 6-desoxicetosas hay otras dos manchas
poco definidas que deben atribuirse a dos de las aldosas correspondicn-
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tes 4 estos compuestos, siendo una de ellas indudablemente debida a
ramnosa y la otra, con bastante probablhdad a qumovosa en Cuyo caso
resultarfan ambas: por 1somerlzac1on de Lobry a partir de la 6-desoxi-
fructosa formada por sintesis.

Dehben encontrarse también las aldosas correpondlentcs a 6-desoxisor-
bosa pero no aparecen manifiestas, salvo que vayan incluidas en los ras-
tros anterior y posterior a las 6desoxicetosas que se notan después de
descartar las manchas mas definidas atribuidas a las otras desoxlaldosas
Sigue siendo positiva la presencia de heptulosas.
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GCGALACTOSA
A) Tratamiento con agua

En agua a temperatura ambiente no sufre cambio alguno detectable
por cromatografia.

En caliente, este aziicar parece muy vulnerable, pues en agua a sim-
ple bafo de marfa, durante 24 horas, ocasionaba la apariciér " de una
mancha que s¢ movia a la misma velocidad que la tagatosa y de color
“amarillento con el fralato dcido de anilina y de otras dos que por su Rm
en relacién lineal con los grados de polimerizacién 2 y 3 relativos a ga-
lactosa, debian ser la galactobiosa y galactotriosa Se separaron, cortan-
do bandas, y daban por hidrélisis. nada mds que galactosa y galactobio-
sa el primero, y una mancha de galactosa, galactobiosa y galactotriosa
el segundo. Existe todavia una mancha de dihidroxiacetona.

A las 48 horas se observa que estdn manifiestas las dos manchas de
polimeros, se separan muy bien las de tagatosa y talosa, y aparecen cla-
ras dos amarillentas identificables como gliceraldehido y dihidroxiace-
tona.

A las 72 horas resulta curioso destacar que sélo aparecen los polime-
ros y no las manchas de mds abajo. Ante la duda se repitieron los cro-
matogramas confirmandose los resultados anteriores. Puede que hubiese
retroversién de Ja isomerizacién de Lobry por un lado v recombinacién
de los fragmentos que aparecieron en las primeras etapas.

I B) Accidn del hidréxido cdlcico

En frio con hidréxido célcico s6lo se observa la aparicién de tagatosa
en un plazo de 10 4 12 horas y la talosa empieza a aparecer algo des-

pués.
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En caliente se observa que a bafio de marfa durante | minuto se pro-
duce tagatosa y un oligosacirido que se mueve a una velocidad mas pe-
quena que la de la lactosa con un R = 0,20y quz se corresponde con
galactobiosa.

A los 10 minutos se mantiene ese oligosacirido aunque se prolonga
su rastro hacia abajo y aparecen ya ademds de tagatosa, talosa y sorbosa
una serie de aldopentosas superpuestas, una cetopentosa, que probable-
mente serén dos, y las esperadas de gliceraldehido y dihidroxiacetona.

A los 45 y 90 minutos los cromatogramas ofrecen idéntico aspecto.
Es interesante destacar que no se detectan fragmentos de mayor veloci-
dad que la dihidroxiacetona y en consecuencia no aparecen compuestos
que sc sistetizan a base de-aquellos, en especial 6-desoxicetosas, que se
forman a partir del lactaldehido.

C) Accion del hdroxido bdrico

Este ofrece algunas partlculandades Interesantes en caliente, pues en
frio se comporta como el hidréxido cdlcico.

Asi, al cabo de 1 minuto se observa exclusivamente ld apducwn de
galactobiosa y nlngun monosacarido distinto de la galactosa.

A los 10 minutos apdleccn ya los siguicntes azicares :

a) galactobiosa mds galactobiulosa, es decir, la cetosa cmreepon-
diente a la primerd (*).

b) tagatosa y.talosa como azicares csperados por la transposicién
de Lobry, ' -

c) sorbosa que podemos considerar orlgmadd o por una 3-epimeri-
zacion de la tagatosa o por sintesis a partir de los fragmentos.

-d} xilulosa como producto de sintesis a partir de algunas primeras
moléculas de dihidroxiacetona y de gliceraldehido, resultando curioso el
caso de ‘que aparezca ésta y no los componentes de que derva.

A los 45 minutos es de destacar Ja aparlcmn de nuevos polimeros por
encima de la galactobiosa y galactoblulosa asi come la de dos manchas
mis mdoviles que la galactobiosa y menos que galactosa y que se identi-
ficaron con orcina como heptulosas.. Debe destacarse también la apari-
cién de ribulosa y ribosa, e incluso por el viso rojizo de las manchas de
tagatosa y talosa es de sopecha_r que contienen superpuestas las otras al-
d0pentosas Por otro lado, aparecen ya las manchas- de ghceraldchldo
6-desoxicetosas, d1h1dr0x1acet0nd lactaldehido, acetol y algo de meul-
glioxal. - : :

(") 3¢ zislaron pequeiias porgiones de los dos oligosacirires por el método de Flood, Mizst
y Joues, confirméndose por hidrélisis lo sospechade (golaclosa ¥ lagalosa en of segumlo}
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A los 90 minutos se puede repetir lo mismo que anteriormente.
DY Accién del hidréxido amdnico

A temperatura ambiente. apenas si hay una incipiente reaccién de
Lobry después de 24 horas.

A bafio de marfa se observa que al cabo de | minuto aun no se han
formado isémeros y en cambio ya hay formada galactobiosa.

A Tlos 10 minutos, si hay formacién de tagatosa ¢ incluso signos de
presencia del 3-epimero ds ésta, sorbosa. En cambio no se nota aparicién
de ralosa, de donde se. deduce que es indudable que la fase de produc-
cién de cetosas es previa a la de nueva epimerizacién y también es prue-
ba que la 3-epimerizacién de cetosas es relativamente facil,

A _los 45y 90 minutos los cromatogramas son idénticos. En ambos,
aparece galactosa, sorbosa, tagatosa, talosa, gliceraldehido y dihudroxi-
acetona. No los fragmentos mds veloces, ni las desoxicetohcxosas.

E) Accidn del hidréxido sédico

A temperatura ambiente sélo se notan los productos previsibles por
reaccién de Lobry,

A bafio de maria al cabo de 1 minuto ya-aparecen galactobiosa, galac-

. tobiulosa y galactotllosa e incluso por encima algunos pohmeros que
apenas si se mueven de la linea de partida. Se observa también sorbosa,
tagatosa y talosa, una mancha rosa muy tenue que casi hace pensar en
una cetopentosa. Luego las dos-manchas debidas a ghceraldehldo ¥ dihi-
droxiacetona.

Los cromatogramas correspondientes a 10,.60 y 90 minutos son entre
si iguales y tienen ademis de las manchas antes indicadas para los de 1
minuto las stgmentes

a) dos, por encima de galactosa y debajo de la galactobiosa, que dan
reaccién de heptulosas.

b) otra mancha rosa por encima de la que antes se indicé como rosa
tenue y que se atrlbuyo a una Letopentosa En realidad, hay bastante
evidencia de que a partir de la tagatosa. estin superpuestas las diferentes
pentosas e igualmente aparecen superpuestas la idosa y por enama de
ella la dendrocetosa (*) que se dejan distinguir un poco por la parte baja
ya casi a la cola de la talosaxilosa. Por encima del gliceraldehido tam-

{*} Una pequena muestra de dendoocelosa de garantia se desarrolld en el mismo cromalo-
grama de Ires fornas: )
n) sele, B) junio a penlosas y galclosa vy o) anadida a la muesla Jde epimerizado on estudio,
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bién aparecen unas pequefias manchas que se corresponden con quino-
vosa y ramnosa y después del gliceraldehido y antes de la dihidroxiace-
tona existe una mancha de bastante superficie, con algo de cintura, pero
no intensa que corresponde a la 6-desoxifructosa y 6-desoxisorbosa, y por .
debajo de la dihidroxiacetona se detectan por lo menos dos manchas
bien claras, unas que se mucven a la misma velocidad que el lactalde-
hido y otra més veloz que se corresponde con el acetol. El rastro que
las sigue debe ser de metilglioxal, pero es escaso.

F) Accién del hidréxido potdsico

A temperatura ambiente no se observa ninguna particularidad salvo
la previsible isomerizacién de Lobry despues de 24 horas.

A bafio de maria se observa lo que sigue: al cabo de I minuto hay
un alargamlento de la mancha de galactosa hacia arnba sin poderse dis-
tinguir el nimero de polimeros que existen. Inmediatamente después de
galactosa aparecen la sorbosa (casi oculta), tagatosa y talosa y después
gliceraldehido y dihidroxiacetona. -

A los 10, 45 y 90 minutos los cromatogramas -ya son idénticos entre
si y mds ricos en componentes que los:de 1 minuto. Ademis de las
manchas ya indicadas se dprc(na :

a) dos oligosacdridos bien definidos ‘que se corresponden con gafde

tobiosa y galactotriosa.
- b) entre talosa ¥ ghceraldehldo se aplEClan hasta cuatro manchas.
La primera rojiza, viso que también tienen las anteriores tagatosa v tar
losa como consecuencia de contener pentosas, la tltima mancha de refe-
rencia debe estar formada de rlbosa dendrocetosa, e 1dosa, més de la
primera que de las otras.

¢) una cetopentosa que probablemente corresponde a las dos po-
stbles. : '

d) quinovosa y ramnosa.

¢) entre gliceraldehido y dihidroxiacetona aparece una mancha do-
ble debida a 6-desoxicetohexosas.

g) por debajo de dihidroxiacerona tres manchas que se correspdn-
den con aldehido ldctico, acetol y aldehido pirdvico (metilglioxal).
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ARABINOSA -
A) Accion del agua

A temperatura ambiente no se observa nada después de 6 meses.

En caliente, a las 24 horas a bafio dec maria no se apreca isomeriza-
.ci6n alguna ni aparicién de mancha alguna distinta de la propia de ara-
binosa. A las 48 horas ocurre exactamente lo mismo.,

En cambio, a las 72 horas se observa eriAprirner lugar la aparicién de
= 0,39 que se corresponde con un polime-
ro de ésta. Luego existen dos manchas mds tenues, una de R, =0,65y
otra deR__. = 1,45 que se corresponden respectivamente con la arabo-
btulosa y la ribocetosa (arabulosa). En efecto, la primera se separé me-
diante el método de Hough, Flood y Jones e hidrolizé en las condiciones
de Clerget tal como se aplica a la sacarosa, dando dos manchas, una que
se movié a la velocidad de la arabinosa y la otra a la misma que la su-
puesta ribocetosa, también- aislada a la vez de los mismos cromatogra-
mas que la arabobiulosa. Por otro lado, un poco de esta dltima tratada
con hidréxido cilcico daba al cabo de | minuto arabinosa y ribosa mas
una mancha residual que segufa moviéndose como la primitiva, lo que
constituye una prucba de que en efecto se trataba de la ribocetosa.

unz mancha intensa d= R

or_ub‘

B) Accidn del hidréxido cdlcico

A temperatura ambiente a las 24 horas hay ya transposicién de Lo-
bry. A las 48 horas la transposicién estd algo mds avanzada no observin-
dose otras manchas extrafias, lo mismo que a las 72 y 90 horas.

A baiio de maria se observa que al cabo de 1 minuto sélo ha tenido
lugar la transposu:mn de Lobry mds una cxerta fragmentacmn que moti-
va la aparicién de dihidroxiacetona.
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A los 45 y 90 minutos los cromatogramas ya son anilogos entre si y
difieren del de 1 minuto en lo siguiente:

a) en la presencia de un oligosacirido, arabobiosa,

b) en la de una mancha rojiza intermedia entre.la de arabinosa y
ribosa y que corresponde a xilosa y lixosa, o tal vez mds bien sélo a la
primzra puesto, que la cetosa intermedia de estas dos vltimas se encuen-
tra presente sélo en trazas (1nmcd1¢xtdmcnte debajo de la ribulosa) v pue-
de pensarse que el trdnsito xilosa ——lixosa no ha sido completo o que la
formacién de xilosa y xilacetosa se haga por recombinacién de fragmen-
tos de 3 y 2 carbonos, cuya soldadura estd mds favorecida por ser trams,
en mmblo la lixosa es producto secundario de¢ éstas pm 1somerizacién
de Lobry,

¢} aparece una mancha amarilla quc s¢ corresponde con el glice-
raldehido, . :

d) sigue aparcciendo la dihidroxiacctona. No se detectan manchas
mis veloces que estas dltimas, Tampoco hemos podido demostrar ]d pre-
sencia de heprulosas.

C) Accion del hidréxido bdrico

A temperatura ambiente ocurre lo mismo que con el hidréxido cdl-
cico.

Sin embargo a bano de maria, existe una accién mucho mds enérgica
que la observada con aquel. Asf, al cabo de 1 minuto se observa la trans-
posmon de Lobry mas la aparicién de una mancha amarilla de dihidro-
xiacetona a la vez- que la mancha propla de arabinosa estd claramente
clongada y con un rastro casi continuo hasta la linea de parnda, como
si se tratase de una gran masa de polimeros variados (mas algunas hexo-
sas y azicares superlores) que, por su menor solubilidad en la fase mévil,
sc muestra como si hubiese tenido lugar un fenémeno de saturacién de
fase. De los elementos de la transposicién de Lobry hay un predominio
claro de ribulosa y una casi incipiente formacién de ribosa. En propor-
cién han predommado los fendmenos de ohgoqmtesm y de primera frag-
mentacion, sin descartarse la recombinacién de éstos hasta hexosas, res-
pecto al trdnsito ribulosa — - ribosa,

- A los 10, 45 v 90 minutos los cromatogramas resultan idéntices. En
ellos se distingue: _

a) una serie por lo menos de¢ 6 aziicares que se mueven mas lenta-
mente que la arabinosa de partida entre los que predomina la arabobio-
sa y arabotriosa que se presentan como manchas rojas .caracterfsticas.’
Inmediatamente después de la arabobiosa, aunque en forma de mancha
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mds débil, aparece la arabobiulosa cuya naturaleza se ha demostrado de
la misma manerar que se indicé al tratar la- arabinosa durante 72 horas
con agua a bafio de maria. Entre la arabotriosa y arabobiosa existe
igualmente una mancha tenue que es debida a arbotrlulosa Por encima
de la araborriosa existe una nueva mancha que "cabe atribuir a una ara-
botretosa, ya que en este caso sélo se demosiréd que por hidrélisis escalo-
nada daba arabotriosa, arabobiosa y arabinesa. Todavia se observa en
la linea de partida una clara’ mancha rojiza que puede corresponder a
" polimeros de mayor grado,

b) por debajo de la arabinosa aparecen ahora casi con la misma in-
tensidad ribosa y ribulosa y no parece muy destacada la presencia de
xilosa,

¢) Inmediatamente después de ribulosa aparece una mancha pardo-
amarillenta que es debida a xilocetosa, aunque se une a las de ramnosa

quinovosa, _

d) destacan ahora dos manchas amanllas, una de ellas de cardcter
mis Intenso que se mueve a velocidad un poco mayor que la de ramno-
sa y que se debe a gliceraldehido, a la que sigue otra también amarillo-
parduzea que es debida a las dos 6-desoxicetosas mds tipicas (la dc la
sorbosa y fructosa)

e) continda la dihidroxiacetona,

f} a la anterior 51gue una mas uplcamente amdrllla que se corres
ponde con el lactaldehido,

g) dos manchas, una definida que se debe a acetol y otra més elon-
gada que corresponde a metilglioxal.

En cromatograma aparte se confirmd la presenma de heptulosas, bien
manifiestas por su reaccién de color con orcina y por la altura a que
aparecian; las ceto pentosas daban color pirpura y. las cetohexosas par-
do-anaranjado. Las cetoheptulosas quedaban practicamente a la altura
de arabobiosa y rastros préximos.

D) Accion del hidroxido amo’ﬁico

A temperatura ambiente nada digno de especial mencidén, salvo la
ligera presencia de transposicién.

A bafio de marfa, al cabo de | minuto no hay: sintomas de transpeo-
sicién de Lobry. - :

A los 10 minutos ya se observa la presencia de rlbosa y ribocetosa de
manera clara; rambién aparece gliceraldehldo y por encima de la-arabi--
nosa se nota una mancha tipica de un polisacirido de movtlidad -peque-
ha, que sigue apareciendo en -os tiempos sucesivos, mas una algo mas
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baja y otra casi inmediatamente antes de la arabinosa de partida y que
en este caso nos pronunciamos por considerarla como una hexosa sinte-
tizada a partir de dos moléculas de gllceraldehldo

A los 45 minutos el cromatograma es casi andlogo al de antes salvo
en la presencia de otro oligosacirido de R, = 0,36 que se corresponde
con la arabinosa de otros cromatogramas. La otra particularidad es que -
debajo de la arabinosa empieza a aparecer la mancha debida a xilosa.
Su formacién ha de atribuirse a una recombinacién de fragmentos (gh-
ceraldehido mds glicolaldehido) orientada por el hecho de que se combi-
nen estos en frans por tratarse de una reaccidn menos impedida estéri-
camente. :

En el cromatograma correspondiente a 90 minutos no se reconoce ninr
guna peculiaridad respecte al de 45 minutos salvo en la mancha atribuida
a xilosa que se ha intensificado.

Otros cromatogramas se revelaron con orcina no detectidndose en
ninguno la presencia de heptulosa.

E) Accion del hidréxido sédico

A temperatura ambiente tiene lugar una reaccién de Lobry sin frag-
mentaciones secundarias.

A bafio de maria y al cabo de 1 minuto se¢ obtienen los siguientes
resultados:

a) se observa la aparlcmn de arabinosa, de su epimero ribosa y de Ti- .
bocetosa,

b} abundan también la xilosa y lixosa mds la cetosa correspondientc
a estas ultimas pentosas, es decir, que practicamente se ha producido la
isomerizacién de pentosas v la cetoformacién en un tiempo brevisimo,

c) a continuacién, casi confundida com la xilocetosa, aparece ramnosa,

d) ss nota claramente ld presencia de dibidroxiacetona como frag-
mente dnico,

¢) en la zona de polimeros solo uno que se corresponde con la arabi-
nosa. ‘

A los 10 minutos el cromatograma ¢s mas completo y andlogo a los
que corresponden a un tratamicento de 45 y 90 minutos. En los tres cro-
matogramas se observa lo siguiente:

a) apar1c1on de scis manchas que se mueven a menos velocidad que
la propia arabinosa y que a partir de la mis lenta se corresponden con

arabotriosa, xilotriosa, nbotriosa, arabobiosa, xilobiosa mds lixobiosa y
ribobiosa, :
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b) heptulosas que aparecen superpuestas sobre las dos dltimas y, por
ultlmo sorbosa,

¢) las cuatro aldo- y las dos cetopentosas, predominando la ribulosa,

d) ramnosa y quinovosa,

2} gliceraldehido,

f) 6-desoxifructosa y 6-desoxisorbosa,

g) dihidroxiacetona,

h) lactaldehido y acetol.-

En cromatogramas preparatlvos desarrollados en n-butanol-etanol:agua
(10:1:2 v/v) se obtuvicron pequeiias muestras de los polimeros referidos,
comprobdndose que correspondian a fracciones tnicas y, cuando no, se
recromatografiaron, Hidrolizados con SO.H, 1 N, a reflujo durante 6 ho-
ras, sc obtenfan en cada caso el aziicar unidad y restos del polimero de
partida si se trataba de biosas, detectindose manchas de triosas, biosa y
monosa cuando se hidrolizan triosas, es decir, que cstas condiciones eran
adecuadas para una hidrélisis escalonada, aunque siempre predominando
la manosa. Se confirmé que la xilobiosa estaba impurificada con lixobiosa.

F) Accidn del hidroxido potdsico

Con hidréxido potidsico a temperatura ambiente no sc observa ningu-
na particularidad distinta de las previsibles, cs decir, sélo los productos de
Lobry.

A bafio de maria al cabo de 1 minuto se reproduce el mismo resulta-
do que se obtuvo con el hidréxido sédico. .

Lo mismo puede-decirse de los resultados al cabo de 10, 45 y 90 mi-
nutos que son iguales entre si pero distintos de los de 1 minuto. Por no
haber diferencias con los de hidréxido sédico no repetimos lo alli dicho. -
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X1LOSA
A) Comportamiento €n agua

A temperatura ambiente no s¢ observa ninguna alteracién cromato-
grifica puesto que la mutarrotacién que sin duda ha sufrido no llega
a producir, cambios en los cromatogramas. En efecto, como simple cu-
riosidad se comprobd para este azicar la existencia de mutarrotacién y
asi una disolucion reciente de la D-xilosa empleada tenfa un [al;] = +93"
(usando una disolucién del 10 °4) y a las 24 horas era de +18".

A bafio de maria a las 24 horas (solucién al 10 % en agua) daba tres
manchas que se movian a menor velocidad que la muestra de partida y
otras dos de movimiento mds rapido. De las tres mas lentas las dos pri-
meras tienen color rojo y las hemos identificado cen la x110b105a y xilo-
triosa lo que se confirmé ne sélo por el movimiento pardldo con. dos
muestras tipo sino que estos dos ohgosacarldm se aislaron y estudiaron
con clerto detalle. :

Para dlsponer de. muestras dlgo mas abundantes se ]’1120 una previa
separacidn de oligosacaridos del resto de azicares, utiizando el método
de WhistLEr v Durso (164). Para ello una muestra de la disolucién acuc-
sa se concentrd a vacio hasta tener consistencia de jarabe, entonces se
afiadié mediante una pipeta a la parte alta de una columna rellena con
carbén y celita en la relacién 1:1. Se hizo la elucién con porciones de
20 cc de mezclas agua : etanol de creciente riqueza alcohdlica variando
ésta desde 0 a 90 %. en saltos de 10 en 10 9. Cada efluente se controld
cromatograficamente. La xilobiosa predominaba en los de riqueza alco-
hélica, del 40 y 50 9, y la xtlotriosa en €l de 70 % que son los extractos
que se aprovecharon evapordndolos a vacio. La xilobiosa tenfa un pun-
to de fusién de 108°C y la xitlotriosa de 213°C y cromatograficamente
eran bastante puras. Por hidrélisis de pequeiias porcignes con SO.H. 1 N

(184) H. L. Wmsvirn v D F, Durso, J. Am_ Chern, 8o, 72, 667 (1950).
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a reflujo durante 6 horas daban, la primera un poco de xilobiosa v mu-
cha xilosa, y la segunda tres manchas, una escasa. de xilotriosa; ‘otra- algo
mids abundante de xilobivsa”y una prepondérante de xilosa.

Cuando la hidrélisis se hizo también con SOH. 1' N, pero r:n tubo
cérrado, los rastros de oligosacdridos cran casi ms1gmﬁcante:;

A una muestra de 0,2 grs de xilobiosa y a otra de 0,1 grs de xilotrio-
sa que estaban a pH 7 situadas en 7 matraces esmerilados- de 10 cc se les
aiiadié 0,6 v 0,3 cc 1espect1varncntc de sulfato de merlo V ‘a continua-
ciébn 1,5 y 0.75 cc ‘también respectivamente, de disolucién ‘de NaOH al
30 9% haciendo la adicién gota-a gota,. agltando v1gorosamente y enfrian-
do. Al cabo dec 12 horas de reposo se repite la metilacién en idénticas
condiciones, y otra vez despues de pasar otras 12 horas. Para asegurarnos
de la total metilacién se ‘extrae con cloroformo cada conjunto, después
de hervido y acidificado. Los extractos, deapues de evaporado el disolven-
te, se vuclven a metilar, ahora con reactivo de Purdie (0,6 gr de
Ag:0 + 2 cc de CH,I). Destruido el exceso de ioduro de metilo por sim-
ple destilacidon se procede a extraer nuevamente con cloroformo, sepa-
randose productos totalmente metilados, desde ¢l punto de vista practi-
co, pues en efecto, el correspondiente al disacdrido (xilobiosa) contenfa
un 49,2 9 de metoxilo (97,4 % del tedrico) y el derivado de xilotriosa te-
nia 46,2 9 de metoxilo que supone casi el 98,2 9 del tedrico. Por hidré-
lisis, con clorhidrico metanélico y con clorhidrico acuoso se obtienen de
la biosa metilada fragmentos que se correspondian indudablemente con
2-34 ri-O-metil-D-xilesa y 2-3-d1-O-metil-Dixilosa. lo que permite asig-
nar a aquella hiosa una unién en 1-4.- La hidrélisis en idénticas condicio-
nes de la triosa metilada daba rambién ambos metilazicares y sdlo ellos
por lo que légicamente- se trata de un trisacdrido lineal con la mijsma
unién en I-4. El derivado trimetilado, que tenia un punto de fusién de
90° C reaccionaba con la anilina para dar una base de Schiff de punto de.
fusién 102°C, y se movia en los cromatogramas a-la misma velocidad
que una muestra tipo de la que disponfamos en el laboratorio (*). ¥l de-
rivado dimerilado se¢ comparé con 2-3, 34 y 24 dimetil- xilosa tipo del
mismo origen, en los disolventes acetato de etilo : dcido acético : dcido
formico @ agua (18:3-1:4 v/v), n-butanol : bericeno : agua (47:169:15
v/v), n-butanol : etanol : agua. (40:11:19 v/v) y n-butanol : piridina :
agua (10:3:3 v/v) comportindose como la primera de las 3 muestras
tipo. citadas, es decir, a la 23-d10met11x1losa

La mancha mis préxima a xilosa de las tres mds lentas -amarillenta
con fralato dcido d(,l.aml‘lna se. debe a una heptulosa como pudo confir-

] ()bqoqmo pmrcdtnle dél Dcplrl.\mento r[(- ﬁunmm Olgamm do H!lb|0| del grupn Jde
1raha|n qure dirigfa J. K, N Josrs,
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marse con orcina. De las dos manchas de mayor velocida, la primera es

consecuencia de una isomerizacion de Lobry en su primera fase, va que -
no hay trazas de lixosa pues no se apre(:la aun la elongacién de la xilosa

que scria de esperar si esta tdltima existiera. Por tdltimo habia una man-

cha debida a dihidroxiacetona que ha surgido por fragmentacién mien-

tras el aldehido glicélico debe haberse combinado inmediatamente para

la formacién de heptulosa o de una tetrosa intermedia.

A las 48 horas la diferencia esti en que aparece un nuevo polimero
probablemente’ el debido a la xilotetrosa. También hay ya una elonga-
cién manifiesta de la xilosa por efecto de la aparicién de lixosa. A las 72
‘horas se puede decir que hay una reproduccién absoluta de lo que ocurre
a las 48 horas, incluida la aparicién de las cuatro manchas mis lentas que
la xilosa y de las dos mds rapidas que aquellas.

B) Accion del hidréxido calcico

A temperatura ambiente sucede la transposicién de Lobry aunque no
con demasiada intensidad.

A bafio de maria al cabo de 1 minuto se observa la presencia de poli-
meros (tres destacados sobre un fondo continuo, todos ellos con tonali-
dad rosa) que sz corresponden con los R de los polimeros de 2, 3 y 4 es-
labones. Entre las manchas mis veloces que la xilosa, es de destacar que
de las referidas para el caso del agua, sélo aparece la xitlocetosa pero no
gliceraldehido detectindose en lugar de éste la dihidroxiacetona. Ade-
mds se inicia la aparicién de manchas extendidas entre xtlosa y xilocetosa
debidas a riboeetosa.

Los cromatogramas correspondientes a la actuacion de hidréxido cal-
cico durante 10, 45 y 90 minutos son semejantes entre si, salvo en esa
dltima mancha debida a ribocetosa que es mds intensa en funcién del
tiempo; también es clara la presencia de algo ‘de ribosa y arabinosa.

C) Accidn del hidroxido bdrico

A temperatura ambiente no hay diferencias con el calclo.

En cambio a baiio de maria pueden destacarse detalles de interés. Asi,
¢l cromatograma de | minuto es casi mids simple que el de hidréxido
célcico, no aparece xilocetosa pero s los polimeros, aunque no muy de-
finidos. ‘
A los 10, 45 y 90 minutos los cromatogramas son iguales v mds com-
ple]()s que los de hidréxido calcico. Ademads de ghceraldehldo y- dihidro-

xiacetona hay un azicar intermedio que se corresponde con lag 6-desoxi-
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cetosas de fructosa y sorbosa. También aparecen tres manchas pardas,

por debajo de la dihidroxiacetonas y que se debfan a lactaldehido, acetol
y metllghoxal

D) Acion del hidroxido aménico

A temperatura ambiente a las 48 horas se observa la aparicién de la
xilocetosa y de la lixosa, esta dltima en realidad no llega a separarse bien
de la xilosa.

A bafio de maria aparecen al cabo de 1 minuto dos polimeros bien
definidos y una cola desde la linea de partida hasta el menos veloz;- des-
pues se nota la presencm de xilosa, lisoxa y xilocetosa pero no aparece
ninguna otra mancha.

A los 10, 45 y 90 minutos los crematogramas son sensiblemente idén-
ticos entre s pero difieren del de I minuto en Ja aparicién de cuatro po-
limeros en vez de dos, en la presencia de una mancha algo mas lenta
que la xilocetosa y que es atribuible a una ribocetosa, signo de que se ha’
inicado la epimerizacién en C-3, y por tltimo en que ya se detectan tres
manchas amarillentas atribuibles a gliceraldehido, 6-desoxicetosas y di-
hidroxiacetona. Estas dltimas manchas son de intensidad algo mayor al
crecer los tiempos aparecwndo muy tenues cn el cromatograma de 10
minutos.

E) Accion del hidrdxido sédico

A temperatura ambiente sélo tiene lugar la transposmlon de Lobry
en observaciones hechas a las 24 y 48 horas.

A baflo de maria, al minuto se observa la aparicidn de un rastro casi
continuo de polimeros, desde la linea de partida, que no llega a permitir
Ia diferenciacién entre ellos y pentosa. Después aparecen las diversas pen-
tosas. y cetopentosas si bien la mds claramente diferenciada es la xilulo-
sa. Por debajo de esta iltima sélo se detecta una mancha debida a dihi-
droxiacetona que se muestra muy tenue. '

A los 10, 45 y 90 minutos, tiempos entre los que no se observan dife-
rencias hay dos manchas mis, situadas a continuacién de xilulosa debi-
das a gliceraldehido y a 6-desoxicetosas. A continuacién de la correspon-
diente a dihidroxiacetona se aprecian dos debidas a lactaldehido y acetol
mds metilglioxal. La mancha debida a dihidroxiacetona es la mdis mani-
fiesta, después de la correspondiente 2 xilulosa.
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F) Accwn dfl hzdroxzdo potaszco [ SR LS

&

En h1drox1d0 potasn:o a temperatura amblentc se repite 10 dlChO para
el hidréxido sédico.

A bafio de maria parece como si el efecto fuese llgeramente mds re-

tardado que en hidréxido sédico. Al pnmer minuto aparece claramente
‘la xilocetosa y sin duda la lixosa asf como dos pohmeros ropzos identifi-
cados como xilobiosa y xilotriosa, mds el rastro-casi contimio que apare-
cia en elicaso del hidréxidosédico: No se nota la presencia de. dihidroxi-
acetona. ' -
- . A los 10 minutos es.de destacar:la- presencia- de. una mancha parda
por encima de las pentosas y que es’atribuible 4 una hexosa-y a heptulo-
sas superpucstas. Por ‘debajo de 1a xiloceétosa sélo sé ohserva la presencia
de dihidroxiacerona que en ios cromatogramas con hidréxido sédico se
notaba al cabo de. 1 minuto. o ‘

- A los 45 y 90 minutos es cuando realmente los cromatogramas 5011
completos recordando a los de- 10-minutos de hidréxido sédico, es decit,
se incluyen también gh(:eraldehldo 6—dcsox1cetosas y 3 fragmentos de 3
carbonos. " - : :

En reahdad tras unas observaciones -mds Culdadas y repltlendo cro-
matogramas con. mayor concentracién de isomerizados, se observa que
a-los 10 minutos ya se encuentra el cromatograma definido, pero la con-
centracién de los productos de mayor velocidad que la xilocetosa es muy
pequefia, salvo la correspondiente a dihidroxiacetona.
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"RIBOSA
A). Accién del agua

A'remperatura ambiente no hay alteraciones después de un afio. Por
otro lado, la mutarrotacién - (se partué de Dribosa) era aparentemente
nula a las 24 horas ya que ¢l cambio de su [a.] iba solo desde 23° a
23,75°, valor que se mantenia al cabo de un afio. Sin cmbargo midiendo
poderes rotatorios y calculando los especificos de 20 en 20 minutos, se
obtienen los valores sucesivos- 18,5°; 19°- 20,5°; -20,75°; 21,5°; 22'5"
23,75°; 23,75%; 23,75 (estabilizacién a las 2 h. 20 m. por 10 qu° se tiene
segurldad de que habia existido miytarrotacién.

A bafio de marfa a las 24 horas hay presencia de arabinosa - y heptu
losa pero no de rlbulosa A las 48 horas se observa él'mismo comporta—
miento. : ‘

A las 72 horas hay mds s manchas y asi, por encima de la heptulosa y
arabinosa aparecen hasta cuatro, la mds intensa corresponde a una ribo-
biosa, que ¢s la mas prc’)xima a la heptulosa. Otras tres manchas muy
tenues quedan por encima de éstas y se cmresponden con otros pohrne-
ros de mayor grado. Hecha la representacmn de la funcidn Rm de -estos
pollmeros “eorresponden alternados con los de grado 2y3 de ribosa y
arabinosa. La hidrélisis de muestras aisladas por la téenica de F lood con-
firman 10 supuesto - : :

B) -Accion del hidrdxido cdlcico e

A temperatura ambiente se observa el - resultado prevmb]e por una
. simple-reaccién de- Lobry , ‘ s ar,

A bafio de maria, despues de | minuto sdlo ses observan por un lado,
los productos de isomerizacién ‘de Lobry, arabindsa;- ribosa "y ribulosd
{ésta poco manifiesta), por otro fas dos manchas debidas a heptulosas y
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por encima de éstas tres polimeros que se atribuyeron a ribobiosa, arabo-
biosa y ribotriosa y por iltimo, ya abajo, se encuentra una mancha ama-
rilla bien separada debida a dlhldromacetona

A los 10, 45 y 90 minutos los cromatogramas son completos y en ellos
se distingue una primera parte hasta arabinosa, idéntica a la del croma-
tograma de 1 minuto. Después es ya manifiesta la pres"ncla de xilosa y
xilocetosa, ademds de encontrarse muy clara la presencia de ribulosa que
no se notaba en ¢l de 1 minuto. Entre xilocetosa v dihidroxiacetona se
encuentran dos manchas amarillas, la segunda doble, atribuyéndose Ia
sencilla a gliceraldehido y la doble, que es muy tenue, se debe a las
6-desoxicetosas correspondientes a fructosa y sorbosa; por dltimo, deba-
j0 de la dihidroxiacetona aparece un rastro pardo en el que no llegan a
distinguirse las dos o tres manchas previsibles, pero que es muestra de
que se han formado fragmentos v entre ellos estid el lactaldehido proce-
dente del acetol, al que puede atribuirse la aparicién de 6-desoxicetohe-
X08as.

C)- Accidn del hidréxido barico

A temperatura ambiente se comprueban los resultac}os del hidréxido
calcico.

A bafio de marfa después de ! minuto no se observa efecto alguno
sobre la ribosa.

En cambio a los 10, 45 y 90 minutos los cromatogramas son practi-
camente andlogos a los obtenidos con hidréxido célcico.

D) Accion del hidréxido amonico

A temperatura ambiente sc aprecia una sencilla pero retardada reac-
cién de Lobry.

‘A bafio de marfa al cabo de I minuto. se observan los mismos poli-
meros que en el tratamiento con otros dlcalis y otro tanto puede decirse
en cuanto a la presenc:la de heptulosas En este tlempo ya ha tenido lu-
gar parte de la isomerizacién en carbono 3 ademis de la tipica de Lobry,
pues en efecto, se nota ya xilosa, la lixosa dudosa, v en escasa proporcién
las cetopentosas. No hay manchas intermedias hasta la de d1h1drox1ace—
tona. Por deba]o de ésta tampoco queda ningln rastro.

A los 10 minutos puede destacarse como diferencia de la anterior la
presenc:la de una ligera rifaga que precede a’la ribosa como prueba de
formacién incipiente de xilocetosa; en realidad es que a la vez que se
formé esta cetosa se isomerizé a las aldosas 3-epimeras (xilosa, lixosa)
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puesto que ya al minuto se nota la presenma de xilosa. Por debajo de la
dihidroxiacetona aparecen dos manchas qoe se corresponden con el lac-
taldehido v acetol, no aprecidndose presencia de metilglioxal ni de 6-de-
soxicetosa.

Los cromatogramas correspondientcs a45y 90 minutos son andlogos
al anterior salvo en la mayor PlOpOI’ClOl’l de arablnosa y xilocetosas for-
madas.

E) Accién del hidréxido sédico

A temperatura ambiente tienc lugar'la reaccién de Lobry prevista.

- A bafio de marfa después de 1 minuto es de destacar la abundante
presencia de las 4 aldopentosas isémeras v de sus correspondlentes ceto-
sas, también las de gliceraldehido y dlhldromacetond hay otras mds
méviles que la de dihidroxiacetona, si bien estas ttlimas apenas si se

notan. Debe mencxonarse que no aparecen polimeros, ni siquiera trazas
de heprulosas. .

A los 10, 45 y 90 minutos los cromatogramas sc enrlquecen por un
lado en los citados polimeros y heptulosas y por otro con las 6-desoxice-
tosas y con los tres fragmentos de mayor movilidad que la dihidroxi-
acetona

F) Accién de hidrixido potdsico .

Tanto a temperatura ambiente como en los ensayos a bafio de maria
hay un total paralelismo con lo que sucede con ¢! hidréxido sédico..
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SACAROSA
A) Accidn del agua

A temperatura amblentc hay una pequefia’ inversion.

" A'bafio de Marfa, a las 24 horas es de destacar que tiene lugar la total
inversién, de tal manera que no queda sacarosa residual, pero debe ha-
cerse también la observacién de que, atendiendo a la intensidad relativa
de las manchas, esta claro que prepondera la glucosa La menor propor-
cién 1e]at1va de fructosa puede atribuirse a su intervencién en diversos
procesos de interconversién, siendo fundamental el del trdnsitoc a mano-
sa y glucosa, de modo que esta dltima incremente la concentracién de
glucosa resultante en el proceso hidrolitico. :

A las 48 horas sigue notdndose el predommlo de glucosa frentc a
fructosa, apareciendo otra nueva cetosa con todas las caracteristicas de
la psicosa, lo que también estarfa a favor de una cierta facilidad de la
fructosa recién liberada para sufrir i 1somerlzacwn ya que cuando se par-
ta de fructosa (recuérdense los resultados expuestos al referinos a ésta)
a las 72 horas s6lo aparecia psicosa; también en aquel caso sblo se notaba
la presencia de glucosa después de un tratamiento de 72 horas.

A las 72 horas de bafio de marfa no hay diferencias con los resulta-
dos obtenidos por un tratamiento de 48 horas.

B) Accidn del hidréxido cdleico

A temperatura ambiente no sufre alteracién alguna después de pro-
longado almacenamiento (2 meses).

A bafio de maria no se observa cambio alguno después de 1, 10, 45 v
90 minutos, habiéndose usado como de costumbre solucicnes del 10 9
de azicar en agua saturada de cal; estos resultados contrastan grande-
mente con los obtenidos por simple ebulhcmn en agua.
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C) Accidn del hidréxido bdrico

Los resultados iguales :d los anteriores.
D) Accion del hidréxido amdénico

A temperatura ambiente se observa una ligera inversién, pero con
manifiesta supcrlorldad de sacarosa residual,

A bafio de maria, deepues de I minuto se encuentra sacarosa, glucosa

v fructosa en concentraciones muy paremdas entre si aunque prcdoml-
nando la sacarosa. Do

A los 10 y 45 minutos la inversién prosigue de modo que la propor-
cién glucosa : fructosa es aproximadamente 1 : 1;:hay claro predomi-
nio de los azdcarss resultantes respecto a sacarosa residual,

Es de destacar que a los 90 minutos la mancha debida a fructosa se
hace muy tenue, algo-asi como si una.gran parte de ésta se hubiese trans-
formado en glucosa y otra parte: recombinade con aquclla para regene-
rar sacarosa; en consecuencia en este momento la presencia de fructosa
es. muy pobre. - :

E) Accién del hidréxido sddico

No se observa alteracidn de la sacarosa ni a temperatula ambiente ni
a bano .de-maria. :

F) Accidn d-el hidréxido .potc_isiéo

Repetimos lo dicho para €l hidréxido sédico. No obstante puede ha-
cerse la observacién de que a la mancha debida a sacarosa le sigue un
pequeno rastro que podrla atribuirse a algiin. producto de sintesis inci-
pmnte.
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MALTOSA
A) Accidn del agua

A temperatura ambiente no hay alteracién. La maltosa unlizada es-
taba impurificada por glucosa y dos polimeros pero la intensidad de las
manchas se mantenian a lo largo del tiempo no forméndose ningin otro
compuesto. ) ‘

A bafio de maria puede repetirse lo mismo tanto a las 24 horas como

a las 47 y 72.
B) Accidn del hidréxido cdlcico

A temperatura ambiente observamos que durante las tres primeras
horas no existe aumento en la proporcién de glucosa que habiamos ob-
servado inclalmente como impureza en la maltosa utilizada. A partir de
las 6 horas se inicia la presencia de maltulosa y acidos sacarinicos (segin
pudo’ comprobarse en cromatogramas duplicados que se revelaron con
reactivo de ABDEL AKHER). A las 24 horas se observa una clara. disminu-
cién en la concentracién de.maltosa en beneficio de la de glucosa vy de
la presencia de fructosa y manosa. Al principio se observa claramente
una cierta hidrélisis que es responsable de la aparicién de glucosa; a
continuacién, la transposicion de Lobry que afecta a la propia maltosa
para producir maltulosa, incluso con clara preferencia a la que podria
suceder a glucosa Esta sensiblidad de los oligoéacéridos reductores para
sufrir la transposicién de Lobry fue estudiada para el trdnsito lactosa - -»
lactulosa por MontcoMery y Hubnson (165). Por otro lado la maltulosa
puede comportarse como un oligosacdrido muy vulnerable a juzgar por
la aceleracidn que se nota en la descomposicién del oligosacdrido, en be-

{165) E. Mowrcomuny ¥ C. 5. Hupsox, J. Am. Chem, Sve., 52, 2101 (1930).
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neficio de la formacién de oligosacirides por un lado, y de fructosa y
glucosa por otro (por hidrélisis).. Conforme fueron estimulindose las
reacciones de descomposicién se extrema la velocidad de destruccién de
la maltosa de tal modo que a los 5 dias ya no xiste practlcamente como
tal ni como maltulosa,

Debe destacarse el hecho de que en realidad a las 48 horas es cuando
se observa el valor maximo de glucosa. A Pal‘tlé de los cinco dias no pa-
rece traducirse la pérdida de maltosa en aumento de monosaciridos,
puesto que aquella desaparece sin producirsc incremento de las man-
chas debidas a éstos. _

A bafio de maria se observa que pasado el primer minuto se inicia la
formacién de mallosa y simultineamente aparece un incremento en
glucosa y prescncm de fructosa, as{ como de las manchas debidas a un
compuesto que se separé e identificé con la 4-desoxi-3-oxo-D-fructosa.

Por ello, se reprodujo el experimento de MacHeLL y Ricnarps (130),
de degradacmn alcalina de maltosa, en agua de cal a 25°C, rcproducmn-
do 1gua]mente las condiciones de caracterizacidén de aquellos 1nvest1ga‘
dores para el compuesto dicarbonilico, que para ellos era innegable, v se
comparé con el comportamiento del compuesto dicarbonilico formado
en- estas otras condiciones.

El esquema de su formacién a partir de maltosa serfa:

CHO . : CH.0H CH.OH
I | |
HCOH co CO-
I | i
HOCH HOCH COH
N G (N
HCOG1 <+ ————- HCOGl + ———— HCOGI
| | ! :
HCOH . HCOH HCOH
| l I '
CH,OH _ CH,OH CH,O0H
CH,0H . CH,OH
(fo _ (IJO
]
> COH — Co
l A y
HC _ CH,
I I
HCOH HCOH

I |
CH,0H + G10- CH,OH
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Se hicieron cromatogramas en varios disolventes y en todos habia
coincidencia entre la mancha problema y la mancha considerada como
tipo. :
‘A los 10 minutos -el cromatograma muestra un grado mds avanzado
tanto en la formacién de maltulosa como en la de glucosa, fructosa y
4-desoxi-3-oxo-D-fructosa apareciendo ademds una mancha menos veloz
que esta ultima y que se corresponde a un compussto que separado
e identificado era dihidroxiacetona. Por otro lado, aunque la maltosa
original ya daba unas manchas, debidas a polimeros de la glucosa de
mayor grado, sz observa quc .a partir de los 10 minutos hay un incre-
mento shave en la proporcidén de éstos, aunque no se nota clara diferen-
cla entre los resultados de 10, 45 y 90 minutos, pero si entre éstos y el
resultado de 1 minuto. Pricticamente no hay dlfercncms en la naturale
za y cuantia de los compuestos de las manchas resultantes en tiempos
comprendidos entre 10 v 90 minutos.

C) Accidn del hidroxido bdrico

A températura ambiente no hay diferencias con.lo que ocurre con el
"~ de calclo.

A bafio de marfa resultan cromatogramas algo mis complejos que
" con el agua de cal. Después de 1 minuto se nota glucosa, muy pora fruc-
tosa vy bastante 4-desoxi-3-oxo-D-fructosa. Los polimeros estdn casi en la
misma proporcién que en la maltosa de partida.

A los 10 minutos ya existe un rastro casi continue desde maltosa
hasta desoxicompuestos. Inmediatamente, encima de estos Gltimos, mo-
viéndose a velocidad sélo ligeramente inferior hay una mancha amarilla
que coincide en todo con e! lactaldehido, Hay manifiesta evidencia de
‘que ademds de la dihidroxiacetona estd también el gliceraldebido v de
que entre gliceraldehido y dihidroxiacetona existe una mancha parda
que coincide en sus caracteristicas con las 6-desoxicetosas, cuya forma-
<ién quéda justificada por la segura aparicién del lactaldehido, También
es de destacar la presencia de una zona rojizs a modo de cola de la fruc-
tosa y que se debe a la presencia de pentosas.

D) Accion del hidréxido amdnico

A temperatura ambiente se observa que a las 24 horas aparecfan fun-
damentalmente maltosa y maltulosa.

A las 48 y 72 horas sec notaban ademds trazas de glucosa y fructosa.

A bafio de marfa se observa que al primer minuto no hay prictica-



Contr.bucicn al estudico de las isomerizaciones e.. N ‘ C-357

mente alteracién, mientras que a los 10 minutos s¢ nota la presencia de
maltulosa. Sinn embargo en el ensayo de 45 minutos- aparece: glucosa (la
maltosa utilizada contenfa glucosa como impurezg pero en la fase de 45
minutos se determina un incremento en la concentracién de la mancha
dzbida a éste) y fructosa. Ademds se detecta una mancha que avanza

mas que el ghceraldehldo y dihidroxiacetona que corresponde al com-
puesto dicarbonilico ya referido, que se- habrd ‘originado por despropor—
cién interna de la fructosa, o mas bien, simultinsamente a la epnnerua—
citn e hidrélisis del oligosacdrido inicial.

El comportamiento de la maltosa en frio y ‘en caliente demuestra que
la etapa de isomerizaciones de Lobry del disacirido, que afecta a su
parte reductora. es relativamente rapida y desde luego precede a la etapa
de hidréhsis, Igualmente se observa que la de hidrélisis proplamente di-
cha tiene lugal sobre la glucosilcetosa prlmeramente formada.

En los experlmentos a bafio de marfa queda también de manifiesto
que el trénsito de la aldosa a cétosa y la formacién del compuesto dicar- -
bonilico son en cambio casi simultdneos; ésto hace pensar que este Glt-
mo compuesto se or‘igjma a gran velocidad a partir de glucosa o fructosa
indistintatnente,

No notamos la mancha debida a manosa referida por HoucH, JoNEs
y Rrcrarps (52), ni la de _pentosa (arabinosa) a la que estos autores alu-
den. Tampoco aparece psicosa al hidrolizar la banda de pohmeros la
cual apareceria en el caso de haberse formado al cabo de los tiempos
usados, un oligosacdrido en el que ésta se encontrase.

Al comparar los cromatogramas de maltosa y glucosa destaca un pa-
ralelismo, entre los de 10 minutos de glucosa y 45 de maltosa, que nos
permite reconocer un retraso en el comportarnlento del disacarido.

E) Accion del hidroxido sddico

A temperatura-ambiente, durante 24 horas sélo se observa la apari-
cién de maltosa, glucosa y de un compuesto que se movia con un R, =
=2,12, el que se aislé y por sus caracteristicas resulté ser también la
4-desoxi-3-oxo-D-fructosa después de volver a hacer toda la serie de
comprobaciones descritas por MacHELL y RicHARDs (130). No aparecian
en cambio, manchas intermedias en la zona de pentosas ni tampoco a la
altura de gliceraldehido o de dihidroxiacetona.

Practicamentz se obtuvo idéntico resultado cuando el tratamiento se
hizo en ausencia de oxigenc {atmdsfera de nitrégeno usada por los cita-
dos autores). ‘

A las 48 y 72 horas los cromatogramas son idénticos entre si, pero
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més complejos que el correspondiente a 24 horas, apareciendo en los
mismos clara presencia de maltulosa, fructosa, gliceraldehido y d1h1dro~
xiacetona, ademds de las ya descritas.

A bafio de marfa los cromatogramas de 1 minuto son una reproduc-
cion de los de 48 horas a temperatura ambiente.

En cambio a los de 10, 45 y 90 minutos, pricticamente iguales entre
si, son claramente complejos detectindose en los mismos Jo siguiente:

a) por lo menos un polimero de glucosa de grado tres (maltotriosa)
que a los 45 y 90-minutos ha dado lugar a la maltotriulosa.

b) maltosa y sus cetoisdmeros maltulosa y glucopsicosa,

c¢) glucosa, fructosa y manosa, esta dltima en menor proporcidn,

d) probables trazas de psicosa.

¢) * aldopentosas, cetopentosas y gliceraldehido,

f) 6-desoxicompuestos (derivados de fructosa y sorbosa),

g) dihidroxiacetona,

h} una pardo-rojiza no identficada,

1) 4-desoxi-3-oxo-D-fructosa, _

1} tres manchas debidas a lactaldehido, acetol y metilglioxal.

F) Accion del hidréxido potdsico

A temperatura ambiente ocurre pricticamente lo mismo-que con hi-
dréxido gddico.

A bafio de maria se observa que al primer minuto sdlo ha tenido lu-
gau el paso de maltosa a maltulosa y la aparicién de abundante glucosa
y fructosa, asf como de una zona rojiza, un poco clongada, que se co-
responde con la zona de pentosas,

A los 10, 45 y 90 minutos los cromatogramas son analogos entre si y
se detectan los mismes azicares fundamentales que en la accidn del bi- -
dréxido sddico. Pasan en cambio desapercibidos los 6-desoxicompuestos
y la mancha amarillenta existente entre dlhldroxlacetona y el compues-
to dicarbonflico que corresponderia al- acido lctico.
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CELOBIOSA
A) Accidn del agua

A temperatura ambiente no se observa ninguna mancha distinta a la
correspondiente a dicho disacdrido después de 4 horas ni atlin después de
1, 2 y 3 meses.

A bafio de maria se observa que a las 24 horas hay por un lado pre-
sencia de glucosa y por otro se detectan dos manchas tenues, una antes
y otra después de celobiosa. La mds baja da color amarillo, con ftalato
dcido de anilina, y por hidrélisis con écido sulfl’lric'o_ 1 N da glucosa
fructosa en partes iguales; se atribuye dicha mancha a una celobiulosa
en etapa de formacién, por lo que no ¢s extrafio que no aparezca en
cambio fructosa en el cromatograma de 24 horas. La mancha més lenta
que la celobiosa se corresponde con un trisacdrido, que con segurldad
serd la celotriosa, puesto que no produce por hidrélisis nada mds que
. glucosa y celobiosa v en cambio tiene un Ry tal que representada la fun-
cién Rm en un sistema de coordenadas junto a celobiosa y glucosa se
obtiene una linea recta: no es extrafla esta oligosintesis que recuerda a
la de la Naturaleza en la que siempre hay acciones dirigidas.

A las 48 horas se observa que apareen'ademz’ls de lag manchas antes
dichas otras debidas a fructosa disminuyendo en cambio casi la intensi-
dad de la celulosa lo que hace pensar que la formacién de fructosa se ha
hecho en parte a costa de la iltima, va que a la vez se aprec1a un aumen-
to en la proporcién relativa de g]ucosa

En el cromatograma de 72 horas se mantienen los mismos resultados
que en ¢l de 48 horas.
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B) Accién del hidréxido cdlcico

A temperatura ambiente se aprec1a solo- después de 24 horas un poco
de la cetosa, celobiulosa y algo més de glucosa; era de esperar la apari-
cidn de fructosa, que no aparece Como, tampoco ningin otro azicar.

A bafo de maria, después de 1 minuto sélo se aprecia una zona de
" polimeros no apreciables en su niimero y que va desde la linea de’partida.
En realidad tampoco se dié un tiempo mayor de desarrollo para evirar
que s¢ marchen los componentes de menor peso molecular.

A los 10 minutos se detecta claramente la presencia de celobiulosa asi
como la de glucosa (muy abundante), y en menor escala dihidroxiaceto-
na y acetol.

- A los 45 minutos se observan las mismas mas otras dos imanchas, una
parda que sc mueve a la misma velocidad que la psicosa y otra a la del
glicer;lldehido Es de destacar la falta de fructosa pese a prever su pre-
sencia, si se admite el trinsito a glucosa y fructosa a través de la celo-
bll]lOSd .

A los 90 minutos se reproduce lo dicho para los 45 minutos.

C) Accidn del hidréxido bdrico

A temperatura ambiente tiene un compoltamlento analogo al obsex-
vado frente a hidréxido cilcico.

A bafio de maria aparecen después de 1 minuto trazas de celobiulosa
y glucosa. No se nota ninglin otro aziicar extrafio. :

La aparicién de celobiulesa a los 10, 45 y 90 minutos es practicamen-
te andloga. En estas condiciones aparecen fructosa seguida de una zona
‘roja debida a pentosas, amarilla debida a 6-desoxicetosas, v ademis ¢l
gliceraldehido, dihidroxiacetona, acetol y meulglioxal.

D) Accidn del hidréxido amdnico

A temperatura ambiente se observan algunas pequefias alteraciones
relacionadas con la transposicién de Lobry para disacdridos.

A bafio de marfa, después de 1 minuto sélo sz observa un rastro de
pohmelos que va desde Ia linea de partida hasta ce]oblosa mas una
marrén-tenue de glucosa.

A los 10 minutos se observa por un lado la celobiulosa que llega a rer
presentar casl una cantidad equivalente a la de celobiosa existente. Casi
otro tanto hay de glucosa y por Gltimo en sdlo trazas encontramos glice-
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‘raldehido, dihidroxiacetona y parte en forma de acetol y lactaldehido.
E) Accion del hidréxido sédico

‘A temperatura ambiente sufre la transposicién de Lobry.

A bafio de maria s= obtienen unos cromatogramas magnificos y repre-
sentativos., Asi, al cabo de | minuto se observa:

a) celobiulosa,

b) glucosa y fructosa,

¢) las cuatro aldopentosas mas la cola debida a cetopentosas,

d) gliceraldehido y una de gran intensidad que se corresponde con
la 6-desoxifructosa o sorbosa. :

¢) dihidroxtacetona,

f} de los componéntes menores sclo aparece una mancha amarilla
'mcuan]dda que se Corresponde con la ‘4-desoxi-3-oxofructosa,

A los 10, 45 y 90 minutos se observa como diferencia rz specto a los
de 1 minuto la aparicién de inas manchas desde la dihidroxiacetona
- hacia abajo.

F) Accién del hidréxido potdsico

A temperatura ambiente no hay diferencia sensible con el de hidré-
xido sadico. ,

A bafio de maria puede decirse que a los 10, 45 y 90 minutos no hay
diferencias entre si y pmcncamente SOn una 1eproducc1on de los de hi-
dréxido sédico.

En el cromatograma correspondlentc a 1 minuto si que hay diferen-
cias, ya que el hidréxido potasico después de dicho tratamiento sélo ha
provocado la formacién de la celobiulosa y de¢ glucosa asi como una
mancha en la parte inferor debida a la 4-desoxi-3-oxo-fructosa. Este caso,
cn ¢l que no aparecen fragmentos y si el compuesto dicarbonilico per-
mite admitir ¢l mecanismo de formacién de Machell Richards ya re-
ferido en otro lugar.
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LACTOSA

A) Accién del agua

A temperatura ambiente no sufre ninguna alteracién atin después de
tiempos muy largos.

A bafio de maria en las primeras 24 horas sufre un proceso suave de
hidrélisis en sus componentes glucosa y galactosa, a la vez que se detec-
ta una mancha préxima a la lactosa que por su color; su movilidad v sus
productos de hidrélisis se identifica como lactulosa.

A las 48 horas se obtiene el mismo resultado. Otro tanto ocurre a las
72 horas.

B) - Accidn del hidroxido cdlcico

A temperatura ambiente observamos que después de 24 horas sélo se
detectaban lactosa, lactulosa y galactosa. En nuestros experimentos se
observa el mismo comportamiento a las 48 y 72 horas. Sin embargo, en
los trabajos de CorsETT y KENNER (116} sobre la descomposicién de la
lactosa, por agua saturada de cal libre de oxigeno a 25°, ademids de lac- -
tosa, lactulosa y galactosa se detectan tagatosa, dcidos sacarfnicos y ta-
losa. En su trabajo presentan el esquema de formacién de sacarinicos y
otros compuestos de la siguiente manera:



Conir bucion al estudio de las isomerizaciones e... C-363

CHO . . . - CHOH. o CH,OH
i T C
HCOH Co (lsow
| |
FOCH HOCH 10C
| _— | — 1 —_
HCOGal HCOGal , T[C{locdl
N | ‘
' HCOH HCOH r—rclon
L ?
CH,0H - CH,OH CH,OH
(leqOH CH.OH COOH
I ' !
(ljo clro C(OH)CH,OH
: i
HOC ..o _ ECOH
O | — 1
HC CH, CH,
| i : |
HCOH HCOH CH.,OH
| 1
CH,OH + GalO—  CH,OH

En dicho esquema no se seflalan velocidades relativas de intercambio
pero podemos indicar que la primera etapa de lactosa - » lactulosa es re-
lativamente lenta, como ya demostraron en su dia Mo~ntGomERY y Hup-
son (163), en tanto la cetobiosa resultante se degrada répidamente en
4cidos @ y B sacarinicos y en galactosa, si bien la tltima se desintegra
también gradualmente en -productos acidos.

A bafio de maria al cabo de 1 minuto no hay alteracidn.

A los 10 minutos aparecen lactulosa, galactosa y glucosa asf como
trazas de fructosa y por ultimo dihidroxiacetona en mancha muy tenue.

A los 45 y 90 minutos se nota ademds la presencia de gliceraldehido.
Como se ve, se trata de cromatogramas sumamente simples. No se de—
tecta en ninguno el compuesto dicarbonilico esperado.

C) Accién del hidroxido bdrico

A temperatura ambiente viene a ocurrir lo mismo que en los experi-
mentos con hidréxido célcico.

Al primer minuto en bafioc de marfa no hay ninguna alteracién,

A los 10 minutos hay abundancia de glucosa, fructosa y otras tres
manchas atribuibles a dihidroxiacetona 4-desoxi-3-oxo-fructosa y acetol.

A los 45 y 90 minutos se obtienen cromatogramas andlogos entre si
y practicamente estdn integrados por un espectro continuado de azilica-
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res, siendo de destacar la zona ocupada por las pentosas, éstas se han
formado a partir de tri y biosas que se formaron a su vez por escisién
del azicar de partida.

D) Accion del hidréxido aménico

A temperatura ambiente nosotros no notamos, después de un tlem-
po prolongado, cambios especificos. Solamente la apar1c1on de galactosa
y algo de lactulosa. _

A bafio de maria observamos que al primer minute hay ademdis de
la lactosa original una mancha tenue de galactosa.

A 105 45 v 90 minutos los cromatogramas son iguales entre s y en
ellos aparecen lactulosa, glucosa, galactosa y dos manchas de menm in-
tensidad debidas a ghceraldehldo y dihidroxiacetona.

E) Accidn del hidréxido sédico

A temperatura ambiente tiene lugar una transposicién de Lobry
Smele

A Dbafio de maria, después de 1 minuto de tratamiento a reﬂu]o sdlo
se nota la presencia’ de lactosa, lactulosa y dihidroxiacetona.

En cambio a los 10, 45 y 90 minutos los cromatogramas son mds
complejos, siendo de destacar la presencia de fructosa y aldopentosas
ademds de los azilicares que ya aparecian en el tratamiento durante |
minuto; por debajo de la dihidroxiacetona también se detectan los otros
fragmentos lactaldehido, acetol y metllghoxal no muy abundantes, y el
compucsto dicarbonilico ya referido varias veces, éste en mayor propor-
cién relativa que los anteriores.

F) Accidn del hidroxido potdsico
A temperatura ambiente se repite el resultado obtenido para ¢ el hldro—
xido sodico. :

A bafio de marfa y en el primet minuto se produce tnicamente el
fragmemo drhidroxiacetona.

A los 10, 45 y 90 minutos se obtienen cromatogramas analogos entre
siy completos constituidos por lactosa, lactulosa, galactosa y glucosa,
fructosa tagatosa, talosa las cuatro aldopentosas, gliceraldehido, 6-deso-
xxcetosas dihidroxiacetona, lactaldehido; acetol menlglloxal y el carac-
tcuqtlco compuesto dlcarbonihco
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MELIBIOSA

Se hizo sélo el tratamiento con h1dr0x1do =0d1c0 por ser muy escasa
la muestra de que dlspomamos

A temperatura ambiente se detecta a las 24 horas un poco ‘de meli-
biulosa no descartindose la prescn-cia de galactomanosa; ademds apere-
cen tagatosa y galactosa

A bafio de maria observamos que al cabo de 1 minuto no se ha pro-
ducido un cambio claro, aunque se 1n1c1a la transposicidn -hasta meli-
biulosa.
A los 10, 45 y 90 minutos esta transposicién ya es clala dparecundo
ademas galactosa, giucosa, fructosa y tagatosa, talosa 6-desoxicetosas,
ghceraldehldo dihidroxiacetona, lactaldehido, acetol y metllghoxa] No
aparece el compuesto dicarbonilico que cabia- esperar

\
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RAFINOSA
A) Accion del agua

No se observa la aparicién de ningilin azicar extrafio a la rafinosa, ni
en frio, n1 en caliente. _

B) Accion del hidréxido cdlcico

Ni a temperatura ambiente ni a bafio de maria se produce alteracién
alguna en las moléculas de rafinosa con el agua saturada de cal. Sélo hay
duda sobre la formacién de otros polimeros 1sémeros de avance -parecido.

C) Tratamaento con hidrdxido bdrico

Se repite tanto a temperatura ambienre como a bafio de maria lo que
sucede con el hidréxido cdlcico.

D) Tratamiento con hidréxido amdnico

A temperatura ambiente no se observa cambio.

A bailo de maria por el contrario tiene lugar desde el primer minuto
una hidrélisis parcial hasta melibiosa y fructosa. El aspecto de los cro-
matcgramas se mantiene a los 10, 45 y 90 minutos.

E) Tratamiento con hidréxido sédice

Vuelve a comportarse como en los casos de tratamiento con hidrdxi-
do cdlcico y bérico.

- F) Tratamiento con el hidréxido potdsico

Se repite el mismo resultado.
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EXPERIMENTOS CON BASES ORGANICAS

Se prepararon disoluciones al 1 % de las bases piridina, quinoleina y
de las lutdinas- dlsponlbles A contmuacmn se prepararon disoluciones
de aziticares al 10 % en tales medios bdsicos. Los experimentos se hicie-
ron con los mismos azicares que sec han empleado para los dlcalis ordi-
narics, salvo melibiosa de la que ro pudo disponerse en cantidad sufi-
ciente ya que mucha habia sido empleadd en los cstuchos de degradacmn
e lsomerizacién dcida y el resto se usé para comprobar la accién de hi-
dréxido sddico. Las muestras s¢ prepararon por duplicado, controlando
después de 1, 6, 12, 24, 48 y 72 horas cada una de las muestras que
s¢ dejan a temperatura ambiente y al cabo de 1, 10, 45 y 90 minutos las
muestras sometidas a bafio de marfa; para la comprobacién se neutrali-
za la porcién sacada, en cada caso, mediante 4cido clorhidrico. Se hicie-
ron los cromatogramas en los disolventes de desarrollo usuales y los re-
sultados se resumen asf: A

A} Glucosa: a) Piridina a temperatura ambiente: Se inicia la trans-
posicién de Lobry a las 12 horas. Nada nuevo en tiempos mds prolon-
gados salvo en la intensidad de la 1somerizacién.

a;) Piridina a bafio de marfa: Desde el minuto 1 hay polimeros y
manosa mds fructosa, lo que se repite a los 10 minutos. El cromatograma
de 45 minutaos muestra ademas preszncia de psicosa y de triosas. Siguen
los polimeros de grados 2y 3. A los 90 minutos el cromatograma es anéd-
logo.

b)) Qumolemd a temperatura ambiente, Comportamlento 1dennco
al de piridina, _

“b.)  Quinolefna a bafio de marfa: También comportamiento pa1alelo
al de piridina. , :

c,) Lutidinas 24/2 -5 v 26 a temperatura amblente Lo mismo que
en piridina.

c:) Lutidinas 2-4/2-5 y 26 a bafioc de marfa. Lo mismo que en pi-
ridina. _ ‘ 7

BY Manosa: a.) Piridina a temperatura ambiente Sélo sucede la
transposicién de Lobry, desde las 6 horas pero desde las 12 horas hay
ademds trazas de dihidroxiacetona.
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a;) Piridina a bafio de marfa: Desde los 10 minutos ademas de los
isémeros de Lobry hay manobiosa y manotriosa que se incrementa a los
45 minutos, habiendo también triosas.

b y b.) Quinoleina a bafic de maria y a temperatura ambiente se
comporta como piridina.

¢) y ¢;) Lutidinas a bafio de maua Y a temperatura ambiente: Como
p1r1d1na

C) Fructosa: dl) y a.) En plrldlna a temperatura ambiente y bafio
de muaria se aprecian COIIIPOItdmICHtOS paralelos a los que sucedlan en
amonlaco

b)) v b:) En quinoleina no hay diferencia con pmdma
¢) v ¢;) En lutidinas tampoco hay diferencias. :

D) Sorbosa:- a), as); bi), bu); o) y ¢:;) A temperatura ambiente las
mismas particularidades que en amoniaco, p01 lo que no se describen.

E) Galactosa: a), as); b)), ba}; o), ). A temperatura ambiente, se
nota la transposicién de Lobry a las 48 horas por lo que aln parece mais
retardada que en amonfaco a temperatura ambiente, Pero a bafio de ma-
ria desde los 10 minutos aparece la tagatosa, su 3-epimero sorbosa vy
también hay trazas de talosa, que en amonfaco no se detectaba. Triosas
s¢ detzctan desde los 45 minutos,

F) Xilosa: G) Ribosa vy H) Arabinosa. ay), az); bi), b:); ¢) y o). Las
tres pentosas estudiadas se comportan andlogamente en las diversas ba-
ses utilizadas y ademds la descnpcmn de lo que ocurre constituiria una
reproduccién de lo que pasa en amoniaco.

I) Maltosa: ]) Celobicsa y K) Lactosa. ai), a:); bi), bja; <) v ¢2). En
las varias bases se comportan como en amonfaco, s6lo puede destacarse
como particularidad tina mayor intensidad relativa en las manchas de
las diversas cetobiosas, es decir, como si se acelerara la primera fase de
la transposicién de Lobry en todos los casos.

L) Sacarosa: a)), a. "b) b.); ) y ¢:). No hay ninguna diferencia
ostensible con lo_que ocurna en amoniaco a temperatura amblente y a
bafio de miaria. _ _

- M) Rafmosa a,) az); by), by); @)y c) También se comportaba
con la misma lnercia quc lo hacia frente a amoniaco, a temperatura ani-
biente y a bafio de maria.

En definitiva, las bases orgdnicas no daban lugar a resultados distin-
tos a los de las bases minerales pese a que cn la bibliografia se hacen al-
gunas alusiones a esta diferencia. El comportamiento frente a las diver-
sas bases es andlogo al que manifiestan ante el amoniaco.



Contribucion al estudio de laé isomerizaciones e... ‘ C-369

EXPERIMENTOS CON RESINAS DE CAMBIO DE ION

Se selecctonalon tees resinas usadas frecuentemente con el objero de qul—
tar aniones a disoluciones salinas y €n ne pocas ocasiones para el caso
cencrzto de desionizar extractos naturales en los que hay azicares y en
los que cabe prever algin efecto isomerizante o de .algin otro tipo que
entdrpeteria el estudio posterior. Estas resinas han sido Amberlita IR4B
(OH), Amberlita IR400 v Dowsx 2. Los experlmentos realizados son
de . tres thOS '

" A) Contacto de una disolucién de cada aztcar con las diversas re-
sinas agregadas en su seno en la proporcién del 19, mantentendo cada
con]unto a_temperatura ambiente y tomando mucstras despues de 1, 3,

; 12 y 24 horas. _

Puede decirse que en esas condiciones no se observaba cambio algu-
no en los controles tomados a 1 y 3 horas. En el de 6, en cambio, empe-
zaban 2 notarse qmtcmag de isomerizacidn de’ Lobry en todos salvo sa-
carcsa v rafinosa, pero la intensidad era poca. En ningiin caso se aprecia
aparicién de fragmentos.

- B) Repetctdén del experimentoe anterior pero a bafio de marfa. Se
empezaron a controlar los resultados al cabo de 1, 10, 45 vy 90 mMinutos
promgulendo este control hasta las 6 horas de una en una,

Se aprecia isomerizacién de Lobry en todos salvo en sacarosa y rafi-
nosa desde el primer minuto. Desde los 10 minutos se detectan manchas
en la zona de polimeros de todos los aziicares, inversién en el caso de Ia
sacarosa y parcial desdoblamiento de la rafinosa. A los 45 minutos hay
fragmentacién clara de todos los azucares pues se detectan triosas y en
casi todos acetol, destacando la presencia en la disolucién de maltosa del
compuesto dicarbonilico que se detectaba al tratar con bases ordiharias.
Es también conveniente destacar que en casi todos los casos aparecen
pentosas y desox1azucares Hay poca diferencia entre estos resultados;
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recogidos aqui muy esquematlcamente y los que se obtenian con hidré-
xido de sodio y potasm

C) Ensayos sobre columnas rellenas con las sucesivas resinas. Ordi-
nariamente las disoluciones tardaban en pasar por las columnas tiempos
cortos, siempre mucho menores de 6 horas, naturalmente depende del
grado de empaquetamiento de la columna. En consecuncia, como era de
suponer, no se¢ observaban alteraciones dignas de tenerse en cuenta en
problemas de identificacién de aziicares, Por tanto sigue siendo corrzcto
el uso de resinas de cambio de ién utilizadas como relleno de columnas,
pero si la desionizacién sz hace por adicién de la resina al medio, debe-
ran tenerse en cuenta los problemas que podrian surgir si el contacto es
prolongado por méis de 6 horas en frfo y si la accién se intenta acelerar
mediante calor.

D) Comparacién de la forma en que se encuentre la resina. Normal-
mente las resinas bdsicas se utilizan en forma de hidréxidos, ¢s decir, se
han regenerado mediantz hidréxido amdnico, por e]emplo De esa for-
ma es como se han ensayado en los anteriores experimentos en los
que se sucedian las transformaciones descritas. Se hizo entonces un cuar-
to ensayo para cada azicar con resinas en forma de carbonato, es decir,
en forma de sal, en la que el intercambio de aniones puede también su-
ceder, s6lo que en estos casos hay cesién de 16n carbonato ¢n vez d(, hi-
dréxidos.

Los resultadog que se tienen son totalmente dlstmtos a los quc ocu-
rren con las resinas en su forma oxhidrilo, pues en efecto ni ‘atin cop
tiempos largos de contacto en frio o en caliente hay alteraciones de los
azucares de partida, que sean significativos, es decir, que las transforma-
ciones que en alglin caso se notan son las mismas que tlenen lugar en
agua y ain siempre suceden en menor intensidad que en aquella. En
‘resumen la actividad isomerizante, degradante y sintetizante manifes-
tada por las resinas catiénicas se debe a su cardtcer basico cuando se en-
cuentran en forma de hidréxidos, pero no a su naturaleza como tal pues-
to que cuando s¢ saturan con iones carbonato. aln conservando la ca-
pacidad de cambio no mantienén aquella otra actividad,
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CONCLUSIONES

1.%) 8¢ hacs una revision o puesta al dia del fenémeno de mutarro-
tacion de azlcares como caso mas simple de isomerizacién de éstos. Se
han comentado las sucesivas teorlas que imperaron (LoBry, ARwms-
TRONG, JACOBSON y STEZNER, THORPE, ctc.) discutiéndose a continuacién
los estudios que aparecen en la biliografia desde ¢l punto de vista cinéd-
co (Hupsow, IseeLL y Pieman, Smrta y Lowry, Cantor y PEnisTON,
WEesNER, Lowry v FAULKNER, Bro~nsTED v GUGGENHEIM, Dawson y Spr-
vey, PEDERSON, Swain, HiLL y otros, Swain y Brown); deteniéndose en
el estudio de la catdhsis polifuncional para justificar la mutarrotacién en
los distintos medios, incluida el agua, como un buen ejemplo en el que
tiene lugar estas catdlisis,

2.°) Se han referido y comentado las opiniones cientificas que se han
sucedido para interpretar la transformacion de Lobry de Bryun y Al
breda van Ekenstein (KusiN, FiscuEr, Wour y NEruserc, Ner, Mr
cHaiuis y Rona, WoLrrom y LEwis y trabajos posteriores de uno y otro
con sus equipos; KENNER y RicHarps y trabajos posteriores de uno y
_otro; FREDENHAGEN y BONHOEFFER, GoTo, ToPPER y STETTEN, SOWDEN ¥
Scrarrer, Rieper v Rose, ToppEer, SpEck y otros, Kunsspere y traba-
Jo posterior de éste con PETUELY, PRENTICE, CUENDET y SmrrH, BErL y
FEAzEL, etc.).

3° Se dedica un tercer capitulo al estudio de la formacién p051b1e
de deidos sacarinicos, considerando que constituye una buena aportacién

el poner de acuerdo las opiniones que se han sucedido histéricamente
(PeLicor, Kivtany, Winpaus, NEer, Scummr, Isserr, Evans y Bewnoy,
'SHAFFER y FREDEMANN, ‘NICOLET; trabajos varios de CorserT, KENNER ¥
Ricrarpns con diferentes colaboradores; Sowpen, Gps, etc.), para In-
terpretar esta formacién.

4.") Se plantea la justificacién de nuestro estudio como una exigen-
cia de los numerosos problemas pricticos en los que intervienen fené-
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menos de 1somerizacién o interconversioén, con fragmentaciones circuns-
tanciales y con sintesis también ocasionales. Este estudio ha abarcado
casi exhaustivamente al comportamiento de los monosacdridos glucosa,
manosa, fructosa, sorbosa, lactosa, arabinosa, xilosa y ribosa y de los
ohgosacamdoq sacarosa, maltosa, celobiosa, lactosa, melibiosa y rafinosa
frente a varios agentes alcalinos.

5.%) Como agentes alcalinos fundamentales se estudiaron los hidré-
xidos de calcio, bario, amonio, sodio y potasio en expzrimentos parale-
log a temperatura ambiente v a la de bafo de maria, observando los re-
sultados a distintos intervalos de tiempo. Sobre cada azicar se estudid
ademds =l comportamiento en agua con objeto de ver qué parte de las
transformaciones podrian atribuirsc a efecto del agua de disolucién. Se
hizo ademids vn estudio del comportamiento de los. mismos azicares
frente a las bascs 01gan1cas piridina, qulnolema v lutidinas 2-4/2-5 v 2-6;
otro frente a algunas resinas de intercambio iénico de naturaleza basica,
concretamente se utlizaron Amberlita [R-4B (OH), Amberlita IRB-400
y Dowex-2.

6.7 Para la identificacién de compuestos resultantes de unas y otras
aciones se recurrid a la téenica cromatogrifica sobre papel, auxiliada
cuando proczdia, del fraccionamiento en columna de carbdn-celita, A lo
largo del trabajo ha sido Dreuso perfeccmna] ambas técnicds de croma-
toglafla en papel v en columna tanto con fines analiticos come prepara-
tivos. Jeualmente hemos ensayado los reactivos de revelado mds diver-
sos, teniendo ocasién de obc,ervar algunas diferencias con lo cominmen-
te admitido, tales como positividad del fralato dcado de anilina frente a
cetosas, cambios de color distintos de los previstos en los casos de aldo-
pentosas frentz a resorcina, reaccién positiva en los casos de cetopentosas
frente a resorcina, reaccién positiva de las cetosas frente a orcina y cam-
bios de color por calentamiento, evolucién en la tonalidad azul de las
heptu]osaq con orcina, etc., etc. :

La dcscupcmn de resultados se hace por ‘azicares individuales para
el caso del agua e hidréxides y mediante comentarios g]oba!es en lo
que mspccta a las acciones de las bases organicas y de las resmas de
cambios de 16n. ' -

77 LEn disolucién acuosa se han realizado experimentos tanto a
temperatura ambiente como a hane de maria siendo de destacar las si-
gmen*es partmu]audadcs para lag aldohexosas:

a) la glucosa no sufte mids cambios que los propios de la mutarlo—
Tac10f1 '

b} la manosa no experimenta isomerizacién en frio ni adn despues
de doce meses, pero a bafio de maria no se “alteraba a- las 24 horas vsia
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las 72, en que surgian p01 un lado glucosd y por otro manobiosa y mano-
triosa.

¢) la ga]actosa en frio no sufrec cambio alguno pero en caliente apa-
rece como muy vulnerable vy asi a las 24 horas a bafio de maria aparece
tagatosa, galactoblosa y galactotriosa y dihidroxiacetona; a las 48 horas
hay ademds talosa y gliceraldehido; a las 72 horas aparecen sélo dos po-
limeres faltando en cromatogramas repetidos los productos de isomeri-
zacién de Lobry y de fragmentacién, debiendo haber sucedido la retro-
versidn de isémeros y la rzcorabinacién de fragmentos.

8. En agua las cetohexosas ensayadas se comportaron de la si-
guiente forma:

a} la fructosa no experimenta cambios en agua a témperatura am-
biente y a bafo de marfa sélo a las 72 horas en que se observa manosa,
glucosa y psicosa, no apreciandose, en cambio, alguno de los anhidroazii-
cares o dimeros de fructosa (diheterolevulosanas), ni los fragmentos car-
bonflicos detectados por SATTLER, ZERBAN y colaboradores [J. Am.
Chem, Soc., 70, 2406 (1948)], con cuyo motivo sc ha realizado una revi-
s16n expcnmcntal de diversos trabajos relacionados con ese tema. Se
determinan las condiciones criticas en las que tales d1anh1dr1dos pueden
detectarse, pero no pudo comprobarse presenma en ninguna de las con-
dicicnes, de fragmentos carbonilicos de pequefio peso molecular. Se es-
tudié también la sintesis de heterolevulosanas con fines comparativos,
en presencia de clorhidrico concentrado a baja temperatura,

b la sorbosa en agua no sufre cambios a remperatura ambiente des-
pués de un ano ni a baflo de maria después de 72 horas por lo que mues-
tra una resistencia a la isomerizacién v otras transformaciones mucho
mayor que la fructosa.

9.) El comportamiento en agua de las aldopentosas es-cl que sigue:

a) cn agua la arabinosa a temperatura ambiente no manifiesta cam-
bio, ni tampoco a las 24 6 48 horas, a bafio de marfa; a las 72 horas se
detectan -ademds de arabinosa, arabobiosa y arabobiulosa como oligosa—
ciridos de sintesis, y ribocetosa como fase importante en la isomeriza-
cién de Lobry,

b) la xilosa a temperatura ambiente no sufre mis cambio que la
mutarrotacion, que en el presente caso se comprobo polarimétricamente;
a baflo de marfa a las 24 horas s¢ detectan x1]oblosa y xﬂotriosa y una
‘heptulosa.

¢) las disoluciones de ribosa (D r1bosa) en’ agua, a temperatura am-
biente no producian nuevos azicares y aparentemente sufrian escasa mu-
tarrotacion, puesto que, el poder rotatorio sélo variaba en 0,75, en deter-
minaciones hechas a las 24 y 48 h. y al cabo de 1 afio. Sin embhrgo, en
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este ltimo aspecto, al hacer el estudio de 20 en 20" se comprueba que el
poder rotatorio se distancia del original en los' primeros periodos de 20
para ir acercandose luego al poder rotatorio de partida valor [2] 3=
=3,75" que se alcanza a las 2 h. 20". A bafio de marfa a las 24 v 48 h. se
detecta la pre%encm de arabinosa y heptulosa pero no de rlbulosa a las
72 h. se aprecian ademds dos polimeros de ribosa y dos de¢ arabinosa.
10°) La sacarosa a temperatura ambiente sufre una pequefia inver-
sién. A bafio de maria a las 24 h. inversién total, pero cromatografica-
mente se detecta una concentracién de glucosa mucho mayor que la de
fructosa y algo de manosa, por lo que la fructosa naciente habrd sufrido
la isomerizacién de Lobry, aparte de otros procesos. A las 48 h., y no hay
nuevo cambio a Ias 72 h., ademis del predominio de glucosa y de Ia pre-
sencia de manosa aparece psicosa; esta Gltima debe ser consecuencia de
una mayor vulnerabilidad de la fructosa naciente (cuando se parte de
fructosa el fenémeno no se manifiesta hasta después de las 72 horas).

I1 °) Las glucobiosas maltosa y celoblosa difieren entre si en el com-
portamiento :

2) la maltosa en agua no mostraba alteracién alguna ni a tempela—

tura ambiente ni a bafo de marfa, después de 1 afio y 90 h., respectiva-
mente. .
b) - Ta celobiosa, aunque ‘en disolucién acuosa a temperatura ambien-
re no sufrfa ningdn cambio detectable, en los controles cromatograficos
que se hicieron a las 24 h. ni en los correspondientes a 1, 2 y 3 meses,
en cambio a bafio de marfa a las 24 h. se ha formado glucosa, celobiulo-
sa y celotriosa, es decir, han habido fenémenos de hidrélisis, de isomeri-
zacién de Lobry y dz oligosintesis. A las 48 y 72 horas se detectan ade-
mis fructosa y un incremento en la concentracién de glucosa, ambas
deben haber surgido de Ia maltobiulosa.

122} La lactosa no sufre cambios a temperatura ambiente, en alma-
cenaje prolongado; a bafio de maria a las 23, 47 y 72 h. se nota un lige-
ro proczso de hidrélisis en glucosa y galactosa y la aparicién de lactulo-
sa. El trisac4rido raﬁnosa en agua no sufre Cambms en las condlcmnes
de trabajo adoptadas. '

135) La glucosa en hidréxido calcico (disolucién saturada) y a rem-
peratura ambiente a los 15 minutos se isomeriza parcialmente a fructo-
sa v manosa mientras la psicosa (3-cpimero de la fructosa sélo se apre-
cia a las 7 horas. En tratamiento prolongado aparece ademds dihidro-
xlacetona. En caliente, a bafio de maria no sufre alteracidn al cabo de
1/2 é 1 minuto, obteniéndose cromatogramas- complejos idénticos entre
sf a los 10, 45 y 90 minutos, en los que se detectan glucosa, fructosa, ma-
nosa, psicosa, xilosa-lixosa, trazas de arabinosa y ribosa, xilulosa, glicer-
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aldehido y dihidroxiacetona. No aparecen componentes carbonilicos
mas veloces que la dihidroxiacetona, En cromatogramas aparte se detec-
tan sedoheptulosa y manohbptuloqa y en otros revelados segiin la técnica
de ABDEL-AKHER se comprueba la presencia de escasa proporcidén de sa
carinicos y lactonas, menos que lo que se observaba en frio a las 10 ho-
ras. Se exponen con detalle las hipdtesis que podrian justificar la apari-
cién de los diversos azlcares y compuestos andlogos detectados.

En hidréxido bdrico 0,033 N (disolucién saturada) a temperatura am-
biente no hay diferencia practlca con lo que ocurre en agua de cal. En
los CXPEI'!m"nTOS a babo de marfa desde los 10 minutos la complejidad
es mayor que en el experimento andlogo con cal, notindose, ademag de
los componentes de entonces, una serie de po]imeros de glucosa, en for-
ma de rastro contunuo desde la linea de partida, 6-desoxifructosa y 6-
desoxisorbesa, lactaldehido, acetol y metlgloxal. Se hace una exposi-
c¢idn de los probables caminos seguidos para la formacién de estos com-
ponentes nuevos, comentando con mayor detalle la formacién de acetol.

14.7) Al tratar la glucosa con amoniaco al 19 en frio se confirman
los resultados, muy sencillos, de la bibliograffa. En caliente, sobre lo que
no existen datos, es de destacar la formacién de un polimero dé grado
2 al cabo de 1 minuto y de otro de mayor grade a los 10 minutos, ade-
mis de fructosa vy manosa. A los 45 minutos es cuando la complejidad
puede considerarse definitiva, surgiendo como nuevos ademds de los an-
teriores, la psicosa, el polimero que se mostraba como incipiente a los
10 minutos y la pareja de triosas gliceraldehido y dihidroxiacetona.

En hidréxido sédico 0,25 N en frio a las 3 horas hay formacion de
fructosa v no de manosa, que verdaderamente se manifiesta a las' 6 h., lo
que difiere de lo encontrado por Kusin para el que aiin después de 24 h,,
el predominio de fructosa era absolute; cromatogramas anilogos se ob-
ticnen con musstras tratadas durante 24, 48 v 72 horas. A bafio de
marfa al 1/2 v 1 minuto se forma fructosa y no manosa, pero desde los
10 minutos st quc-aparece esta dltima. Desde ese tiempo se detectan ya
las cuatro aldopentosas y las dos cetopentosas, las dos 6-desoxicetosas ya
citadas y los fragmentos gliceraldehido, dihidroxiacetona y acetel. En
los de 40 y 60 minutos hay ademds sedoheptulosa y manoheptulosa. En
ninguno de los cromatogramas se detectan oligosacdridos. Se hizo un
estudio especial con NaOH 0,24 N, 3 N y 6 N a 50°C en termostato,
obteniéndose con la mds diluida resultados analogos a log de bafio de
maria, pero con las mds concentradas llega a desaparecer la glucosa y a
no notarse ni fructosa ni manosa, salvo cuando se partia de una disolucién
muy concentrada de glucosa en que se apreciaban trazas de unos y otros
azlicares, En cambio sigue aprecidndose la rdfaga de la zona.baja y fal-
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tan os polimeros; en definiriva a ¢stas concentraciones hay poca isome-
rizacién de Lobry y predominan las fragmentaciones. Se trataron de la
misma manera ghceraldehldo, dihidroxiacetona, treosa y xilosa y en es-
tas condiciones ninguno de ellos daba lugar a azicares de gran tamaifio
y si a fragmentos y a escasa proporcidn de pentosas.

e) En hididxido potdsico al 109 a tempemtma ambiente se repro-
duce lo del hidréxido sédico. A bafio de maria hay como un retraso en
el primer minuto.v lusgo mayor efecto que entonces después de 10 mi-
nutos, destacando los fragmentos metllghoxal y lactaldehido ademds
del acetol y triosas, asi como la presencia de abundantes pohmeros v la
aparicién clara de pentosas, faltando la de psicosa. En los experimentos
realizados con hidrdoxido sédico 0,23 N, 3 N y 6 N a 50°C se reproduce
lo observado con sosa, es decir, pledomlmo de fenémenos de fragmen-
tacién.

154 La accion alcalina sobre manosa puedc resumirse asi:

a) En hidréxido cdlcico a temperatura ambiente s6lo después de 48
horas hay indicios de glucosa y fructosa. A bafio de maria nada al minu-
to, pero después de 10, 45 y 90 minutos hay glucosa y fructosa, con pre-
dominio de la primera, mis gliceraldehido y dihidroxiacetona, pero no
psicosa ni pentosas. .

-b) En hidréxido barico no hay-diferencia a t. a. con lo que ocurre
en agua de cal, pero a b. de m. es de destacar la formacién de 3 polime-
ros, el predomlmo de glucosa sobre fructosa, la aparicién de aldo y ceto-
pentosas, la de 6- desoxicetosas, Ia de las dos triosas, la de lactaldehido ° v
acetol v la de heplulosas Todas estas subsrancias, salvo acetol que era
todav1a escaso, se detectaban bien a parur de los 10 minutos.

¢} En hidroxido amoénico a t. a: sélo se detectan los isdmeros previ—
sibles por la transformacién de Lobry y dihidroxiacetona, A b. de m.
no hay diferencia al minito, pero a los 10 aparecen claras glucosa y
frictosa mas manobicsa y manotriosa, notdndose a partir de los 45 mi-
nutos la presencia de- ghc“raldehldo v dlhldromacetona a los 90 minu-
tes no hay cambio detectable. : ’ :

d) En hidréxido sédico a t. a. no se observa mds fendmeno que el
de Lobry y este es escaso a las 6 horas y algo mds intenso desde las 12
horas, manteniéndose prciif:ticamente" idénticos los cromatogramas hasta
los que Correspondlan a tratamientos de 72 horas, A b. de m. existe and-
logo compo1tam1ento quz ¢l mostrado por 1a glucosa como prueba de la
existencia de un COmpuE,StO comiin.

e) En hidréxido ‘potdsico a t. a. no hay d1ferenc1a con el sodlco.
En bafio de marfa debe destacarse como nota distintiva respecto a los
de hidréxido sédico la aparicién de una gran cantidad de polimeros,
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dindose como seguros los de grado 2 y 3 de 1a manosa, independi°n[c—
mente de una mezcla de los dd glucosa y hasta de los de pentosas, de ahi
el rastro casi continuo hasta la linea de partida:

16°) El comportamlento de la fructosa se resume asi:

a) En hidréxido célcico a temperatura ambiénte no sufre cambios
hasta los 30 dfas, en que sdlo ha tenido lugar 1a transforthacién de Lo-
bry. Parece como, si por no ser fructosa naciente, hubiese mayor resis-
tencla z la accidn. En cambio a b. de m. hay 'una manifiesta acelera-
cién y asi al minuto hay va glucosa, fructosa y manosa casl en partes
iguales. En ese prxmer minuto hay trazas de triosas pero ningin tipo de
polimero. A los 10 minutos aparzcen ademds -psicosa, algo de alosa ¥
menos de altrosa y éntre los fragmentos hay acetol ademds de las triosas.
A los 45 y 90 minutos se ncrementa la proporcién de glucosa y manosa.
En cromatogramas aparte se detectan heptulosas, debiendo destacarse
que no se han detectado pentosas.

b} En hidréxido. birico a t. a. no hay diferencias con lo rotado con
el de calcio. A b. de m. hay un efecto mds manifiesto desde el primer
minuto, notindese como novedad la aparlcton de pentosas y la de 6-de-
soxicetohexosas, asl como la de una gran cantidad de polimeros, pasa-
dos los 10 minutes se encuentran también log fragmentos lactaldehido,
acetol y metilglioxal, e incluso en cromatogramas viejos se aprecia una
mancha atribuible a glicolaldehido. Slguen aprec1andose las heptulosas
de swmpre

¢} En hidréxido aménico a temperatura ambiente sélo una transfor-
maciin de T_.obrv suave. A b. de m. 13 accidn también estd suavizada
al minuto sélo sintomas de Lobry, a los 10 minutos aparece dihidroxiace-
tona. A los 45 v 90 minutos se detectan también psicosa, gliceraldehido,
acetol y rastro de los otros fragmentos. Las heptulosas sélo aparecen en
trazas, ‘

d} En hidréxido sddico a t. a. s6lo la reacién de Lobry. A b. de m.
se observan ya glucosa y manosa a los 30 segundos y al minuto apa-
recen ademds triosas y acetol. A los 10 minutos se notan también pento-
sas y desde los 60 minutos dos polimeros, uno que era sacarosa y otro
frucrobiosa, 6-desoxicetohexosas, lactaldehido y metilglioxal. Hay dlara
formacién cle heptulosas:

¢) En hidréxido potasmo at. a. nada de particular. A b. de m. in-
cremento en la concentracidn de pentosas y flagmentos de 3 carbonos,
aumentando el nimero de azicares secundarios (alosa, altrosa).

»17°)  Las particularidades del tratamiento alcalino de la sorbosa son:

a) En hidréxido cdlcico a t. m. se aprecia la transposicién de Lobry
a las dos horas no observdndose ningiin otro fendmeno después de 24
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horas. A b de m. al minuto sélo el cambio de Lobry y a los 10 minutos
surgen ademas tagatosa y las dos triosas. A los 45 y 90 minutos incremesn-
to en la proporcwn de los azlcares formados, aprec1and0 COMO NUevos
pentosas y ramnosa, 6-desoxifructosa y 6-desoxisorbosa y frdgmentor. de
-3 carbonos. También heptulosas.

b) En hidréxido bdrico debe repetirse lo del célcico con incremento
en cuantia, debiendo destacar la presencia de polimeros. :

c) En hidréxido aménico a t. a. sélo gulosa e idosa (Lobry). A b. de
m., al cabo de. 1 minuto lo mismo que a t. a.; a los JO minutos apa-
recen ademds tagatosa, gliceraldchido, dihidroxiacetona, 6-desoxicttosas
y lactaldehido. A los 45 minutos incremento general y a los 90 minutos
disminuye la proporcién de dihidroxiacetona y lactaldehido, sin duda
por haberse recombinado para dar lugar a las &desoxicetohexosas.

d) En hidréxido sédico a temperatura ambiente se forman gulosa e
idosa, mds de la primera que de la segunda; puede decirse, que hay una
reproduccién de lo que ocurre en hidréxido cilcico pero todo con mayor
intensidad, Destaca la aparicién de polimeros como en hidréxido bérico.

¢} Ln hidréxido potdsico se notan como peculiaridades r2specto a
Tlo que ocurre en el sédico la mayor claridad con que se¢ notan ]os poli-
meros v la aparicién de ramnosa y quinovosa.

18. ) La galactosa frente a los dlcalis ofrece las mgmcnteq paltlcula—
ridades:

a) Con agua de ca] a temperatura ambiente aparece tagatosa a las
10-12 horas y talosa poco después. En bafio de maria en el primer minu-
to se forma tagatosa y galactoblosa A los 10 minutos hay ademds pro-
bable galactobiulosa (a manera de rastro de galactobiosa) y talosa, sor-
bosa, aldo y cetopentosas y las dos triosas. A los 45 y 90 minutos no apa-
recen nuevos azlcares ni otros fragmentos

b) En agua de barita a t. a. lo mismo que en cal y a b. de m. un
cierto retraso para la transposicién. de Lobry, ya que en el primer mi-
nuto no hay nuevos monosacirridos, pero si galactobiosa. A los 10 mi-
nutos aparecen ademds galactobiulosa, tagatosa v talosa, sorbosa y xilu-
losa, pero no triosas, por lo que cabe pensar que estas dltimas se consu-
men rdpidamente en su forma naciente. A los 45 minutos aparecen poli-
meros de mayor grado, heptulosas, ribulosa y ribosa y en menor propor-
ctén las otras aldo y cetopentosas, gliceraldehidd, 6-desoxicetohexosas,
dihidroxiacetona, lactaldehido, acetol y algo de menlghoxal A los 90
minutos ninguna otra novedad.

) En hidréxido aménico al 1 9% en frio sélo una 1nc1plente Lobry a
las 24 horas. Al minuto en bafio de marfa no hay isémeros y si galacto-
biosa. A los 10 minutos se forman tagatosa y el 3-epimero sorbosa, pero
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no talosa, lo que defiende a la fase cetosa como previa a las 1someriza-
ciones. A los 45 vy 90 minutog si ‘que hay talosa y triosas pero no otros
frdgm(,ntos ol desoxmetosas

d) En hidréxido sddico a t. a. sélo la transposmlon de Lobry A
b. de m. hay intensa oligosintesis en el primer minuto, apareciendo ga-
lactobiosa, galactobiulosa y galactotriosa, que se aislaron, y otros polime-
ros de mayor grado, ademas sorbosa, tagatosa y talosa, trazas de una ce-
topentosa y las des triesas, Desde los 10 minutos los crematogramas co-
rresponai-entes son andlogos vy en ellos’ destaca la presencia de heptulo-

s, pentosas, idosa, dendrocetosa, quinovesa, ramnosa, gllceraldehldo
éwdubomfructosa 6-dlesoxisorbosa, -dihidroxiacetona, lactaldehido, acetol
y metilghoxal (escaso) ‘

¢) En hidréxido potdsico a t. m. y a b. de m. sufre cambios andlo-
2os a los citados antes. De los ohgosacarzdos sélo estin 'muy claros galac-
tobiosa y galactotriosa.

19.°) La arabinosa se comporta como sigue:

2) En agua de cal a t. a,, empieza la transpoesicién de Lobry a las
24 horas y no hay nada nuevo después de 90 horas. A b. de m., al mi-
nuto aparecen ‘ya - los isémeros de Lobry y el fragmento dlhldromaceto-
na. Desde los 10 minutos se encuentran ademéas araboblosa, xilosa, v xi-
lecetosa, algo -de lixosa, y gliceraldehido, pero no -otros fragmento's, ni
desoxicetosas ni heptulosas,

b} Con barita los efectos son algo mds enelgmos ab. de m., que los
d= cal, dcatacando que va en -el purner minuto hay sintesis de una masa
de azicares superiores y de pohmeros poco definida, vy aparecen frag-
mentos, mientras las isomerizaciones a otras ‘pentosas -0 la sintesis de
éstas es 1nc1plente. Desde los 10 minutos los cromatogramas son idénti-
cos, caracterizandose como nuevos arabobiosa, arabobiulosa, arabotric-
sa, arabotriulosa, arabotetrosa, ribosa Y ribulosa mis manifizstas, xilosa
siguc escasa, x1locetosa ramnosa y qumovosa ((escasas), gliceraldehido,
‘6:desoxicetosas, dihidroxacetona, lactaldehido, acetol y metilglioxal. Ha-
bfan también heptulosas. o ‘

¢) Con hidréxido aménico a t. a. una escasa transposicién de Lo-
bry. A b. de m. no hay alteracién al primer minuto pero a los 10 existe
un politmero, una hexosa (sorbosa), ribosa y ribocetosa -y algo de gliceral-
dehido. A los 45 minutos aparecen arabobiosa y xilosa; el correspondien-
tesa 90 minutos sdlo muestra mds xilosa.

-d) En :hidréxido sédico a t. .a.séle los isémeros de Lobry pero ade-
miés al primer minuto estin las cuatro pentosas'y sus 2 -cetosas, «dihi-
«droxiacetona -como -fragmento winico y arabobiosa .como polimero -exclu-
sivo. A los 10,45 y 90 minutos muchos pelimeros (arabetriesa, xilotrio-
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sa, ribotriosa, arabobiosa, xilobiosa mds lixobiosa, .ribobiosa), heptulosas,
sorbosa, ramnosa .y quinovosa, ghcexaldehldo 6desox1cetosas dlhldro
xiacetona y lactaldehido y acetol. :

e) en hidréxido potdsico ninguna pdruculaudad niat a nlab. de
m. respecto a lo que sucede en sosa.

20y El comportamiento de.la xilosa puede resumirse asi:

a) en hidroxido cilcico a t a. sélo nansposmlon de Lobry y no in-
tensa, A b. de m,, al minuto los polimeros de grados 2, 3 y 4, xilosa,
trazas de ribocetasa, xilocetosa y dihidroxiacetona. En los cromatogra-
mas correspondlentes a tiempos mayores de 10 minutos es ya abundan-
te la ribocetosa e 1nc1p1entes las manchas de arabinosa y ribosa.

b) en hidréxide bdrico a t. a. no hay diferencias con el de calcio.
A b. de m,, los cromatogramas' que corresponden a 1 minuto son muy
simples solo estan los polimeros pero falta la xilocetosa. A los 10, 45 y
90 minutos son en cambio mds complejos que entonces. Asi se detectan:
las dos triosas, las 6-desoxicetosas (de fructosa y smboqa) y. los fragmen-
tos lactaldehido, acetol y metilglioxal. :

'~ ©) en amonfaco a las 48 horas xilocetosa y algo de ]1xosa A baito
de marfa al primer minuto dos polimeros y cola, asf como xilosa, xiloce-
rosa v lixusa, pero mnguna otra. En los de mds de 10 minutos aparecen
ademds cuatro polimeros y ribocetosa, gliceraldchido, 6-desoxicetosas y
dihidroxiacetona. -

d) en hidréxido sdédico a t. a. sélo se nota la transposicién de: Lo-
bry desde 24 horas en adelante. A b. de'm. al minuto abundan los po-
thros todas las pentdsas, sobre todo x11ulosa y dihidroxiacetona. Des-
pués de 10 minutos se encuentran ademds gliceraldehido, las dos 6-deso-
xicetosas usuales, dihidroxiacetona y los tres fragmentos de siémpre.-

e) en hidréxide potdsico a temperarura ambiente lo mismo que con
sédico. A b. dz= m. durante el primer minuto hay como un retardo fes-
pecto a aquel. Asf, aparecen los polimeros xilobiosa y xilotriosa, también
la ribocetosa y lixosa pero no la dihidroxiacetona. A los 10 minutos hay
hexosa y hcptu]osa y también dihidroxiacetona. A los 45 y 90 minutes
el aspecto es andlogo al de los de hidréxido sc’)dlco de 10 minutos en
adelante., :

21°) La 11bosa se Comporta frente’ a los alcahs dela s1gulente ma-
nera:

a} En agua de cal a temperaturd ambiente sdlo los 1someros de Lo
bry. A b. de m. al minuto aparecen estos mismos isémeros (con poea
nbulosa) heptulosas, dihidroxiacetona siendo caracteristicos los" polime-
108 ribobiosa, arabiobiosa y rlbotrlosa Desdé los 10 minutos enadelante
es mas abundantela ribocetosa, se nota muy bien la de’ xilocetosa - y xilo:
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sa, apareciendo ‘gliceraldehido, 6-desoxicetosas y los fragmentos de tres
carbonos lactaldehido, acetol .y medlglioxal aunque estos dltimo son
muy definidos.

b} En hidréxido barico a . a. lo mismo gue en cilcico, A b, 'de m.
al caho de 1 minuto no se observa accién alguna, pero a los 10, 45 v 90
mmutos se rgproduce lIo que ocuiua con el agua de cal-

¢) En hidréxido aménico a temperatura ambiente sélo sucede una
sencilla pero retardada transposicién de Lobry, A bafio de marfa al mi-
nuto ya estdn los polimeros de antes e incluso la xilosa y algo de lixosa
junto a cetopentosas €n pequefia proporcidn y dihidroxiacetona. A los
10 minutos y tlempﬂs mds lar gOs hav cada vez mas xilocetosa y aIdopcn-
tosas cmrespondlentes, existen los ftagmentos menores pero no llegan
a derectarse 6-desoxicetosas. .

d) En hidréxido sédico a t. a. sélo la reaccién de Lobry y a b. de m.
desde el primer minuto todas las aldo y cetopentosas ademds de gli-
ceraldehido, dihidroxiacetona y trazas de otros fragmentos, sin detec—
tarse heptulosas En cambio desde los 10 minutos aparecen ademds, 6
desoxicetohexosas, fragmentos menores y pohmeros

e) En hidréxido potisico el comportamientc} general es andlogo.

22"y En alcalis la sacarosa tiene un comportamiento que se resume
asi: ,

a) En hidréxido cdleico no sufre alteracién ni a t. a. ni a b. de m.
¢n contraste con lo que ocurre en agua. :

b) En hidréxido birico se repite lo mismo.

¢) En hidréxido aménico a t. a. sufre ligera inversiéon y a b. de m.
después del primer minuto ya se dstecta dicha inversién, que €s pue-
dominante a los 10 y 45 minutos, observando una desaparlmon casi com-
pleta de fructosa a los 90 minutos, en beneficio de la 1egene1ac1on de
sacarosa e incremento de glucosa.

d) En hidréxido sédico no se observa cambio alguno.

¢) Tampoco en hidréxido potdsico.

23°) . La maltosa se comporta como sigue:

a) En hidréxido cilcico, a temperatura amblente desde las 6 horas
da matulosa y icidos sacarinicos. A las 24 horas hay clara disminucién
de maltosa y abundancia de giucosa fructosa y manosa, obteniéndose el
maximo de glucosa a las 48 horas, a partir de cuyo momento va dismi-
nuyendo en concentracién de maltosa sin aumento - de monosacdridos
(se van formando sacarinicos) de modo que a los 5 dlas no hay ni mal-
tosa ni maltulosa.

A bafio de maria se inicia la formacidén de maltulosa en ¢l primer m.,
v simultdneamente sz detectan glucosa, fructosa y un compuesto identi-
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ficado como 4-desoxi-3-oxo-fructosa (compuesto descrito por MacHELL y
RrcHarps). A los 10 minutos se incrementan las concentractones de to-
dos y aparece dihidroxiacetona y también crece la proporcién de polims-
ros (en forma de trazas algunos ya existian cn la muestra original).

b) En hidréxido bdrico a temperatura ambiente sin diferencia con
el de cal, pero a b. de m. hay una mayor complejidad en los resultados.
En el primer minuto sélo glucosa, fructosa y 4-desoxi-3-oxo-D-fructosa,
Dzsde los 10 mlnutos en los cromatogramas, hay pricticamente un ras-
tro continuo desde maltosa hasta el 4-desoxi-3-oxo compuesto, habién-
dose formado pentosas, 6-desoxifructosa, dihidroxiacctona y lactaldehi-

do como mis tepresentatlvos :

¢} En hidréxido aménico a temperatura ambiente sélo aparecen
maltosa y maltulosa. A las 48 y 72 horas hay ademds trazas de glucosd
y fructosa. A b, de m. a los 10° minutos s6lo. hay. maltulosa y desde los
45 glucasa, fructosa y el compuesto dicarbonilico referido. Todo de-
muestra que la rranq{ormdcmn de Lobry en su-primera etapa es rdpida
v precede a las otras transformaciones.

d) En hidréxido sédico a t. a. a las 24 horas aparecen maltosa, glu-
cosa y 4-desoxi-3-oxo-fructosa, no notdndose ni pentosas ni triosas. A las
48 v 72 horas se detectan ademds malrulosa, fructosa y las dos triosas. A
b. de m. ¢l cromatograma de 1 minuto equivale al de 48 horas a tempe-
ratura ambiente. Los de 10, 45 y 90" minutos, idénticos entre si, son
complejos, destacando como novedad la aparicién de una glucopsicosa,
trazas dc psicosa 6-desoxicompuestos, pentosas y los fragmentos lactal-
dzhido, acetol y metilglioxal, ademis de los que va aparecian al minuto.

¢) En hidréxido potdsico se observa en general una accién algo mds
lenta salvo en Ia formacién de pentosas (ya detectables al minuto), sien-
do caracteristica la formacién de 6-desoxicetohexosas y de lactico. '

24) La celobiosa frente a alcalls se comporta asf: -

a) En hidréxido cédlcico a tcmperatura ambiente sélo se forma, a las
24 horas, algo de celobiulosa y mids glucosa, pero nmgun otro azilcar, A
b. de m. una gran cantidad de pohmeros A los 10 minutos hay abun-
dancia de celobiulosa y de glucosa més dihidroxiacetona y- acetol. A los
45 y 90 minutos estdn las anteriores y ademds psicosa y ghceraldeh1do
Sigue faltando la fructosa.

b) En hidiéxido bédrico a t. a. y al cabo de 1 minuto a b. de m.
tiene el mismo comportamiento que en agua de cal. Para tiempos " supe-
riores a 10 minutos aparecen fructosa, pentosas. 6 desoxicetosas, dihidrlo—
xiacetona, acetol y metﬂghoxal o

¢) En hidréxido aménico a t. a. sélo isémeros-de Lobry A b, de m.
al minuto sélo polimeros y glucosa. A los 10 minutos celobiulosa que
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llega a igualar en concentracién a la celobiosa, apareciendo ademas glu-
cosa y trazas de gliceraldehido, dihidroxiacetona, lactaldehido y acetol.

d) En hidréxido sédico a t. a. s6lo la esperada Lobry, detectable a
las 24 horas. En bafio de marfa al minuto hay: celobiulosa, glucosa y
fructosa, pentosas, gliceraldehido, 6-desoxicetosas, dihidroxiacetona y
4-desoxi-3-oxo-fructosa. En los de 10, 45 y 90 minutos Ia diferencia estd
en la presencia de lactaldehido, acetol v mertilglioxal,

e). En hidréxido potdsico se obtiennen cromatogramas andlogos a los
cotrespondientes a la isomerizacién con sosa, a t. a. y a b. de m., salvo
en las condiciones de bafio de maria v 1 minuto ¢n las que con potasa
sélo sz forman celobiulosa, glucosa y 4.desoxi-3-oxo-fructosa, faltando
los restantes azicares y fragmentos que resultaban en hidréxido sédico.

25.") EI comportamiento resumido de la lactosa es el que sigue:

a) En hidréxido cilcico a temperatura ambiente se identifican a
lag 24, 48 v 72 horas lactosa, lactulosa y galactosa, pere no tagatosa y
talosa de las que se dan cuenta algunos autores. A b. de m., después de |
minuto, no hav alteraciones pero a los 10 se identifican lactulosa, galac-
tcsa y glucosa mas trazas de fructosa y de dihidroxiacetona. A los 45 y

- 90 minutes sélo aparece como nuevo el gliceraldéhido, pero no el com-

puesto dicarbonilico esperado.

b) En hidréxido birico a t. a. sucede lo mismo que en el de calcio;
a b. de m., al minuto nada, pero a.los 10 minutos hay glucosa, fructosa,
dihidroxiacetona, 4-desoxi-3-oxo-fructosa y acetol. Los cromatogramas de
45 y 90 minutos contienten ademds pentosas.

¢) En hidréxide aménico a t. a. nada de particular y a b. de m.
s6lo dlgo de gdlactosa y glvcosa, ademds de lactosa y lactulosa v de las
dos triosas en pequeia proporcién.

d) En hidréxido sédico a t a. sélo Lobty v a b.de m. al minurto

.86lo lactosa, lacrulosa y dihidroxiacetona. Desde los 10 minutos hay ade-

mds pentosas y los fragmentos de 3 carbonos usuales; cs clara la p'resenw
cia del compuesto dicarbonflico ya referido.

e} En hidréxido potdsico a t. 2. y después de 1 minuto a b. de m.
se obtienen cromatogramas muy sencillos. Pero desde los 10 minutos
aparecen los isémeros previsibles mas las 6 desoxicetosas, y el dicarbo-
nilico y fragmentos. :

26.°) La melibiosa s6lo pudo ensayarse en su comportamiento frente
a hidréxido sédico ya que se habia usado la mayor parte de la disponible
en experimentos de hidrolisis escalonada, y en el tratamiento con agua.
En sosa a temperatura ambiente, después de 24 horas, solo se obtiene
melibiulosa, probable galactomanosa ‘tagatosa y galactosa. A bafio de
maria, al minuto s inicia el transito a mehblulosa Desde los 10 minu-
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tos ademas de melibiulosa aparecen galactosa, glicosa, fructosa y tagato-
sa, talosa, 6-desoxicetosas, gliceraldehido, dihidroxiacetona, lactaldehido,
acetol y metilglhoxal, pero falta ¢l compuesto dicarbonilico que cabia
esperar.

27°) La rafinosa en hidréxido célcico a t. a. y a b. de m. no sufre
alteracién alguna, salvo la dudosa de algin polimero relacionado con la
rafinosa, en ramafio y caracteristicas. En hidréxido aménico aparece a
b. de m., en cambio a t. a. nada, una cierta hidrélisis desde el primer
minuto hasta meltbiosa y fructosa. El aspecto de los cromatogramas se
mantiene a los 10, 45 y 90 minutos.

28.°) Los resultados obtenidos con los distintos azucares frente a
piridina, quinoleina y lutidinas en agua al 1 % pueden resumirse asi:

A) At a sucede lo que sigue: a} todas las hexosas y pentosas ern-
sayadas sufrian sélo la transposicién de Lobry, b) la sacarosa apenas si
era alterada, c) la maltosa, celobiosa y lactosa sélo daban las cetobiosas
correspondlentes y en proporcién escasa, d) la rafinosa no sufrfa alte-
‘racion.

B) ‘A bafio de maria sufren todos los azicares ensayados la transpo-
sicién de Lobry en el primer minuto, aprecidndose fragmentaciones que
recuerdan casi siempre a las que suceden con amoniaco.:

299 Las resinas de cambio de ién Amberlitas IR-4B (OH), IR-400
y Dowex-2 a t. a. no producen en realidad cambios sobre ninguno de
los aziicares ensayados después de un contacto prolongado de 6 horas,
inicidndose epimerizacién a las 12-14 horas. En consecucncia, tampo-
co provocaban alteraciones al usarlas para el llenado de columnas. Sin
embalgo en los ensayos a bafio de marfa llegaban a producirse fragmen-
taciones y recombinaciones, siendo compalables los resultados a los obte-
nidos con hidréxido sédico y- potdsico.
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