. Transtormaciones de mono y disacdridos

por el dcido sulforico 2 N

POR
A. SOLER, G. GUZMAN Y C. PEREZ SANCHEZ

Hay muchas circunstancias.en las que los monosacaridos y oligo- y po-
lisacaridos se someten a una accién dcida (hidrélisis de almidén, inver-
sidn quimica de sacarosa, hidrélisis escalonada de hemicelulosas, extrac-
c1on. dcida..de materiales pécticos, transformaciones de pentosas y hexo-
sas en furfural y derivados, etc.). Otro tanto suceds cuando mono y poli-
sacaridos se exponen a acciones alcalinas.

En esta comunicacién damos cucnta de una serte de cnsayos encami-
nados 1 cstudiar el comportamicnto de algunos mone, di y trisaciridos
¢n disolucidn sulfdrica 2 N, a la temperatura de bafio marfa ¢n el trans-
cursn de.algunas horas. ' ‘

En trabajos anteriores (1), hemos podido- comprobar la complejidad
de las .mezclas de reaccidn resultantes del comportamiento de estos mis-
mos hidratos de carbono frente a disoluciones al 1 9 de los hidréxidos
sodico, potdsico, aménico y disoluciones saturadas de los de calcio y ba-
rio, todos -ellos realizados en las mismas condiciones de trabajo. Las trans-
formaciones fueron fundamental -y simultdneamente epimerizaciones,
degradaciones con recombinacién de fragmentos, hidrélisis y polimeri-
zaclones,

(*} Comunicacién presentada a la XII Reunidn Bienal de la Real Sociedad
-Espanola de Fisica ¥ Quimica. Salamanca, junio 19635.

(1) M. C. PtrEz SincHEZ, Anales Univ. Murcia, 34 {1964); A. SoLer, G Guz-
mAN ¥y C. Pérez SAnNcHEZ, Anales Real Soc. Esp. Fis. y Quim., 62, 157 (1966);
ib., 62, 737 (1966).



C-224 A. Saler, G. Guzmidn y C. Pérez Sdnchez

En medio acido, cambia considerablemente el comportamiento de es-
tos glicidos y micntras tienen lugar las reacciones de epim‘erizacién y
polimerizacién no hemos podide detsctar cromatogrificamente ningin
compuesto que determine Ja aparicién de degradaciones moleculares a
dihidroxiacetona, gliceraldehido y metilglioxal por lo que-tampoco apa-
recen los compusstos de sintesis a pdl’tlr de estos fragmentOS como serfa
el caso de las heptulosas. Los cromatogramas resu’ "tan mas sencillos, En
todos los monosaciridos sc compruelm que queda parte del ghicido sin
atacar, con excepcién de las. cetosas, 50rbosa y fructosa que desaparecen
4 las 96 horas de.tratamiiento) asi como todo.otro compuesto detectable
cromatograficamente, mientras en di y trisacdridos la hidrélisis es com-
pleta a las 24 horas y son los eslabones de que estdn formados los que se
transforman posterlolmentc y, de acuerdo a los resultados antes indica-
dos, no llegan a desaparecer en el transcurso total del tratamlento. Se
observa clerta analogia en las transformaciones sufridas por las aldche-
xosas v disacindos: Igualmente ocurre con-las cetosas entre si y entre
las a1d0pentosae, Entre di y trisaciridos no sélo es semejante el compor-
tamiento entre e]los sino también con las aldohexosas en sus U'timas
transforniaciones.

Simultdncamente aunque MO tan extensas, se han realizado cstcs en-
sayos €n disoluciones acuosas. En unos casos, el comportamiento es ani-
logo al que tiene lugar en medio dcido; en otros aunque igual, se,plodu-
ce un retraso en la aparicién de los compuestos de reaccién que a veces
82 pm onga hasta las 72 boras, y en los de glucosa, sorbosa, maltosa y ra-
finosa los azucares permanecen maltmados considerandolos por tanto
‘como fos- mas cstables. :

_ Desdc hage mis. de un slglo se estudian las degladdaones 4cidas de
Tos hidratos dé carbons” MurLDER (2) aislé en 1840 Acido férmico y el
COmpuesto conocido actualmente como acido levu'inico. También por la
‘_acc1on del qu]furlco sohre gluc05d (3) aparece ac1d0 “férmico ¥ material
po‘imérico coloreado Invesngadows posteriores | cgan a la conclysién
"de que este comportdmlento fu,nre .a los dudos es’ comiin a todas ]d'?,
hexasas.

"En 1895 al tmtcu los productos de hldlollblb de la mu]lna con dCldO
bxahco obrlcn(,n L ADa ‘511‘3[2111(:1& que recumdd en sus pmpledades al fur-

[T

@ G. 1. Muwks, J. —"prél'{-.'r" ‘Chem.,. 27, 229 (1940) (Advan- Carbohydrate
~Chem 6. 84) 1 R ) Sy .
(3) JAL von GroTE v BooToucens, Ann.,. 206,226 (1881) (Advan:, €arbohydrate

Chem 6, 84).
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fural (4) y Kiermaver (5) considera a la- fructosa 'y-sacarosa  €omo las
principales fuentes de produccién de este compueste- 4l ser tratadas con
el mismo dcido. Branksma (6) confirma que se forma este compuesto a
partir de hexosas por eliminacién de tres moléculas: de agua empezando
a observar la mayor reactividad de las cetohexosas con relacién a las aldo-
hexosas-(7). EKENsTEIN v Branksya (8) son los primeros autores-que sefia-
laron que la degradacién de hexosas a dcido levu'inico tiene lugar previa
formacién -de hidroximetilfurfural. E iguabmente se ha llegado a la con-
clusién (9) de que no es necesaria la catdlisis dcida para la obtencién de
S-hidroximetilfurfural ya que se logra igualmente en- disolucién acuosa
de azilcares anhidroaziicares, etc., calentandolos a 100-150° C.

L.as disoluciones acuosas de glucosa se colorean cuando se calientan
durante varias horas a 00" C haciendo responsable del pardzamiento al
hidroximetilfurfural formado, seguido de polimerizacién a sustancias -hi-
micas,

WorrkoM, Scuuer, Lieve v Cavartert (10} estudian espzctrofotomeé-
tricamenze el paso de D-glucosa a S-hidroximeti'fulfural a través de una
seric de compuestos ya enunciados por WoLrroM, WaLLace y MercaLr
(11) y comprobados por ellos.

El paso de fructosa a las correspondientes aldosas epimeras (12) fue
estudiado en presencia de varlos dcidos organicos, logrindose separar
e ldentificar glucosa, fructosa y manosa pOlleg[‘aﬁCd y cromatograﬁca-
mente. La glucosa se eplmerlm en condiciones similares. El hecho ‘de
que el compuesto intermedio en estas reacciones similares sea el mismo
enodiol juqtiﬁca la aparicién del hidroximetilfurfural en el tratamiento
de ambos azdcares.

Para Rice y Fisupew (13) en el tratamiento de las pentosas, con di-
solucidn de dcido sulfirico a varias concentraclones, tempos de trata-

() G. DéeL, Chem. Zig., 19, 166, 216 (1895) (Advan. Carblohydrate Chem.,
(5) J. Kigrvaver, Chem., Zig., 19, 1.003 (1895) {Advan. Carbohydrate Chem.,

. (6) W.. ALBERDA VAN EKENSTEIN ¥y J. J. BLANKSMA, Chem Weekblad, 6 717
{1209} {Advan. Carbohydrate Chem., &, 8.))

(7Y W. N. HawortH v W. G. M. Joms J. Chem. Soc., 667 (1944).

{8) W. ALBERDA van Exenstein y J. J. Branksma, Chem. Weekblad, 7, 387
(190} (Advan. Carbohydrate Chem., 6, 85).

(9 R. MownrtcoMiERY y J. F. Wicainsg., . Sec. Cheni.: Ind. London, 66, 31
(1947): C. Tanaka, Mem. Coll. Sci., Kyvoto Ymp. Univ. (A), 13, 265 (1930) (Advan.
Carbohydrate Chem. 6, 86).

(10) M. L. VVOLF‘ROM R. D. ScHuer ¥ Ligse F. CavaLiEri, J. Am. Chem Soc.,
70, 515 (1948).

(1) M. L. WoLrrosm, E. G. WaLLAGE ¥ E. A. Metcavr, J. Am. Chem,. Sac.,
64, 265 (1942).

(12)) F. PrrueLy (Univ. Graz. Austria), Monatsh. 8§84, 298 (1953) (C. A. (1954}
4447 e

(13) 7. A. H. Rice ¥y Lawgence Fisesein, J. Am. Chem. Soc., 78, 1505 (1956).
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miento y temperatura, se obtienen los mismos espectros en el ultraviole-
ta, para ¢l furfural y otras sustancias también solubles en éter tales como
acetaldehido, formaldehido y crotonaldehido.

Los mismos - autores (14) obtuvieron para las hexosas reductoras bajo
las mismas condiciones espectros de absorcién semejantes. Sin embargo,
ta velocidad a que el espectro se desarrolla era caracteristico-de.cada he-
xosa individual. Los compuestos reconocidos, solubles en éter, fueron
acetaldehido, propionaldehido, formaldehido y S-hidroximetil-2-furfural.

AnEer (15) recoge una seriz de mecanismos propuestos a lo largo de un
siglo para explicar por diferentes caminos las transformaciones de hexo-
sas y pentosas a 5 hidroximetilfurfural y furfural, respectivamente, en
medios alcalinos v Acidos,

En un tr aba]0 de FETZER y colaboradores (16) encontramos una dis-
cusién interesante sobre el efecto de la concentracién de dcido y de la
temperatura sobre la glucosa y polimeros dc ésta, destacando el cfecto
preponderante de la concentracion del substrato, ante todo en los fenéd-
menos de réversién en los que obticnen maltosa v gentiobiosa asi como
otros oligosacdridos,

Menpick (17) estudid el comportamiento de la glucosa y almidén
frente a catalizadores dcidos y basicos proponiendo un camino para la
transformacién de glucosa a fructesa seguida de deshidratacién, y cam-
biando las condiciones de reaccidn con Animo de consegun mayores rendi-
mientos de S-hidroximeri'-2-furaldehido que posteriormente conduce a
dcidos levulinico, férmico y sustancias himicas.

Nuestros resultados concuerdan en’ parte con los 1'ﬂcngidoq en estas
publicacioncs; en efecto, tenen lugar reaccionzs de prmerlzacwn a tra-
vés de compuestos enodidlicos, demostrado por la presencia simultinea
de las a'dosas epimeras y la cetosa comin a ambas en los cromatogramas
correspondientes a manosa, glucosa y fructosa.

La mayor partc de los investigadores dedican sus esfuerzos a demos-
trar la presencia de 5-hidroximetil-2-furfural ¥ 2furfural a través de una
seric de compuestos y por diferentes mecanismos de reaccidn, compues-
tos que se forman, y nosotros no detectamos porque avanzan con el fren-
te del disolvente y, para lograr separar los demds componentes de la mez-
cla de reaccién, hemos de desarrollar el cromatograma durante tiempos
prolongados y por tanto quedan fuera de nuestro reconocimiento. Por
otra parte, también tienen Jugar las reacciongs de pardeamiento probable-

(14y F. A. H. Rice ¥ Lawnrence Fisuseim, J. Am. Chem. Soc., 78, 3731 (1956).
{15} BE. F. I. J. Aner, Advan. Carbohvdrate Chem., 79, 181 (1964)°
. (18) W. R. Ferzer, BE. K. Crossy, C. E, BxcEnL ¥ 1. C. KirsT, Ind. Eng. Chem,,
49, 1.075 (1953).
- (17) M. C. Mennick, J. Org. Chem., 27, 398 (1862).
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mente debidas a la polimerizacién de furfural, y que quedan en origen
en el transcurso del desarrollo cromatogrifico. : .

* Sin embargo, hay pocas referencias concretas y a veces. entre sl con-
tradictorias, respecto a la formacién de una serie de compuestos que
también se forman que constituyen fundamentalmente dos grupos,
unp el de polimeros de aldosas y otro ¢l de un grupo de polimeros de
cetosas que cromatogrificamente permanecen supcrpucstas o intercala-
das entre las anteriores y que sélo pueden ser detectadas por medio de
reveladores especificos y muy sznsibles a la estructura cetosa. Este avance
simultineo, aun en tiempos de desarrollo “cromatogrifico prolongado,
hace casi imposible e] aislamiento por métodos cromatogrificos de los dis-
tintos componentes. Hemes prescindido de momento de su aislamiento.

PARTE EXPERIMENTAL

Estudiamos los mono di y trisaciridos: glucosa, galactosa, manosa,
xilosa, arabinosa, ribosa, sorbosa, fructosa, lactosa, maltosa, celobiosa,
sacarosa y rafinosa.

Porciones de un gramo .de cada azucar, en 10 m! de disclucién de
sulfiirico 2 N, se introducen en tubos de ensayo provistos de refrigerante
de aire. Se mantiene durante 24, 48, 72 y 96 horas a bafio de maria en
atmésfera normal. Transcurrido los correspondientes tiempos de trata-
miento se enfrian los tubos en bafo de agua, a continuacién s¢ neutrali-
za el dcido con hidréxido birico, se separa el precipitado y la disolucién
se pasa por columnas de Amberlitas IR-400 ¢ IR-4B.

Se desarrollan 5 cromatogramas para cada uno de los ensayos, en el
disolvente butanoln-dcido acético-agua (4, 1, 5, fase superior). El tiempo
de desarrollo varia desde 4 a 48 horas dc01de con la temperatura am-
biente, por no tener las cdmaras cromatogrificas termoestabilizadas.

Cada cromatograma se reve'a con cada uno de los reactivos: fralate
dcido’ de anilina (18), orcina-CIH (19), orcina-dcido - tric'oroacético (20),
resorcina-ClH (21}, antrona (22).

Se idennficaron los distintos componentes de¢ la mezcla de reaccién
atendiendo a las reaccionzs de color con estos reactivos, movilidad res

(18) S. M. ParTripgE, Nature, 164, 443 (1949). ’
(1% J. Howugu, J. K. N. Jones ¥y W. H. Wapmax, J. Chem. Soc., 1.702 (1950)
(20) R. Krevsrranp y A. Norpan, Acta Chem. Scan(l 4, 1.320 (1950), E. LEk-
DERER ¥ M. LEDERER, Chromdtography Ed. Elsevier, Amsterddm 1953.
21 V. V. RacHINSKI y E. 1. Kyuyazvarova, Doklady Akad Nauk S.S.S.R.,
85. 119 {1952, [C. A., 47, 448 (19517. '
- {22}y R. Jouaxson, Namm 172, 956 {1953).
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p’e’c‘fd' a una 'sli'stanc'id' tipo" para I'jolime"r'ds se rt;c'lirrié‘ai la representacion
en papel semiogaritmico de la funcién Rm freite a grado de polimeri-
Zacién, y naturalmente comparacién con musstras tipo con todos aque-
llos compuestos de que disponcmos ‘o nos es posible aislar de productos
naturales que los contienen (la heptulosa se extrajo de Ja planta «Sedum
spectabile» y la gentiobiosa de la raiz de genciana).

Comportamiento de las aldosas frente al SO.H, 2 'N

Glucosa.—Desde las 24 a las 96 horas el comportamiento es similar,
Quedan restos de glucosa, y se han’ formado manosa y fructosa y otras
tres manchas de Riruewsa(,14, 0,29 y 0,54. La pumera s€ COll‘Eprnde
con una glucotriosa, la segunda, de “color pardo rojiza, no se identifica
nt con maltosa ni con celobiosa, correspondiéndose con la gentiobiosa de
un extracto de genciana y, la tercera es owro .disacdrido no identificado.
Todas ellas reveladas con el ftalate dcido de anilina. Con ercina-clorhi-
drico y antrona dett,ctamos otros tres pohmuos de Rr 0,31, 0,59 vy 0,70
que juntamente con fructosa dan la reaccién de cetosas y que correspon-
de a los pohmems de grado 4, 3 y 2 respectivamente, se trata por tanto
de las mismas pohfructosands obtenidas por hidrélisis de inulina.

Manosa.—Queda también manosa. inalterada después de las 96 ho-
ras de tratamiento y desde las 24 se cbservan glucesa y fructosa, las tres
manchas de Rt 0,14, 0,29 y 0,54, y con antrona y orcina-clorhidrico se
comprueba la presencia de fructosa y la de Rt 0.31 o tetrafructosa.

Galaétosa.—Aparecen los po'{mer'os de grado 2 y 3 junto a galacto-
sa residual, al revelar con fralato 4cido de¢ anilina. En los cromatogramas
reve'ados con orcina-clorh{drico, destacan 4 manchas de Rr 0,17, 0,42,
0,66 v 0.85 que curaplen las condiciones necesarias para ser polimeros de
tagatosa.

Arabingsa.~-Desde las 24 horas hasta l'as 96 el compm‘tamiento €s
analogo. Con el fralato dcido de anilina 3 manchas rojas, una de ellas
corresponde a la arabinosa que queda sin reaccionar y las otras dos de
Rxi10.20 v 0,38, Calculadas las funciones Rm y representadas en papel
semilogaritmico corresponden a los polimeros de grado 2 y 3 de arabi-
‘nosa. Kstas manchas dan color azul-violeta, que pasa a azu] permanente,
con orcina-clorhidrico. Los cromatogramas no acusan la’ presencia de cé-
tohexosas ni aldohexosas. Con cl 1eact1vo :'esmcma clorhidrico tampoco se
detecta la presencia de cetopentosas. :

Xilosa—El comportamiento de la xllosa es andlogo al de arablnosa
‘Con ftalato dcido de anilina, todas las manchas cromatogmﬁcas dan reac-
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¢ién roja -de pentosas;..con -orcinaiclorhidrico .dan:-color. azul-violeta.-No
ha'v reaccién de - aldohexosas ni. dcccetopmtosas -6 ceroaldosas.. Durante
rodos los periodos .de traramiento-el compmtammmo i es qeme]ante y al
cabo de 96 horas queda parte’ de.la' xilosa sin atacag. .t \

- Las manchas coucspondlentes a .estos. cromatogramas son . pohmeros
de la xilosa de grados 2, 3:y -4 6 xilobiosa, xilotriosa y.xiotetrosa. .

La resorcina C]OIhl.dI‘lCO da..color -azu! con las aldopentmas y. DO con -

las correspondientes cetopentosas. comg .era de esperar... ., .

Ribosa.—Con fralato 4cide de.anilina reaccidén roja de tres manchas
que se corresponden con un resto de ribosa no alterada y..dos polime-
ros de Ryin0,22 y 0,40 ribobiosa y ribotriosa. Las mismas manchas dan
reaccidn azul- v101eta con orcina-clorhidrico. » .. - .....0.

P A

Comportamzento del deido sulfirico 2" N~ frenté a ceétosds

Fructosa—A las 96 horas desaparecen totalmente a la senslblhdad
Ctomatognaﬁca rodo compuesto, incluida la fructosd,  Mientras’ para Jos
otros tres periodos de tratamiento son analogos los resultados. Detecta-
mos las dos uldohexosas eplmeras conespondlentes a fructosa, y ademis
sacarosa. Tanro con antrona como con orcina-clorhidrico no se obtune
‘s p1oducto reaccionable que lz fructosa y sacarosa.

Sorbosa.~—-Lo mismo que cn la fructosa, en los cromatogramas corres-
pondientes al tratamicnto sulfirico de 96 horas no se revela la presencia
de ningin compuesto por los métodos cromatograficos. Para los otros tres
periodos de tratamiento sorbosa y otras dos manchas en la zona de los

polimeros con Rt 0,12, 0.26, todas dan reaccidn de cetosas con la orcina--

clorhidrico y amarillento con ftalato dcide de anilina.

Comportamiento del dcido sulfiirico 2 N frente a di y trisacdridos

Lactosa—Con ftalato dcido de anilina se¢ detectan 4 manchas en los
cuatro tiempos de tratamiento, una elongada que corresponde a glucosa
més galactosa, como producto de hidrélisis de lactosa, y 3 en la zona de
po imeros, dos de ellas de color pardo que se couesponde con la gluco-
triosa v glucobiosa encontradas en los cromatogramas couespondlcntes
de glucmd. La tercera pardo-rojiza corresponde a la gentiobiosa, se en-
cuentra g la misma altura aproximadamente que la lactosa, su color por
tanto enmascara cualquier posible resto de lactosa que da reaccién ama-
rilla, aunque suponemos que en estas condiciones de trabajo la hidrdh-
sis de lactosy es total. Con orcina-clorhidrico detectamos tres cetosas,
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compuestos que se corresponden con los encontrados en las disoluciones
de glucosa y que son los polimeros de grade 2 y 3 de fructosa mas ésta.

Maltosa.~Desde las 24 a las 96 horas los resultados gbtenidos son
andlogos, la hidrolisis de maltosa es total. En €] lugar que debia ocupar
ésta aparcce de nuevo la mancha, rojiza con fralato-dcido de anili-
na, de Rf 0.29, de gentiobiosa, que nos impide comprobar cuaiquier pe-
quefio resto de maltosa, aunque consideramos que en medio sulfirico y
en tratamiento tan prolongado se ha hidrolizado toda la maltosa. Como
era de esperar aparecen glucosa y fructosa y los dos oligosacaridos corres-
pondientes a glucotriosa y glucobiosa. Con antrona y orcina-clorhidrico,
fructosa, fructobiosa y fructotricsa.

Celobiosa.—Desde 24 a 96 horas con fralato #cido de anilina compro-
bamos la presencia de: fructosa, glucosa, glucobiosa, gentiobiosa y gluco-
triosa. Con antrona y orcina-clorhidrico fructosa, fructobiosa y fructo-
triosa.

Sacarosa—Hidrolisis total a glucosa y fructosa desde las 24 horas,
glucobiosa, gentiobiosa y glucotricsa asi como fructobiosa y fructotriosa.

Rafinosa.—A las 24 horas de tratamiento en los cromatogramas reve-
lados con fralato dcido de anilina comprobamos la presencia de restos de
rafinosa, melibiosa y fructosa correspondientes a la primera fase de la
hidrélisis, galactosa y glucosa. Cuadro que se mantiene a las 48 horas. A
partic de las 72 desaparecen rafinosa y melibiosa y no quedan restos de
ninglin ghicido ni fragmento a las 96 horas.



