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INTRODUCCION

Algunos de los avances mas importantes de la cien-

cia en las ultimas décadas han tenido lugar en lo que . se

podria denominar "guimica biolbégica", entendiendo por tal
aquellos aspectos de la quimica que, sin estar especifica-
mente cubiertos por la bioquimica, tienen relacién directa

con los procesos bioldgicos.

Dentro de este campo es de particular relevancia el
conjunto de estudios relativos a la accidn catalitica de la
tiamina vy especies relacionadas, tanto en medio bioldgico
como en las condiciones ordinarias de un laboratorio quimico
organico, tema en el que se trabaja en nuestro grupo desde

hace afos.

La historia de la tiaminal:2,3 comienza con los
estudios epidemiolbgicos llevados a cabo por D. Takaki en
1885, que logré erradicar el beriberi en los bugues de 1la
Marina Imperial Japonesa mediante medidas dietéticas. No
obstante, no fue hasta 1900, con los experimentos de
Eijkmann y Grijns, gque se demostrd que el beriberi se debia
a una deficiencia alimentaria y que se podia prevenir vy
curar adicionando a la dieta arroz integral o salvado de

arroz.

Inmediatamente se iniciaron los trabajos de aisla-
miento de dicho factor nutricional. En 1932, Windaus y col.
determinaron la férmula empirica de su  hidrocloruro,

C12H18C1oN40S, y Williams en 1936 publicd su estructura




correcta (Figura 0-1) y no mucho mads tarde se publicaron los
primeros métodos sintéticos debidos al mismo Williams, Todd,

y otros autores.

N N
N
)
S
HO
FIGURA 0-1

Los estudios sobre las funciones fisiolbgicas de la
tiamina se iniciaron incluso antes de disponer de datos
exactos sobre su estructura. En 1935, Thompson y Johnson4
demostraron que la deficiencia en vitamina Bj daba lugar a
altos niveles de piruvato en sangre; entre 1936 y 1938,
Peters? y col. probaron gque la tiamina es una pieza impres-
cindible en el metabolismo de carbohidratos y en 1937
Lohmann y Schuster® descubrieron gue la forma coenzimatica
activa era el pirofosfato. En la mismayépoca se comprobd la
accién descarboxilante sobre los &cidos piruvico y ceto-
glutérico asi como su accidn transcetolésica en animales y

plantas.




Desde el punto de vista de su biosintesis, la
tiamina no puede ser sintetizada por los animales supe-
riores, de ahi su caracter de vitamina, pero si lo es por

las plantas.

Las funciones biogquimicas del pirofosfato de tiami-

na son:

- descarboxilacién de a-cetodcidos al correspon-
diente aldehido; tipicamente, paso del Acido pirUvico a
acetaldehido.

- descarboxilaciébn oxidativa de a-cetoacidos, pro-
cesos propios de animales superiores.
- reacciones de transcetolizaciédn, tipicas del

metabolismo de los azucares.

- por ultimo, se ha postulado que la tiamina, pro-
bablemente en forma de su trifosfato, 3juega un importante

papel en la transmisibén nerviosa.

De todas estas funciones, 1la que nos interesa de
modo especial es la funcidén tfanscetolésica, de gran interés
en la biosintesis de pentosas, que representa una alternati-
va al ciclo de Krebs Yy que se diferencia béasicamente en que
apenas libera energia y se forman‘pentosas, necesarias para
la biosintesis de los &cidos nucleicos y del NADPH, impres-
cindible éste 0ltimo en la biosintesis de acidos grasos y

otros metabolitos (Figura 0-2).

Dentro del contexto del estudio de los mecanimos de
accién de 1la vitamina By, Ugai’? demostrd en 1943 que la

tiamina era «capaz, en ausencia de cualquier enzima, de
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catalizar en medio bésico la condensacién del furfural a
furoina (Figura 0—3) Y que 1la misma capacidad catalitica la
presentaban otras sales de tiazolio. Poco después, Mizuhara
(1949) confirmdé dichos experimentos, los amplidé y demostrd
que si se trataba acido piruvico con tiamina en presencia de
acetaldehido y en disolucién acuosa basica se formaba ace-
toina y didéxido de carbono; también se demostrd que las
sales de tiazolio catalizaban la condensacidén benzoinica no

sb6lo de los aldehidos aromaticos, sino también de los aliféa-

ticos.
tiamina
2 (/ >\\ — Z/ \&- CHOH- CO—Z/ \>
o CHO Base o) O
tiamina
CH3COCOOH  + CHzCHO ——— H3CCHOH CO CH,
Base
FIGURA 0-3

burante afios se llevaron a cabo numerosos estudios
acerca del posible mecanismo de la condensacidén benzoinica

catalizada por las sales de tiazolio en medio bésico; en




1958, (Figura 0-4) Breslow8, basadndose en la analogia elec-
trénica entre el carbono del acido cianhidrico y el C-2 de
las sales de tiazolio, el fécil intercambio proténico en
dicha posicidén 2 y la carencia de actividad de las sales de
tiazolio 2-sustituidas, propuso que la especie catalitica
seria la base conjugada del catidén tiazolio y el mecanismo,
(Figura 0-5) el propuesto por Lapworth9 para la condensacién
benzoinica clasica catalizada por el ion cianuro, mecanismo,

por otra parte, no demostrado mediante estudios cinéticos.

©
H——C=N H-——I=1‘i—
S

NG base N 2 NG
@ = ©
CR= % —
R3 S R3 S é R3 S ©
FIGURA 0-4




CHOH-C
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©
PhCHO —*Ph—C—H—VPh'—'(IH = pn—clz-?-Ph.—:Ph—?—?-Ph 5 BENZOINA
CN CN CN H CNH
FIGURA 0-5

Posteriormente, Stetterl0 desarrollé la reaccidén de
Michael-Stetter, (Figura 0-6) que consiste en la adicidén
conjugada de especies aldehidicas activadas sobre sistemas

carbonilicos «,p-insaturados.

FIGURA 0-6

Lo visto, junto con la condensacidén benzoinica
oxidativa, (Figura 0-7) estudiada en nuestro grupoll eran
las Gnicas aplicaciones conocidas de tales sistemas catali-

ticos, si exceptuamos los procesos bioquimicos.
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Curiosamente, en la literatura nunca se mencionaba
la utilizacién del formaldehido como sustrato de estas reac-
ciones. Un examen de 1lo que podria pasar al utilizarlo
(Figura 0-8) demostraba que el formaldehido es el dunico
aldehido cuya autocondensacidén benzoinica conduciria a otro
aldehido, el glicb6lico, que, a su vez, seria sustrato de la
reaccibn y asi sucesivamente; es decir, estdbamos en presen-

cia de un posible método de sintesis total de azlicares,




andlogo a la clasica reaccién de la formosal? 13 pero con-
ceptualmente distinto, claramente biomimético y, que si se
cumpliera 1lo dque estaba implicito en 1la literatura, es
decir, que las cetonas no son sustrato de la condensacién
benzoinica, conduciria a mezclas de aldosas y cetosas, pero
nunca ramificadas, al revés de lo que ocurre en la reaccidn

de la formosa.

H OH OH oe
B | o l@ H—CHO | |
H—CHO + Tz _>H-—(II—O - H—("Jl a— H—C—CH, ——
Tzt Tzt Tz +
=]
O OH 0

“—H—C—CH, — H—C—CH,0H + T2'°

T
CH,0H
| CHO
CO |
CHO CHO | CH(OH)
[ + | — CHOH) =— | + CHO
CH,0H CH(OH) | CH(OH)
l CH(OH)
' CH,0H | CH,0H
CH,OH t
2CH,0
(I:HO CHO
+ C
CH,OH "0 ?H(OH) TOCHO
, CH,OH
2 CH,0
(IlHO
2CH,O0 —— + CHO
2 CH,OH e

FIGURA 0-8
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REACCION DE LA FORMOINA

Como hemos indicado anteriormente, el formaldehido
no habia sido utilizado en todo lo descrito en relacién con
las reacciones de Lapworth-Breslow; 1la hipdtesis de gue su
utilizacién como sustrato llevaria a azlUcares (Figura 0-8)
previo paso por la etapa de aldehido glicdlico se vio plena-
mente confirmada cuando la reaccibén se realizaba en presen-
cia de disolventes aprdéticos y polares, de los que el tipi-

camente usado en nuestro grupo ha sido la dimetilformami-

da.14,15

La composicidén en azlcares depende en gran manera
de las proporciones relativas de paraformaldehido y catali-
zador empleadas, aumentando la complejidad de la mezcla al
aumentar la cantidad de formaldehido con respecto al catali-
zador. Tal vy como se ha demostrado en trabajos anteriores
realizados en nuestro laboratorio, en condiciones ordinarias
se cumple que:

- en los casos de mayor complejidad la cantidad de
heptosas o azlcares de cadena mas larga es muy escasa,
probablemente debido a que la estabilidad de las formas
hemiacetdlicas de los azlcares de 5 y 6 eslabones impiden el
ulterior crecimiento;

- la composicidn de la mezcla no depende del disol-
vente empleado, siempre gque sea aprodotico;

- el empleo de formaldehido monémero, en forma
liquida o gaseosa, adema&s de muy engorrosa, no varia el

curso de la reaccidn;

10




- la temperatura iddénea es del orden de los 60 ©C;
‘por debajo la reaccidn es muy lenta y por encima, en condi-
ciones bésicas convencionales, predomina la condensacién
aldélica;

- el rendimiento depende del tiempo de reaccién vy
de la base empleada, pues la reaccién de la formoina es
reversible y la base repolimeriza al formaldehido de modo
irreversible en competencia con la formacién de azlcares, de
manera gque a tiempos largos el rendimiento en azlcares
llega a ser cero; al aumentar la nucleofilia de la base se
favorece la repolimerizacidn, al igual que sucede al aumen-
tar la temperatura;

- por la misma causa, a igualdad del resto de
factores, el rendimiento es inversamente proporcional a la

nucleofilia de la base empleada.

ANALISIS Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE AZUCARES

Una vez comprobado que la condénsacién benzoinica
del formaldehido catalizada por sales de tiazolio en medio
bédsico conducia a azlcares, quedaba por determinar el alcan-
ce Yy las limitaciones de la reaccidén de la formoina y para
ello era necesario analizar las mezclas de azicares resul-
tantes. Ello presentaba varios graves problemas:

- no habia precedentes de un anadlisis de mezclas de
azGcares de complejidad comparable;

~ los métodos cromatograficos convencionales no

tienen 1la resolucidén adecuada;

11




- aunque la cromatografia de gases sobre columnas
‘capilares si presenta la resolucidén y sensibilidad conve-
nientes siempre que se empleen los derivados adecuados, s6lo
dan informacidén estructural sobre los azlcares de los que se
dispone de patrones, lo gue no siempre ocurre.

- la cromatografia liquida de alta resolucién pre-
senta wuna gran laguna en el anadlisis de azlcares: las co-
lumnas descritas no permiten resolver mezclas complejas y la
separaciétn depende de la existencia de una diferencia es-
tructural considerable entre los azlcares estudiados, como
cetosas de aldosas, mono- de disacaréridos, etc., y de nuevo
la informacidén estructural depende de la disponibilidad de
patrones;

- la espectrometria de masas acoplada a la cromato-
grafia de gases da informacién estructural muy valiosa cuan-
do se aplica a derivados cromatograficos resolubles, pero no
permite discriminar dentro de cada familia de compuestos, es
decir, vgr., aldohexosas entre si, y de nuevo la no disponi-
bilidad de patrones dificulta en gran manera una interpreta-
cién de los espectros de masas obtenidos.

- La dificultad fundamental es la determinacidn de
la estereoquimica de los azlUcares obtenidos, problema irre-

soluble a partir de las técnicas cromatograficas.

En resumen, hubo un momentc en los estudios desa-
rrollados por nuestro equipo en que tuvimos la necesidad de
plantear un método global, rapido y generalizable, de anali-

sis y determinacidén estructural de azlcares mediante técni-
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cas espectroscdpicas y cromatograficas.

OBJETIVO

El estudio de los azlcares libres, sea cual sea el
método a utilizar, genera principalmente un problema que es
la coexistencia en solucién de més de una estructura (formas
abiertas, ciclicas...) para la misma sustancia; por ello,
-muchos estudios se plantean a partir de derivados que permi-
tan minimizar o anular por completo dicha dificultad. Los
derivados utilizados en los estudios de carbohidratos son
diversos y al mismo tiempo dependientes de la técnica utili-
zada. Nuestra idea se basa en utilizar un GUnico tipo de
derivados versdtiles, de los que sea factible extraer infor-
macidén por aplicacién de todas las técnicas posibles. Los
derivados de eleccidén fueron los aldononitrilos peracetila-
dos (PAAN)16 y las cetoximas peracetiladas (PAKO)17 pro-
ducidas simultaneamente a partir de las mezclas de reaccidn.
Son derivados lineales sintetizados a paftir de las aldosas
y cetosas correspondientes por tratamiento con hidrocloruro
de hidroxilamina en piridina y posterior tratamiento con
anhidrido acético y tienen la ventaja de ser wunivocos, es
decir que cada azlcar d& lugar a un Unico derivado con 1lo
que la complejidad de la mezcla a analizar depende Unica-
mente del numero de compuestos, sin incrementarse por el
proceso de derivacidén. Poseen asimismo la ventaja de que en
la derivacidén no se pierde informacidén sobre el compuesto de

partida, problema, por ejemplo, que presentan los polioles
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obtenidos por reduccidén de los azlcares. Estas dos cuali-
dades, junto con otros aspectos de su naturaleza, como por
ejemplo su estabilidad al ambiente, facilitan su manejo Yy
hacen de ellos una buena opcidén para el anédlisis de carbohi-
dratos, siendo susceptibles de estudio por distintas técni-
cas cromatograficas, cromatografia de gases y cromatografia
liguida de alta resolucién; espectroscépicas, RMN-1H y RMN-
13c; espectrometria de masas y calculos tebricos empiricos
de Mecanica Molecular (MM2). Con todo ello, y como en cada
capitulo se especificara, se persigue obtener condiciones de
separacién e identificacibén de los compuestos a partir de

los datos acerca de su conectividad y de su estereoquimica.

Para ello, en primer lugar estos compuestos se han
de someter a cromatografia de gases con columnas capilares.
Esta técnica es de aplicacién réapida y actualmente es la que
muestra mayor resolucidén y sensibilidad para el andlisis de
azUcares. Mediante la cromatografia de gases acoplada a 1la
espectrometria de masas se puede obtenef informacién sobre
la longitud de la cadena hidrocarbonada y la naturaleza del
aztcar, aldosa o cetosa, y si se dispone de patrones se
puede llegar a identificar al isbébmero concreto, aungue para
los casos en gque no se disponga de patrones ello no sea
posible. En 1la literatura se encuentran estudios sobre 1la
aplicacién de las dos técnicas GC y EM a derivados PAAN /
PAKO, si Sien se hallan analizados y estudiados sdblamente
algunos de ellos; ademas sbdlo se describe el uso de columnas

empaquetadas, de mucha menor resolucibén que las capilares.
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Nosotros nos planteamos extender estas dos técnicas al mayor
numero posible de PAAN, todos los derivados de las aldosas
de 5 y 6 atomos de carbono, algin C4 y C7 y derivados de
tipo PAKO. Existiendo antecedentes literarios sobre el es-
tudio por GC-EM de los derivados PAAN / PAKO, en la presente
Tesis hemos partido de dichos conocimientos, centrando el
estudio, fundamentalmente, en la aplicacién a estos compues-

tos de las otras técnicas citadas anteriormente.

Para el estudio estructural y configuracional se
necesita poseer, al menos, pegueiias cantidades de producto
puro para poder aplicar las técnicas espectroscoédpicas ade-
cuadas, en concreto, la resonancia magnética nuclear. Ello
nos planted la necesidad del estudio cromatografico por HPLC
sobre soportes dekpolaridad ordinaria o de fase reversa, e
incluso a la preparacion de nuevos soportes, como veremos

mas adelante.

Nos planteamos extraer la informacidén estereoquimi-
ca, esencial para la determinacidn estructural de los azt-
cares, de los datos de RMN; en concreto de los valores de
las constantes de acoplamiento vecinal entre protones. Ahora
bien, estos compuestos tienen una gran movilidad conforma-
cional en disolucidén y la constante de acoplamiento observa-
da es la media ponderada de las de cada una de las conforma-
ciones posibles; como esas conformaciones dependen de la
configuracién, la determinacidén de las constantes de acopla-
miento debe permitir fijar la configuracidén de la estructura

estudiada. El1 problema est& en determinar los confdrmeros

15




presentes para cada molécula y la poblacién conformacional
asociada a los mismos, lo que nos lleva al estudio tedrico
mediante la utilizacién del método empirico de calculo cono-

cido por Mecanica Molecular.

El numero de conférmeros crece exponencialmente con
el numero de atomos de la cadena por lo que la complejidad
del problema nos llevé a limitarnos, en este trabajo, ex-
clusivamente a los PAAN, porque "a priori" son los de méas
fdcil solucidén tedbrica vy de los que se dispone de mayor

numero de azlucares patrdén necesarios.

La siguiente etapa consiste en el cé&lculo tebrico
de las constantes de acoplamiento mediante la aplicacidén de
la ecuacién de Karplus-Altona a los diferentes conférmeros

de cada molécula.

La concordancia entre las constantes de acoplamien-
to calculadas y experimentales determinadas a partir de los
espectros de los PAAN previamente purificados y separados
por HPLC, nos han de dar una idea de lo ajustado de la
correlacién establecida entre configuracién, conformaciones
asequibles, poblacibén conformacional y constante de acopla-
miento. Una vez realizado este trabajo con modelos a plena
satisfaccidn estaremos en condiciones de repetir a la inver-
sa el proceso para cualquier caso anadlogo, es decir, corre-
lacionar las constantes experimentalesAcon una determinada
poblacién conformacional y ésta con la configuracién de los

centros de la molécula problema.

El problema que se presentd fue que para aplicar el
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método empirico Mecénica Molecular al célculo tedrico de las
poblaciones conformacionales debimos empezar por parametri-
zar algunas de las constantes del grupo ciano que no estaban
descritas, para después calcular las poblaciones conforma-
cionales de los compuestos PAAN. Tras ello se deberad cal-
cular las constantes de acoplamiento tebéricas mediante la

ecuacidn de Altona.

La Ultima etapa de nuestro trabajo debe ser 1la
comparacién entre los valores de las constantes de acopla-
miento experimentales y los calculados de diferentes PAAN,
Si la concordancia es buena, Supondré que se dispone de un
estudio de poblaciones conformacionales de los EAAN, gque nos
permitirad correlacionar la configuracién de los centros
quirales de cualquier PAAN con las constantes de acopla-

miento observadas en su espectro de RMN.

En resumen, el objetivo principal de la presente

Tesis ha sido poner a punto un método global de anéalisis

estructural de azucares, objetivo que se concreta en otros

parciales que podriamos enunciar como sigue:

- eleccidén de los derivados adecuados para un es-
tudio estructural total; estos derivados han sido los aldo-
nonitrilos peracetilados (PAAN) y las cetooximas peracetila-
das (PAKO).

- estudio por cromatografia de gases y CG-EM de
tales derivados. )

- estudio por HPLC, tanto como método analitico

como de purificacién, de los derivados preparados.
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- determinacién de las constantes de acoplamiento
vecinales como dato estructural esencial.

- estudio conformacional por Mecénica Molecular.

- cdlculo tedérico de las constantes de acoplamiento
a partir de los anteriores estudios conformacionales y de la
ecuacion de Altona.

- correlacién entre las constantes de acoplamienfo
experimentales vy calculadas en moléculas patrdén para deter-
minar la bondad de nuestros datos.

- aplicacién a moléculas problema.

Lo expuesto anteriormente se desarrolla en 1los

distintos capitulos de la presente Memoria.
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I. CROMATOGRAFIA DE GASES Y ESPECTROMETRIA DE MASAS DE

DERIVADOS DE LOS CARBOHIDRATOS.
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1. INTRODUCCION

La técnica analitica més empleada para el analisis
de rutina de carbohidratos quizas sea la cromatografia de
gases (GC) por si misma o acoplada con espectrometria de
masas (GC-EM). Ello requiere la conversidn previa de los
carbohidratos en derivados volatiles,l8 como son los éteres
metilicos,19 trifluoroacetatos,20 acetatos,19 O-isopropili-
den derivados?l o trimetilsililderivados,22-24 entre otros.
Cada uno de estos derivados, Yy otros muchos gue no hemos
nombrado, tienen ventajas e inconvenientes. Entre los deri-
vados més usados figuran los per-TMS-éteres, cuya ventaja
fundamental estriba en su preparacibon facil, réapida y cuan-
titativa; no obstante, 1la sililacién directa de una mezcla
de carbohidratos supone la congelacidén de todos los equili-
brios existentes entre formas abiertas, anbmeros, formas
ciclicas piranbésicas y furanobsicas, y formas diméricas de
glicolaldehido, triosas y tetrosas,25 lo que causa la apari-
cién de més de un pico cromatografico por producto. Este
problema se puede evitar con el empleo de derivados de
cadena abierta; asi es frecuente gque previamente a la deri-
vaclidn se proceda a la reduccidén de los monosacéridos a los
correspondientes polioles con posterior acetilacion26.27 o
sililacién,20 o gue el grupo carbonilo se transforme en su
oxima y posteriormente se 5$i11i1e28-30 5 se acetile.31l Los
derivados obtenidos por tratamiento de las oximas con anhi-
drido acético, aldononitrilos peracetilados (PAAN) y cetoo-

Xximas peracetiladas (PAKO), han sido recientemente explora-
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dos para su utilizacién en CG-EM16,17,32-39 y5 que permiten

una facil separacidn e identificacidén de aldosas y cetosas.

En el estudio planteado acerca de la reaccién de la
formoina, nos enfrentamos con una doble problematica:

a) el seguimiento del curso de la reaccidén, para

conocer el efecto de las condiciones operatorias (cataliza-
dor, disolvente, tiempo, temperatura, aspectos mecanisti-
COS,ev.)

b) el anédlisis propiamente dicho de las mezclas
resultantes, es decir, el conocimiento de los compuestos

presentes en las mezclas formoinicas resultantes.

Obviamente, los dos temas no son ortogonales pero
su distincién sirve, cuando menos, de pauta para la exposi-

cidén de la labor realizada.

SEGUIMIENTO DEL CURSO DE LA REACCION DE LA FORMOINA.

En un principio, el seguimiento de la reaccidétn de
la formoina se realizd mediante la cromatografia de gases de
los sililderivados, preparados directamente .sobre alicuotas
de crudos de reaccidn por ser su derivacién instantéanea con
bis(trimetilsilil)amina y cloruro de trimetilsilano en medio
de piridina anhidra; la buena resolucidén de las mezclas
obtenidas informaba rapidamente de las variaciones en el
sistema de reaccidn. No obstante, los cromatogramas eran muy
complejos, por la complicacién intrinseca de la mezcla de

reaccién y por la aparicién de mas de una sefial para un
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mismo azudcar.

Posteriormente ensayamos los alditoles sililados
para estudiar muestras muy complejas que contenian azucares
y desoxiazlcares desde Cy a C7, obtenidas mediante la reac-
cién de la formoina utilizando como catalizador el dimero
correspondiente de la sal 3-bencil-5~(2-hidroxietil)-4-
metiltiazolio y operando a 109°C durante 104 horas, con
sucesivas adiciones de paraformaldehido. Las mezclas de
carbohidratos se pasaron a mezclas de los respectivos aldi-
toles por tratamiento con borohidruro sédico,20,40 seguido
de un proceso de sililacidén en las condiciones estandar vya
citadas. Una mezcla de reaccidén asi reducida y sililada
daba un minimo de 30 productos presentes en cantidades
significativas acompafiados de muchos otros en cantidades
inferiores. La informacidén sobre la composicidén de esta
mezcla se obtuvo por aplicacién de la técnica de CG-EM,
descrita en la literatura.<20 En concreto, los datos de EM
por impacto electrdénico permiten distinguir con cierta faci-
lidad entre un producto lineal y otro ramificado a partir de
la intensidad relativa de los fragmentos terciarios frente a
los secundarios o primarios; el peso molecular de los dis-
tintos compuestos es mé&s facil de determinar por aplicacién
de lé técnica de ionizacidédn quimica con metano o amoniaco.
En la figura 1-1 se muestra un cromatograma de gases corres-
pondiente a dicha mezcla formoinica reducida y sililada. En
ella se observan masas correspondientes a compuestos C4, Cgs,

Cg ¥ C7 lineales y ramificados, asli como desoxiazicares de 5
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Yy 6 &tomos de carbono. Los cinco productos mayoritarios

registrados corresponden a isémeros ramificados de 4, 5

7 &tomos de carbono, a pesar de la hipbtesis de partida de

que tales productos no se formarian.
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FIGURA 1-1

Otros excelentes derivados para el control réapido
por CG de las mezclas de reaccidn son las oximas persilila-
das. Realizamos su estudio en profundidad con posterioridad
al de los derivados sililados de azUcares y alditoles. Su
casi Unico inconveniente es su rapida alteracién, pues Uni-
camente permanecen inalteradas durante 24 horas a 0°C en
atmbésfera inerte. Este problema se evita preparando las

oximas, estables largos periodos en medio anhidro, atmbésfera
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inerte y baja temperatura, y sililéndolas inmediatamente
antes del.estudio cromatografico. El tipo de informacién es
andlogo al proporcionado por los alditoles sililados, e
incluso superior ya que se conserva la informacién referente
a la posicidén del grupo carbonilo, datos que se pierden en
el proceso de reduccibén de los azlcares. De hecho, a 1lo
largo de la presente Tesis, hemos ido empleando las oximas
persililadas para obtener informacién répida sobre las reac-
ciones a estudiar, excepto cuando la informacién deseada era

de tipo estereoquimico.

3.ANALISIS DE LAS MEZCLAS. ESTUDIO POR CROMATOGRAFIA DE GASES

DE LOS DERIVADOS PAAN / PAKO.

La inestabilidad intrinseca de los derivados sili-
lados nos ha llevado a utilizar de manera preferente, de
cara al empleo de otras técnicas (EM, RMN,...) los nitrilos
y oximas peracetilados (PAAN / PAKO) ya citados en la intro-

ducciédn.

Los nitrilos vy oximas peracetilados son buenos
derivados desde el punto de vista de su estabilidad ya que
no se alteran durante meses, a temperatura ambiente y guar-
dados con las precauciones ordinarias. Tienen en su contra,
en comparacién con las oximas persililadas, su derivacién
mads larga y su conversidén no cuantitativa a los correspon-
dientes nitrilos, en el caso de las aldosas, obteniéndose

derivados oximicos en porcentajes pequefios pero significan-
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tes para dificultar el estudio; sin embargo, su purificacién

por, vgr., cromatografia sobre gel de silice, es facil.

A efectos del anédlisis de las mezclas formoinicas,
pronto nos dimos cuenta que'la informacidén bibliografica era
insuficiente por las lagunas existentes y la variedad de
factores a tener en cuenta para garantizar la reproducibili-
dad de los resultados. En la literatura se hallaban descri-
tas separaciones cromatograficas sb6lo para un cierto numero
reducido de estos compuestos y utilizando columnas compactas
de metilsilicona de resolucién mediocre. Las condiciones
descritas eran: temperatura inicial, 1300C, gradiente
50C/min. Por ello, decidimos disponer de nuestros propios
datos, més completos, operando con una amplia serie de

compuestos de referencia.

La formacidén de los aldononitrilos vy cetoximas
peracetiladas a partir de los azlcares se lleva a cabo por
tratamiento con hidrocloruro de hidroxilamina en solucidn de
piridina anhidra, seguido de un procesovde acetilacidén con
anhidrido acético. Aunque ciertos autores39:41,42 encuentran
conveniente utilizar N-metilimidazol como catalizador para
los procesos de acetilacidén de hidroxicompuestos, la aceti-
lacibén de los aldononitrilos y cetooximas tiene lugar féacil-
mente (10 minutos a 759C) sin la presencia de dicho catali-
zador. No hemos encontrado variaciones significativas por el
hecho de utilizar o no el N-metilimidazol. E1l problema, no
obstante, que suele surgir es la no deshidratacién total de

las aldoximas a sus correspondientes nitrilos, apareciendo,
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pues, adgquellas como impurezas. Ello se bodria evitar usando
medios alternativos de deshidratacién de aldoximas a nitri-
los, como el empleo del reactivo de Vilsmeier43 ( (CH3)N=CHX
)¥ X~ (donde X acostumbra a ser halégeno) o de cloruro de
tricloroacétilo y trietilamina a baja temperatura,44 aunque
nosotros no lo hemos hecho y hemos preferido purificar los

crudos de derivaciébn.

En el presente trabajo hemos aplicado la cromato-
grafia de gases a estos derivados, fundamentalmente como
sistema de control de pureza e identificacién réapida de las
fracciones colectadas en los analisis por cromatografia
liquida de alta resolucidn (HPLC). Como sistema de control
de pureza, puesto gque se trata de una técnica mucho més
sensible que el HPLC, en especial cuando se wutiliza el
indice de refraccidén como sistema de deteccidn, como era
nuestro caso; y como método de identificacidédn de las seifiales
registradas en distintas condiciones cromatogréaficas por
HPLC, puesto que previamente hemos determinado los tiempos
de retencidén en CG de los derivados PAAN/PAKO de los azu-
cares ordinarios. Ademas la cromatografia de gases empleando
columnas capilares ofrece buenas separaciones entre todos

los isdémeros estudiados.

En 1la figura 1-2, se presenta un cromatograma de
gases prototipico de estos derivados. Esta dividido en dife-
rentes gruﬁos de sefiales de manera gue cada grupo reune los
distintos isbmeros configuracionales de la misma longitud de

cadena. El orden de elucidn es por tamaifio molecular, primero
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los Cg, luego los Cg y posteriormente los Cy.
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FIGURA 1-2
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Los cuatro isbmeros Cg y los ocho isémeros Cg
llégan a separarse entre si al cromatografiarlos sobre una
columna capilar de fase metilsilicona- 5% fenilsilicona,
utilizando distintos gradientes de temperatura (Tabla 1-1),
como, por ejemplo, temperatura inicial 185°C, isoterma 10
min, gradiente de temperatura 2°0C/min, pero consideramos que
las mejores condiciones registradas son las siguientes:
temperatura inicial 1909C, isoterma 10 min, gradiente de
temperatura 1°C/min hasta una temperatura final de 202°C, 1
min de isoterma a 202°C, un segundo gradiente de 4°C/min
hasta una temperatura final de 250°C, con una isoterma de 10
min a 250©°C. Estas son las condiciones utilizadas en el
registro del cromatograma de la figura 1-2 y en las que se
observan las mejores separaciones entre los isémeros lixo-
arabino, y mano-altro, isdmeros que presentan siempre tiem-
pos de retencién muy similares. En la tabla 1-2 se muestran

los tiempos de retencidén de los distintos isbmeros.

Una caracteristica general de estos cromatogramas
es la mayor retencidbn que experimentan los derivados PAKO
respecto a los correspondientes PAAN; asi se puede ver
(Tabla 1-2) que las cetoximas peracetiladas de seis &tomos
de carbono muestran tiempos de retencidn mayores gque los
nitrilos de seis e incluso que el nitrilo correspondiente a

la aldoheptosa D-glicero-D-guloheptosa.

28




4. ESTUDIO POR ESPECTROMETRIA DE MASAS DE LOS DERIVADOS PAAN /

PAKO.

La combinacidén de ambas técnicas, CG y EM, consti-
tuye una primera etapa de anélisis que proporciona una gran
cantidad de informacién. Los espectros de masas de 1los
aldononitrilos peracetilados16r33 y de las cetooximas pera-
cetiladasl? han sido estudiados detalladamente en la litera-
tura mostrando rupturas similares a las de los alditoles

peracetilados32.

En las tablas 1-3, 1-4, 1-5, 1-6 y 1-7 se detallan
los fragmentos principales registrados por nosotros para los
aldononitrilos peracetilados lineales de cuatro,; cinco, seis
y siete &tomos de carbono y para las oximas peracetiladas de
las cetosas dihidroxiacetona, eritrulosa, fructosa y sorbo-

sa.

.1 DISCUSION DE LOS ESPECTROS DE MASAS.

Los espectros de masas de los PAAN contienen picos
caracteristicos de facil interpretacién.l©.,33 Aunque para
ninguno de los derivados se registra el pico correspondiente
al ién molecular, es facil reconocer los fragmentos m/e M-73
y M-98 correspondientes a la pérdida del fragmento terminal
-CH;0Ac, vy del fragmento inicial NC-CHOAc respectivamente.
Los iones asi producidos junto con los formados por rotura

de enlaces C-C son los fragmentos iniciales que dan lugar a
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series de fragmentos secundarios producidos por pérdidas
sucesivas de cetena (m/e 42), radical acetoxi (m/e 59),
dcido acético (m/e 60) o anhidrido acético (m/e 102). Igual-
mente se observan iones debidos a la pérdida de estos frag-
mentos a partir del ién molecular, gque suelen ser de menor

intensidad.

En el figura 1-3 se muestra la interpretacidén de
los principales fragmentos33 observados en el espectro de

masas de un PAAN derivado Cg.

Los fragmentos definidos para el PAAN-Cg estén a su
vez presentes33 entre los fragmentos de los correspondientes
derivados de los azﬁcares qe cadena Cg y C7. En las figuras
1-4 vy 1-5 respectivamente, se muestran algunos de los frag-

mentos tipicos de los derivados PAAN-Cg y PAAN-C7.

En las cetoximas peracetiladas (PAKO) las roturas
entre enlaces C-C no parecen ser los procesos prioritarios,
al contrario de lo observado en los PAAN, Existe, incluso en
los fragmentos observados de mayor peso molecular, pérdida
del grupo acetoxi dei grupo acetoxima (Figura 1-6), y de
igual modo que en los derivados PAAN, tienen luéar pérdidas

sucesivas de moléculas de Acido acético y metilcetena.

El hecho de no ser los fragmentos prioritarios los
que provienen de las rupturas entre &tomos de carbono conse-
cutivos de la cadena principal, dificulta el discernimiento

de la posicibén del grupo carbonilo de la cetosa de partida.
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El peso molecular para ambos tipos de derivados,
debido a la ausencia general del idén molecular en los espec~
tros por impacto electrénico, lo hemos determinado por ioni-
zacién gquimica, siendo adecuados tanto el metano como el
amoniaco, detecténdose las masas M+1l, M+29 y M+41 cuando se
realiza la ionizacidn con metano y M+18 al realizarla con

amoniaco.

CONCLUSION.

Tras varios afios aplicando la técnica de la croma-
tografia de gases, sola o combinada con la espectrometria de
masas, hemos llegado a la conclusidn que los derivados més
adecuados para la cromatografia de gases son las oximas per-
trimetilsililadas. Los otros derivados o complican sobrema-
nera los cromatogramas (per-TMS-éteres), o alteran la infor-
macidén (alditoles y sus derivados), o son de preparacidén més
compleja y no siempre cuantitativa (PAAN‘/ PAKO). No obstan-
te, las per-trimetilsililoximas no son derivados adecuados
para su uso en la aplicacidén de otras técnicas, ya sean
cromatograficas o espectroscdpicas, debido a su escasa esta-
bilidad, por lo que los derivados mas adecuados para este
tipo de estudios estructurales consideramos que son los
aldononitrilos peracetilados (PAAN) y las cetoximas perace-
tiladas (PAKO) que, a pesar de algin inconveniente en su
preparacidén, son manejables, estables y de facil uso en las

técnicas analiticas ordinarias y dan informacién analoga,
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‘paralelamente descrita en la literatura, a la de las oximas
per-trimetilsililadas en lo relativo a su estudio por espec-

trometria de masas.
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6.2

. EXPERIMENTAL.

PREPARACION DEL BIS(3-BENCIL-5-(2-HIDROXIETIL)-4-METILTIAZO-

LIN-2-ILIDENO).

Se disuelven 0.27 g de cloruro de 3-bencil-5-(2-
hidroxietil)-4-metiltiazolio en 10 mL de metanol. La diso-
lucidén metandlica se eluye a través de una resina de inter-
cambio idbnico Kastel A—300, refrigerada a 0°C. El1 dimero
eluido se recoge sobre tamiz molecular de 3 A a 0°C y en
atmésfera inerte. La solucidén metandlica se evapora a seque-
dad a alto vacio y baja temperatura, obteniéndose el pro-

ducto como residuo aceitoso.

REACCION DE LA FORMOINA.

En un matraz de 25 mL provisto de refrigerante de
reflujo se introducen 0.147 moles de paraformaldehido y 21
mL de solucién de dimetilformamida que contiene el dimero
correspondiente a 1.0 mmol de sal de tiazolio. La solucidn
se calienta hasta 109°C, realiz&ndose sucesivas adiciones de
paraformaldehido hasta su no disolucidén. La mezcla de reac-
cién se mantiene a esta temperatura durante 104 horas.
Posteriormente se elimina la dimetilformamida y el residuo
aceitoso se disuelve en agua. La fase acuosa se lava exhaus-
tivamente con éter etilico y se eluye a través de una resina
basica Kastel A-300 y de una acida C-300. La solucidén acuosa

restante se evapora a sequedad.
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6.3

REDUCCION DE LA FORMOINA OBTENIDA.

A 30 mg de la mezcla formoinica disueltos en 2 L de
agua, se le adicionan 15 mg de borohidruro de sodio. La
mezcla se mantiene bajo agitacidébn durante 5 horas a tempera-
tura ambiente. A continuacién se adicionan 2 mL de acetona
para destruir el exceso de borohidruro. Se acidifica con HCl
0.1 M hasta pH 3-4. Se evapora la acetona a presién reduéi—
da. Al residuo obtenido se le adicionan 10 mL de metanol
anhidro vy se lleva a ebullicién hasta reduccidédn del volumen
a su mitad. La operacidén se repite dos veces a fin de elimi-
nar el acido bérico en forma de boratos de metilo. Se evapo-
ra a sequedad a presidn reducida, obteniéndose el producto

reducido.

PROCESO DE SILILACION.

A una alicuota de reaccién de la formoina o al
residuo reducido equivalente obtenido de la operacién ante-
rior, disueltos en 1.5 mL de piridina anhidra, se le anaden
1.2 mL de bis(trimetilsilil)amina y 0.6 mL de cloruro de

trimetilsilano. La sililacién es instantéanea.

OBTENCION DE LOS DERIVADOS PAAN / PAKO.

A 50 mg de azucar (o mezcla de azlcares) disueltos
en 0.7 mL de piridina anhidra se le afiaden 1.15 mL de hidro-
cloruro de hidroxilamina en piridina 0.72 M. La mezcla de

reaccidén se calienta a 60°C durante 10 minutos. Pasado este
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tiempo se deja atemperar a temperatura ambiente y se le
adicionan 0.25 mL de anhidrido acético. La mezcla se lleva a
750C durante 10 minutos. A continuacién se eliminan a pre-
sibén reducida los reactivos en exceso y se diluye en 3 mL de
cloroformo y se lava varias veces (3x6 mL) con agua. La fase
cloroférmica se seca con sulfato de sodio. Se elimina el
disolvente a presidén reducida. El residuo obtenido se di-
suelve en la minima cantidad de cloroformo y se filtra sobre
gel de silice. El eluido se evapora obteniéndose el corres-

pondiente derivado (o mezcla de derivados).

CONDICIONES DE CROMATOGRAFIA DE GASES PARA LOS PAAN / PAKO

DERIVADOS.

Los PAAN / PAKO derivados se han cromatografiado en
una columna capilar 5%-fenil-metilsilicona de 25 m de lon-
gitud y diédmetro interior 0.25 mm. E1 gas portador utilizado
ha sido He con presidén a cabeza de columna de 5 psi. EI1
gradiente de temperatura utilizado ha sido: Ty = 190°C, t; =
10 min, v = 1°C/min, Ty = 2020C, t3 = 1 min, v'= 49C/min, T3

= 2500C, t3 = 10 min.
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CONDICIONES

o
Tl/ C

tl/min

v/°C/min

o]
T2/ c

t2/min

At o o R =) T & D T VL B S
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170 -
190 -
190 -
195 -
195 -
200 -
205 -
202 8
195 10
190 10
185 10

= o P BN

Nk =

NOTA. Se presentan las condiciones cromatogréficas utilizadas en

experimentos mostrados en la tabla 1.

TABLA 1-1 (continuacidn)

40

CONFIGURACION tr(min)
RIBO 9.87
LIXO 10.31
ARABINO 10.54
XILO 10.94
ALO 19.21
TALO 20.24
MANO 20.52
ALTRO 20.75
GLUCO 21.16
GULO 21.58
IDO 22.17
GALACTO 22.63
D-GLICERO-D-GULO 32.04
FRUCTOSA 34.30
SORBOSA 35.16
TABLA 1-2
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TREOSA ERITROSA

m/e abund. abund.
232 0.30 0.27
207 0.40 0.43
202 0.30 0.43
184 1.00 1.60
171 3.10 3.20
170 2.90 3.80
145 37.10 37.80
141 17.10 -16.00
129 7.10 5.40
112 8.60 7.30
103 100.00 100.00
99 14.30 13.00
86 11.40 9.50
73 11.40 10.50

Se ha tomado como pico base la sefial a m/e 103 despreciando

la senal a m/e 43.

TABLA 1-3
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RIBO ARABINO XILO LIXO

m/e abund. abund. abund. abund.
273 4.14 0.05 0.03 -
242 0.44 2.00 1.93 2.16
217 2.91 1.32 2.71 4.91
213 0.37 0.70 1.00 1.69
200 0.67 2.17 2.32 2.14
183 0.10 0.30 0.45 0.65
175 1.32 0.99 1.77 2.80
171 1.47 0.57 0.80 0.94
170 0.50 0.13 0.21 0.40
157 2.76 4,79 4.70 8.39
153 1.79 2.14 2.34 3.00
146 1.03 1.13 1.50 1.78
145 12.32 15.41 21.36 27.12
141 1.80 2.66 2.84 4.36
129 2.30 0.89 1.09 1.03
116 1.95 1.97 2.39 2.43
115 18.35 18.89 24.83 31.60
112 3.34 1.63 1.94 1.75
111 10.62 1.62 1.50 1.12
103 16.99 19,32 22.64 26.50
99 2.02 1.84 1.80 2.04
86 2.98 1.65 1.80 1.77
85 3.57 o 2.01 1.71 1.32
73 2.95 3.03 3.13 2.83
61 1.78 0.99 1.08 0.83
60 2.75 1.19 1.13 0.70

43 100.00 100.00 100.00 100.00

TABLA 1-4
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ALO ALTRO GLUCO MANO GULO 1DO GALACTO TALO

m/e abund. abund. abund. abund. abund. abund. abund. abund.
328 - 0.09 0.31 0.01 - 0.07 0.60 -
314 0.07 0.71 11.41 1.27 0.60 1.06 9.50 0.30
289 0.01 0.13 1.83 0.13 0.10 1.50 1.30 0.10
272 - 0.18 2.01 0.14 0.10 1.40 1.70 -
242 0.36 2.83 7.37 0.49 0.50 1.27 5.40 0.20
225 0.69 2.17 7.94 1.20 0.50 0.74 14.50 0.50
217 2.80 10.23 10.91 1.70 1.00 2.68 10.60 1.00
212 1.60 5.91  20.18 4.01 1.50 1.67 38.00 1.10
200 0.14 1.44 3.81 0.26 0.20 0.49 4.00 0.10
187 3.31 5.70 17.92 3.54 1.80 2.13  25.60 1.70
183 0.68 1.95 5.92. 1.03 0.60 0.76 11.50 0.40
175 0.88 2.38 3.27 0.60 0.30 0.46 4.50 0.30
170 0.18 0.76 2.05 0.29 0.20 0.34 6.10 0.10
157 2.54 6.02 - 12.98 3.47 1.90 2.79  33.70 1.50
145 16.33 35.75 4.35 9.90 8.40  17.67  100.00 5.00
141 2.60  4.21  64.58 1.86 1.10 2.02 14.10 0.60
128 1.31 1.15 2.46 1.07 0.40 0.72 7.40 0.30
127 2.58 2.85 7.98 2.55 1.50  1.94 19.80 1.30
116 1.52 2.90 3.73 1.27 0.70 1.63 9.20 0.50
115 13.21  22.76  38.53 10.95 6.00 15.00  79.80 4.10
103 14.69  27.38  42.46 10.44 7.50 17.11  75.60 4.50
99 1.57 2.31  2.91 1.19 0.60 1.13 6.70 0.40
86 1.68 2.02 3.05 1.36 0.70 1.52 19.80 0.70
85 5.30 4.71 7.37  4.12 2.00 3.23 16.60 1.70
73 6.43 2.94 3.97 3.63 1.60 2.51 8.10 1.30
61 1.04 1.03 1.25 0.82 0.50 0.74 1.40 0.50
60 1.92 0.91 0.93 1.01 0.50 0.61 1.10 0.40

43 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 76.20 100.00

TABLA 1-5
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PAAN DERIVADO DE LA D-GLICERO~D-GULOHEPTOSA

m/e abund. m/e abund.
400 0.02 183 0.29
387 0.06 182 0.24
386 0.20 178 0.40
361 0.13 175 0.66
315 0.10 170 0.41
314 0.59 164 1.35
297 0.12 158 1.36
289 0.33 157 7.95
285 0.15 145 12,14
284 0.78 141 0.89
272 0.06 139 2.96
259 0.44 128 1.02
255 0.23 127 1.23
242 0.40 lie 1.84
238 0.09 115 14.24
237 0.23 103 9.77
225 0.24 97 1.86
218 0.39 86 1.43
217 3.41 85 2.04
212 1.07 73 2.63
200 0.22 61 0.61
199 0.73 60 0.48
195 0.49 55 0.55
187 1.96 43 100.00
TABLA 1-6
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DHA ERITRULOSA FRUCTOSA SORBOSA
m/e abund. m/e abund. m/e abund. abund.
189 0.45 303 0.04 345 2.07 2.03
129 19.55 244 0.02 303 0.26 0.09
99 19.55 231 0.03 286 0.07 0.08
43 100,00 201 19,55 275 0.11 0.01
172 0.98 256 0.10 0.11
159 3.76 243 0.99 0.87
142 3.76 226 0.33 0.37
141 5.26 217 0.57 0.84
111 30.00 213 0.47 0.33
103 6.77 201 0.73 0.76
99 26.32 200 0.54 0.49
87 4,51 184 1.46 2,02
69 © 14.29 183 4.46 4,60
43 100.00 171 0.74 1.06
170 0.89 1.02
158 2.67 3.21
153 2.73 3.86
145 1.46 1.68
142 2.23 3.06
141 6.67 8.24
129 2.69 3.61
123 3.47 5.06
116 2,17 3.02
115‘ 7.54 9.50
112 1.82 3.18
111 4.56 8.05
103 4.89 7.13
100 3.40 4.20
99 2.88 5.28
87 4.84 4.38
85 7.90 4.55
83 9.68 3.56
79 14,63 0.32
73 3.75 3.85
60 8.99 2.78
45 9.51 2.89
TABLA 1-7 43 100.00 100.00
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II.ANALISIS DE AZUCARES LIBRES Y DERIVADOS POR CROMATOGRAFIA

LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.
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1. INTRODUCCION.,

La popularidad de que goza en la actualidad la
cromatografia liquida de alta resolucidén proviene de su gran
versatilidad junto con las caracteristicas de eficacia y
rapidez en lbs andlisis. Tal versatilidad se debe a 1la
amplia gama de lechos cromatograficos y fases mbéviles que se
pueden utilizar implicando diferentes mecanismos de reten-
cibdn cromatogréfica45‘48 o lo que es equivalente, diferentes
tipos de cromatografia: cromatografia de particién, basada
en las distintas solubilidades de ios solutos problema en
las dos fases; cromatografia de adsorcién producida por
fenébmenos de adsorcidén sobre el soporte sélido; cromatogra-
fia de intercambio iénico, que utiliza los fendbmenos de
disociacidén electrolitica y la cromatografia de filtracién o
exclusién molecular, en la que la elucidén de las sustancias
problema guarda relacidén con el tamafio molecular. Asimismo,
frente a la variada gama de modos cromatogréficos se une la
gran variedad de sistemas de deteccidn ufilizables segin sea
la propiedad fisica de la muestra que se determina o contro-
la; entre ellos podemos citar los basados en el indice de
refraccidén, en las constantes espectrofotométricas, como UV
o infrarrojos, 1los electroquimicos, fluorimétricos, de ra-
diactividad, y los basados en los espectros de masas e
incluso de resonancia magnética nuclear. Todo lo mencionadd
junto con la posibilidad de trabajo, en principio, desde la
escala analitica a la preparativa hacen que cada dia esta

técnica vaya adquiriendo mayor relevancia.
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Como ya se ha dicho en el capitulo anterior, en los
tltimos treinta afios el analisis de aztcares se ha llevado a
cabo, principalmente, mediante cromatografia de gases. No
obstante, el caracter destructivo que de ordinario tiene el
método de deteccidn més comin (FID) y la necesidad de la
previa derivacién de los azlcares para su analisis mediante
dicha técnica dada su nula volatilidad y estabilidad térmi-
ca, han hecho del HPLC una técnica a tener en consideracién
para el andlisis de tal tipo de sustancias, aunque su apli-
cacién a mezclas complejas estd muy lejos de ser un problema

resuelto.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION DE CARBOHIDRATOS.

A la hora de plantearse un método de andlisis de
azGcares, el primer problema que surge es la definicidén del
alcance que se le da a tal término ya gque la palabra azlGcar
engloba una gran cantidad de sustancias relacionadas pero
con claras diferencias. Asi, dentro del grupo de los monosa-
caridos se encuentran las aldosas, cetosas, alditoles, Aaci-
dos aldbébnicos, a&acidos urédnicos, acidos aldéaricos, etc. Cada
una de las clases anteriores se dividen a su vez en varias
subclases segin el nimero de a&tomos de carbono gque presentan
las especies, y a su vez, cada subclase, incluye distintos
compuestos isémeros debidos a diferencias configuracionales.
También se debe tener en consideracidén las familias de los

aminoazlcares, desoxiazlcares, etc. La combinacidn de los
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distintos monosacaridos produce los oligosacaridos y polisa-
caridos. Toda esta gran variedad de compuestos, todos bajo
el epigrafe comin "carbohidratos" o "azlcares",ha dado lugar
a una abundante literatura sobre el tema de su andlisis por
HPLC49.,50, pero al contrario de lo que ocurre en el caso de
otros grupos de sustancias bioquimicas, como pueda ser el
caso de los aminodcidos o de los nucledésidos, no se hallan
descritas unas condiciones generales de andlisis que permi-
tan la separacidén simulténea de los diferentes tipos de
monosacaridos, ni tan s6lo de todas aquellas estructuras de
monosacéridos pertenecientes a una misma clase, como por
ejemplo, aldosas o cetosas. La consecuencia de esta situa-
cién es una vasta literatura gque abarca numerosas y diversas
condiciones de analisis, pero de aplicacidén muy restrictiva.
Dada la gran importancia y presencia generalizada de estas
sustancias en la alimentacibén y en problemas bioquimicos,
muchos de los ejemplos estudiados tienen un marcado caracter
practico y especifico para la solucidn de un problema con-
creto, siendo facil encontrar publicaciones relacionadas con
el anélisis de los azUcares en los zumos de frutas, en la
cerveza, o en otras bebidas o alimentos que se limitan a la

separacién de uno, dos o pocos azucares més.

2.1 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.

La primera separacidn cromatografica de carbohidra-
tos data de 1952 y se basa en una metodologia de separacidn

por intercambio aniénicodl de sus boratos, metodologia desa-
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rrollada en los afios siguientes. A partir de 1974, empieza
a abundar 1la literatura sobre el tema de cromatografia
liquida de alta resolucidén mediante uso de resinas de inter-
cambio i6nico®2:53 bien anibdnicas®4:55 para boratos, o ca-
tidnicas26,57, para azUcares libres. Ejemplos son los traba-
jos sobre separaciones cromatogréficas usando resinas de
intercambio aniénico publicados por Jandera vy Churécek52,
Mopper55 y Oshima y colaboradores.?8 En lo referente a la
cromatografia de intercambio catidnico, donde el catidn
puede ser Na‘t, Li*, ca2*, Pb2*, cu2* o Ag*, un cambio en la
naturaleza del catién empleado en la cromatografia puede
variar el resultado cromatogréfico49. Kawamoto®?, Pecina®0,
Verhaar vy Kuster61, Von Bekkum®2 y Nomurab3 entre otros,
describen anélisis de monosacaridos que utilizan con prefe-
rencia resinas sulfénicas en forma de sus sales célcicas. No
obstante, en todos estos ejemplos, el andlisis se aplica a
mezclas constituidas como méximo por 5 monosacaridos (aldo-
sas y cetosas) como es el caso mostrado por Kawamoto?? donde
s6lo hay buena resolucidén para cuatro de ellos (fructosa,
manosa, glucosa y galactosa). En este tipo de cromatografias
el eluyente contiene una baja proporcién (10-3 M) de trie-
tilamina, para catalizar la mutarrotacién de los azlcares y
eliminar asi el desdoblamiento de las sefiales en el cromato-
grama. Otros autores®4,65 para obtener una mejor resolucidn
trabajan con dos columnas de intercambio catibénico en serie,
cada una con un catién distinto (por ejemplo Ca2* y Ag*t)®6>
consiguiendo un alargamiento del cromatograma. Aun asi,

Bonn®> sb6lo consigue separar cinco monosacaridos (glucosa,
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xilosa, fructosa, arabinosa y dihidroxiacetona) y ello con
solapamientos entre picos. Actualmente todavia se llevan a
cabo separaciones aplicando la técnica de cromatografia de
intercambio ibénico de complejos boratos66, pese al ensancha-
miento que sufren los picos debido a una continua disocia-
cién de los complejos durante la elucidén y a los largos

tiempos de cromatografia.

2.2 CROMATOGRAFIA EN FASE NORMAL. GEL DE SILICE.

Paralelamente a los métodos cromatograficos basados
en el uso de resinas de intercambio ibnico, se desarrollaron
numerosos métodos de separacibén de azlicares sobre gel de
silice como tal o modificada, interviniendo en dicha croma-
tografia, principalmente, mecanismos de adsorcidn, de forma-

cién de puentes de hidrbégeno o de particién.

La retencidén de azlcares libres sobre silice tiene
lugar por formacién de puentes de»hidrégeno entre los grupos
silanol del gel de silice y los hidroxilos de 1los azl-
cares.’0 Se han descrito separaciones gue utilizan como
eluyente mezclas como formiato de etilo-metanol—agua67 y
acetonitrilo—aguaéB; no obstante la separacidén entre distin-
tos monosacaridos no es satisfactoria. La utilizacidén de la
silice como lecho cromatogréfico queda casi exclusivamente
relegada para la separacidn de derivados de azGcares y no de

éstos directamente.
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2.3 CROMATOGRAFIA SOBRE AMINOALQUIL-SILICES.

Un método ampliamente utilizado para la separacién
de azlcares libres ha consistido en su cromatografia sobre
aminofases obtenidas por modificacidn, quimica o fisica, del

gel de silice.

Uno de los tipos de soporte més estudiados y apli-
cados es el de las silices quimicamente modificadas por
anclaje de grupos alquilamino69’73. La silice de este tipo
mas usual es la obtenida por reaccidén con el 3-aminopropil-
trietoxisilano. La cromatografia se suele realizar a tempe-
ratura ambiente, el eluyente ordinario es una mezcla de
acetonitrilo-agua vy la elucidn de los productos74 sigue un
orden creciente por tamafio molecular. ELl mecanismo propues-
to75 para este tipo de cromatografia es igual al de la
cromatografia sobre fase ordinaria. Binder’3 explica la
retencidén en la aminocolumna por interacciones por enlace de
hidrégeno entre los grupos hidroxilos de los azlcares y los
grupos amino de la fase estacionaria. Este tipo de fases
presentan problemas en el andalisis cuantitativo’6.,77, siendo
baja 1la recuperacidédn de los azucares debido a la formacidn

de bases de Schiff entre el soluto y la fase estacionaria.

Una variante del uso de aminosilices la constituye
‘la cromatografia sobre silice impregnada con una amina.
Estas silices modificadas fisicamente presentan las mismas
caracteristicas de separacién que las aminosilices quimica-
mente enlazadas. Aitzetmiiller realiza la impregnacidén por

adicién de 1la amina al propio eluyente78r79. Wheals vy
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White80 encontraron que la retencidédn de azucares en tales
columnas es algo menor que la obtenida en las aminofases
guimicamente enlazadas>0. En general para un azlGcar determi-
nado la retencidn decrece a lo largo de la serie: 3-amino-
propilsilice gquimicamente enlazada ) poliaminas diami-
nas » aminas » silice. Como principales ventajas de las
fases aminosilices fisicamente modificadas frente a las
quimicamente funcionalizadas se puede citar su menor coste y
su mayor durabilidad debido a la constante regeneracién de
la capa de amina adsorbida sobre la silice. Existen wvarios
ejemplos de cromatografia de azlcares sobre silice impregna-
da por distintas aminas81-85, No obstante, son ejemplos de
alcance limitado que no abarcan de modo global a los distin-
tos monosacéaridos; podemos observar que se cifien a unos
pocos, principalmente glucosa, fructosa, xilosa y arabinosa,
y su separacidén frente a disacaridos comunes entre los que
podemos citar la lactosa, maltosa, sacarosa... En la croma-
tografia de azlcares libres sobre aminosilices no se obtiene
separacibn cromatografica entre las formas anoméricas de los
distintos azucares, y segun Verhaar y Kuster, ello se debe a
gque los grupos amino de la fase estacionaria catalizan el

proceso de mutarrotacién86,

2.4 CROMATOGRAFIA EN FASE REVERSA.

En la literatura8’ se recogen algunos ensayos,
aungue muy escasos, de cromatografia de monosacaridos libres

sobre fases reversas constituidas por columnas octadecil (C-
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18), con agua como eluyente, Yy que muestran resultados

insatisfactorios’®.

2.5 DERIVACION PREVIA DE LOS AZUCARES.

El proceso de derivacién tiene un doble objetivo,
por un lado ampliar la gama de sistemas de deteccidn utili-
zados para el anélisis de los azlcares y por otro lado,
comunicar a los carbohidratos propiedades hidrofébicas que
hacen plausible la aplicacidén de otros tipos de cromatogra-
fia, como 1la cromatografia de particidén en fase normal o
fase reversa. Los carbohidratos tienen un maximo de absor-
cidén al ultravioleta hacia los 185 nm, lo que en la préactica
anula4? al UV como sistema de deteccidén util para estos
compuestos; tampoco muestran absorcién en el visible y no
pueden ser detectados por fluorescencia ya que no poseen ni
crombéforos no fluordéforos. Aunque pueden ser detectados por
el sistema universal de indice de refraccién, éste posee dos
limitaciones considerables como son su menor sensibilidad y
su 1imposible adecuacidén a cromatografias con gradientes de
polaridad, al ser altamente sensible a los cambios de tempe-
ratura y de composicidén de la fase mbévil. Asi pues su uso se

limita a condiciones isocraticas de trabajo.

Los tipos88 de derivados descritos tienen wuna de
dos funciones: aumentar 1los niveles de deteccidén de los
compuestos hidroxilados en general, o aumentar las propie-
dades cromatograficas de estos compuestos, es decir, amplia-

cién de los tipos de columnas y eluyentes a fin de aumentar
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el espectro cromatografico. Podemos mencionar los derivados
metilados®8 o acetilad0389'91, los perbenzoat0392'95, per-p-
bromobenzoatos%6, per-p-nitrobenzoatos®7, benciloximas per-
benzoatos?8:99, per(dimetilfenilsilil)éteresl00,101 gansil-
| hidrazona5102‘104, O-metil u O—bénciloximas105 o en forma de
sus correspondientes derivados fenilisocianatosl06 o pien de
los 2,4—dinitrofenilderivados107‘111. También existen ejem-
plos de derivacidén de las aldosas a las correspondientes
glicaminasl12-113  asi como también hay que citar algun
ejemplo, en especial en trabajos bioquimicos, de derivacién
pre-columna por marcaje isotépico radiactivoll4 mediante

reduccidén de los carbohidratos con NaBTy4.

2.6 DERIVACION POST-COLUMNA DE LOS AZUCARES.

El poder reductor de las aldosas y azlUcares rela-
cionados (por ejemplo la reduccién de Cul* a Cu*) ha sido
utilizado para la deteccidn post-columna. En este sentido
Mopper y Gindlerlld han descrito los complejos coloreados
formados con el idén Cut y el compuesto 2,2'-bicinconinato de
sodioll6-118 o 1a reduccién en medio alcalino del azul de
tetrazolioll®, También se han‘aplicado para la derivacién
post-columna las reacciones de los azucares reductores con
derivados del &cido hidroxibenzoico. Un ejemplo es la reac-
cién con la hidrazida del &cido p-aminobenzoico descrita por
Leverlzorlzl, o bien la reaccidén con grupos amina, o especi-
ficamente con la 2-cianocacetamida que genera derivados ob-

servables por absorcién a 280 nm, o por fluorescencia®6,122-
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124, Todos los métodos gue aplican las técnicas de deriva;
cién post-columna tienen como objetivo aumentar la sensibi-
lidad de los métodos de deteccidédn aplicables a los azlcares
sin tener que manipular, anteriormente a su analisis, 1la

mezcla cromatografica.

En general, y a pesar de la abundancia y diversidad
bibliografica sobre el tema, ho existen condiciones de ana-
lisis que abarquen a los monosacéridos, aldosas y cetosas
con una resolucién razonable. Si hubiera que sacar una
conclusién de lo descrito, seria que los mejores métodos,
con innegables limitaciones, son los basados en el uso de

resinas de intercambio catidénico como fases estacionarias.
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OBJETIVO CROMATOGRAFICO.

Como acabamos de decir, a pesar del gran numero de
trabajos que describen el andlisis de azlcares por HPLC, no
se conocen condiciones cromatogré&ficas de validez general vy
estandarizadas para el anélisis de mezclas complejas de
azlicares. Por ello un objetivo parcial del presente trabaijo
ha consistido precisamente, en explorar las posibilidades de
la cromatografia liquida de alta resolucién para el andlisis
de azlUcares en forma de sus derivados PAAN y PAKO. El1 es-
tudio se ha extendido a diferentes sistemas cromatogréaficos
(fases estacionarias y fases moviles) con la idea de conse-
guir resoluciones aceptables para mezclas complejas de mono-

sacaridos.
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. MATERIALES Y METODOS.

El estudio cromatogréfico se ha llevado a cabo en
un sistema modelo Waters. Las cromatografias en régimen
isocratico se han realizado con una bomba de alta presidn
modelo M-45 (Waters Ass . 1Inc.), un inyector Rheodyne 7125,
y utilizando, en general, como sistema de deteccién, un
detector por indice de refraccidén modeloc R-401 (Waters Ass.
Inc.). El1 registro de las seflales cromatograficas se ha
llevado a cabo, en la mayoria de los casos, mediante un
registrador Omniscribe (Houston Instruments) o un integrador
Data Module (Waters Ass. 1Inc.). Las cromatografias realiza-
das con gradiente de polaridad se han llevado a cabo utili-
zando dos bombas de alta presidén, modelos 6000 y M-45 y un
programador de gradientes modelo 660, todo ello de Waters
Ass. Inc.; la deteccidén se ha realizado, para este tipo de
cromatografias, con un detector espectrofotométrico de lon-
gitud de onda variable, modelo 450 Waters Ass. Inc.. Los
estudios a temperatura variable se han realizado por intro-
duccidén de las columnas en un sistema de termostatizacidn
(Waters Ass. Inc.), y estabilizando el sistema de indice de
refraccién> mediante el mdéddulo de termostatizacidén asociado
(R-401 Waters Ass. Inc.). La cromatografia con cartuchos
Waters se ha llevado a cabo utilizando un médulo de compre-

sién hidréulica radial Waters RCM 100,

Las fases estacionarias utilizadas han sido 1las

siguientes:
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1. Columna Sugar Pak-1, de longitud 30 cm y didme-
tro interior 0.7 cm. (Waters Ass. Inc.).

2. Cartuchos de silice de tamafio de particula 10
pm, longitud 10 cm y diédmetro interior 0.7 cm. (Waters Ass.
Inc.).

3. Columna Carbohydrate Analytical, aminosilice, de
tamafio de particula 10 gm, longitud 25 cm y di&metro inte-
rior 0.4 cm. (Waters Ass. Inc.).

4, Cartucho Rad Pak C-18, de tamafio de particula 10
pum, de longitud 10 cm y diémetro interior 0.7 cm. (Waters
Ass. Inc.).

5. Columna Hibar, fase reversa C-18, de tamafio de
particula 5 um, Lichrospher 100 RP-18, de longitud 25 cm y
diametro interior 0.4 cm. (Merck).

6. Columna de triacetato de celulosa microcristali-
na, longitud 25 cm y diametro interior 0.5 cm. (Macherey-
Nagel).

7. Columna Chiralpak-OT, poli(trifenilmetilmetacri-
lato) sobre silice, tamafio de particula 10 um, longitud 25
cm y didmetro interior 0.46 cm. (Daicel Chiral Phases).

8. Columna de silice a la que se ha anclado treoni-
na, de longitud 25 cm y didmetro interior 0.4 cm, tamafio de
particula 5 um. Sintesis propia.

9., Columna de silice a la que se le ha anclado el
compuesto Fmoc-treonina, de longitud 25 cm y diametro inte-

rior 0.4 cm, tamafio de particula 5 um. Sintesis propia.

Los disolventes utilizados han sido, en su mayoria,
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Scharlau, calidad HPLC. Los éteres (dioxano, tetrahidrofura-
no, éter etilico) se han purificado en el propio laboratorio
mediante redestilacién y eliminacién de perédxidoslZd, y se
han conservado siempre en condiciones anhidras y atmbésfera
inerte. La dimetilformamida se ha purificado por destilacién
sobre pentdxido de fésforo con corriente de Ny hasta ensayo
negativo de aminas, y se ha cqnservado sobre tamiz molecular
de 4 A. El agua utilizada se ha obtenido por desioﬁizacién
y purificacién mediante el sistema Milli-Q (Millipore).
Antes de su utilizacién én la cromatografia, los disolventes
se han filtrado con filtros Millipore FH de 0.5 um de poro
para los disolventes orgénicos y filtros Millipore AH de
0.45 um para el agua. Toda fase mbévil preparada a partir de
los distintos disolventes se ha sometido a un proceso de
desgasificacién, bien mediante agitacién al vacio, bien por

sonicacidén en un bafo de ultrasonidos.

Las muestras analizadas por HPLC se han ﬁiltrado
con filtros Millipore FH de 0.5 um para soluciones orgéanicas
y filtros Millipore AH de 0.45 um, para soluciones acuosas,
mediante el sistema Swinney Filter (Millipore). Las jeringas
utilizadas han sido Microliter Hamilton de 50 uL de capaci-

dad.

Las condiciones especificas de trabajo cromatogréa-
fico (flujo, temperatura, detector,...) se indican a 1lo

largo de la exposicidn para cada caso concreto.

La determinacidén de la eficacia de las columnas asi

como de los volUimenes muertos se ha llevado a cabo siguiendo
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las indicaciones especificas de cada tipo de relleno, sumi-
nistradas por el fabricante con la propia columna. Hay Qque
comentar que las fases reversas (C-18) se controlan general-
mente mediante la inyeccién de uracilo, compuesto no reteni-
do en fase reversa y que informa sobre el volumen muerto de
la columna, y fenafteno, compuesto que eluye a tiempos de
retencién medios, pudiéndose estimar el nimero de platos
tebricos que presenta la columna; no obstante también es
corriente wutilizar compuestos aromaticos, tales como el
benceno, naftaleno..., para determinar la eficacia o nimero

de platos tebricos de las mismas.

61




5. DISCUSION DE RESULTADOS.

5.1 CROMATOGRAFIA DE CARBOHIDRATOS LIBRES SOBRE

LECHOS DE INTERCAMBIO IONICO CATIONICO.

El primer estudio se realizd sobre monosacaridos
sin ningin tipo de derivacién. El estudio se llevd a cabo
con azlUcares patrones, principalmente glucosa, manosa, xilo-
sa, arabinosa, eritrosa, treosa, gliceraldehido, glicolal-:
dehido, dihidroxiacetona, fructosa y sorbosa, y se completd
con la investigacién de las mezclas resultantes de la reac-
cién de la formoina usando como catalizador ldas sales de

tiazolio ancladas sobre polimero.

Como soporte cromatografico se eligid el que en
aquel momento se ofrecia en el mercado con indicacién de ser
el apropiado para analisis de azlcares, Sugar Pak-1126 ge
Waters Ass. No conocemos la naturaleza exacta del relleno,
considerado secreto industrial, pero si sabemos que se trata
de una resina de intercambio catiénico, probablemente sulfd-
nica, en su forma de sal calcica. La columna Sugar Pak-1
estd disefiada esencialmente, para separar entre si algin
monosacdrido, por ejemplo fructosa, de diferentes disacéri-
dos, como la maltosa o dextrosa, o de trisacaridos, tipo
maltotriosa; o bien incluso de oligbmeros de mayor peso
molecular (mayor nimero de unidades); es decir, no se trata-

ba de un soporte especifico para monosacaridos.
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Las condiciones esténdar de trabajo,l27 que son las
que inicialmente hemos empleado, con columnas de este tipo
son: agua desionizada como disolvente, flujo de 0.5 mL/min y

temperatura de columna 90 ©cC.

Nuestro primer objetivo fue, pues, estudiar el
comportamiento de este tipo de columnas frente a los monosa-
caridos que son los productos resultantes de la reaccidén de

la formoina.

La limitacidn que supone el uso del agua como Unico
eluyente, debida tanto al tipo de relleno cromatografico,
comoc a la solubilidad de los azlcares, reduce las variables
a considerar para la optimizacién del anadlisis cromatografi-
co a la variacidén de la velocidad de flujo del eluyente, 1la
variacién de la resolucidén frente a la temperatura, al
reciclado de la muestra, y la utilizacién de dos columnas en

serie.

La temperatura 6ptima de trabajo encontrada para la
separacién de monosacaridos ha sido de 50 ©OC. A temperaturas
superiores la anchura de picos es un poco menor pero al
mismo tiempo se produce una leve disminucidn en la diferen-
cia entre tiempos de retencidén para los diferentes azlcares
(Tabla 2-1). En cuanto al flujo se escogié 0.5 mL/min,
puesto gue su variacidén no mejoraba la separacidn, la dismi-
nucién del flujo favorece los procesos de difusién y el
aumento queda limitado por la presidn de trabaijo dél siste-
ma. Al disminuir el flujo a un valor mitad, se observa un

tiempo de retencidn exactamente doble para los distintos
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compuestos, es decir, el volumen de elucidén no varia, lo que
nos condujo a deducir que uno de los factores que rigen el
mecanismo cromatogréfico es el aspecto de filtracidén mole-

cular.

La anterior afirmacidén se ve ratificada si observa-
mos los volumenes de elucidén para una familia de compuestos.
En efecto, en el estudio cromatografico de las aldosas se
observa que el orden de elucidén depende directamente del
peso molecular de las sustancias. Asi, eluyen primeramente
las aldosas de seis &tomos de carbono, seguidas de las de
cinco y cuatro atomos, el gliceraldehido, el glicolaldehi-
do y por ultimo el formaldehido. Paralelamente en las ceto-
sas, se observa algo'anélogo siendo el tiempo de retencidn
de la fructosa menor que el de la dihidroxiacetona (Tabla 2-

2).

Un hecho de importancia que hemos observado, es que
las cetosas presentan retenciones mayores gque las correspon-
dientes aldosas; este comportamiento es constante en todas
las condiciones cromatograficas ensayadas. Por ejemplo, 1la
cromatografia realizada a 50 ©C., eluyente: agua, flujo: 0.5
mL/min, lecho cromatografico: dos columnas Sugar Pak conec-
tadas en serie, da los siguientes tiempos de retencidn para

la aldosa y cetosa de tres &tomos de carbono:

21'30""

]

gliceraldehido tr

dihidroxiacetona ty = 29'

De los ensayos realizados podemos extraer una in-

formacidén adicional, y es que la mayor retencién que sufren

64



los monosacaridos de menor numero de Atomos de carbono, da
como resultado una mejor separacién cromatografica o- reso-
lucidén de éstos mismos. Por el contrario, los monosacaridos
de seis &tomos de carbono, gque son los de mayor peso mole-
cular estudiados por nosotros, eluyen con tiempos de reten-

cidén muy semejantes, con escasa o casi nula resolucibdn.

Aparte del mecanismo de exclusidén molecular, - es
probable también la existencia de un mecanismo cromatogréafi-
co de adsorcidén no idébnico, que implicaria una disminucidn de
la afinidad del azlcar por la resina y simultineamente una
mayor preferencia por , la fase mévil agua al aumentar el
nimero de grupos hidroxilosd2 en la molécula; ello se tra-
duciria, como en efecto ocurre, en una mayor retencidén de
los disacaridos frente a los trisacaridoslZ8 y de los mono-
sacldridos frente a los disacaridos. Dentro del grupo de
monosacaridos, los términos inferiores muestran factores de
capacidad k' mayores que los correspondientes a los monosa-

ciridos de mayor peso molecular.

A)ORDEN DE ELUCION Y DIASTEREOMERIA.

Los perfiles de los picos que hemos observado son
por lo general distribuciones gaussianas amplias, debido a
la existencia de todo un conjunto de distintas formas en las
gue se pueden presentar los azlcares libres, formas acicli-
cas y formas ciclicas (hemiacetélicas @« y B ). No obstante

todas ellas eluyen en un mismo volumen, obteniéndose una

unica sefial cromatografica para cada monosacarido analizado,
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por lo que no aumentan la complejidad del cromatograma.

El orden de elucidén de los azlcares diastereoisomé-
ricos es muy dificil de predecir y debe ser en cada caso
determinado experimentalmente, si bien algunos autores como
Goulding56 postulan la existencia de una relacién entre el
tiempo de retencién que experimentan los azlcares y compues-
tos polioles relacionados con ellos con el nimero de grupos

hidroxilo y su disposicidén espacial.

Nosotros hemos encontrado que las ideas de Goulding
son Utiles para interpretar el comportamiento cromatogréafico
de las aldosas lineales de cuatro atomos de carbono. Dichas
aldosas, treosa y eritrosa, muestran una diferencia de tiem-
pos de retencidn elevada, al contrario gue las diferencias
observadas entre otros monosacaridos de igual peso molecular
e incluso entre monosacaridos de diferente peso molecular y
de rango superior a las treosas. Por ejemplo, dicha diferen-
cia es de aproximadamente dos minutos al eluir en wuna co-
lumna Sugar Pak-1 a un flujo de 0.5 mL/min (eluyente: agua)
y @& una temperatura de 50 ©C. Eluye primeramente la treosa
con un tiempo de retencién de 10 min. (Vy= 5 mL) mientras
que la eritrosa eluye a un ty = 12 min. (V= 6 mL) mostrando
asi un tiempo de retencién que coincide con el de los hidro-
xialdehidos de menor numero de &tomos de carbono, glicolal-
dehido y formaldehido. Es decir, la eritrosa es anormalmente
retenida si consideramos como comportamiento normal las

pautas que marcan los otros monosacaridos.

En cualquier caso la retencién elevada gue muestran
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la treosa y la eritrosa nos permite afirmar que durante el
proceso de elucidn, estos azlcares se comportan como mondme-
ros libres, ya que si se encontraran en forma dimérica, por
ejemplo, su tiempo de elucidén tendria que ser menor, seme-
jante al de las hexosas o incluso menor. Estas afirmaciones
se hallan apoyadas por los resultados publicados en 1la
literatura.129,130 Estudios por RMN-1H sobre soluciones
acuosas de D-eritrosa y D-treosa muestran, por medio del

anédlisis de sus espectros, la existencia, en solucién acuo-

sa, de las dos posibles formas furandsicas, la forma lineal
{en baja propdrcién) y la forma aldehido hidratada "aldehy-
drol". No registrandose ninguna sefial debida a formas dimé-
ricas.129 Estudios de RMN-13C realizadosl30 en agua a 36 ©C
proporcionan la siguiente composicidén para una solucién de
D-eritrosa: 25% de forma a-furanésica, 63% de forma j -
furandésica, 12% de forma hidratada "aldehydrol". En 1las
mismas condiciones,130 para una solucién de D-treosa, la
composicidén es: 51% forma p-furandsica, 37% forma a-furanbd-
sica, 12% forma hidratada del aldehido. No obstante, en
forma de aceite, parecen presentarse fundamentalmente bajo

formas diméricas.l129

El1 azicar mondémero, se puede encontrar en forma
ciclica o lineal. La causa directa de 1la diferencia de
retenciédn entre la treosa y la eritrosa puede ser la dispo-

sicidén en sin o anti de los grupos de la molécula potencial-

mente capaces de interaccionar con el lecho cromatogréfico56

Segin R. W. Goulding, el tiempo de retencién de los
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